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RESUMO

O uso intenso de herbicidas para controle de ervas daninhas na agricultura provoca
uma pressdo seletiva na microbiota do solo e de aguas proximas a area de
aplicacéo, alterando o equilibrio ambiental. Alguns microrganismos apresentam vias
metabodlicas de degradacdo desses xenobidticos, entretanto, a tolerancia e os
processos de degradacdo podem gerar radicais livres capazes de afetar a
sobrevivéncia. Este trabalho teve como objetivo analisar o sistema de respostas de
linhagens provenientes de solo e 4gua, e que foram submetidas a presséao seletiva
pelo herbicida Callisto®. Uma linhagem isolada de cada um destes ambientes,
identificadas respectivamente, como Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730,
apresentaram rotas de degradacao diferenciadas, com metabdlitos diferentes dos ja
descritos na literatura. O mesotrione, seus metabdlitos, e principalmente o Callisto®,
afetaram a viabilidade celular das linhagens deste estudo e alteraram os lipidios de
membrana celular, no entanto, Bacillus sp. CCT7729 apresentou um sistema de
respostas ao estresse oxidativo mais eficiente. Esta linhagem exibiu uma maior
eficiéncia em degradar o mesotrione, menores taxas de peroxido, menores taxas de
MDA, atividade SOD elevada e uma baixa atividade da catalase, ao contrario de
Bacillus sp. CCT7730. Modificacdes nos lipidios de membrana podem ser
consideradas como uma estratégia de defesa contra estresse oxidativo. Os
resultados também indicaram uma diversidade de vias metabdlicas nas duas
linhagens de Bacillus sp. para a degradagdo do mesotrione. Provavelmente os
metabdlitos induziram diferentes niveis de toxicidade nas bactérias, sendo que
Bacillus sp. CCT7730 possivelmente degradou 0 mesotrione em compostos ainda
nocivos, ao contrario da linhagem de &agua. E possivel que essas diferentes
respostas estejam relacionadas com os ambientes de origem de cada linhagem,
sugerindo uma plasticidade de respostas apresentadas por linhagens Bacillus sp.
para adaptacdo a substancias tdéxicas em diferentes contextos ambientais.

Palavras-chave: Catalase. Degradacdo. Estresse oxidativo. Peroxidagéo lipidica.
Peréxido de hidrogénio. Rotas metabdlicas. Superdxido dismutase.



ABSTRACT

Excessive use of herbicides for weed control in agriculture causes a selective
pressure on soil microbiota and waters near application area, changing
environmental balance. Some microorganisms have developed metabolic pathways
for degradation of these xenobiotics, although tolerance and degradation processes
can generate free radicals and affect survival. This study aimed to analyze the
system of responses from soil and water strains, submitted to selective pressure by
the herbicide Callisto®. Strains CCT7729 and CCT7730, isolated from soil and water,
respectively, were identified as Bacillus sp., and showed different degradation routes,
with different metabolites, already described in the literature. Mesotrione and its
metabolites, and especially its commercial product Callisto®, affected cell viability
and altered cell membrane lipids from the tested strains, however, Bacillus sp.
CCT7729 presented a more efficient system of responses to oxidative stress. This
strain exhibited a greater efficiency to degrade mesotrione, lower rates of peroxide,
lower rates of MDA, SOD high activity and low activity of catalase, when compared to
Bacillus sp. CCT7730. Changes in membrane lipids can be considered as a defense
against oxidative stress strategy. These results indicated the existence from a variety
of metabolic pathways for mesotrione degradation to Bacillus sp. Probably
metabolites induce different levels of toxicity in bacteria, and Bacillus sp. CCT7730
possibly degraded mesotrione in even harmful compounds, unlike the water line. It is
possible that these different responses are related to the home environments of each
strain, suggesting plasticity responses of Bacillus sp. for adaptation to toxic
substances in different environmental contexts.

Keywords: Catalase. Degradation. Oxidative stress. Lipid peroxidation. Hydrogen
peroxide. Metabolic pathways. Superoxide dismutase.
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1. INTRODUCAO

1.1 Agrotéxicos

A agricultura tem se tornado cada vez mais dependente dos agrotdxicos como
estratégia de manejo de pragas para garantir uma alta producdo e o abastecimento
de alimentos a populacdo (CHRISMAN et al., 2009; JARDIM; CALDAS, 2012).

O Brasil, um dos maiores produtores de alimentos agricolas do mundo,
apresentou-se em primeiro lugar no uso de agrotoxicos em 2009, com mais de 673
milhdes de toneladas aplicadas por ano (ANDEF, 2009). Cerca de 90% dos
agricultores brasileiros os utilizam nas suas lavouras (JARDIM; CALDAS, 2012).
Deste modo, os Ultimos anos da agricultura foram marcados pela ampliacdo da
producdo agricola acrescido de contaminacdo ambiental devido ao intenso uso
dessas substancias (NITI et al., 2013).

Aproximadamente 90% dos agrotéxicos aplicados em campo ndo alcancam
seus alvos, ao atingirem o solo e 4gua, sdo conduzidos por uma variedade de
processos quimicos, fisicos e biolégicos, incluindo volatilizagcdo, sor¢cao-dessorcao,
degradacdo quimica e biologica, absorcao pelas plantas, escoamento e lixiviacdo
(ALEKSEEVA et al., 2014). Como resultado desses processos, essas substancias
sdo frequentemente encontradas nas vias aéreas, superficiais e subterraneas,
sedimentos, solo e até mesmo nos tecidos vegetais e animais, contaminando
diversos ecossistemas (RODRIGO et al., 2014).

Uma vez no ambiente, e em contato direto com a biota, os agrotdéxicos podem
passar para as células e tecidos de organismos e dar origem ao processo de
bioacumulacdo. Esse evento € o resultado do balanco de absorcdo quimica (por
meio da respiracdo e dieta alimentar) e eliminagdo quimica (por meio das trocas
respiratorias, digestdo fecal, biotransformacdo do composto e sua diluicdo no
organismo, devido ao aumento dos niveis do mesmo) (ARNOT; GOBAS, 2006).

Com a bioacumulacdo gerada pela utilizagcdo de agrotdxicos, 0s organismos
pertencentes a niveis troficos superiores na cadeia alimentar podem apresentar
complicagles, j& que ao se alimentar de outros animais e vegetais contaminados,
podem acumular uma maior quantidade de xenobiéticos em seu corpo (RODRIGO et
al., 2014).
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Exemplos da prevaléncia de agrotoxicos no ambiente tem sido aplamente
relatados, como é o caso do agrotoxico DDT (diclorodifeniltricloroetano). Essa
substancia € uma preocupacdo ambiental desde 1960 devido a sua alta toxicidade,
persisténcia no ambiente e acumulacdo nos tecidos animais e vegetais
(HUMPHRIES, 2013). No ano 2000, o DDT foi utilizado para a eliminagcdo de
Anopheles funestus (um transmissor da malaria) na Africa do Sul, entretanto, ainda
foram encontradas altas concentracdes desse produto em areas que comprometem
toda a biota presente na regido (HUMPHRIES, 2013).

O uso intensivo e as aplicacdes em doses elevadas de defensivos agricolas
também vém proporcionando uma forte pressdo de selecdo em microrganismos,
alterando a diversidade, riqueza e a sua funcionalidade nos ecossistemas, causando
desiquilibrios ambientais (ARAUJO et al., 2003; MARINOZZ| et al., 2013). A
microbiota € essencial para manter o fluxo de energia e 0s processos
biogeoquimicos, como a decomposicdo da matéria organica, a ciclagem de
nutrientes, fixacdo de nitrogénio e outros elementos essenciais e a decomposicéo de
xenobidticos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Dentre o0s agrotoxicos aplicados na agricultura, 48% sé&o herbicidas
(MATTHEWS, BATEMAN, MILLER, 2014). Os herbicidas sdo toxicos aos seres
humanos, ndo somente em doses elevadas, que provocam intoxicagbes agudas,
mas, em doses baixas também (TSATSAKIS et al.,, 2009; ZELIGER, 2011).
Exposicdes a longo prazo podem causar diversos problemas na saude humana,
como cancer e doencas neurodegenerativas, problemas reprodutivos, de
desenvolvimento e doencas respiratérias (HANKE; JUREWICZ, 2004,
KANAVOURAS et al., 2011; PARRON et al., 2011; CHA et al., 2012).

1.2 Mesotrione

Em 1977, cientistas do Western Research Center (Califérnia/USA)
observaram que poucas plantas conseguiam crescer ao redor da planta Callistemon
citrinus, conhecida como escova de garrafa (MITCHELL et al., 2001). Foi verificado
gue ela produz uma fitotoxina, a leptospermone, a partir do qual desenvolveram o
mesotrione {2 - (4-metilsulfonil-2-nitrobenzoil) -1,3-ciclohexanodione} pertencente ao
grupo das tricetonas (Fig. 1), com potencial toxico 100 vezes maior que 0 composto
original (HUGIE et al., 2008).
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Grupo nitro

Grupo
metilsulfonil
1,3-ciclohexanodione 2 - (4-metilsulfonil-2-nitrobenzoil)
Molécula de Leptospermone Molécula do mesotrione

Figura 1: Molécula de leptospermone e molécula do mesotrione. O mesotrione é composto por uma
regido ciclohexanodione e um grupamento benzil que apresenta os grupos nitro e metilsulfonil.

O Callisto® (Syrgenta® é a formulagdo comercial, composto por 48% do
principio ativo mesotrione e outros solventes, surfactantes e ingredientes
adicionados para aumentar a estabilidade, distribuicdo e eficacia do herbicida
(KARAM, CRUZ, 2004). Apenas 3 adjuvantes da composicdo do Callisto® foram
divulgados: o poli (oxi-1-2-etanodiol), 1-Octanol e alpha-isodecil-omega-hidroxi-
fosfato (JOLY et al., 2013).

A molécula do mesotrione (Fig.1) é composta por um grupamento benzil e um
dione. No grupamento benzil, o grupo nitro, faz com que a molécula apresente
atividade herbicida, enquanto que o grupo metilsulfonil aumenta a atividade
herbicida e a acidez da molécula. A regido do ciclohexanodione bloqueia sitios de
metabolismo da molécula pelas plantas, elevando a atividade do herbicida e
dificultando a detoxificagcdo da molécula (MITCHELL et al., 2001).

Em ervas daninhas e gramineas, o mesotrione age bloqueando a atividade da
enzima 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase, a HPPD, presente nos cloroplastos. Essa
enzima é essencial para a biossintese de carotendides, pois faz parte da rota
biossintética que converte a tirosina em plastoquinona e a-tocoferol. A plastoquinona
€ essencial para a sintese de carotenoides e a sua reducdo (causada pelo bloqueio
da HPPD) leva a diminuicdo dessas substancias e perda da fotoprotecdo. Com isso,
em uma ou duas semanas ocorre um branqueamento nas plantas sensiveis, gerada
da decomposicao da clorofila pela luz, com necrose e morte dos tecidos (KARAM;
CRUZ, 2004).

Este herbicida seletivo é utilizado em culturas de milho para o controle pré e
pos-emergente de ervas daninhas anuais de folhas largas e algumas gramineas
(MITCHELL et al., 2001; ALEKSEEVA et al., 2014). As culturas de milho ndo séo

sensiveis ao herbicida por apresentarem uma lenta absorcdo foliar e uma
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distribuicdo dentro da planta limitada pelo rdpido metabolismo do herbicida, a partir
da hidroxilacdo do anel do mesotrione catalisada pela atividade do citocromo P450
em plantas (MITCHELL et al., 2001; MA et al., 2013).

Em mamiferos, a HPPD esta envolvida na degradacao de tirosina (LEWIS;
BOTHAM, 2013). Exposicoes repetidas em baixa dosagem do mesotrione em ratos
sensiveis a inibicAo da HPPD demostraram diversos efeitos adversos, como a
diminuicdo do peso corporal, opacidades corneanas, alargamento do figado e rim,
aumento da tiredide, desmielinizacdo do nervo ciatico e alteracdo reprodutiva e
mudancas no desenvolvimento (LEWIS, BOTHAM, 2013).

Os efeitos citados acima ndo aparecem nos seres humanos, conforme 0s
estudos apresentados por Lewis e Botham (2013), no entanto, em alguns individuos
com intensidade elevada do mesotrione, podem apresentar altos niveis de tirosina,
porém de forma ou duracao improvavel de causar problemas de saude.

Em microrganismos, o mesotrione pode elevar indices de estresse oxidativo
(IMLAY, 2013; OLCHANHESKI et al., 2014). No entanto, alguns microrganismos

mesmo sob condi¢Bes de estresse, sdo capazes de biodegradar herbicidas.

1.3 Biodegradacao

O processo que envolve a ruptura completa de um composto organico nos
seus constituintes inorganicos por microrganismos é denominado biodegradacdo
(ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2013). Microrganismos capazes de biodegradar os
contaminantes e transforma-los em compostos menos danosos ao ambiente ou até
mesmo mineralizad-los, sdo alvos de estudos em sistemas biolégicos de
descontaminacao ambiental em diversos paises (MOHAMMED, 2009; RITMANN,
JACSON; STORCK, 1988). A inoculacédo de microganismos como uma alternativa de
remediacdo biolégica no tratamento de &areas contaminadas é denominado
biorremediacao (NITI et al., 2013).

De maneira geral, agrotoxicos proporcionam fontes adequadas de carbono e
doadores de elétrons para determinados microrganismos do solo, e as trés principais
familias de enzimas envolvidas na degradacdo sdo: esterases, glutationa S-
transferases (GSTs) e citocromo P450 (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2013). O
metabolismo destes microganismos tem sido bastante estudado (OLCHANHESKI et
al., 2014; PILEGGI et al., 2012).
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Ja foi demostrada a biodegradacdo do herbicida mesotrione por algumas
linhagens bacterianas (BATISSON et al., 2009; PILEGGI et al, 2012
OLCHANHESKI et al., 2014). Batisson et al. (2009) encontraram duas linhagens
tolerantes ao mesotrione, Bacillus sp. 3B6 e Arthrobacter sp., porém, apenas a
Bacillus sp. 3B6 conseguiu degradar o mesotrione e utilizar a molécula do herbicida
como unica fonte de carbono. Os produtos da degradacdo foram as moléculas de
AMBA (acido 2-amino-4-metil sulfonil benzoico) e MNBA (acido 4- metil sulfonil - 2-
nitrobenzdico) consideradas mais toxicas que o composto original do mesotrione.

Pileggi et al. (2012) isolaram a bactéria P. ananatis CCT 7673 de agua
préxima a areas com plantacdo de milho previamente tratada com Callisto®. Esta
bactéria gram-negativa foi capaz de tolerar e degradar o mesotrione em 18 horas.
No entanto, n&o foi capaz de utiliza-lo como fonte de carbono, sendo necessaria a
adicdo de glucose durante a degradacdo. Esta bactéria ndo conseguiu crescer em
altas concentracées de Callisto® provavelmente devido aos efeitos dos adjuvantes
presentes neste produto.

Para o mesotrione, ainda ndo foram relatados genes especificos de
degradacdo, sendo sugerida um possivel envolvimento de enzimas oxidativas como
o citocromo P-450 e glutationa S-transferase nesse processo (GUENGERICH, 1995;
DURAND et al., 2006; PILEGGI et al., 2012). De modo diferente ao observado para
o herbicida atrazina, no qual, foram descobertos genes especificos de degradacéo
(REHAN et al., 2014).

Olchanheski et al. (2014) demonstraram que 0 mesotrione € um agente que
causa estresse oxidativo para Escherichia coli DH5-A, uma linhagem ndo ambiental,
gram-negativa e que nao teve o contato prévio com o herbicida, mas que conseguiu
tolerar e degrada-lo em 3 horas de incubacédo. A enzima glutationa-S-transferase
possivelmente foi ativada para metabolizacdo desse herbicida. Houve uma
diminuicdo de células viaveis antes da degradacao no tratamento com mesotrione,
sugerindo efeitos toxicos deste herbicida nessa linhagem. Para dificultar a entrada
da substancia na célula e reduzir os danos causados por ERO, provavelmente
houve um aumento na saturacao de lipideos de membrana. Assim, Olchanheski et
al. (2014) sugeriu um sistema nao especifico de adaptagdo e resisténcia ao
herbicida mesotrione por E. coli DH5-A.
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1.4 Sistema de defesa contra estresse oxidativo

A cerca de 2,4 bilhdes de anos atras, o aumento da concentracdo de O; na
atmosfera terrestre decorrente da fotossintese de cianobactérias, promoveu
alteracbes em vias metabdlicas e/ou de defesa e tolerancia ao oxigénio para
sobrevivéncia de organismos (SESSIONS et al., 2009; RAYMOND; SEGRE, 2006).
Isto porque o oxigénio molecular (O,) € uma molécula pequena capaz de se difundir
rapidamente pelas membranas biologicas e tornar-se uma molécula altamente
reativa (IMLAY, 2013).

As moléculas estruturais, como aminoacidos, carboidratos, lipidios e acidos
nucléicos essencialmente ndo reagem com o O, molecular (IMLAY, 2013). No
entanto, os radicais livres, derivados da ativacdo ou reducdo do O, na célula,
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO) podem ocasionar danos
oxidativos, capazes de provocar mutacGes no DNA, inativacdo de proteinas,
diminuicao do crescimento e morte celular (SETH et al., 2001; LIN et al., 2009).

Organismos aerObios expostos ao O, geram ERO, no entanto,
microrganismos aerobios condicionados a estresses ambientais podem ter uma
superproducéo de espécies reativas de oxigénio (KONDA; PASZTOR, 2001). Deste
modo, bactérias tolerantes ou degradadoras, quando expostas em ambientes com
aplicacdo continua de agrotoxicos podem gerar continuamente ERO a partir do seu
metabolismo aerdébio (LIN et al., 2009).

ERO, como o radical superéxido (O;”), peréxido de hidrogénio (H.O,) e o
radical hidroxila (OH™) sdo altamente reativos e gerados continuamente nas células
cultivadas em condi¢cbes aerdbias (CABISCOL et al.,, 2000). O desequilibrio
intracelular com o aumento de ERO para niveis que excedem a capacidade de
defesa celular € denominado estresse oxidativo (LUSHCHAK, 2011).

Para minimizar o estresse oxidativo, os organismos aerébios desenvolveram
mecanismos capazes de combater a producdo de ERO, denominado sistema
antioxidante de defesa, o qual pode ser separado em ndo enzimatico e enzimatico.

As defesas ndo enziméticas incluem compostos com propriedade intrinseca
antioxidante, como o B-caroteno, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH)
e acido ascorbico, NADPH e NADH, que sdo moléculas que ajudam a manter o

ambiente redutor. Ja 0s mecanismos enzimaticos envolvem a superéxido dismutase
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(SOD), catalase (CAT), peroxidases, glutationa redutase (GR), entre outras enzimas
(SCANDALIOS, 2005).

Quando O, € reduzido em quatro etapas sequenciais de um elétron, os
intermediarios formados séo as trés principais ERO, isto €, O;, H,O, e HO', reacbes
I a lll respectivamente (SHEN et al., 2014):

Reacéao | O,+e > 0,7
Reac3o Il O, "+ 2H" + e > H,0,
Reacéo IlI H,O, + H + e = H,0 + HO™

HO™ + H"+e > H,0

1.4.1 Superédxido dismutase

As enzimas superoxido dismutase (SOD) sdo metaloenzimas redox-ativas
responsaveis pela desintoxicacdo intracelular do anion O, por meio de reacdo
(Reacdao V) de dismutacao gerando O, e H,O, (SHEN et al., 2014):

SoD
Reac3o IV 20,"+2H" > H,0,+ O,

Sem a presenca de SOD, o radical O,” pode reduzir o fon de Fe*" para Fe?*
que reage com H,0O, para produzir o ion hidréxido (OH") e radical hidroxila (OH),
processo conhecido como reacédo de Fenton (Reacgao V) (LEMIRE et. al, 2013):
Reacdo V 0, + Fe®* > 0, + Fe**

(Reacdo de Fenton) H,0, + Fe?* > OH + OH’

OH’ é altamente reativo e pode danificar com maior rapidez proteinas, lipidios,
DNA ou polissacarideos do que outras espécies como O, e 0 H0O;
(STADTMAN; LEVINE, 2003). Desta forma, estudos demonstram que a atividade
elevada de SOD é necessaria para evitar danos enzimaticos e também garantir o
crescimento celular, uma vez que essa enzima é a Unica capaz de controlar a
concentracdo dos dois substratos para a reacdo de Fenton (Reacao V), que origina
o radical OH™ (GORT; IMLAY, 1998; RYAN et al., 2010).

Devido a grande importancia da SOD, essa enzima ja foi encontrada tanto no
citoplasma, quanto no espaco periplasmatico, e em membranas em diversos

organismos (IMLAY, 2013). Podendo ser SOD classificadas de acordo com os
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centros metalicos localizados no seu sitio ativo: Manganés (Mn-SOD), Ferro (Fe-
SOD), Cobre/Zinco (Cu/Zn-SOD) e Niquel (Ni-SOD).

Em bactérias a Cu/Zn-SOD esta localizada no espaco periplasmatico de
bactérias gram-negativas e € sintetizada geralmente quando as células entram na
fase estacionaria, sendo responsavel pela desintoxicacdo de peroxido exégeno
(BENOV; FRIDOVICH, 1994). As isozimas de Fe-SOD e Mn-SOD, encontradas no
citoplasma, séao reguladas em resposta a niveis de ferro (IMLAY, 2013).

E. coli e Mycobacterium tuberculosis apresentam as trés isoenzimas Mn-SOD,
Fe-SOD e Cu-Zn/SOD que estdo associadas com a desintoxicacdo de ERO
(IMLAY, 2013). A Ni-SOD tém sido encontrada em algumas linhagens de
Streptomyces sp. (LECLERE, BOIRON, BLONDEAU, 1999). Em Bacillus cereus
foram encontradas as isoformas Cu-Zn/SOD, Mn-SOD e Fe-SOD, sendo que, a Mn-
SOD é essencial para a resisténcia ao stress oxidativo em células em crescimento e
esporulacdo em Bacillus cereus e Bacillus subtilis (INAOKA et al., 1999; WANG et
al., 2011).

1.4.2 Catalase

O principal produto da atividade SOD é a espécie H,O, (Reacdo IV) que é
capaz de se difundir pelas membranas biol6gicas (IMLAY, 2003). O H,O, também
pode reagir e oxidar proteinas que apresentam residuos de metionina e cisteina, ou
grupos tiol muito reativos, transpor membranas e gerar o radical hidroxila,
demostrando toxicidade ao ambiente celular (IMLAY, 2013; BARREIROS et al.,
2006; CABISCOL et al., 2000).

O H,0, pode ser removido por peroxidases e pela atividade da enzima
catalase (CAT), que converte duas moléculas de H,O, em duas moléculas de H,O e
O, conforme a reacéo VI (CABISCOL et al., 2000):

CAT
Reacéo VI 2H,0, > 2H,0+0;

A CAT pode atuar como peroxidativas ou cataliticas. Em baixas
concentragcbes, ela atua como peroxidativa, e em altas concentracbes atua
catalizando a decomposi¢cdo do H,O, produzindo H,O e O, (SCANDALIOS, 2005).
No entanto, geralmente as catalases sao induzidas quando os niveis de H,O, estao

elevados ou quando as células estdo com falta de nutrientes, isso porque
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peroxidases, como a alquil hidroperoxido redutase (Ahp), podem degradar o H,O,
rapidamente apenas quando ha disponibilidade de NADH como o redutor
estequiométrico e quando a concentracdo de H,O; intracelular € menor que 20uM
(IMLAY, 2013).

Bactérias gram-negativas, como E. coli apresentam dois sistemas agrupados
em dois regulons: o SoxRS e 0 OxyR. O SoxRS responde ao estresse induzido pelo
anion superoxido, enquanto que o OxyR é induzido por H;0O,. Ja bactérias gram-
positivas, como Bacillus subtilis, apresentam um mecanismo analogo a OxyR, o
regulador de resisténcia a peroxido (PerR), que € o principal regulador da resposta
ao estresse provocado por peroxido de hidrogénio (DUARTE; LATOUR, 2010;
FAULKNER, 2012).

Em Bacillus subtilis, a proteina PerR foi identificada como Fur (regulador de
captura de ferro). A proteina PerR esta ativa como um repressor da transcricao
guando se liga a um unico atomo de ferro. Em exposicdo ao H,O,, o atomo de ferro
€ oxidado em uma reacdo direta de Fenton (Reacdo V), gerando um radical ferril
e/ou radical hidroxila. A oxidac&o do ion ferro provavelmente facilita a dissociacéo do
metal da proteina. Assim, a metaloproteina Fur sem a ligacdo ao ferro perde a
capacidade de ligacdo ao DNA, permitindo a inducdo da expressao dos genes cuja
transcricdo é normalmente bloqueada. Os genes induzidos codificam proteinas
“scavengers” de perdxido de hidrogénio e outras enzimas de defesa em bactérias.
Em B. subtilis, pode-se ter a codificacdo de Ahp e diferentes CAT (IMLAY, 2008).

1.5 Alteragoes de lipidios de membrana e peroxidagao lipidica

Os radicais livres provenientes do estresse oxidativo podem atacar
diretamente acidos graxos poliinsaturados nas membranas e iniciar 0 processo de
peroxidacao lipidica. Assim, os acidos graxos sdo degradados em diversos produtos,
como aldeidos, capazes de danificar proteinas. Os indicadores de peroxidacdo
lipidica mais estudados em bactérias e plantas sdo o malonaldeido (MDA) e o 4-
hidroxinonenal (HNE) (ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990).

Para se proteger e evitar danos oxidativos causados por ERO, as bactérias
podem alterar a saturacéo e permeabilidade seletiva da membrana celular. O ajuste

na composicdo e estrutura de lipidios de membrana pode diminuir o gasto de
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energia e dificultar a entrada de xenobidticos na célula e otimizar o crescimento
celular (OLCHANHESKI et al., 2014; ZHANG, ROCK, 2008; BALAGUE et al., 2001).

Além disso, bactérias podem modificar a saturacéo e fluidez da membrana
para se adaptar as alteracdes de fase de crescimento (BAKHOLDINA et al., 2001).
Olchaneski et al. (2014) verificaram que a presenga de mesotrione induziu
modificacdes de lipidios de membrana em E. coli DH5-a. Dados semelhantes foram
identificados com outra linhagem de E. coli expostas ao herbicida 2,4-
diclorofenoxiacético ao reduzirem a fluidez da membrana para suportar danos
quimicos, pois assim como as interagdes lipidio-proteina, os processos de transporte
de moléculas também podem diminuir (BALAGUE et al., 2001).
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2. OBJETIVO
Esse trabalho teve como objetivo analisar o sistema de respostas ao estresse
oxidativo decorrente da exposicdo ao Callisto® e ao seu principio ativo mesotrione,

de linhagens bacterianas provenientes de diferentes ambientes.

2.10bjetivos especificos:

- Analisar as estratégias de crescimento e tolerancia ao Callisto® de linhagens
bacterianas isoladas de ambientes diferentes, agua e solo;

- Verificar a capacidade de degradacdo e os metabdlitos produzidos a partir do
mesotrione pelas linhagens isoladas;

- ldentificar a formagdo de ERO decorrentes da exposicdo ao Callisto® e
mesotrione;

- Analisar o sistema enzimatico de respostas das linhagens bacterianas ao extresse
oxidativo, por meio da atividade SOD e CAT,;

- Verificar modificagbes de membrana celular das linhagens bacterianas apds a

exposicdo ao Callisto® e mesotrione.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Herbicidas

Para ensaios com meio de cultivo, foram utilizado o mesotrione — Fig. 2, e 0
seu produto comercial Callisto®, ambos com a concentracdo do principio ativo de
0,04 mM, correspondente a dose de aplicacdo em campo. Este ultimo € composto
por 48% de mesotrione e outros adjuvantes, dentre eles, encontram-se o 1-Octanol,
o Poli (oxi-1-2-etanodiol) e o Alpha-isodecil-omega-hidroxi-fosfato (JOLY, 2013). O
mesotrione foi fornecido pela Syngenta Crop Protection, Greensboro, NC (USA). As
analises em CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) e LC-MS/MS
(cromatografia liquida acoplada e espectrometria de massas) foram realizadas
utilizando o padrédo analitico da Pestanal (Sigma/Aldrich).

O O NO,

0 s~

00

Figura 2: Molécula do mesotrione

3.2Isolamento de bactérias tolerantes ao mesotrione e Callisto®

Um dia antes da coleta de amostras, uma plantacdo de milho (que tinha
varios anos de aplicacdo de herbicidas) foi pulverizada com Callisto®. Amostras de
solo dessa plantacdo de milho e amostras de agua de um acude proximo a essa
plantacdo, foram coletadas na fazenda Capado do Cip6 (Estacdo Experimental da
Fundacdo ABC Pesquisa para Assisténcia e Divulgacdo Técnica Agropecuaria - S-
24°51'28”".7 0-49°55'57".7), Castro, Parana, Brasil. Essas amostras foram diluidas
em série com solucéo fisioldgica (NaCl 0,9%) e incubadas a 30°C em Luria Broth
(LB- composicéo em g L™*: 10g de triptona, 5g de extrato de levedura e 10g de NaCl)
com agar (LB com agar). Os isolados foram avaliados em placa nos seguintes
meios: meio mineral com mesotrione (MMM) com 0,04 mM de mesotrione (composto
por 10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0, e os seguintes elementos, em g L
-3 g NaNOg3; 0,59 MgSOy,; 0,59 KCI; 0,01g FeSO.; 0,04g CaCl,; 0,001g MnSO, e
20g de glucose) e meio mineral com Callisto®, MMC, com dose equivalente a 0,04

mM de mesotrione). As linhagens que apresentaram uma alta capacidade de
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tolerancia em MMM e MMC foram selecionadas para andlises de degradacdo em
CLAE.

3.3Condigoes de cultura para analises enzimaticas e de degradagcao

Os isolados com alta tolerancia ao mesotrione (item 4.3.2) foram crescidos
em 1800 mL de LB em shaker a 30 °C e 120 rpm. Apds 24h de incubacdo, as células
foram centrifugadas a 10.000 g em 4°C por 5 min e lavadas duas vezes com solucéo
tampao de fosfato - PBS (composto em g L™ por: 8,00 g NaCl; 0,20 g KCI; 1,44 g
Na;HPO, e 0,24 g KH,PO,4). Assim, o precipitado foi ressuspendido em 9 mL de MM
e dividido entre os tratamentos em triplicata: MM, MMM e MMC, sendo submetidos
nas mesmas condic¢des de incubacgéo descritas nesta secao.

3.4Caracterizagao da degradagao do mesotrione

Nos periodos de 0 h, 3 h e 14 h, aliquotas do tratamento MMM foram
coletadas e centrifugadas a 13.000 g durante 5 min. O sobrenadante foi retirado e
fitrado em membranas de 0,22 um de porosidade, para posteriores andlises de
degradacédo do mesotrione em CLAE.

Utilizou-se a coluna Nucleodur C18 Gravity, com diametro interno de 4,6 mm
X 150 mm de comprimento e 5 um de tamanho de particula em CLAE (Waters
Alliance e2695) com detector de arranjo foto-diodo (DAD) no comprimento de onda
de 254 nm.

A condicdo de corrida foi realizada conforme Olchanheski et al. (2014), a
partir da injecdo de 50 pL de amostra a um fluxo de 1 mL/min e temperatura de
20°C. A corrida iniciou-se com 70% de agua acidificada contendo 0.1% &cido férmico
(A) e 30% de acetonitrila (B), passando para 30% B em 3 min.; 55% B em 15 min.;
100% B em 17 min.; mantendo-se em 100% B em 18 min.; retornando a 30% B em
19 min e permanecendo a 30% B em 29 min, para condicionar a coluna para nova
injecao.

Os dados cromatograficos foram determinados plotando as absorbancias
obtidas para as amostras analisadas na equacao de reta y= 3% * x + 110496,
método validado por Olchanheski (2014) para o herbicida mesotrione, que apresenta

coeficientes de variacdo menores que 5% e exatidao entre 90 e 110% para as
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replicatas das amostras, sendo os limites de deteccdo e quantificacao
respectivamente igual a 9,825 pM e 0,3 pM.

3.5ldentificagdao dos metabdlitos da degradagao do mesotrione

Para analises dos metabdlitos da degradacdo do mesotrione por CL-EM/EM,
utilizou-se o Esquire 6000 (ESI-lon Trap MSn System). A condigdo cromatografica
de corrida foi realizada com acido férmico 0,1% (A) e acetonitrila (B), seguindo o
gradiente: 0 min — 5%(B); 5 min — 5%(B); 18 min — 26,5%(B), 25min — 65%(B), 25,1
min. — 95%(B); 29 min — 95%(B); 29,1 min — 5%(B); 44 min — 5%(B).

Os extratos das amostras foram tratadas com &acido férmico e passados
através de um cartucho de extracdo em fase soélida (SPE) HLB da Waters,
previamente condicionado. A fragmentacdo das moléculas ocorreu por meio de um
feixe de “electrospray” (fonte ESI), conforme as seguintes condi¢cbes do
espectrometro de massas: modo de varredura de 50 a 400m/z, nebulizador 30 psi,
gas 6 L/min. e temperatura da fonte a 300 °C. Os parametros de configuraces
utilizados para deteccédo dos ions moleculares foram 338 m/z (modo negativo) e 340

m/z (modo positivo).

3.6Extracao de proteinas

Proteinas dos isolados selecionados para estudo foram extraidas no periodo
de crescimento compativel ao inicio e ao final da degradagdo do mesotrione.

Assim, as células bactérias crescidas (secao 3.3) ap0s o tempo de incubacéo
de 3 e 14h, foram centrifugadas a 8.000 g durante 15 min. O precipitado foi
macerado com nitrogénio liquido e homogeneizado na proporgédo 1:10 m/v com
tampéo de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,5 (em g L™ 14,520 K,HPO,; 2,260
KH,POy4; 0,372 EDTA; 0,462 DL- dithiothreitol e 5% (w/w) polivinil polipirrolidone-
PVPP (10:1 volume do tamp&o:peso da amostra) (GOMES-JUNIOR et al., 2007). As
amostras foram mantidas a 4°C e centrifugadas a 10.000 g por 30 min., € 0
sobrenadante armazenado a -80°C. A concentracdo de proteinas foi determinada
pelo método de Bradford (1976), utilizando BSA (“bovine serum albumin”) como

padréo.
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3.7Peroxidagao Lipidica

A peroxidacéo lipidica foi determinada em espectrofotémetro a 535 e 600 nm
por meio da quantificacdo da producdo de malondialdeido (MDA), um metabdlito
reativo ao acido 2-tiobarbitirico (método adaptado de Heath e Packer, 1968). Assim,
250 pL de amostra (100 mg de extrato proteico homogeneizadas com 1 mL de TCA
0,1% e centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4°C), juntamente com 200 pyL de
tampéo fosfato de potassio (pH7,5) e 1 mL de TCA 20% + TBA 0,1% foram mantidas
por 30 min em banho-maria a 97°C. Posteriormente, as amostras permaneceram
por 10 min em gelo antes de serem centrifugadas a 10.000 g por 10 min e, 0

sobrenadante ser lido em espectrofotémetro.

3.8Peroéxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio foi quantificado em espectrofotobmetro a 390 nm por
meio da liberacdo de iodo, proveniente da reacdo com 200 puL de amostra (100 mg
de extrato proteico (se¢do 3.6) homogeneizadas com 1 mL de TCA 0,1% e
centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4°C), 200 pyL de tampé&o fosfato de potassio
(pH 7,5) e 800 pL de lodeto de potassio 1M, mantida por 1 h em gelo, na auséncia

de luz.

3.9Atividade de SOD em PAGE nao desnaturante

Para verificar o perfil da atividade SOD e as isoformas SOD, realizou-se a
corrida em eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE n&o-desnaturante a 12%),
por meio de 20 pg de extrato proteico (secdo 3.6) de cada tratamento dos horarios 3
h e 14 h. Durante a corrida a 4°C, uma corrente constante de 15 mA gel™ foi aplicada
durante 3 horas. Ao final da corrida, os géis foram lavados com agua deionizada e
incubados no escuro, na temperatura ambiente, em uma mistura de reacao
contendo 50 mM de tampao fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM
riboflavina, 0,1 mM nitroazul tetrazélio (NBT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min, a
mistura de reacéo foi descartada, os geis lavados com agua deionizada e colocados

sob iluminagéo até o aparecimento de bandas (CIA et al., 2012).



28

3.10 Determinagao das isoenzimas de SOD

As isoformas SOD foram avaliadas a partir de PAGE néo desnaturante (12%).
Antes da coloracdo, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira foi
mantida em uma solucdo de tampéo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8; a segunda
foi colocada em 100 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM contendo KCN 2 mM
e EDTA 1 mM; a terceira parte foi imersa em 100 mL de tampé&o fosfato de potassio
100 mM com 5 mM de H,O, e EDTA 1 mM. Esses procedimentos foram realizados
na auséncia de luz.

As isoformas foram classificadas como Mn-SOD, se resistente a ambos
inibidores (KCN e H,0,); Fe-SOD se resistente ao KCN e inibida por H,O, e Cu/Zn-
SOD se inibida por ambos inibidores, conforme Azevedo et al., 1998.

3.11 Atividade da Catalase

A atividade CAT foi avaliada durante 1 min em espectrofotometro a 240 nm
por meio da decomposigéo de H,0,, a qual foi iniciada com 25 pL de extrato proteico
(secédo 3.6). A solugcdo para decomposicdo de H,O, foi composta por 1 mL de
tampéao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 2,5 pL de solucédo de peréxido de
hidrogénio 25% (Kraus et al., 1995).

3.12 Amplificagdo e sequenciamento do gene 16S rRNA

As amostras foram inoculadas em meio liquido LB e incubadas a 30°C graus,
sob agitacdo de 120 rpm até a fase exponencial de crescimento. O cultivo foi
utilizado para extracado do DNA total, segundo metodologia descrita por Menna et al.
(2006).

O DNA de cada estirpe foi utilizado para amplificacdo do gene 16S rRNA,
utilizando os iniciadores universais fD1 e rD1 (Weisburg et al., 1991). A reacao
consistiu em um ciclo inicial de desnaturacdo a 95°C por 2 minutos; 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 15 segundos, 93°C por 45 segundos, anelamento a 55°C
por 45 segundos e extensao a 72°C por 2 minutos; um ciclo final de extensao por 5
minutos. Os produtos de PCR foram purificados, utilizando o kit MinElute®.

Para a obtencdo da sequencia do gene 16S rRNA, 4 reacdes de PCR foram
realizadas utilizando os iniciadores Y1 (5 — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3)), Y2
(5- CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3", 362f (5-



29

CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG - 3) e 786f (5-
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG - 3) (Menna et al.,, 2006). Cada reacédo
consistiu de 80ng do produto de PCR, 1,3 uL de BiyDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems), 2,5 yL de tampéao (Applied Biosystems), para
um volume final de 20 yL. O mesmo programa foi utilizado para todos os iniciadores,
consistindo de ciclo inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto; 35 ciclos de
desnaturacao a 96 °C por 15 segundos, anelamento a 50 °C por 15 segundos e 60
°C por 4 minutos.

Apo6s amplificagdo, as amostras foram manualmente purificadas, segundo
metodologia descrita por Menna et al. (2006). As amostras foram resuspendidas em
10 pyL de formamida, desnhaturadas a 95°C por 5 minutos e submetida a
sequenciamento em um ABI 3500xI Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Sequencias parciais do gene 16S rRNA, de alta qualidade, para cada estirpe
foram geradas e analisadas utilizando os programas Phred (Ewing et al., 1998a),
Phrad (Ewing et al., 1998b) e Consed (Gordon et al., 1998). As sequencias foram

depositadas no banco de dados Genebank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.13 Curva de crescimento bacteriano

As linhagens selecionadas foram crescidas em LB a 30°C durante 12 h. As
células foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min. a 4°C e o precipitado foi lavado
duas vezes com tampdo PBS e inoculadas nos tratamentos em triplicatas: MM
(controle), MMM e MMC. In6culos foram padronizados para iniciar em densidade
Otica (DO) de 0,05 de absorbancia (abs). O crescimento bacteriano foi monitorado
em espectrofotbmetro a 600 nm. Para manter a acuracia das leituras, o material foi
diluido sempre que a DO ultrapassasse valores de 0,6 de abs. Os valores obtidos

foram multiplicados pelos fatores de diluicdo correspondentes.

3.14 Viabilidade celular

As bactérias em suspensao (sessédo 3.13) foram diluidas em solucdo salina
0,9% e homogeneizadas. A diluicdo foi de 10 em todos os tratamentos em 3 h e
10 para MM e MMM em 14 h. O tratamento MMC foi diluido em 10“ e 10® no

periodo de 14 h. Apos a diluicdo, aliquotas de 100 uL foram plagqueadas em triplicata



30

em LA e incubadas a 30°C por 24 h, realizando-se a contagem das unidades
formadoras de colbnias (UFC).

3.15 Modificagdes de lipidios de membrana celular

O material, obtido conforme a sec¢éo 4.3.3, foi centrifugado por 5 min a 10.000
g a4 °C e, o precipitado foi congelado a -80 °C. As amostras foram liofilizadas por 15
h e apos esse periodo, foi acrescentado 4 mL de hexano e mantidas por 48 h sob
agitacdo em 60 rpm. A cada 24 horas, retirou-se o sobrenadante e extraiu-se o
extrato lipidico por meio da evaporacdo do hexano. Acrecentou-se novamente 4 mL
de hexano nas amostras e deixou-se sob agitacdo por mais 24 h para obter-se o
extrato lipidico total. Ao final de cada 24 h o hexano foi evaporado e o extrato lipidico
retirado. Os lipidios de membrana foram analisados em infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR), nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™,
utilizando 100 mg de brometo de potassio (KBr) e 1 mg de extrato lipidico para
montagem da pastilha a ser inserida no equipamento.

Os resultados das analises de lipidios foram submetidos a andlise
multivariada de componentes principais (PCA), utilizando 1 milhdo de variaveis no
programa Pirouette v. 4.0 (Infometrix, Bothell, WA, EUA), para separar os dados de

acordo com o grau de similaridade.

3.16 Analise estatistica

Analises estatisticas foram realizadas por meio do software R versdo 3.0.1,
seguindo o método de Duncan para comparar as variaveis entre os tratamentos no
mesmo horario (representados por letras minusculas) e entre horarios em um
mesmo tratamento (representados por letras mailsculas) nos ensaios de curva de
crescimento, viabilidade celular, quantificacdo de peroxido de hidrogénio, MDA e
atividade CAT. As estatisticas foram realizadas com trés repeticbes de cada
tratamento totalmente aleatoérias e o critério de significancia utilizado foi p >= 0,05.

Letras diferentes entre tratamentos no mesmo horario ou entre horarios em
um mesmo tratamento indicam que houve diferencas significativas, sendo o grau de
representatividade de uma amostra classificado conforme A/a>B/b>C/c. Uma
amostra com a letra AB (ab) (ou AC (ac) ou BC (bc)) significa que esta nédo é
diferente entre o tratamento que apresenta letra A nem da que contém a letra B.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1Sistema de respostas de Bacillus sp. a toxicidade induzida pelo herbicida

Callisto®e principio ativo

Responses system of Bacillus sp. to the induced toxicity caused by Callisto®
herbicide and its active ingredient

Resumo

O uso intenso de herbicidas para controle de ervas daninhas na agricultura provoca
uma pressdo seletiva na microbiota do solo e de aguas proximas a area de
aplicacéo, alterando o equilibrio ambiental. Alguns microrganismos apresentam vias
metabdlicas de degradacdo desses xenobidticos, entretanto, a tolerancia e os
processos de degradacdo podem gerar radicais livres capazes de afetar a
sobrevivéncia. Este trabalho teve como objetivo analisar o sistema de respostas de
linhagens provenientes de solo e 4gua, e que foram submetidas a presséao seletiva
pelo herbicida Callisto®. Uma linhagem isolada de cada um destes ambientes,
identificadas respectivamente, como Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730,
apresentaram rotas de degradacao diferenciadas, com metabdlitos diferentes dos ja
descritos na literatura. O mesotrione, seus metabdlitos, e principalmente o Callisto®,
afetaram a viabilidade celular das linhagens deste estudo e alteraram os lipidios de
membrana celular, no entanto, Bacillus sp. CCT7729 apresentou um sistema de
respostas ao estresse oxidativo mais eficiente. Esta linhagem exibiu uma maior
eficiéncia em degradar o mesotrione, menores taxas de peréxido, menores taxas de
MDA, atividade SOD elevada e uma baixa atividade da catalase, ao contrario de
Bacillus sp. CCT7730. Modificacdes nos lipidios de membrana podem ser
consideradas como uma estratégia de defesa contra estresse oxidativo. Os
resultados também indicaram uma diversidade de vias metabdlicas nas duas
linhagens de Bacillus sp. para a degradacdo do mesotrione. Provavelmente o0s
metabdlitos induziram diferentes niveis de toxicidade nas bactérias, sendo que
Bacillus sp. CCT7730 possivelmente degradou o mesotrione em compostos ainda
nocivos, ao contrario da linhagem de &agua. E possivel que essas diferentes
respostas estejam relacionadas com os ambientes de origem de cada linhagem,
sugerindo uma plasticidade de respostas apresentadas por linhagens Bacillus sp.
para adaptacéo a substancias toxicas em diferentes contextos ambientais.

Palavras-chave: Catalase, Degradacdo, Estresse oxidativo, Peroxidagdo lipidica,
Peréxido de hidrogénio, Rotas metabdlicas, Superédxido dismutase.
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Abstract

Excessive use of herbicides for weed control in agriculture causes a selective
pressure on soil microbiota and waters near application area, changing
environmental balance. Some microorganisms have developed metabolic pathways
for degradation of these xenobiotics, although tolerance and degradation processes
can generate free radicals and affect survival. This study aimed to analyze the
system of responses from soil and water strains, submitted to selective pressure by
the herbicide Callisto®. Strains CCT7729 and CCT7730, isolated from soil and water,
respectively, were identified as Bacillus sp., and showed different degradation routes,
with different metabolites, already described in the literature. Mesotrione and its
metabolites, and especially its commercial product Callisto®, affected cell viability
and altered cell membrane lipids from the tested strains, however, Bacillus sp.
CCT7729 presented a more efficient system of responses to oxidative stress. This
strain exhibited a greater efficiency to degrade mesotrione, lower rates of peroxide,
lower rates of MDA, SOD high activity and low activity of catalase, when compared to
Bacillus sp. CCT7730. Changes in membrane lipids can be considered as a defense
against oxidative stress strategy. These results indicated the existence from a variety
of metabolic pathways for mesotrione degradation to Bacillus sp. Probably
metabolites induce different levels of toxicity in bacteria, and Bacillus sp. CCT7730
possibly degraded mesotrione in even harmful compounds, unlike the water line. It is
possible that these different responses are related to the home environments of each
strain, suggesting plasticity responses of Bacillus sp. for adaptation to toxic
substances in different environmental contexts.

Keywords: Catalase, Degradation, Oxidative stress, Lipid peroxidation, Hydrogen
peroxide, Metabolic pathways, Superoxide dismutase.

4.2 INTRODUGAO

Os Ultimos anos da agricultura tém sido marcados pela ampliacdo da
producdo agricola acrescido de contaminacdo ambiental com o intenso uso de
agrotoxicos (NITI et al., 2013). Cerca de 90% dos agrotdxicos aplicados em campo
nao alcancam seus alvos, pelo contrario, sao lixiviados e podem permanecem no ar,
solo e &gua, contaminando os ecossistemas (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2011).
Estima-se que 6,3% do total de emisséo volatil no ambiente deve-se ao uso intenso
de agrotéxicos (NITI et al., 2013) e 42,48% dos quimicos aplicados na agricultura
sdo herbicidas (MATTHEWS; BATEMAN; MILLER, 2014).

Herbicidas, utilizados para o controle de ervas daninhas, causam uma forte
pressdo de selecdo na microbiota do solo e da agua, alterando sua diversidade e
riqueza (BOTELHO et al., 2012; MARINOZZI et al., 2013), fundamentais para manter

o fluxo de energia e os processos biogeoquimicos naturais, como a decomposi¢cao
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da matéria organica, a ciclagem de nutrientes, fixacdo de nitrogénio e outros
elementos essenciais e até mesmo a degradacdo de xenobidticos (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2002).

Em ambientes com aplicacdo continua de herbicidas, ha relatos sobre
microrganismos com capacidade de desenvolver-se rapidamente e biotransformar
esses compostos (EL-FANTROUSSI, 2000; ELSAYED, 2014; HOU, 2014).
Herbicidas sdo formados por grupos funcionais que podem servir como fonte de
carbono, ou, apresentam grupos capazes da atuarem como doadores de elétrons
(ORTIZ-HERNANDEZ, et al., 2011), oferecendo alternativas para o tratamento de
areas contaminadas, como a biorremediacdo (SEEGER et al., 2010; HERNANDEZ
et al., 2012).

No entanto, os microganismos tolerantes e/ou degradadores expostos a
herbicidas podem apresentar diferentes respostas metabdlicas, como o aumento da
geracao de espécies reativas de oxigénio (ERO) (MARTINS et al., 2011; PETERS et
al., 2014).

As ERO, como o radical superoxido (O3), peréxido de hidrogénio (H.O,) e o
radical hidroxila (OH’), s@o gerados continuamente nas células cultivadas em
condicdes aerdbias (CABISCOL; TAMARIT; ROS, 2000). Em contato com
xenobidticos, tais como herbicidas, esses radicais podem desencadear um
desequilibrio redox intracelular com a elevacdo de ERO para niveis que excedem a
capacidade de defesa celular, caracterizando o estresse oxidativo (LUSHCHAK,
2011). Os danos oxidativos podem provocar mutacdes no DNA, inativacdo e
desnaturacao de proteinas, peroxidacéo lipidica, diminuicdo do crescimento e morte
celular (SETH; BANERJEE; CHAKRAVORTY, 2001; LIN et al., 2009).

Para minimizar os efeitos danosos resultantes da acdo dessas espécies
reativas, os organismos aerobios desenvolveram mecanismos capazes de combater
a producdo de ERO, denominado sistema antioxidante de defesa, comumente
separado em nao-enzimatico e enzimatico (SCANDALIOS, 2005).

As defesas nao-enzimaticas incluem compostos com propriedade intrinseca
antioxidante, como o B-caroteno, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH)
e acido ascorbico, NADPH e NADH, moléculas que ajudam a manter o ambiente
redutor. J& 0s mecanismos enzimaticos envolvem a acdo das enzimas superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, glutationa redutase (GR), entre
outras (SCANDALIOS, 2005).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1532045610001754
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Dentre 0s mecanismos enzimaticos de defesa desenvolvidos pelos
organismos aerobios, a SOD é responsavel pela primeira etapa de desintoxicacao
celular, atuando no processo de dismutacdo do radical superoxido (O,) e gerando
peréxido de hidrogénio (H.O;) e oxigénio (O2) (SCANDALIOS, 2005; SHEN et al.,
2014). O peroxido de hidrogénio pode se difundir no ambiente celular e causar
danos, a reducdo do H,O, é mediada pela atividade das catalases e peroxidases
(tais como alquilo hidroperoxido redutase (Ahp)), a CAT converte o H,O, em O, e
H,O (ZAMOCKY; FURTMULLER; OBINGER, 2008; IMLAY, 2013). Estas respostas
de defesa celular sdo importantes para a adaptacédo bacteriana e sobrevivéncia ao
estresse oxidativo causado por herbicidas e outros xenobiéticos (BUCKOVA et al.,
2010).

O mesotrione {2 - (4-metilsulfonil-2-nitrobenzoil) -1,3-ciclohexanodione}
pertence ao grupo das tricetonas e € o principio ativo do herbicida comercial
Callisto® (Syrgenta®). Este herbicida é utilizado no controle pré e pés-emergente de
ervas daninhas de folha larga em culturas de milho. O mecanismo de acédo dessa
substancia ocorre com a inibicdo da enzima 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase, a
HPPD, envolvida na biossintese de carotendides em plantas.

Até o momento, apenas alguns estudos relatam a biodegradacdo do
mesotrione (BATISSON et al., 2009; PILEGGI et al., 2012) e poucos foram feitos em
relacdo a geracdo de espécies reativas de oxigénio e os danos causados pelo
mesotrione e Callisto® em bactérias (OLCHANESKI et al., 2014). Os metabdlitos da
degradacdo do mesotrione por Bacillus sp. 3B6, encontrados por Batisson et al.
(2009) foram considerados de elevada toxicidade em relacdo a molécula original. No
entanto, essa linhagem degradou esse herbicida para possivelmente utiliza-lo como
fonte de carbono. J& em Pantoea ananatis CCT 7673, esta utilizacdo ndo deve ter
ocorrido, sendo que a degrada¢do do mesotrione ocorreu como uma estratégia para
evitar a inibicdo da sintese de caroteno (PILEGGI et al., 2012).

Como a aplicacdo de herbicidas sofre processos de dispersdo, e atinge
diversos ecossistemas terrestres e aquaticos, a microbiota do solo e agua podem
sofrer pressao seletiva em contato com esses xenobioéticos e gerar ERO (RELYEA,
2005; ORTIZ-HERNANDEZ, et al., 2011; BOTELHO et al., 2012; MARINOZZI et al.,
2013). A investigacdo sobre as adaptacbes e o0s sistemas de respostas de
microrganismos expostos a herbicidas e tentar correlacionar estes processos com a

diversidade biologica de microbiotas de solo e 4gua, sdo passos importantes para se
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levantar modelos de estudos em biorremediacdo como medida mitigadora nos
problemas decorrentes do uso irracional de agrotéxicos. Esse trabalho teve como
objetivo analisar o sistema de respostas adaptativas ao estresse oxidativo
decorrente da exposicdo ao herbicida Callisto® e ao seu principio ativo mesotrione,

em linhagens filogeneticamente correlacionadas provenientes de solo e agua.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Herbicidas

Para ensaios com meio de cultivo, foram utilizado o mesotrione — Fig. 3, e 0
seu produto comercial Callisto®, ambos com a concentracdo do principio ativo de
0,04 mM, correspondente a dose de aplicacdo em campo. Este ultimo € composto
por 48% de mesotrione e outros adjuvantes, dentre eles, encontram-se o 1-Octanol,
0 Poli (oxi-1-2-etanodiol) e o Alpha-isodecil-omega-hidroxi-fosfato (JOLY, 2013). O
mesotrione foi fornecido pela Syngenta Crop Protection, Greensboro, NC (USA). As
analises em CLAE (Cromatografia liquida de alta eficiéncia) e LC-MS/MS
(cromatografia liquida acoplada e espectrometria de massas) foram realizadas

utilizando o padrédo analitico da Pestanal (Sigma/Aldrich).
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Figura 3: Molécula do mesotrione

4.3.2 Isolamento de bactérias tolerantes ao mesotrione e Callisto®

Um dia antes da coleta de amostras, uma plantacdo de milho (que tinha
vérios anos de aplicacdo de herbicidas) foi pulverizada com Callisto®. Amostras de
solo dessa plantacdo de milho e amostras de agua de um acude proximo a essa
plantacdo, foram coletadas na fazenda Capdo do Cip6 (Estacdo Experimental da
Fundacdo ABC Pesquisa para Assisténcia e Divulgacdo Técnica Agropecuaria - S-
24°51°28”.7 0-49°55’57.7), Castro, Parana, Brasil. Essas amostras foram diluidas
em série com solucdo fisiolégica (NaCl 0,9%) e incubadas a 30 °C em Luria Broth

(LB - composicdo em g L™ 10g de triptona, 59 de extrato de levedura e 10g de
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NaCl) com &gar (LB com agar). Os isolados foram avaliados em placa nos seguintes
meios: meio mineral com mesotrione, MMM, com 0,04 mM de mesotrione (composto
por 10 mM de tampao fosfato de potassio, pH 7,0, e os seguintes elementos, em g L
13 g NaNOg3; 0,59 MgSOy; 0,59 KCI; 0,01g FeSO4; 0,04g CaCl,; 0,001g MnSO4 e
20g de glucose) e meio mineral com Callisto®, MMC, com dose equivalente a 0,04
mM de mesotrione). As linhagens que apresentaram uma alta capacidade de
tolerancia em MMM e MMC foram selecionadas para andlises de degradacdo em
CLAE.

4.3.3 Condigoes de cultura para analises enzimaticas e de degradacgao

Os isolados com alta tolerancia ao mesotrione (item 4.3.2) foram crescidos
em 1800 mL de LB em shaker a 30 °C e 120 rpm. ApGs 24h de incubacéo, as células
foram centrifugadas a 10.000 g em 4 °C por 5 min e lavadas duas vezes com
solucdo tampao de fosfato - PBS (composto em g L™ por: 8,00g NaCl; 0,20 g KCI;
1,44 g Na;HPO, e 0,24 g KH,PO,). Assim, o precipitado foi ressuspendido em 9 mL
de MM e dividido entre os tratamentos em triplicata: MM, MMM e MMC, sendo

submetidos nas mesmas condicfes de incubacgéo descritas nesta secéo.

4.3.4 Caracterizagao da degradacao do mesotrione

Nos periodos de 0 h, 3 h e 14 h, aliquotas do tratamento MMM foram
coletadas e centrifugadas a 13.000 g durante 5 min. O sobrenadante foi retirado e
fitrado em membranas de 0,22 um de porosidade, para posteriores analises de
degradacédo do mesotrione em CLAE.

Utilizou-se a coluna Nucleodur C18 Gravity, com diametro interno de 4,6 mm
X 150 mm de comprimento e 5 um de tamanho de particula em CLAE (Waters
Alliance e2695) com detector de arranjo foto-diodo (DAD) no comprimento de onda
de 254 nm.

A condicdo de corrida foi realizada conforme Olchanheski et al. (2014), a
partir da injecdo de 50 pL de amostra a um fluxo de 1 mL/min e temperatura de
20°C. A corrida iniciou-se com 70% de agua acidificada contendo 0.1% acido férmico
(A) e 30% de acetonitrila (B), passando para 30% B em 3 min.; 55% B em 15 min.;
100% B em 17 min.; mantendo-se em 100% B em 18 min.; retornando a 30% B em
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19 min e permanecendo a 30% B em 29 min, para condicionar a coluna para nova
injecao.

Os dados cromatograficos foram determinados plotando as absorbancias
obtidas para as amostras analisadas na equacdo de reta y= 3% * x + 110496,
método validado por Olchanheski (2014) para o herbicida mesotrione, que apresenta
coeficientes de variacdo menores que 5% e exatidao entre 90 e 110% para as
replicatas das amostras, sendo os limites de deteccdo e quantificacao

respectivamente igual a 9,825 uM e 0,3 pM.

4.3.5 Identificagcao dos metabdlitos da degradagdao do mesotrione

Para analises dos metabdlitos da degradacdo do mesotrione por CL-EM/EM,
utilizou-se o Esquire 6000 (ESI-lon Trap MS" System). A condigcdo cromatogréafica de
corrida foi realizada com &cido formico 0,1% (A) e acetonitrila (B), seguindo o
gradiente: 0 min — 5%(B); 5 min — 5%(B); 18 min — 26,5%(B), 25min — 65%(B), 25,1
min. — 95%(B); 29 min — 95%(B); 29,1 min — 5%(B); 44 min — 5%(B).

Os extratos das amostras foram tratados com acido férmico e passados
através de um cartucho de extracdo em fase sdlida (SPE) HLB da Waters,
previamente condicionado. A fragmentacdo das moléculas ocorreu por meio de um
feixe de “electrospray” (fonte ESI), conforme as seguintes condi¢cbes do
espectrometro de massas: modo de varredura de 50 a 400 m/z, nebulizador 30 psi,
gas 6 L/min. e temperatura da fonte a 300 °C. Os parametros de configuracbes
utilizados para deteccédo dos ions moleculares foram 338 m/z (modo negativo) e 340

m/z (modo positivo).

4.3.6 Extragao de proteinas

Proteinas dos isolados selecionados para estudo foram extraidas no periodo
de crescimento compativel ao inicio e ao final da degradacédo do mesotrione.

Assim, as culturas crescidas (secéo 4.3.3) apos o tempo de incubacéo de 3 e
14h, foram centrifugadas a 8.000 g durante 15 min. O precipitado foi macerado com
nitrogénio liquido e homogeneizado na proporgédo 1:10 m/v com tampé&o de fosfato
de potassio 100 mM, pH 7,5 (em g L™: 14,520 K,HPO,; 2,260 KH,PO4; 0,372 EDTA;
0,462 DL- dithiothreitol e 5% (w/w) polivinil polipirrolidone-PVPP (10:1 volume do
tampao:peso da amostra) (GOMES-JUNIOR et al., 2007). As amostras foram
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mantidas a 4°C e centrifugadas a 10.000 g por 30 min., e o sobrenadante
armazenado a -80°C. A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de

Bradford (1976), utilizando BSA (“bovine serum albumin”) como padrao.

4.3.7 Peroxidagao Lipidica

A peroxidacéo lipidica foi determinada em espectrofotémetro a 535 e 600 nm
por meio da quantificacdo da producdo de malondialdeido (MDA), um metabdlito
reativo ao acido 2-tiobarbitirico (método adaptado de Heath e Packer, 1968). Assim,
250 pL de amostra (100mg de extrato proteico homogeneizadas com 1 mL de TCA
0,1% e centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4°C), juntamente com 200 pyL de
tampéo fosfato de potassio (pH7,5) e 1 mL de TCA 20% + TBA 0,1% foram mantidas
por 30 min em banho-maria a 97°C. Poster

Posteriormente, as amostras permaneceram por 10 min em gelo antes de
serem centrifugadas a 10.000 g por 10 min e, o sobrenadante ser lido em

espectrofotometro.

4.3.8 Peroxido de hidrogénio

O peroxido de hidrogénio foi quantificado em espectrofotobmetro a 390 nm por
meio da liberacdo de iodo, proveniente da reacdo com 200 puL de amostra (100 mg
de extrato proteico (secdo 4.3.6) homogeneizadas com 1 mL de TCA 0,1% e
centrifugadas a 10.000 g por 15 min a 4°C), 200 pyL de tampé&o fosfato de potassio
(pH 7,5) e 800 pL de lodeto de potassio 1M, mantida por 1 h em gelo, na auséncia

de luz.

4.3.9 Atividade de SOD em PAGE nao desnaturante

Para verificar o perfil da atividade SOD e as isoformas SOD, realizou-se a
corrida em eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE néo-desnaturante a 12%),
por meio de 20 ug de extrato proteico (se¢édo 4.3.6) de cada tratamento dos horérios
3 h e 14 h. Durante a corrida a 4°C, uma corrente constante de 15 mA gel™ foi
aplicada durante 3 horas. Ao final da corrida, os géis foram lavados com agua
deionizada e incubados no escuro, na temperatura ambiente, em uma mistura de
reacdo contendo 50 mM de tampéao fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05
mM riboflavina, 0,1 mM nitroazul tetrazélio (NBT) e 0,3% TEMED. Ao final de 30 min,
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a mistura de reacdo foi descartada, os géis lavados com agua deionizada e
colocados sob iluminagéo até o aparecimento de bandas (CIA et al., 2012).

4.3.10 Determinagao das isoenzimas de SOD

As isoformas SOD foram avaliadas a partir de PAGE nao desnaturante (12%).
Antes da coloracdo, o gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira foi
mantida em uma solucao de tampéao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8; a segunda
foi colocada em 100 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM contendo KCN 2 mM
e EDTA 1 mM; a terceira parte foi imersa em 100 mL de tampéao fosfato de potassio
100 mM com 5 mM de H,O, e EDTA 1 mM. Esses procedimentos foram realizados
na auséncia de luz.

As isoformas foram classificadas como Mn-SOD, se resistente a ambos
inibidores (KCN e H,0,); Fe-SOD se resistente ao KCN e inibida por H,O, e Cu/Zn-
SOD se inibida por ambos inibidores, conforme Azevedo et al., 1998.

4.3.11 Atividade da Catalase

A atividade CAT foi avaliada durante 1 min em espectrofotometro a 240 nm
por meio da decomposicao de H,0O,, a qual foi iniciada com 25 uL de extrato proteico
(secdo 4.3.6). A solucdo para decomposicao de H,O, foi composta por 1 mL de
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 2,5 pL de solucdo de peroxido de
hidrogénio 25% (Kraus et al., 1995).

4.3.12 Amplificagao e sequenciamento do gene 16S rRNA

As amostras foram inoculadas em meio liquido LB e incubadas a 30°C graus,
sob agitacdo de 120 rpm até a fase exponencial de crescimento. O cultivo foi
utilizado para extracdo do DNA total, segundo metodologia descrita por Menna et al.
(2006).

O DNA de cada estirpe foi utilizado para amplificacdo do gene 16S rRNA,
utilizando os iniciadores universais fD1 e rD1 (Weisburg et al., 1991). A reacao
consistiu em um ciclo inicial de desnaturacédo a 95°C por 2 minutos; 30 ciclos de
desnaturacao a 94°C por 15 segundos, 93°C por 45 segundos, anelamento a 55°C
por 45 segundos e extensdo a 72°C por 2 minutos; um ciclo final de extenséao por 5

minutos. Os produtos de PCR foram purificados, utilizando o kit MinElute®.
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Para a obtencdo da sequencia do gene 16S rRNA, 4 reacdes de PCR foram
realizadas utilizando os iniciadores Y1 (5 — AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3)), Y2
(5- CCCACTGCTGCCTCCCGTAGGAGT - 3", 362f (5-
CTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGG - 3) e 786f (5-
CGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGG - 3) (Menna et al.,, 2006). Cada reacédo
consistiu de 80ng do produto de PCR, 1,3 uL de BiyDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing kit (Applied Biosystems), 2,5 yL de tampéao (Applied Biosystems), para
um volume final de 20 yL. O mesmo programa foi utilizado para todos os iniciadores,
consistindo de ciclo inicial de desnaturacdo a 96 °C por 1 minuto; 35 ciclos de
desnaturacao a 96 °C por 15 segundos, anelamento a 50 °C por 15 segundos e 60
°C por 4 minutos.

Apos amplificacdo, as amostras foram manualmente purificadas, segundo
metodologia descrita por Menna et al. (2006). As amostras foram resuspendidas em
10 pyL de formamida, deshaturadas a 95°C por 5 minutos e submetida a
sequenciamento em um ABI 3500xI Genetic Analyser (Applied Biosystems).

Sequencias parciais do gene 16S rRNA, de alta qualidade, para cada estirpe
foram geradas e analisadas utilizando os programas Phred (Ewing et al., 1998a),
Phrad (Ewing et al., 1998b) e Consed (Gordon et al., 1998). As sequencias foram
depositadas no banco de dados Genebank do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

4.3.13 Curva de crescimento bacteriano

As linhagens selecionadas foram crescidas em LB a 30°C durante 12 h. As
células foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min a 4°C e o precipitado foi lavado duas
vezes com tampao PBS e inoculadas nos tratamentos em triplicatas: MM (controle),
MMM e MMC. Inéculos foram padronizados para iniciar em densidade 6tica (DO) de
0,05 de absorbancia (abs). O crescimento bacteriano foi monitorado em
espectrofotdbmetro a 600 nm. Para manter a acuracia das leituras, o material foi
diluido sempre que a DO ultrapassasse valores de 0,6 de abs. Os valores obtidos

foram multiplicados pelos fatores de diluicdo correspondentes.

4.3.14 Viabilidade celular

As bactérias em suspensao (sessao 4.3.13) foram diluidas em solucédo salina

0,9% e homogeneizadas. A diluicdo foi de 10° em todos os tratamentos em 3 h e



41

10™° para MM e MMM em 14 h. O tratamento MMC foi diluido em 10* e 10® no
periodo de 14 h. Apés a diluicdo, aliquotas de 100 pL foram plaqueadas em triplicata
em LA e incubadas a 30°C por 24 h, realizando-se a contagem das unidades

formadoras de coldnias (UFC).

4.3.15 Modificagoes de lipidios de membrana celular

O material, obtido conforme a sec¢éo 4.3.3, foi centrifugado por 5 min a 10.000
g a4 °C e, o precipitado foi congelado a -80 °C. As amostras foram liofilizadas por 15
h e apds esse periodo, foi acrescentado 4 mL de hexano e mantidas por 48 h sob
agitacdo em 60 rpm. A cada 24 horas, retirou-se o0 sobrenadante e extraiu-se o
extrato lipidico por meio da evaporagdo do hexano. Acrecentou-se 4 mL de hexano
nas amostras e deixou-se sob agitacdo por mais 24 h para obter-se o extrato lipidico
total. Ao final de cada 24 h o hexano foi evaporado e o extrato lipidico retirado. Os
lipidios de membrana foram analisados em infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR), nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™, utilizando 100 mg de
brometo de potassio (KBr) e 1 mg de extrato lipidico para montagem da pastilha, a
ser inserida no equipamento.

Os resultados das analises de lipidios foram submetidos a andlise
multivariada de componentes principais (PCA), utilizando 1 milhdo de variaveis no
programa Pirouette v. 4.0 (Infometrix, Bothell, WA, EUA), para separar os dados de

acordo com o grau de similaridade.

4.3.16 Analise estatistica

Andlises estatisticas foram realizadas por meio do software R verséo 3.0.1,
seguindo o método de Duncan para comparar as variaveis entre os tratamentos no
mesmo horario (representados por letras mindsculas) e entre horarios em um
mesmo tratamento (representados por letras mailsculas) nos ensaios de curva de
crescimento, viabilidade celular, quantificacdo de peroxido de hidrogénio, MDA e
atividade CAT. As estatisticas foram realizadas com trés repeticbes de cada
tratamento totalmente aleatdrias e o critério de significancia utilizado foi p >= 0,05.

Letras diferentes entre tratamentos no mesmo horario ou entre horérios em
um mesmo tratamento indicam que houve diferencas significativas, sendo o grau de

representatividade de uma amostra classificado conforme A/a>B/b>C/c. Uma
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amostra com a letra AB (ab) (ou AC (ac) ou BC (bc)) significa que esta ndo é

diferente entre o tratamento que apresenta letra A nem da que contém a letra B.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Caracterizagdo de linhagens tolerantes ao Callisto® e ao principio ativo

Os herbicidas aplicados na agricultura causam uma forte pressao seletiva na
microbiota tanto do solo, quanto das aguas proximas a area de aplicacdo, uma vez
que, esses quimicos podem sofrer processos como lixiviagdo e sorgcdo, e assim
contaminar aguas superficiais e subterraneas (RELYEA, 2005; ORTIZ-HERNANDEZ
et al., 2011). Deste modo, bactérias presentes em acudes podem sofrer uma
pressdo seletiva, ocasionada por herbicidas, semelhante a bactérias presentes no
solo, apesar de estarem em ambientes diferentes.

Foi a partir desses dois ambientes, solo e agua (acude), submetidos ao
mesmo agente seletivo (herbicida Callisto®), que foram isoladas 250 bactérias (160
de agua e 90 de solo), sendo que deste total, 106 isolados de agua e 50 isolados de
solo apresentaram tolerancia ao herbicida Callisto® e seu principio ativo mesotrione.

Dentre essas bactérias, duas linhagens identificadas pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA como linhagens de Bacillus sp., uma isolada de agua (Bacillus sp.
CCT7729) e outra isolada de solo (Bacillus sp. CCT7730) foram selecionadas por
apresentarem uma maior capacidade de tolerAncia ao mesotrione e Callisto® e

serem do género bacteriano.

4.4.2 Estratégia de tolerancia das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus
sp. CCT7730 ao Callisto® e ao principio ativo

Microrganismos expostos a estresses ambientais como, por exemplo, em
condicdbes com limitagdo de nutrientes ou na presengca de xenobioticos,
exigem alteracbes rapidas nos processos celulares para adaptar-se e garantir a
sobrevivéncia. Uma dessas téticas para inducéo de tolerancia € a capacidade de
crescer e multiplicar-se com maior ou menor intensidade (SCHIMEL et al., 2007,
TIRONI et al., 2009).
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Essa estratégia foi observada nas linhagens deste estudo por meio de curvas
de crescimento bacteriano (Fig. 4). Considerando os tratamentos em meio mineral
(utilizados neste estudo para todos os ensaios de estresse oxidativo e degradacao)
verificou-se que as duas linhagens, no periodo de 3 h, encontram-se no inicio da
adaptacdo metabdlica as condicdes do meio de cultura (fase lag), enquanto que, em
14 h encontram-se no meio do periodo de divisdo celular e crescimento logaritmo
(fase log). Por esse motivo, os tempos 3 h e 14 h foram considerados para analises
do comportamento de Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 em contato com

0 mesotrione e Callisto®.
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Figura 4: Curva de crescimento das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730. (A)
Curva de crescimento de Bacillus sp. CCT7729 em meio mineral; (B) curva de crescimento de
Bacillus sp. CCT7730 em meio mineral; (C) curva de crescimento de Bacillus sp. CCT7729 em luria
broth; (D) curva de crescimento de Bacillus sp. CCT7730 em luria broth. As siglas MM, MMM, MMC,
indicam respectivamente, os tratamentos meio mineral, meio mineral com mesotrione e meio mineral
com Callisto®, enquanto que LB, LBM, LBC indicam os tratamentos em luria broth, luria broth com
mesotrione e luria broth com Callisto®.
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Analisando-se as curvas de crescimento bacteriano (Fig. 4), verificou-se que
as duas linhagens apresentaram uma inibicdo no tratamento MMC, provavelmente
devido a maior toxicidade do Callisto®. Este herbicida é composto por 48% de
mesotrione e outros adjuvantes como o poli (oxi-1-2-etanodiol), 1-Octanol e alpha-
isodecil-omega-hidroxi-fosfato que aumentam a estabilidade e potencializam seu
efeito (JOLY et al.,, 2013). Esses adjuvantes podem ter efeitos diretos sobre
bactérias e fungos, afetar a solubilidade e sorcdo no solo e, consequentemente, a
biodisponibilidade na degradacdo do agrotoxico por microrganismos (CROUZET et
al., 2010).

O Callisto® inibiu a colonizacdo de algumas comunidades microbianas
fototréficas (JOLY et al, 2013), e causou impactos negativos sobre as
concentracbes de clorofila do solo, estrutura genética e diversidade de
cianobactérias (CROUZET et al., 2013). A toxicidade de Callisto® também foi
observada em P. ananatis CCT 7673 que ndo conseguiu crescer em altas
concentracbes do herbicida (acima de 100 x a dose de campo) (PILEGGI et al.,
2012).

Ao comparar a densidade O6tica nas curvas de crescimento na condi¢do de
cultivo em meio mineral, entre as duas linhagens deste estudo, observou-se que
Bacillus sp. CCT7730 apresentou uma densidade o6tica menor. Entretanto, essa
diferenca ndo existiu nas curvas de crescimento em LB entre Bacillus sp. CCT7729
e CCT7730. Neste caso, nota-se a influéncia dos nutrientes no cultivo de bactérias
isoladas de ambientes diferentes.

Uma estratégia utilizada por microrganismos para favorecer o crescimento
conforme a disponibilidade de nutrientes é a habilidade de serem especialistas ou
generalistas. Quando o0 meio ambiente esta em constante mudanca e a
disponibilidade de elementos é variavel, a abordagem generalista € mais vantajosa,
em condicbes homegéneas a abordagem especialista aumenta a chance de
crescimento e sobrevivéncia (TAMAMES et al.,, 2010; LENNON et al., 2012;
MERCHANT; HELMANN, 2012). Deste modo, linhagens generalistas tendem a se
adaptar mais facilmente em outros ambientes que linhagens especialistas.

Essa tatica evolutiva pode ter influenciado as taxas de crescimento mostradas
na Fig. 4, na qual, a linhagem Bacillus sp. CCT7730 apresentou uma densidade
otica menor que Bacillus sp. CCT7729 em meio mineral. Provavelmente a bactéria
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de agua € generalista e a de solo € especialista, uma vez que Bacillus sp. CCT7730

apresentou uma taxa de crescimento maior apenas em meio rico - LB (Fig. 4).

4.4.3 Toxicidade causada pelos xenobidticos

Muitas vezes, bactérias podem apresentar seu crescimento limitado em meio
de cultivo liquido e o estado celular pode n&o ser identificado (STRAUBER;
SUSANN, 2010). Andlises de viabilidade celular mostram a quantidade de células
viaveis presentes em um determinado momento, células que mantém as condi¢cdes
bioldgicas essenciais para o crescimento e divisao celular.

Comparando os dados das curvas de crescimento bacteriano (realizados por
espectrofotometria — Fig. 4) e células viaveis (Fig. 5), observou-se que em 14 h, a
viabilidade celular das duas estirpes de Bacillus sp. diminuiu nos tratamentos MMM
e principalmente em MMC.
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Figura 5: Viabilidade celular das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 ap6és 3 h e
14 h de exposigéo nos tratamentos MM, MMM e MMC.

Essa diminuicdo de células viaveis nos tratamentos MMC pode estar
relacionada & maior toxicidade do Callisto® devido & presenca dos adjuvantes. Ja,
em MMM o namero de células viadveis pode ter sido menor porque esses isolados
convivem com o herbicida no meio de cultivo por um longo periodo e, principalmente
apos as 14 h (meio da fase log), ha a influéncia de diversos agentes causadores de
estresse que interferem na sobrevivéncia das células, dente eles encontra-se: (i) a
presenca do préoprio herbicida; (ii) possivelmente diferentes metabdlitos celulares e
até mesmo metabdlitos da degradacédo do mesotrione; e, (iii) pode estar ocorrendo o

inicio da deficiéncia de recursos nutricionais presentes no meio mineral.
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Esses resultados sao diferentes dos encontrados por Olchanheski et al.
(2014) com a linhagem degradadora do mesotrione, Escherichia coli DH5-a, que
teve a viabilidade afetada antes de ocorrer a degradacdo deste herbicida. Esta
linhagem degradou completamente o mesotrione em apenas 3 horas, justificando a
diminuicdo da viabilidade celular antes da degradacéo provavelmente devido a essa
rapida metabolizacdo do herbicida, e consequentemente (sem a presenca deste
agente estressante no meio) a utilizacdo dos recursos do meio de cultura como o
suporte nutricional nas fases posteriores de crescimento.

Portanto, contatou-se neste estudo que o mesotrione e principalmente o
Callisto® s&o téxicos e, prejudicam a adaptabilidade das células bacterianas das
duas linhagens Bacillus sp. CCT7729 e CCT7730 em regular as vias metabdlicas
para obtencdo de energia e manutencéo das funcdes bioldgicas necessarias para o

crescimento celular.

4.4.4 Produgao de peréxido de hidrogénio e danos celulares induzidos pelo
Callisto® e seu principio ativo

Bactérias do género Bacillus sp. tém sido relatadas por tolerar altos indices de
estresse oxidativo ocasionados por efeito direto de xenobidticos e/ou por
intermediarios gerados durante a biodegradacao (ZHANG, 2012, LIU et al., 2009).

Uma consequéncia do estresse oxidativo € o aumento nos niveis de H,O; e
outros radicais livres frequentemente encontrados em organismos expostos a
contaminantes ambientais e principalmente em espécies com rotas de degradacao,
pois estas geralmente envolvem reacdes de oxigenacao intermediadas por enzimas
oxidativas, que durante os processos de oxi-reducdo de xenobi6ticos geram ERO
(NARHI; FULCO, 1986; BERNHARDT, 2006; COLAS et al., 2012; MISHRA; IMLAY,
2012; IMLAY , 2013; ORTIZ-HERNANDEZ, 2013).

Os radicais livres e as ERO, assim como o H,O,, reagem com os acidos
graxos insaturados na membrana celular, provocando danos e liberando produtos
toxicos como aldeidos. Um indicador da peroxidacdo lipidica em estudos que
envolvem estresse oxidativo € o MDA (malondialdeido) (RIO, STEWART,
PELLEGRINI, 2005; ISIK et al., 2007; ZHANG et al.,, 2012). Isik et al. (2009)
verificaram em Streptomyces sp. M3004, que o aumento dos niveis de MDA esta

relacionado ao cultivo dessa bactéria na presenca de H,O, e do herbicida paraquat.
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Uma relacao direta entre taxas de H,O, e os niveis de MDA podem indicar o0s
danos celulares provenientes do estresse oxidativo causados por H,0, (ISIK et al.,
2007). A quantificacdo de H,O, e as taxas de MDA para as duas linhagens deste
estudo sdo apresentadas, respectivamente, nas Fig. 6 e 7.
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Figura 6: Quantificacdo de perdxido de hidrogénio das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp.

CCT7730 apos 3 h e 14 h de exposicao nos tratamentos MM, MMM e MMC.
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Figura 7: Taxas de malondialdeido (MDA) das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp.
CCT7730 apds 3 h e 14 h de exposi¢ao nos tratamentos MM, MMM e MMC.

Ao comparar as taxas de H,O, (Fig. 6) e os niveis de MDA (Fig. 7), uma
relagcdo direta é estabelecida nos tratamentos MMM e MMC para a linhagem Bacillus
sp. CCT7729 e em MMM para a linhagem Bacillus sp. CCT7730 e, deste modo, 0s
danos de membrana celular nessas linhagens podem ter sido causados devido a
espécie reativa H,0,.

O peroxido de hidrogénio ndo é a unica ERO responséavel pela peroxidacéo
lipidica em membranas, o radical superdoxido e principalmente a hidroxila podem
causar um dano celular maior e mais rapido (HALLIWELL; CHIRICO, 1993). Deste

modo, possivelmente os tratamentos que nado apresentaram uma relacdo direta
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entre H,O, e MDA (MM em Bacillus sp. CCT7729; MM e MMC em Bacillus sp.
CCT7730), radicais como o superoxido, hidroxila, dentre outros, podem ter
influenciado as taxas de MDA apresentadas. No entanto, mudancgas na composi¢ao
lipidica de bactérias podem alterar as taxas de MDA, uma vez que este aldeido &
produzido por meio de rea¢fes com ERO e &cidos graxos insaturados na membrana
celular, e deste modo, uma maior instauracdo nos lipidios de membrana, pode
elevar as taxas de MDA e, uma saturacdo causa uma diminuicdo nos niveis de
MDA.

Ainda, a partir dos dados de MDA e H,O,, observou-se que tanto o
mesotrione, quanto o Callisto®, em 3 h, induziram a elevacéo de H,O, (Fig. 6) nas
duas linhagens deste estudo. No entanto, o Callisto® provavelmente gerou um
estresse maior que o mesotrione devido a sua toxicidade gerada pelos efeitos
sinérgicos dos adjuvantes.

Uma diminuicdo dos niveis de peroxidacdo lipidica foram observados no
trabalho de Martins et al. (2011), na qual duas linhagens filogeneticamente
relacionadas, Enterobacter asburiae SD1 e Enterobacter amnigenus KD, apds o
tratamento com 34 mM s-metolacloro e 62 mM de acetocloro, indicando que ambas
as bactérias foram capazes de adaptar-se a um aumento na producao de ROS.

Além disso, Bacillus sp. CCT7730 possivelmente sofre mais danos com ERO,
guando exposta aos herbicidas, que Bacillus sp. CCT7729, uma vez que, em 14 h,
esta linhagem ainda apresenta uma concentracdo de H,O, maior em MMC e MMM
comparado ao tratamento controle e, as taxas de MDA s&o maiores neste periodo.
J4, Bacillus sp. CCT7729 pode tolerar mais os efeitos dos herbicidas e seus
metabdlitos, pois em 14 h, ndo houve diferenca de H,O, entre os tratamentos MM e
MMC e, no tratamento com mesotrione, essa linhagem apresentou uma quantidade
menor de H,O, que no controle. Além disso, Bacillus sp. CCT7729 teve taxas
menores de MDA em 14 h, indicando menos danos decorrentes de peroxidacéo

lipidica.

4.4.5 Resposta adaptativa ao mesotrione

Uma das respostas adaptativas a herbicidas encontradas por alguns

microrganismos tolerantes é a capacidade de metabolizar esses xenobioticos,
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mecanismo impulsionado por necessidade de obtencdo de energia, desintoxicagao
celular ou por processos de co-metabolismo (ORTIZ-HERNANDEZ et al., 2013).

Neste estudo, a degradacdo do mesotrione foi exibida pelas duas linhagens
Bacillus sp. e pode ser considerada uma adaptacdo metabdlica a este xenobiotico
(Tab. 1).

Tabela 1: Quantificagdo das concentragfes de mesotrione por CLAE a partir da degradagdo pelas
linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 nos periodos de 3 h e 14 h.

Linhagem  Horario Area Concentracdo Exatiddo Degradacao

(mM) (%) (%)

0h 1312715 0,036 99,2
Bacillussp. 3h 657268 0,016 90,6 50,3
CCT7729 14 h 227848 0,003 51,2 90,6
Bacillussp. 3h 842190 0,022 94,5 37,5
CCT7730 14h 309005 0,006 66,3 84,8

Apesar de serem identificadas como sendo do mesmo género, pela
metodologia de sequenciamento do gene 16S rRNA, essas linhagens apresentaram
uma capacidade metabdlica de degradacao diferenciada. A linhagem Bacillus sp.
CCT7729 conseguiu metabolizar o mesotrione com maior eficiéncia que Bacillus sp.
CCT7730.

No entanto, a concentragcdo de mesotrione encontrada para essas duas
linhagens a partir de 14 h, ficaram abaixo do limite de quantificacdo (9,825 uM),
determinado para o0 método cromatografico empregado (Olchanheski, 2014), nos
permitindo inferir que apesar de determinar a qualificacdo de mesotrione na amostra,
sua quantificacdo ndo pode ser feita com precisdo e exatidao.

Bactérias do género Bacillus sp., tém se destacado pela alta atividade na
degradacdo de diferentes herbicidas utilizando-os como fonte de carbono e/ou
nitrogénio promovendo a mineralizagdo desses compostos e caracterizando-se
candidatos potenciais no processo de biorremediacdo de locais contaminados (CAl
etal., 2013; Zhang et al., 2014, Wang et al., 2014 ).

A degradacdo do herbicida mesotrione foi relatada apenas por algumas
linhagens, como Escherichia coli DH5-a, P. ananatis CCT 7673 e Bacillus sp. 3B6,
capazes de metabolizar totalmente o herbicida, respectivamente, apds 3, 18 e 25
horas de contato ao xenobiético (DURAND et al., 2006; PILEGGI et al., 2012;
OLCHANHESKI et al.,, 2014). Ao contrario destas estirpes, as linhagens deste
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estudo nédo foram capazes de metabolizar a concentracdo total de mesotrione
presente em meio de cultura (Tab. 1).

Estudos demostram que a adicdo de elementos organicos e nutrientes no
cultivo de bactérias degradadoras pode afetar a taxa de biodegradacdo de
agrotoxicos (MOHAMED et al., 2011; TAO, YANG, 2011). Isso porque, no ambiente,
0 processo de degradacdo pode ocorrer para desintoxicagdo celular ou por
necessidade de obtencdo de energia, e como as concentracdes desses xenobidticos
variam muito ao longo do tempo, a matéria organica dissolvida fornece a mais
importante fonte de carbono e energia para as bactérias heterotréficas.

Assim, se alterasse a composicdo do meio de cultivo para as analises da
degradacdo neste estudo, como por exemplo, diminuindo a quantidade de glucose
no meio mineral (caso as bactérias deste estudo utilizassem o mesotrione como
fonte de carbono alternativa), possivelmente teria-se um aumento na porcentagem

de degradacéao do mesotrione.

4.4.6 Metabdlitos da degradacao do mesotrione por Bacillus sp. CCT7729 e
Bacillus sp. CCT7730

Até o momento, ndo foram encontrados genes especificos envolvidos na
metabolizacdo do mesotrione por bactérias (DURAND et al., 2006; PILEGGI et al.,
2012). No entanto, os produtos da degradacdo do mesotrione de duas linhagens ja
foram identificados.

Batisson et al. (2009) trabalhando com Bacillus sp. 3B6, identificaram as
moléculas AMBA (&cido 2-amino-4-metil sulfonil benzéico) e MNBA (acido 4- metil
sulfonil-2-nitrobenzéico), metabdlitos considerados de maior toxicidade que a
molécula original do mesotrione (MITCHELL et al.,, 2001; Bonnet et al., 2008;
Crouzet et al., 2010). J4, Pileggi et al. (2012) apresentaram subprodutos diferentes
de AMBA e MNBA por meio da degradacao por P. ananatis CCT 7673.

Apesar disso, 0s principais produtos de degradacdo do mesotrione
encontrados em solos foram as moléculas de MNBA e AMBA (Alferness e Wiebe,
2002, Bonnet et al., 2008 e Batisson et al., 2009).

Neste estudo, por meio de ensaios de CL-EM/EM foram registrados espectros

cujas massas/cargas sao diferentes para as duas linhagens de Bacillus sp. (Fig. 8),



51

isso sugere novas rotas metabdlicas com metabolitos diferentes daqueles
apresentados por Durand et al. (2006) e Pileggi et al. (2012).
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Figura 8: Plotagem de espectros de massas encontrados a partir de ensaios CL-EM/EM de amostras
retiradas apés 24 h de crescimento das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 em
MMM, para verificar os metabdlitos da degradacdo do mesotrione. Os picos marcados com circulos

representam picos de massas/cargas da degradacéo de Bacillus sp. CCT7730, enquanto que 0s
picos sem marcacao representam os produtos da degradacéo de Bacillus sp. CCT7729.

A molécula do mesotrione (Fig. 3) é considerada toxica devido ao forte
potencial elétrico causado pelos grupos nitro e metilsulfonil nas posicbes 2 e 4 do
benzoilo (MITCHELL et al., 2000) e, por ser mais estavel em agua e mais resistente
a fotélise que o sulcotriona, outro herbicida tricetona (Chaabane et al., 2007). Os
grupos nitro e metilsulfonil que produzem um forte efeito na remocao de elétrons
(MITCHELL et al., 2001) sdo os provaveis responsaveis pelo estresse oxidativo
observado em P. ananatis CCT 7673, antes desta linhagem metabolizar o
mesotrione, uma vez que, os metabdlitos da sua degradacao foram considerados
menos téxicos que a molécula original, e apresentam 0s grupos nitro e metilsulfonil
removidos ou modificados (PILEGGI et al., 2012). J&, os metabdlitos do mesotrione
identificados a partir da degradacédo de Bacillus sp. 3B6, as moléculas de AMBA e
MNBA, consideradas mais tdxicas que 0 mesotrione, ainda apresentam esses
grupos (BATISSON et al., 2009).

Neste trabalho, foram propostos metabdlitos da degradacdo do mesotrione
para Bacillus sp. CCT7730 (Fig. 9) sem o grupo funcional nitro.
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Figura 9: Espectros de massa utilizados para propor a estrutura molecular mais estavel de
metabdlitos da degradacdo do mesotrione de Bacillus sp. CCT7730. (A) Os metabdlitos da
degradacdo do mesotrione por Bacillus sp. CCT7730 apresentam massa/carga de 294 e 191. (B)
Espectros MS2 com a confirmacao dos metabdlitos da degradacao.

No entanto, apesar de ndo apresentar o grupo nitro, sugere-se que Bacillus
sp. CCT7730 ainda degrade este herbicida em metabdlitos mais toxicos que a
prépria molécula do mesotrione gerando maiores danos oxidativos nesta linhagem,
uma vez que, os metabodlitos possuem regibes bastante eletronegativas e esta
linhagem apresentou taxas de MDA maiores em 14 h (periodo em que se tem maior
concentracdo de metabdlitos de degradacéo — Fig. 7), teve sua viabilidade diminuida
(Fig. 5) e a quantidade H,O, (Fig. 6) foi indiferente ao controle neste tempo. Ao
contrario de Bacillus sp. CCT7729 que apesar de apresentar a viabilidade diminuida
(Fig. 5), teve taxas de H,O, menores em MMM do que nos tratamentos MM e MMC
(Fig. 6) e exibiu niveis menores de MDA em 14 h (Fig. 7). Deste modo, propde-se
que Bacillus sp. CCT7729 degrade o mesotrione em metabdlitos menos nocivos, ao
contrario de Bacillus sp. CCT7730.

Assim, os resultados deste trabalho indicam uma maior diversidade de vias

metabdlicas de Bacillus sp. para degradacao do mesotrione.
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4.4.7 Atividade de enzimas antioxidativas
447.1 SOD

Bactérias degradadoras de poluentes podem enfrentar o estresse oxidativo,
tanto decorrentes do efeito direto de poluentes, quanto de intermediarios gerados
durante os processos de biodegradacdo (PARK et al., 2004). Para manter o
ambiente celular estavel e evitar danos de estresse oxidativo, h4 um aumento da
atividade das enzimas do sistema antioxidante de defesa (LIN et al., 2009; MISHRA,
IMLAY, 2012; MA et al., 2013).

Dentre as enzimas, a SOD é considerada a primeira linha de defesa contra
ERO (Scandalios et al., 2005). Pertencente a uma familia com quatro tipos de
metaloenzimas dependentes de um cofator de metal, incluindo Cu/Zn-SOD, Mn-
SOD, Fe-SOD e Ni-SOD, as SOD séo capazes de desintoxicar radicais de oxigénio
por conversao do radical O, em H,O; e O,.

A atividade de SOD, determinada por meio de PAGE, revelou respostas
diferentes entre as bactérias deste estudo (Fig. 10).

3h 14h 3h 14h 3h 14h 3h 14h 3h 14h 3h 14h

MM MMM MMC MM MMM | MMC
Bacillus sp. CCT 7729 Bacillus sp. CCT 7730

Figura 10: SOD-PAGE de Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 apés 3 h e 14 h de
exposi¢do nos tratamentos MM, MMM e MMC.

As SOD foram classificadas com base em suas sensibilidades aos inibidores
KCN e H,O, (AZEVEDO et al., 1998). Observou-se duas isoformas caracterizadas
como Mn-SOD (Fig. 11) na linhagem Bacillus sp. CCT7729 e uma Mn-SOD em
Bacillus sp. CCT7730. N&o foi observada a presenca de Fe-SOD ou Cu/Zn-SOD

nessas linhagens.
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Figura 11: Caracterizacdo das isoformas SOD de Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730.

Estudos sobre a isoenzima Mn-SOD demostram que sua atividade é
modulada conforme o estresse oxidativo e esta relacionada ao processo
desintoxicacdo de herbicidas em véarios organismos (MARGINO; MARTANI,
MAGDALENA, 2007; LI et al., 2009). Em Burkholderia cepacia WZ1, a presenca do
herbicida quinclorac causou uma expressao elevada de Fe-SOD e a inducédo de Mn-
SOD (Li et al, 2009). A Mn-SOD, assim como a Fe-SOD, que sdo encontradas no
citoplasma, sdo reguladas em resposta a niveis de ferro (IMLAY, 2013). Em
condicdes de cultura as isoenzimas Cu/Zn-SOD n&o apresentaram um papel
importante no catabolismo de anions superéxido (WUERGES et al., 2004
RODRIGUES et al., 2010)

Com os dados apresentados neste trabalho, verificou-se que a Mn-SOD nao
apresentou grandes mudancas na atividade total SOD apés o tratamento com 0s
herbicidas para Bacillus sp. CCT7729. Em MMM, a atividade das isoformas Mn-SOD
€ equivalente ao controle, enquanto que em MMC, o desaparecimento de uma
isoforma Mn-SOD é compensado pela atividade maior da outra Mn-SOD, presente
nesta bactéria.

Na linhagem Bacillus sp. CCT7730 observou-se que em 14h, a Mn-SOD
aumentou sua atividade nos tratamentos MMM e MMC, e assim, apresentou um
papel importante para essa linhagem contra o estresse oxidativo (Fig. 10). No
entanto, comparando a expressdo da SOD em 3 h entre os tratamentos, verificou-se
que had uma menor expressédo da SOD em MMM e principalmente em MMC.

Estudos demonstram a atividade elevada da SOD é necessaria para evitar
danos enzimaticos e garantir o crescimento celular, uma vez que essa enzima é a
Unica capaz de controlar a concentracdo dos dois substratos para a reacdo de
Haber-Weiss, que originam o radical OH™ (GORT; IMLAY, 1998; RYAN et al., 2010).
Isso pode néo estar ocorrendo em Bacillus sp. CCT7730 em 3h, uma vez que, neste
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periodo, hd um aumento de H,0, e a diminuicdo da atividade SOD nos tratamentos
MMM e MMC, sendo que em MM ha atividade da SOD.

4472 CAT

O H,0; possui uma capacidade de se difundir pelas membranas e oxidar
proteinas que apresentam residuos de metionina e cisteina, ou grupos tiol muito
reativos, transpor membranas e gerar o radical hidroxila (IMLAY, 2013; BARREIROS
et al., 2006; CABISCOL et al.,, 2000). No entanto, esta espécie reativa pode ser
removida por peroxidases e pela atividade da enzima CAT, que converte duas
moléculas de H,O, em duas moléculas de H,O e O, (CABISCOL et al., 2000).

Neste trabalho, verificou-se a atividade da enzima antioxidante CAT (Fig. 12)
com o intuito de analisar como as linhagens em estudo respondem ao aumento de
peréxido de hidrogénio. Os resultados da atividade CAT apresentaram diferencas de

resposta do sistema antioxidante de defesa entre as duas linhagens.

700 1 ©3h
600 1 ®m14h
500 -+
400 -
300 +
200 1

o |—.
0
MMM I MMC

BacHIus sp. CCT7729

Q

Atividade de Catalase
(umol/min/mg prot)

iw
|O'UJ

Q

O

o >

o >
|OUJ

Q

MM I MMM I MMC
Bacillus sp. CCT7730

Figura 12: Atividade de CAT das linhagens Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 ap6s 3 h e
14 h de exposi¢édo nos tratamentos MM, MMM e MMC.

Comparando o aumento de peréxido de hidrogénio (Fig. 6) e da atividade
CAT (Fig. 12), provavelmente esta enzima é a responsavel pelo processo de
desintoxicacao de H,O, em Bacillus sp. CCT7730, uma vez que, sua atividade € alta
em 14 h enquanto que, a taxa de H,O, diminui neste periodo em MMM e MMC.
Diferentemente, Bacillus sp. CCT7729 nao apresenta diferenca de atividade CAT em
MMC comparado com MM e MMM.

Trabalhos relatam que a CAT ndo € a primeira linha de defesa contra essa

espécie reativa. Peroxidases, como a Ahp, atuam quando os niveis de H,0O, sé&o
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baixos, e as catalases quando os niveis de H,0, sé@o elevados, ou quando as células
estdo com falta de nutrientes (IMLAY, 2013). Peroxidases foram importantes para
Pseudomonas putida SL1 e Bacillus megaterium SL1 quando alteracées metabdlicas
levaram a diminuicdo de xenobiéticos em meio de cultura, enquanto que o aumento
da atividade da CAT em Achromobacter xylosoxidans SL1 foi uma forma de defesa
contra o estresse oxidativo (BUCKOVA, 2010). A AhpC, uma enzima com atividade
redox, responsavel pela remocdo de peroxidos em células bacterianas também foi
induzido juntamente com CAT ap0s a exposicdo ao paraquat e ao peroxido de
hidrogénio em Pseudomonas aeruginosa (Hare et al. 2011). Lin et al. (2009)
observaram que na concentracdo de 20 mg L™ do herbicida bensulfuron metil, a
linhagem degradadora B. megaterium teve uma elevacdo da atividade CAT para
remover o H,O,, jA em concentracdes superiores houve a inibicdo da atividade CAT,
provavelmente excedeu a capacidade adaptavel do sistema antioxidante da bactéria
houve uma premonicdo de intoxicacdo. No trabalho de Martins et al. (2011), o
isolado E. asburiae SD1 e as estirpes E. amnigenus KD e K9 aumentaram a
atividade de CAT na presenca de metolacloro e acetocloro, provavelmente a CAT
juntamente com a GR estédo envolvidas no mecanismo de tolerancia a herbicidas.

Deste modo, a linhagem Bacillus sp. CCT7729, possivelmente possui outro
mecanismo de retirada de H,O,, como a atividade de peroxidases e a CAT pode
estar presente em niveis basais em MMC e MM, pois em 14 h, este isolado pode
ndo produzir quantidades de H,O, (Fig. 6) no tratamento com Callisto® em uma
concentracdo que aumente a atividade CAT (Fig. 12). No entanto, a CAT pode estar
atuando com uma atividade maior, em 14 h nesta linhagem em MMM para retirar o
H,O, gerado possivelmente devido ao processo de degradacdo (que causa a
elevacdo de ERO) e a presenca dos metabdlitos do mesotrione.

Zhang et al. (2012) observaram uma elevagdo muito rapida da atividade CAT
em bactérias degradadoras da atrazina, assim como, Lin et al. (2009) que
demostraram a atividade CAT de B. megaterium L1 cerca de 10 vezes maior em
resposta a degradacdo do herbicida Bensulfuron-methyl (BSM), ao contrario da
linhagem ndo degradadora B. subtilis B19. Esse aumento da CAT foi atribuido a
atividade de degradacdo, tolerdncia e a algum mecanismo antioxidante

desconhecido associado a degradacao deste agrotoxico.
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4.4.8 Modificagoes de membrana celular

Diversos fatores externos tais como temperatura, pressao, nutrientes, acoes
de enzimas, fase de crescimento, ions e xenobidticos, podem alterar as
concentracbes de ERO e, essas espécies reativas, podem interferir nas
propriedades fisico-quimicas e no funcionamento da membrana celular em bactérias
(CABISCOL, 2000; BAKHOLDINA et al., 2001).

A alteracdo na fluidez da membrana & um efeito primario observado em
bactérias tolerantes a herbicidas, causado pela peroxidacdo lipidica (CABISCOL,
2000). Esse ajuste na composicao e estrutura de lipidios de membrana pode reduzir
danos causados por ERO, diminuir o gasto de energia, dificultar a entrada de
xenobioticos na célula e otimizar o crescimento celular (OLCHANHESKI et al., 2014;
ZHANG; ROCK, 2008; BALAGUE et al., 2001).

Alteracbes na composicdo de lipidios de membrana das duas linhagens
Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730 (Fig. 13) na presenca do Callisto® e
mesotrione foram verificadas a partir da analise de FTIR (varredura de 4000 cm™ a
400 cm™). Os espectros apresentam bandas caracteristicas (Fig. 13): uma
tipicamente associada & alcanos, referentes ao estiramento C-H (2.955 cm™),
ligagBes C-H, e C-H3 (2.915 e 2.840 cm™); e outra banda de estiramento C=0 (1.740
cm™), caracteristico de ésteres (SILVERSTEIN; WEBSTER, 1998).
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Figura 13: Perfil do espectro de infravermelho de extrato lipidico de Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus
sp. CCT7730 em MM, MMM e MMC (andlise de FTIR - varredura de 4000 cm™ a 400 cm™). Banda 1:
Estiramento =C-H (2.955 cm™), ligagdes C-H, e C-H; (2.915 e 2.840 cm™), tipicamente associadas a

alcanos. Banda 2: Estiramento C=0 (1.740 cm™), caracteristico de ésteres (SILVERSTEIN;
WEBSTER, 1998).

A figura 12 apresenta a analise de componentes principais (PCA) do perfil lipidico
de Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730. O PCA agrupa os dados conforme
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o grau de similaridade, deste modo, os perfis lipidicos mais semelhantes encontram-

se agrupados no mesmo quadrante.
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Figura 14: Grafico de escores apresentando a analise de componentes principais (PCA) da
composicao lipidica de Bacillus sp. 7729 (A) e Bacillus sp. 7730 (B), a partir de 1 milhdo de variaveis.
O PCA agrupa os dados de acordo com o grau de similaridade. Amostras com maior semelhanca
encontram-se agrupadas no mesmo quadrate.

Comparando o tratamento controle (MM) com o MMM e MMC observou-se
gue houve mudanca na saturacdo dos lipidios de membrana nas duas linhagens
deste estudo (Fig. 14). Bacillus sp. CCT7729 apresentou diferenca de saturacdo
entre os tratamentos, no entanto, s6 houve diferenca entre os horarios 3 e 14h no
tratamento com Callisto®.

Bacillus sp. CCT7730 também apresentou alteragcdo na composicao lipidica
entre os tratamentos, tendo alteracdo entre horarios apenas no tratamento com o
mesotrione. Essa diferenca do perfil lipidico entre horarios em MMM provavelmente
deve ser devido aos metabolitos da degradacdo do mesotrione.

O mesotrione ja alterou a saturacdo de lipidios em algumas linhagens. O
trabalho de Olchaneski et al. (2014) relata que a presenca de mesotrione induziu
uma saturacdo de lipidios de membrana em E. coli DH5-a. Dados semelhantes
foram encontrados com outra linhagem de Escherichia coli exposta ao herbicida 2,4-
diclorofenoxiacético, que reduziu a fluidez da membrana para suportar danos
guimicos, pois o transporte de moléculas para dentro da célula pode diminuir, e com
isso, pode-se evitar a entrada de xenobidticos no interior celular (BALAGUE et al.,
2001).
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Compostos aromaticos ou substancias como alcoois alifaticos de cadeia curta
e principalmente alcoois de cadeia longa interferem na fluidez da membrana celular,
deixando-a mais permeavel a entrada de substancias toxicas. O butanol aumentou a
fluidez de membrana e inibiu varios sistemas de transporte de membrana e enzimas
em Clostridium acetobutylicum (VOLLHERBST-SCHNECK; SANDS;
MONTENECOURT, 1984; KEWELOHET et al.,, 1991). Em E. coli, a diminuicdo da
proporcdo de lipidios de membrana pode ser uma vantagem seletiva durante o
crescimento na presenca de etanol, diminuindo a quantidade de lipidos na
membrana, menor é a area disponivel para o processo passivo de difusdo de ions
durante o crescimento de E. coli na presenca de etanol (DOMBEK; INGRAM, 1984).

Os adjuvantes presentes no Callisto® também sdo formados por grupos de
alcool (1,2-benzisotiazolin-3-one; 1-Octanol; Poli(oxi-1,2-etanediil), alfa-isodecil-
omega-hidroxi-fosfato). Dentre os adjuvantes que compdem o Callisto®, foi
comprovado que o l-octanol alterou os lipidios de membrana de Pseudomonas
oleovorans (CHEN; JANSSEN; WITHOLT, 1995). Assim, as moléculas desses
adjuvantes podem estar influenciando na alteracdo lipidica observada nos
tratamentos com MMC nas duas bactérias deste estudo, mas principalmente em
Bacillus sp. CCT7729, que apresentou diferenca de lipidios em MMC entre os
horéarios (3 e 14 h — Fig. 14).

Mudancas na estrutura da membrana celular também interferem nas taxas de
MDA, menores concentracdes desse indicador pode sugerir uma saturacdo de
membrana, diminuindo a proporcéo de &acidos graxos insaturados, a célula torna-se
menos susceptivel ao ataque de ERO.

Assim, uma possivel causa das taxas de MDA (Fig. 7) terem diminudo em 14h
nos tratamentos MMM e MMC na linhagem Bacillus sp. CCT7729 e em MMM e
MMC em 3 horas na linhagem Bacillus sp. CCT7730 pode ser devido a algum
processo de saturacao de lipidios, pois essas bactérias podem ter reduzido a fluidez
de membrana e saturado seus lipidios, como uma estratégia de defesa contra a
entrada do herbicida e dos metabdlitos da degradagdo e consequentemente a

geracdo de ERO no interior celular.

4.4.9 Sistema de respostas e defesa ao extresse oxidativo
Os resultados obtidos neste trabalho indicaram que as linhagens Bacillus sp.

CCT7729 e CCT7730, apesar de pertencerem ao mesmo género, apresentaram
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diferentes sistemas de respostas ao estresse oxidativo gerado por Callisto® e
mesotrione.

De modo geral, o O," é o primeiro radical formado na célula, por meio da
reducdo do oxigénio molecular. Assim, a SOD é a primeira enzima a ter atividade
aumentada para eliminacdo de O;" via reacdo de dismutacdo, na qual gera O, e
H.O, (SHEN et al., 2014).

O Hy0, (principal produto da atividade SOD) pode ser removido por
peroxidases e/ou pela CAT. Esta ultima converte duas moléculas de H,O, em duas
moléculas de H,O e uma molécula de O, (CABISCOL et al., 2000).

Deste modo, geralmente deve haver a atividade da SOD para entdo a CAT
iniciar sua funcdo. Ao observar os resultados encontrados neste estudo, verificou-se
qgue Bacillus sp. CCT7729 teve sua atividade SOD aumentada em 14 h (fase log) e
também CAT. Esses dados indicam o funcionamento classico dessas enzimas, com
aumento de atividades alternado e sequencial de SOD e CAT em resposta as ERO.
No entanto, esse padrédo de atividade enzimética ndo foi observado em Bacillus sp.
CCT7730, particularmente, esta linhagem em 3 h (fase lag) apresentou a atividade
da SOD menor (Fig. 10), enquanto que a CAT (Fig. 12) manteve niveis basais,
apresentando a atividade SOD (Fig. 10) elevada nos tratamentos MMM e MMC
apenas em 14h, periodo em que houve o aumento da atividade CAT (Fig. 12).

Estudos demonstram que a atividade elevada de SOD é necesséaria para
evitar danos enziméticos e também garantir o crescimento celular, uma vez que,
essa enzima € a Unica capaz de controlar a concentracéo dos dois substratos para a
reacdo de Haber-Weiss, 0 O, e 0 H,0,, que originam o radical OH™ (GORT; IMLAY,
1998; RYAN et al., 2010).

Como a SOD é a unica enzima responsavel pela desintoxicacado intracelular
do anion O;", sem a sua presenca (como nos tratamentos MMM e MMC de 3 h, em
Bacillus sp. CCT7730), pode ocorrer a reacdo de Fenton, que produz o ion hidréxido
(OH) e radical hidroxila (OH™) (LEMIRE et. al, 2013):

O, +Fe** > O, + Fe*
H,0, + Fe** > OH + OH’
Na qual, a dimerizacdo do OH’ origina o0 H,O3:
2 OH" 2 H,0,

Isso pode ser um dos motivos de Bacillus sp. CCT7730 apresentar a atividade

CAT aumentada em MMM e MMC as 14 h (Fig. 12).
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Observando a mudanca na composicdo da membrana (Fig. 14) e os
resultados de peroxidacdo lipidica (Fig. 7), pode-se sugerir que Bacillus sp.
CCT7730 possivelmente saturou seus lipidios de membrana.

O MDA é um produto da acdo de radicais livres que atacam diretamente
acidos graxos poliinsaturados nas membranas, quanto maior o grau de instauracao
na membrana, maiores serao as taxas MDA.

Deste modo, como houve mudanca na composicao de lipidios (Fig. 14) e uma
diminuicdo nas taxas de MDA (Fig. 7) em 3 h, sugere-se que Bacillus sp. CCT7730
provavelmente saturou seus lipidios, diminuido a fluidez da membrana na fase lag
com a exposicdo aos herbicidas Callisto® e mesotrione, provavelmente como
mecanismo para evitar a entrada dos herbicidas na célula.

Diferentemente, Bacillus sp. CCT7729 possivelmente apresentou uma
membrana mais fluida na fase lag, ja que apresentou alteracdo de membrana (Fig.
14) e taxas elevadas de MDA (Fig. 7) em 3 h. Essa estratégia pode ter possibilitado
um reconhecimento mais rapido da moélecula do mesotrione e uma metabolizacéo
mais efetiva desse xenobidtico (Tabela 1).

As espécies reativas podem reagir constantemente com moléculas, inclusive
exdgenas, como é o caso do mesotrione. Como o balanco final de ERO produzidas
em ambas linhagens (Bacillus sp. CCT7729 e Bacillus sp. CCT7730) é diferente,
devido as questbes diferencias de lipideos de membrana e atividades de SOD e
CAT, isso pode ter interferido nas diferentes rotas metabdlicas e capacidade de
degradacéao das linhagens.

Assim, nas condi¢cBes avaliadas neste trabalho, a estratégia adaptativa e o
sistema de respostas de Bacillus sp. CCT7729 acarretou em maiores vantagens
adaptativas. Esses mecanismos de defesa devem ter evoluido conforme as

condi¢bes ambientais impostas do ambiente de onde foram isoladas (solo e agua).

4.5CONCLUSOES

Duas linhagens isoladas de agua e solo, ambientes contaminados com o
herbicida Callisto®, e identificadas como Bacillus sp., foram estudadas neste
trabalho. Apesar de pertencerem ao mesmo género, estas linhagens apresentaram
diferentes rotas de degradacdo do mesotrione, com metabdlitos ainda ndo descritos

em literatura. Além disso, as bactérias exibiram respostas diferentes ao estresse
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gerado por Callisto®, por seu principio ativo, e pelos metabdlitos da degradacdo. A
linhagem Bacillus sp. CCT7729, isolada de agua, apresentou maior eficiencia na
degradacdo do mesotrione, taxas de peroxido menores, atividade da catalase mais
baixa e menores indices de MDA, em comparacdo com Bacillus sp. CCT7730,
isolada de solo. Provavelmente os metabdlitos induziram diferentes niveis de
toxicidade nas bactérias, sendo que Bacillus sp. CCT7730 possivelmente degradou
0 mesotrione em compostos ainda nocivos, ao contrario da linhagem de agua. Para
as duas linhagens, os resultados de viabilidade celular, as quantificacdes de taxas
de peréxido e MDA corroboraram a hipétese da maior toxicidade de Callisto® devido
a presenca de adjuvantes. O sistema de respostas de Bacillus sp. CCT7729 foi mais
eficiente em manter a homeostase entre producdo e retirada de perédxido, cuja
concentracdo de perdxido foi aumentada nos tratamentos com Callisto® para ambas
linhagens. Nesta mesma linha de raciocinio, Bacillus sp. CCT7730 apresentou a
SOD aumentada e uma maior taxa de peroxidacédo lipidica ao final da degradacéo.
Mesmo com a atividade CAT mais elevada, esta linhagem sofreu um maior nivel de
danos decorridos pela peroxidacao lipidica. No entanto, as duas linhagens
apresentaram a viabilidade afetada na presenca dos herbicidas e alteracdo na
composicdo de lipidios de membrana. Assim, apesar das duas bactérias serem
filogeneticamente correlacionadas, estas linhagens apresentaram diferentes
sistemas de respostas que permitiram suas adaptacdes ao estresse oxidativo
gerado por Callisto® e mesotrione, em ambientes terrestres e aquéticos. Além disso,
este estudo indica uma diversidade adaptativa de vias metabdlicas do género

Bacillus sp. para degradacdo do mesotrione.
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