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RESUMO

O quorum sensing (QS) é um sistema de comunicacao bacteriano que permite que as bactérias
monitorem a densidade populacional celular circundante mediada por meio de moléculas
sinalizadoras quimicas denominadas autoindutores e, a partir disso, coordenem coletivamente
a expressdo génica, iniciando alteraces fisioldgicas importantes para sua sobrevivéncia. Desse
modo, as bactérias sdo capazes de sobreviver em ambientes onde as condi¢des mudam
constantemente, em decorréncia da adaptacéo genética que resulta da flexibilidade de expressao
de seus genes. No ambiente, as bactérias precisam lidar com diversos componentes toxicos. A
introducgdo de agrotdxicos por exemplo, contribuiu para o controle de pragas e para 0 aumento
da producdo agricola. Mas apesar de sua utilizacdo na agricultura ter beneficiado a
produtividade de culturas, surgiram algumas preocupagdes quanto aos efeitos adversos destes
poluentes. A exposicdo de bactérias a componentes toxicos pode levar a alteracbes no
metabolismo celular, no crescimento, na atividade enzimaética e na diminuicdo da diversidade
dessas bactérias. Quando expostas a ambientes estressantes, necessitam de mudancas nos
processos fisiologicos e estruturais para sobreviverem. Desse modo, diversas espécies de
bactérias utilizam importantes estratégias adaptativas coordenadas pelo QS para contribuir para
0 aumento de sua capacidade em termos de sobrevivéncia sob diferentes condigdes ambientais.
Porém, ainda ndo esta claro na literatura se 0 QS pode ser utilizado pelas bactérias para
coordenar comportamentos coletivos na populagdo em resposta a herbicidas. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar se ha um sistema de resposta via QS em uma linhagem de
Pseudomonas sp. modulado pela presenca de herbicidas. Utilizou-se uma linhagem de
Pseudomonas sp. proveniente de tanques de armazenamento de dgua utilizada na lavagem de
embalagens de agrotoxicos e os herbicidas Heat contendo o principio ativo saflufenacil, Boral
500 SC contendo sulfentrazone, Roundup Transorb R contendo glifosato, Aminol 806 contendo
2,4-D e Atectra contendo dicamba. Realizou-se uma extracdo das moléculas sinalizadoras que
posteriormente foram analisadas em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas. Aqui mostramos que na presenca dos herbicidas Heat e Roundup Transorb R a
linhagem parece compartilhar um controle regulatdrio pelas mesmas moléculas sinalizadoras
de QS para controlar o estresse oxidativo produzido tanto pelo sistema de obtencédo de energia
quanto pela toxicidade de herbicidas. Na presenca dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e
Atectra, observou-se um perfil de moléculas que estdo envolvidas em diferentes estagios de
formagéo de biofilme e a sinalizacdo dessas pode ser um indicativo de que a linhagem esteja
modulando a formacdo de biofilme como uma estratégia adaptativa para suportar o estresse
desses herbicidas. Desse modo, o QS bacteriano pode desempenhar um papel importante na
adaptacdo a estresses ambientais e possivelmente trazer contribuicbes para o estudo de
biorremediagéo de herbicidas.

Palavras-chave: Adaptacdo bacteriana; Comunicacdo bacteriana; Herbicidas; Microbiologia

Ambiental; Espectrometria de massas.



ABSTRACT

Quorum sensing (QS) is a bacterial communication system that allows bacteria to monitor the
surrounding cell population density mediated by means of chemical signaling molecules called
autoinducers and, from that, collectively coordinate gene expression, initiating important
physiological changes for its survival. In this way, bacteria are able to survive in environments
where conditions change constantly, due to the genetic adaptation that results from the
flexibility of expression of their genes. In the environment, bacteria have to deal with several
toxic components. The introduction of pesticides, for example, contributed to pest control and
increased agricultural production. But although its use in agriculture has benefited crop
productivity, concerns have arisen about the adverse effects of these pollutants. Exposure of
bacteria to toxic components can lead to changes in cell metabolism, growth, enzyme activity
and decreased diversity of these bacteria. When exposed to stressful environments, they need
changes in physiological and structural processes to survive. In this way, several species of
bacteria use important adaptive strategies coordinated by the QS to contribute to the increase
of their capacity in terms of survival under different environmental conditions. However, it is
still unclear in the literature whether QS can be used by bacteria to coordinate collective
behavior in the population in response to herbicides. Therefore, the objective of this work was
to evaluate whether there is a QS response system in a Pseudomonas sp. modulated by the
presence of herbicides. A strain of Pseudomonas sp. from water storage tanks used for washing
pesticide packaging and Heat herbicides containing the active ingredient saflufenacil, Boral 500
SC containing sulfentrazone, Roundup Transorb R containing glyphosate, Aminol 806
containing 2,4-D and Atectra containing dicamba. An extraction of the signaling molecules was
carried out and subsequently analyzed in liquid chromatography coupled with mass
spectrometry. Here we show that in the presence of the Heat and Roundup Transorb R
herbicides, the strain seems to share a regulatory control by the same QS signaling molecules
to control the oxidative stress produced by both the energy production system and the herbicide
toxicity. In the presence of the herbicides Boral 500 SC, Aminol 806 and Atectra, a profile of
molecules was observed that are involved in different stages of biofilm formation and their
signaling may be an indication that the lineage is modulating the formation of biofilm as an
adaptive strategy to withstand the stress of these herbicides. Thus, bacterial QS can play an
important role in adapting to environmental stresses and possibly bring contributions to the
study of herbicide bioremediation.

Keywords: Bacterial adaptation; Bacterial communication; Environmental Microbiology;

Herbicides; Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO
1.1 O USO DE AGROTOXICOS

A agricultura ird enfrentar um grande desafio relacionado a necessidade de alimentar
as estimadas 8 bilhdes de pessoas que viverdo na Terra em 2024, subindo para mais de 9 bilhdes
até 2050, (CAMARGO et al., 2017). Portanto, o aumento na producéo de alimentos é o objetivo
primordial de todos os paises. Para alimentar uma populagdo desse tamanho, as estimativas séo
de que a producdo de alimentos terd que aumentar em pelo menos 50%, se ndo em mais de
100%, durante os proximos 30 anos (CAMARGO et al., 2017).

Como 30% da producdo agricola mundial é perdida devido a pragas, 0 uso de
agrotoxicos tornou-se indispensavel na agricultura (JAISWAL; VERMA; YADAYV, 2017).
Globalmente, 8.000 espécies de ervas daninhas prejudicam as culturas agricolas, competindo
por agua, luz e nutrientes, causando perdas de 13% do rendimento (PIMENTEL et al., 2009).
Por esse motivo, reduzir a perda de culturas devido a danos causados por pragas ¢ uma das
principais tarefas para garantir a producdo agricola (ZHANG, 2018).

A introducdo de agrotéxicos contribuiu para o controle de pragas e o aumento da
producdo agricola, trazendo maior potencial econbmico em termos de aumento da producao de
alimentos para atender as necessidades da populacdo humana (JAISWAL; VERMA; YADAYV,
2017).

Os agrotdxicos incluem herbicidas, fungicidas, inseticidas, entre outros (STALEY;
HARWOOD; ROHR, 2015). Os herbicidas sdo substancias utilizadas para realizar o controle
de plantas daninhas. Esse controle ocorre por meio da inibicdo de processos bioguimicos que
sdo imprescindiveis para que as plantas se desenvolvam. Os herbicidas podem ser classificados
quanto a modalidade de aplicacdo (pré-emergentes ou pds-emergentes), seletividade (seletivo
ou nao seletivo), mobilidade (sistémico ou de contato) e mecanismo de acdo. Este ultimo diz
respeito ao processo bioquimico que € interrompido na presenca do herbicida, a maioria
ocorrendo em cloroplastos, local onde ocorre a fotossintese. Contudo, h& outros mecanismos,
atuando fora do cloroplasto, que interrompem processos ndo relacionados diretamente com as
reacOes fotossintéticas (VATS, 2015). O Comité de Acdo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC)
estabeleceu um sistema de classificagdo para herbicidas com base em seu mecanismo de agéo
e agrupados em diferentes familias quimicas (BEFFA; MENNE; KOCHER, 2019). Os
herbicidas estudados neste trabalho sdo mostrados no Quadro 1 de acordo com esta

classificacéo.
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Quadro 1 — Classificacdo dos herbicidas estudados neste trabalho segundo os mecanismos de acio e familias quimicas descritos por (BEFFA; MENNE; KOCHER, 2019).

(continua)

Herbicidas

Marca comercial

Ingrediente ativo

Estrutura molecular

Mecanismo de acéo

Familia quimica

Classificacdo HRAC

D://[N'/LD
Heat Saflufenacil EKT
,JN\”‘”
F__
) -
Nﬂ;}! N\"t,-_ﬂ
Boral 500 SC Sulfentrazone W

Inibidores de PROTOX

Pirimidinadionas

E*

Triazolinonas

E*
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Quadro 1 — Classificacdo dos herbicidas estudados neste trabalho segundo os mecanismos de acdo e familias quimicas descritos por (BEFFA; MENNE; KOCHER, 2019).

(continuagéo)

Herbicidas

Marca comercial

Ingrediente ativo

Estrutura molecular

Mecanismo de acéo

Familia quimica

Classificacdo HRAC

Roundup Transorb R

Glifosato

Inibidores de EPSPS

Glicina substituida

G*

Aminol 806

2,4-D

Mimetizadores de auxinas

Fenoxiacidos

O*




Quadro 1 — Classificacdo dos herbicidas estudados neste trabalho segundo os mecanismos de acdo e familias quimicas descritos por (BEFFA; MENNE; KOCHER, 2019).
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(conclus&o)

Herbicidas
Marca comercial | Ingrediente ativo | Estrutura molecular Mecanismo de acéo Familia quimica | Classificacdo HRAC
Atectra Dicamba /0/]\\ Mimetizadores de auxinas | Acido benzoico Oo*
[ ]

Fonte: (BEFFA; MENNE; KOCHER, 2019).
Nota: * Classificagdo das familias quimicas por letras, adotado pelo HRAC.
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O glifosato tem um mecanismo de acdo por inibicdo da EPSPS (enzima 5-
enolpiruvato-chiquimato-3-fosfato sintase), pertence a familia quimica da glicina e ao grupo de
classificacdo G (HRAC). Na auséncia do herbicida, a enzima EPSPS catalisa a reagédo entre
chiguimato e fosfoenol-piruvato, que culmina na producéo dos precursores dos aminoacidos
tirosina, fenilalanina e triptofano, os quais sdo essenciais para as plantas. Quando aspergido nas
plantas, o glifosato se liga & enzima EPSPS, ocupando o sitio de ligacdo onde deveria se ligar a
molécula de fosfoenol-piruvato, interrompendo a reacdao (GOMES et al., 2014).

O saflufenacil e o sulfentrazone tem um mecanismo de acao por inibicdo da PROTOX
(enzima protoporfirinogénio oxidase), pertencem as familias quimicas da pirimidinadionas e
triazolinonas respectivamente e ambos ao grupo de classificagdo E (HRAC). A enzima
PROTOX é responsavel pela oxidacdo enzimatica de protoporfirinogénio 1X, a qual resulta na
producdo de protoporfirina IX que, por sua vez, € precursora de clorofila e compostos heme.
Na presenca de herbicidas inibidores de PROTOX essa reagéo € inibida. Contudo, néo é a falta
de clorofila que causa a morte da planta, uma vez que plantas tratadas ndo apresentam clorose.
Com a inibicdo da reacdo, ocorre o acumulo de protoporfirinogénio IX no cloroplasto, o qual
extravasa para o citoplasma. Neste local, esse composto é convertido a protoporfirina IX por
meio de reagdes ndo enzimaticas. A protoporfirina IX entdo se acumula no citoplasma e, na
presenca de luz e O, ocorre a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERRO). As ERRO
sdo altamente tdxicas para as membranas celulares, causando a sua desintegracdo por estresse
oxidativo (ALVES et al., 2018).

O 2,4-D e o dicamba tem um mecanismo de acdo por mimetizacdo de auxinas,
pertencem as familias quimicas da fenoxiacidos e acido benzdico, respectivamente, e ambos ao
grupo de classificacdo O (HRAC). As auxinas, tais como o acido indolacético (AlA) sdo
horménios encontrados naturalmente nas plantas. Os herbicidas auxinicos mimetizam (imitam)
os efeitos das auxinas naturais. Que quando em excesso, causam distlrbios fisiol6gicos que
levam as plantas a morte, uma vez que desregulam o balango hormonal da planta (GOGGIN;
CAWTHRAY; POWLES, 2016).

1.2 IMPACTOS EM ORGANISMOS NAO-ALVO

Dentre os agrotoxicos aplicados na agricultura, em uma proporc¢do do uso global em
2014, aproximadamente 25% s&o herbicidas (ZHANG, 2018). E apesar da utilizagdo desses
agrotoxicos na agricultura ter beneficiado a produtividade de culturas, surgiram algumas

preocupacdes quanto aos efeitos adversos destes xenobidticos (SCHUTTE et al., 2017). Os
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agrotoxicos aplicados devem ser tOxicos apenas para 0s organismos-alvo. Porém, esse
raramente é 0 caso, pois a maioria dos agrotoxicos sao inespecificos e a utilizagcdo excessiva e
aplicacdo inadequada desses produtos podem causar impactos ambientais. Estima-se que
apenas cerca de 0,1% dos agrotdxicos atinja 0s organismos-alvo e o restante contamine o0 meio
ambiente como agua, ar e solo (GILL; GARG, 2014).

A preocupagdo mais frequente com o impacto ambiental dos residuos de agrotoxicos
resulta de sua capacidade de lixiviacdo, contaminacdo dos lengois freaticos, deriva de
pulverizacdo e sua persisténcia no solo (GILL; GARG, 2014). Em 2013, o Greenpeace
informou que 70% dos agrotdxicos usados na China ndo foram absorvidos pelas plantas, mas
se infiltraram no solo e nas &guas subterraneas (ZHANG, 2018).

O herbicida glifosato é encontrado em solos, aguas superficiais, subterraneas e de
precipitacdo dos EUA. Em solos argentinos, niveis de residuos de até 1500ug/kg (1.5 ppm) de
glifosato também foram encontrados (SCHUTTE et al., 2017). O herbicida 2,4-D juntamente
com o glifosato séo altamente volateis, aumentando assim o potencial de danos para organismos
ndo-alvo devido a deriva de pulverizagdo (SCHUTTE et al., 2017). O principio ativo
saflufenacil do herbicida heat pode lixiviar para profundidades do solo superiores a 60 cm.
Devido a combinacdo de propriedades que favorecem a lixiviacdo (persisténcia, alta
solubilidade, baixo potencial de ligacdo e baixa volatilidade), o principio ativo tem alto risco
de atingir e contaminar lencois freaticos e sistemas aquéaticos (LAN et al., 2014).

Os agrotoxicos também afetam outros organismos que ndo sao seus organismos-alvo,
podendo causar efeitos em plantas ndo-alvo como, reducdo na producdo de frutos (REEVES;
LAMMERS, 2011). E doses subletais do principio ativo dicamba (0,1 a 1% da taxa de aplicacdo
no campo) causaram atrasos e reducdes no florescimento de duas espécies vegetais (Medicago
sativa e Eupatorium perfoliatum), indicando consequéncias negativas para a abundancia de
plantas em areas de exposicdo desse herbicida. Consequentemente, a diminuic¢do na floracdo
levou a uma menor visitacdo dos polinizadores as plantas, sugerindo que o herbicida pode afetar
as comunidades de polinizadores. O dicamba também pode alterar o crescimento e
desenvolvimento de insetos herbivoros quando estes se alimentam de plantas estressadas por
doses subletais (BOHNENBLUST et al., 2016).

A poluigéo por agrotoxicos também é um dos principais determinantes do declinio de
insetos (SANCHEZ-BAYO; WYCKHUYS, 2019). Os insetos polinizadores, como diferentes
espécies de abelhas, moscas e besouros sdo agentes que desempenham um importante papel na
produtividade de cultivos e que sdo afetados por agrotdxicos. As abelhas, por exemplo,

compreendem 80% da populacgdo de insetos polinizadores, cuja eficiéncia de coleta de polen



19

pode ser afetada por xenobidticos (KAUR; GARG, 2014). A exposicdo de abelhas ao glifosato
pode afetar a microbiota intestinal desses insetos, aumentando a suscetibilidade a patégenos
oportunistas (MOTTA; RAYMANN; MORAN, 2018).

A poluicdo por agrotoxicos também afeta a vida de peixes, minhocas e outros
organismos devido a sua toxicidade (GILL; GARG, 2014). Em peixes e minhocas pode afetar
no crescimento, na atividade reprodutiva e consequentemente no aumento da taxa de
mortalidade (KAUR; GARG, 2014). Os seres humanos também estdo expostos a agrotoxicos
encontrados no solo, agua, ar e alimentos por diferentes vias de exposi¢do, como inalagéo,
ingestdo e contato dérmico (CAMARGO et al., 2017). O aumento da incidéncia de doencas
humanas, como céncer, doencas renais cronicas, supressdo do sistema imunoldgico, esterilidade
entre homens e mulheres, distarbios enddcrinos, neuroldgicos e comportamentais,
especialmente entre criangas, tém sido atribuidos ao envenenamento por agrotdxicos
(JAISWAL; VERMA; YADAYV, 2017).

Residuos de agrotoxicos também foram detectados em amostras de leite materno
humano, e ha preocupacdes sobre a exposicao pré-natal e os efeitos sobre a salide em criancas
(PIRSAHEB et al., 2015). Estudos também mostram que a exposi¢cdo aos agrotoxicos pode
comprometer a capacidade olfativa de humanos (BLAIR et al., 2019). Além disso, os efeitos
negativos para a salde que tem sido associados com xenobi6ticos incluem, efeitos respiratorios,

como a exposicao ao 2,4-D pode estar associada com sibilos alérgicos (HOPPIN et al., 2017).

1.3 IMPACTOS EM COMUNIDADES MICROBIANAS

Os microrganismos desempenham um papel fundamental na manutencdo dos
ecossistemas. No solo, por exemplo, sdo responsaveis por processos como decomposicao da
matéria organica, ciclagem de nutrientes, fixacdo bioldgica do nitrogénio, entre outros
(VIBHA; NEELAM, 2012).

O tratamento intensivo do solo com agrotdxicos pode alterar o crescimento, a
diversidade, o metabolismo celular e a atividade enzimatica de popula¢es microbianas do solo.
No estudo de Mazhari e Ferguson (2018), os herbicidas glifosato e paraquat, levaram a um
declinio no crescimento e na populacdo de diferentes cepas bacterianas. Meena et al. (2020),
relataram que o herbicida 2,4-D pode inibir as atividades de Rhizobium sp., Nitrosomonas sp.
e Nitrobacter sp. microrganismos importantes para o ciclo do nitrogénio no solo. E tratamentos
com o herbicida glifosato também afetaram negativamente as atividades de Rhizobium sp. e

fungos micorrizicos arbusculares, resultando em redugdes no crescimento das plantas (VAN
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BRUGGEN et al., 2018). Outro estudo mostrou que o desempenho de fungos micorrizicos e
rizobios em soja foi reduzido pelo uso do herbicida sulfentrazone, contribuindo para a reducéo
do crescimento da planta (VIEIRA; SILVA; SILVEIRA, 2007). Além disso, outros estudos
mostraram alteracdes e diminuicdes na diversidade de comunidades microbianas apos
exposicdo aos herbicidas 2,4-D, atrazina, diuron (MORETTO et al., 2017) e mesotrione (DU et
al., 2018). Este ultimo herbicida também apresentou estresse oxidativo em Pantoea ananatis
CCT7673 (PRIONE et al., 2016) e mudancas no padrdo de saturacdo lipidica indicando
alteracdo na permeabilidade da membrana em Bacillus megaterium (DOBRZANSKI et al.,
2018).

Por outro lado, a exposicdo de agrotoxicos pode ajudar no crescimento e/ou
sobrevivéncia desses microrganismos, como algumas bactérias que fazem uso de xenobioticos
como fonte de nutrientes, podendo alterar suas propriedades toxicas ou até mesmo levando a
mineralizacdo (JAISWAL; VERMA; YADAYV, 2017). O género Pseudomonas, por exemplo,
tem capacidade de degradacdo de herbicidas como, 2,4-D (SINGH; SINGH, 2016) e glifosato
(MAKUT; BELLO, 2018), e de mineralizacdo do herbicida atrazina (MANDELBAUM,;
ALLAN; WACKETT, 1995).

Desse modo, quando expostas a ambientes estressantes, necessitam de alteragdes nos
processos fisioldgicos e estruturais para sobreviverem (STALEY; HARWOOD; ROHR, 2015).
Portanto, entender o comportamento de bactérias em contato com esses poluentes, ou seja,
compreender quais sdo 0s danos gerados e quais sdo 0s mecanismos de adaptacao e defesa,
pode ser Gtil para elucidar o risco das contaminagdes por agrotoXicos e seus consequentes
impactos e podera trazer beneficios para futuras aplicacbes agricolas (JAISWAL; VERMA;
YADAYV, 2017).

1.4 QUORUM SENSING

O quorum sensing (QS) ou sensor de quorum (o termo “quorum” indica “nimero
suficiente”) € um sistema de comunicagao entre bactérias em funcéo da densidade celular. Esse
sistema permite que as bactérias monitorem a densidade populacional celular circundante e, a
partir disso, coordenem coletivamente comportamentos na populacdo. O sistema entdo é
mediado pela producdo, liberacdo, acumulacéo, deteccdo de moléculas sinalizadoras quimicas
denominadas autoindutores e a ativacao de genes especificos (NG; BASSLER, 2009).

A regulagdo de comportamentos coletivos bacterianos dependentes da densidade

celular foi descrita em 1970 por Nealson, Platt e Hastings, no qual mostraram que uma espécie
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de bactéria marinha bioluminescente, Vibrio fischeri produzia luz em alta densidade celular
mas ndo em suspensdes diluidas (NEALSON; PLATT; HASTINGS, 1970). Porém, vinte e
quatro anos depois, em 1994, foi denominada quorum sensing por Fuqua, Winans e Greenberg
(FUQUA; WINANS; GREENBERG, 1994).

As moléculas sinalizadoras de QS podem ser classificadas em quatro grupos
principais, N-acil homoserinas lactonas (AHLS) e 2-alquil-4-(1H)-quinolonas (AQs) utilizadas
por bactérias Gram-negativas (ORTORI et al., 2011), peptideos ou oligopeptideos por bactérias
Gram-positivas e Autoindutor-2 também conhecido como furanosil borato diéster que pode ser
utilizado por ambos os grupos bacterianos (MILLER; BASSLER, 2001).

As AHLs e AQs sdo as classes mais comuns de autoindutores. Ambas com uma gama

de comprimentos de cadeia acila/alquila (ORTORI et al., 2011) como mostra o0 Quadro 2.

Quadro 2 — Estruturas quimicas das familias AHLs e AQs de moléculas sinalizadoras de quorum bacteriano.
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Quadro 2 — Estruturas quimicas das familias AHLs e AQs de moléculas sinalizadoras de quorum bacteriano.
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Quadro 2 — Estruturas quimicas das familias AHLs e AQs de moléculas sinalizadoras de quorum bacteriano.
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Quadro 2 — Estruturas quimicas das familias AHLs e AQs de moléculas sinalizadoras de quorum bacteriano.
(conclusdo)

UHQ HQNO

DS PP 50
I "

NQNO PQS
P I
C9-PQS C11-PQS

Fonte: PubChem.

Nota: As AHLs (*) contém em sua estrutura um anel de homoserina lactona ligado a um grupo acila lateral variavel,
podendo conter de quatro a dezoito carbonos, ser saturado ou insaturado, com ou sem substituinte hidroxi e oxo
no terceiro carbono do grupo acila lateral variavel. As AQs ( ) sdo caracterizadas pela presenca de hidrogénio ou
hidroxila na posicéo trés, variagbes de comprimento e grau de saturacdo da cadeia lateral 2-alquil, bem como
derivados de N-6xido dessas variantes.

A producéo e deteccdo de AHLs e AQs envolve as proteinas Luxl e LuxR e suas
homologas. A proteina LuxI ou suas homdlogas sintetiza as AHLS/AQs e a proteina LuxR ou
suas homologas funciona como receptor de AHLS/AQs e ativador transcricional. Cada sistema
de proteinas ird sintetizar e detectar diferentes AHLS/AQs (ATKINSON; CAMARA;
WILLIAMS, 2007). Por exemplo, a proteina Luxl produz o autoindutor N-(3-oxohexanoil)-L-
homoserina lactona (3-oxo-C6-HSL) em V. fischeri. A proteina Lasl produz o autoindutor N-
(3-oxododecanoil)-L-homoserina lactona (3-0x0-C12-HSL) em Pseudomonas aeruginosa,
entre outros (MUKHERJEE; BASSLER, 2019).
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Como mostra na Figura 1, as AHLs sdo sintetizadas intracelularmente pela Luxl ou
suas homdlogas e sdo liberadas para o meio extracelular. Em baixa densidade celular, a
concentracdo dessas moléculas ndo é suficiente para ser detectada, conforme o numero de
células da populacdo bacteriana aumenta, a concentracdo extracelular de moléculas também
aumenta, quando o acumulo dessas moléculas alcanca o nivel necessario para sua deteccgéo,
essas moléculas podem difundir-se livremente pela membrana citoplasmética e se ligar ao
receptor LUxR ou seus homdlogos, disparando cascatas de sinalizacdo que resultam em
alteracdes na transcricao e expressdo de genes-alvo na populacdo (NG; BASSLER, 2009). Cada
proteina LuxI ou suas homdlogas produz o sinal de alta especificidade para o seu receptor LUxR
ou seus homdlogos e essas proteinas receptoras também possuem sitio de ligacdo especifico,
permitindo que LuxR ou seus homodlogos seja ativado somente por seu ligante cognato
(MUKHERJEE; BASSLER, 2019).

Figura 1 — Sistema de deteccao de quorum LuxI/LuxR de bactérias Gram-negativas.

Fonte: (RAFFA et al., 2005).

O QS é um mecanismo que permite que as bactérias funcionem como organismos
multicelulares e adquiram beneficios que possivelmente ndo poderiam obter se sempre agissem
como organismos solitarios. Ou seja, essa capacidade das bactérias de comunicarem-se e
controlarem atividades coletivas, proporciona grandes avangos na sobrevivéncia e persisténcia
no ambiente (MUKHERJEE; BASSLER, 2019). Ou seja, as bactérias, antes consideradas como
organismos solitarios e capazes de processos simples, sdo agora consideradas por sua
capacidade de agir coletivamente como organismos multicelulares (MUKHERJEE; BASSLER,
2019).
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Um dos comportamentos coordenados pelo QS é a bioluminescéncia. A bactéria
marinha V. fischeri por exemplo, é capaz de habitar 6rgdos luminosos de lulas como Euprymna
scolopes e proporcionar bioluminescéncia ao seu hospedeiro. V. fischeri utiliza o QS para
coordenar a bioluminescéncia com o autoindutor N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona (3-
0x0-C6-HSL). A simbiose entre a bactéria e a lula garante bioluminescéncia ao organismo,
sendo capaz de auxilid-lo na camuflagem ou na atracdo de presas e em troca, oferecer 0s
nutrientes necessarios para o crescimento bacteriano (WHITELEY; DIGGLE; GREENBERG,
2017).

Outro comportamento coordenado pelo QS é a formacéo de biofilme (MUKHERJEE;
BASSLER, 2019). A bactéria P. aeruginosa por exemplo, pode causar infec¢cbes em humanos
dependendo de o paciente apresentar ou nao um sistema imunoldgico comprometido.
Tipicamente, infec¢Oes por P. aeruginosa sdo encontradas nos pulmdes de pessoas com fibrose
cistica, levando ao declinio da funcdo pulmonar e ao aumento da mortalidade do paciente
(RUTHERFORD; BASSLER, 2012). P. aeruginosa utiliza o0 QS para coordenar a formagéo de
biofilme com os autoindutores N-butiril-L-homoserina lactona (C4-HSL) e 3-oxo-C12-HSL
(SINGH et al., 2000), que contribui para sua capacidade de persisténcia e progressao da doenca
por ser uma estrutura que pode ser capaz de resistir a antibioticos (RUTHERFORD; BASSLER,
2012).

Além desses comportamentos 0 QS também esta presente na interacao bactéria-planta
como por exemplo, Sinorhizobium meliloti e Medicago truncatula respectivamente. Onde a
planta apresentou aumento na nodulacdo das raizes com o autoindutor N-(3-oxotetradecanoil)-
L-homoserina lactona (3-0xo0-C14-HSL) produzido pela bactéria (SCHIKORA; SCHENK;
HARTMANN, 2016). Os microrganismos que interagem com plantas podem estabelecer
associacfes mutualisticas, onde ambos os lados da interacdo sdo beneficiados. E podendo até
mesmo oferecer oportunidades para manipular a estrutura da comunidade bacteriana na
rizosfera em beneficio da agricultura (RAGHAVENDRA, 2017).

Além disso, os comportamentos regulados pelo QS desempenham importantes papéis
ecologicos como mostram Wang et al. (2012), que em uma linhagem de Pseudomonas sp. a
formagéo de biofilme foi induzida pelos autoindutores N-hexanoil-L-homoserina lactona (C6-
HSL) e N-(3-oxooctanoil)-L-homoserina lactona (3-0xo0-C8-HSL) e a formagéo da matriz de
substancias poliméricas extracelulares (EPS) foi induzida pelos autoindutores 3-0xo0-C6-HSL,
C6-HSL e 3-0x0-C8-HSL. A formacdo de biofilme melhora a capacidade das bactérias em
colonizar novos ambientes e com isso, 0 estudo prevé o desenvolvimento de um melhor sistema

de bioaumentac&o bacteriano para o tratamento de efluentes de tabaco. Outro exemplo que traz
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a relacdo de formacédo de biofilme regulado pelo QS com tolerancia a poluentes € visto em
Sarkar e Chakraborty (2008), em uma linhagem de Acinetobacter sp. com toleréncia a metais.

Outro estudo indica a relacdo do QS com biodegradacédo, no qual AHLs como, C6-
HSL e C4-HSL, sdo produzidas por bactérias degradadoras de poluentes como fenol, durante a
biodegradagdo (YONG; ZHONG, 2010). A regulacdo de QS pode ter amplos impactos na
biodegradagéo de poluentes e seria um novo angulo para o desenvolvimento de tecnologia de
biorremediacdo (HUANG et al., 2013).

O sistema de QS mediado por AHLs e AQs esta envolvido em diversos processos
fisiologicos, e funciona como uma estratégia adaptativa que contribui para o aumento da
capacidade bacteriana em termos de sobrevivéncia sob determinadas condi¢cbes ambientais
(LADE; PAUL; KWEON, 2014). Porém, ainda ndo esta claro na literatura se 0 QS pode ser
utilizado pelas bactérias para coordenar comportamentos coletivos na populacdo em resposta a
herbicidas, ja que esses microrganismos precisam lidar constantemente com a toxicidade desses
poluentes. Desse modo, a proposta deste trabalho foi avaliar se ha um sistema de resposta via

QS em uma linhagem bacteriana modulado pela presenca de herbicidas.
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2 OBJETIVO

O objetivo central deste trabalho foi avaliar se ha um sistema de resposta via QS em
uma linhagem de Pseudomonas sp. modulado pela presenca dos herbicidas Heat contendo o
principio ativo saflufenacil, Boral 500 SC contendo sulfentrazone, Roundup Transorb R

contendo glifosato, Aminol 806 contendo 2,4-D e Atectra contendo dicamba.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 LINHAGEM BACTERIANA

Foi utilizada a linhagem bacteriana Pseudomonas sp. CMAbS5 (nimero de acesso
KY807296 — NCBI), que faz parte da Colecdo de Microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Ambiental da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG. A linhagem foi
obtida na Fazenda Escola Capdo da Onca da UEPG de tanques de armazenamento de agua
utilizada na lavagem de embalagens de agrotdxicos, os quais foram listados no Apéndice A, de

acordo com responsaveis técnicos.

3.2 HERBICIDAS

Foram utilizados os herbicidas Heat (BASF, Ludwigshafen no Reno, Renéania-
Palatinado, Alemanha), contendo o principio ativo Saflufenacil (N’-{2-cloro-4-fluor-5-
[1,2,3,6-tetrahidro-3-metil-2,6-dioxe-4-(trifluorometil)pirimidina-1-il]benzoil }-N-isopropil-
N-metilsulfamida); Boral 500 SC (FMC, Filadélfia, Pensilvania, EUA), cujo principio ativo é
o0 Sulfentrazone (2°,4’-dicloro-5’-(4-difluorometil-4,5-dihidro-3-metil-5-0xo0-1H-1,2,4-triazol-
1-il) (metanosulfonanilida); Roundup Transorb R (MONSANTO, Saint Louis, Missouri, EUA),
principio ativo Glifosato (Sal de Potassio de (N-(fosfonometil)glicina); Aminol 806 (ADAMA,
Raleigh, Carolina do Norte, EUA) com principio ativo 2,4-D (Dimetilamonia (2,4-
diclorofenoxi) acetato (2,4-D dimetilamina); e Atectra (BASF, Ludwigshafen no Reno,

Renania-Palatinado, Alemanha), com principio ativo Dicamba (&cido 3,6-dicloro-o-anisico).

3.3 TRATAMENTOS E CONDICOES DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Para todos os ensaios, foi utilizado o Meio Mineral (35,2 g L™* KH,PO4; 53 g L
NazHPO4; 50 g L sacarose; 50 g L™ glicose; 1,696 g L™t MnSQy4; 2,7136 g L™ CaCly; 0,0672
g L™ FeSO4; 0,0104 g L™t NazMoOg; 0,08 g L™t CuSOq; 1,24 g L™t H3BO4; 0,25 g L™ ZnSOy4;
0,0056 g L™ CoCly; 2,5 g L™t (NH4)2S04; 3 g L't MgSOs), segundo Gadke et al. (2017). Para os
tratamentos com herbicidas, foi utilizado o Meio Mineral suplementado com: Heat (H — 0,49
mM), Boral 500 SC (B — 0,049 mM), Roundup Transorb R (R — 0,233 mM), Aminol 806 (A —
0,173 mM) e Atectra (At — 0,103 mM). As concentracOes utilizadas dos herbicidas equivalem
a dose de campo. As condicdes de crescimento foram a 30 °C sob agitagdo em shaker a 120

rpm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.
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3.4 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A linhagem bacteriana foi crescida durante 24h em MM (pré-indculo). Foi realizado o
indculo nos tratamentos a partir do pré-indculo em uma DO inicial de 0,05 a 600 nm. O
crescimento bacteriano foi monitorado a cada 1h em espectrofotdmetro a 600 nm.

3.5 VIABILIDADE CELULAR

Foram utilizadas as mesmas condicdes de pré-indculo e indculo conforme descritas no
item 3.4, aliquotas de 100 pL foram retiradas ap6s 14h de incubacdo. As amostras foram
diluidas para 107, semeadas em MM com Agar (20 g L) e incubadas & 30 °C. Apds 24h, foi
determinada a contagem das unidades formadoras de colénias (UFC).

3.6 EXTRACAO DE MOLECULAS SINALIZADORAS DE QUORUM SENSING

A extracdo das moléculas de QS foi realizada pelo método liquido-liquido (LLE) no
periodo de 14h de crescimento bacteriano. Além dos tratamentos descritos no item 3.3, aqui foi
utilizado o meio 0 (MM sem herbicida e sem bactéria). Foram retiradas 100 mL de meio de
cultura, centrifugadas (8.000 x g) por 5 min e coletado 2,0 mL do sobrenadante, adicionado 10
MM do padréo interno N-heptanoil-L-homoserina lactona (C7-HSL). O processo de extracéo
foi realizado utilizando acetato de etila, segundo Ortori et al. (2011) com modificacdes. Foi
adicionado 2,0 mL de acetato de etila acidificado com 0,01% de acido acético. A solucéo foi
agitada durante 1 min, e coletado a fase orgénica. O procedimento de extragéo foi repetido duas
vezes e 0 conjunto de extratos foram secados em capela de exaustdo em temperatura ambiente.
As amostras secas foram armazenadas a -80 °C até o uso, sendo reconstituidas em 100 uL de

metanol (MeOH) imediatamente antes da analise em LC-MS/MS.

3.7 ANALISE EM LC-MS/MS (CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS)

As analises foram realizadas de acordo com o método descrito por Ortori et al. (2011)
com modificagOes. Foram injetados 10uL dos extratos preparados conforme descrito na se¢édo
anterior, a uma taxa de fluxo de 0,3 mL/min no equipamento LC-MS/MS modelo Acquity e
Xevo TQD (Waters Corporation, Milford, Massachusets, EUA) equipado com bombas binarias,

um desgaseificador a vacuo, um amostrador automatico SIL-HTc e a coluna utilizada foi
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ACQUITY UPLC® BEH C18 2.1x50mm (1.7um de porosidade) mantida a 50 °C. O sistema de
UPLC foi constituido de 0,1% de &cido formico (fase mével A) em &gua ultrapura e uma fase
movel B constituida por 0,1% de acido formico (Fisher Scientific, Loughborough, UK) em
acetonitrila. O perfil do gradiente foi o seguinte: isocratico durante 1 min, um gradiente linear
de 50% A e 50% B ao longo de 1,5 min, depois um gradiente adicional de 1% A e 99% B ao
longo de 5,50 min seguido por 1% A e 99% B durante 7 min e a condicéo foi reestabelecida em
90% A e 10% B durante 10 min. A coluna foi reequilibrada durante um total de 2 min. Todo o
experimento de espectrometria de massas (MS) foi conduzido num espectrometro de massa de
tracdo ionica linear triplo quadrupolo 4000 modelo Acquity e Xevo TQD (Waters Corporation,
Milford, Massachusets, EUA) equipado com uma fonte Turbo-lon utilizado no modo de
ionizacao positiva em ESI (ionizacdo por electrospray). A voltagem do cone do capilar foi de 4
kV, a temperatura de dessolvatacdo foi de 450 °C e o volume de dessolvatacdo foi de 550 L/Hr.
A voltagem do cone e a energia de colisdo sdo parametros analiticos exclusivos de cada analito,
uma lista desse, juntamente com os ions precursores e filhos utilizados para configurar o0 modo
de monitoramento de reacGes multiplas (MRM) para cada analito individual consta no Apéndice
B. E a otimizacdo dos parametros analiticos em MS/MS foi realizada por meio da infusdo do

padrédo interno N-heptanoil-L-homoserina lactona (C7-HSL).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

As anélises estatisticas foram realizadas por meio de Anélise de Variancia (ANOVA)
utilizando o critério de significancia p<0,05 e por meio do software R versao 3.0.1, utilizando

0s pacotes “ggord, ggplot2 e vegan”.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 COMPARTILHAMENTO DE MOLECULAS DE QUORUM SENSING PARA
SINALIZAGCAO E TOLERANCIA DE Pseudomonas sp. A HERBICIDAS COMO
POTENCIAL PARA ADAPTACAO A DIFERENTES CONDICOES DE ESTRESSE
AMBIENTAL

Sharing quorum sensing molecules for signaling and tolerance of Pseudomonas sp. herbicides
as a potential for adaptation to different environmental stress conditions

RESUMO

O quorum sensing (QS) é um sistema de comunicacao bacteriano que permite que as bactérias
monitorem a densidade populacional celular circundante mediada por meio de moléculas
sinalizadoras quimicas denominadas autoindutores e, a partir disso, coordenem coletivamente
a expressdo génica, iniciando alteraces fisioldgicas importantes para sua sobrevivéncia. Desse
modo, as bactérias sdo capazes de sobreviver em ambientes onde as condicdes mudam
constantemente, em decorréncia da adaptacao genética que resulta da flexibilidade de expressao
de seus genes. No ambiente, as bactérias precisam lidar com diversos componentes toxicos. A
introducdo de agrotdxicos por exemplo, contribuiu para o controle de pragas e para 0 aumento
da producdo agricola. Mas apesar de sua utilizacdo na agricultura ter beneficiado a
produtividade de culturas, surgiram algumas preocupagdes quanto aos efeitos adversos destes
poluentes. A exposicdo de bactérias a componentes toxicos pode levar a alteragbes no
metabolismo celular, no crescimento, na atividade enzimatica e na diminuicdo da diversidade
dessas bactérias. Quando expostas a ambientes estressantes, necessitam de mudancgas nos
processos fisioldgicos e estruturais para sobreviverem. Desse modo, diversas espécies de
bactérias utilizam importantes estratégias adaptativas coordenadas pelo QS para contribuir para
0 aumento de sua capacidade em termos de sobrevivéncia sob diferentes condi¢fes ambientais.
Porém, ainda ndo estd claro na literatura se 0 QS pode ser utilizado pelas bactérias para
coordenar comportamentos coletivos na populacdo em resposta a herbicidas. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar se ha um sistema de resposta via QS em uma linhagem de
Pseudomonas sp. modulado pela presenca de herbicidas. Utilizou-se uma linhagem de
Pseudomonas sp. proveniente de tanques de armazenamento de agua utilizada na lavagem de
embalagens de agrotoxicos e os herbicidas Heat contendo o principio ativo saflufenacil, Boral
500 SC contendo sulfentrazone, Roundup Transorb R contendo glifosato, Aminol 806 contendo
2,4-D e Atectra contendo dicamba. Realizou-se uma extracao das moléculas sinalizadoras que
posteriormente foram analisadas em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas. Aqui mostramos que na presenca dos herbicidas Heat e Roundup Transorb R a
linhagem parece compartilhar um controle regulatorio pelas mesmas moléculas sinalizadoras
de QS para controlar o estresse oxidativo produzido tanto pelo sistema de obtencdo de energia
quanto pela toxicidade de herbicidas. Na presenca dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e
Atectra, observou-se um perfil de moléculas que estdo envolvidas em diferentes estagios de
formacéo de biofilme e a sinalizacdo dessas pode ser um indicativo de que a linhagem esteja
modulando a formacdo de biofilme como uma estratégia adaptativa para suportar o estresse
desses herbicidas. Desse modo, o QS bacteriano pode desempenhar um papel importante na
adaptacdo a estresses ambientais e possivelmente trazer contribuicbes para o estudo de
biorremediacgéo de herbicidas.
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Ambiental; Espectrometria de massas.

ABSTRACT

Quorum sensing (QS) is a bacterial communication system that allows bacteria to monitor the
surrounding cell population density mediated by means of chemical signaling molecules called
autoinducers and, from that, collectively coordinate gene expression, initiating important
physiological changes for its survival. In this way, bacteria are able to survive in environments
where conditions change constantly, due to the genetic adaptation that results from the
flexibility of expression of their genes. In the environment, bacteria have to deal with several
toxic components. The introduction of pesticides, for example, contributed to pest control and
increased agricultural production. But although its use in agriculture has benefited crop
productivity, concerns have arisen about the adverse effects of these pollutants. Exposure of
bacteria to toxic components can lead to changes in cell metabolism, growth, enzyme activity
and decreased diversity of these bacteria. When exposed to stressful environments, they need
changes in physiological and structural processes to survive. In this way, several species of
bacteria use important adaptive strategies coordinated by the QS to contribute to the increase
of their capacity in terms of survival under different environmental conditions. However, it is
still unclear in the literature whether QS can be used by bacteria to coordinate collective
behavior in the population in response to herbicides. Therefore, the objective of this work was
to evaluate whether there is a QS response system in a Pseudomonas sp. modulated by the
presence of herbicides. A strain of Pseudomonas sp. from water storage tanks used for washing
pesticide packaging and Heat herbicides containing the active ingredient saflufenacil, Boral 500
SC containing sulfentrazone, Roundup Transorb R containing glyphosate, Aminol 806
containing 2,4-D and Atectra containing dicamba. An extraction of the signaling molecules was
carried out and subsequently analyzed in liquid chromatography coupled with mass
spectrometry. Here we show that in the presence of the Heat and Roundup Transorb R
herbicides, the strain seems to share a regulatory control by the same QS signaling molecules
to control the oxidative stress produced by both the energy production system and the herbicide
toxicity. In the presence of the herbicides Boral 500 SC, Aminol 806 and Atectra, a profile of
molecules was observed that are involved in different stages of biofilm formation and their
signaling may be an indication that the lineage is modulating the formation of biofilm as an
adaptive strategy to withstand the stress of these herbicides. Thus, bacterial QS can play an
important role in adapting to environmental stresses and possibly bring contributions to the
study of herbicide bioremediation.

Keywords: Bacterial adaptation; Bacterial communication; Environmental Microbiology;

Herbicides; Mass spectrometry.

4.1.1 Introducéo

Sob determinadas condicdes, as bactérias podem alterar seu comportamento, passando
a agir como um organismo multicelular ( WHITELEY; DIGGLE; GREENBERG, 2017). Isso é
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possibilitado por meio de um sistema de comunicacao bacteriano denominado quorum sensing
(QS). Esse sistema permite que as bactérias monitorem a densidade populacional celular
circundante mediada pela producdo, liberacdo, acumulacdo e deteccdo de moléculas
sinalizadoras quimicas denominadas autoindutores e, a partir disso, coordenem coletivamente
a expressao génica, iniciando alteragdes fisiologicas importantes para sua sobrevivéncia
(MUKHERJEE; BASSLER, 2019). Desse modo, as bactérias sdo capazes de sobreviver em
ambientes onde as condi¢cbes mudam constantemente, em decorréncia da adaptacdo genética
que resulta da flexibilidade de expressao de seus genes (STALEY; HARWOOD; ROHR, 2015).

No ambiente, as bactérias precisam lidar com diversos componentes toxicos. A
introducdo de agrotdxicos por exemplo, contribuiu para o controle de pragas e para 0 aumento
da producéo agricola (JAISWAL; VERMA; YADAYV, 2017). Mas apesar de sua utilizacdo na
agricultura ter beneficiado a produtividade de culturas, surgiram algumas preocupacfes quanto
aos efeitos adversos destes poluentes (SCHUTTE et al., 2017). Os agrotoxicos aplicados devem
ser apenas toxicos para 0s organismos-alvo. Porém, esse raramente é 0 caso, pois a maioria dos
agrotoxicos sdo inespecificos e a utilizacdo excessiva e aplicacdo inadequada destes poluentes
causam impactos ambientais, ha uma estimativa que apenas cerca de 0,1% dos agrotdxicos
atinja os organismos-alvo e o restante contamine o meio ambiente como agua, ar e solo (GILL;
GARG, 2014).

A exposicdo de bactérias a componentes toxicos pode levar a alteragdes no
metabolismo celular, no crescimento, na atividade enzimatica e na diminuicdo da diversidade
dessas bactérias. E quando expostas a ambientes estressantes, necessitam de mudancas nos
processos fisioldgicos e estruturais para sobreviverem (STALEY; HARWOOD; ROHR, 2015).
Os comportamentos bacterianos coordenados por meio da expressao génica regulados por QS,
geram alteracdes fisiologicas importantes para a sobrevivéncia de bactérias em ambientes
estressantes (TANG et al., 2018). Sarkar e Chakraborty (2008), mostraram que uma linhagem
de Acinetobacter sp. apresentou toleréncia a metais pesados com a producéo de biofilme e que
a producéo do biofilme foi induzida por QS. Tang et al. (2018), relataram que a expressao de
catalase (CAT) regulada por QS e a formacao de biofilme contribuiram para uma linhagem de
Pseudomonas sp. resistir ao estresse de nicotina. Desse modo, diversas espécies de bactérias
utilizam importantes estratégias adaptativas coordenadas pelo QS para contribuir para o
aumento de sua capacidade em termos de sobrevivéncia sob diferentes condi¢cdes ambientais
(LADE; PAUL; KWEON, 2014).

Porém, ainda ndo estéa claro na literatura se 0 QS pode ser utilizado pelas bactérias para

coordenar comportamentos coletivos na populacdo em resposta a herbicidas. Diante disso, 0
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objetivo deste trabalho foi avaliar se ha um sistema de resposta via QS em uma linhagem de
Pseudomonas sp. modulado pela presenga dos herbicidas Heat contendo o principio ativo
saflufenacil, Boral 500 SC contendo sulfentrazone, Roundup Transorb R contendo glifosato,

Aminol 806 contendo 2,4-D e Atectra contendo dicamba.

4.1.2 Material e Métodos
4.1.2.1 Linhagem bacteriana

Foi utilizada a linhagem bacteriana Pseudomonas sp. CMAbS5 (nimero de acesso
KY807296 — NCBI), que faz parte da Cole¢do de Microrganismos do Laboratério de
Microbiologia Ambiental da Universidade Estadual de Ponta Grossa — UEPG. A linhagem foi
obtida na Fazenda Escola Capdo da Onca da UEPG de tanques de armazenamento de agua
utilizada na lavagem de embalagens de agrotdxicos, essas embalagens foram listadas no

Apéndice A, de acordo com a empresa responsavel.

4.1.2.2 Herbicidas

Foram utilizados os herbicidas Heat (BASF, Ludwigshafen no Reno, Renania-
Palatinado, Alemanha), contendo o principio ativo Saflufenacil (N’-{2-cloro-4-fluor-5-
[1,2,3,6-tetrahidro-3-metil-2,6-dioxe-4-(trifluorometil)pirimidina-1-il]benzoil }-N-isopropil-
N-metilsulfamida); Boral 500 SC (FMC, Filadélfia, Pensilvania, EUA), cujo principio ativo é
o Sulfentrazone (2°,4’-dicloro-5’-(4-difluorometil-4,5-dihidro-3-metil-5-0xo0-1H-1,2,4-triazol-
1-il) (metanosulfonanilida); Roundup Transorb R (MONSANTO, Saint Louis, Missouri, EUA),
principio ativo Glifosato (Sal de Potassio de (N-(fosfonometil)glicina); Aminol 806 (ADAMA,
Raleigh, Carolina do Norte, EUA) com principio ativo 2,4-D (Dimetilamonia (2,4-
diclorofenoxi) acetato (2,4-D dimetilamina); e Atectra (BASF, Ludwigshafen no Reno,
Renénia-Palatinado, Alemanha), com principio ativo Dicamba (&cido 3,6-dicloro-o-anisico).

4.1.2.3 Tratamentos e condig¢Oes de crescimento bacteriano

Para todos os ensaios, foi utilizado o Meio Mineral (35,2 g L' KH2PO4; 53 g L
Na2HPO4; 50 g L sacarose; 50 g L glicose; 1,696 g L™t MnSQy4; 2,7136 g L CaCly; 0,0672
g L™ FeSO4; 0,0104 g L™t NazMoOs; 0,08 g L™ CuSOq; 1,24 g L™ H3BO4; 0,25 g L™ ZnSOy4;
0,0056 g L™ CoCly; 2,5 g L™ (NH4)2S04; 3 g L't MgSOs), segundo Gadke et al. (2017). Para os
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tratamentos com herbicidas, foi utilizado o Meio Mineral suplementado com: Heat (H — 0,49
mM), Boral 500 SC (B — 0,049 mM), Roundup Transorb R (R — 0,233 mM), Aminol 806 (A —
0,173 mM) e Atectra (At — 0,103 mM). As concentracdes utilizadas dos herbicidas equivalem
a dose de campo. As condicdes de crescimento foram a 30 °C sob agitacdo em shaker a 120

rpm. Todos os experimentos foram realizados em triplicatas.

4.1.2.4 Curva de crescimento bacteriano

A linhagem bacteriana foi crescida durante 24h em MM (pré-indculo). Foi realizado o
indculo nos tratamentos a partir do pré-indculo em uma DO inicial de 0,05 a 600 nm. O

crescimento bacteriano foi monitorado a cada 1h em espectrofotémetro a 600 nm.

4.1.2.5 Viabilidade celular

Foram utilizadas as mesmas condicdes de pré-indculo e indculo conforme descritas no
item 4.1.2.4, aliquotas de 100 uL foram retiradas ap6s 14h de incubacdo. As amostras foram
diluidas para 107, semeadas em MM com Agar (20 g L) e incubadas a 30 °C. Apds 24h, foi

determinada a contagem das unidades formadoras de colénias (UFC).

4.1.2.6 Extracdo de moléculas sinalizadoras de quorum sensing

A extracdo das moléculas de QS foi realizada pelo método liquido-liquido (LLE) no
periodo de 14h de crescimento bacteriano. Além dos tratamentos descritos no item 4.1.2.3, aqui
foi utilizado 0 meio 0 (MM sem herbicida e sem bactéria). Foram retiradas 100 mL de meio de
cultura, centrifugadas (8.000 x g) por 5 min e coletado 2,0 mL do sobrenadante, adicionado 10
UM do padrdo interno N-heptanoil-L-homoserina lactona (C7-HSL). O processo de extracao
foi realizado utilizando acetato de etila, segundo Ortori et al. (2011) com modificagdes. Foi
adicionado 2,0 mL de acetato de etila acidificado com 0,01% de &cido acético. A solucgéo foi
agitada durante 1 min, e coletado a fase organica. O procedimento de extracdo foi repetido duas
vezes e 0 conjunto de extratos foram secados em capela de exaustdo em temperatura ambiente.
As amostras secas foram armazenadas a -80 °C até o uso, sendo reconstituidas em 100 uL de

metanol (MeOH) imediatamente antes da anélise em LC-MS/MS.
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4.1.2.7 Anélise em LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas)

As andlises foram realizadas de acordo com o0 método descrito por Ortori et al. (2011)
com modificagOes. Foram injetados 10uL dos extratos preparados conforme descrito na se¢ao
anterior, a uma taxa de fluxo de 0,3 mL/min no equipamento LC-MS/MS modelo Acquity e
Xevo TQD (Waters Corporation, Milford, Massachusets, EUA) equipado com bombas binérias,
um desgaseificador a vacuo, um amostrador automatico SIL-HTc e a coluna utilizada foi
ACQUITY UPLC® BEH C18 2.1x50mm (1.7um de porosidade) mantida a 50 °C. O sistema de
UPLC foi constituido de 0,1% de &cido formico (fase movel A) em &gua ultrapura e uma fase
movel B constituida por 0,1% de acido formico (Fisher Scientific, Loughborough, UK) em
acetonitrila. O perfil do gradiente foi o seguinte: isocratico durante 1 min, um gradiente linear
de 50% A e 50% B ao longo de 1,5 min, depois um gradiente adicional de 1% A e 99% B ao
longo de 5,50 min seguido por 1% A e 99% B durante 7 min e a condic&o foi reestabelecida em
90% A e 10% B durante 10 min. A coluna foi reequilibrada durante um total de 2 min. Todo o
experimento de espectrometria de massas (MS) foi conduzido num espectrémetro de massa de
tracdo ionica linear triplo quadrupolo 4000 da QTRAP (Applied Biosystem, Foster City, CA,
EUA) equipado com uma fonte Turbo-lon utilizado no modo de ioniza¢do positiva em ESI
(ionizacdo por electrospray). A voltagem do cone do capilar foi de 4 kV, a temperatura de
dessolvatacdo foi de 450 °C e o volume de dessolvatacdo foi de 550 L/Hr. A voltagem do cone
e a energia de colisdo sdo parametros analiticos exclusivos de cada analito, uma lista desse,
juntamente com os ions precursores e filhos utilizados para configurar o modo de
monitoramento de reacdes maltiplas (MRM) para cada analito individual consta no Apéndice
B. E a otimizacdo dos parametros analiticos em MS/MS foi realizada por meio da infusdo do

padrdo interno N-heptanoil-L-homoserina lactona (C7-HSL).

4.1.2.8 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas por meio de Analise de Variancia (ANOVA)
utilizando o critério de significancia p<0,05 e por meio do software R versao 3.0.1, utilizando

0s pacotes “ggord, ggplot2 e vegan”.
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4.1.3 Resultados e Discusséo
4.1.3.1 Crescimento de Pseudomonas sp. CMA55

O sistema de comunicacéo bacteriano depende de uma densidade celular populacional
para produzir e perceber os sinais em niveis suficientes para a regulacdo génica. Muitos genes
dependentes de QS sdo ativados apds a fase exponencial média ou tardia de crescimento e ndo
em fases de crescimento anteriores (GOO et al., 2015). Outros séo ativados durante a fase
estacionaria de crescimento (LLAMAS et al., 2005). Desse modo, o tempo de 14h, identificado
na curva de crescimento de Pseudomonas sp. CMADS5 (Fig. 2) como o periodo final da fase log
e inicio da fase estacionria de crescimento, foi escolhido para extragdo e analise de moléculas
sinalizadoras de QS, pois nessa fase a densidade populacional pode constituir uma situagéo

ideal para a ocorréncia do QS.

Figura 2 — Curvas de crescimento de Pseudomonas sp. CMA55 em (MM) controle e nos tratamentos (H) Heat,
(B) Boral 500 SC, (R) Roundup Transorb R, (A) Aminol 806 e (At) Atectra.
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Fonte: elaboracédo da autora.
4.1.3.2 Viabilidade de Pseudomonas sp. CMAbS5

Estudos mostram que os herbicidas sulfentrazone (VIEIRA; SILVA; SILVEIRA,
2007) e glifosato pode reduzir o crescimento e desempenho de Rhizobium sp., Burkholderia
sp., Pseudomonas sp. e fungos micorrizicos arbusculares (VAN BRUGGEN et al., 2018).

Outros estudos relatam que herbicida 2,4-D alterou a superficie, rugosidade e carga superficial
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do envelope celular bacteriano de Escherichia coli, levando a perda da integridade da estrutura,
permitindo a entrada do herbicida e consequentemente levando a producéo de ERO (ISLAM et
al., 2017).

Ao observar os dados de viabilidade celular (Fig. 3) e de curva de crescimento (Fig.
2), verificou-se que a linhagem no periodo de 14h nédo apresentou diferencas significativas na
presenca dos herbicidas testados em relacdo ao controle, indicando que a linhagem esteja
tolerando a presenca dos herbicidas testados. No QS, ao atingir uma determinada densidade
populacional, mudancas na expressdo génica, e consequentemente da fisiologia das células, sdo
disparadas (PAPENFORT; BASSLER, 2016). Essas alteragdes fisioldgicas provavelmente
estariam promovendo a toleréncia da linhagem aos herbicidas estudados neste trabalho.

Figura 3 — Viabilidade celular de Pseudomonas sp. CMAS5 apds 14h de incubacdo em (MM) controle e nos
tratamentos (H) Heat, (B) Boral 500 SC, (R) Roundup Transorb R, (A) Aminol 806 e (At) Atectra.
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Fonte: elaboracdo da autora.

4.1.3.3 Método adaptado para identificacdo de moléculas sinalizadoras de quorum sensing por
LC-MS/MS

O metodo de identificacdo de AHLs e AQs produzidas pela linhagem de Pseudomonas
sp. CMADB5 foi adaptado a partir de Ortori et al. (2011). A escolha do método deu-se por dois
motivos: primeiro porque o método desenvolvido pelos autores foi em LC-MS/MS, o mesmo
utilizado neste trabalho, para analisar o perfil de moléculas de QS, e segundo porque 0 método
desenvolvido foi aplicado pelos autores em uma linhagem de Pseudomonas sp. para estudar a

producdo de AHLs e AQs produzidas pela linhagem.
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Ortori et al. (2011) utilizaram uma injecédo de 5uL dos extratos preparados a uma taxa
de fluxo de 0,45 mL/min e a coluna utilizada foi Gemini C18 150x 2mm (5um de porosidade)
enquanto que utilizamos 10uL dos extratos preparados a uma taxa de fluxo de 0,3 mL/min e a
coluna utilizada foi ACQUITY UPLC® BEH C18 2.1x50mm (1.7um de porosidade de
porosidade). A utilizacdo de maior quantidade de extratos permitiu a identificacdo mais
expressiva dos analitos de interesse Além disso, os autores utilizaram o sistema de HPLC
constituido de 0,1% de acido formico e EDTA 200uM (fase mével A) em agua ultrapura
enquanto utilizamos o sistema de UPLC constituido de 0,1% de acido férmico (fase movel A)
em agua ultrapura. A utilizacdo de &cido formico permitiu que moléculas mantivessem seu
estado ionizado. Os autores sintetizaram e utilizaram o padrdo interno N-pentanoil-L-
homoserina lactona-d9 (C5-HSL-d9), enquanto que em nosso trabalho foi adquirido o padréo
interno N-heptanoil-L-homoserina lactona — C7-HSL (Sigma-Aldrich), quimicamente similar
aos analitos de interesse. Nosso trabalho néo teve como objetivo o desenvolvimento e validagédo
de método analitico para identificacdo de moléculas de AHLs e AQs, mas de aplicacdo
metodoldgica. As alteracdes no método auxiliaram na identificacdo de 22 moléculas de AHLs

e AQs produzidas pela Pseudomonas sp. CMAS55.

4.1.3.4. Perfil de moléculas sinalizadoras de quorum sensing na presenca de herbicidas

A Andlise de Componentes Principais (PCA), é uma técnica de analise multivariada
que reduz muitas variaveis originais correlacionadas para um pequeno numero de variaveis
novas e nao correlacionadas (GOTELLI; ELLISON, 2011). Por meio desta técnica foi possivel
mostrar a vinculacdo de determinados tratamentos com as 22 moléculas sinalizadoras de QS
identificadas.

Na Fig. 4 (Apéndice C), nos controles 0 e MM e nos tratamentos H (Heat) e R
(Roundup Transorb R), observa-se um determinado perfil de moléculas que apresentam

similaridade entre elas, mas a similaridade destes herbicidas se manteve com os controles.
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Figura 4 — Analise de PCA sobre o perfil de moléculas sinalizadas por Pseudomonas sp. CMA55. Tratamentos,
em triplicatas, representados pelos simbolos (0 e MM) controles e tratamentos (H) Heat, (B) Boral 500
SC, (R) Roundup Transorb R, (A) Aminol 806 e (At) Atectra. As porcentagens de explicacéo sdo PC1=
22 e PC2=17,73.
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Fonte: elaboracédo da autora.

De acordo com a literatura, a maioria dessas moléculas (Tabela 1) estdo relacionadas
a estresse. As moléculas C8-HSL, 3-0x0-C8-HSL e 3-OH-C8-HSL em Burkholderia
pseudomallei, desempenham um papel fundamental na protecdo da bactéria ao estresse
oxidativo. Essas moléculas contribuem para a expressdo do gene dpsA, que protege 0 DNA
bacteriano dos danos causados pelo estresse oxidativo, com atividades de catalase e peroxidase
(LUMIJIAKTASE et al., 2006). Em Salmonella sp., a presenca da molécula C12-HSL
aumentou a abundancia de proteinas tiol, sugerindo que as células podem se preparar para um
possivel estresse oxidativo (ALMEIDA et al., 2018). E as moléculas 3-oxo0-C8-HSL e HQNO

estdo envolvidas em comportamentos de fatores de viruléncia (MILLER; BASSLER, 2001).
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Tabela 1 — Funcdes de algumas moléculas sinalizadoras de QS nos controles 0 e MM e nos tratamentos H e R que
ja foram descritas na literatura.

Molécula Area Tempo de Retencdo Funcéo

C8-HSL 756,88 6,75 Estresse oxidativo

C12-HSL 9190,68 6,36 Estresse oxidativo
3-0x0-C6-HSL 306,425 0,76 Fatores de viruléncia
3-0x0-C8-HSL 563,005 7,37 Estresse oxidativo
3-OH-C4-HSL 1252,065 4,39 Desconhecida
3-OH-C8-HSL 135,79 0,56 Estresse oxidativo

HQNO 35,21 7,15 Fatores de viruléncia

Fonte: elaboracédo da autora.

Como a maioria das moléculas estdo relacionadas a estresse, nossa hipotese € de que
0 sistema antioxidativo de Pseudomonas sp. CMADS5 esteja sob controle regulatério de QS.
Bollinger et al. (2001) relatam que as respostas ao estresse oxidativo sdo reguladas por QS como
as enzimas Mn-SOD e KatA. E o fato da similaridade desses herbicidas se manter com o0s
controles pode ser porque a linhagem esteja utilizando esse sistema de regulacéo para estresse
tanto na presenca de herbicidas quanto na auséncia, a geracdo de ERO faz parte do metabolismo
aerobio normal, mas em diversas situacdes, a producdo dessas espécies é aumentada por uma
fonte exdgena que envolve varios fatores ambientais de estresse como metais pesados, radiagdo
UV e poluentes ambientais (GEORGIEVA, 2005). Ou seja, a linhagem pode estar
compartilhando o mesmo mecanismo de defesa para situacGes diferentes.

Porém, ao observar a Fig. 4 (Apéndice C), nos tratamentos B (Boral 500 SC), A
(Aminol 806) e At (Atectra), verifica-se um outro perfil de moléculas que também apresentam
similaridade entre elas mas que ndo se manteve com os controles 0 e MM, essas moléculas ja
foram descritas na literatura e estdo relacionadas a estratégias adaptativas e de sobrevivéncia

de bactérias via a fatores de viruléncia e formacéo de biofilme (Tabela 2).

Tabela 2 — Fungdes de algumas moléculas sinalizadoras de QS nos tratamentos B, A e At que j& foram descritas
na literatura.

(continua)
Molécula Area Tempo de Fungao
Retencao Fator de Viruléncia Formagso de Biofilme

C4-HSL 48738,8 6,35 Maturacao

C6-HSL 279,76 3,23 Maturacao

C10-HSL 180,035 4,96 Adesdo inicial

C14-HSL 6532,94 7,03 Matriz de EPS
3-0x0-C4-HSL 5871,44 5,16 Desconhecida
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Tabela 2 — Funcgdes de algumas moléculas sinalizadoras de QS nos tratamentos B, A e At que ja foram descritas
na literatura.
(conclusdo)

} " Tempo de Funcao
Molécula Area x - - —
Retencao Fator de Viruléncia Formagcéo de Biofilme
3-0x0-C10-HSL 528,195 2,78 Desconhecida
3-0x0-C12-HSL 1293,435 6,50 Adesao inicial
3-0x0-C14-HSL 600,655 7,36 Matriz de EPS
3-OH-C10-HSL 426,895 3,77 Matriz de EPS
3-OH-C12-HSL 35560,6 4,56 Matriz de EPS
PQS 208,265 6,16 Matriz d.e EPS, manuten({ao
x da arquitetura e maturacéo
Producdo de
C11-PQS 225,585 3,13 ramnolipidios e
regulacéo de bombas Maturacgao
UHQ 62,08 3,45 de efluxo
NQNO 21778,5 3,48

Fonte: elaboracéo da autora.

A formacdo de biofilme € um processo gradual que envolve a secre¢do de uma matriz
composta de substancias poliméricas extracelulares (EPS) responsaveis pela adesdo e
organizacdo estrutural de bactérias planctdnicas em uma superficie, a formacdo de
microcolonias, o desenvolvimento da arquitetura e maturacdo do biofilme e quando o ambiente
ndo é mais favoravel a sua manutencao, ocorre a dispersao das bactérias presentes no biofilme,
que poderdo agora colonizar novos ambientes, reiniciando este processo (MAUNDERS;
WELCH, 2017).

Wang et al. (2019) observaram em uma estagdo de tratamento de &guas residuais, que
a molécula C10-HSL é uma das principais AHLs envolvida durante o processo de
desenvolvimento de biofilme e que esta intimamente relacionada ao processo de fixacéo inicial
do biofilme em resposta a fatores ambientais variaveis. Ja na area clinica, Alayande; Aung; Kim
(2018) relataram que a molécula 3-oxo-C12-HSL desempenha um importante papel na fase
inicial do desenvolvimento de biofilme em uma linhagem de Pseudomonas sp. e que o
desenvolvimento do biofilme bacteriano via QS foi fundamental para a patogenicidade da
bactéria. Em relagdo aos nossos resultados, a sinalizacdo dessas duas moléculas, 3-oxo-C12-
HSL e C10-HSL, na presenca dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e Atectra, indica que
Pseudomonas sp. CMAS5 esta dando os passos iniciais para a formacgéo de biofilme, ja que
essas moléculas, de acordo com a literatura, parecem estar envolvidas no processo de
desenvolvimento inicial do biofilme, com a finalidade de aumentar a sua chance de

sobrevivéncia por estarem expostas a uma condicdo estressante. Mukherjee e Bassler (2019)
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relataram que em uma linhagem de Pseudomonas sp., associada a infecgdes em humanos,
utiliza o QS para coordenar a formagédo de biofilme, que contribui para sua capacidade de
persisténcia e progressdo das infec¢bes por ser uma estrutura que pode ser capaz de resistir a
acao de antibioticos. Ou seja, o biofilme pode funcionar como um importante mecanismo de
autodefesa bacteriano.

Silva et al. (2017) relataram que a molécula PQS em uma determinada linhagem de
Pseudomonas sp. esta envolvida na formacéo de um dos componentes da matriz de EPS, o DNA
extracelular (eDNA), na formacdo do biofilme a molécula é responsavel pelo aumento na
producdo de eDNA, que funciona como um suporte estrutural para manter a arquitetura do
biofilme da bactéria. Além de PQS estar envolvida na producdo de eDNA, a molécula
juntamente com as moléculas C9-PQS, C11-PQS, UHQ e NQNO estao envolvidas na producao
de piocianina (FLETCHER et al., 2007). O eDNA e piocianina sdo fundamentais para a
maturacdo do biofilme. A piocianina se liga ao eDNA, aumentando sua viscosidade, o que
influencia nas interagOes fisico-quimicas da matriz do biofilme com o ambiente, bem como
facilitam as agregacdes celulares (ALDECOA; ZAFRA; GONZALEZ-PASTOR, 2017). A
sinalizacdo das moléculas PQS, C9-PQS, C11-PQS, UHQ e NQNO em nossos resultados na
presenca dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e Atectra, pode indicar que a bactéria esteja
produzindo uma quantidade superior de EPS para conferir maior protecdo a toxicidade dos
herbicidas de modo a dificultar a entrada destes e permitir maior eficiéncia nas interagdes entre
as bactérias por estarem em estreito contato. Essas moléculas também estdo envolvidas na
producdo de ramnolipidios, que contribuem para a formacdo de cavidades internas dentro do
biofilme maduro, permitindo o fluxo de &4gua e nutrientes (DUSANE et al., 2010) e na regulacéo
de bombas de efluxo, complexos multiprotéicos que atravessam o envelope de bactérias Gram-
negativas, responsaveis por expelir varios componentes toxicos e uma ampla variedade de
antimicrobianos (REZAIE et al., 2018). Isso pode ser um indicativo de que Pseudomonas sp.
CMAJ55 possa estar utilizando bombas de efluxo como um mecanismo de protegdo por estar
em contato com Boral 500 SC, Aminol 806 e Atectra para combater as moléculas toxicas desses
herbicidas. Inclusive, ha estudos que indicam que bombas de efluxo desempenham um
importante papel na tolerancia de bactérias a herbicidas (KURENBACH et al., 2015). Dessa
forma, em perspectivas futuras, a relagdo de bombas de efluxo com tolerancia a herbicidas e a
regulacdo de bombas de efluxo via QS podem ser melhor investigadas como mecanismo de
resposta desenvolvido para tolerar estresses ambientais.

Farah et al. (2005) observaram que as moléculas C14-HSL, 3-ox0-C14-HSL, 3-OH-
C10-HSL e 3-OH-C12-HSL desempenham um importante papel na matriz de biofilme de
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Acidithiobacillus ferrooxidans, extremofilo acidéfilo, envolvido na biolixiviagdo de minérios
de sulfeto de metal. A quantidade de lipopolissacarideos que fazem parte da matriz envolvida
na colonizacdo do minério aumentou quando A. ferrooxidans foi cultivado em meio com baixo
teor de fosfato em comparacdo ao meio com alto teor de fosfato. Em nossos resultados, a
sinalizacdo das moléculas C14-HSL, 3-oxo-C14-HSL, 3-OH-C10-HSL e 3-OH-C12-HSL
indica que a matriz de EPS pode ser um modo de flexibilidade bacteriana que permite a
sobrevivéncia de Pseudomonas sp. CMAS55 em ambientes com condi¢bes nutricionais
desfavoraveis, ja que a bactéria esta na presenca de herbicidas e 0s nutrientes presentes no meio
mineral sdo baixos, desse modo o estresse nutricional poderia ser um dos principais
responsaveis pela agregacdo e formacgdo de biofilme, sendo uma resposta adaptativa para
sobrevivéncia em ambientes desfavoraveis. Yong e Zhong (2010) relataram que hd AHLs
envolvidas no processo de biodegradacdo de poluentes. A regulacdo de QS pode ter amplos
impactos na biodegradacdo de poluentes e seria um novo angulo para o desenvolvimento de
tecnologia de biorremediacéo.

Alayande; Aung; Kim (2018) observaram em uma linhagem de Pseudomonas sp. que
para que o processo de maturacdo do biofilme possa se desenvolver as moléculas C4-HSL e
C6-HSL desempenham um importante papel durante esse estagio. A sinalizacdo de C4-HSL e
C6-HSL em nossos resultados indica que essas moléculas estdo envolvidas na regulacdo das
fases de crescimento do biofilme, principalmente na maturagdo, regulando a densidade
populacional, a producédo de EPS, a motilidade e a producdo de metabdlitos secundarios.

As moléculas 3-oxo-C4-HSL e 3-0x0-C10 HSL néo séo muito discutidas na literatura.
Hansen et al. (2015) mostraram que em uma linhagem de Aeromonas salmonicida ha a
producdo dessas moléculas, mas ainda ndo se sabe que comportamentos sdo ativados pela
sinalizacdo dessas moléculas, mas os autores relatam que provavelmente estejam associadas a
comportamentos de viruléncia ou formacdo de biofilme, os autores explicam que ainda serdo
necessarias mais investigacdes para entender a regulacdo desses sistemas em A. salmonicida.
Em nossos resultados, a sinalizagcdo dessas duas moléculas pode estar vinculada a alguns dos
estagios de formacédo de biofilme, visto que a maioria das moléculas sinalizam para esse tipo
de comportamento.

O sistema de QS mediado por AHLs e AQs em bactérias Gram-negativas, como as
Pseudomonas, esta envolvido em quase todos os estagios de formacéo de biofilme, permitindo
a sobrevivéncia dessas bactérias em varios nichos ambientais, pois essa estrutura protege as
bactérias do ambiente que as envolve, além de conferir resisténcia contra antimicrobianos,
fagocitose, estresse oxidativo, falta de nutrientes, entre outros (LADE; PAUL; KWEON, 2014).
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Portanto, a sintese dessas 15 moléculas relacionadas a fatores de viruléncia e principalmente
formacéo de biofilme na presenca dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e Atectra pode ser
um indicativo de que a linhagem Pseudomonas sp. CMADbSS5 possa estar regulando a expressao
génica via QS para formacdo de biofilme mediada pela presenca desses herbicidas. Dessa
forma, a formacdo de biofilme pode ser considerada uma estratégia adaptativa bacteriana, uma
vez que o modo de vida bacteriano na forma de biofilme confere vantagens sobre o modo de

vida plancténico, como resisténcia a estresses ambientais (MAKUT; BELLO, 2018).

4.1.4 Conclusao

Este estudo apresentou a relacdo de moléculas sinalizadoras de QS com herbicidas.
Ainda ndo foram encontrados relatos na literatura sobre essa mesma abordagem. Na presenca
dos herbicidas Heat e Roundup Transorb R, a linhagem parece utilizar o sistema antioxidativo
sob controle regulatério de QS como um mecanismo de defesa para esses herbicidas e que esse
sistema possa estar sendo compartilhado para controlar as ERO produzidas pelo sistema gerador
de energia da bactéria.

O perfil de moléculas que foram sinalizadas por Pseudomonas sp. CMAS55 na presenca
dos herbicidas Boral 500 SC, Aminol 806 e Atectra, parece estar envolvido em diferentes
estagios de formacdo de biofilme e atuando como um sistema de resposta modulado pela
presenca desses herbicidas, sugerindo que a flexibilidade na expressdo génica bacteriana
permite o crescimento e sobrevivéncia em ambientes com condicgdes estressantes. Um tipo de
resposta para remodelar sua expressao génica com o objetivo de ajustar a fisiologia celular as
exigéncias do ambiente. Desse modo, o QS bacteriano pode desempenhar um papel importante
na adaptacdo a estresses ambientais e possivelmente trazer contribuicdes para o estudo de

biorremediacgéo de herbicidas.
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APE’NDICE A — LISTA DE AGROTOXICOS PRESENTES NOS TANQUES DE ARMAZENAMENTO
DE AGUA UTILIZADA NA LAVAGEM DE EMBALAGENS DE AGROTOXICOS

PRODUTOS
Fungicidas Funcéo Fabricante Composicéo
Abacus HC Fungicida BASF Pyraclostrobin, epoxiconazole
Ativum EC Fungicida BASF Epoxiconazole, fluxgpyroxad,
pyraclostrobin
Brio Fungicida BASF Epoxiconazole, kresoxim-
methyl
Caramba 90 Fungicida BASF Metconazole
Comet Fungicida BASF Pyraclostrobin, epoxiconazole
Corbel Fungicida BASF Fempropimorph
Difere Fungicida/Bactericida OX|qU|m||i:_z;1_DA2rOC|enC|a Copper oxychlor!de, metallic
copper equivalent
Forum Plus Fungicida BASF Dimethomorph, chlorothalonil
. Trifloxystrobin,
Fox Fungicida Bayer S.A. prothioconazole
Opera SE Fungicida BASF S.A. Pyraclostrobin, epoxiconazole
Opera Ultra Fungicida BASF S.A. Pyraclostrobin, metconazole
Orkestra SC Fungicida BASF S.A. Fluxapyroxad, pyraclostrobin
Priori Fungicida Syngenta Azoxystrobin
Priori Xtra Fungicida Syngenta Azoxystrobin, cyproconazole
Tilt Fungicida Syngenta Propiconazole
Herbicidas Funcéo Fabricante Composigao
Ally Herbicida Du Pont Metsulfuron-methyl
. - Adama Agricultural 2,4-D dimethylamine, acid
Aminol 806 Herbicida Solutions Ltd. equivalent of 2,4-D
Atectra Herbicida BASF Dicamba
Heat Herbicida BASF Saflufenacil
Topik 240 EC Herbicida Syngenta Clodinafop-propargy!
Inseticidas Funcéo Fabricante Composicéo
Cruiser 350 FS Inseticida Syngenta Thiamethoxam
- Thiamethoxam, lambda-
Engeo Pleno Inseticida Syngenta cyhalothrin
Fastac Duo Inseticida BASF Acetamiprid, alpha-
cypermethrin
Imunit Inseticida BASF Alpha-cypermethrin,
teflubenzuron
Nomolt 150 Inseticida BASF Teflubenzuron
Pirate Inseticida/Acaricida BASF Chlorfenapyr
- - Pyraclostrobin, thiophanate-
Standak Top Inseticida/Fungicida - methyl, fipronil 188
Adjuvantes Funcdo Fabricante Composicéo
Aureo Adjuvante Bayer S.A. Soybean oil methyl ester
Assist Adjuvante BASF S.A. Mineral oil
. . Syngenta Protecéo de : ;
Nimbus Adjuvante Culturas LTDA Mineral oil
Regulgdor de Funcéo Fabricante Composicgao
crescimento
Regulador de Syngenta Protecdo de

Moddus

crescimento

Culturas LTDA

Trinexapac-ethyl

Fonte: elaboracédo da autora.
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APENDICE B - LISTA DE VARIAVEIS ESPECIFICAS DOS ANALITOS UTILIZADAS PARA
CONFIGURAR O MS E PARA A ANALISE MRM

Analito ion precursor | lon filno | Voltagem do Engrgia de
(m/2) (m/2) cone colisdo (V)
C4-HSL (N-butiril-L-homoserina lactona) 172.1 102.1 26 15
C6-HSL (N-hexanoil-L-homoserina 200.1 102.1 31 15
lactona) ' '
C8-HSL (N-octanoil-L-homoserina 298.1 102.1 26 15
lactona) ' '
C10-HSL (N-decanoil-L-homoserina
lactona) 256.1 102.1 31 17
C12-HSL (N-dodecanoil-L-homoserina 2841 102.1 31 17
lactona) ' '
C14-HSL (N-tetradecanoil-L-homoserina 312 1 102.1 45 19
lactona) ' '
3-0x0-C4-HSL (N-(3-oxobutiril)-L- 186.1 102.1 26 15
homoserina lactona) ' '
3-0x0-C6-HSL (N-(3-oxohexanoil)-L- 214.1 102.1 26 15
homoserina lactona) ' '
3-0x0-C8-HSL (N-(3-oxooctanoil)-L- 249 1 102.1 26 17
homoserina lactona) ' '
3-0x0-C10-HSL (N-(3-oxodecanoil)-L- 270.1 102.1 2% 17
homoserina lactona) ' '
3-0x0-C12-HSL (N-(3-oxododecanoil)-L- 298.1 102.1 30 19
homoserina lactona) ' '
3-0x0-C14-HSL (N-(3-oxotetradecanoil)- 326.2 102.1 30 21
L-homoserina lactona) ] '
3-OH-C4-HSL (N-(3-hidroxibutiril)-L- 188.1 102.1 26 15
homoserina lactona) ' '
3-OH-C6-HSL (N-(3-hidroxihexanoil)-L- 216.1 102.1 2 15
homoserina lactona) ' '
3-OH-C8-HSL (N-(3-hidroxioctanoil)-L- 244.1 102.1 31 17
homoserina lactona) ' '
3-OH-C10-HSL (N-(3-hidroxidecanoil)-L- 979 1 102.1 35 17
homoserina lactona) ' '
3-OH-C12-HSL (N-(3-hidroxidodecanoil)- 3001 102.1 35 19
L-homoserina lactona) ' '
3-OH-C14-HSL (N-(3-
hidroxitetradecanoil)-L-homoserina 328.2 102.1 21 19
lactona)
HHQ (2-heptil-4-hidroxiguinolona) 244.1 159.1 31 20
NHQ (2-nonil-4-hidroxiquinolona) 272.1 159.1 81 27
UHQ (2-undecil-4-hidroxiquinolina) 300.1 159.1 81 27
HQNO (N-6xido de 2-heptil-4- 260.1 1501 71 32
hidroxiquinolina) ' '
NQNO (N-6xido de 2-nonil-4-
hidroxiquinolina) 288.1 159.1 % 20
PQS (2-heptil-3-hidroxi-4(1H)-quinolona) 260.1 175.1 71 22
C9-PQS (3-hidroxi-2-nonil-4(1H)- 288.1 175.1 111 25
quinolona) ' '
C11-PQS (3-hidroxi-2-undecil-4(1H)- 316.1 175.12 116 35
quinolona) ' '

Fonte: (ORTORI et al., 2011) com modificacdes.
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APENDICE C - ANALISE DE PCA SOBRE O PERFIL DE MOLECULAS SINALIZADAS POR
Pseudomonas sp. CMA55. AS AMOSTRAS SAO REPRESENTADAS PELOS PONTOS (CONTROLES 0
E MM E TRATAMENTOS H, B, R, A E AT), ENQUANTO AS MOLECULAS SINALIZADORAS DE QS
(ABREVIATURAS EM CINZA) SAO APRESENTADAS COMO VETORES. CADA VETOR E COR
APONTAM PARA A DIRECAO DO AUMENTO DE UMA DETERMINADA MOLECULA E SEU
COMPRIMENTO INDICA A FORCA DA CORRELACAO. AS PORCENTAGENS DE EXPLICACAO
SAO PC1=58,2 E PC2=21,3
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Fonte: elaboracdo da autora.



