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RESUMO

Efeito dos herbicidas ametrina e clomazone no sistema antioxidante
bacteriano

Os herbicidas ametrina e clomazone sdo amplamente utilizados na cultura de cana-de-
acucar, apresentam degradacdo essencialmente microbiana e sdo considerados contaminantes de
solos e aguas. A exposicdo dos microrganismos a estes xenobidticos pode resultar em dano
oxidativo devido ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Este trabalho
teve como objetivo analisar respostas bioquimicas e fisiologicas de dois isolados bacterianos
tolerantes aos herbicidas ametrina e clomazone. As bactérias foram isoladas de solos agricolas e a
partir de estudos fisiolégicos, crescimento e formacdo de halo, foram selecionadas duas que
apresentaram maior tolerancia aos herbicidas. Esses microrganismos foram cultivados em meio
de cultura agar nutriente, a 30°C, por 14 horas na presenca dos herbicidas ametrina (25 mM),
clomazone (9 mM), e em meio composto pelos dois herbicidas: ametrina (20 mM) + clomazone
(20 mM). Essas concentracdes representam as dosagens utilizadas para o cultivo de cana-de-
acucar para a aplicagé@o pré e pos-emergéncia. Por meio da andlise filogenética baseada no gene
16S ribossdmico, o isolado bacteriano CCO7 mostrou-se proximo a Pseudomonas aeruginosa,
enquanto que o isolado 4C07 ficou proximo a Pseudomonas fulva. A peroxidagéo lipidica foi
observada somente para o isolado CCO7 na presenca dos herbicidas em mistura. O perfil protéico
foi avaliado em SDS-PAGE, o qual revelou a indugdo de uma nova proteina de aproximadamente
60 KDa para o isolado 4C07 na presenca dos herbicidas, porém, ndo foram observadas diferencas
significativas para o isolado CCO7. A enzima superdxido dismutase (SOD) apresentou aumento
significativo da atividade para ambos isolados quando expostos aos herbicidas, entretanto,
diferencas na atividade da enzima catalase (CAT) ndo foram observadas. Para o isolado 4C07 na
presenca dos herbicidas foi observado aumento significativo no contetido de glutationa reduzida
(GSH), o qual foi acompanhado pela inducdo de uma nova isoforma de GR (1), que respondeu
especificamente ao clomazone e os herbicidas em mistura. A glutationa-S-transferase (GST)
também apresentou acréscimos de atividade quando o isolado 4C07 foi exposto aos herbicidas.
Porém, para o isolado CCO7 as enzimas GR, GST, assim, como a GSH ndo apresentaram
respostas significativas a presenca dos herbicidas. Assim, foi possivel observar que o isolado
4CO07 possui um sistema antioxidante mais eficaz, quando comparado com o isolado CC07. Alem
disso, os resultados sugerem que as enzimas SOD, GR, GST e o composto GSH podem estar
relacionados com o mecanismo de tolerdncia do isolado 4C07 aos herbicidas ametrina e
clomazone, o que pode demonstrar uma provavel adaptacdo aos ambientes estressantes.

Palavras-chave: Bactéria; Herbicidas; Estresse oxidativo; Enzimas antioxidantes
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ABSTRACT

Effect of herbicides ametrina and clomazone on bacterial antioxidant system

The herbicides ametrina and clomazone are widely used in the sugar cane cultivation,
showing essential microbial degradation, besides being considered contaminants of soil and
water. The exposure of microorganisms to xenobiotics can result in oxidative damage due to
increased production of reactive oxygen species (ROS). This study aimed to analyze biochemical
and physiological responses of two bacterial strains tolerant to the herbicides ametrina and
clomazone. The bacteria strains were isolated from agricultural soils and according to
physiological studies, growth and halo formation, two of them with the most herbicide tolerance
were selected. These microorganisms were grown in nutrient agar plates at 30 © C for 14 hours in
the presence of herbicides ametrina (25 mM), clomazone (9 mM), and in a medium composed by
two herbicides: ametrina (20 mM) + clomazone (20 mM). These concentrations represent the
concentrations used for growing sugar cane for pre and post-emergence. Through the
phylogenetic analysis based on 16S ribosomal gene, the CC07 strain was close to Pseudomonas
aeruginosa, while the 4C07 strain was close to Pseudomonas fulva. According to the results
obtained, lipid peroxidation was only observed for CCQ7 strain in a medium composed by two
herbicides. The protein profile was evaluated by SDS-PAGE, which revealed the induction of a
new protein of approximately 60 kDa for 4C07 strain in the presence of the two herbicides,
differently to that observed for CCO7 strain. The activity of the enzyme superoxide dismutase
(SOD) increased significantly for both strains when exposed to the herbicides, however, no
differences were observed for catalase (CAT) activity. The 4C07 strain showed increase in
content of reduced glutathione (GSH) in the presence of the herbicides, which was accompanied
by the induction of a new isoform of GR (I). Similarly, the 4C07 strain exhibited an increase in
Glutathione-S-transferase (GST) activity to herbicides exposure. However, for the CCO7 strain,
the GR and GST enzymes, as well as the GSH content did not exhibit differences. Thus, we
observed that the 4C07 strain may have an antioxidant system more effective when compared to
the CCO7 strain. Moreover, the results suggest that the enzymes SOD, GR, GST and GSH content
may be related to the mechanism of tolerance of 4C07 strain to ametrina and clomazone
herbicides, showing the tendency to deal better and adapt to stressful environments.

Keywords: Bacteria; Herbicides; Oxidative stress; Antioxidants enzymes
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1 INTRODUCAO

O aumento da populagdo mundial trouxe um grande desafio para a agricultura moderna, o
de manter e melhorar sua produtividade, porém, conservando o meio ambiente e diminuindo 0s
seus impactos ambientais. O uso intensivo dos pesticidas, apesar de favorecer a produtividade
agricola, leva a transferéncia entre ecossistemas, acimulo ao longo da cadeia alimentar e
persisténcia no ambiente. Estes fatores acarretam na contaminacdo do solo, da &gua e do ar
causando toxicidade ao ambiente e aos humanos. Diversos estudos evidenciam que a
contaminagdo por agroquimicos causa alteragdes no metabolismo e na diversidade genética dos
microrganismos, além de mudancas nos nutrientes do solo. A fertilidade deste depende de
caracteristicas fisicas, quimicas e biologicas, que em equilibrio, s8o essencias para a
produtividade de um sistema agricola sustentavel.

Atualmente, o Brasil é o maior consumidor mundial de pesticidas e os herbicidas
representam cerca de 56% do total comercializado no pais. Deste total, aproximadamente 20%
sdo utilizados no cultivo de cana-de-acUcar, hoje, a maior responsavel pelo crescimento de area
cultivada. Os herbicidas ametrina e clomazone sdo amplamente utilizados nesta cultura,
apresentam mecanismo de acdo relacionado com a geracdo de estresse oxidativo nas células
vegetais, além de serem detectados como contaminantes de solos e de 4aguas
superficiais/subterraneas.

Diversos estudos demonstram que os herbicidas quando em contato com o0s
microrganismos nos solos podem levar a alteracbes no metabolismo celular intensificando a
producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs). Esses produtos sdo tdxicos para muitos
microrganismos e podem causar danos as proteinas, lipideos, DNA e RNA. Em resposta ao
aumento das EROs na presenca de herbicidas, 0s microrganismos ativam mecanismos de defesa
em combate ao estresse oxidativo. O estudo do estresse causado pela exposicdo de
microrganismos a herbicidas visa compreender o mecanismo de transducdo de sinais entre
moléculas antioxidantes e xenobi6ticos, uma vez que este conhecimento é de grande importancia
para a melhor compreensdo do sistema enzimatico de biodegradacdo e posterior aplicacdo de

técnicas biotecnoldgicas de desintoxicacdo ambiental, como a biorremediacéo.



16

Portanto, 0 objetivo desse trabalho foi analisar o efeito dos herbicidas ametrina e
clomazone no metabolismo de bactérias isoladas de solos agricolas, principalmente, por meio da
analise da resposta do sistema antioxidante bacteriano.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agrotoxicos, contaminacdo ambiental e danos aos seres vivos

No século XI1X foram relatados os primeiros estudos cientificos sobre o0 uso de compostos
quimicos, época em qual foram propostas diversas misturas inorganicas para o controle de pragas
agricolas, como cal e enxofre, arsenito de cobre e arsenato de chumbo (BARBOSA, 2004).
Subsequentemente diversas descobertas ocorreram e varios agrotoxicos foram formulados e
comecaram a ser utilizados em grande escala (JARDIM; ANDRADE; QUEIROZ, 2009). Durante
a segunda guerra mundial, milhares de compostos quimicos foram testados com intuito de
desenvolver armas quimicas e também como uma forma de encontrar novos inseticidas que
pudessem proteger os soldados das pragas transmissoras de doencas. (BARBOSA, 2004).

Um marco importante que contribuiu expressivamente para a aplicacdo dos agrotoxicos
foi a descoberta do inseticida DDT (dicloro-difenil-tricloroetano), em 1944, quando mais de um
milhdo de pessoas em Napoles (Italia) foram borrifadas com o inseticida para o controle de tifo e
desta forma, a epidemia foi totalmente controlada (RUUS et al., 2010). Com esses resultados
fantasticos no controle de insetos, empreendeu-se uma corrida pelas descobertas de novos
pesticidas. Desde entdo, novas moléculas foram descobertas com caracteristicas fisico-quimicas
que propiciam funcionalidades diferenciadas e comportamentos ambientais distintos, com
grandes alterac6es nos perfis toxicoldgicos e ecotoxicoldgicos (ARMAS et al., 2007).

Além disso, partir dos anos 60 a populacdo mundial mais do que duplicou, de 3 bilhdes
passou a constar, atualmente, 6,8 bilhdes de pessoas, aumentando, consequentemente, a demanda
por alimentos e matéria-prima (DONALDSON, 2010). Seguindo-se essa tendéncia, ao longo
desses anos, a agricultura mundial cresceu em produtividade e em area cultivada, acompanhado
pelo uso de fertilizantes, técnicas de manejo e uso intensivo de agrotdéxicos (ARMAS et al.,
2007).

Em todo mundo estima-se que cerca de 2,27 milhdes de toneladas de agrotoxicos sdo
lancados anualmente no meio ambiente, sendo que 35% correspondem aos herbicidas
(VERCRAENE-EAIRMAL et al., 2010). O setor de defensivos agricolas no Brasil, em 2009,

comercializou 725 mil toneladas de produtos formulados, dos quais a classe dos herbicidas
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representou 59% desse total e aproximadamente 20% séao utilizados no cultivo de cana-de-agUcar
(SINDAG, 2009).

O estado de Sao Paulo é o maior consumidor brasileiro de agrotoxicos, local onde se
destaca a cultura de cana-de-aclcar que consome 11,5% das vendas de agrotdxicos (ARMAS et
al., 2007). Apesar da utilizagdo de agrotoxicos na agricultura ter beneficiado a produtividade de
culturas de importancia econémica, surgiram algumas preocupacgdes quanto ao efeito negativo
dos pesticidas sobre 0s organismos ndo-alvos, incluindo microrganismos, plantas, animais e seres
humanos (JIANG et al., 2008). Estudos relatam que apenas 0,1% dos pesticidas aplicados nas
culturas atingem seus alvos e grande parte permanece no ambiente, solos, aguas
superficiais/subterraneas e ar (PIMENTEL; LEVITAN, 1986; LOPEZ-PEREZ et al., 2006;
SHARMA et al., 2010). Conforme observado por Schwarzenbach et al. (1995), entre estes
compostos toxicos, a maioria apresenta caracteristicas como: hidrofobicidade elevada e baixa
reatividade no meio ambiente. Essas caracteristicas justificam a tendéncia desses compostos em
se acumularem ou bioconcentrarem nos tecidos dos organismos Vvivos, assim, o impacto desses
produtos sobre a biodiversidade ameaca todos os tipos de ecossistemas (HUERTAS et al., 2010).

Diversas pesquisas sobre contaminacdo ambiental por pesticidas sdo relatadas na literatura
(PROCOPIO et al., 2005; TRAN; HYNE; DOBLE, 2007; JACOMINI et al., 2009; HUERTAS et
al., 2010). Os herbicidas da classe s-triazinas, 0s quais incluem ametrina, prometrina, atrazina,
simazine, entre outros, sdo utilizados mundialmente e, sdo frequentemente detectados em
amostras de solos e aguas, possuindo alta resisténcia no ambiente, podendo permanecer anos no
solo, nas aguas e nos organismos (JACOMINI et al., 2009; WU et al., 2010). Estudos com aguas
superficiais e subterraneas no Estado do Rio Grande do Sul — Brasil, detectaram a presenca do
herbicida atrazina e outros 18 pesticidas na lagoa Mirim, a qual é responsavel por 97% da
demanda hidrica que serve para irrigar as lavouras de arroz nessa regido (CABRERA; COSTA;
PRIMEL, 2008). Nos Estados Unidos, esse herbicida foi encontrado com alta incidéncia em
aguas superficiais e subterraneas, sendo que as pesquisas incluiram 178 corregos e mais de 2700
pocos (GILLIOM et al.,, 2006). Na Australia, atrazina e seus subprodutos também foram
detectados em baixas concentracdes (sub L™ mg) em &guas subterraneas/superficiais em varios
estados (KOOKANA et al., 2010).

Pesquisas com o herbicida prometrina indicaram que 20% do total desse herbicida,

quando aplicado sobre a superficie do solo, permanece adsorvido (JURY et al., 1986), além disso,
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encontrou-se 9,4% de prometrina entre 30 -50 cm de profundidade em solos que estavam sob
repouso, em processos de rotagdo de cultura (GHODRATI; JURY, 1992). Recentemente, estudos
demonstraram a sua presenca em aguas superficiais (PAPADOPOULOU-MOURKIDOU et al.,
2004), e sua capacidade de ser acumulado pelas culturas, mesmo estando em pequenas
concentragdes no solo (JIANG; YANG, 2009).

No Brasil, um estudo desenvolvido pela SUREHMA (Superintendéncia dos Recursos
Hidricos e Meio Ambiente) no estado do Parand, no periodo de 1974 a 1976, constatou que 84%,
de um total de 1825 amostras de aguas colhidas nos rios apresentaram residuos de pesticidas e
que 78% destas amostras encontravam-se contaminadas mesmo depois dos tratamentos
convencionais de aguas (CHAVES, 2007). Monitoramentos realizados durante trés anos (2000-
2003) em dois rios brasileiros (Vacacai e Vacacai-mirim) no Estado do Rio Grande do Sul
detectaram a presenca dos herbicidas clomazone, em maior concentragdo, quinclorac e propanil
(MARCHESAN et al., 2007). Pesquisas realizadas em 22 paises europeus sobre a contaminacéao
do ar revelaram a presenga de pesticidas organoclorados, HCB, a-HCH, y-HCH, ppDDT, ppDDE
(JAWARD et al., 2004), e outros estudos detectaram os herbicidas atrazina e desetilatrazina em
aguas subterranéas (BARTH et al., 2007).

Além dos efeitos ambientalmente indesejaveis da utilizacdo de agrotoxicos, o uso desses
compostos pode levar a contaminacgédo de alimentos (JARDIM; ANDRADE ; QUEIROZ, 2009).
Muitos estudos relataram a ocorréncia de residuos de pesticidas em frutas (HUSKOVA;
MATISOVA; KIRCHNER, 2008; KNEZEVIC; SERDAR, 2009) e legumes (RIAL-OTERO et
al., 2005; BHANTI; TANEJA, 2007) em niveis acima dos valores maximos recomendados pela
Unido Européia (UE), Organizacdo mundial da saude (OMS) e Organizacdo das NacGes Unidas
para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) (SHARMA et al., 2010). Residuos de pesticidas em
frutas e legumes foram monitorados na cidade de Séo Paulo entre 1994 a 2001, e os dados
mostraram que 32,6% possuiam um ou mais residuos de pesticidas (GEBARA et al., 2005).

Desta forma, nos ultimos anos, muitas pesquisas tém comprovado a toxicidade dos
pesticidas aos seres vivos. Muitos deles sdo classificados como mutagénicos, carcinogénicos
(CHEN et al., 2009; SARABIA; MAURER; BUSTOS-OBREGON, 2009; GASNIER et al.,
2010), citotéxicos (WAGNER; MCMILLAN; PLEWA, 2005; GIORDANO et al.,, 2007),
genotdxicos (CAKIR; SARIKAYA, 2005) e imunotdxicos (YEH et al., 2005). Além disso,

podem provocar disfungdo enddcrina em espécies de vertebrados (HAYES et al., 2002), exemplo
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disso, sdo alguns pesticidas organofosforados que interferem na reproducdo de aves,
especialmente do sexo masculino (RODRIGUEZ; BUSTOS-OBREGON, 2000). Estudos tém
mostrado que os herbicidas da classe s-triazinas (ametrina) podem causar anormalidades sexuais
em sapos; (HAYES et al., 2003; SULLIVAN; SPENCE, 2003), reduzir a produgdo de
testosterona em ratos (TRENTACOSTE et al., 2001) e em niveis elevados, para humanos, pode
causar nauseas, vomitos, diarréias, fraqueza muscular e cancer de préostata (MACLENNAN et al.,
2002). O herbicida clomazone, assim como os organofosforados e carbomatos, sdo capazes de
alterar a atividade da enzima acetilcolinesterase (AChE; E.C. 3.1.1.7) (SANCHO; CERON;
FERRANDO, 2000; ROEX; KEIJZERS; VAN GESTEL, 2003; CRESTANI et al., 2007). Esta
enzima, encontrada em animais, € responsavel por degradar o neurotransmissor acetilcolina,
regulando seus niveis no sistema nervoso central e, a inibi¢do desta enzima pode levar a diversos
efeitos comportamentais, tais como hiperatividade, tremores, convulsdes e morte, (ROEX;
KEIJZERS; VAN GESTEL, 2003).

Outro fato referente a acdo desses xenobioticos € a destruicdo de predadores benéficos de
pragas, aumentando assim a viruléncia de vérias espécies de pragas agricolas (WILSON;
TISDELL, 2001), bem como podem alterar a microbiota dos solos (CHAVES, 2007).

Diante do exposto, os herbicidas ametrina e clomazone foram selecionados para o
desenvolvimento desta pesquisa, uma vez que apresentam grande potencial de contaminacdo de
aguas e solos (ROSSOTTI et al., 2010) e sdo usados intensivamente na cultura de cana-de-agucar
no Estado de S&o Paulo. Estudos referentes ao monitoramento da qualidade das &guas da sub-
bacia do rio Corumbatai, a qual abastece os municipios de Piracicaba, Analandia, Charqueada,
Corumbatai, Ipeuna, Itiparina, Rio Claro e Santa Gertrudes - SP revelaram a presenca dos
herbicidas ametrina e clomazone acima do nivel permitido pela OMS (ARMAS et al., 2006); esta
bacia hidrografica possui area de 170.775,60 ha, da qual, 132.420,85 ha estdo ocupadas por
plantios de cana-de-acUcar.

Neste mesmo trabalho, o autor demonstrou a capacidade desses xenobidticos percolarem
no perfil do solo, bem como a ocorréncia de escoamento superficial (runoff) para os rios,
caracterizando a forma de contaminacdo dos herbicidas nestes ambientes. Outras pesquisas
detectaram a contaminacao desses herbicidas (ametrina e clomazone) em aguas superficiais, com
variacéo de 0,17-0,23 ug L™, no municipio de Ribeir&o Preto - SP (CERDEIRA et al., 2005). No

municipio de Sdo Carlos — SP, em amostras de caldo de cana foram encontrados residuos do
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herbicida ametrina (ZUIN et al., 2006) e ainda, niveis elevados deste herbicida foram detectados
em amostras de bivalves (Corbicula fluminea) do rio Mogi-Guagu, no Estado de S&o Paulo
(JACOMINI et al., 2009).

Estes herbicidas sdo comumente detectdveis no meio ambiente em outras regibes do
Brasil, pois s&o utilizados, além da cana-de-agUcar, em diversas culturas como: arroz, tabaco,
algodao e café. Santos et al. (2008) em um estudo realizado com &guas superficiais proximas a
areas de cultivo de arroz, no Rio Grande do Sul, revelaram que 90% das amostras continham
residuos do herbicida clomazone. Bortoluzzil et al. (2006) verificaram a presenca deste pesticida
em aguas adjacentes a plantacdes de tabaco. Em solo cultivado com cana, na regido nordeste do
pantanal mato-grossense, foram detectados residuos de ametrina na maioria das amostras
coletadas em aguas de superficie, embora em baixas concentragdes. Entretanto, em amostras de
sedimentos, as concentra¢des foram superiores a 4,5 pg kg™. A elevada fregiiéncia de deteccio de
ametrina, juntamente com sua alta concentracdo em algumas amostras, foi atribuida, conforme os
autores, ao intenso cultivo de cana-de-agucar no nordeste do pantanal, na qual utiliza-se o
ametrina (LAABS et al., 2002).

A presenca de ametrina e clomazone em amostras de aguas e solos tem sido relatada na
literatura ndo somente no Brasil, como também em outros paises, tais como Espanha (NEVADO
et al., 2007), Itadlia (ZAMBONIN; PALMISANO, 2000), China (LI et al., 2010), Uruguai
(CARLOMAGNO et al., 2010), Estados Unidos (GUNASEKARA et al., 2009).

Os principais problemas dos agrotoxicos estdo centrados em sua toxicidade seletiva,
persisténcia no ambiente, mobilidade e potencial de bioacumulagéo (SILVA, 2004) e pela grande
diversidade de compostos quimicos, mais de 1000, que sdo aplicados as culturas agricolas no
mundo (ORTELLI; EDDER; CORVI, 2004). Deste modo, os efeitos ecotoxicologicos e
toxicologicos a longo prazo sdo pouco conhecidos, pois 0s agrotoxicos pertencem a familias de
substancias de estruturas quimicas muito diferentes, o que dificulta a generalizacdo dos efeitos,
levando a necessidade de considerar cada caso particularmente (CABRERA; COSTA; PRIMEL,
2008). Consequentemente, a degradacdo dos pesticidas é dependente de condigdes ambientais
(temperatura, umidade, solo, pH,), caracteristicas dos pesticidas (pKa/b, hidrofobicidade) e da
comunidade microbiana do solo (VAN EERD et al., 2003). Assim, a compreensdao das

conseqliéncias do uso permanente de agrotdxicos é de importancia mundial e a procura por
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mecanismos eficazes que visam reduzir os impactos ambientais devem ser considerados como

um dos maiores desafios a ser enfrentado na atualidade.

2.2 Impactos dos pesticidas na microbiota do solo

A aplicacdo dos herbicidas no solo pode tanto suprimir quanto induzir a proliferacéo de
microrganismos, alterando a diversidade do ecossistema. Segundo Kozdréj et al. (2001) a
complexidade genética de comunidades bacterianas pode diminuir em aproximadamente 60% em
solos contaminados e até cerca de 90% em solos altamente contaminados. Atlas et al. (1991)
relataram a reducdo na diversidade genética de comunidades bacterianas em solos expostos ao
herbicida 2,4,5-T; mudancas significativas nas comunidades bacterianas também foram
encontradas na presenca dos herbicidas metsulfuron-metil (GIRVAN et al., 2004), atrazina (ROS
et al., 2006), ametrina (CHAVES, 2007), glufosinato de aménio (PAMPULHA; FERREIRA ;
OLIVEIRA, 2007), glifosato (WIDENFALK et al., 2008), 2,4 diclorofenoxiacético-acido-metil-
ester (ZHANG, C. P. et al., 2010), endosulfan (MANICKAM et al., 2010), mesotrione
(CROUZET et al., 2010), acetochlor, terbutilazina (BARRIUSO; MARIN; MELLADO, 2010),
butachlor, diuron e dinoterb (LO, 2010).

Além das alteracBes na diversidade microbiana, outras pesquisas relatam a interferéncia
dos pesticidas nas reagdes bioquimicas dos solos realizadas pelos microrganismos, como na
mineralizacdo da matéria organica, nitrificacdo, desnitrificacdo, amonificacdo, solubilizacdo de
fosfato inorganico e reacGes redox, incluindo as atividades enzimaticas (HUSSAIN et al., 2009);
(NIEMI et al., 2009). Mudancas na atividade da enzima desidrogenase (DHA) de bactérias foram
observada por Grenni et al. (2009) na presenca do herbicida linuron. Esta enzima esta associada
com a atividade respiratéria dos microorganismos, bem como, no potencial catabdlico que
envolve as transformacBes (metabolizacdo) do carbono. Desta forma, a atividade da DHA na
presenca de pesticidas pode ser reduzida ou estimulada, gerando distirbios na mineralizacdo de
diferentes fontes de carbono no solo (CYCON; PIOTROWSKA-SEGET; KOzZDROJ, 2010).
Outras enzimas, como por exemplo, fosfatases, oxidoredutases, monooxidases, hidrolases,
também podem ser inibidas ou estimuladas na presenca de pesticidas (SCOTT et al., 2008).
Tironi et al. (2009) avaliaram os efeitos dos herbicidas ametrina e trifloxysulfuron-sodium no

potencial de solubilizagdo de fosfato inorganico de solos cultivados com cana-de-agucar. Os
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resultados mostraram que a solubilizacdo potencial de fosfato inorgénico decresceu com a
aplicacdo de ametrina, porém, foi estimulada pelo trifloxysulfuron-sodium.

Diante deste contexto, 0s riscos de desaparecimento ef/ou deslocamento de
microrganismos dentro de seus nichos, assim como a influéncia nas reacGes bioquimicas nos
solos devem ser considerados, pois eles sustentam processos basicos como 0s ciclos
biogeoquimicos, cadeia alimentar (CHAVES, 2007), formacédo e estrutura dos solos (LUPWAYI
et al.,, 2001), supressdo de patégenos (JANVIER et al., 2007), reciclagem de nutrientes em
plantas (LUPWAYI et al, 2006) e a degradacdo de pesticidas e de outros poluentes
(ERMAKOVA et al., 2010; ZHANG, H. et al., 2010; ONNEBY; JONSSON; STENSTROM,
2010).

Deste modo, os microrganismos contribuem significativamente para a fertilidade dos
solos, sendo, portanto, bons indicadores da sua qualidade, uma vez que sdo muito sensiveis a

qualquer mudanca no seu nicho ecolégico (DORAN; ZEISS, 2000).

2.3 Caracterizacgdo dos herbicidas ametrina e clomazone

2.3.1 Ametrina

Pertencente a classe das s-triazinas, uma das classes de herbicidas mais utilizadas e
estudadas no mundo, provavelmente devido ao excelente desempenho dos efeitos seletivos sobre
as plantas daninhas (MANDELBAUM; SADOWSKY; WACKETT, 2008). O herbicida ametrina
foi lancado na década de 50 (GAST; KNUSLI; GYSIN, 1955) para a aplicacdo em pré e pos
emergéncia, no controle de plantas daninhas anuais (folhas estreitas e largas) associadas as
culturas de cana-de-agucar, milho, citrus, banana, entre outras (RODRIGUES; ALMEIDA,
2005). Este herbicida € utilizado em mais de 45 paises, sendo o Brasil é o maior consumidor,
seguido por Tailandia, México, Chile e Cuba (HERI, 2008).

No Brasil, diversas marcas de herbicidas possuem ametrina como ingrediente ativo (i.a),
conforme observado na tabela 1. Esse herbicida (Figura 1) é classificado como mediamente
toxico (classe toxicoldgica I1l), no entanto, pode ser fortemente adsorvido por coldides do solo,
mantendo-se muitas vezes na camada superior ou em solos arenosos pode ser mediamente
lixividvel (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Andrade et al. (2010) relataram que a lixiviagdo de

ametrina depende das caracteristicas quimicas e fisicas e do teor da matéria organica dos solos,
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assim, em solos com maiores valores de pH, ocorreu maior lixiviagdo. Segundo Ferri et al.
(2000), em condigdes de baixo pH do solo, préximos ao valor de pKa de herbicidas bésicos,
como do ametrina, pode ocorrer a protonacdo de suas moléculas, adquirindo assim cargas
positivas. Estas cargas sdo potencialmente adsorvidas pelos coldides do solo, os quais
apresentam, predominantemente, cargas negativas.

Em plantas, quando o ametrina é adsorvido pelas raizes, é facilmente translocado pelo
xilema, por movimento acrépeto, acumulando-se nos meristemas; ja a movimentacdo pelo floema
é reduzida. Quando este herbicida atinge os meristemas apicais inibe a fotossintese, bloqueando a
cadeia transportadora de elétrons (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

Tabela 1 - Marcas de herbicidas registrados que contém ametrina como i.a

Ingrediente ativo Marca comercial
Ametrina Gesapax-GrDa
Ametrex

Ametrina-Agripec
Ametrina-Atanor
Herbipak 500-BR
Gesapax 500-Ciba-Geigy

Metrimex 500-SC

Ametrina+diuron Ametron
Ametrina+tifloxysulfuron Krismat
Ametrina+clomazone Sinerge
Ametrina+diuron+MCPA Agritrin SC

Fonte: (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005)

A meia vida do ametrina é estimada entre 50 e 120 dias no solo e cerca de 200 dias em
agua natural com pH 7,0 e temperatura variando de 5 a 29°C. O tempo de meia-vida das s-
triazinas pode ser reduzido com o aumento da acidez, aumento da temperatura e diminui¢do da
umidade (OLIVEIRA; KOSKINEN; FERREIRA, 2001). Esse herbicida apresenta baixa
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volatilidade e é medianamente sensivel a fot6lise. Em contato com o solo, fica primariamente
sujeita a degradacdo microbiana, porém pode ocorrer a degradagdo quimica por processo de
oxidacéo e hidrdlise (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).
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Figura 1 - Estrutura quimica do herbicida ametrina (ZUIN et al., 2006)

2.3.2 Clomazone

O herbicida clomazone (Figura 2), representante da classe isoxazolidinona, foi
desenvolvido no inicio de 1980 para o controle de plantas daninhas com folhas largas e
gramineas (GUNASEKARA et al., 2009). E utilizado em varias culturas, como por exemplo, em
cana-de-agUcar, arroz, tabaco, soja e algoddo, com aplicacdo em pré e pds- emergéncia. No
Brasil, é comercializado como Gamit (500 g/L) ou pode ser encontrado em mistura com ametrina
(Sinerge-SE) (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). E classificado como altamente toxico (classe
toxicologica 1) e as perdas por fotooxidacdo e/ou volatilizacdo sdo minimas e, em contato com
solo, é adsorvido pelos coldides, principalmente na presenca de matéria organica. Cumming et al.
(2002) detectaram residuos de clomazone um ano apos a aplicacdo em diferentes tipos de solos,
no entanto, outro estudo relata a lixiviacdo da mistura ametrina e clomazone ao longo do perfil do
solo de textura argilosa (MONQUERO et al., 2008).

A meia vida do clomazone no solo varia de 15 a 117 dias, dependendo do tipo do solo e
das condicGes ambientais. A degradacdo deste herbicida, essencialmente microbiana, ¢ mais
rapida em condicGes anaerdbicas do que em condicdes aerobicas (KIRKSEY et al., 1996).

O clomazone é preferencialmente absorvido pelas raizes das plantas e translocado via
xilema para as folhas. A eficicia deste herbicida esta relacionada ao seu modo de acao, pois inibe
a sintese dos compostos isoprendides precursores do pigmento fotossintético (LOCKE et al.,

1996). Para isso, ocorre a formacdo dos metabolitos 5-cetoclomazone e 5-OH clomazone
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(resultado da oxidagdo do clomazone), que por sua vez inibem a enzima deoxixilulose fosfato
sintase (DXP sintase), enzima chave na sintese dos isoprendides nos plastidios. Assim, quando 0s
carotendides estdo ausentes e as plantas estdo expostas a luz, o oxigénio singlet e a clorofila
triplet ddo iniciam a peroxidacéo lipidica, devido a sua alta reatividade (YASUOR et al., 2008),
uma vez que, os carotendides possuem um papel importante na protecdo da clorofila contra a
fotooxidacdo (HESS, 2000). Desta forma, o modo de agdo do produto torna-se bi-direcional,
inibindo a producéo de clorofila e a producdo de pigmentos protetora da mesma. As plantas ficam
brancas, por falta de clorofila, e morrem em pouco tempo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005).

Cl O

CHj,

Figura - 2: Estrutura quimica do herbicida clomazone (SILVA et al., 2010)
2.4 Degradacéo dos herbicidas

A decomposicdo biologica dos pesticidas € a mais importante e a melhor forma de
remover esses xenobidticos do ambiente (DABROWSKA; KOT-WASIK; NAMIESNIK, 2004).
Os microrganismos tém a capacidade de interagir quimicamente e fisicamente com essas
substancias, levando a mudancas estruturais ou a completa degradacéo da molécula (RAYMOND
et al., 2001). Dentro da comunidade microbiana, bactérias e fungos séo os principais degradantes
de pesticidas (DE SCHRIJVER; DE MOT, 1999). A biodegradacdo normalmente envolve o
efeito interativo das comunidades mistas de microrganismos e conta com a versatilidade
metabolica das bactérias e fungos (SILVA, 2004).

Nos solos, os microrganismos podem metabolizar os pesticidas organicos de forma
aerdbica ou anaerdbica. Na maioria dos casos, as transformacdes podem ocorrer basicamente por
catabolismo, processo em que 0s microrganismos degradam as moléculas e as utilizam como
fonte de energia e nutrientes, ou por cometabolismo em que sdo necessarias outras fontes de
carbono e de nutrientes para que a ocorra degradacdo (PENNY; VUILLEUMIER; BRINGEL,

2010), desta forma, o pesticida ndo é utilizado como fonte de energia para o crescimento do
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microrganismo, mas sim metabolizado em conjunto com outros substratos (BRICENO et al.,
2007).

Segundo Van Eerd et al. (2003), a metabolizag&o dos pesticidas em microrganismos assim
como em plantas pode envolver um processo composto de trés fases, como apresentado na tabela
2. Na primeira fase as moléculas de origem (parentais) sdo transformadas por meio de reagdes de
oxidacdo, reducdo ou hidrélise em produtos menos toxicos e mais sollveis em &gua. A fase Il
envolve a conjugacdo do pesticida ou do seu metabolito gerado na fase | com moléculas de
acucares, aminoacidos ou com a glutationa, 0 que aumenta ainda mais a solubilidade em agua e
reduz a toxicidade comparada com a molécula parental. A terceira fase constitui novamente na
conjuncdo do composto formado na fase 11 com outros metabdlitos secundarios existentes nas
células, os quais sdo ndo toxicos.

Muitos estudos tém reportado a via de degradacdo de atrazina em microrganismos,
reportando enzimas e genes envolvidos nesse processo. Em Pseudomonas sp. ADP a via de
degradacdo de atrazina € codificada por dois conjuntos génicos: 0 primeiro, expresso por atzA,
atzB e atzC, os quais codificam, respectivamente, as enzimas: atrazina clorohidrolase,
hidroxiatrazina etilaminohidrolase, N-isopropilamelida isopropilaminohidrolase, responsaveis
pela transformacdo da atrazina em &cido cianurico. O segundo conjunto génico metaboliza o
acido cianurico em NH3 e CO, pela expressdo do operon atzDEF e a producao das enzimas acido

ciandrico hidrolase, biureto hidrolase e alofanato hidrolase (SENE et al., 2010).
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Tabela 2 - Trés fases do metabolismo dos pesticidas em microrganismos e plantas, com exemplo de pesticidas e
reacdes quimicas ndo especifica (VAN EERD et al., 2003)

Fase reagao Exemplo de exemplo nado especifico do esquema quimico
pesticida
| Oxidagao pesticida+ O, pesticida-O +H,0
aril/alquil hidroxilagéo chlortoluron

O-desalquilagdo
N-desalquilacéo
desaminacéo oxidativa
sulfoxidacao

oxidagdao nitrogénio

Reducgéao
nitro-reducéo

Hidrolise
éster
amida

nitrila

1l Conjugacao

glucose
O-glucoside

N-glucoside

glucose ester

aminoéacido

glutationa

1] Conjugacao Secundaria

Glucose

malonato

O

etametsulfuron B—OCHs
etametsulfuron Fl==NHCHy
metribuzin R—NH-NHz
prometrina -
credazina Q"‘
trifluralin R—HGs
pesticida+H,0
diclofop-metil R_E'a'c”“
o
propanil Fi—HH- G ~GHZOHy
Cinazina P —

pesticida + molécula/conjugada

metribuzin f—0H
flumetsulam R—NHz
]
2,4-D R—GOH
R—C—0OH
2,4-D B
ﬂ:'_N
Atrazina N h?_':'

pesticida-conjugado + molécula
conjugada
H

. R—N—glucoss
picloram-glucose

H

. . RN =glucase
metribuzin-glucose

¢ Yon

R—OH
R—HH;
RBHg

R—g-CHa

i::h —n

R—MH;

Pest-OH +H-icida

R =0H
a

R—hH;z

I N T

pesticida-conjugado

B0 glumss

B—HN-plsmmee
g
B —C——plucosa

oo
R—C-0-MH-CH
II:I Iin
CO0H

|
N &— i
Lhﬁ— Glutationa

pesticida-conjugado-
conjugado
H

R—M-—glucose . glucose

H
R —Hl ~glucose —matanas
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Alguns estudos demosntram que microrganismos que apresentam essas enzimas também
sdo capazes de minaralizar o herbicida ametrina, como é o caso de Nocardioides sp e
Arthrobacter aurescens TC1 (STRONG et al., 2002; YAMAZAKI et al., 2008). Existem
evidéncias de que estas enzimas evoluiram para atuar em herbicidas (SEFFERNICK;
WACKETT, 2001) e sdo encontradas em diversos géneros como: Ralstonia, Agrobacterium,
Pseudaminobacter, Chelatobacter, Stenotrophomonas (STRONG et al., 2002).

A degradagdo de ametrina, radiomarcada nos carbonos do anel, em solo da classe areia
quartzosa da regido de Piracicaba-SP, foi estudada por Costa et al. (1997) sob condicdes de solo
esterilizado e ndo esterilizado, com adicdo de folhas secas de cana-de-aglcar cultivada em solo
tratado e ndo tratado com o mesmo herbicida nos trés anos anteriores a coleta. Em solos
esterilizados, praticamente ndo foi observado o desprendimento de 14CO,. Com a adi¢do do
material vegetal oriundo de campos tratados e ndo tratados, a proporcéo de 14CO;, desprendido
foi respectivamente de 13 e 12 vezes maior do que em solo sem a adi¢do de substrato, mostrando
que a degradacdo da ametrina ocorre principalmente por cometabolismo. A adicdo de solo
rizosférico da mesma cultura, com e sem os tratamentos anteriores do herbicida, também
aumentou a degradacdo, com desprendimento de 14CO, de 3,5 e 1,7 vezes maior nos solos
tratados e ndo tratados, respectivamente. Isto mostrou a ocorréncia de selecdo de
microorganismos durante os trés anos consecutivos de aplicacdo do herbicida no campo.

Mervosh et al. (1995) analisaram a atividade microbiana, temperatura e umidade do solo
na presenca do herbicida clomazone. Os resultados demonstraram que a degradacéo é dependente
de microrganismos, sendo que apos 84 dias da aplicacdo do herbicida 41% do clomazone foi
mineralizado. Liu et al. (1996) estudaram a via de degradacdo do herbicida clomazone e seus
metabolitos em microrganismos. Para as analises em HPLC foram utilizados 41 microrganismos
de diferentes espécies capazes de metabolizar este herbicida (Cunninghamella spp., Curvularia
spp., Cylindrocarpon spp., Helicostylum spp., Mucor spp., Mycobacterium sp., Nocardia spp.,
Pseudomonas spp., Rhizopus spp., Rhodococcus spp., Sepedonium spp., Streptomyces spp. e
Syncephalastrum spp.). A maioria das reacdes microbianas envolveu a hidroxilacdo do carbono
metileno do anel isoxazolidona e a hidroxilacdo do grupo metil do anel oxazolidona e algumas
rotas metabdlicas incluiram dihidroxilagdes do clomazone no anel aromatico, clivando a ligacao

carbono-nitrogénio (C-N) do anel isoxazolidona ou formando alcool clorobenzil.
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Diante do descrito, percebe-se que todas as fases para a metabolizagdo dos pesticidas séo
dependentes da maquinaria enzimética da célula. Em microrganismos, diversas enzimas de
diferentes vias metabdlicas sdo capazes de oxidar compostos nitroaromaticos; catalizar a
polimeralizacdo de véarios fendis, mediar rea¢fes de desidratacdo, dimerizagdo, desaminacéo,
dehidrogenacdo e clivar as ligagcdes entre os &tomos de carbono (C-C) e nitrogénio (C=N). Nessas
reacOes oxidativas estdo envolvidas as peroxidases, lacases, fenoloxidases e as reaces do
citocromo P450. Nas transformacdes hidroliticas, as enzimas sdo responsaveis por adicionar ao
substrato hidrogénio (H) ou hidroxila (OH) proveniente da &gua, além disso, possuem ampla
especificidade de substratos, permitindo que ocorra a degradacéo de diversos pesticidas (VAN
EERD et al., 2003; BRICENO; PALMA; DURAN, 2007). As reacdes de reducdo sdo importantes
na degradagdo de numerosos xenobidticos, pois adicionam elétrons a essas moléculas. Outras
enzimas estdo envolvidas na conjugacdo dos pesticidas ou de seus metabolitos com compostos
das células, como € o caso da glutationa-S-transferase, a qual promove a conjugacdo entre o
grupo tripeptideo da glutationa com o pesticida (STAMPER; TUOVINEN, 1998).

Entretanto, muitas pesquisas tém focado na toxicidade oxidativa induzida pelos pesticidas
nos microrganismos e o papel das enzimas antioxidantes, pois a maioria dos pesticidas quando
em contato com os microrganismos (principalmente em bactérias) podem interagir primeiramente
com a membrana celular, inibindo enzimas envolvidas na respiracdo e na cadeia transportadora
de elétrons, o que pode levar ao estresse oxidativo (KRAYL et al., 2003). No entanto, bactérias
degradantes ou até mesmo tolerantes sdo capazes de aumentar a producdo e/ou atividade de
enzimas antioxidantes em defesa ao estresse gerado pela concentracdo ou pela acdo do pesticida
(LI et al., 2009). Estudos com Pseudomonas putida KT2440 expostas a pesticidas revelaram o
aumento da producdo de proteinas de defesa contra o estresse oxidativo, bem como o aumento de
enzimas que estdo diretamente envolvidas com a degradacdo desses xenobidticos (KRAYL et al.,
2003; SANTOS; BENNDORF; SA-CORREIA, 2004). Além do equilibrio metab6lico
microbiano, para que a degradacdo dos pesticidas ocorra eficientemente sdo necessarias
determinadas condi¢des favoraveis como a disponibilidade de nutrientes, condicGes de umidade,
nivel de aeracdo, temperatura e pH adequados. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar o
efeito dos herbicidas no sistema antioxidante bacteriano e para isso as bactérias foram cultivadas
em meio rico contendo 0s xenobidticos com temperatura controlada para eliminar qualquer outro

tipo de estresse. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi analisar o efeito dos herbicidas ametrina e
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clomazone no sistema antioxidante bacteriano e, para isso, as bactérias foram cultivadas em meio
rico contendo os xenobidticos, com temperatura controlada, evitando qualquer tipo de condicao

estressante.

2.5 Sistema antioxidante e estresse oxidativo

O oxigénio molecular (O,) apareceu em quantidades significativas na atmosfera terrestre
ha mais de 2,2 bilhdes de anos, grande parte devido a evolucdo da fotossintese realizada por
cianobactérias (GARG; MANCHANDA, 2009). O acumulo de O, permitiu a evolucdo de uma
grande variedade de organismos aerébios que usam o O, como aceptor final de elétrons,
proporcionando assim maior producdo de energia na respiragdo, em comparacdo com
metabolismo anaerébio (SCANDALIQOS, 2005). A participacdo do O, no metabolismo redox foi
possivel devido a sua estrutura quimica, uma vez que oxigénio molecular possui dois pares
desemparelhados de elétrons (cada uma oriundo de um dos atomos de oxigénio) e isso atribuiu ao
O, baixa reatividade (HALLIWELL, 2006).

Entretanto, a ativacdo do O, nos sistemas bioldgicos pode ocorrer de duas maneiras: por
fotodindmica, formando principalmente como produto final o oxigénio singlet (*O,) ou pela
reducdo do O, (Figura 3), formando o radical superéxido (O,"), seguido de peroxido de
hidrogénio (H,O.) e finalizando com o radical hidroxil (OH®) (GARG; MANCHANDA, 2009).

e ¢ [ ¢
O + — 0, — H,0, — OH"® — H,0
2H H
Oxygen Superoxide Hydrogen Hydroxyl
(ground state) free radical peroxide free radical
t 4 t o4 oI ,
- - ¢ . .. -] .. .o [ ] - e ..
0:0: — 0:0: — ‘0o — o — ‘0H
o e M oo | o e o e
H " H H H

Figura 3 — Etapas da reducdo do oxigénio molecular e a producdo das espécies reativas de oxigénio e de duas
moléculas de 4gua (EDREVA, 2005)
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Estes produtos resultantes sdo altamente reativos e recebem a denominagdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs). Em bactérias, a maioria dessas espécies é derivada da reducgdo
sequencial do O, catalisadas pelas enzimas da cadeia respiratéria associada a membrana
plasmatica (LUSHCHAK, 2001). Dados experimentais indicam que, em Escherichia coli, a
cadeia respiratoria é responsavel por cerca de 87% da producéo total de H,0, (GONZALEZ-
FLECHA; DEMPLE, 1995). Em células eucariontes, como em plantas, as EROs sdo produzidas
nas mitocondrias e cloroplastos (BARTOLI et al., 2004) e séo controladas por vias metabdlicas
constitutivas e induzidas, sendo que em situa¢fes normais das células o balanco redox é mantido
pela acdo da via constitutiva (AZEVEDO et al., 2011).

Contudo, em seres procariontes e eucariontes existem mecanismos antioxidantes capazes
de prevenir as cascatas de oxidacdo nas células por meio da remocdo das EROs (LUSHCHAK,
2001; GRATAO et al., 2008). Estes mecanismos envolvem sistemas ndo enzimaticos e
enzimaticos. As defesas ndo-enzimaticas incluem compostos com intrinseca propriedade
antioxidante, as quais ajudam manter o ambiente redutor (CABISCOL et al., 2000), como o -
caroteno, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), acido ascorbico, NADPH e
NADH (SCANDALIOS, 2005). J& os mecanismos enzimaticos envolvem a Superoxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), peroxidases, Glutationa Redutase (GR), Glutationa S-
Transferase (GST), dentre outras (SCANDALIOS, 2005).

Portanto, a geracdo de EROs faz parte do metabolismo aerébio normal, mas em diversas
situacOes, a producdo dessas espécies € aumentada, seja por fonte endégena ou exdgena. Dentre
as fontes enddgenas pode-se citar: metabolismo aer6bio normal, cadeia respiratoria, reacdes de
Fenton e Haber-Weiss (GEORGIEVA, 2005; SCANDALIOS, 2005). Ja as fontes exdgenas
envolvem varios fatores ambientais de estresse como: seca, metais pesados, elevadas
concentracdes de sais, extremos de temperatura, radiacdo UV, poluicdo do ar, herbicidas, estresse
fisico e mecanico e também como resposta aos estresses bidticos como o ataque de patdgenos
(BHATTACHARJEE, 2005).

Estas perturbacbes no metabolismo celular podem levar a um desequilibrio entre o
sistema antioxidante e a producao de EROs; quando os niveis intracelulares de EROs excedem a
capacidade de defesa celular se tem o estresse oxidativo. Em altas concentragdes essas moléculas
podem causar danos nas macromoléculas de DNA, RNA, proteinas e lipideos (CABISCOL et al.,

2000). Esses danos acarretam na oxidacao de proteinas, quebras na cadeia de DNA, disturbios na
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homeostase intracelular de ions célcio livres e peroxidacdo de lipideos da membrana celular
(GEORGIEVA, 2005; GILL; TUTEJA, 2010).

Diversas pesquisas tém demonstrado que herbicidas, inseticidas e outros produtos toxicos
ambientais, direta ou indiretamente causam efeitos danosos aos microrganismos, via a geracao de
EROs e moléculas como malondeido (resultado da peroxidacdo lipidica) e grupos carbonilas
(resultado da oxidacdo de proteinas). Muitos desses produtos metabolicos sdo utilizados como
marcadores ambientais, revelando a toxicidade do composto (CHOW et al., 2010).

Algumas espécies bacterianas, como Pseudomonas putida e Burkholderia cepacia WZ1,
podem apresentar uma inducdo positiva na atividade de algumas enzimas antioxidantes na
presenca de herbicidas (LI et al., 2009), ou em alguns casos podem apresentar novas isoformas,
como em estudo com a bactéria Escherichia coli exposta ao herbicida quinclorac (LU; MIN;
XIA, 2004).

Geralmente a inducdo positiva do metabolismo antioxidativo, exposto a herbicida, vem
sendo correlacionada com a protecdo contra os danos celulares causados por esses xenobidticos,
tais como a reducdo da taxa de crescimento ou a inibicdo do crescimento bacteriano
(BHATTACHARYA et al., 2004).

A maior parte do conhecimento de enzimas antioxidantes em bactérias € baseada em
analises gendmicas. Porém, a necessidade de discriminar e determinar a funcdo destas enzimas a
nivel bioquimico, principalmente quando estdo relacionados ao metabolismo de adaptacéo e
desintoxicacdo de herbicidas (BRICENO; PALMA; DURAN, 2007).

2.6 Sistema antioxidante bacteriano

As enzimas de defesa estdo presentes nas células a nivel basal em concentracfes
suficientes para enfrentar baixos niveis de EROs (DUARTE; LATOUR, 2010). Em E. coli, por
exemplo, as taxas da producdo de O," e de H,O, dependem do estagio de desenvolvimento. Na
transicdo de crescimento, fase lag para fase exponencial, 0 H,O, pode aumentar de 5-10 vezes,
entretanto na fase estacionaria a quantidade de H,O, € estabilizada através do sistema
antioxidante (GONZALEZFLECHA; DEMPLE, 1995). Sob condigdes de estresse oxidativo as
bactérias ativam diversas fungdes para eliminar as EROs e reparar os danos celulares. Esta

resposta adaptativa esta sob o controle de fatores de transcri¢cdo, os quais sdo ativados ou
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desativados em respostas as EROs (TOLEDANO et al., 2004). Os fatores de transcrigdo sensiveis
ao aumento de EROs e a transducdo de sinais fazem aumentar a expressdo de genes envolvidos
na defesa celular (DUARTE; LATOUR, 2010).

Estudos realizados com E. coli revelaram a presenca de dois fatores transcricionais
distintos, SoxS e OxyR, que respondem as varia¢des das EROs. A resposta ao radical superéxido
(0,™) e 6xido nitrico (NO®) é controlada pelo sistema SoxRS. Este fator transcricional é oxidado
(complexo enxofre-ferro) e ativa o gene soxS, o qual induz a proteina SoxS e que por sua vez
ativa um conjunto de genes incluindo sodA (superdxido dismutase), acnA (aconitase A), nfo
(endonuclease 1V), dentre outros (Figura 4) (PARK; CHUNG ; LEE, 2010).
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Figura 4 — Modelo da regulacéo redox do fator de transcrigdo SoxRS em Escherichia coli (DEMPLE, 1996)

A resposta ao peroxido de hidrogénio (H,O,) é mediada pelo ativador transcricional
OxyR. Este fator transcricional é produzido constitutivamente, ligando-se a regides promotoras

dos genes alvos e ativando a transcri¢do. Os genes ativados por esse fator trancricinal codificam



35

para catalase (HPI-Hidroperoxidase 1), glutaredoxina, glutationa redutase (GR), glutationa
reduzida (GSH), dentre outros (CABISCOL et al., 2000).

Cada subunidade do tetramero OxyR contém dois residuos de cisteina que formam pontes
de dissulfeto quando expostos ao H,O, (Figura 5). As pontes de dissulfeto sdo reduzidas pela
glutationa (GSH), a qual é reduzida pela glutationa redutase (GR). A expressdo dos genes das
enzimas GR e glutaredoxina est&o sob o controle transcricional OxyR, compreendendo assim um
mecanismo de auto-regulacdo (POMPOSIELLO; DEMPLE, 2001).

Além de SoxS e OxyR, varios outros reguladores transcricionais modulam a expressao de
genes que codificam antioxidantes em outras espécies bacterianas, indicando a complexidade e
conectividade dos sistemas reguladores (SCANDALIOS, 2005).
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Figura 5 - Estresse Oxidativo ativa OxyR pela formacéo de pontes dissulfeto. OxyR desencadeia na expressao de
enzimas antioxidantes (POMPOSIELLO; DEMPLE, 2001)

2.6.1 Superoxido Dismutase (SOD)

Esta enzima faz parte de um grupo de metaloproteinas que catalisam a formacédo de H,0,
a partir do radical superéxido (O;*), sendo assim, é crucial para 0 mecanismo de defesa
antioxidante (MALSTROM et al., 1975). Segundo Scandalios (2005) as SOD’s compreendem a
primeira linha de defesa contra EROs nas células. Até o presente momento, a SOD (EC 1.15.1.1)

é a Unica enzima cuja atividade controla a concentracdo de O, * e H,0,, os dois substratos da
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reacdo de Haber-Weiss que origina os radicais OH® e provavelmente por isso, as SODs
representam o mecanismo de defesa central dos organismos vivos (RYAN et al., 2010). As SODs
estdo presentes em bactérias aerObias e anaerébias (IMLAY, JAMES A., 2008) e sdo
classificadas de acordo com o metal de seu sitio ativo: manganés (Mn) ou ferro (Fe), cobre/zinco
(Cu/zn) e niquel (Ni). Durante a catélise, o cofator metal-redox ativa ciclos entre os estados
oxidados e reduzidos, que diferem por um elétron. As reacdes podem ser observadas abaixo.

M" 10, 5 M™ +0,
M"™ +0,” +2H* - M"" + H,0,

20,” +2H* =0, +H,0,

As Mn-SODs em Escherichia coli sdo codificadas pelo gene sodA e sdo sensiveis ao
estresse oxidativo enddgeno (LUSHCHAK, 2001), no entanto, sdo responsaveis pela alta
protecdo contra os danos oxidativos ao DNA. Em contraste, a Fe-SOD (gene sodB) ndo €
dependente das condi¢des do crescimento bacteriano, sendo produzida constitutivamente. Estas
duas isoenzimas sdo encontradas no citoplasma bacteriano (LYNCH; KURAMITSU, 2000).

Estudos com mutantes de E. coli para o gene sodA ou sodB revelaram uma pequena
sensibilidade ao herbicida paraquat, enquanto que o duplo mutante exibiu um aumento de 1000
vezes a sensibilidade por esse herbicida, alem disso, os mutantes de sodA e sodB apresentam
dificuldades em sobreviver até fase estaciondria (DUKAN; NYSTROM, 1999). A bactéria
Burkholderia cepacia WZ1 quando exposta ao herbicida quinclorac aumentou a atividade da Fe-
SOD e induziu a isoenzima Mn-SOD. Segundo o autor a Mn-SOD foi induzida para proteger esta
espécie bacteriana da toxicidade do herbicida e sugeriu que a Mn-SOD tem um papel especial
contra acdo redox de quinclorac (LI et al., 2009).

As Cu/Zn-SODs (sodC) em bactérias geralmente sdo encontradas no periplasma ou
ancoradas a membrana (BATTISTONI, 2003). Em cada subunidade de Cu/Zn-SOD contém um
atomo de cada metal, o atomo de cobre é ciclicamente reduzido/oxidado e o a&omo de zinco
provavelmente confere estabilidade estrutural ao sitio ativo (BORDO; DJINOVIC;
BOLOGNESI, 1994). Células de Escherichia coli que foram transformadas com 0s genes da

enzima Cu/Zn-SOD de Drosophila apresentaram uma superexpressdo desse gene, evidenciado
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por niveis elevados dos polipeptideos de Cu/Zn- SOD em extratos citosolicos bacterianos, o que
0s autores relacionaram com aumento da resisténcia ao herbicida paraquat nas linhagens
transformadas (GOULIELMOS et al., 2003).

As Ni-SODs sdo encontradas em uma fracdo citosOlica das bactérias do género
Streptomyces, em actinomicetos, tais como Micromonospora rosaria, Microtetraspora glauca,
Kitasatospora griseola e em algumas cianobactérias (KIM et al., 1996; KANTH; OH; SOHNG,
2010). A concentracdo de ions Ni () na célula, como em Streptomyces seoulensis,
desempenham um papel regulador do gene sodN (Ni-SOD) e do processamento pés-traducional,
combinando assim a disponibilidade de ions Ni (II) com a quantidade de Ni-SOD ativa
(WUERGES et al., 2004).

2.6.2 Catalase (CAT)

As catalases (EC 1.11.1.6.) sdo amplamente distribuidas em organismos aerébios e
anaerdbios (facultativos ou ndo) e sdo consideradas componentes centrais de vias de
detoxificagdo que impedem a formacdo do radical hidroxil (altamente reativo). Estas enzimas
catalisam a conversdo de duas moléculas de H,O, em agua e O, pela transferéncia de dois

elétrons (ZENG et al., 2010), conforme mostra a reacao abaixo:

2 H,O, — 2 H,0 + O, (reacéo 1)

A maioria das catalases sdo enzimas tetraméricas que contém grupos heme em sua
estrutura. Com base nas suas propriedades, as catalases bacterianas foram classificadas em trés
tipos: monofuncional contendo grupo heme, bifuncional contendo grupo heme (catalase-
peroxidases) e catalases que ndo contém o grupo heme (CHELIKANI; FITA; LOEWEN, 2004).
As catalases monofuncionais sdo as mais difundidas entre os seres vivos e comumente
apresentam duas etapas para a degradacdo do H,O,. No primeiro passo uma molécula de H,0,
oxida o grupo heme formando espécies oxiferril; essa oxidacao equivale na remocao do ferro e de
um anel de porfirina gerando um radical porfirina (cation) (VLASITS et al., 2010), conforme a

reacao abaixo.
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Enz (Por-Fe"") + H,0,— Cpd | (Por*-Fe'V = O) + H,0 (reactio 2)

No segundo passo a molécula de H,O, é utilizada como um redutor do composto I,
regenerando o estado inicial da enzima e desta forma resultando na producéo O, e H,O (reacdo
3).

Cpd | (Por*-Fe' = O) + H,02 — Enz (Por-Fe""") + H,O + O, (reagéo 3)

Muitas vezes as catalases monofuncionais atuam na presenca de altas concentracdes de
substrato, decompondo o H,0O, tdxico a uma taxa extremamente rapida utilizando a reacdes
cataliticas, as quais foram descrita acima (SCANDALIOS et al., 2005).

Apesar das diferencas nas sequéncias e estrutura quimica a reacdo global das catalases
peroxidases ocorre da mesma forma que das catalases monofuncionais (reagdes 2 e 3).
Entretanto, as catalases peroxidases apresentam outro nivel de complexidade que envolve o0 uso
de doadores organicos de elétrons (por exemplo, etanol, &cido ascérbico) para a reducdo do
composto | e para restaurar o estado inicial da enzima pela transferéncia de um elétron (reacao 4).
Essas enzimas geralmente atuam em baixas concentracfes (<1uM) de H,O, (VLASITS et al.,
2010).

Cpd | (Por + -Fe'V=0) + 2AH, —> Enz (Por-Fe"") + 2AH"® + H,0 (reacio 4)

As catalases que ndo apresentam o grupo heme (catalases ndo-heme), as quais foram
encontradas somente em bactérias, possuem em sua estrutura quimica atomos de manganés.
Acredita-se que essas enzimas ndo sao amplamente difundidas devido a baixa especificidade com
0 substrato quando comparado com as outras catalases. As reacdes abaixo (5 e 6) sdo analogas as
reacdes das catalases que contém grupo heme, no entanto a diferenca esta no estado de oxidacao
do grupo manganés. As condicdes de 2,2 (Mn"-Mn") e 3,3 (Mn"'-Mn"") sdo igualmente estéveis,
consequentemente ndo existe uma ordem para a oxidagdo e reducdo desses estagios. Quando o
estado 2,2 é encontrado na célula o H,O, é um oxidante e se o estado 3,3 é encontrado o H,O, é

um agente redutor.
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H,0, + Mn"-Mn"(2H") — Mn""-Mn"" + 2 H,0 (reacso 5)
H,0, + Mn"-Mn"" — Mn"-Mn"(2H") + O, (reacio 6)

A maioria das bactérias produzem uma ou mais catalases que respondem ao estresse
oxidativo, além disso, essas enzimas podem estar presentes no citoplasma ou no espacgo
periplasmatico. Escherichia coli, por exemplo, apresenta duas catalases: HPI (catalase
peroxidase) codificada pelo gene katG, o qual é controlado pelo regulon OxyR e HPII (catalase
monofuncional) codificada pelo gene KatE, sendo induzido pelo regulon o° durante a fase
estacionéria (LUSHCHAK, 2001).

Na especie Pseudomonas putida, Hishinuma et al. (2006) relatam que o fator
transcricional OxyR é responsavel pelo controle da expressdo de dois genes das maiores
catalases, katA e katB. J& em Pseudomonas aeruginosa tem sido caracterizado trés catalases
monofuncionais codificadas pelos genes katA, katB e KatE e em algumas estirpes de P.
aeruginosa possuem uma catalase ndo-heme adicional codificada pelo gene katM (SHIN; CHOI;
CHO, 2008). A katA é a maior catalase sendo produzida em todas as fases de crescimento com
aumento de sua atividade na fase estacionaria. KatB ¢é detectavel somente quando as células sdo
expostas a altas concentracdes de H,O, ou ao herbicida paraquat (BROWN et al., 1995).

Diversas bactérias quando expostas a xenobidticos aumentam a atividade de CAT para
combater o estresse oxidativo. A bactéria Comamonas terrigena N3H é conhecida por sua ampla
diversidade catabolica em degradar diferentes xenobidticos; isoladas de solos contaminados com
hidrocarbonetos, Comamonas terrigena N3H apresentou alta atividade de catalase em relacdo a
mesma espécie isolada de solos ndo contaminados (GODOCIKOVA et al., 2005).

Entretanto, as catalases sdo essenciais ndo somente para a protecdo contra o estresse
oxidativo, mas também sdo importantes por participarem de alteragdes metabdlicas sobre
substancias tdxicas por meio das suas reacoes peroxidativas (BUCKOVA et al., 2010). A espécie
C. terrigena N3H néo possui a enzima chave (fenolhidroxilase) para a degradacdo de fenois, no
entanto, a peroxidacdo do fenol e a formacéo de produtos secundarios foram atribuidas a acdo de
catalases-peroxidases (ZAMOCKY et al., 2001).
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2.6.3 Glutationa (GSH)

A glutationa (GSH) é um dos principais antioxidante ndo enzimatico das células. Trata-se
de um tripeptideo formado por &cido glutamico, cisteina e glicina (massa molecular de 307 Da)
que possui dois grupos carboxilicos carregados negativamente e um grupo amino com carga
positiva (Figura 6). O grupo tiol da cisteina é considerado o “sitio ativo”, pois serve como doador
de elétrons e, assim, oferece propriedades redutoras a glutationa e a capacidade de remover as
EROs (SMIRNOVA; OKTYABRSKY, 2005).
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Figura 6 — Estrutura quimica da glutationa

A glutationa elimina as EROs, como H,O, e o radical hidroxil, principalmente via
cooperacédo de glutationa-peroxidase. Além disso, € utilizada para detoxificacdo de xenobioticos,
conjugacdo de metabolitos e mantém a homeostase celular (KULLISAAR et al., 2010). Durante
suas funcdes biologicas a GSH é oxidada a um dissulfeto (GSSG-glutationa oxidada) por meio da
enzima glutationa-peroxidase (EC 1.11.1.9, GPx). A GSH também pode reagir diretamente com
um “radical livre” resultando na formacdo de um radical tiol, GS®, o qual reage com outro radical
GS® formando a GSSG. A GSSG é rapidamente reduzida voltando a forma GSH pela acdo da
enzima glutationa redutase (EC 1.6.4.2, GR) e NADPH, a fim de manter o balanco redox entre
GSH/GSSG. Assim, o sistema glutationa com seus componentes basicos, GSH, GSSG, GPx e
GR, tem um elevado impacto na viabilidade das células.

Contudo, alguns estudos demonstram as diferencas existentes no sistema glutationa entre
seres eucariontes e procariontes. Em procariontes, por exemplo, a GSH é encontrada
principalmente em bactérias gram-negativas, pois a maioria das bactérias gram-positivas, com
excecdo de algumas espécies de Streptococcus, Enterococcus e Lactobacillus, possuem outros

grupamentos tidis com baixo peso molecular que atuam com as mesmas fungdes da GSH.
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Pesquisas realizadas com a bactéria Lactobacillus fermentum ME-3, bactéria gram
positiva, revelaram a atividade da enzima glutationa peroxidase, assim como de glutationa
redutase (KULLISAAR et al., 2010). Outras espécies gram-positivas sdo capazes de sintetizar ou
consumir GSH a partir do meio de crescimento (VERGAUWEN et al., 2003). Muitos anaerébios
facultativos sdo caracterizados pela auséncia de glutationa, porém possuem outros grupamentos
tiis com baixo peso molecular que atuam com as mesmas fun¢bes (KULLISAAR, 2002).

Os niveis de glutationa em bactérias dependem do equilibrio dindmico entre sua sintese,
decomposicdo, transporte, oxidacdo e reducdo, como também do estado e das condicdes
ambientais em que se encontram (MASIP; VEERAVALLI; GEORGIOUI, 2006). Romero et al.
(1991) observaram que os niveis de GSH diminuiram nas células de Escherichia coli quando
foram expostas ao herbicida paraquat. Hultberg (1998) também observou um decréscimo na
concentracdo de GSH quando a bactéria Pseudomonas fluorescens foi exposta ao metal pesado
cadmio.

Entretanto, outros pesquisadores relataram o aumento na concentragdo de GSH em
bactérias degradantes de herbicidas. A espécie Pseudomonas sp. HF-1 diante de diversos
herbicidas utilizados no cultivo de tabaco teve acréscimos significativos nos niveis de GSH,
assim como nos niveis da enzima glutationa redutase (SHAO et al., 2010).

A GSH além de proteger as células bacterianas do estresse oxidativo, tem papel
fundamental na protecdo contra o baixo pH, compostos contendo cloro e estresse osmotico
(MASIP; VEERAVALLI; GEORGIOUI, 2006).

2.6.4 Glutationa redutase (GR)

A glutationa redutase (E.C.1.6.4.2.) faz parte do principal mecanismo para reducdo de
GSSG, sendo assim, € considerada o elo fundamental para manter a homeostase entre os niveis de
GSH/GSSG. Esta enzima contém um grupo prostético flavina adenina dinucleotideo (FAD),
transferidor de elétrons que catalisa a reducdo dependente de NADPH da glutationa oxidada
(GSSG) para glutationa reduzida (GSH) (CABISCOL et al., 2000), conforme a seguinte reacao:

NADPH + GSSG + H+ — 2GSH + NADP
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A enzima GR é de ocorréncia quase universal, sendo amplamente distribuida entre
procariotos e eucariotos, desde bactérias heterotroficas e fotossintetizantes até plantas e animais
superiores (NOCTOR et al., 2002). A expressdo de GR, em Escherichia coli é realizada por meio
do gene gor, sendo que a regulacdo é feita atraves do fator transcricional OxyR, o qual controla
outros genes que codificam enzimas de defesa ao estresse oxidativo (Figura 5). Todas as GR's
isoladas de diferentes origens apresentam homologia, possuindo elevada conservagdo durante a
evolucdo (SMIRNOVA; OKTYABRSKY, 2005).

Estudos com linhagens de Saccharomyces cerevisae e H,O, foi demonstrado que com
sucessivos aumentos desse agente estressante foi observado descrécimo na atividade da enzima
GR (BAYLIAK et al. 2006). Estirpes da especie Klebsiella oxytoca as quais foram expostas a
concentracdes de 62 mM e 620 mM do herbicida acetochlor e demonstraram queda gradativa e
nas concentraces testadas, respectivamente (Carvalho, 2007). Em contraste com esses
resultados, Azcon et al. (2010) observaram aumento na atividade da GR em Bacillus cereus
quando foram cultivados em solos contaminados com os metais pesados cadmio, niquel e

mercurio.

2.6.5 Glutationa-S-Transferase (GST)

As Glutationas-S-Transferases (EC 2.5.1.18; GST) sdo amplamente distribuidas em
eucariontes e procariontes e estdo agrupadas em diversas classes. As GSTs bacterianas fazem
parte de uma superfamilia de enzimas que desempenham funcées fundamentais na desintoxicacao
celular. Essas enzimas estdo envolvidas em varios processos, como a biodegradacdo de
xenobidticos, protecdo contra estresse quimico e oxidativo e resisténcia a antibioticos
(ALLOCATI et al., 2009).

Uma caracteristica comum a todas GSTs é a capacidade de catalisar a conjugacdo da
glutationa a uma gama de substratos hidrofobicos eletrofilicos, sendo que a GSH ¢ a doadora de
tiol para a enzima GST (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005), como mostra a figura a

sequir:
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cl SG
NO, NO;

N +H* + CI-
NO, NO;

Figura 7 — Enzima GST via conjugacgdo GSH com o substrato CDNB (1-cloro-2,4 dinitrobenzeno)

Esta enzima é constituida de heterodimeros ou homodimeros geralmente com
subunidades de 23 a 29 kDa. Cada subunidade possui um sitio de ligacdo com GSH (sitio G), e
um sitio de ligacdo para o substrato eletrofilico adjacente (sitio H). A especificidade do sitio G é
alta, sendo que apenas a GSH e moléculas estruturalmente relacionadas servem como substrato.
Ao contrario, a GST possui uma ampla especificidade para substratos eletrofilicos, possuindo um
sinal quimico, composto de ligacbes duplas conjugadas adjacentes a um grupo aceptor de
elétrons. Em E. coli foi descrito que sete genes codificam para enzimas do tipo GST (KANAI et
al., 2006). Por meio de técnicas de imunolocalizacdo, foi demonstrado que essa enzima é
preponderantemente localizada no compartimento periplasmatico de bactérias (ALLOCATI et al.,
2009).

As GSTs atuam como peroxidase na reducdo de H,O, a monohidroxi-alcool durante
estresse oxidativo e no catabolismo de tirosina (DIXON, 2002). Estudos com a espécie Proteus
mirabilis mostraram que a enzima GST contribui para proteger as células contra o estresse
oxidativo induzido pelo H,O,. Aumentos nos niveis da transcricdo de RNAm e na atividade das
enzimas foram observadas quando as células bacterianas foram expostas ao H,O, (ALLOCATI et
al., 2003).

As GSTs sdo capazes de detoxificar diversas classes de pesticidas, incluindo a classe das
s-triazinas, das células bacterianas. Estas enzimas estdo envolvidas na primeira etapa da
biodegradacdo do herbicida atrazina com a remocao do atomo de cloro a partir da conjugacao
atrazina-GSH (LABROU et al., 2005) (Figura 8). As transformacfes da molécula de atrazina
podem ocorrer através de um consércio microbiano ou somente por um Unico microrganismo,
como em Pseudomonas ADP, a atrazina € metabolizada para acido ciandrico passando por trés

etapas enzimaticas (DE SOUZA et al., 1998), como foi descrito no item 2.4.
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5G

Figura 8 — Formula quimica do complexo atrazina-GSH (PRADE; HUBER; BIESELER, 1998)

As GSTs além de ter a funcdo de proteger as células do estresse oxidativo e estdo
envolvidas na desintoxicacdo de xenobidticos, elas também sdo importantes para manter
metabolismo basal das células bacterianas, participam da via de degradacdo de lignina e
interagem com antibidticos (ALLOCATI et al., 2003).

Conforme descrito, as GSTs bacterianas estdo envolvidas em diversos tipos de
transformacdes quimicas e, assim elas representam uma ferramenta versatil para a biotecnologia.
Esta técnica, biorremediacdo, é uma alternativa econémica e mais eficaz para descontaminagéo
de ambientes em relacdo aos métodos convencionais (quimico-fisico) (LIANG et al., 2010).
Outro exemplo relacionado a biotecnologia utilizando enzimas, foi o trabalho desenvolvido por
Yan et al. (2008) o qual consistiu em fusionar enzimas bacterianas como a SOD, glutationa-
peroxidase e GST que possuem atividades distintas. Os resultados demonstraram alta eficiéncia
na remocao das EROs evidenciando que esta abordagem pode ter aplicacGes ao meio ambiente,

como também na area médica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta dos solos

As amostras dos solos foram coletadas na fazenda Aredo, pertencente a Escola Superior
de Agricultura “Luiz de Queiroz” - Universidade de Sdo Paulo, municipio de Piracicaba - SP. O
historico da area indicou o cultivo de cinco anos da cultura de cana-de-actcar e também o uso
dos herbicidas ametrina e clomazone.

Foram coletadas amostras de solos em dois pontos com localizagdes diferentes, alto e
baixo declive do solo. A amostragem foi feita com uma profundidade O - 10 cm, com auxilio de
uma sonda de vaso, em 10 pontos diferentes para cada declive. As amostras foram
acondicionadas em caixas térmicas e levadas ao laboratorio para as analises quimicas, fisicas,
microbiologicas e bioquimicas.

As andlises quimicas e fisicas (Tabela 3) foram realizadas no Departamento de solos,
segundo Camargo et al. (2009). As analises microbiologicas e bioquimicas foram realizadas no
Laboratorio de Genética e Bioquimica de Plantas (Departamento de Genética), ambos na
ESALQ/USP.

3.2 Produtos quimicos

Foram utilizados os herbicidas ametrina (nome comercial Gesapax, fabricado pela
empresa Syngenta Protecdo de Cultivos LTDA) e clomazone (nome comercial Gamit, fabricado
pela empresa FMC quimica do Brasil LTDA), isoladamente e em conjunto. Os calculos para as
concentracdes dos herbicidas em meio de cultura foram baseados nas seguintes especificacdes
dos produtos:

» ametrina: 5,0L do herbicida/200L (calda), corresponde a 25 mM.

» clomazone: 1,8L do herbicida/200L (calda), corresponde a 9 mM.

» ametrina+clomazone: ambos 5,0L do herbicida/200L (calda); corresponde, a 20 mM de
ametrina e 20 mM de clomazone.

Essas dosagens sdo recomendadas para a cultura cana-de-agucar para a aplicacdo pré e

pOs-emergéncia.
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Tabela 3 - Atributos quimicos e fisicos dos solos

Solo M.O pH P K Ca Mg Al Textura Classe textural
g.Kg? Kel mg Kg* mmolc Kg* Areia% Silte% Argila%

DA 7 4,9 83 37 15 8 0 94 1 5 arenoso

DB 7 3,6 30 23 12 6 5 91 1 8 arenoso

DA= declive alto do solo
DB = declive baixo do solo
M.0 = matéria organica

P = fésforo
K = potéssio
Ca = célcio

Mg = magnésio
Al = aluminio
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3.3 Isolamento de bactérias tolerantes aos herbicidas
O isolamento foi feito por diluicdo em série e plaqueamento em meio seletivo. Para isso,
uma subamostra de 10 g de solo, de cada declive, foi suspensa em 150 ml de meio mineral

(Tabela 4) + herbicidas ametrina e clomazone isolados.

Tabela 4 - Composicdo do meio mineral (quimiostatico)

Componentes Quantidades
K;HPO, 2,759
(NH,)2SO, 1,00 g
MgCl, 0,20¢
NaCl 0,10¢
FeCls 0,02¢
CaCl, 0,01¢g
Agua de osmose 1000 mL

O meio mineral, sem os herbicidas, foi esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm por 20
min. Os herbicidas foram adicionados ao meio de cultura somente quando este estava em
temperatura ambiente, mantendo a integridade dos principios ativos dos xenobioticos.

Em seguida a solugéo foi homogeneizada, permanecendo por 8 dias em agitador a 30 °C e
a 150 rpm. DiluicBes em série até 10 * g solo mL ™ foram preparadas em solucdo salina (0,85%
de NaCl). Uma aliquota de 100 pL de cada diluicdo foi plaqueada em meio mineral solidificado,
e posteriormente as placas foram incubadas em estufa a 30°C até que as colbnias puderam ser
visualizadas (aproximadamente 5 dias). Com o crescimento bacteriano, procedeu-se a inoculacao
de colénias morfologicamente diferentes em 50 mL de meio mineral liquido, os quais foram
mantidos no agitador a 30°C por 5 dias, sendo que posteriormente as colénias foram transferidas

para novas placas de Petri com meio mineral sélido.
3.4 Selecdo de bactérias tolerantes aos herbicidas
Para selecionar as bactérias tolerantes aos herbicidas foi realizado um teste, no qual os

isolados bacterianos foram inoculados em meio completo agar nutriente (AN) (Tabela 5)

contendo os herbicidas isoladamente e em conjunto.
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Tabela 5 - Composicio do meio Agar nutriente

Componentes Quantidades
Agar bacteriol6gico 15,09
Cloreto de sddio 8,09
Extrato de carne 3,09
Peptona de gelatina 5049
Agua destilada 1000 mL

Fabricado pela empresa Acumedia

O meio agar nutriente foi dissolvido na propor¢do de 23 g de meio de cultura para 1000
mL de &gua destilada (especificacdes do produto) e esterilizado em autoclave a 121 °C, 1 atm por
20 min. Os herbicidas foram adicionados ao meio de cultura somente quando este estava em
temperatura ambiente e antes de solidificar.

Os isolados que apresentaram o melhor crescimento e a formacdo de halo foram

selecionados para a as analises fisioldgicas, genéticas e bioquimicas.

3.5 Crescimento bacteriano na presenca dos herbicidas

Para avaliar o crescimento bacteriano foi utilizada a metodologia segundo Riffel et al.
(2003). Cada isolado bacteriano foi inoculado em 50 mL de meio de cultura completo, nos
quatros tratamentos, sendo eles denominados:

a) Controle - caldo nutriente

b) Ametrina - caldo nutriente + herbicida ametrina (25 mM)

c) Clomazone - caldo nutriente + herbicida clomazone (9 mM)

d) Mistura - caldo nutriente + herbicida ametrina (20 mM) + herbicida clomazone (20

mM)

Os tratamentos (triplicatas) foram mantidos a 30 °C, sob agitacdo de 150 rpm. O
crescimento bacteriano foi monitorado durante 14 horas, com intervalos de 2 horas, uma vez que
para contabilizar o numero de colénias foi utilizada a técnica de diluicdo seriada, na qual as
bactérias sdo suspendidas em solucbes salinas (0,85% de NaCl), para posterior contagem de
unidades formadoras de col6nia (U.F.C.). Neste estudo, foi padronizada a diluicdo de 10 como a
mais vidvel para contagem de U.F.C. Em seguida, foram plaqueados 20 uL da solucdo diluida

(triplicatas) em placas com &gar nutriente, para posterior analise do crescimento. Essa
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metodologia foi empregada devido ao fato de que os herbicidas deixam o meio liquido turvo,

impedindo que a leitura do crescimento bacteriano seja avaliada por absorbancia.
3.6 Identificacdo das bactérias e arvore filogenética
3.6.1 Extracao de DNA bacteriano

O DNA bacteriano foi extraido com protocolo adaptado de Aradjo et al. (2002). As
bactérias tolerantes foram cultivadas, 7 mL, em meio liquido completo Caldo nutriente (Tabela 6)
a 30 °C. Atingido 12 horas de crescimento, a suspensdo bacteriana foi coletada em tubos de 1,5

mL e centrifugada a temperatura ambiente por 5 min a 9700 g.

Tabela 6 - Composicdo do meio Caldo nutriente

Componentes Quantidades
Extrato de carne 1,09
Extrato de levedura 2,09
Cloreto de sddio 5040
Peptona de gelatina 5040
Agua destilada 1000 mL

Fabricado pela empresa Himedia.

O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 500 uL de tampé&o de
extracdo (TE) (Tabela7) e novamente centrifugado na mesma condicao da etapa anterior.

Apos centrifugacdo, o precipitado foi ressuspendido em 500 pL de TE, no qual foi
adicionado 60 pL de SDS 10% e aproximadamente 50 mg de silica. Em seguida, a solucdo foi

aquecida por 30 min a 80 °C, e colocado em vortex por 1 min.

Tabelas 7 - Componentes do tampdo de extracdo

Componentes Quantidades
TrisHCI1 M -pH 7,5 10 mL
EDTAO0,5M-pH 8,0 2mL
Agua destilada 1000 mL

Ao término da agitacdo, as amostras foram centrifugadas (temperatura ambiente) por 5
min a 9700 g e em seguida o sobrenadante foi transferido para um novo tubo e foi adicionado 500

ML de cloroférmio/fenol/alcool isoamilico (24:25:1). Apds homogenizagdo da mistura uma nova



50

centrifugacdo foi realizada (10 min por 9700 g), da qual a fase superior resultante foi utilizada
para a etapa seguinte.

A esta fase, foram adicionados 50 pL de acetato de sédio 3 M, (pH 5,2), 500 pL de
isopropanol e, ap6s nova homogeneizagdo, a mistura foi incubada a temperatura ambiente por 5
min. Apds esse periodo, foi feita mais uma centrifugacdo (temperatura ambiente) a 5 min a 9.700
g, sendo o sobrenadante entdo descartado, e o precipitado (DNA) foi lavado com 100 pL de
etanol 70% e centrifugado por 2 min a 9700 g.

Descartado o sobrenadante, 0 DNA (precipitado) foi seco a 37 °C, ressuspendido em 50
pL de agua milli-Q e estocado a -20 °C.

Apos a extracdo de DNA, foi montado um gel de agarose 1% para aplicacdo das amostras

e confirmar a extracéo, e dar prosseguimento a amplificacdo do gene 16S ribossdomico.

3.6.2 Amplificacdo do gene 16S DNAr

A reacdo de amplificagdo do DNAr 16S ocorreu em 50 puL de uma mistura que continha 1
pL  (0,5-10,0 ng) do total de DNA, 0,1 uL de primer PO27F - 0,2 uM (5°-
GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’), 0,1 uL de primer 1378R - 02 uM (5’-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG-37), 4 uL de cada ANTP (2,5 mM/base), 3,75 pL de
MgCl, (50 mM) e 0,5 pL de Taq DNA polimerase (5U/ pL) em Tris-HCI 20 mM contendo KCI.
50 mM. Além das amostras, foi incluido um controle negativo (branco — mistura de PCR sem
amostra de DNA) no experimento.

As condicbes de termociclagem foram: um ciclo inicial de 94°C por 4 min seguidos de 25
ciclos intermediarios de 94°C por 30s, anelamento a 63°C por 1 min e extensdo do primer a 72°C
por 1 min, sequidos de uma extensdo final a 72°C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram
separados por eletroforese em gel de agarose 1% com volume aplicado de 5 puL da mistura da
reacdo de PCR e as bandas foram marcadas com brometo de etidio e visualizadas com luz

ultravioleta.
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3.6.3 Purificacéo dos produtos de PCR

A purificacéo foi feita com solucdo de PEG 8000. Esta solucao foi preparada com 10 g de
PEG 8000 e 7,3 g de NaCl solubilizados em 50 mL de agua Milli-Q a 37°C, sob agitacdo. A
reacao foi iniciada em um tubo de 1,5 mL, no qual foi adicionado 50 pL do produto de PCR e 50
ML da solucdo de PEG, sendo a solugdo misturada com auxilio de uma pipeta e incubada por 15
min a 37°C. Em seguida, o tubo foi centrifugado a alta velocidade (~ 15000 g) por 15 min a
temperatura ambiente. Com ajuda de uma pipeta, todo o sobrenadante foi retirado e descartado.

Ao precipitado, foi adicionado 125 pL de etanol 80% (4°C), correndo o liquido pela
lateral do tubo, deixando a solugdo descansar por 1 min a temperatura ambiente. ApoOs esse
tempo, foi retirado o sobrenadante com auxilio sempre de pipeta, e foram repetidos os dois
ultimos passos.

Ao final, o restante do alcool foi secado a 37°C por 15 min e o produto foi dissolvido em
30 pL de agua Milli-Q.

3.6.4 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado com o primer 1378R, utilizando 0 MegaBACE 1000, um
sistema de analise de DNA de 96 capilares com a tecnologia GE Healthcare. As reacGes de
sequenciamento foram realizadas de acordo com o protocolo para 0 MegaBACE 1000, utilizando
0 DYEnamic ET Dye Terminator Kit (com Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase) e as
sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base Caller Cimarron
3.12. As reacdes de sequienciamento geralmente alcancam entre 500 e 600 bases com fidelidade
de analise de 98,5%.

3.6.5 Identificacdo bacteriana através de analise filogenética
As sequéncias foram verificadas e editadas a olho nu usando o Bioedit 7.0.9.1 (HALL,

1999). Somente foram utilizadas as regides das sequéncias consideradas de maior qualidade,

sendo processadas para geragéo de novos arquivos FASTA.


http://www1.amershambiosciences.com/aptrix/upp01077.nsf/Content/autodna_megabace1000?OpenDocument&hometitle=auto_dna_analysis%20/%20_blank
http://www4.gelifesciences.com/aptrix/upp00919.nsf/Content/E929B1B9E6CDF964C12572590002D11C/$file/US81090_Rev_B_2006_WEB.pdf%20/%20_blank
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As sequiéncias dos genes 16S bacterianos foram inicialmente comparadas as sequéncias de
DNAr 16S de organismos representados na base de dados do GenBank. Apos de identificacdo de
espécies proximas e relacionadas aos isolados bacterianos de interesse, sequéncias de organismos
tipo foram utilizadas para a andlise filogenética (Ribossonal Database Project). A arvore
filogenética foi construida por meio do método de neighbor joining (JUKES; CANTOR, 1969),
usando o programa MEGA 4.0 (TAMARU et al., 2007).

3.7 Anélises bioquimicas

Os parametros bioguimicos analisados compreendem a determinagdo da concentragdo da
peroxidacédo lipidica, quantificacdo de H,O, e GSSH/GSH, como também, a quantificagdo das
proteinas solveis, perfil protéico e a atividade das enzimas antioxidantes CAT, SOD, GR e GST.

3.7.1 Coleta das células bacterianas

Para realizar as analises bioguimicas o experimento foi feito em blocos ao acaso com 5
repeticdes. As bactéerias foram cultivadas em meio agar nutriente para a obtencdo de coldnias
isoladas. Uma colbnia de cada isolado bacteriano foi inoculada em 50 mL de caldo nutriente.
Apos 7 horas de crescimento (fase log) sob agitacdo de 150 rpm a 30°C, esse pré in6culo com 1,1
nmol de células bacterianas (leitura realizada em 600 nm), foi utilizado para inocular por estrias
nas placas de Petri. Os isolados foram inoculados nos 4 tratamentos descritos e conforme a figura
9: a) controle - AN; b) AN + ametrina (25 mM); ¢) AN + clomazone (9 mM); d) AN + mistura
(20 mMm).
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Figura 9 — Inéculo dos isolados CCO7 e 4C07

Apo6s 14 horas de crescimento a 30 °C, as colbnias bacterianas foram coletadas para as

analises posteriores.

3.7.2 Determinacéo da peroxidacao de lipideos

A peroxidacao de lipideos foi determinada através da producdo de metabdlitos reativos ao
acido 2-tiobarbiturico (TBA), principalmente o malondialdeido (MDA), segundo Heath e Packer
(1968), com modificacbes. Amostras contendo 100 mg de células bacterianas foram maceradas
em 1 mL de TCA (&cido tricloroacéetico) 0,1%, adicionando aproximadamente 10% de
polivinilpirrolidona (PVPP). Apo6s a completa homogeneizacdo, foram transferidas para tubos e
centrifugadas a 9700 g por 5 minutos.

Do sobrenadante, foram retirados 250 uL e transferidos para outros tubos juntamente com
1 mL de solucdo contendo TCA 20% e TBA 0,5%. O branco consistiu na mesma mistura descrita
acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra, colocou-se 250 uL de TCA 0,1%. Os tubos
com a reacdo foram colocados em banho-seco por 30 minutos, a 95°C e resfriados em banho de
gelo, na sequéncia. As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 9700 g.

A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin Elmer) a 535 e 600 nm.
A concentracdo de MDA, em nmol/g de massa fresca, foi calculada de acordo com o coeficiente

de extincdo da reacdo:
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3.7.3 Determinacao dos niveis de peroxido de hidrogénio

O contetdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) foi determinado através da reacdo com
iodeto de potéssio (KI), segundo Alexieva et al. (2001). As amostras frescas (100 mg) foram
maceradas com 1 mL de TCA 0,1%. Apds a completa homogeneizagdo, foram transferidas para
tubos e centrifugados a 9700 g por 15 minutos, a 4°C.

Do sobrenadante, foram retirados 200 uL aos quais foram adicionados 200 uL de tampé&o
fosfato de potéassio 100 mM (pH 7,5) e 800 uL de solugdo de KI 1 M. O branco consistiu na
mesma mistura descrita acima, porém, ao invés do sobrenadante da amostra, colocou-se 200 pL
de TCA 0,1%. Os tubos com a reacdo foram colocados em banho de gelo e permaneceram no
escuro durante uma hora. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin
Elmer) a 390 nm. A quantidade de H,0O; foi expressa em umol/g de tecido fresco utilizando-se

curva de calibragdo com concentragdes conhecidas de peroxido de hidrogénio.

3.7.4 Determinacéo dos niveis de glutationa — GSH/GSSG

A quantificacdo de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) foi determinada
segundo Israr et al. (2006) com modificacGes. As amostras bacterianas (100 mg) foram
maceradas em 1,5 mL de acido sulfosalicilico 0,1%. Apds a completa homogeneizagéo, foram
transferidos para tubos e centrifugados a 9700 g por 20 min, a 4°C.

Do sobrenadante, foram retirados 250 uL aos quais foram adicionados 1,75 mL de
tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,0), contendo EDTA 0,5 mM (&cido etilenodiamino) e
100 uL. de DTNB 3 mM (5,5 dithio-bis- [acido 2-nitrobenzoico]). Depois de 5 min, para a
determin¢cdo da GSH, a reacdo foi lida a 412 nm, em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin
Elmer). Apds a leitura, na mesma reagao foi adicionado 100 pL de NADPH 0,4 mM e 2 pL de
glutationa redutase, essa mistura permaneceu durante 20 min no escuro para posteriormente ser
realizada a leitura a 412 nm, podendo assim, determinar a glutationa total da amostra.

A quantidade de GSSG foi calculada pela diferenga dos valores da glutationa total com
os da GSH. O branco consistiu nas mesmas misturas descritas acima, porém, ao invés do

sobrenadante da amostra, colocou-se 250 pL de &cido sulfosalicilico 0,1%. A quantidade de
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GSH/GSSG foi expressa em nmol/g de tecido fresco utilizando-se curva de calibracdo com

concentracdes conhecidas da glutationa.

3.7.5 Extracdo de proteinas

As amostras bacterianas foram maceradas em nitrogénio liquido e homogeneizadas em
tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5, contendo EDTA 1 mM (acido etilenodiamino) e
DTT 3 mM (ditiotreitol) (AZEVEDO et al., 1998). O homogeneizado foi centrifugado a 9.700 g
por 30 minuto a 4°C (J2-MC, Beckman). O sobrenadante foi coletado, aliquotado e estocado em

freezer -80°C até o momento das analises.

3.7.6 Quantificagdo das proteinas

Para as determinacdes da concentracdo de proteinas totais foi utilizado o método de
Bradford (1976), a 595 nm, utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin™) como padrdo. Foi
utilizado o espectrofotdmetro Beckman modelo J2-MC. O resultado da quantificacdo foi em

mg/mL.

3.7.7 Determinacéo do perfil protéico em gel SDS-PAGE

A eletroforese em sistemas SDS-PAGE € empregada em estudos de proteinas, o qual
utiliza um agente dissociante, dodecil sulfato de sddio (SDS), para desnatura-las em subunidades.
Os tampdes de eletroforese e os géis foram preparados conforme descrito por Laemmli (1970).
As proteinas foram separadas em gel de poliacrilamida 10% utilizando o sistema Mini Protean 11
(Bio-Rad), o qual apresentava espessura de 1,5 mm, altura de 6,5 cm e largura 7,3 cm. Para
confeccdo do gel de resolucdo foram utilizados 2,5 mL de acrilamida 40% (SIGMA), 2,5 mL de
tampao Tris-HCI 2,9 M, pH 8,9, 100 yL de SDS 10%, 19 pL de TEMED, 25 pL de persulfato de
amonio 1% e 5 mL de agua destilada.

Na confeccdo do gel de empacotamento foram usados 500 pL de acrilamida 40%, 1,25
mL tampé&o Tris-HCI 500 mM, pH 6,7, 50 uL de SDS 10%, 10 yL de TEMED, 50 pL de
persulfato de aménio 1% e 2,75 mL de agua destilada. O tampdo de amostra para SDS-PAGE foi



56

preparado adicionando-se 3 mL de &gua destilada, 1 mL de tampéo Tris-HCI 500 mM, pH6,7, 1,6
mL de SDS (10%), 400 pL da solucéo azul de bromofenol 0,5 % e 400 uL de mercaptoetanol.

As amostras foram preparadas adicionando-se tampé&o para SDS-PAGE na proporgao 1:1
(amostra/tampéo) e incubadas a 100 °C durante 5 minutos. Para cada gel foram aplicados 4 pg de
padrdo BenchMark — protein Ladder — Invitrogen e 6 ug de proteina por canaleta. O tampédo de
eletrodo consistiu de SDS 1%, TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina (5X
concentrado, sendo diluido para 1X) e SDS 10%. A eletroforese foi conduzida a temperatura

ambiente em corrente constante de 15 mA/placa.

3.7.8 Coloragéo com Prata para SDS-PAGE

Apos a eletroforese o gel foi incubado por aproximadamente 12 horas em solucédo
fixadora contendo etanol 40 % e acido acetico 10 %. O gel foi entdo transferido para 50 mL de
solucéo contendo acetato de sodio 0,5 M, etanol 30 %, tiossulfato de sodio 20 mM e 260 pL de
gluteraldeido 25 %, por 15 minutos. Em seguida foram realizadas trés lavagens, de 15 minutos
cada, em agua destilada e adicionou-se 50 mL de solucdo contendo nitrato de prata 6 mM e 10
ML de formaldeido 37 %. O gel permaneceu nesta solucdo por 15 minutos e em seguida foi
incubado em 50 mL de solucdo reveladora contendo carbonato de sédio 0,25 M e 5 pL de
formaldeido 37 % até aparecerem as bandas. Visando parar a reacdo foi adicionada uma solucao
contendo EDTA 50 mM. Os géis foram documentados no Image Scanner — Amersham

Biosciences.

3.7.9 Determinacdo das atividades das enzimas antioxidantes

As atividades especificas das enzimas antioxidantes foram determinadas
quantitativamente por espectrofotometria para superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
glutationa redutase (GR) e glutationa-S-transferase (GST) e qualitativamente, em gel de
poliacrilamida ndo denaturante (PAGE) para SOD, CAT e GR, conforme as referéncias

especificas para cada uma delas.
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3.7.10 Atividade da superoxido dismutase — SOD

3.7.10.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da SOD foi determinada como descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A
atividade da SOD, em espectrofotometro (Lambda 40, Perkin Elmer), foi determinada pela adicéo
de 50 pL do extrato enzimatico bruto a 3 mL de meio de reacdo constituido de tampéo fosfato de
sodio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, NBT 75 uM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2
MM. A reacdo foi conduzida a 25 °C, numa camara de reacdo, sob iluminacdo de lampada
fluorescente de 15 W, mantida no interior de uma caixa coberta com papel aluminio. Apds 5
minutos de exposicdo a luz, a iluminacdo foi interrompida e o composto blue formazana,
produzido pela fotorreducdo do NBT, foi medido a 560 nm. Um meio de reacdo exatamente igual
ao anterior, mas mantido no escuro por igual periodo, serviu de branco e foi subtraido da leitura

da amostra que recebeu iluminacgéo. Os resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina.

3.7.10.2 Atividade em PAGE

A atividade da SOD em PAGE foi determinada através de eletroforese em gel nédo
desnaturante (12% de poliacrilamida) conforme descrito por Beauchamp e Fridovich (1971) e
modificado por Azevedo et al. (1998) utilizando o sistema Mini Protean Il (Bio-Rad). Para
confeccao do gel de resolucdo foram utilizados 3,0 mL de uma solucdo de poliacrilamida 40 %
(SIGMA), 2,5 mL de tampdo TRIS 3M, pH 8,9, 4,5 mL de agua destilada e como catalisadores
da reacdo foi utilizado 19 puL de TEMED e 25 uL de persulfato de amoénio 1 %. O gel de
empacotamento foi preparado utilizando-se 500 pL de poliacrilamida 40%, 1,25 mL tampéo
TRIS 500 mM, pH 6,7, 2,75 mL de agua destilada, 10 uL de TEMED e 50 uL de persulfato de
amonio 1 %. A eletroforese foi realizada a 4°C em corrente constante de 15 mA/placa. O tampéo
de eletrodo era composto por TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina - 5X
concentrado, sendo diluido para 1X e reutilizado até 3 vezes. Em cada gel foram aplicados 10 uL
do padréo de SOD (SIGMA) e 60 pg de proteina dos extratos bacterianos.

Apos a corrida eletroforética (aproximadamente 4 horas — corrente de 20 mA), os géis

foram lavados rapidamente em agua deionizada e incubados no escuro a temperatura ambiente
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em uma mistura de reagdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, EDTA 1 mM,
riboflavina 0,05 mM, nitroblue tetrazolium 0,1 mM e TEMED 0,3%. Ao final de 30 minutos, a
mistura de reacdo foi removida, os géis foram enxaguados com agua deionizada e colocados sob
iluminagdo por alguns minutos até o aparecimento de bandas brancas sob fundo roxo (GOMES-
JUNIOR et al., 2006).

Nestas condi¢des ocorre a fotoxidacao do gel. A riboflavina, por fotélise, é reduzida na
presenca do TEMED (substancia oxidante), em seguida, providencia um elétron para o0 Oy,
resultando no ion superoxido, O,, o qual atua como redutor do composto NBT (incolor) para o
blue formazana.

Com isto, ocorre a formacdo de uma coloracdo purpura no gel e as bandas
correspondentes a atividade de SOD — pela eliminag&o do radical superdxido -, permanecem sem
coloracdo (ou sem se fotoxidar), promovendo uma revelacdo negativa. A fotoxidacdo foi
interrompida mergulhando-se o gel em solucéo de acido acetico (7%) por 15 minutos. Os géis

foram documentados no Image Scanner (Amersham Biosciences).

3.7.10.3 Caracterizacéo de isoenzimas de SOD

Para a determinacdo das isoformas da SOD foi realizada uma eletroforese nao
desnaturante em gel de poliacrilamida (12%) com 300 ug de proteina do extrato bacteriano nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente para SOD (item 3.7.10.2). Ao final da eletroforese, o
gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira parte foi mantida a 4°C em tampéo
fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda foi imersa em 100 mL do mesmo tampao
contendo KCN 2 mM e 0,0292 g de EDTA. A terceira, imersa em 100 mL do referido tampé&o
contendo H,O, 5 mM e 0,0292 g de EDTA. Todos os passos descritos foram realizados no
escuro.

Apos 20 minutos de incubacgdo nestas solucdes, os géis foram submetidos a revelacdo com
NBT e riboflavina, como citado anteriormente no item 3.7.10.2 para a identificacdo das isoformas
ativas da SOD. Ao final da revelacdo, as bandas foram analisadas quanto a presenca ou auséncia
de bandas, conforme o fator inibidor presente nas solucGes de tratamento. As isoformas foram
classificadas como (AZEVEDO et al., 1998):

» Cu/Zn-SOD quando inativada na presenca de KCN e H,0;.
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» Fe-SOD se a banda foi inativada somente na presenca de H,0,, sendo resistente ao KCN;

> Mn-SOD se a isoforma se mostrou resistente aos dois tratamentos.

3.7.11 Atividade da Catalase — CAT

3.7.11.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da CAT foi determinada como descrito por Kraus; Mickerse e Fletcher.
(1995) com modificagbes conforme Azevedo et al. (1998).

Em espectrofotdmetro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da CAT foi determinada a
25°C em solucdo de reacdo formada por 10 mL de tampao fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5)
e 25 uL de peroxido de hidrogénio 1 mM preparada imediatamente antes do uso. A reacédo foi
iniciada para o isolado CCO7 com a adi¢do de 15 plL de extrato protéico e para o isolado 4C07
foi iniciada com 25 uL. Assim, a atividade enzimatica foi determinada seguindo-se a
decomposicdo de peréxido de hidrogénio (H,O;) por 1 min, atraves das alteracbes na
absorbancia a 240 nm em cubetas de quartzo. Os resultados foram expressos em

pmol/minuto/mg de proteina.

3.7.11.2 Atividade em PAGE

Foi realizada uma eletroforese em PAGE (12%) nas mesmas condi¢cdes como descrito
para SOD, no entanto, a duracdo foi de 25 horas (corrente-20 mA) e em cada gel foram
aplicados 7 uL do padrédo de CAT (SIGMA) e 40 ug de proteina dos extratos bacterianos.

A revelacdo para atividade de CAT foi realizada apds a lavagem do gel por 45 minutos
em agua deionizada (3 x 15 minutos) e incubacdo do mesmo por 10 min em H,0, 0,003%, a
temperatura ambiente, com agitacao suave e constante. Apos este periodo, o gel foi rapidamente
lavado em &gua deionizada e colocado por 10 min em uma solucdo de FeCl; 1% e de K;Fe(CNg)
1% sempre com agitacdo suave. Em seguida, a solucdo foi retirada e o gel lavado com agua. A
fixacdo foi realizada com uma solucdo de acido acético 7% e posteriormente os géis foram

documentados.
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3.7.12 Atividade de glutationa redutase - GR

3.7.12.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da GR foi determinada como descrito por Gomes-Junior et al. (2006), com
modificagdes.

Em espectrofotometro (Lambda 40, Perkin Elmer), a atividade da GR foi determinada a
30°C em uma mistura de reacdo consistindo de 1 mL tampéo fosfato de potédssio 100 mM (pH
7,5), 500 uL de DTNB 1 mM, 100 uL de GSSG 1 mM e 100 uL de NADPH 0,1 mM. A reagéo
foi iniciada pela adicao de 50 uL do extrato protéico (para ambos isolados) a mistura de reagéo e
monitorada por 1 min através da reducdo da glutationa oxidada a 412 nm. A glutationa reduzida,
por sua vez, reduziu o composto DTNB, que representa cromoforo amarelo, dando a coloracao
caracteristica do ensaio. Os valores de atividade da GR foram expressos em pumol/minuto/mg de

proteina.

3.7.12.2 Atividade em PAGE

A revelacdo para atividade de GR foi determinada como descrito por (GRATAO et al.,
2008). Foi feita uma eletroforese em PAGE (12%) nas mesmas condi¢des como descrito para
CAT e SOD. Foi utilizado como padréo, 1 unidade de GR e foram aplicados 50 pL de extrato
protéico dos isolados bacterianos. Apos um tempo médio de 5h para eletroforese, o gel foi lavado
em agua destilada e incubado por 30 min a temperatura ambiente, em uma solucdo de TRIS 0,25
M (pH 7,5), MTT 0,5 mM, DPIP 0,7 mM, GSSG 3,4 mM e NADPH 0,5 mM. Apds o
aparecimento das bandas a solucéo foi retirada, sendo que para paralisar a revelacdo das bandas o
gel foi incubado por 15 min em uma solucdo de acido acético 7%, apos a fixacdo o gel foi

documentado.
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3.7.13 Atividade de glutationa-S-transferase — GST

3.7.13.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da GST foi determinada somente por espectrofotometria (Lambda 40, Perkin
Elmer) seguindo o protocolo descrito por Zablotowicz et al. (1995) com modificages.

O ensaio foi conduzido em uma mistura de reagdo contendo 900 uL de tampé&o fosfato de
potassio 100 mM (pH 6,5), 25 uL de CDNB 40 mM, ambos incubados a 30 °C, 50 uL de GSH
0,1 mM e 25 uL de amostra, em um volume total de 1 mL. A leitura foi monitorada durante 5
min, sendo iniciada a partir de 1 min, em comprimento de onda de 340 nm que monitora a
conjugacdo de CDNB-GSH.

A GST é uma enzima que catalisa a conjugacao nucleofilica da glutationa com diversos
substratos eletrofilicos. Sendo assim, € comum no ensaio ocorrer atividade ndo especifica que
pode influenciar ou mesmo, mudar os resultados obtidos.

Desta forma, foram realizados testes com o protocolo, sendo que a reacdo foi iniciada com
adicdo de GSH a solucdo de fosfato de potassio e CDNB correspondendo assim ao branco do
ensaio (solugdo sem amostra), o qual teve analisado sua atividade. Portanto, o valor do branco foi
utilizado para diminuir dos valores das leituras da atividade das solucGes que continha as
amostras, resultando assim em um controle da reacdo (ZABLOTOWICZ et al., 1995).

O monitoramento da absorbancia foi feito durante 5 min e a atividade foi expressa em

pumoL/min/mg de proteina, utilizando o coeficiente de extingdo de 9,6 mM2cm™.
3.8 Anélise estatistica
O delineamento experimental utilizado foi o de blocos ao acaso com 5 repeti¢fes. Aos

dados quantitativos foi aplicada a Analise de Variancia (ANOVA) e Teste de Média (Teste de
TUKEY), utilizando o software R (http://www.r-project.org/) a 5% de probabilidade.
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4 RESULTADOS
4.1 Isolamento de bactérias tolerantes aos herbicidas

Para o estudo com cultura pura de microrganismos, o isolamento das bactérias foi
realizado pela técnica de diluicio em série (10™-10 em triplicatas) das amostras de solos com
baixo e alto declive e, posterior, plaqueamento em meio seletivo contendo os herbicidas ametrina
e clomazone como Unica fonte de carbono.

Os resultados obtidos por meio da contagem de unidade formadora de col6nia (UFC)
estdo representados na figura 10. Foi observada maior freqiiéncia de UFC para amostras de solo
com alto declive, quando comparado com baixo declive. Esta maior freqiéncia pode ser
estendida aos resultados de contabilizacdo de UFC de maneira independente entre os herbicidas
estudados.

Apesar disso, foi possivel observar diferenca no namero de UFC tolerantes dependendo
do herbicida utilizado. O herbicida clomazone foi mais seletivo que o ametrina para as bactérias

de solo, uma vez que foi observado menor nimero de colbnias bacterianas.

250 - Isolamento de bactérias tolerantes a herbicidas
de solos contaminados
—~ 200 -
o
=]
§ 150 -
3 = O Ametrina
o -
e 100 M Clomazone
£
=
2 50 -
0 .

Alto Baixo

Declive do solo

Figura 10 - Ndmero de isolados bacterianos (UFC) tolerantes aos herbicidas ametrina e clomazone proveniente de
amostras de solos com alto e baixo declive
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4.2 Selecdo de bactérias tolerantes aos herbicidas

Foram obtidos 11 isolados bacterianos a partir de testes baseados em diferencas
morfoldgicas. A selecdo dos isolados para as analises bioquimicas e genéticas consistiu em
inocular as bactérias em meio completo (AN) contendo o0s herbicidas ametrina e clomazone em
concentragdes de 25 mM e 9 mM, respectivamente e, em mistura contendo 20 mM de cada
herbicida. Os calculos para as concentracdes dos herbicidas em meio de cultura foram baseados
nas especificacdes dos herbicidas (pagina 45) e essas dosagens sdo recomendadas para a cultura
cana-de-agUcar para a aplicagdo pré e pos-emergéncia.

Dentre os 11 isolados foram selecionadas duas bactérias, as quais foram nomeadas de
“4C07” e “CCO07”. Estas bactérias apresentaram melhor crescimento nos meios de cultura
contendo os herbicidas quando comparado aos outros isolados, além da observacéo da formacéo

de halo de degradacdo ao redor das colonias, de acordo com o observado nas figuras 11 e 12,

Figura 11 - Visualizagdo do crescimento do isolado CCO7 em placa de petri — (1) controle 0 mM, (2) ametrina 25
mM, (3) clomazone 9 mM, (4) mistura 20 mM

Figura 12 - Visualizag@o do crescimento do isolado 4C07 em placa de petri — (1) controle 0 mM, (2) ametrina 25
mM, (3) clomazone 9 mM, (4) mistura 20 mM
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Este € um resultado qualitativo que fornece o primeiro indicio de degradacdo dos

herbicidas por esses isolados.

4.3 Identificagdo bacteriana e arvore filogenética

Um fragmento de 1,5 Kb do gene 16S do RNAr dos isolados CCO7 e 4CO07 foi
seqlienciado. Estas sequéncias foram depositadas no banco de dados GenBank e os multiplos
alinhamentos obtidos indicaram que a bactéria CCO7 apresentou 97% de similaridade com um
isolado ndo cultivado e bactéria 4C07 apresentou 98% de similaridade com o género

Pseudomonas, conforme mostra a tabela a seguir:

Tabela 8 - resultados da busca por similaridade no GenBank com o uso do programa BLAST

Isolado Tamanho da sequéncia (pb) Alinhamento significativo Similaridade
CCo07 1462 Bactéria ndo cultivada 97%

4C07 1498 Pseudomonas sp. 98%

A fim de identificar a filogenia dos isolados, espécies diferentes foram escolhidas do
banco de dados RDP Query para a construcdo da arvore filogenética, a qual foi baseada na
sequéncia parcial (500 pb) do gene 16S do RNAr.

Através do método Neighbour-Joining, o isolado CCO7 mostrou-se proximo da espécie
Pseudomonas aeruginosa com 83% de similaridade, e dentro do mesmo género Pseudomonas o
isolado 4C07 foi alocado proximo da espécie Pseudomonas fulva com 68% de similaridade,

conforme observado na figura 13.
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g|' P. koreensis (Ps9-14)

16 _r P. fluorescens (IAM12022)
66 L— P. fragi (ATCC4973)
42 |- P. jessenii (CIP105274)
— P. chlororaphis (DSM6698)
P. lini (CFBP5737)
8349 [ P veronii (CIP104663)
10[ P. marginalis (LMG2210T)
30- P. lutea (OK2)
P. syringae (NCPPB2818511)
] 42 P. amygdali (LMG2123T)
39 '— P. rhizosphaerae (IH5)

P. putida (IAM1236)

68

93 strain 4
68 I P. fulva (AJ2129)

a1 P. luteola (IAM13000)
B Gg|:xanthomarina (KMM1447)
6o — P. alcaligenes (IAM12411)

P. oleovorans (IAM1508)

98

63 P. argentinensis (CHO1)
52 — strain C
83 P. aeruginosa (DSM50071)
P. sabulinigri (J64)
84 L——— P. xinjiangensis (S3-3)

P. jinjuensis (Pss26)

75— P, nitroreducens (IAM1439)
Burkhloderia caryophilli

100 Burkhloderia plantarii

—
0.01

Figura 13 - A érvore filogenética foi construida pelo método Neighbor Joning, com sequéncias de 500 pb do gene
16S DNAr de bactérias isoladas de solo agricola tolerantes aos herbicidas ametrina e clomazone. As
espécies Burkhloderia caryophilli e B. plantarii foram usadas como outgroup
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4.4 Crescimento bacteriano na presenca dos herbicidas

Cada isolado cresceu em 50 mL de meio caldo nutriente, a 150 rpm e 30°C. Foram
monitoradas as primeiras 14 horas de crescimento, em intervalos de 2 horas.

Os resultados da viabilidade das células na presenca dos herbicidas estdo representados
nas figuras 14 e 15. O isolado CCO7 apresentou crescimento semelhante para os tratamentos
ametrina e mistura em relagdo ao controle. No tratamento com clomazone, o isolado apresentou
uma longa fase de adaptacdo (fase lag), porém, com 14 horas de crescimento alcangou nimero de
células semelhante as observadas para os outros tratamentos. Além disso, o comportamento no
tratamento mistura mostrou-se intermediario quando comparado com 0 crescimento na presenca
dos herbicidas isoladamente, como observado na figura 14. De acordo com esses resultados, foi
possivel observar que a bactéria CCO7 apresentou menor crescimento quando exposta ao

herbicida clomazone.
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Figura 14- Curva de crescimento do isolado CC07 na auséncia e presenca dos herbicidas ametrina e clomazone nas
respectivas concentrag@es: controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

A bactéria 4C07 apresentou crescimento diferencial entre os tratamentos. Pode-se
observar uma grande fase de adaptacdo quando a bactéria foi exposta aos tratamentos clomazone
e mistura, de acordo com o observado na figura 15, sendo constante em todo o tempo avaliado. O

crescimento bacteriano nesses tratamentos foi limitado, pois durante as 14 horas de crescimento
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ndo houve aumento significativo do nimero de células. Entretanto, o crescimento deste isolado
na presenca do herbicida ametrina foi semelhante ao controle, sendo que o numero de células
entre esses dois tratamentos foi praticamente 0 mesmo ap0ds 14 horas de crescimento. Além disso,
foi possivel observar que o herbicida clomazone foi o que mais interferiu no crescimento
bacteriano, pois no tratamento mistura, a bactéria apresentou crescimento intermediario entre o
observado para os tratamentos ametrina e clomazone, comportamento esse, semelhante ao

encontrado para o isolado CCO7.
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Figura 15- Curva de crescimento do isolado 4C07 na auséncia e presencga dos herbicidas ametrina e clomazone nas
respectivas concentrag@es: controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

4.5 Avaliacéo da peroxidacao lipidica pela determinacdo dos niveis de malondialdeido
(MDA)

Para avaliar o efeito direto da toxicidade dos herbicidas ametrina e clomazone sob o
sistema antioxidante, os isolados bacterianos tiveram valores de peroxidacdo lipidica avaliados
através da determinacdo da concentracdo de MDA (nmol/g MF).

Os resultados obtidos para o isolado CC07 mostraram aumento significativo (p < 0,05) na
concentracdo de MDA para o tratamento mistura (20 mM) (Figura 16). Os demais tratamentos,
ametrina e clomazone, ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) no contetudo de
MDA em relacdo ao controle. J& o isolado 4C07 ndo apresentou diferencas significativas (p <

0,05) independente do tratamento avaliado (Figura 17).
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Figura 16 — Quantidade de MDA (nmol/g massa fresca) para o isolado CC0O7 submetido aos herbicidas ametrina e
clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle 0 mM, ametrina 25
mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

0,14 7 Isolado 4C07
0,12 - a
a
0,1 -
3 T a [a
S o
v S 0,08 - | J
T w
o>
322 006 -
2O
C ~
o
o 0,04 -
0,02
0 T T T 1
controle ametrina clomazone mistura

Figura 17 — Quantidade de MDA (nmol/g massa fresca) para o isolado 4C07 submetido aos herbicidas ametrina e
clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle 0 mM, ametrina 25
mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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4.6 Determinacao dos niveis de perdxido de hidrogénio

Outra forma de avaliar o efeito da toxicidade dos herbicidas sob o sistema antioxidante é
analisar os niveis de peréxido de hidrogénio nas células, pois 0 aumento de EROs pode levar ao
estresse oxidativo.

Os resultados observados para os isolados CC0O7 e 4C07 ndo apresentaram diferencas
significativas (p < 0,05) no contetdo de perdxido de hidrogénio (umol/g MF) entre o controle e
os tratamentos com herbicidas (Figura 18 e 19). Entretanto, observou-se que a concentragéo de
peroxido de hidrogénio no metabolismo do isolado CCO7 é préximo do dobro da concentragdo

encontrada no isolado 4C07, como mostram os gréaficos a seguir.
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Figura 18 — Quantidade de Peréxido de hidrogénio (umol/g massa fresca) para o isolado CCO7 submetido aos
herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 19 — Quantidade de Peroxido de hidrogénio (umol/g massa fresca) para o isolado 4C07 submetido aos
herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

4.7 Determinacéo dos niveis de glutationa — GSH

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) apresentaram respostas distintas quando os
isolado CCO7 e 4C07 foram expostos aos diferentes herbicidas. Para o isolado CCO7 p6de-se
observar um decréscimo significativo (p < 0,05) na concentracdo de GSH nos tratamentos
clomazone e mistura em relacdo ao controle, entretanto, na presenca de ametrina ocorreu um
acréscimo de GSH. Assim, foi possivel observar que na presenca do herbicida clomazone,
ocorreu significativa diminuicdo nos niveis de glutationa nas células avaliadas (Figura 20).

A bactéria 4C07 apresentou diferenca significativa (p < 0,05) na concentracdo de GSH

para os tratamentos com herbicidas em relagcdo ao controle, como mostra a figura 21.
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Figura 20 — Quantidade de glutationa reduzida (hnmol/g massa fresca) para o isolado CCO7 submetido aos herbicidas
ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle 0 mM,
ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 21 - Quantidade de glutationa reduzida (nmol/g massa fresca) para o isolado 4C07 submetido aos herbicidas
ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle 0 mM,
ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

4.8 Quantificacdo de proteinas e perfil protéico em SDS-PAGE

Os teores de proteinas sollveis totais para os isolados, avaliados pelo método de Bradford
(1976), ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre o controle e os demais

tratamentos (Figuras 22 e 23).
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Figura 22 - Quantificacdo de proteinas soltveis (mg/mL), pelo método de Bradford, para o isolado CCO7 submetido
aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 23 — Quantificagdo de proteinas soltveis (mg/mL) pelo método de Bradford, para o isolado 4C07 submetido
aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

Na analise do perfil protéico em gel SDS-PAGE (Figura 24) foram observadas mudancas
nos tratamentos em relacdo ao controle. Tais diferencas estdo relacionadas a alteragdes de

intensidade e auséncia/presenca de bandas entre os tratamentos.
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Comparando-se o perfil protéico entre os dois isolados, verificaram-se diferencas entre
eles, apesar de ambos os isolados pertencerem ao mesmo género. Para o isolado CC07 o perfil de
proteinas foi constante quanto a auséncia e presencga de bandas entre os tratamentos.

Entretanto, para o isolado 4C07 uma banda de aproximadamente 50 KDa (banda Il) foi
inibida somente na presenga do herbicida clomazone e no tratamento mistura mostrou-se com
menor intensidade. Também foi observado a inducdo de uma nova banda de aproximadamente 60
KDa (banda I) para os tratamentos contendo herbicidas, em relagdo ao controle. Outro dado
interessante observado foi quando se comparou o perfil protéico do tratamento mistura (canaleta
4) do isolado CCO7 com os demais tratamentos do isolado 4C07 (canaletas 5, 6, 7 e 8); esses
resultados mostraram que o perfil de bandas € semelhante a todos esses tratamentos com exce¢éao
das bandas de aproximadamente 50 KDa (banda Il) e 35 KDa (banda I11).
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Figura 24 — Perfil protéico em gel SDS-PAGE. Padrédo (P) BSA; 1, 2, 3 e 4 representam o isolado CC07 e 5,6,7¢e 8
representam o isolado 4C07 nos respectivos tratamentos: controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9
mM, mistura 20 mM
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4.9 Superoxido Dismutase (SOD)

4.9.1 Atividade em espectrofotdmetro

Os dois isolados apresentaram respostas diferentes quando analisada a atividade da
enzima SOD em espectrofotdmetro. Para o isolado CCQ7 foi observado aumento significativo (p
< 0,05) na atividade de SOD somente quando a bactéria foi exposta ao tratamento mistura, de
acordo com a figura 25. No entanto, os niveis da atividade de SOD nédo foram alterados entre o
controle e os tratamentos contendo os herbicidas ametrina e clomazone isoladamente.

O isolado 4C07, também apresentou aumento significativo (p < 0,05) da atividade no
tratamento mistura. Porém, os tratamentos com ametrina e clomazone apresentaram atividade em

nivel intermediario entre o controle e mistura, conforme a figura 26.
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Figura 25 — Atividade de SOD (unidades de SOD/mg de proteina) em espectrofotdmetro para o isolado CC07
submetido aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados 0s
tratamentos controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 26 — Atividade de SOD (unidades de SOD/mg de proteina) em espectrofotbmetro para o isolado 4C07
submetido aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados 0s
tratamentos controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

4.9.2 Atividade em PAGE

Os resultados da atividade de SOD em PAGE demonstraram variagdes nos tratamentos
com herbicidas. Duas isoformas ativas de SOD foram observadas para os dois isolados
bacterianos em todos os tratamentos analisados (Figura 27). Para o isolado CCQ7 a isoforma I
apresentou menor intensidade na presenca do herbicida ametrina e no tratamento com ambos 0s
herbicidas. J& a isoforma IV apresentou a intensidade constante nos quatros tratamentos.

Para o isolado 4CO07 verificou-se diferencas na intensidade das isoformas nos tratamentos
clomazone e mistura. Observou-se aumento de intensidade da isoforma Il no tratamento com
clomazone e, no tratamento mistura ocorreu um decréscimo na sua intensidade. J& para a
isoforma 111, notou-se apenas um pequeno decréscimo no tratamento com ametrina. Contudo, as
diferencas observadas para atividade de SOD em PAGE para os dois isolados ndo interferiram na

atividade total desta enzima.
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Figura 27 — Anélise da atividade da SOD em PAGE, padrao (P) de SOD de figado bovino; 1, 2, 3 e 4 representam o
isolado CCO7 e 5, 6, 7 e 8 representam o isolado 4CQ07 nos respectivos tratamentos: controle 0 mM,
ametrina 25 mM, clomazone 9 mM, mistura 20 mM
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Figura 28 — Caracterizacdo das isoformas de SOD em PAGE, 1: controle, 2: presen¢a de KCN, 3: presenca de H,0,,
A representa o isolado CCO7 e B representa o isolado 4C07
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As isoformas de SOD (Figura 28) foram caracterizadas por meio da inibi¢cdo de KCN e/ou
por H,O,. As isoformas | e 1V, as quais estdo presentes no isolado CC07, foram caracterizadas
como Mn-SOD (resistente a KCN e H,0,). Ja as isoformas, Il e 111, encontradas na bactéria 4C07
possuem co-fator metalico diferentes e foram caracterizadas como Cu/Zn-SOD (sensivel ao KCN

e H,0,) e Fe-SOD (resistente a KCN e sensivel ao H,0,), respectivamente.
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4.10 Catalase (CAT)

4.10.1 Atividade em espectrofotometro

Os niveis da atividade de CAT em espectrofotdmetro para ambos os isolados ndo
apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre o controle e os tratamentos ametrina,
clomazone e mistura (Figura 11). Comparando-se a atividade de CAT entre as duas bactérias do
género Pseudomonas pode-se observar a diferenca entre os niveis da atividade, sendo que o
isolado CCO7 apresentou a atividade enzimatica em torno de 210 pmol/min/mg de proteina,
enquanto que o isolado 4C07 apresentou 120 pmol/min/mg de proteina, como apresentado nas
figuras 29 e 30.
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Figura 29 — Atividade de CAT (umol/minuto/mg de proteina) em espectrofotémetro para o isolado CC0O7 submetido
aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 30 — Atividade de CAT (umol/minuto/mg de proteina) em espectrofotémetro para o isolado 4C07 submetido
aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos
controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM

4.10.2 Atividade em PAGE

O perfil de isoformas de CAT no ensaio de atividade realizada em PAGE foi diferente
entre as bactérias. O isolado 4CQ07 apresentou maior numero de isoformas. Nos tratamentos
controle, ametrina e clomazone esse isolado apresentou trés isoformas ativas (bandas I, IV e V),
sendo que a atividade da isoforma Il foi induzida nos tratamentos clomazone e mistura. Ja na
presenca dos dois herbicidas, ativou uma nova isoforma Ill (Figura 31). Este resultado da
atividade de CAT ndo foi observado em espectrofotbmetro, entretanto a ativacdo de uma nova
isoforma foi necessaria para manter o nivel da atividade desta enzima.

Trés isoformas ativas (bandas I, 11, 1V) de CAT foram visualizadas no isolado CC07. A
isoforma | apresentou variagdes de intensidade na presenca do herbicida ametrina e dos
herbicidas ametrina + clomazone (Figura 31). Ja a atividade das isoformas Il e IV mostraram-se
constantes em todos os tratamentos com herbicidas. Comparando-se o nimero de isoformas entre
as duas espécies do género Pseudomonas constatou-se que as isoformas Il e IV estdo presentes

nas duas bactérias.
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Figura 31 — Anélise da atividade de CAT em PAGE, padrdo (P) de CAT de figado bovino; 1, 2, 3 e 4 representam o
isolado CCO7 e 5, 6, 7 e 8 representam o isolado 4CQ07 nos respectivos tratamentos: controle 0 mM,
ametrina 25 mM, clomazone 9 mM, mistura 20 mM

4.11 Glutationa Redutase (GR)

4.11.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade de GR determinada nos ensaios espectrofotométricos mostrou-se variavel
entre as duas bactérias. Os niveis da atividade da GR em espectrofotbmetro para o isolado CC07
ndo apresentaram diferencas significativas (p < 0,05) entre o controle e os tratamentos ametrina,
clomazone e mistura (Figura 32). Ja para o isolado 4C07 (Figura 33) verificou-se diferencas

significativas (p < 0,05) entre o controle e o tratamento mistura.



81

1,2 5 Isolado CCO7
1 -

Q
wn
g 0,8 - a
3 - 78 a 2
« © T
=S 06 -
o £
' >
5 E
© £ 0,4 -

~
o >
- ©
2 §
B 0,2 -
T
2
S
<

0 T T T )
controle ametrina clomazone mistura
Tratamentos

Figura 32 — Atividade de GR (umol/minuto/mg de proteina) para o isolado CC07 submetido aos herbicidas ametrina
e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle (0 mM), ametrina
25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 33 — Atividade de GR (umol/minuto/mg de proteina) para o isolado 4C07 submetido aos herbicidas ametrina
e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os tratamentos controle (0 mM), ametrina
25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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4.11.2 Atividade em PAGE

Para atividade de GR em PAGE observou-se que os dois isolados apresentaram diferentes
perfis de isoformas. Na atividade de GR para o isolado CCO7, foi observada a presenca de seis
isoformas (bandas 111, VI, VII, VIII, IX e XI) (Figura 34). O padrdo de atividade das isoformas
apresentou-se praticamente constante entre o controle e os demais tratamentos, havendo pequenas
variacbes na atividade da isoforma XI na presenca dos herbicidas ametrina e clomazone
isoladamente. Entretanto, estas pequenas varia¢es nao interferiram na atividade total de GR em
espectrofotdmetro, ja que ndo apresentou diferencas de atividade entre o controle e os demais
tratamentos a 5% de significancia.

Para o isolado 4C07 (Figura 34) encontraram-se 5 isoformas ativas (bandas I, I, 1V, V e
X). Trés destas isoformas (bandas 1V, V e X) ndo exibiram alteracdes na intensidade em resposta
aos herbicidas, ou seja, foram similares ao controle. Em contraste, a banda 11 exibiu aumento de
intensidade para os tratamentos clomazone e mistura e banda | foi induzida na presenca de
clomazone e ametrina. Este aumento na atividade esta de acordo com os dados encontrados para
a atividade em espectrofotdmetro, em que foi possivel observar um aumento gradativo na
atividade total de GR para 0os mesmos tratamentos.
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Figura 34 — Analise da atividade de GR em PAGE, padrdo (P) de GR de figado bovino; 1, 2, 3 e 4 representam 0
isolado CCO7 e 5, 6, 7 e 8 representam o isolado 4C07 nos respectivos tratamentos: controle 0 mM,
ametrina 25 mM, clomazone 9 mM, mistura 20 mM
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4.12 Glutationa-S-transferase (GST)

4.12.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade da enzima GST em espectrofotdmetro para os isolados CCO7 e 4C07
apresentou respostas distintas quando foram expostos aos herbicidas isoladamente e em conjunto.
A atividade de GST para a bactéria CC07 apresentou um decréscimo significativo (p < 0,05) nos
tratamentos ametrina e clomazone, ou seja, estes herbicidas isoladamente podem ter levado a
inibicdo desta enzima. Por outro lado, quando a bactéria foi exposta aos dois herbicidas
simultaneamente ocorreu a ativacdo da enzima, sendo observado um acréscimo da atividade no
tratamento mistura, o qual apresentou atividade semelhante ao controle (Figura 35).

Para a bactéria 4C07 observou-se aumento significativo (p < 0,05) da atividade para o0s
tratamentos com herbicidas em relagdo ao controle (Figura 36). Entretanto, houve diferencas
significativas na atividade enzimatica entre mistura e o0s tratamentos com herbicidas
isoladamente. Assim, possivelmente este isolado quando exposto aos herbicidas induziu uma
resposta positiva, elevando a atividade enzimatica, principalmente no tratamento mistura, o qual

possui a maior concentracdo de herbicidas.
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Figura 35 — Atividade de GST (Atividade de GST/min./mg de proteina) em espectrofotdmetro para o isolado CCO7
submetido aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados os
tratamentos controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM
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Figura 36 — Atividade de GST (Atividade de GST/min./mg de proteina) em espectrofotdmetro para o isolado 4C07
submetido aos herbicidas ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto, sendo representados 0s
tratamentos controle 0 mM, ametrina 25 mM, clomazone 9 mM e mistura 20 mM



85

5 DISCUSSAO

Os microrganismos presentes nos solos precisam se adaptar rapidamente a mudancas
ambientais. Esta adaptacdo fisiologica e bioquimica desempenha um papel importante na
sobrevivéncia microbiana, especialmente em condicdes estressantes. Portanto, muitos produtos
quimicos, como herbicidas, podem modular respostas fisiolégicas e bioguimicas adaptativas e
fazer com que alguns microrganismos se tornem mais resistentes aos ambientes contaminados
(MONGKOLSUK; DUBBS; VATTANAVIBOON, 2005).

No entanto, estes microrganismos quando em contato com herbicidas ou com seus
metabolitos (produtos da degradacdo) podem aumentar significativamente a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e, consequentemente, podem induzir uma resposta positiva do seu
sistema antioxidante. Estas alteragdes nos sistemas antioxidantes celulares, principalmente no
sistema enzimatico, sdo respostas importantes para adaptacdo ao estresse oxidativo induzido por
pesticidas (BUCKOVA et al., 2010).

Neste estudo foi analisado o efeito dos herbicidas ametrina e clomazone em bactérias de
solos, avaliando principalmente a resposta do sistema antioxidante bacteriano. As bactérias foram
isoladas de solos agricolas com alto e baixo declive, sendo que o histdrico da area indicou o uso
de cinco anos dos herbicidas ametrina e clomazone no cultivo da cultura de cana-de-acgucar. Estes
herbicidas também sdo amplamente utilizados em outras culturas economicamente importantes
como soja, milho e algoddo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Em plantas, a toxicidade de
ametrina esta relacionada com o bloqueio de elétrons pela cadeia transportadora ligando-se
especificamente as proteinas D1 do fotossistema 11, a qual compete com a plastoquinona e, desta
forma, impede com que ocorra a fotossintese (VIEIRA et al., 2010). Enquanto que o modo de
acdo do herbicida clomazone consiste em induzir a peroxidacéo lipidica nas células, bloqueando
a sintese de carotenoides (YASUOR et al., 2008).

Muitos estudos tém demonstrado a contaminacdo de solos e de aguas
superficiais/subterraneas por estes herbicidas (CUMMING; DOYLE; BROWN, 2002; LAABS et
al., 2002; ARMAS, 2006). Alem disso, ametrina e clomazone possuem toxicidade seletiva,
apresentam mobilidade e potencial de bioacumulag¢do. Contudo, a degradacao destes xenobidticos
é essencialmente microbiana, o que possibilita a biorremediagdo dos ambientes contaminados,

sendo este um dos campos mais promissores da biotecnologia.
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De acordo com os resultados de isolamento, foi possivel observar que a declividade da
area agricola interferiu na quantidade de microrganismos, uma vez que o solo com alto declive
apresentou maior nimero de coldnias bacterianas quando comparado com o de baixo declive
(Figura 10). Estes resultados podem indicar que no solo com baixo declive ocorreu maior pressao
de selecdo dos microrganismos devido a complexidade de misturas quimicas existentes, como
também a alta concentragdo dos xenobidticos. Provavelmente o acumulo de pesticidas no baixo
declive esta relacionado ao escoamento superficial dos pesticidas no solo, pois este transporte é
dependente da geografia da area, sendo que ele ocorre do solo de alto declive para o baixo
(BONFLEUR, 2010). Além disso, os resultados do isolamento sugerem que 0s microrganismos
cultivaveis que sobreviveram ao estresse gerado pelos pesticidas nos solos com alto e baixo
declive apresentaram um metabolismo mais versatil e com melhor capacidade adaptativa ao
estresse gerado pelos herbicidas ametrina e clomazone.

Manickam et al. (2010) encontraram resultados semelhantes quando isolaram
microrganismos de solos contaminados proximos a industrias de fabricacdo de pesticidas
clorados. Os resultados indicaram que as comunidades bacterianas passaram por uma alta pressédo
de selecdo devido a grande quantidade de hidrocarbonetos presente nos solos. As espécies
bacterianas presentes nas amostras foram drasticamente diferentes nos locais de coleta, sendo que
os solos contaminados com o inseticida endosulfan apresentaram bactérias degradantes deste
pesticida, enquanto que nos solos contaminados com residuos de HCH foram encontrados
microrganismos metabolizantes deste outro xenobidtico.

Chaves (2007) estudou a diversidade microbiana em solos argilosos e arenosos na
presenca do herbicida ametrina. Os resultados mostraram que nos solos argilosos a comunidade
microbiana passou por um rapido processo de selecdo diante do estresse causado pela presenca da
ametrina. A pronta resposta da comunidade microbiana a presenca de ametrina nos solos
argilosos pode ser explicada pela sua maior biomassa microbiana e pela presenca de espécies
mais sensiveis aos fatores estressantes, devido a sua maior fertilidade. O autor ainda sugeriu que
nos solos argilosos ocorreu a sele¢do natural de algumas espécies dominantes, uma vez que este
solo apresenta atributos mais favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos, selecionando
espécies mais robustas. Melo et al. (2011) estudaram o crescimento de soja em solos argilosos e
arenosos na presenca dos metais pesados cddmio e bario. Os autores observaram que o tipo de

solo foi o que mais influenciou no crescimento das plantas e nas respostas antioxidantes, sendo o
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que nos solos arenosos os efeitos dos metais sobre as plantas foram mais pronunciados devido a
disponibilidade dos xenobidticos as plantas. De acordo com estes trabalhos e com os resultados
de isolamento realizados nesta pesquisa fica evidente que o tipo de solo pode interferir nas
comunidades microbianas, assim como no metabolismo das plantas.

Estudos demonstraram que alguns microrganismos como Pseudomonas spp.,
Rhodococcus spp. e Cunninghamella spp., presentes nos solos sdo capazes de metabolizar o
herbicida clomazone, porém, existem microrganismos que quando expostos a este herbicida tem
seu crescimento limitado ou inibido (LIU; SHOCKEN; ROSAZZA, 1996). Estirpes de
Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5073, SEMIA 5074, SEMIA 5079 e SEMIA 5080 foram
cultivadas in vitro em diferentes doses do herbicida clomazone (0; 0,4; 0,8;1,6; 3,2 p i.a. g'l). Os
resultados mostraram que o clomazone afetou drasticamente as estirpes de rizébio, causando
decrescimo significativo no crescimento e na sobrevivéncia, em fun¢do do incremento nas doses
deste herbicida (ARRUDA; LOPES; MOURA, 2001).

Diversos trabalhos citam que herbicidas nos solos podem estimular o crescimento
microbiano devido ao uso dos xenobidticos como fonte de nutrientes (principalmente carbono e
nitrogénio) (DAS; DEBNATH; MUKHERJEE, 2003; ROS et al., 2006); porém, outras pesquisas
mostram a reducdo na diversidade microbiana atribuida a toxicidade dos herbicidas aos
microrganismos dos solos (EL FANTROUSSI et al., 1999; ARAUJO; MONTEIRO;
ABARKELLI, 2003).

Outras pesquisas também relataram mudancas na comunidade bacteriana quando
diferentes herbicidas foram adicionados ao solo: o dinoderb (ENGELEN et al., 1998); dinuron,
dinuron + cloronuron (EL FANTROUSSI et al., 1999), atrazina (ROS et al., 2006), butachlor,
glifosato, isoproturon, (LO, 2010), acetochlor e terbutilazina, (BARRIUSO; MARIN;
MELLADO, 2010).

Algumas propriedades quimicas das moléculas dos herbicidas como a estrutura,
solubilidade em &gua e concentracdo podem interferir no crescimento bacteriano e estdo
relacionadas a toxicidade. As moléculas sintéticas geralmente contém grupos funcionais e novos
arranjos estruturais raramente encontrados na natureza, o que as leva a ter uma maior persisténcia
no meio ambiente (AISLABIE; LLOYDJONES, 1995).

O clomazone é altamente soltivel em &gua (1100 mg/L) e possui em sua estrutura quimica

um clorofenil e um anel isoxazolidinona (Figura 2) (TOMCO et al., 2010). Segundo Aislabie et
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al. (1995) os herbicidas clorados sdo considerados mais toxico por aumentar a recalcitrancia
destes no ambiente. J& o herbicida ametrina apresenta um anel aromatico (s-triazina), com um
grupo CH3S e baixa solubilidade em 4gua (185 mg/L) (VIVIAN et al., 2007).

Neste estudo, com os resultados do isolamento foi possivel observar que o herbicida
clomazone, em relagcdo ao ametrina, inibiu o crescimento de diversas bactérias (Figura 10). Isto
pode estar associado a maior toxicidade da molécula (presenca de cloro) do clomazone e de sua
alta solubilidade em &gua, uma vez que este xenobidtico no meio de cultura teve maior contato
com as células bacterianas.

Outra possivel causa da agressividade do clomazone as bactérias pode ser atribuida ao seu
mecanismo de acéo, pois ele é inibidor da enzima deoxixilulose fosfato sintase (DXP sintase), a
qual exerce funcdo chave na biossintese dos isoprendides e, alem disso, é necessaria para
formacdo das vitaminas B1 e B6 em procariontes. Em bacterias, os isoprendides sdo importantes
para a sintese de lipidios e de peptidoglicanos, assim, com a interferéncia na sintese destes
compostos as células bacterianas sofrem danos oxidativos, podendo levar a morte celular
(RODRIGUEZ-VILLALON; PEREZ-GIL; RODRIGUEZ-CONCEPCION, 2008). Matsue et al.
(2010) observaram que o clomazone, assim como 0 seu metabolito cetoclomazone possuem
atividade antibacteriana para Escherichia coli e Haemophilus influenzae por meio da inibi¢do da
enzima DXP sintase.

Santos et al. (2005) avaliaram a atividade microbiana nos solos apds a aplicacdo do
herbicida fomesafen e constataram que este xenobiotico € inibidor da atividade microbiana nos
solos. Os autores sugeriram que este resultado esta relacionado com o modo de acdo do
fomesafen, o qual consiste em inibir a enzima protoporfirinogénio oxidase (protox) (presente em
microrganismos), fazendo com que haja acimulo de protoporfirina em células tratadas com esse
herbicida, ocasionando interacdo com o oxigénio para producdo de formas reativas e,
conseqlentemente, peroxidacao dos lipideos e morte celular.

Os isolados bacterianos CC07 e 4C07 selecionados para analises do sistema antioxidante
foram provenientes das amostras dos solos com baixo declive, pois apresentaram rapido
crescimento na presenca dos herbicidas ametrina e clomazone e a formacéo de halo ao redor das
colénias bacterianas (Figuras 11 e 12), indicando a possivel degradacdo dos herbicidas.
Resultados semelhantes foram encontrados por Martins et al. (2007) quando isolaram bactérias de

solos agricolas na presenca do herbicida s-metolachlor.
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As duas bactérias apresentaram gendtipos divergentes, conforme os dados obtidos com a
arvore filogenética, sendo que o isolado CCO7 esta filogeneticamente proximo a espécie
Pseudomonas aeruginosa, enquanto que o isolado 4C07 estd proximo a Pseudomonas fulva
(Figura 13).

Apesar de ser um patdgeno oportunista para humanos, P. aeruginosa, é encontrada em
muitos ambientes, principalmente nos solos e possui habilidades de se multiplicar em varios
substratos, podendo degrada-los, como no caso dos herbicidas atrazina (MUTHUSELVAM,;
ARUNKUMAR, 2009) e isoproturon (DWIVEDI et al., 2011), além de outros pesticidas como:
lindano, metilparation e carbofuran (KRISHNA; PHILIP, 2009). Esta bactéria produz diversos
exo-produtos, proteases, hemolisinas, ramnolipideos e piocinina, substancias potencialmente
citotoxicas, 0 que aumenta sua competitividade e sobrevivéncia em condi¢fes desfavoraveis ao
seu crescimento (RANGEL-GARCIA et al., 2010).

Ahmed et al. (2010) relataram que a P. fulva, isolada de solos contaminados, com 6 horas
de crescimento conseguiu degradar completamente o composto homocolina. Outra pesquisa
revelou que esta espécie consegue tolerar altas concentracfes de mercurio (ADENIJI, 2004).

Assim, diversos estudos tém mostrado que varios membros do género Pseudomonas
possuem 0 metabolismo versatil e com capacidade de degradar muitos herbicidas
(ZABLOTOWICZ et al., 2001; MA et al., 2009; MORGANTE et al., 2010; CHANIKA et al.,
2011; DWIVEDI et al., 2011). Karns (1999) reportou que a estirpe Pseudomonas sp. NRRLB-
12227, por meio da enzima &cido cianurico hidrolase, é capaz de clivar o anel aromético s-
triazina do herbicida ametrina, assim como 0s outros herbicidas da classe s-triazinas, e utiliza-lo
como fonte de nitrogénio. Matos e Thomas (1996) observaram que a Pseudomonas fluorescens
cultivada em meio mineral degradou, em um periodo de 24 horas, o herbicida clomazone
(concentracdo de 200 ppm).

De maneira geral, os herbicidas podem alterar o crescimento de bactérias degradantes ou
tolerantes, podendo apresentar efeitos positivos, negativos ou nulos (TIRONI et al., 2009). O
crescimento dos isolados CC07 e 4C07 apresentaram respostas semelhantes quando expostos aos
herbicidas ametrina e clomazone isolados e em conjunto. O nimero de células bacterianas foi
menor em todos os tratamentos em relacdo ao controle, poréem, os dois isolados tiveram menor

crescimento na presenca de clomazone (Figuras 14 e 15). Estes resultados podem estar
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relacionados com a alta solubilidade em &gua e a toxicidade da molécula do herbicida clomazone,
bem como o seu mecanismo de ac¢do, dados que corroboram com os resultados de isolamento.

Resultados similares foram encontrados por Lu et al. (2009) quando avaliaram o
crescimento da bactéria Stenotrophomas maltophilia WZ2 em meio mineral na presenca dos
herbicidas bensulfuron-metil e quinclorac isoladamente e em conjunto. Os dados demonstraram
que o crescimento bacteriano foi limitado com bensulfuron-metil, uma vez que este herbicida é
considerado mais toxico. Além disso, o crescimento de S. maltophilia WZ2 na mistura dos
herbicidas foi intermediario ao crescimento na presenca dos herbicidas isolados. Os autores
sugeriram que sob esta condicdo a bactéria utilizou preferencialmente o herbicida quinclorac
como fonte de carbono. Santos et al (2005) observou que isolados bacterianos tiveram o
crescimento intermediario quando expostos a mistura dos herbicidas fluazifop-p-butil e
fomesafen, sendo o fomesafen mais toxico, onde o crescimento dos isolados foram limitado.

Esta caracteristica do crescimento bacteriano na presenca da mistura dos herbicidas
também foi encontrada neste trabalho para os isolados CC07 e 4C07, uma vez que a concentracao
deste tratamento € muito acima das concentragdes utilizadas nos outros tratamentos (ametrina 25
mM; clomazone 9 mM e mistura 20 mM de ambos herbicidas). Com este resultado sugere-se que
0s dois isolados bacterianos podem utilizar como fonte de nutrientes o herbicida ametrina, por um
processo de cometabolismo, uma vez que foram cultivados em meio rico. Xie et al. (2011)
relataram que a bactéria Alcaligenes sp., isolada de solos contaminados com o pesticida DDT,
tem habilidades de cometabolizar este pesticida quando cultivada em meio rico, no entanto, a
degradacdo do pesticida ocorreu somente quando as fontes de carbono do meio rico se esgotaram,
significando uma adaptacao “ambiental” por Alcaligenes sp.

Ortiz-Hernandez e Sanchez-Salinas (2010) isolaram de solos agricolas um consércio
bacteriano composto por: Stenotrophomonas malthophilia, Proteus vulgaris, Vibrio
metschinkouii, Serratia ficaria, Serratia spp. e Yersinia enterocolitica. O consorcio e as seis
bactérias foram cultivados em meio mineral e em meio rico a fim de obter dados de degradacao
do pesticida tetraclorvinphos (TCV). Com base nos experimentos realizados foi observado que o
consércio bacteriano foi capaz de crescer em meio mineral, contendo como Unica fonte de
carbono o TVC. Contudo, apenas um isolado foi capaz de remover este xenobi6tico em meio
mineral, enquanto que o0s outros isolados removeram o xenobidtico quando cresceram em meio

rico.
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As Dbactérias tolerantes ou degradantes a pesticidas, quando expostas a estes
contaminantes, podem apresentar diversas respostas metabdlicas a fim de manter o equilibrio
redox e a integridade celular. Estas respostas desenvolvem um papel importante para a adaptacdo
bacteriana em ambientes contaminados, aléem de fazer com que as bactérias se tornem mais
resistentes ao estresse oxidativo (MONGKOLSUK; DUBBS; VATTANAVIBOON, 2005).

A condicdo de estresse oxidativo devido ao excesso de EROs no meio intracelular pode
ocasionar danos a lipideos, DNA, RNA e proteinas, entretanto, os lipideos sdo os principais
alvos. Em bactérias, geralmente os radicais livres atuam diretamente nos &cidos graxos
poliinsaturados da membrana plasmatica, processo responsavel pelo inicio da peroxidacao
lipidica. O efeito priméario da peroxidacdo é diminuir a fluidez da membrana alterando as suas
propriedades, além disso, pode ocorrer o desligamento de proteinas (CABISCOL et al., 2000).

A maioria dos acidos graxos é degradado em uma grande variedade de produtos como
aldeidos, porém, um dos mais intensivamente estudados é a producdo de MDA (malonaldeido)
(CABISCOL et al., 2000). Segundo Imlay (2008), a peroxidacdo de lipideos é um dos melhores
preditores do nivel de EROs induzidas em condigdes de estresse e, de acordo com Shao et al.
(2010) pode ser utilizada como um marcador para o estresse oxidativo.

O estresse oxidativo foi observado quando o isolado CCO7 foi exposto a mistura dos
herbicidas, sendo que o conteddo de MDA dobrou em relacdo ao controle (Figuras 16 e 17). Este
resultado sugere que a alta concentracdo (20 mM de ambos herbicidas) utilizada neste tratamento
pode ter influenciado na ocorréncia da peroxidacgdo lipidica. Elevados niveis de MDA foram
encontrados em estirpes de Enterobacter asburiae e Enterobacter amnigenus na presenca da alta
concentracdo dos herbicidas metolachlor e acetochlor, respectivamente (MARTINS et al., 2011).
Isik et al. (2007) também relataram altos niveis de MDA em Streptomyces sp. M3004 quando
expostos a H,O, e ao herbicida paraquat. Os autores sugeriram que este aumento no contetdo de
MDA esté relacionado com o decréscimo na atividade enzimatica de SOD e CAT, sendo que
estas enzimas atuam cooperativamente para proteger a membrana de EROs.

Além da maior concentracdo de herbicida utilizada no tratamento mistura, quando
comparado com os demais tratamentos, outro fator que pode ter contribuido para a peroxidacao
lipidica € o efeito sinérgico dos herbicidas. Embora o mecanismo de acdo de ametrina ndo esteja
diretamente relacionado com a peroxidacéo lipidica, como € o caso do clomazone, ele pode levar

a desestabilizacdo dos elétrons na cadeia transportadora, aumentando a producédo de EROs no
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meio intracelular. Reis et al. (2008) observou que a acdo sinérgica dos herbicidas ametrina e
trifloxysulfuron-sodium elevou o nivel de estresse de bactérias de solos, 0 que contribuiu para a
reducdo da biomassa microbiana.

Todavia, para o isolado 4C07 ndo foram observados aumento significativo nos niveis de
MDA na presenca dos herbicidas isolados e em conjunto. Esse fato sugere que o isolado 4C07
pode ser menos sensivel aos herbicidas e, além disso, apresentou uma resposta eficaz do sistema
antioxidante para evitar os dados causados pelas EROs na membrana plasmatica, indicando que o
seu metabolismo é mais versatil e tolerante aos herbicidas. Martins (2007) observou que a
bactéria Klebsiella sp. ndo apresentou diferengas no conteitdo de MDA quando exposta ao
herbicida s-metalochlor nas concentracbes de 34 mM e 340 mM. O autor sugeriu que o
comportamento desta bactéria diante do herbicida esta relacionado com o seu mecanismo
eficiente de protecéo contra as EROs.

Outra caracteristica que pode ser encontrada em bactérias é a inducdo na resposta de
reparo de membrana, sendo que a resposta a estresse causado por H,O, pode ser requerida para a
recuperacdo da funcdo da membrana. Neste caso, é possivel que o gene oxyR tenha um papel
importante na inducdo do reparo da membrana celular, assim como genes que sdo controlados por
ele (FARR; KOGOMA, 1991).

A interacdo das EROs com as proteinas pode resultar na modificacdo de aminoacidos,
como a oxidacdo dos grupos tidis de cisteina, metionina e dos anéis de histidina, tirosina,
fenilalanina e triptofano, bem como alterar as cadeias laterais de outros aminoacidos. Por sua vez,
estas modificacGes podem levar a mudancas funcionais que desequilibram o metabolismo celular
(CABISCOL et al., 2000; LUSHCHAK, 2001).

A maioria dessas modificacOes é deletéria a célula, e podem também estar relacionada ao
aumento da freqliéncia de protedlise. A remocdo de proteinas danificadas € necessaria para
prevenir o acumulo, o qual pode comprometer o metabolismo da célula (FARR; KOGOMA,
1991; CABISCOL et al., 2000).

A analise do perfil protéico em gel SDS-PAGE revelou que o isolado CCO7 na presenca
dos herbicidas apresentou apenas uma reducdo na concentracdo de proteinas devido ao
decréscimo na intensidade de bandas, principalmente da banda Ill de 32 kDa (Figura 24). Para o
isolado 4CO07 foi observado que na presenca do herbicida clomazone uma proteina de

aproximadamente 50 KDa (banda Il1) desapareceu, no entanto, na presenca da mistura dos
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herbicidas a proteina reapareceu, porém com menor intensidade quando comparado com
ametrina e o controle (Figura 24). Este resultado sugere que o herbicida clomazone pode alterar
0 processo da biossintese ou de protedlise desta proteina, além de influenciar a regulacdo da
expressdo total quando em conjunto com herbicida ametrina. Isto também pode estar relacionado
com comportamento fisiolégico da bactéria, como por exemplo, o crescimento que foi limitado
na presenca de clomazone isoladamente ou em conjunto com ametrina.

Algumas proteinas importantes para a biossintese de outras proteinas e que participam de
vias metabdlicas controladas por histidina fosfatase, como a ribossomal 50-S, chaperona DnaK,
histidinol-fosfato, foram inibidas quando a bactéria Burkholderia cepacia WZ1 foi exposta ao
herbicida quinclorac (LI et al., 2009). Este mesmo autor observou a indugdo de novas proteinas
para proteger as celulas bacterianas do estresse gerado pelo quinclorac, por exemplo, a proteina
Hsp70 que auxilia no enovelamento de polipeptideos nascentes e os transporta para o local
correto para executarem suas fungdes bioldgicas e, além disso, pode atuar fornecendo proteinas
danificadas ao sistema ubiquitina-proteossoma.

Uma proteina de aproximadamente 60 kDa (banda I) presente no isolado 4C07 parece ser
especificamente induzida em resposta aos herbicidas ametrina e clomazone isolados e em
mistura. Essa resposta pode indicar o envolvimento desta proteina para evitar os possiveis danos
ocasionados pelas EROs ou também pode estar relacionada com outra via metabolica afetada
pelos herbicidas, como de degradacdo destes compostos. Martins et al. (2011) observaram que
estirpes de Enterobacter amnigenus quando expostas ao herbicida acetochlor induziram uma
nova proteina de 57 KDa. Os autores sugeriram que esta nova proteina que respondeu
especificamente ao acetochlor pode estar associada a resposta bacteriana ao estresse oxidativo
causado pelo herbicida.

No entanto, para conseguir resultados mais completos se faz necessario o seqlienciamento
das proteinas que apresentaram alteracdes na presenca dos herbicidas. Assim, seria recomendavel
realizar a analise dos isolados, através da técnica de separacdo de proteinas por eletroforese 2D e,
desta forma, identificar e caracterizar o papel fisioldgico dessas proteinas no metabolismo celular
e sua relacdo com o estresse.

Para manter as EROs sob niveis basais as bactérias apresentam um complexo sistema de

defesa antioxidante, os quais, podem ser divididos em enzimaticos (envolvem a SOD, CAT, GR,
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GST, dentre outras) e ndo-enzimaticos (envolvem a GSH, acido ascorbico, NADPH e NADH)
(SCANDALIOS, 2005).

Para responder o estresse oxidativo, as bactérias desenvolveram mecanismos moleculares
para monitorar os niveis de substancias oxidantes e ativar genes de defesa antioxidante. Em E.
coli, como em outras bactérias, as variacbes na quantidade das EROs podem ativar os fatores
transcricionais SoxS e OxyR. A resposta ao radical superoxido (O,™) é controlada pelo sistema
SoxRS. Entre 0s genes que sdo controlados pelo sistema SoxRS esta o da enzima Mn-SOD (SOD
A) (POMPOSIELLO; DEMPLE, 2001).

As SODs sdo um grupo de metaloenzimas que protegem as células do anion superéxido
(02°) e sua principal funcdo é elimina-los em diversos processos fisiologicos. Elas sdo
classificadas de acordo com o metal de seu sitio ativo: manganés (Mn) ou ferro (Fe), cobre/zinco
(Cu/zn) e niquel (Ni) e sua atividade pode mudar em diversas condi¢fes de estresse, tais como:
presenca de herbicidas e metais pesados, poluicdo do ar, mudancas drasticas no pH e na
temperatura (ISIK et al., 2007).

No presente estudo, os isolados apresentaram alteragdes significativas na atividade da
SOD avaliada em espectrofotdmetro (Figura 25 e 26). O isolado CCO7 teve alta atividade
somente no meio de cultura contendo a mistura dos herbicidas, enquanto que na presenca de
ametrina e clomazone o comportamento foi semelhante ao do controle. Este resultado sugere que
0 acréscimo observado na atividade de SOD no tratamento mistura ndo foi suficiente para evitar a
peroxidacdo lipidica nas células bacterianas, uma vez que as enzimas CAT e GR néo
apresentaram uma resposta positiva diante aos herbicidas.

A atividade de SOD apresentou acréscimos quando o isolado 4C07 foi cultivado na
presenca de ametrina e clomazone isoladamente e em conjunto. Este fato evidenciou que a SOD
tem um importante papel de defesa antioxidante em resposta aos herbicidas estudados. Lin et al.
(2009) analisando atividade das enzimas SOD, CAT e ATPase nas bactérias Bacillus subtilis
B19, B. megaterium e E. coli K12 em resposta ao herbicida bensulfuron-metil, observaram que a
alta atividade da SOD e CAT foi primordial para a sobrevivéncia das células. Kang et al. (2006)
estudando bactérias do género Pseudomonas degradantes de naftaleno relataram o aumento na
producdo de O,° e na atividades da enzima SOD e CAT, assim, 0s autores sugeriram que 0
estresse oxidativo gerado pelo naftaleno e a inducéo positiva do sistema de defesa desenvolveram

fungdes importantes para o metabolismo deste xenobidtico. Em contraste, baixos niveis na
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atividade de SOD foram observados por Martins et al. (2011) em estirpes de Enterobacter
asburiae e Enterobacter amnigenus tolerantes aos herbicidas metolachlor e acetochlor,
respectivamente.

Na andlise da atividade de SOD em gel ndo denaturante pode-se observar que os isolados
apresentaram duas isoformas ativas, as quais foram classificadas como Mn-SOD (bandas | e 1V)
para o isolado CC0O7 e como Cu/Zn-SOD (banda Il) e Fe-SOD (llI) para o isolado 4C07. De
acordo com Lushchak (2001) as Fe-SOD e Mn-SOD estdo presentes no citoplasma bacteriano,
sendo as Mn-SOD mais sensiveis ao estresse oxidativo endégeno, porém, sdo responsaveis pela
alta protegdo contra os danos oxidativos ao DNA. Estudos com mutantes de E. coli revelaram que
a Cu/Zn-SOD, presente no periplasma, aumentou a resisténcia das bactérias ao herbicida paraquat
(GOULIELMOS et al., 2003). Assim, a presenca de Cu/Zn-SOD no isolado 4C07, em
comparacdo com CC07, pode ter favorecido sua resposta antioxidante ao aumento de O, gerado
pela presenca dos herbicidas ametrina e clomazone.

Em Pseudomonas aeruginosa geralmente encontram-se Mn-SOD e Fe-SOD, porém,
muitos estudos demonstram que a inducao destas isoformas é dependente do meio de cultura ou
do ser vivo que ela tenha infectado, exemplo disto € o seu crescimento em alta concentracdo de
ferro, condicdo que induz somente a isoforma Fe-SOD (BRITIGAN et al., 2001). Além disso, 0s
mesmos autores constataram uma nova isoforma Mn-SOD em sangue de humanos infectados por
esta bactéria. Parvatiyar et al. (2005) observaram que a Mn-SOD e Fe-SOD, em Pseudomonas
aeruginosa, estavam envolvidas na defesa de grupos sulfidrilas sensiveis ao O,* gerados na
presenca de arsenito.

As catalases bacterianas estdo envolvidas na protecdo de estresse oxidativo causado por
H,0,, via proteinas reguladas pelo gene oxyR (CHOI et al., 2007). A atividade especifica de
CAT, neste estudo, ndo apresentou aumento significativo para os isolados bacterianos quando
expostos aos herbicidas isolados e em mistura. Este resultado esta de acordo com os dados
obtidos da quantificacdo dos niveis de H,O,, sendo que ndo houve alteracdo nos tratamentos
contendo os herbicidas.

A atividade de CAT em PAGE para os dois isolados apresentaram algumas alteracfes na
intensidade das bandas, no entanto, estas mudancas ndo interferiram na quantificacdo total da
atividade enzimatica. O isolado CCO7 apresentou trés isoformas ativas (bandas I, 1l e 1V) com

pequeno decréscimo na intensidade da banda | nos tratamentos ametrina e mistura (Figura 31).
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Segundo Brown et al. (1995) em Pseudomonas aeruginosa geralmente encontram-se trés
isoformas de catalase, KatA, KatB e KatE (KatC). A KatA é considerada a maior catalase, a qual
é produzida em todas as fases de crescimento com aumento de sua atividade na fase estacionéria.
J& a KatB é produzida quando as células sdo expostas a agentes estressantes como altas
concentragdes de H,O, ou do herbicida paraquat, porém, a KatE pode ser induzida por altas
temperaturas (SHIN; CHOI; CHO, 2008).

O isolado 4C07 também apresentou trés isoformas ativas (bandas II, IV e V), porém, na
presenca dos herbicidas em mistura ocorreu a inducdo de uma nova banda (I11). Este resultado
pode estar associado com a sensibilidade bacteriana na presenca dos dois herbicidas, desta forma,
a geracdo de uma nova isoforma contribuiu para manter o nivel padrdo da atividade de CAT
(Figura 30). Martins (2007) reportou que a bactéria, identificada como néo cultivada, isolada de
solos agricolas, apresentou uma nova isoforma quando exposta ao herbicida s-metalochlor na
concentracdo de 34 mM. O autor sugeriu que a indugdo de uma nova isoforma esta relacionada
com sensibilidade bacteriana com o herbicida.

De acordo com os resultados da atividade de CAT e SOD pode-se sugerir devido ao
aumento da atividade na presenca dos herbicidas isolados e em mistura, que a enzima SOD
desenvolveu um papel mais importante na defesa antioxidante que a catalase, principalmente para
o isolado 4C07 que ndo apresentou peroxidacdo lipidica. Resultados semelhantes foram
encontrados por Lu et al. (2009) quando submeteram as bactérias Stenotrophomas maltophilia
WZ2 e E. coli aos herbicidas bensulfuron-metil e quinclorac isolados e em conjunto. Os dados da
atividade de SOD e CAT na fase log e estacionaria revelaram que para as duas bactérias a enzima
SOD apresentou alta atividade na presenca dos herbicidas e, consequentemente apresentou papel
importante de defesa aos danos oxidativos comparado a CAT.

As bactérias podem apresentar uma resposta complexa e global ao estresse oxidativo, seja
ele causado pelo metabolismo normal ou em condicGes de estresse, como na presenca de
xenobioticos. Os dois sistemas envolvidos nesta resposta, OxyR e SoXRS, regulam a expressao
de muitas enzimas, dentre elas as ja citadas CAT e SOD. Entretanto, o metabdlito GSH e a
enzima GR também apresentam fungfes importantes neste processo.

A GSH ¢ o tiol mais abundante presente nas células e sua principal fungdo € manter o

estado redox do citoplasma em equilibrio, sendo esta uma condi¢cdo importante para a
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sobrevivéncia das células, além de contribuir para a adaptacéo aos diversos estresses. (MASIP;
VEERAVALLI ; GEORGIOUI, 2006; KULLISAAR et al., 2010).

No presente estudo, o isolado CCO7 apresentou aumento significativo no conteddo de
GSH na presenca de ametrina, no entanto, quando este isolado foi exposto ao herbicida
clomazone observou-se a diminuicdo nos niveis deste composto (Figura 20). Assim, este fato
provavelmente evidenciou que o conjunto de resposta antioxidante ndo foi suficiente para
impedir a ocorréncia de peroxidacdo lipidica na presenca desse herbicida. Hultberg (1998)
observou decréscimos na concentracdo de GSH quando a bactéria Pseudomonas fluorescens foi
exposta a cadmio. O autor correlacionou estas alteragdes com a toxicidade do metal e sugeriu que
a GSH pode ser utilizada como marcador da intensidade do estresse ambiental.

Em contraste, os niveis de GSH para o isolado 4C07 aumentaram significativamente na
presenca dos herbicidas (Figura 21). Este resultado sugere a participacdo direta da GSH na
detoxificacdo das EROs, principalmente dos radicais O, e OH® e, desta forma, contribuindo para
a protecdo deste isolado contra o estresse oxidativo. Em bactérias gram-negativas, incluindo as
Pseudomonas, a concentracdo de GSH geralmente € alta (VEREMEENKO; MAKSIMOVA,
2010) e de acordo com Smirnova e Oktyabrsky (2005) a GSH pode reagir diretamente com um
“radical livre” resultando na formag¢io de um radical tiol, GS*, o qual reage com outro radical
GS® formando a GSSG. Altos niveis de GSH foram observados em bactérias Herminiimonas
arsenicoxydans quando expostas ao semimetal arsénio. Os autores sugeriram que a GSH esta
associada a detoxificacdo das células, pois pode quelar o semimetal e remové-lo, além de
proteger as células contra os danos oxidativos (CLEISS-ARNOLD et al., 2010). Em plantas, a
glutationa também apresenta papel fundamental na defesa contra estresse oxidativo, exemplo
disso, sdo estudos realizados com Sesbania drummondii (ISRAR et al., 2006) e Thlaspi
caerulescens (FREEMAN et al., 2004), as quais sdo consideradas bioacumuladoras de mercurio e
niquel, respectivamente. Neste trabalho o0s autores descreveram que o0s niveis de GSH
aumentaram para a detoxificacdo das EROs.

Em muitas condicGes de estresse intracelular a concentracdo de GSSG aumenta devido a
oxidacdo da GSH, entretanto, a alta taxa de GSH/GSSG é necessaria para manter o papel da GSH
como antioxidante e como agente redutor (FOYER et al., 1997), assim, a GR serve como elo
fundamental entre os dois metabdlitos redox para a célula (MASIP; VEERAVALLI,
GEORGIQUI, 2006).
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Neste estudo, a atividade total de GR manteve-se inalterada para o isolado CC0O7 na
presenca dos herbicidas (Figura 32). O mesmo foi observado para a atividade em PAGE, no qual
foram encontrado seis isoformas ativas (bandas I, V, VI, VII, VIII e X) (Figura 34). Estes dados
sugerem que outra enzima bacteriana como a tioredoxina redutase pode estar envolvida na
manutengdo dos niveis de GSH/GSSG, sendo que houve varia¢fes na concentracdo de GSH na
presenca dos herbicidas. Mutantes de E. coli para o gene gor (codifica a GR) conseguiram manter
as concentracdes de GSH por meio da enzima tioredoxina redutase, a qual possui funcdo analoga
coma GR (TUGGLE; FUCHS, 1985).

Ja o isolado 4C07 apresentou uma correlacdo positiva entre a atividade de GR e a
concentracdo de GSH quando exposto aos herbicidas isolados e em mistura (Figuras 33 e 21).
Veremeenko e Maksimova (2010) estudaram a resposta antioxidante em duas estirpes de
Pseudomonas aurantiaca produtoras do antibidtico fenazina, o qual inibe o crescimento de
fungos e de diversas bactérias gram-positivas e negativas. Os resultados mostraram que as
bactérias iniciando a fase estacionaria e na presenca de altas concentracfes de antibiotico,
diminuiram a atividade da enzima SOD. Contudo, para evitar 0 estresse oxidativo, ocorreu o
aumento significativo da GSH e da atividade de GR, sendo este outro mecanismo para eliminar
as EROs do meio intracelular.

Neste estudo, o aumento na atividade total de GR na presenca dos herbicidas esta
associado ao acréscimo na intensidade das isoformas Il e 1VV. Além disso, uma nova isoforma,
banda I, foi induzida na presenca de clomazone e da mistura dos herbicidas (Figura 34). Estes
dados sugerem que as isoformas, I, Il e IV, possuem papel mais especifico na resposta
antioxidante, sendo este o resultado chave para a tolerancia do isolado 4C07 aos herbicidas.
Baseado nos dados deste trabalho é possivel observar que o isolado 4C07 conseguiu evitar a
peroxidacdo lipidica por meio do aumento da atividade de GR, que por sua vez catalisou a reacéo
GSSG para a GSH, a qual pode reagir diretamente com as EROs.

Martins et al. (2011) reportou que quando a bactéria Enterobacter asburiae foi exposta ao
herbicida s-metolachlor (34 mM) duas novas isoformas de GR foram induzidas em resposta ao
estresse oxidativo e pode estar envolvidas na tolerancia ao herbicida. Estas respostas também
foram encontradas em células de plantas, mais especificamente em cultura de células de café
sujeitas a estresse oxidativo induzido por metal pesado (GOMES-JUNIOR et al., 2006; GOMES-

JUNIOR et al., 2007). As células foram expostas aos metais selénio, cadmio e niquel e induziram
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uma nova isoforma de GR, a qual pode ser utilizada como marcador de estresse para esta espécie
vegetal.

A GST é outra enzima que apresenta atividade com glutationa. Sua funcéo é conjugar a
GSH a xenobidticos e eletrofilicos enddgenos, por isso tem fundamental participacdo na
desintoxicacdo, muitas vezes sendo o papel central nestas vias metabdlicas (MASIP;
VEERAVALLI ; GEORGIOUI, 2006).

O isolado CCO07 apresentou decréscimo significativo na atividade da GST na presenca dos
herbicidas ametrina e clomazone isolados, entretanto, na mistura a atividade foi semelhante ao
controle (Figura 35). Em contraste, o isolado 4C07 apresentou aumento significativo na atividade
de GST em todos os tratamentos contendo herbicidas (Figura 36). Este acréscimo observado na
atividade de GST pode estar relacionado com o aumento da concentracdo de GSH e, além disso,
este resultado sugere o possivel envolvimento dos herbicidas ametrina e clomazone no
metabolismo celular atuando na detoxificacdo da célula ou até mesmo contra o estresse oxidativo.
Fabra et al. (1998) observaram que na bactéria Bradyrhizobium sp. USDA 3187 quando exposta
ao pesticida mancozeb ocorreu aumento significativo nos niveis de GSH e na atividade de GST.
Os autores relacionaram estes dados com a protecdo contra o estresse oxidativo ocasionado pela
toxicidade do pesticida. Labrou et al. (2005) demonstrou que a enzima GST esta envolvida na
primeira etapa da biodegradacao do herbicida atrazina (pertencente ao grupo do ametrina) com a
remocdo do atomo de cloro a partir da conjugacao atrazina-GSH.

Nesta pesquisa, foi possivel observar que o isolado 4C07 apresentou inducao positiva da
GSH e GR como a principal resposta para evitar 0s danos oxidativos causados pelas EROs na
membrana plasmatica, apesar da SOD e GST também ter contribuido para evitar esses danos. Ja o
isolado CCO7 apresentou somente alta atividade para enzima SOD, sendo neste caso relatada a
ocorréncia de peroxidacéo lipidica.

Desta forma, sugere-se que o isolado 4CQ7, por apresentar alteracGes positivas no seu
sistema antioxidante, conseguiu se adaptar ao ambiente estressante 0 que proporcionou a
tolerancia aos herbicidas ametrina e clomazone isolados e em mistura. Portanto, pode-se indicar o
isolado 4CQ7 para a biorremediacdo de ambientes contaminados pelos herbicidas analisados e
que o estudo da resposta antioxidativa de organismos na presenca de xenobioticos sdo
importantes para a compreensdo de mecanismos de tolerancia, biodegradacdo bem como para a

sua aplicagéo na biorremediacdo de ambientes contaminados.
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6 CONCLUSOES

1. O herbicida clomazone é mais toxico aos microrganismos do solo nas condicfes deste

estudo;

2. Os dois isolados do género Pseudomonas sdo tolerantes aos herbicidas ametrina e

clomazone e apresentam respostas antioxidantes distintas;

3. O metabolismo redox da bactéria 4C07 é menos sensivel aos herbicidas testados,

indicando que esta bactéria pode ser utilizada para a biorremediacao;

4. Asenzimas SOD, GR, GST e o composto GSH para o isolado 4C07 se mostraram mais

eficientes no combate ao estresse oxidativo causado pelos herbicidas.
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