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RESUMO

O aumento na producao agricola deve-se, em boa parte, pelo uso intensivo de
agroquimicos, os quais assumem papel relevante. Porém, um dos impactos
gerados pelo seu uso é a mudanca estrutural e populacional das microbiotas
do solo, que precisam de alguma forma tolerar esse xenobioticos para subsistir.
Sao questionados se mecanismos de tolerancia séo selecionados por pressao
seletiva sobre fenotipos especificos ou se existem mecanismos plasticos de
adaptacdo, prescindindo de agentes seletivos especificos. O objetivo deste
trabalho foi avaliar os mecanismos de adaptacdo e respostas celulares,
particularmente de isoenzimas de catalase em Escherichia coli, ao contato com
o herbicida glifosato, sem selecdo prévia para esse herbicida. Resultados
mostraram que a delecdo em katG permitiu uma tolerancia a doses mais
elevadas do herbicida, e que a linhagem katE responde melhor as espécies
reativas de oxigénio. Taxas de crescimento nos tratamentos com doses
elevadas do herbicida se mostraram menores em relacdo ao controle,
mostrando o efeito tdxico sobre as células bacterianas. As taxas de peroxido de
hidrogénio foram aumentadas nos tratamentos com herbicidas, o0 que
provavelmente contribuiu para a diminuigdo no crescimento bacteriano. A
linhagem katE foi a mais eficiente em responder aos niveis de peréxido de
hidrogénio induzidos pelo glifosato. Os niveis de MDA mostraram-se parecidos
em tratamentos com 50 x glifosato em katE e em katG, corroborando a
efetividade e especificidade da enzima HPI (katG) na fase log. Considerando
gue a E. coli ndo apresentou um contato prévio com o glifosato, sendo uma
linhagem desenvolvida para estudos de laboratério, e ndo adaptada ao
ambiente, o sistema de defesa encontrado nessas linhagens pode ser
considerado como modelo para outras bactérias de solo, amplo, ndo especifico
para o glifosato. Um sistema de respostas ndo especificas como esse podem
aumentar o valor adaptativo de bactérias em solos agricolas, nos quais sao
aplicadas diferentes espécies quimicas de herbicidas em um tempo
relativamente curto.

Palavras-chave: katE katG,peroxidacao lipidica, estresse oxidativo.



ABSTRACT

The increase in agricultural production is due, in large part, by the intensive use
of agrochemicals, which assume a significant role. However, one of the impacts
generated by its use is structural change and population of the microbiota of the
soil, they need somehow tolerate this xenobiotics to subsist. They are asked
whether tolerance mechanisms are selected by selective pressure on specific
phenotypes or if there are plastic coping mechanisms, regardless of especific.
The selective agents aim of this study was to evaluate the mechanisms of
adaptation and cellular responses, particularly isozymes of catalase in
Escherichia coli when contact with the herbicide glyphosate, without prior
selection for this herbicid.Results showed that deletion in katG allowed a
tolerance to higher doses of the herbicide, and that katE lineage responsive
reactive oxygen species. Growth rates in the treatments with high doses of the
herbicide were lower compared to the control, showing the toxic effect on cells
As hydrogen peroxide rates were increased in the treatments with herbicides,
which probably contributed to the decrease in bacterial growth . The katE strain
was more efficient to respond to hydrogen peroxide levels induced by
glyphosate. MDA levels were shown to be similar in treatments with 50 X
glyphosate in katE and katG, confirming the effectiveness and specificity of the
HPI enzyme (katG) in log. Considering phase that E. coli showed no previous
contact with glyphosate, a strain being developed for laboratory studies, and not
adapted to the environment, the defense system found that strains can be
considered as a model for other soil bacteria, broad, not specific to glyphosate.
A system of non-specific responses as this may increase the adaptive value of
bacteria in agricultural soils, which are applied in different chemical species of
herbicide in a relatively short time.

Keywords: katG,katE, lipid peroxidation, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1 HISTORICO E USO DE AGROTOXICOS

O crescimento populacional vem sendo observado ao longo dos anos de
forma significativa e estima-se que até 2050 a populacdo mundial atinja 9,1
bilhdes de pessoas (CARVALHO, 2006). Para suprir esta demanda é
necessario que perdas na agricultura sejam evitadas ao maximo e sua
producdo seja regular. Uma alternativa para que a producdo agricola se
mantenha é o uso de agroquimicos, que ajudam na manutencdo de culturas,
dizimando pragas indesejaveis, como por exemplo, ervas daninhas. De acordo
com Fornarolli (2013), as culturas que maior concentram o0 interesse em

negdécios de herbicidas sdo a soja, cana-de-agucar, milho e arroz.

A etimologia da palavra herbicida vem do latim herba(planta) e
caedere(matar) (ZIMDHAL, 1993). S&do substancias quimicas seletivas, pois
sdo capazes de provocar a morte de certas plantas e de outras ndo (OLIVEIRA
JR., 2011).Devido a perdas constantes na agricultura, a interferéncia de plantas
daninhas e a falta de alternativas de eficiéncia semelhante, a utilizacdo dos

herbicidas ainda € considerada uma pratica essencial em culturas agricolas.

No inicio do século XX, utilizando sais de cobre com &cido sulfurico,
aparareceram as primeiras tentativas para o manejo de pragas em cereais
(ZIMDHAL, 1993). Em 1941 foi sintetizado o primeiro composto para controle
quimico: 2,4-diclorofenoxiacético, ou 2,4-D (POKORNY,1941). Durante a
segunda guerra mundial foram descobertas algumas propriedades de
derivados de acidos fenoxiacéticos e somente apds o seu término é que se
descobriu que ele ocasionava morte diferenciada em plantas (HAMMER,;
TUKEY, 1944; MARTH; MITCHELL, 1944). A partir das décadas de 50 e 60, a
aplicacdo de pequenas doses controladas para manejo dessas plantas foi
sendo gradualmente aumentada (FORNAROLLI, 2013). Nos Estados Unidos,
surgiu a sociedade cientifica Weed Science Society of Americaem 1956, a qual
consolidou o estudo das Plantas Daninhas como ciéncia, dando origem a
grupos semelhantes em outros paises. A Sociedade Brasileira de Herbicidas e
Ervas Daninhas (SBHED), a atual Sociedade Brasileira da Ciéncia das Plantas
Daninhas (SBCPD), foi fundada no Brasil em 1963 (OLIVEIRA JR., 2011).
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Desde o0 ano de 1964 o investimento em herbicidas vem aumentando,
sendo que, de 1994 a 1998 as vendas cresceram 76,43%.Segundo dados de
Cox (1998), desde 1974 foi registrado o uso de 17-21 mil toneladas por ano
nos Estados Unidos. Em 2012, foi usado mais de 2.700 toneladas de 2,4-D,
guase quatro vezes mais que em 2005, segundo dados do USDA. O uso do
herbicida dicamba mais que dobrou no mesmo periodo, para 39,5 toneladas.
(BUNGE, 2014). No Brasil, 0 uso dessas substancias iniciou-se na década de
70, sendo que, o composto glifosato foi o mais impactante (FORNAROLLI,
2013).

1.2 HERBICIDAS E EFEITOS EM ORGANISMOS NAO ALVO

A producédo e a disseminacdo de xenobidticos no ambiente fazem com
gue principalmente os seres humanos sejam expostos diariamente a muitos
desses compostos (FERON et al., 2002).Em humanos, efeitos toxicos e
mutagénicos ocorrem em pequenas doses nas células reprodutivas e
embrionarias (MARC et al., 2002) além de atuar em receptores enddcrinos
(androgénio e estrogénio) influenciando na enzima aromatase que é
responsavel por reverter a funcdo dos mesmos (SIMPSON et al., 1994). Como
consequéncia, influenciam na diferenciacéo celular, metabolismo, reproducéo,
gravidez e desenvolvimento (HODGSON; ROSE, 2007).

Em ambientes aquaticos, a microbiota pode ficar vulneravel ao ser exposta a
compostos quimicos (HIGGINS E HOHN, 2008). Além disso, em peixes, apos
exposicdo, a atividade de enzimas responsaveis pela resposta antioxidativa
celular é reduzida, entre elas: superdoxido dismutase, catalase e glutationa-S-
transferase, além do aumento das células brancas e vermelhas do sangue
(MODESTO; MARTINEZ, 2010).

Pesquisas mostram a grande variabilidade de herbicidas aplicadas no
solo e sua acdo sobre a microbiota em funcdo das doses utilizadas
(FERNANDEZ, et. al., 2009). Na produgédo agricola, Malty (2006) descreve que
o glifosato inibe o crescimento de Bradyrhizobiumelkanii, prejudicando a
nodulagéo e fixagdo do nitrogénio em soja, tanto em solo como em meios de

cultura.
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O crescimento de Escherichia coli € também afetado por diversos outros
herbicidas ndo seletivos, sendo os mais interferentes o gramoxone e 0 proprio
glifosato (BOTELHO, 2012).

A conservagdo da microbiota e de seu metabolismo é um requisito
essencial para a continuidade da qualidade do solo (ALEF; NANNIPIERI,
1995). Pesquisas realizadas mostram diferentes tipos de efeitos de herbicidas
em microbiota de solo, modificando-a consideravelmente devido &s doses
utilizadas e do proéprio herbicida (CHILDS, 2007).

Pesquisas relatam tanto uma interacdo positiva do glifosato com a
microbiota, estimulando a atividade microbiana, quanto negativa inibindo a
respiracdo (FERNANDES, 2014).As evidéncias de que os herbicidas podem
influenciar, por exemplo, no crescimento ou no desenvolvimento de diversos
fungos fitopatogénicos ou saprofitos do solo foram verificadas por Rosa et al.
(2010),onde observa-se forte interferéncia de glifosato, halosulfuron e
sethoxydim sobre isolados de Rhizoctonia, Ceratocystis, Cryphonectria,

Phytophthora, Macrophomina, Sclerotium, Fusarium e Mirothecium.

1.3 CARACTERIZACAO DO GLIFOSATO
O glifosato (N-(fosfonometil) glicina, C3H8NOsP)(Fig. 1) € um herbicida

pos-emergente, sistémico, ndo seletivo, pertencente ao grupo quimico das
glicinas substituidas.

O O
| X
HO™ | OH
HO

Figura 1 - Férmula estrutural do glifosato

Seu amplo espectro de acao permite que seja utilizado no controle de
plantas infestantes anuais, perenes, de folha estreita e folha larga, além do uso
em lavouras transgénicas e controle de plantas aquaticas em reservatorios de
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agua. E registrado para o uso em varias culturas e como maturador na cana-
de-acucar. As dosagens variam de 1 litro até cerca de 10 litros do produto
comercial/ha, podendo ocorrer doses maiores (MONSANTO, 2009). O glifosato
foi sintetizado pela primeira vez em 1964 e apresentado como herbicida em
1971(YAMADA; CASTRO, 2007). Os nomes comerciais utilizados para os
compostos de glifosato sdo: Accord, Rodeo e Roundup® (Monsanto Co.) sendo

este dltimo o mais comum (COX, 1998).

O registro do glifosato noMAPA - Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento do Brasil - apresenta a classificacdo toxicolégica e a
classificacdo potencial de periculosidade ambiental do glifosato e dos
adjuvantes das diferentes formulacées no mercado. Apesar de ser considerado
pouco toxico, o glifosato apresenta em sua bula uma série de informacfes
meédicas para intoxicacBes descrevendo sintomas digestivos, cutaneos,
oculares e respiratérios dos mais simples até o Obito por essas vias de
absorcao.

No Brasil, € considerado como perigoso ao ambiente (MONSANTO,
2009).Glifosato apresenta como principais metabdlitos de biodegradacdo o
acido aminometilfosfonico(AMPA, em inglés) e a sarcosina (Fig. 2).

O
T
COOH-CHE-NH-CHz-E’-OH
Glifosato OH
C-P Iiait/
Q
COOH-CH,-NH-CH, NHZ-CHE-I?-OH
OH
Sarcosina Acido aminometil fosfonico

Figura 2 - Degradagdo do glifosato por bactérias do solo, com produc¢ido dos metabdlitos;
acido aminometilfosfonico (AMPA) e sarcosina (Dick & Quinn, 1995).

Alguns trabalhos mostram que a toxicidade do AMPA se mostra igual ou
até mesmo superior do que o proprio glifosato (WILLIAMS et al,
2000).Concentragcao mais alta de glifosato, do seu metabolito e de AMPA, tem
sido encontrada em folhagens novas. A aplicacéo de glifosato pode resultar na
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presenca de residuos tanto na colheita quanto em animais usados nha
alimentagcdo humana. No ambiente, as concentragdes mais altas de ambos os
compostos foram encontradas no solo. A aplicacdo direta como herbicida em
solos proximos a aguas superficiais pode ser responsavel pela presenca de
glifosato em agua potavel (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

Mais especificamente, em plantas, o0 modo de a¢éo do glifosato é como
inibidor da atividade da enzima 5-enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase —
EPSPS, enzima esta, catalisadora da sintese de aminoacidos aromaticos como
a fenilalanina, tirosina e triptofano e controladora de outros processos como a
inibicdo da sintese de clorofila, estimulacéo da producéo de etileno, reducéo da
sintese de proteinas e elevacdo da concentracéo de IAA — Acido Indol Acético
(COLE, 1985). As plantas pulverizadas com o glifosato morrem lentamente, em
poucos dias ou semanas. Em humanos a auséncia da enzima EPSPS reduz a
toxicidade da molécula (COUTINHO et al., 2005).

Os sintomas comuns observados apés a aplicacdo de glifosato séo
clorose foliar seguida de necrose. Outros sintomas foliares s&o: enrugamento
ou malformacgdes e necrose de meristema e também de rizomas e estoldes de
plantas perenes. Em contraste com muitos herbicidas de contato, os sintomas
fitotdxicos de danos pelo glifosato geralmente desenvolvem-se lentamente,
com a morte ocorrendo apos varios dias. Devido ao longo tempo requerido, a
estabilidade do glifosato € uma importante caracteristica que contribui para
seus efeitos fitotdxicos. Nas plantas, o glifosato € muito estavel, com pequena
degradacdo detectavel ocorrendo em longo periodo de tempo (GRUYS &
SIKORSKI, 1999).

1.4 DEGRADACAO DE HERBICIDAS

A decomposicao biolégica dos pesticidas é a mais importante e a melhor
forma de remocdo desses xenobidticos do ambiente (DABROWSKA; KOT-
WASIK; NAMIESNIK, 2004). Os microrganismos podem interagir quimica e
fisicamente com essas substancias, levando a mudancas estruturais ou a
degradacdo da molécula (RAYMOND et al., 2001). Dentro da microbiota,
bactérias e fungos sdo os principais degradantes de pesticidas (DE
SCHRIJVER; DE MOT, 1999). A biodegradacéo normalmente envolve o efeito
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interativo das comunidades mistas de microrganismos e conta com a
variabilidade metabdlica das bactérias e fungos (SILVA, 2004).

Nos solos, os microrganismos podem metabolizar os pesticidas
organicos de forma aerObica ou anaerdbica. Na maioria dos casos, as
transformacdes podem acontecer por catabolismo, processo em que o0s
microrganismos degradam as moléculas e as utilizam como fonte de energia e
nutrientes, ou por cometabolismo em que sdo necesséarias outras fontes de
carbono e de nutrientes para que a ocorra degradacdo (PENNY;
VUILLEUMIER; BRINGEL, 2010). Desta forma, o pesticida ndo € utilizado
como fonte de energia para o0 crescimento do microrganismo, mas sim

metabolizado em conjunto com outros substratos (BRICENO et al., 2007).

1.5 TOLERANCIA AOS HERBICIDAS

Alguns micro-organismos ndo degradam herbicidas, mas conseguem
tolerd-los. As linhagens tolerantes desenvolvem sistemas para resistir aos
xenobidticos, e um deles € aumentar a producdo ou atividade de enzimas do
sistema antioxidante, ou até mesmo para a degradacdo do xenobidtico (Li et
al., 2009). J& em estudos realizados na década de 80, Rogers mostrou que
genes especificos estavam relacionados com a capacidade de E. coli tolerar o
herbicida glifosato. Nas tltimas décadas, a descoberta de genes relacionados a
tolerancia ao 2,4-D em bactérias encontradas no solo e sua transferéncia para
culturas possibilitaram o desenvolvimento de culturas tolerantes ao produto
(GRIFFIN et al., 2013).Santos et al. (2004) observaram respostas diferenciadas
no crescimento de estirpes de Bradyrhizobium spp. nativas do Brasil, em razéo
da aplicagdo de diferentes formulagbes comerciais do glifosato, revelando a
importancia de se considerar os componentes adjuvantes desses herbicidas

nessas avaliagbes de impactos.

1.6 SISTEMA ANTIOXIDANTE DE RESPOSTA
O oxigénio (0O2) apareceu em grandes quantidades significativas na

atmosfera terrestre ha aproximadamente, mais de 2,2 bilhdes de anos, devido
a evolucdo da fotossintese realizada por cianobactérias (GARG;

MANCHANDA, 2009). O acumulo de O2 permitiu a evolucao de grande
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quantidade de organismos que usam o O2 e proporcionando maior produgéo
energética na respiragdo, comparando-se ao metabolismo anaerdbico
(SCANDALIOS, 2005). A participacdo do O2 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 O2 baixa reatividade (HALLIWELL, 2006).

1.7 ESTRESSE OXIDATIVO

Em casos de estresse, um acervo de enzimas especificas € necessério.
Entre elas estdo a catalase (CAT), ascorbatoperoxidase (APX),
dehidroascorbatoredutase (DHAR), glutationaredutase (GR) e superéxido
dismutase (SOD) (ROSSI, 2012).

A SOD é considerada a primeira defesa em relacdo as EROs
(ALSCHER et al., 2002). As isoformas Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Fe-SOD séo
encontradas na matriz mitocondrial tanto em células procariéticas como
eucarioticas (MALLICK & MOHN, 2000), sendo que em plantas, por exemplo, a
APX atua especialmente nos tecidos que realizam fotossintese, por meio da

degradacdo do H202 utilizando o ascorbato como substrato para reacdo. A
SOD pode ser encontrada em tecidos que nao realizam fotossintese no intuito
de diminuir as EROs (ASADA, 2006)

Segundo Foyer e Noctor (2000), em plantas, os cloroplastos,
mitocondrias e peroxissomos sdo 0s locais onde ocorrem as reacbes que
reduzem as EROs. Quando em alta concentracdo celular, o H202 inibe a

fixacdo do carbono, uma vez que as enzimas que participam do ciclo de Calvin
sdo extremamente sensiveis a esta ERO (SCANDALIOS, 2000). Essas ac¢des
podem ser causadas por inumeros fatores como radiacdo UV, seca, ataque de
patogenos e herbicidas (MALLICK, MOHN, 2000).

1.7.1 Escherichia coli e sistema antioxidante

O estresse oxidativo em bactérias, aléem de sistemas de respostas desses
micro-organismos, tém sido estudados desde a década de 50 e apesar disso, 0
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papel de enzimas especificas e respostas adaptativas ainda ndo esta
claramente definido (MARTINS, 2011).

E.coli € um micro-organismo importante, pois se trata de um dos
organismos mais bem caracterizados na Microbiologia (BABA et al,2006).E
considerado um modelo ideal para o estudo de processos evolutivos para
inomeras outras espécies de bactérias (ZIMMER, 2008). E. coli K-12 néo
coloniza o intestino humano comumente e € tida como organismo modelo para
estudos na genética e fisiologia microbiana, sendo amplamente estudada.
(BACHMANN, 1972).Foi descrita por Theodor Escherich (1885) efoi
denominada como Bacterium coli commune, posteriormente reclassificada
como Bacillus coli e novamente, mais tarde, como Escherichia coli
(CASTELLANI; CHALMERS, 1919). Em 1922, uma linhagem de E. coli foi
isolada a partir de uma amostra de fezes de um paciente adoecido devido a
difteria e recebeu a denominacdo de K-12(LUDERBERG, 1951), objeto deste

estudo.

Possui a forma de bacilo e pertence a familia das Enterobacteriaceae.
Podem ser aerbbias e anaerébias facultativas, possuindo varios flagelos em
volta da sua estrutura celular. Podem ser encontradas no limen intestinal de
seres humanos e de animais de sangue quente. (MURRAY, 2004).

O entendimento de funcbes génicas precisas, analises bioquimicas, entre
outros, foi evidenciado no estudo de Blattner et al. (1997) onde foi apresentado
0 sequenciamento completo do genoma desse organismo.

Dados experimentais indicam que, em E. coli, a cadeia respiratéria é
responsavel por cerca de 87% da producdo total de H202 (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

situagcdes normais das células o balangco redox é mantido pela agdo da via
especifica (AZEVEDO et al., 2011).

Duas vias de resposta ao estresse oxidativo sédo conhecidas em E. coli.
Especificamente, sdo induzidas duas hidroperoxidases nomeadas de HPI e
HPII, que apresentam atuacdoes diferentes (SHELLHORN, 1994). A enzima HPI
€ codificada pelo gene katG que é expressa em presenca de doses pequenas

de H202 (TRIGGS-RAINE et al, 1998), sendo o determinante celular mais
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importante. A enzima HPII, codificada pelo gene katE(Von OSSOWSKI et
al.,1991),tem maior expressao quando a bactéria esta em fase de crescimento
exponencial, mostrando que essa enzima estd ligada, principalmente, ao
crescimento bacteriano (LOEWEN, 1996).0s genes katE e katG participam do

mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo causado pelo H202 em E.

coli. A delecdo desses genes pode causar a incapacidade de remocéao do H202
no meio intracelular (JUNG; KIM, 2003).

Dessa forma, os estudos para avaliar o comportamento de micro-
organismos com ou sem esses genes e suas isoformas sdo importantes para
entender como eles podem influenciar no combate a agentes estressantes
como herbicidas ou outros xenobidticos.



24

2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das isoenzimas de catalase,
katE e katG, em resposta ao estresse oxidativo gerado pelo glifosato em E. coli
K-12.



25

3. MATERIAL E METODOS

3.1 HERBICIDA

Foi utilizado o herbicida comercial RoundupTransorb, que apresenta sal
de potassio de Glifosato 588 ¢g/L [/ Equivalente acido de N -
(fosfonometil)glicina (Glifosato) 480 g/L e outros adjuvantes 820 g/L
(MONSANTO, 2008).

3.2 LINHAGENS BACTERIANAS

A linhagem selvagem K-12de E. coli foi utilizada como controle:F,

DE(araD-araB)567, lacz4787(del):rrnB-3, LAM’, rph-1, DE(rhaD-rhaB)568,
hsdR514).Mutantes desta linhagem para os genes que codificam as isoformas

das enzimas catalase HPI (katG) e catalase HPII (katE) foram usadas a partir

da "KEIO Knockout Collection” (BABA et al., 2006). Essas genes substituidos por um que
confere resisténcia a canamicina por meio do

método "Red Swap" (DATSENKO; WANNER, 2000).

3.3 CONDICOES DE CRESCIMENTO BACTERIANO
As linhagens bacterianas foram crescidas em caldo Luria (LB; 10 g Lt

de triptona, 5 g L de extrato de levedura e 10 g L 1de NaCl). O pré-inéculo foi

obtido por meio do crescimento da linhagem em LB até a fase log de
crescimento (7h de incubacéo). A cultura foi centrifugada durante 5 min. a
9.190 ge as células foram lavadas duas vezes com tampdo PBS (Tampéo

fosfato salino: 8 g L L de NaCl; 0,2 g LL de KCl; 1,44 g LL de Na2HPO4; 0,24 g

LL de KH2PO4). Uma aliquota foi transferida para os tratamentos com O.D.

inicial de 0,05 a 600 nm, sendo que as amostras foram diluidas a cada vez que
as leituras alcancassem valores proximos a O.D de 0,6 para que 0S erros
fossem diminuidos, sendo os valores posteriormente multiplicados pelos
fatores de diluicao correspondentes.

As células foram coletadas por centrifugacéo a 9.190 g por 7min, a 4 °C,
e mantidas a -80 °C para analises posteriores. O experimento foi conduzido em
frascos Erlenmeyer de 125 mL com 50 mL de cultura, sendo 3 repeticdes
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biolégicas, nas mesmas condi¢gBes descritas acrescidas com as concentracdes
do herbicida (0x; 1x :0,035 mM; 40x: 0,134 mM; 50x: 0,167 mM).

3.4 PEROXIDACAO LIPIDICA

3.4.1. Acido Malondialdeido

A peroxidacéo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da
producdo do acido malondialdeido (MDA), um metabdlito reativo ao acido 2-
tiobarbiturico (TBA), método adaptado de Health e Packer (1968). As culturas
(tem 3.5) foram centrifugadas a 10.000g por 5min a 4 °C. O precipitado foi

lavado duas vezes com solucdo salina (9 g L 1de NaCl). o precipitado foi

macerado com nitrogénio liquido; 0,1 g do macerado de cada uma das
amostras foi homogeneizado com 1 mL de TCA (acido tricloroacético) 0,1% e
centrifugados a 10.000 g por 5 min. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota
de 0,25 mL e transferida para outro tubo com 1 mL de solugdo TCA 20% e TBA
(acido tiobarbitarico) 0,5%. A mistura foi colocada em banho-maria por 30min. a
97 °C, com posterior resfriamento em gelo por 10 min. As amostras foram
centrifugadas por 10 min a 11.600 g, e o sobrenadante foi retirado para leitura
em espectrofotdbmetro a 535 e 600 nm. A quantidade de MDA foi expressa em

pmol/mg de massa fresca.

3.4.2 Peroxido de Hidrogénio

As células (item 3.3) foram maceradas em nitrogénio liquido,
homogeneizadas com TCA 0,1% e centrifugadas a 11.600 g por 15 min a 4 °C.
Retirou-se 0,2 mL do sobrenadante e transferido para um tubo contendo 0,2
mL de uma solu¢do 100 mM de tampéo fosfato pH 7,5 e 0,8 mL da solu¢cédo 1M
de KI. A solucgéo foi acondicionada no escuro a 4°C por 1h, seguido por 20 min
em temperatura ambiente. A absorbancia foi medida em espectrofotdmetro em
390 nm e os resultados foram expressos em pmol/g de massa fresca
(ALEXIEVA et al.,2001)
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3.5. ENZIMAS

3.5.1Extracéo de Proteinas
Para extracdo de proteinas, a cultura (item 3.3) foi centrifugada a
10.000g por 10min, e o precipitado macerado com nitrogénio liquido e

homogeneizado em 100 mM de tamp&o de extragcdo (em g/L-l, 14,520

K2HPO4; 2,260 KH2PO4; 0,372 EDTA; 0,462 g/L-ldithiothreitoI. (DTT) e 5% de

polivinilpolipirrolidona — PVPP [10:1 volume do tampao: peso da amostra] )
(AZEVEDO et al., 1998). O material foi centrifugado a 10.000gpor 30min., € 0
sobrenadante foi armazenado em aliquotas a -80 °C.

3.5.2 Quantificacdo de Proteinas

Para as determinacdes da concentracdo de proteinas totais, foi utilizado
0 método segundo Bradford, 1976, por espectrofotometria com leituras em 595
nm, utilizando-se o BSA (“bovineserumalbumin”) como padrdo. Os resultados
da quantificacéo foram expressos em mg/mL.

3.5.3. Analise protéica por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE)

A determinacdo da atividade da catalase foi realizada por eletroforese
em gel de poliacrilamida (PAGE) 12%, a 4 °C e com corrente constante de 15
mA. O padrao utilizado foi de CAT de figado de boi (2 unidades). Apds o tempo
de corrida, o gel foi lavado em agua deionizada (3 x 15 min.) e incubado por 10
min. em solucdo de H202 0,003 %, a temperatura ambiente, sob agitacédo
constante. Apds este periodo, o gel foi lavado em agua deionizada e colocado
por 10 min. em uma solucdo de FeClI3 1% (m/v) e K2Fe(CN6) 1% (m/v) sob

agitacdo. Em seguida, a solucao foi retirada e o gel lavado com &gua
deionizada. A fixacao foi realizada com uma solucédo de &cido acético (7%) por
15 min. e os géis sao documentados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Catalase HPI é essencial para a toleréncia ao glifosato em Escherichia
coli.

Catalase HPI is essential for glyphosate tolerance in E. coli.

Resumo

. O aumento na producéo agricola deve-se, em boa parte, pelo uso intensivo de
agroquimicos, os quais assumem papel relevante. Porém, um dos impactos
gerados pelo seu uso é a mudanca estrutural e populacional das microbiotas
do solo, que precisam de alguma forma tolerar esse xenobioticos para subsistir.
Sao questionados se mecanismos de tolerancia sdo selecionados por pressao
seletiva sobre fendtipos especificos ou se existem mecanismos plasticos de
adaptacdo, prescindindo de agentes seletivos especificos.O objetivo deste
trabalho foi avaliar os mecanismos de adaptacdo e respostas celulares,
particularmente de isoenzimas de catalase em Escherichia coli, ao contato com
o herbicida glifosato, sem selecdo prévia para esse herbicida.Resultados
mostraram que a delecdo em katG permitiu uma tolerancia a doses mais
elevadas do herbicida, e que a linhagem katE responde melhor as espécies
reativas de oxigénio. Taxas de crescimento nos tratamentos com doses
elevadas do herbicida se mostraram menores em relacdo ao controle,
mostrando o efeito toxico sobre as células bacterianas.As taxas de perdxido de
hidrogénio foram aumentadas nos tratamentos com herbicidas, o que
provavelmente contribuiu para a diminuicdo no crescimento bacteriano. A
linhagem katE foi a mais eficiente em responder aos niveis de peréxido de
hidrogénio induzidos pelo glifosato. Os niveis de MDA mostraram-se parecidos
em tratamentos com 50 x glifosato em katE e em katG, corroborando a
efetividade e especificidade da enzima HPI(katG) na fase log.Considerando
que a E. coli ndo apresentou um contato prévio com o glifosato, sendo uma
linhagem desenvolvida para estudos de laboratério,e ndo adaptada ao
ambiente, o sistema de defesa encontrado nessa linhagens pode ser
considerado como modelo para outras bactérias de solo, amplo, ndo especifico
para o glifosato. Um sistema de respostas ndo especificas como esse podem
aumentar o valor adaptativo de bactérias em solos agricolas, nos quais séo
aplicadas diferentes espécies quimicas de herbicidas em um tempo
relativamente curto.

Palavras-chave: Sistemas de respostas bacterianos, peroxidagéo lipidica,
estresse oxidativo, promiscuidade enzimatica, tolerancia a herbicidas.
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Abstract

The increase in agricultural production is due, in large part, by the intensive use
of agrochemicals, which assume a significant role. However, one of the impacts
generated by its use is structural change and population of the microbiota of the
soil, they need somehow tolerate this xenobiotics to subsist. Are asked whether
tolerance mechanisms are selected by selective pressure on specific
phenotypes or if there are plastic coping mechanisms, regardless of specific
selective agents. The objective of this study was to evaluate the mechanisms of
adaptation and cellular responses, particularly isozymes of catalase in
Escherichia coli, the contact with the herbicide glyphosate, without prior
selection for this herbicide. The results presented in this work showed that the
deletion in katE allowed a tolerance to higher doses of herbicide and better
responses to reactive oxygen species. Except for this strain, growth rates in the
treatments with high doses of the herbicide were lower compared to the control,
showing the toxic effect on the bacterial cells. Probably this was due to higher
peroxide rates observed in the treatments with herbicides, which probably
contributed to the decrease in bacterial growth. The katE strain was more
efficient to respond to hydrogen peroxide levels induced by glyphosate. E. coli
studied in this work had no previous contact with glyphosate, it is considered a
non-environmental lineage, and yet the defense system found for this mutant
bacterium was efficient. Therefore, this system responses can be general and
can respond to other xenobiotics. It is possible that soil microbiota also present
this model isoforms with different regulatory systems, which would allow an
increase in the adaptive value of agricultural land, on which are applied different
chemical species of herbicides in a relatively short time.

Keywords: Systems of bacterial responses, lipid peroxidation, oxidative stress,
enzyme promiscuity, herbicide tolerance
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4.1.1 Introducéo

O aumento da demanda agricola estad relacionado ao crescimento
populacional humano e a necessidade de mudancas no sistema alimentar
mundial (TILMAN, 2011; SEUFERT, 2012). Perdas de produtividade devido a
plantas daninhas, assim como a inexisténcia de alternativas de controle, fazem
dos herbicidas uma pratica essencial e generalizada. O glifosato é o herbicida
mais vendido do mundo devido ao seu preco acessivel,amplo espectro de acao
e por nao ser seletivo a cultura da soja. Tem acdo pds-emergente, de amplo
espectro, interferindo na via biossintética da fenilalanina, tirosina e triptofano,
inibindo a enzima 5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfatosintetase (EPSPS), que
existe em plantas e em alguns microrganismos, mas nao em animais
(SIHTMAE, 2013).

Entretanto, os diversos efeitos desses quimicos no ambiente geram
preocupacdo, uma vez que 0S agroquimicos ndo sao degradados com
facilidade por todos os microrganismos (COPLEY, 2009).0 solo é composto
por inimeras associa¢cdes microbianas, sendo considerado um sistema vivo,
dindmico, heterogéneo e em transformacao. Pequenas mudancas de estrutura
e funcdo nestas associacdes da biomassa microbiana podem ter grande
impacto na ciclagem de nutrientes e propriedades fisico-quimicas de solos
(YANG, 2015). A poluicdo causada por metais pesados e pesticidas, por
exemplo, sdo as maiores. Pesquisas realizadas mostram que pesticidas, como
os herbicidas e outros poluentes organicos, podem fazer com que o carbono da
biomassa microbiana do solo diminua em grande parte (XINGHUA et al., 2009).
A contaminacdo do solo por herbicidas podem atingir lencgéis freéaticos, e
posteriormente rios e lagos. (VOROSMARTY et al., 2010). O glifosato, por
exemplo, é citado em estudos de contaminagcdo ambiental (ANNETT et al.,
2014).

A degradacdo biolégica de pesticidas pode ser uma estratégia para
adaptacdo de microbiotas a estes xenobidticos e, eventualmente, pode ser
utilizada em processos de biorremediacdo, que € uma das areas mais
promissoras em biotecnologia (MARTINS et al., 2007). Bactérias e fungos sao
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0s principais agentes degradadores desses xenobidticos, podendo agir de
forma interativa, contando com sua versatilidade metabdlica (SILVA, 2004).A
degradacdo do glifosato por bactérias leva a formagédo do metabdlito 2-amino-3-
(5-metil-3-0x0-1,2-0xazol-4-il)propandico(AMPA), o qual pode ser encontrado
em solos mesmo depois de muitos anos apoés a ultima pulverizacdo.O glifosato
livre no solo é degradado a dioxido de carbono e amonia, principalmente por
bactérias do género Pseudomonas (HELANDER & SALONIEMI, 2012).

Outra estratégia que microrganismos podem utilizar para tolerar
agroquimicos é a inducao da resposta antioxidativa ao estresse. O estresse
oxidativo é caracterizado pelo aumento das espécies reativas de oxigénio
(ERO), de tal forma que a capacidade de defesa da célula ndo seja mais eficaz
(GHELFI et al., 2011). Em bactérias, a maior parte das ERO é resultado da
reducdo da molécula de oxigénio (O2), catalisado por enzimas da cadeia
respiratoria associadas a membrana plasmatica (LUSHCHAK, 2011). Os

produtos do metabolismo aerdbico, como o perdxido de hidrogénio (H202) e

radical hidroxila (OH’), podem eventualmente causar danos ao DNA, RNA e

lipideos (MONTEIRO, 2011). Enzimas antioxidantes como catalase (CAT),
peroxidases e glutationa redutase (GR), estdo envolvidas no combate as ERO
(OLCHANHESKI, 2014).

Os genes katkE e katG, codificadores de duas isoenzimas de CAT em
Escherichia coli, participam do mecanismo de defesa contra o estresse
oxidativo causado pelo peréxido de hidrogénio (H202). O gene katG codifica

para a catalase HPI, sob controle do regulon oxyR,enquanto que o gene katE,
induzido em condicbes aerbbicas, codifica para a catalase HPII,
independentemente deste controle, agindo de forma mais rapida (BROWN,
2012).A falha na expressdo desses genes causa a incapacidade de remocao

do H202 no meio intracelular (CHIANG & SCHELLHORN, 2012).

Dessa maneira, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar o papel de diferentes
sistemas de respostas apresentados pela bactéria E. coli, por meio de
linhagens nocauteadas para os genes codificantes das duas principais
isoformas da enzima CAT, em diferentes niveis de estresse gerado pelo

herbicida glifosato.
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4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas as linhagens selvagem (wt — linhagem controle) da
bactéria Escherichia coli BW25133, derivada da linhagem K-12, e as mutantes
da mesma,AkatE e AkatG, foram obtidas da “KEIO Knockout Collection” (BABA
et al., 2006). O gene katE codifica para a isoenzima HPII, e katG para HPI. As
linhagens mutantes tiveram o0s respectivos genes substituidos por um que
confere resisténcia a canamicina, por meio do método “Red Swap”
(DATSENKO e WANNER, 2000).

4.1.2.2 Herbicida

Foi utilizado o herbicida comercial Roundup, que contém o sal de
potassio de Glifosato 588 g/L [(Equivalente acido de N — (fosfonometil)glicina
(Glifosato) 480 g/L] (Fig. 1), e outros ingredientes 820 g/L (MONSANTO, 2008).

O O
I X
HO™ OH
HO

Figura 1: Estrutura quimica do glifosato

4.1.2.3 Condicdes de crescimento bacteriano

As linhagens foram crescidas em 800 mL de Caldo Luria(LB: 10 g L de

triptona, 5 g L! de extrato de levedura e 10 g L1 de NaCl) a 37 °C, durante a

noite. ApO6s o periodo de crescimento, as amostras foram centrifugadas a
8.000g por 5min a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com solucéo
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salina (NaCl 0,9%) e inoculado nos meios em triplicata com diferentes
concentracfes de herbicida: 0x (controle), 1x (dose de campo), 40x e 50x.
Foram realizadas duas leituras a cada 30min e depois, apés a cada 1 h. O
crescimento bacteriano foi acompanhado por espectrofotometro a 600 nm,
sendo que a aliquota foi diluida sempre que a D.O. ultrapassasse valores de
0,6 para manter a precisdo das leituras. Nesse caso, 0s valores foram
multiplicados pelos fatores de diluicdo correspondentes.

O meio utilizado como controle foi o LB. Os ensaios foram realizados em
frascos de 125 mL contendo 50 mL de meio de cultura LB1 (LB com 0,00335
mM de glifosato, o que equivale a 1x), LB40 (0,134 mM de glifosato); e LB50
(0,268 mM). As condicdes de crescimento foram a 37 °C em mesa agitadora
orbital a 200 rpm.

Para as analises de viabilidade, foram utilizados cultivos em meio solido,
LA (LB + 4gar 15 g L'l). Foram retiradas aliquotas de 100 pL dos meios citados
no paragrafo anterior, no tempo de 5h (fim da fase log), as quais foram diluidas
até 107 e 10 e plagueadas em LA e incubadas a 37 °C. A contagem de
unidades formadoras de coldnia (UFC) foi realizada em 12h de incubacéao.

4.1.2.4 Quantificacdo de Per6xido de hidrogénio
O H202 foi quantificado por meio da liberacdo de iodo da amostra

protéica em um sistema de reacdo. A amostra consistiu de 100 mg de extrato
celular bacteriano homogeneizado com 1 mL de acido tricloroacético (TCA)
0,1% e centrifugado a 10.000 g por 15 min a 4 °C. Foram adicionados a 200 uL

da amostra 0,2 mL de tampéo fosfato de potassio (14,52 ¢ LL de K2HPOa4,
2,26 g LL de KH2PO4, pH 7,5) e 0,8 mL de iodeto de potassio 1M. O sistema

de reacgéo foi mantido por 1h em gelo, no escuro. As leituras foram realizadas
em espectrofotdbmetro a 390nm. Os resultados foram expressos em umol/g de
massa fresca.

4.1.2.5 Extracao de Proteinas

A linhagem bacteriana foi crescida em 800mL de LB, incubada a 37 °C e
200 rpm, durante a noite. As amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min
a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes em solucao salina. As culturas
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foram incubadas nos tratamentos com concentracdes de: 0 x, 1 x, 40 x e 50 X,
em triplicatas a 37 °C e 200 rpm por 5h. As culturas foram centrifugadas a8.000
g por 5 min, a 4 °C, e o precipitado foi macerado com nitrogénio liquido. O

extrato foi homogeneizado em tampéo de extracdo: 14,520 g L'1K2HPO4;

2,260 g L"IKH2P0O4; 0,372g L™ EDTA; 0,462 g L"1DL- dithiothreitol. (DTT) e 5
% (w/w) de polivinilpolipirrolidona (PVPP). Foi utilizada uma proporcao de
volume do tampéo: peso da amostra de 10:1 (CIA et al.,2012). O material foi
centrifugado a 10.000 g por 30min, e 0 sobrenadante foi armazenado em
aliquotas a -80 °C.

4.1.2.6 Peroxidacdao Lipidica

A peroxidacao lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da
producdo de malonaldeido (MDA), um metabdlito reativo ao acido 2-
tiobarbittrico (TBA), método adaptado de Heath e Packer (1968). De cada
amostra, 0,1 g foi homogeneizado com 1 mL de TCA 0,1% e centrifugados a
10.000g por 5min. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,25 mL e
transferida para umtubo com 1 mL de solucédo de TCA 20% mais TBA 0,5%. A
mistura foi colocada em banho-seco por 30min a 95 °C, e resfriada em gelo por
10min. As amostras foram centrifugadas por 10min a 10.000g. As
concentracfes de MDA foram monitoradas a 535 nm (todos os lipideos) e 600
nm (todos lipideos menos o MDA) e as suas concentra¢des foram calculadas

utilizando um coeficiente de extin¢cao de 155 mMcm™L. A guantidade de MDA foi

expressa em umol/g de massa fresca.

4.1.2.7 Atividade de SOD por meio de eletroforese em gel de
poliacrilamida (PAGE)

A eletroforese foi realizada em géis contendo 12% de poliacrilamida com
4% de gel de empilhamento. Foram aplicadas 20 ug de proteina, com corrente

de 15 mA gel'1 durante 3h, a 4 °C.
A atividade de SOD-PAGE foi realizada de acordo com Azevedo et al.

(1998), no qual os géis foram lavados em &gua destilada e incubados no
escuro, durante 30min, em 50 mM de tampao fosfato de potassio (pH 7,8)
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contendo 1 mM EDTA, 0,005 mM de riboflavina, 0,1 mM de nitroazul tetrazdlio
e 0,03 mM de TEMED (N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamina). Os géis foram
expostos a luz branca e imersos em agua até a revelacéo das bandas de SOD.

4.1.2.8 Atividade de CAT

A atividade de CAT foi determinada de acordo com Kraus et al. (1995). A
reacao foi iniciada com a adicdo de 25 pL do extrato proteico (ja descrito) em
uma solucdo contendo 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e

2,5 pL peréxido de hidrogénio(H202) (solugdo 30%).A atividade foi
determinada seguindo a decomposicdo de H202, e quantificada em

espectrofotometro a 240 nm durante 1min a 25°C. Os resultados foram
expressos em pmol/min/mg de proteina.
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4.2 Resultados e Discussao

4.2.1Capacidade de crescimento das linhagens de E. coli em presenca do
glifosato

Neste trabalho, foram estudadas linhagens de E. coli K-12, selvagem e
nocauteadas para genes codificantes de isoformas de CAT, em relacdo a
diferentes concentragdes do herbicida glifosato. As linhagens nocauteadas
foram para os genes katG, que codifica para a catalase HPI, e katE, a qual
codifica para a catalase HPIl. Nas Fig. 2 a 4 estdo demonstradas as
capacidades de crescimento das linhagens estudadas em diferentes
concentracfes do herbicida. Nao houve diferencas significativas nas taxas de
crescimento em 0 e 1 x glifosato, enquanto que a concentracdo de 50 x (6,7
pUM) foi considerada como a maxima a ainda permitir crescimento mensuravel
na linhagem controle, devido a toxicidade do herbicida (Fig. 2). Pileggi (2012)
demonstrou em estudos realizados com Pantoea ananatisque o herbicida

Callisto® apresentou toxicidade em altas concentracées do herbicida (100 x

acima da dose de campo), inibindo o crescimento bacteriano. Estudos com
altas concentracdes de herbicidas, presumivelmente nao encontradas no
ambiente, sdo interessantes para um melhor entendimento do sistema de
respostas de tolerancia. O herbicida paraquat, por exemplo, € um dos Unicos
herbicidas que causa um efeito bacteriostatico em E.coli, sendo o glifosato o
segundo mais toxico, (BOTELHO, 2012).
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Figura 2 - Curvas de crescimento de Escherichia coli K-12 em diferentes concentracdes
de glifosato. Leituras em O.D. em 600 nm.

A linhagem AkatE, nocauteada para o gene da catalase HPII, néo
apresentou reducao nas taxas de crescimento, mesmo na concentracdo mais
alta de glifosato utilizada nesse trabalho (Fig. 3). Nenhuma das outras
linhagens, mesmo em outros artigos (IMLAY, 2013; LOEWEN, 1985),
apresentou esse comportamento. Os niveis de HPIl que foram inicialmente
menores que o0s niveis de HPI, ndo se alteraram durante o crescimento
logaritmico, mas na fase estacionaria, houve aumento de dez vezes durante o

s

crescimento. Neste caso, 0 gene katE € constitutivamente induzido em
condi¢cdes aerbbicas e atua sobre o H202de uma forma rapida (GORDON,

2011).
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Figura 3 - Curvas de crescimento de Escherichia coli AkatE. Leituras em O.D. em 600
nm.

A linhagem AkatG, nocauteada para o gene da catalase HPI, apresentou
taxas de crescimento compativeis com a linhagem controle apenas em 0 e 1 X
a concentracdo de glifosato, sendo que em 40 e 50 X, o crescimento foi
indetectavel (Fig. 2 e 4).
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DO

0.50
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Figura 4 - Curvas de crescimento de Escherichia coli AkatG. Leituras em O.D. em 600 nm.
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4.3 Indicadores de toxicidade do glifosato em E. coli

Os niveis de H202em E. coli K-12 foram consideradas como
indicadores de toxicidade induzida pelo herbicida glifosato. A linhagem
selvagem conseguiu reduzir consideravelmente os niveis H202até a

concentracdo de 40 x, mas em 50 x foram observados os niveis mais altos,
mostrando que nessa concentracdo a bactéria perde a eficiéncia no controle
dessas ERO (Fig. 5).

18 -
16 A
14
. 12

10 o

Peroxide Hydrogen quantification
(mmol of H,0,/10° C.F.U)

4
2 - | l |
07 T T
X 50x 0x 1x 40x 50x 0x 1x

Ox 1x 40, 40x 50x

K-12 katE katG

Figura 5 - Quantificacdo dos niveis de H202, em pumol/g de massa fresca, em E. coli K-12,AkatE
e AkatG

O H202 é um metabdlito extremamente deletério, pois participa da

reacdo de producéo do radical OH", que é considerada a espécie mais reativa

em sistemas vivos, sendo altamente toxico para as células. Bactérias possuem
enzimas para manter sua concentragdo intracelular a niveis nanomolares.
Mutantes para genes codificantes de enzimas antioxidativas crescem mal,
sofrem altos indices de mutagénese, e podem morrer. (MISHRA; IMLAY,
2012). Entretanto, das trés linhagens avaliadas nesse trabalho, a linhagem

mutante katG foi a que apresentou 0os menores indices de producédo de H202,
seguida da linhagem controle, e finalmente pela katE,(Fig. 5). Quanto maiores
os indices de H202, gerados,menores as taxas de crescimento observado nas

linhagens bacterianas, exceto na linhagem katG (Fig. 2 a 5).
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Figura 6 - Quantificacdo dos niveis de H202, em umol/g de massa fresca em AkatG.

Embora a linhagem katG tenha crescido de forma parecida com o
controle (Fig.4), houve peroxidacdo em niveis baixos, mas nas concentracdes
mais altas de herbicida, a bactéria ndo conseguiu crescer.A desintoxicacao

enzimética do H202 em bactérias é realizada principalmente por catalases, das

guais trés classes ja foram descritas: as catalases monofuncionais, as
catalases-peroxidases, as quais pertencem a HPI e a HPII, e as catalases de
manganés (pseudocatalases).A maioria das catalases-peroxidases s&o
encontradas em bactérias e algumas encontradas em fungos e alguns
organismos eucariéticos (ITALIANI et al, 2011). Existe uma regulacao
independente de cada peroxidase (HOERTER et al., 2005).

7

A enzima HPI, codificada pelo gene katG, é encontrada no espaco
periplasmatico de E. coli e sua expressdo é controlada pelo regulador positivo
OxyR em resposta ao H202, e por RpoS, de uma forma independente de OxyR.A

HPII, expressa constitutivamente por katE, apresenta atividade no citosol da célula
e na fase estacionaria, e é regulada pelo regulon RpoS (IMLAY, 2008; ITALIANI,
2011). E uma enzima que apresenta uma atuacdo mais direta na degradacéo de

H202. A linhagem katG, a qual possui o gene katE e a enzima HPI funcionais,

apresentou os dados mais eficientes de controle de H202(Fig. 5) e de taxas de

crescimento em meio de cultura com até 50 x a concentracdo de glifosato (Fig. 3).
Por outro lado,os dados obtidos sobre
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7

a linhagem katG demonstraram que a isoenzima HPII ndo é eficiente na
reducédo de estresse oxidativo gerado pelo glifosato em E. coli.

Outro dado interessante € que a linhagem selvagem néo apresenta a
mesma eficiéncia na reducdo de H202(Fig. 5) e nas taxas de crescimento (Fig.

2) em relacdo a linhagem katG (Fig. 3), mesmo tendo a enzima funcional HPI,
considerada a mais eficiente na diminuigdo dos efeitos toxicos induzidos pelo
glifosato. Acreditamos que o sistema de regulacdo dos genes katG e katE,
sendo comum a ambos, possa originar um sistema de interferéncia metabdlica
(GRAVINA, 2015, em preparacao). Hui et al., (2014), descreveram que as
linhagens de E.coli K-12 katE apresentam uma maior expressao da enzima
katG quando expostas a niveis de 2% de peroxido, indicando que € necessario
um limiar de concentracdo desta molécula para a expressdo de katG. Neste
caso, 0 contato com o glifosato estaria aumentando os niveis de perdxido
dentro da célula, e consequentemente a expressao da catalase HPI.

Dessa maneira, a linhagem selvagem estaria com os reguladores
atuando sobre ambos os genes de CAT, em interferéncia metabdlica, enquanto
gue a linhagem katG, apenas o gene katE estaria funcional e sendo regulado.

O MDA é outro indicador citotéxico (ZHANG et al. 2012), pois representa
a peroxidacdo de lipideos poli-insaturados em membrana celulares. E um
produto secundario no processo de peroxidacdo, sendo o metabdlito mais
mutagénico desse processo, além de amplamente conhecido e confiavel em
estudos de estresse oxidativo (AYALA, 2014). Os dados obtidos para as
linhagens selvagens e nocauteadas de E. coli, em controle eem tratamento

com o glifosato, ndo demonstraram diferencas significativas (Fig. 7).
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Figura 7 - Niveis de MDA, em nmol/g de massa fresca,determinados em Escherichia coli K-12,
AkatE e AkatG.

4.4 Sistemas de repostas atoxicidade do glifosato em E. coli

As vias envolvidas na resposta ao estresse oxidativo e manutencdo do
estado redox celular em bactérias estdo sob controle de fatores transcricionais
chamados Regulons (IMLAY, 2008). Muitas enzimas nessas vias, como as
peroxidases, podem apresentar isoenzimas, com respostas especificas
independentes e diferentes sistemas regulatérios (SEAVER; IMLAY, 2001).
Sistemas bacterianos com isoenzimas, com diferentes reguladores,
possivelmente podem estar ligadas ao metabolismo de adaptacéao a diferentes
condi¢cBes de estresses ambientais, incluindo presenca de xenobidticos.

No gel mostrado na Fig. 8, observa-se que a linhagem AkatE exibe um
aumento de atividade de isoenzimas de SOD em relagdo ao controle, mas
principalmente em relagéo a linhagem AkatG, apresentando ainda uma banda
intermediaria ndo encontrada nas outras linhagens. A SOD transforma o
superoxido em H202. O gene de resposta regulatéria para o estresse causado

por superéxido e peroxido € mediado amplamente por meio da inducdo de
catalase (CHIANG, 2012).
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Provavelmente, o aparecimento da banda deve-se ao nocaute realizado
no gene katk, responsavel pela codificacdo da enzima HPII, a qual tem maior
atividade na fase log-estacionaria.Estudos mostram que as ERO atingem
primeiramente enzimas antioxidantes de ferro e que as células ajustam o seu
uso de metal para compensar tal processo(IMLAY,2014).

Ox 1x 40x 50x 0x 1x 40x  50x 0x 1Xx 40x  50x

K-12 AkatE AkatG

Figura 8 - Padrdes de SOD-PAGE apresentados por E.coli K-12 em contato com diferentes
concentragoes de glifosato no tempo de 5 h.

N&o houve um aumento de atividade de CAT de acordo com o tempo de
exposicdo nos meios de cultura com a presenca de glifosato (Fig. 8),
provavelmente pela adaptacéo e crescimento da linhagem ao glifosato, porém
sem diferengas significativas. Em linhagens de E. coli, de acordo com a fase de
crescimento, diferentes isoformas podem atuar, as quais apresentam vias de
regulacéo ativadas independentemente (JUNG e KIM, 2003).

K-12 AkatE AkatG

Figura 9 - Padrdes de CAT-PAGE apresentados por E.coli K-12 em contato com diferentes
concentragoes de glifosato no tempo de 5 h.
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As linhagens estudadas nesse trabalho, mesmo as mutantes para genes
importantes no sistema de combate ao estresse oxidativo, apresentaram taxas
de crescimento proximas, em glifosato 1 x (Fig. 2 a 4). Esta concentracéo €
esperada de ser encontrada no ambiente agricola. Entretanto, a linhagem E.
coli K-12 ndo € ambiental. Ela foi desenvolvida em laboratério para ser utilizada
em experimentos de tecnologia do DNA recombinante, e portanto ela n&o
possui um ambiente natural no qual foi obtida. Devido as modificacbes que
sofreu, ndo consegue colonizar o intestino de mamiferos e tem baixa

capacidade de crescimento no ambiente (FUX,et al,2005).

Esses dados sugerem uma melhor eficiéncia da HPI, em relacéo a HPII,
na diminuicdo de danos advindos pelo contato com altas concentracdes de
glifosato.

Entretanto, a mutacdo apresentada pela linhagem katG permitiu a
sobrevivéncia em condicbes que dificilmente poderdo ser encontradas no
ambiente (Fig. 3).Uma quantidade especifica de H202 é necessaria para ativar

0 gene katG. Caso contréario, outros genes, como katE e ahpCF tomam parte
na metabolizacdo do H202 (GORDON, 2011). Consideramos que um sistema

nao especifico de respostas, baseado na promiscuidade enzimética das
catalases e no sistema de isoenzimas, pode permitir adaptacfes a substancias
guimicas e concentracdes inéditas as bactérias, mesmo em um ambiente que
nao seja o seu habitat natural (TAWFIK, 2010).

Conclusoes

A participacdo da isoenzima de CAT, a HPI, que é codificada pelo gene
katG, foi considerada essencial para a tolerdncia apresentada pela bactéria E.
coli K-12 a altas concentracdes do herbicida glifosato, in vitro. Diferentemente
da enzima HPI, codificada pelo gene katG, a HPII proporcionou um melhor
controle nas taxas de peroxido de hidrogénio, aumentadas pelo glifosato,
permitindo o crescimento bacteriano em altas concentragbes deste herbicida.
Concentragfes que a linhagem selvagem, com ambas as enzimas ativas, nao
pode suportar. Assim, consideramos que existe uma interferéncia metabdlica

no sistema regulatério de ambas enzimas. E possivel que a falta de competicdo
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por estes fatores regulatérios, em katE, permitiu que esta linhagem fosse mais
eficiente no controle de taxas de peroxido e no crescimento celular. Este
sistema de respostas, baseado em promiscuidade da enzimas CAT e presenca
de isoenzimas com diferentes condicbes de atuacédo, permitem que a E. coli,
considerada uma linhagem ndo ambiental, possa sobreviver a substancias
guimicas e em concentracdes inéditas ao seu habitat. Este sistema, sendo
encontrado em outras bactérias, como as pertencentes a microbiotas de solo
agricola, podem propiciar capacidades adaptativas a situacdes de alto estresse
oxidativo, e em curtos periodos de tempo, como € o caso do manejo agricola,
que se utiliza de diferentes substancias quimicas em sistema de rotacdo de

culturas.
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