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Resumo

O uso de agroquimicos se faz necessario para aumentar a produtividade e suprir a crescente
demanda por alimentos. Entretanto, estes quimicos podem persistir no meio ambiente e serem
danosos aos organismos ndo-alvo. O mesotrione € um herbicida seletivo indicado para o
controle pré e pos-emergente de plantas daninhas na cultura do milho com alto potencial de
lixiviagdo, que apresenta a capacidade de inibir a atividade da enzima 4-hidroxifenil-piruvato-
dioxigenase (HPPD), interferindo na sintese de carotendides. Neste trabalho analisamos trés
possiveis estratégias utilizadas pela linhagem Bacillus megaterium Mes13 para tolerar o
herbicida Callisto e seu principio ativo, mesotrione: expressdo de enzimas antioxidativas,
degradacéo do principio ativo e modifica¢fes na estrutura de lipideos da célula. AvaliagGes de
atividade e perfil proteico de catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD) foram realizadas
para avaliar os possiveis danos gerados pelo contato da bactéria com o herbicida. Nenhuma
isoforma especifica foi observada em resposta aos tratamentos contendo o0s xenobidticos e a
atividade de CAT foi mais baixa no tratamento contendo Callisto indicando outros possiveis
mecanismos de defesa celular. Corroborando estes resultados, as analises de peroxidacéo
lipidica (MDA), que dependem do estado de saturacao de lipideos de membrana, mostraram
taxas mais baixas no tratamento com Callisto. Modificacbes ha membrana bacteriana foram
observadas nos tratamentos contendo Callisto, o que, possivelmente diminuiram as taxas de
peroxidacdo lipidica. Esta linhagem ndo utiliza mesotrione como fonte de nitrogénio e
carbono, contudo, o processo de degradacdo do herbicida foi mais eficiente na auséncia de
Nitrato de S6dio em meio de cultura. A degradacdo provavelmente se da por uma enzima
inespecifica. Na auséncia da fonte primaria de nitrogénio, esta linhagem degrada o mesotrione
por cometabolismo. Provavelmente as modificagdes na membrana plasmética aliada a
degradacdo da molécula do xenobiotico conferiram a linhagem capacidade de tolerar a

presenca dos herbicidas nas condi¢fes experimentais testadas.

Palavras-chave: SOD, CAT, MDA, Biodegradacgéo de herbicidas, Fonte de nitrogénio,
modificagfes na membrana plasmatica.



Abstract

Agrochemicals have become necessary to improve crops yields and provide the increasing
demand for foods. Nevertheless, pesticides can persist in the environment and be harmful to
non target organisms. Mesotrione, the active ingredient of Callisto, is a selective herbicide
recommended for pre and post-emergent weed control in corn culture, with high leaching
potential, and it has the ability to inhibit the activity of HPPD enzyme, interfering with the
synthesis of carotenoids in target plants. The aim of this work was to evaluate the strategies
used by the strain Bacillus megaterium Mes13 to avoid toxic effects of Callisto and its active
substance, mesotrione, by analyzing the differential expression of antioxidative enzymes,
mesotrione degradation, and changes in membrane structure. There were no specific
responses from isozymes to herbicides. Catalase activity at Callisto treatment was lower than
control, suggestingother mechanisms affecting cellular defense. Lipid peroxidation (MDA),
which depends on saturation degree of membrane fatty acids, was lower at Callisto treatment,
and changes in bacterial membrane were observed at Callisto treatment, probably protecting
membrane against lipid peroxidation. Mesotrione was used neither as C nor N source for
growing of Bacillus megaterium, although degradation of mesotrione was higher at minimal
medium with no N source, suggesting that herbicide degradation occurs as a cometabolism.
Probably the membrane modifications and mesotrione degradation made this bacteria able to

tolerate the herbicides at experimental conditions.

Key words: SOD, CAT, MDA, herbicides biodegradation, Nitrogen source, membrane
modifications.
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1 INTRODUCAO
1.1 AGROQUIMICOS

A populacdo mundial vem crescendo em ritmo acelerado. De 1950 ao ano 2000 a
populacdo mundial dobrou e segundo estimativas do projeto Milenium das NacGes Unidas,
deve atingir 9,1 bilhGes de habitantes até 2050 (Carvalho, 2006). Esse aumento da populagio
gera, consequentemente, um aumento na demanda de alimentos. Para suprir essa demanda, a
reducdo das perdas € um dos caminhos e 0 uso de quimicos sintéticos tem cumprido um papel
importante na supresséo de pestes e aumento da producdo agricola.

Desde os primdrdios da humanidade, a presenca de pragas nas culturas agricolas vem
sendo danosas ao homem, seja por diminuirem a produtividade das culturas ou transmitindo
doencas ao homem e aos animais que o cercam. Segundo Estrada (1998), a historia dos
pesticidas pode ser dividida em trés etapas. A primeira, na qual a acdo praguicida de alguns
elementos naturais como enxofre, cobre, arsénico e fosforo, foi descoberta acidentalmente. O
combate de pragas com a utilizacdo de enxofre pelos gregos e a queima de betume para
remover insetos das plantacbes de uvas pelos Romanos sdo exemplos antigos. Por volta de
1800, a London Horticultural Society recomendava o uso de enxofre para combater os fungos
que apareciam nos pessegueiros. Ainda em 1800 foi descoberto, na Franca, que 0 uso de uma
mistura feita a base de cobre podia destruir fungos de forma muito eficaz. A segunda etapa foi
marcada pelo desenvolvimento do primeiro agrotdxico sintético, o dinitro-2-cresilato de
potassio, que foi comercializado na Alemanha, e da utilizacdo de diferentes dleos inseticidas.
Substancias inorganicas foram introduzidas como praguicidas no comec¢o de 1900 e fizeram
parte da maioria dos produtos utilizados para combater pragas antes da Segunda Guerra
Mundial, sendo que muitos deles continham varios metais pesados, como mercurio, arsénico e
chumbo. Estes agroquimicos sdo denominados “agrotdxicos de primeira gera¢do” e a maioria
desses produtos ndo é mais utilizada por apresentarem alta toxicidade para humanos e animais
e longa permanéncia no ambiente, podendo contaminar o solo por mais de 100 anos (Estrada,
1998; Alves Filho, 2002). A terceira etapa corresponde ao periodo da Segunda Guerra
Mundial, com o desenvolvimento da inddstria de sintese quimica, ocorrendo a difusdo e a
larga utilizac&o de biocidas sintéticos (Alves Filho, 2002). Esses produtos s&o considerados a
‘segunda geragdo’ de agrotdxicos, incluindo ampla gama de compostos organicos sintéticos.

Um marco importante na Era dos quimicos sintéticos na defesa do campo teve inicio

por volta de 1939 com a introdugdo de compostos organoclorados, como o dicloro-difenil-
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tricloroetano (DDT) (Delaney et al., 2006). Este composto foi inicialmente desenvolvido para
fins bélicos, porém, com a descoberta do quimico suico Paul Muller de que o DDT possuia
forte acdo pesticida, este foi rapidamente adotado no setor agricola para controle de pragas
devido sua alta eficiéncia em curto prazo (Cardona, 2004). A eficacia surpreendente deste
pesticida levou ao desenvolvimento de uma variedade de hidrocarbonetos clorados, como
gama-lindano e toxofeno que foram rapidamente adotados nas préaticas agricolas (Daly et al.,
1998). Na década de 1940, a inddstria comecou a produzir grande quantidade de novos
pesticidas sintéticos, como os organofosforados que, apesar da sua alta toxicidade para
mamiferos e outras espécies ndo alvo, apresentaram popularidade por apresentar atividade
eficaz com amplo espectro de acdo e baixo custo (Casida; Quistade, 1998).

Combinado com o avanco da inddstria quimica, o periodo posterior & Segunda Guerra
Mundial foi marcada por mudancas na agricultura, como a consolidacdo do modelo agricola
de monocultura, que tem sua base assentada no uso de agroquimicos, mecanizagao, cultivares
de alto potencial de rendimentos e técnicas de irrigacéo.

O reconhecimento dos efeitos nocivos do uso de agrotdxicos se deu com a obra
“Primavera Silenciosa”, publicado pela bidloga Rachel Carson, em 1962, que trouxe a tona 0s
efeitos danosos de agroquimicos sintéticos, em especial do DDT. A obra de Rachel tornou
publica a discussao sobre o uso de agroquimicos. Em resposta a pressdo e a preocupacgdo do
publico com os efeitos adversos de compostos como o DDT e similares, uma ‘terceira
geracdo’ de agrotoxicos vem sendo desenvolvida pela indUstria quimica mundial. Essa nova
geracdo de agroquimicos € menos persistente que os organoclorados, porém mais soltvel na
agua, o que faz com que seja potencialmente mais poluente das &guas subterraneas e
superficiais e que tenha um efeito téxico ndo sé agudo, como crbénico no homem. Sao
chamados de carbamatos e componentes organofosforados, ingredientes ativos da maioria dos
inseticidas e de alguns herbicidas em uso (Alves Filho, 2002; Cardona, 2004).

No Brasil, a introducdo de agrotoxicos organossintéticos teve inicio com a chegada das
primeiras amostras de DDT em 1943. Nesse periodo, 0os agroquimicos eram utilizados em
programas de saude publica no controle de parasitas. Apds a década de 60, outros compostos
sintéticos foram introduzidos nos cultivos brasileiros. O Aumento do consumo de
agroquimicos no Brasil a partir desta década se deu pela criagdo de uma politica de incentivo
ao uso de insumos agricolas, com a isencdo de impostos como o Imposto de Circulacdo de
Mercadoria (ICM), Imposto de Produtos Industrializados (IP1), e de impostos sobre a
importacdo de produtos, além da criacdo do Plano Nacional de Desenvolvimento, em 1975,

que iniciou uma politica de abertura ao comércio de agroquimicos, proporcionando maior
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facilidade na aquisicdo desses insumos pelos produtores agricolas e incentivando o pacote
tecnoldgico, que representa a modernidade na agricultura (Bull; Hathaway, 1986 apud Soares,
2010 p.12). Essas medidas de incentivo e a repercussao da acdo dos pesticidas no combate as
pragas resultaram no aumento do consumo dessas substancias no pais.

O Brasil ocupa posi¢cdo de destaque entre os consumidores de agrotoxicos. Segundo
SINDAG (2012), as vendas de defensivos movimentaram quase US$ 8,5 bilhGes no Brasil em
2011 - o dobro do apurado em 2005, se tornando assim o segundo maior consumidor de
agrotoxicos no mundo, atras apenas dos Estados Unidos.

Apesar da utilizacdo de agrotoxicos aumentar a produtividade de culturas de
importancia econémica, surgiram algumas preocupagdes quanto ao efeito negativo dos
pesticidas sobre os organismos ndo alvos, incluindo micro-organismos, plantas, animais e
seres humanos (Jiang et al., 2008). Estudos relatam que apenas 0,1% dos pesticidas aplicados
nas culturas atingem seus alvos, sendo que os demais 99,9% permanecem no ambiente, solos,
aguas superficiais/subterraneas e ar (Sharma et al., 2010). O resultado da caracterizacdo
toxicoldgica, baseada no banco de dados da Environmental Protection Agency (EPA),
International Agency of Research on Cancer (IARC), World Health Organization (WHO) e
Pesticide Action Network, demonstraram que, dos 276 ingredientes ativos legalizados na
Europa, 32 de 76 fungicidas, 25 de 87 herbicidas e 24 de 66 inseticidas, estdo relacionados
com ao menos um dano a salude humana (carcinogénico, disruptor enddcrino, toxicidade
reprodutiva e no desenvolvimento) (Karabelas et al., 2009). Além disso, alguns pesticidas
podem permanecer longos periodos no ecossistema - inseticidas organoclorados, por exemplo,
podem ser detectados em aguas superficiais 20 anos apds seu uso ter sido banido (Larson et
al., 1997), e uma vez que o pesticida resistente entra na cadeia alimentar, ele pode se acumular
nos tecidos dos organismos, onde 0 mesmo pode atingir concentracfes muito mais altas do

gue a do ambiente em sua volta.

1.1.1 Caracterizagéo do herbicida mesotrione

O mesotrione [2-[4-(metilsulfonil)-2-nitrobenzoil]-1,3-ciclohexanediona] é um
herbicida do grupo benzoilciclohexeno-1,3-dione, e utilizado em culturas de milho para
controle pré e pés-emergente de ervas daninhas de folhas largas. Este herbicida surgiu em

1977, quando cientistas do Western Research Center (Califérnia) observaram que
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relativamente poucas plantas cresciam sob a planta Callistemon citrinus (Mitchell et al.,
2001). Do composto natural (leptospermone) foram produzidos analogos, dos quais resultou a
molécula da mesotrione, com atividade herbicida 100 vezes maior que o composto natural
(Hugie et al., 2008).

A molécula do mesotrione age inibindo a atividade da enzima 4- hidroxifenil-piruvato
dioxigenase (HPPD). Em plantas, essa enzima € um componente da rota biossintética que
converte tirosina em plastoquinona e a-tocoferol. Plastoquinona é um componente da
biossintese de carotenodides. A diminuicdo dos niveis de plastoquinona gerada pela inibicao
da HPPD resulta na diminuicdo de carotendides. A inibicdo da sintese de carotendides resulta
na perda da fotoprotecdo fornecida pelos mesmos a clorofila 0 que gera decomposi¢do da
clorofila pela luz, levando ao esbranquecimento das folhas das plantas sensiveis, com
posterior necrose e morte.

A molécula de mesotrione (Fig. 1) é composta de duas partes, um grupamento benzil e
um dione. O grupamento benzil estd localizado na posicdo 2 e é requerido para que a
molécula apresente atividade herbicida. O grupamento presente na posicao 4 tende a aumentar
a acidez da molécula, e também a atividade herbicida. A parte ciclohexanodione é adicionada
a molécula para bloquear sitios de metabolismo da molécula pelas plantas, o que resulta em
melhor atividade do herbicida, dificultando assim detoxificacdo da molécula (Mitchell et al.,
2001). O herbicida é utilizado em culturas de milho, pois as mesmas ndo sdo sensiveis ao
herbicida por apresentar uma lenta absorcdo foliar e uma distribuicdo dentro da planta
limitada pelo rapido metabolismo do herbicida.

A utilizacdo do herbicida em culturas de milho gera a contaminacao de areas préximas
ao local de aplicacdo, afetando a atividade e a diversidade em ecossistemas no solo e na agua.
Trabalhos vém demonstrando que o mesotrione apresenta capacidade de retencdo moderada
em diferentes tipos de solo, e provavelmente é lixiviado para dguas superficiais (Batisson et
al., 2008).
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CH3
|
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Figura 1. Férmula estrutural da Molécula de mesotrione.

O herbicida em sua formulacdo comercial, denominado Callisto, apresenta
aproximadamente 48 % do principio ativo mesotrione, sendo 0s outros 52 % compostos de
ingredientes inertes. Estes compostos sdo solventes, surfactantes e outros ingredientes
adicionados a formulagdo para aumentar a estabilidade, distribuicdo e eficacia do mesotrione
(Surganet al., 2010).

1.1.2 Degradacéo

O aumento da contaminacdo do ambiente por residuos de compostos antropogénicos
induziu o estudo de diversas alternativas de tratamento de poluentes orgénicos. Atualmente,
existem diversos processos que visam degradar compostos organicos ou oxida-los a
compostos menos toxicos. Uma das formas de anular os efeitos nocivos de contaminantes
como agroquimicos se da pelo processo de remediacdo. E um processo lento que visa
recompor caracteristicas quimicas, fisicas e bioldgicas permitindo o desenvolvimento de
espécies vegetais e da atividade microbiana, tdo importante para o estabelecimento e sucessao
da macrobiota (Mendes Filho, 2010).

Dentre as inumeras formas de remediacdo, a biorremediacdo se destaca por,
geralmente, apresentar menor custo e maior eficiéncia na remocao dos contaminantes do que
as técnicas fisicas e quimicas, sendo utilizada em escala comercial no tratamento de diversos
residuos e na remediacdo de &reas degradadas (Bamforth; Singleton, 2005). Este processo

utiliza organismos vivos, geralmente plantas e micro-organismos, para imobilizar ou reduzir
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0s contaminantes de aguas superficiais e do solo.

Esse processo é governado tanto por fatores abidticos quanto bidticos (o dltimo
incluindo catalise enzimética por micro-organismos), e pode seguir vias metabolicas
complexas envolvendo uma variedade de interacGes entre 0s micro-organismos, constituintes
do solo e os pesticidas (Topp et al., 1997). Em micro-organismos, este processo se da de duas
formas. A primeira por meio de rea¢Oes enzimaticas catabdlicas, nas quais o xenobiotico é
reduzido a moléculas menores, gerando energia, consequentemente, a biomassa microbiana
aumenta a custa do substrato que diminui consideravelmente. A segunda é por um processo de
cometabolismo, onde 0 micro-organismo transforma o composto sem dele retirar energia para
seu crescimento, necessitando assim outra fonte de nutrientes (Moreira; Siqueira, 2006).

A taxa de degradacdo do xenobidtico depende de algumas caracteristicas quimicas da
molécula, como tamanho, forma, estrutura quimica, os grupos funcionais e a carga da
molécula. Estas caracteristicas determinam o grau de toxicidade, a rota metabodlica, o
comportamento no solo e a absor¢do por micro-organismos (Moreira; Siqueira, 2006).

O primeiro trabalho de biotransformacdo do mesotrione descreveu como produtos da
degradacdo o acido 4-metilsulfonil-2-nitrobenzdico (MNBA) e o acido benzdico 2-amino-4-
metilsulfonil (AMBA) (Fig. 2) (Alferness e Weibe, 2002). Dentre os produtos, AMBA tem
demonstrado ser mais toxico que a molécula original (Bonnet et al., 2008; Crouzet et al.,
2010). A biodegradagdo do mesotrione pela bactéria Bacillus sp. foi descrita nos trabalhos de
Batisson et al. (2008) e Durand et al. (2006) e também apresentou como produto da
degradacdo as moléculas de AMBA e MNBA. O trabalho de Pileggi et al. (2012) descreveu a
degradacdo do mesotrione pela bactéria Pantoeae ananatis com rota metabdlica diferenciada,
néo apresentando os produtos da degradacdo encontrados nos trabalhos citados anteriormente.

0 0 No, 0 NH, 0 NO,

0 HO 0 HO 0

/ / /
0
J “CH, / CH, g\cns

d

Figura 2. Férmula estrutural das moléculas de mesotrione e dos principais produtos da
degradacdo AMBA e MNBA.

Mesotrione AMBA 0 MNBA
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1.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O contato entre o herbicida e os micro-organismos pode aumentar significativamente a
presenca de espécies reativas de oxigénio (EROs), podendo levar a célula ao estresse
oxidativo, quadro em que a geracdo e a degradacdo dos EROs na célula estdo desbalanceadas,
quadro que pode gerar danos e rapida morte celular do micro-organismo (Ferguson, 1999;
Gratéo et al., 2005; Zablotowicks et al., 1995).

Entretanto a producdo dessas espécies reativas ndo se restringe a exposicdo dos
organismos a xenobidticos. O oxigénio é uma molécula necessaria para a maioria dos seres
vivos e, com exce¢do de um pequeno grupo de bactérias anaerdbias e aerdbias facultativas, 0s
organismos dependem do mesmo para geracdo de energia em forma de ATP durante o
processo de fosforilacdo oxidativa. Este processo esta associado a reducdo do O, em agua e é
o principal processo de geracdo de energia em organismos aerobios. Além disso, o oxigénio €
utilizado como substrato de muitas enzimas, apresentando como produto final a geracéo de
EROs (Lushchak, 2001).

Espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superoxido (O;), peroxido de
hidrogénio (H.0,) e o radical hidroxila (OH’) sdo formadas durante os processos citados
anteriormente, além de outras atividades celulares, como a oxidacdo de pequenas moléculas
pelo citocromo P-450 e b-5, flavina dependente redutase, xantina dehidrogenase, monoamino
oxidases e pela perda de elétrons provenientes da cadeia transportadora de elétrons
(Lushchack, 2001). Em bactérias, a maioria dessas espécies reativas é derivada da reducéo
sequencial do oxigénio molecular catalisada por enzimas da cadeia transportadora de elétrons
associadas @ membrana (Cabiscol et al., 2000; Cash et al., 2007).

Por apresentarem elétrons desemparelhados ou instabilidade em sua formulacéo, as
EROs sdo altamente reativas (Ribeiro et al., 2005) podendo resultar em modificacfes em
aminoéacidos residuais, oxidacdo dos grupos sulfidrilas, quebra de ligacdes peptidicas, perda
de metais em metaloproteinas, despolimerizacdo de acidos nucleicos, mutacGes pontuais e
oxidacéo de polissacarideos e acidos graxos poliinsaturados (Fridovich, 1995).

Para minimizar os efeitos danosos dessas espécies 0s organismos desenvolveram
mecanismos capazes de combater as mesmas, denominado de sistema antioxidativo de defesa,
que pode ser enzimatico ou ndo enzimatico. As defesas ndo-enzimaticas incluem compostos
com propriedade antioxidante, as quais ajudam manter o ambiente redutor (Cabiscol et al.,

2000), como o B-caroteno, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), &cido



16
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Evolutiva

ascorbico, NADPH e NADH. Ja os mecanismos enzimaticos envolvem a superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidases, glutationa redutase (GR), glutationa S-
transferase (GST), dentre outras (Gratdo et al., 2005).

1.2.1 Radical superdxido e superoxido dismutase

O radical superoxido, O, é um dos radicais mais abundantes produzidos em sistemas
bioldgicos, sendo o primeiro a ser formado pela reducdo do oxigénio por um unico elétron.
Em bactérias, as principais fontes do radical superéxido provém da reducdo do oxigénio
molecular via componentes da cadeia transportadora de elétrons (Imlay e Fridovich, 1991;
Fridovich, 1995). Enzimas contendo cofatores redutores (oxiredutase contendo flavina) e
compostos capazes de reacdes de reducdo univalente e reacdes fotoquimicas também podem
gerar o radical superoxido (De Groot et al., 1997).

Na célula, o radical superdxido pode reagir rapidamente com pequenas moléculas
como polifenois, catecolaminas, a-tocoferol, ascorbato e tiois, contribuindo para a geragéo
dos radicais por meio de reacdo em cadeia (Fridovich, 1983; Mashino e Fridovich, 1987). O
superdxido pode inativar enzimas como a catalase e a glutationa peroxidase, além de reagir
com ferro-sulfaproteinas liberando Fe,*, que pode reagir com o radical peréxido por meio da
reacdo de Fenton gerando o radical hidroxila OH' (Barreiros et al., 2006), radical que
apresenta forte potencial oxidante, podendo reagir com praticamente qualquer molécula
organica (Koltover, 2010).

0, +Fe* - 0, + Fe**
H,0, + Fe?*—-OH+ OH (Reacdo de Fenton)

Para se proteger do radical superoxido e detoxificar a célula antes que 0 mesmo cause
lesGes, 0s organismos apresentam a enzima superéxido dismutase (EC 1.15.1.1). Esta enzima
faz parte de um grupo de metaloproteinas que catalisa a dismutacdo do radical superdxido
(O27), compreendendo assim a primeira linha de defesa celular contra as ERO's. As SOD’s sao
classificadas de acordo com o metal presente em seu sitio ativo, podendo ser: Manganés
(Mn)-SOD, Ferro (Fe)-SOD, Cobre/Zinco (Cu/Zn)-SOD e Niquel (Ni)-SOD. Durante a
catalise, o cofator metal-redox ativa ciclos entre os estados oxidados e reduzidos, que diferem

por um elétron, como observado na reagdo 1.
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MY+ 0,7 - M™+ 0,
M™+ O, + 2 H' > M™Y + H,0, (Reaco 1)
20,7+ 2 H" — 0,"+ H,0O,

Em Escherichia coli, a enzima Mn-SOD, codificada pelo gene sodA, apresenta sintese
induzida pela presenca do oxigénio, pelo radical superéxido e por mudancgas nas fase de
crescimento bacteriano (Demple, 1991). Em contraste, a sintese de Fe-SOD, codificada pelo
gene sodB, ndo é dependente das condigdes do crescimento bacteriano, sendo produzida
constitutivamente. Estas duas isoenzimas s&o encontradas no citoplasma bacteriano e
aparentam sobreposicao de papeis na detoxificacdo celular (Youn et al., 2006). A inativacdo
dos genes sodA e sodB em E. coli levou a um aumento na suscetibilidade ao estresse
oxidativo, aumento na taxa de mutacdo e crescimento deficiente em meio minimo, pois o
radical superdxido inativa enzimas necessarias para a biossintese de aminoacidos de cadeia
ramificada (Carlioz e Touati, 1986).

A enzima Cu/Zn-SOD, codificada pelo gene sodC, localiza-se na regido periplasmatica
da célula. Devido a sua carga negativa, o radical superoxido € incapaz de penetrar
membranas; as SOD’s periplasmaticas e associadas a membrana tem sido propostas como
provaveis defensoras da célula contra O,  de origem exdgena (Steinman, 1993). Este sistema
de detoxificacdo se mostra vantajoso para patogenos intracelulares, ja que células fagocitarias
produzem uma gama de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Diferentemente das outras
isoformas de SOD citadas, a enzima Cu/Zn-SOD ndo se faz necesséria para o crescimento
bacteriano em condi¢Ges de laboratorio e aparentemente ndo desempenha papel na
detoxificacdo de O, enddgeno (Sansone et al., 2002; Carlioz e Touati, 1986). Trabalhos
demonstram diminuic¢do na viruléncia de sodC mutantes negativos de organismos patdgenos
em animais modelos, corroborando com a hipétese do papel da Cu/Zn-SOD na
patogenicidade (Ammendola et al., 2005; De Groote et al., 1997; Fang et al., 1999; Farrant et
al., 1997; Gee et al., 2005; Sansone et al., 2002).

Em bactérias, a forma Ni-SOD é menos significativa, encontrada porcdes citosolicas

de Streptomyces sp. (Youn et al., 1996).
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1.2.1 Peroxido de Hidrogénio e Catalase

A eliminacgdo do radical superoxido pela enzima SOD acaba gerando outras espécies
reativas de oxigénio, sendo o principal destes o peréxido de hidrogénio (Gonzalez-Flecha e
Demple, 1995).

A molécula de peroxido de hidrogénio é pouco reativa frente as moléculas organicas
na auséncia de metais de transi¢do, podendo oxidar proteinas que apresentam residuos de
metionina e cisteina ou grupos tiol muito reativos. No entanto, o peréxido de hidrogénio
exerce um papel importante no estresse oxidativo por ser capaz de transpor membranas e
gerar o radical hidroxila (Imlay, 2003; Barreiros et al., 2006).

A catalase (EC 1.11.1.6) é uma proteina tetramera que exerce papel central na defesa
celular, impedindo a formacéo do radical hidroxil. Estas enzimas convertem duas moléculas
de H,O, em O, e duas moléculas de agua, pela transferéncia de dois elétrons, conforme reacéo
2:

2 H,0; — O, + 2H,0 (Reacéo 2)

A maioria das catalases pode ser classificada em trés grupos, devido as suas
propriedades enzimaticas. As mais abundantes sdo proteinas tetrameras possuidoras de um
grupo heme, comumente divididas em dois grupos principais, a catalase tipica ou
monofuncional (E.C. 1.11.1.6) e catalase-peroxidase. Os dois tipos de heme enzimas
apresentam diferencas significativas, como a auséncia de similaridade entre as sequéncias de
aminoéacidos e diferencas no sitio-ativo (Zamocky et al., 2008). Apesar dessas diferencas, a
reacdo global de dismutacdo do peroxido de hidrogénio ocorre de forma semelhante. No
primeiro passo uma molécula de H,O, oxida o grupo heme, formando espécies oxiferril
(Fe'V=0): essa oxidacdo equivale na remocdo do ferro e de um anel de porfirina, gerando um

radical porfirina (Por") (Vlasits et al., 2010), conforme a reacéo 3.
Enz (Por-Fe"") + H,0, —»Cpd | (Por*-Fe'V = O) + H,O (Reacdo 3)
No segundo passo, a molécula de H,O, é utilizada como um redutor do composto |,

regenerando o estado inicial da enzima e desta forma resultando na producdo O, e H,O

(reacéo 4).
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Cpd I (Por*-Fe' = 0) + H,02 —»Enz (Por-Fe'") + H,0 + O, (Reacéo 4)

Entretanto, as catalase-peroxidases apresentam outro nivel de complexidade que
envolve o uso de doadores organicos de elétrons (por exemplo, etanol, &cido ascorbico) para a
reducdo do composto | e para restaurar o estado inicial da enzima pela transferéncia de um
elétron (reacdo 5). Essas enzimas geralmente atuam em baixas concentracfes (<1uM) de
H,0, (Vlasits et al., 2010).

Cpd I (Por + -Fe'V=0) + 2AH,—» Enz (Por-Fe'"") + 2AH" + H,0 (Reac4o 5)

Um terceiro grupo, menos significativo que os dois primeiros, € composto por ndo-
heme catalases, que possuem uma molécula de manganés em sua composi¢do. Este grupo de
catalases s6 é encontrado em bactérias. Esta enzima apresenta baixa especificidade com o

substrato quando comparado com as outras catalases.
1.3 ADAPTAQ@ES DA MEMBRANAAO ESTRESSE QUIMICO

Micro-organismos isolados do ambiente frequentemente interagem com substancias
quimicas tdxicas, cujo alvo principal € a membrana citoplasmatica. Para suportar os danos
causados por contaminantes, como hidrocarbonetos, por exemplo, bactérias degradadoras de
poluentes apresentam respostas adaptativas a toxicidade destes compostos (Sikkema, 1995).
Uma delas é a capacidade de modificar a composicdo dos &cidos graxos e/ou do grau de
saturacdo dos mesmos, por um processo conhecido como “homeoviscous adaptation”,
largamente descrito em bactérias Gram-negativas (Petersen et al., 1994; Heipeiper et al.,
1994; Heipieper; De Bont, 1994). Um estudo com Escherichia coli, exposta ao herbicida 2,4-
D, demonstrou que a mesma diminui a fluidez da membrana para combater danos causados
pela presenca do herbicida no meio (Balagué et al.,, 2001). Bactérias Gram-positivas,
entretanto, apresentam uma resposta fisioldgica diversa a presenca de compostos tdxicos. Em
Staphylococcus haemolyticus, cultivado na presenca de tolueno, benzeno ou ciclohexeno,
houve um aumento na fluidez da membrana por meio da mudancga na composic¢do dos acidos
graxos da mesma (Nielsen et al., 2005). Entretanto, em Bacillus sp. ORAs2, cultivado na
presenca de tolueno, e em Rhodococcus erythropolis DCL14, cultivado na presenca de
alcanos, alcenos e terpenos, houve um aumento no grau de saturacdo dos lipideos da

membrana, como descrito normalmente em bactérias Gram-negativas (De Carvalho; Da
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Fonseca, 2005; Pepi et al., 2008). Como as EROs tem a capacidade de reagir com &cidos
graxos insaturados (Lima; Abdala, 2001), uma mudanca na saturacdo dos lipideos da
membrana seria uma forma de evitar os danos gerados pela peroxidacdo dos lipideos de

membrana.
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2 OBJETIVO

Analisar trés possiveis estratégias utilizadas pela linhagem Bacillus megaterium Mes13
para tolerar o herbicida Callisto e seu principio ativo, mesotrione: enzimas antioxidativas,

degradacéo do principio ativo e modifica¢fes na estrutura de lipideos da célula.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BIOLOGICO

Membros do género Bacillus sdo bactérias com formato de bastonetes Gram-positivos,
aerobicos, caracteristicos pela formacao de enddsporo (Chantawannakul et al., 2002; Lee et
al., 2007). Este género foi primeiramente classificado por Ferdinand Cohn (1872) e Bacillus
subtilus foi determinada como espécie tipo (Soule, 1932). O género apresenta cerca de 60
espécies, com grande diversidade genética. Devido a sua capacidade de formar enddsporos e
sua versatilidade metabolica, bactérias desse género apresentam a capacidade de sobreviver e
crescer em diferentes ambientes como solo, ambientes aquaticos, ar, poeira, rizosfera e trato
intestinal de diferentes insetos e animais. Bactérias do género Bacillus, juntamente com
membros dos géneros Arthobacter, Corynebacterium, Flavobacterium e Pseudomonas, se
destacam pela alta atividade em degradacdo de pesticidas (Feakin et al. 1995; Kucharski et al.,
2009; Omaret al., 2001; Rousseaux et al., 2001).

3.2 METODOLOGIAS

3.2.1 Quimicos utilizados

Foram utilizados o herbicida comercial Callisto, que apresenta 48 % de mesotrione em
sua composicdo, e outros adjuvantes [1,2-benzisotiazolin-3-one; 1-Octanol; poli(oxi-1,2-

etanediil), alfa-isodecil-omega-hidroxi-fosfato; - (http://www.syngenta-crop.co.uk/)], e o

principio ativo mesotrione utilizado em meio de cultura foi fornecido por Syngenta Crop

Protection, enquanto que o padrdo analitico foi obtido da Sigma/Pestanal.

3.2.2 Isolamento de bactérias tolerantes ao herbicida

Amostras de agua foram coletadas em um acude localizado na fazenda Capéo do Cipé
(estacdo experimental da Fundacdo ABC Pesquisa para Assisténcia e Divulgacdo Técnica
Agropecudria), Castro, Parana, Brasil (5-24°51°28”.7 0-49°55°57.7).

As linhagens bacterianas presentes na amostra de dgua foram isoladas em Agar Luria
(LA) cuja composicdo em g L™ é: 10 triptona, 5 extrato de levedura, 10 NaCl e 15 Agar, por
meio de diluicdo em série, em solucéo 0,9 % de NaCl. As Placas foram incubadas a 30 °C. As
linhagens crescidas foram inoculadas em Meio Mineral contendo mesotrione (MMM) e


http://www.syngenta-crop.co.uk/
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tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, e os seguintes ingredientes, em g L™: 3,000
NaNOs; 0,500 MgSO4; 0,500 KCI; 0,010 FeSOy; 0,040 CaCly; 0,001 MnSO4; 0,200 glucose;
15,000 agar; 0,04 mM de mesotrione (1x concentragdo de campo). Linhagens com alta

tolerancia ao herbicida foram isoladas e estocadas em glicerol 50 % a -80 °C.
3.2.3 Analise de degradacéo do herbicida

Para determinar a capacidade de degradacdo do herbicida, os isolados selecionados
foram crescidos em 75 mL de Caldo Luria - LB (LA sem Agar.) em frascos de 250 mL e
incubados por 24 h a 30 °C. As células foram entdo centrifugadas a 8.000 g, por 5 min. a 4 °C.
O precipitado foi lavado duas vezes com tamp&o PBS com os componentes a seguir em g L™
8,00 NaCl; 0,20 KCI; 1,44 Na;HPOQy; 0,24 KH,PO,. As células foram ressuspendidas em 50
mL de MM contendo 0,04 mM de mesotrione (MMM), e incubadas a 30° C a 200 rpm. Nos
periodos de 0 h e 24 h, aliquotas de 1 mL foram coletadas e centrifugadas a 13.000 g durante
5 min., sendo congelado o sobrenadante para posteriores analises em HPLC. As andlises
foram realizadas em HPLC (Waters Alliance e2695), complementado pelo detector foto-
diodo. Foi utilizada a coluna Eclipse XDB-C18, com dimensdes de 4,6 mm X 150 a 3,5 um ,
para separacdo, sendo submetida a uma temperatura de 20 °C. O gradiente da fase movel
iniciou com 70 % agua (0,1 % &cido férmico) (A) : 30 % Acetonitrila (B); 30 % B em 3 min.;
55 % B em 15 min.; 100 % B em 17 min.; 100 % B em 18 min.; 30 % B em 19 min. e 30 % B
em 29 min. O volume de corrida foi de 1 mL/min™. O volume de injecdo das amostras foi de
50 pL.

3.2.4. ldentificacdo da linhagem selecionada

3.2.4.1 Amplificacé@o do gene 16S

A linhagem bacteriana foi crescida em placa contendo LA por 24 h a 30 °C. Apds o
periodo de crescimento, foi retirada uma col6nia e adicionada a uma solu¢do de 25 uL
contendo 1x tampéo da reacdo, 1,5 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP, 0,5 uM de primer 8F (5' -
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3), 05 pM de primer 1492R (5° -
GGTTACCTTGTTACGACTT - 3, 0,02 uM Taq polimerase. Além da amostra, foi incluido
um controle negativo (branco — solucdo de amplificacdo sem amostra de DNA) no

experimento.
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As condicdes de termociclagem foram: um ciclo inicial a 94 °C por 10 min. seguidos
de 30 ciclos a 94 °C por 1 min., 53,5 °C por 1 min., 72 °C por 1 min. e 50 s, seguidos por um
ciclo de uma extenséo final a 72 °C por 7 min. Os fragmentos amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose 1 % com volume aplicado de 5 pL da mistura da reacéo de

PCR e as bandas foram marcadas com Syber Red e visualizadas com luz ultravioleta.

3.2.4.2 Sequenciamento

A purificacdo do produto de PCR foi feita utilizando Kit de purificacdo de PCR
MinElute®.

Foram adicionados 40 ng da amostra amplificada e purificada em um tubo de 0,5 mL
com 4,5 pmol do forward e reverse primers (cada um em um tubo separado) em um volume

final de 6 puL. As amostras foram sequenciadas no ACTGenes analises moleculares LTDA.

3.2.5 Crescimento bacteriano

A linhagem foi crescida em 700 mL de LB a 30 °C durante 24 h. Apds o periodo de
crescimento, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado foi
lavado duas vezes com tampédo PBS e inoculado nos meios em triplicata: a) Meio Mineral
sem mesotrione (MM); b) MMM; c) Meio Mineral com Callisto (MMC), contendo o
herbicida formulado com o equivalente a 0,04 mM de mesotrione. A cada duas horas o
crescimento bacteriano foi monitorado por espectrofotdmetro a 600 nm, sendo que o material
foi diluido sempre que a DO ultrapassasse valores de 0,6, para manter a acurécia das leituras.

Aliquotas para HPLC foram retiradas nos periodos de 0, 12 e 24 horas.

3.2.6 Mesotrione como fonte de nutrientes

Para determinar se a linhagem bacteriana selecionada utilizaria o herbicida como fonte
de carbono ou nitrogénio, a linhagem bacteriana foi crescida em 10 mL de LB em frascos de
50 mL e incubada a 30 °C e 200 rpm. Ap6s 24 h de crescimento, as amostras foram
adicionadas aos seguintes meios: a) MMM; b) MMM sem nitrogénio (NaNOjs substituido por
NaCl); c) MMM sem carbono (glucose). As amostras foram incubadas em triplicata a 30 °C e

200 rpm tendo como densidade Optica inicial 0,05. O crescimento bacteriano foi medido em
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espectrofotdbmetro a 600 nm nos periodos de 0 e 24 horas e foram retiradas amostras para
anélise em HPLC.

3.2.7 Peroxidacédo de lipidios

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da producdo de
malonaldeido (MDA), um metabolito reativo ao acido 2-tiobarbitdrico (TBA), método
adaptado de Health & Packer (1968). As culturas foram crescidas em 2 L de LB, incubadas a
30 °C e 200 rpm. Em 24 h de incubacéo, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 7 min.
a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com tampédo PBS. As culturas foram incubadas
nos seguintes meios: a) MM; b) MMM; ¢) MMC. A incubacdo ocorreu em triplicatas a 30 °C
a 200 rpm. As culturas foram centrifugadas em 30 min., 12 e 24 h de incubacédo a 5.000 g por
10 min. a 4 °C, e o precipitado foi macerado com nitrogénio liquido; 0,1 g do macerado de
cada uma das amostras foi homogeneizado com 1 mL de TCA (&cido tricloroacético) 0,1 % e
centrifugados a 12.000 g por 5 min. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,25 mL e
transferida para outro tubo juntamente com 1 mL de solucdo contendo TCA 20 % e TBA
(&cido tiobarbiturico) 0,5 %. A mistura foi colocada em banho-seco por 30 min. a 95 °C, e
resfriada em gelo por 10 min. As amostras foram centrifugadas por 10 min. a 12.000 g, e 0
sobrenadante foi retirado para leitura em espectrofotdbmetro a 535 e 600 nm. A quantidade de

MDA foi expressa em mmol/mg de massa fresca.

3.2.8 Extracao de proteinas

A linhagem bacteriana foi crescida em 2 L de (LB), incubada a 30 °C e 200 rpm. Em
24 h de incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 7 min. a 4 °C. O precipitado
foi lavado duas vezes com tampéo PBS. As culturas foram incubadas nos seguintes meios: a)
MM; b) MMM; c) MMC, em triplicatas a 30 °C e 200 rpm. As culturas foram centrifugadas
em 30 min., 12 e 24 h de incubacdo a 5.000 g por 7 min. a 4 °C, e o precipitado foi macerado
com nitrogénio liquido. O extrato foi homogeneizado em tampdo de extracdo com 0s
componentes a seguir, em g L™ 14,520 K,HPO,; 2,260 KH,PO,; 0,372 EDTA; 0,462 DL-
dithiothreitol. (DTT) e 5 % (w/w) polivinil polipirrolidona (PVPP) (Gratdo et al., 1998). O
material foi entdo centrifugado a 5.000 g por 30 min., e o sobrenadante foi armazenado em

aliquotas a -80 °C.
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3.2.8.1 Quantificacao de proteinas

Para as determinac6es da concentracao de proteinas totais, foi utilizado o método
segundo Bradford, 1976, por espectrofotometria com leituras em 595 nm, utilizando-se o BSA
(“bovine serum albumin’) como padrdo. Os resultados da quantificacdo foram expressos em

mg/mL.

3.2.8.2 Variag0es nos padrdes proteicos

As proteinas das amostras bacterianas foram separadas por eletroforese em sistema de
SDS-PAGE que utiliza um agente dissociante para desnaturar as proteinas em subunidades. O
agente dissociante comumente utilizado é o detergente i6nico dodecil sulfato de sodio (SDS)
(Gratdo et al., 1998).

Para confeccdo dos géis desnaturantes (10 % poliacrilamida) foi utilizado o seguinte
protocolo: Primeiro gel (de resolu¢do): 5 mL de uma solugdo 40 % de acrilamida/bis-
acrilamida da Sigma, 5 mL de Tampé&o TRIS 2,9 M, pH 8,9, 200 pL de SDS (10 %) e 10 mL
de &gua. Como catalisadores foram utilizados 35 uL de TEMED e 50 uL de persulfato de
amonia (1 %). Para confeccdo do gel superior (de empilhamento), adicionado apo6s a
polimerizacdo do gel de resolucdo, foi utilizado 1,0 mL da solucdo 40 % de acrilamida/bis-
acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampédo TRIS 500 mM, pH 6,8, 100 pL de SDS (10 %) e 5,5
mL de &gua. Para a polimerizagdo foram utilizados 20 uL de TEMED e 100 uL de persulfato
de amonio (1 %). Apds a polimerizacao, 20 g de proteina das amostras foram aplicadas no
gel.

Apos a eletroforese o gel foi incubado por aproximadamente 12 horas em solucdo
fixadora contendo etanol 40 % e acido acético 10 %. O gel foi entdo transferido para 50 mL
de solucdo contendo acetato de sodio 0,5 M, etanol 30 %, tiossulfato de sédio 20 mM e 260
uL de gluteraldeido 25 %, por 15 minutos. Em seguida foram realizadas trés lavagens, de 15
minutos cada, em agua destilada e adicionou-se 50 mL de solugdo contendo nitrato de prata 6
mM e 10 pL de formaldeido 37 %. O gel permaneceu nesta solu¢do por 15 minutos e em
seguida foi incubado em 50 mL de solucéo reveladora contendo carbonato de sédio 0,25 M e
5 uL de formaldeido 37 % até aparecerem as bandas. Visando parar a reacdo foi adicionada
uma solugdo contendo EDTA 50 mM.
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3.2.8.3 Atividades das enzimas antioxidativas

As enzimas antioxidativas analisadas foram catalase e a superéxido dismutase. As
analises foram realizadas por atividade em géis ndo desnaturantes e por espectrofotometria.

Para confeccdo dos géis ndo desnaturantes (12 % poliacrilamida) foi utilizado o
mesmo protocolo para todas as enzimas (Azevedo et al., 1998): Gel de resolucdo: 6 mL de
uma solucéo 40 % de acrilamida/bis-acrilamida, 5 mL de Tampé&o TRIS 2,9 M, (pH 8,9), 9 mL
de 4gua, 38 uL de TEMED e 50 puL de persulfato de amonia (1 %). Gel de empilhamento:
apos a polimerizacdo do gel de resolucdo, foi adicionado uma solugdo composta por 1 mL da
solucdo 40 % de acriamida/bis-acrilamida (Sigma), 2,5 mL de Tampédo TRIS 500 mM, (pH
6,8), 5,5 mL de agua, 20 uL de TEMED e 100 pL de persulfato de aménio (1 %). O tampéo
de eletrodo para corrida do gel foi composto por TRIS 250 mM, pH 8,3 acrescido de 1,92 M
de glicina.

3.2.8.3.1 Atividade da SOD

3.2.8.3.1.1 Atividade em PAGE néo desnaturante

A atividade de SOD foi medida em PAGE e também realizada a determinacdo das
isoformas da enzima. Na eletroforese em PAGE ndo-desnaturante (12 %) foi utilizado como
padrdo 2 unidades de SOD de figado de boi (Sigma). Apds a separacdo das proteinas por
eletroforese, a atividade de SOD foi determinada como descrito por Beuchamp e Fridovich
(1971).

Ao final do tempo de corrida, os géis foram lavados com agua deionizada e incubados
no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de reagdo contendo 50 mM de tampéo
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 reacdo foi descartada, 0s géis
lavados com agua deionizada e colocados sob iluminacdo até o aparecimento de bandas

brancas e coloracdo do gel.

3.2.8.3.1.2 Determinagéo das isoenzimas de SOD em PAGE ndo desnaturante

Para determinacdo das isoformas, apés a corrida, o gel foi dividido verticalmente em
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trés partes. Uma delas permaneceu em tampdo fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A
segunda parte foi tratada com 100 mL do tampdo fosfato de potassio contendo 0,0292 g de
EDTA e 0,0130 g de KCN e a ultima parte foi imersa em uma solucdo deste tampéo acrescido
de 0,0292 g de EDTA e 70 pL de H,O, a 30 %. Os géis permaneceram imersos nas
respectivas solucdes de revelacdo por 20 min.; em seguida foram lavados com H,O destilada e
submetidos a revelagdo com Nitroazul tetrazélio (NBT) e riboflavina como descrito
anteriormente. Ao final da revelacdo, as bandas foram analisadas quanto a presenca e
auséncia, conforme o fator inibidor presente nas solucfes de tratamento. As isoformas foram
classificadas como descrito por Guelfi et al., 2003: Cu/Zn-SOD quando inativada na presenga
de KCN e H,0, Fe-SOD se a banda foi inativada somente na presenca de H,O,, sendo
resistente a0 KCN e Mn-SOD se a isoforma era resistente aos dois tratamentos (Azevedo et
al. 1998).

3.2.8.3.2 Atividade da CAT

3.2.8.3.2.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade de catalase foi determinada como descrito por Kraus et al. (1995), com
modificacdes (Gratdo et al., 1998). Em temperatura de 25 °C, a atividade foi determinada em
uma solucdo de reacdo formada por 1 mL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e
0,025 mL de perdxido de hidrogénio (25 %), solugdo preparada no momento do ensaio. A
reacao foi iniciada com 25 plL de extrato proteico, sendo a atividade determinada por meio da
decomposicdo de peroxido de hidrogénio, monitorada por 1 min. através de alteracdes na
absorbéncia a 240 nm. Os resultados foram expressos em pumol/min./mg de proteina para o

meio.

3.2.8.3.2.2 Atividade em PAGE nao desnaturante

A determinacdo da atividade de CAT foi realizada em PAGE 12 %, a 4 °C e com
corrente constante de 15 mA. O padrdo utilizado foi de CAT de figado de boi (2 unidades).
Apds o tempo de corrida, o gel foi lavado em agua deionizada (3 x 15 min.) e incubado por 10

min. em solucdo de H,O, 0,003 %, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante. Apos este
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periodo, o gel foi lavado em agua deionizada e colocado por 10 min. em uma solugdo de
FeCl; 1 % (m/v) e K;Fe(CNg) 1 % (m/v) sob agitagdo. Em seguida, a solucdo foi retirada e o
gel lavado com agua deionizada. A fixacdo foi realizada com uma solucdo de acido acético

(7%) por 15 min. e os géis foram documentados.

3.2.9 Modificacdes na membrana bacteriana

A linhagem bacteriana foi crescida em 700 mL de LB em frasco de 1.000 mL,
incubada a 30 °C e 200 rpm por 24 h. Apos este periodo as amostras foram centrifugadas a
8.000 g por 7 min. a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com tampédo PBS. As culturas
foram incubadas nos seguintes meios: a)MM; b)MMM; c)MMC, em triplicatas a 30 °C e 200
rpm. As culturas foram centrifugadas ap6s 12 h de incubagéo a 5.000 g por 7 min. a4 °C, e 0
precipitado foi congelado. O material foi liofilizado por 15 h e foi adicionada uma solucéo de
cloroférmio, metanol e &gua na proporcao de 1: 2: 0,8. O material foi mantido sob agitacéo
em shaker a 180 rpm por 18 h. apds 24 horas foi adicionado cloroférmio e agua até uma
proporcéo de 1:1:0,9 de cloroférmio, metanol e dgua. A fase com o cloroférmio foi coletada.
Foram realizadas leituras dos lipideos em espectroscopia de infravermelho em transmitancia,
de 400 a 4000 nm. Andlise de componentes principais (PCA) e analise de agrupamento
hierarquico (HCA), implementado no Pirouette v 4,0 software (Infometrix, Bothell, WA,

EUA), foram os métodos quimiomeétricos utilizados para analisar os resultados.
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4 RESULTADOS

RESPOSTAS ADAPTATIVAS DE Bacillus megaterium Mes13 AO HERBICIDA
CALLISTO

Resumo

O mesotrione é um herbicida seletivo com alto potencial de lixiviagdo, que apresenta a
capacidade de inibir a atividade da enzima 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase (HPPD),
interferindo na sintese de carotendides. Neste trabalho analisamos trés possiveis estratégias
utilizadas pela linhagem Bacillus megaterium Mes13 para tolerar o herbicida Callisto e seu
principio ativo, mesotrione: enzimas antioxidativas [superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT)], degradacéo do principio ativo e modificagdes na estrutura de lipideos da bacteéria.
Nenhuma isoforma especifica foi observada em resposta aos tratamentos contendo 0s
xenobioticos e a atividade de CAT foi mais baixa no tratamento contendo Callisto indicando
outros possiveis mecanismos de defesa celular. Corroborando estes resultados, as analises de
peroxidacao lipidica (MDA), que dependem do estado de saturacdo de lipideos de membrana,
mostraram taxas mais baixas no tratamento com Callisto. Modificagbes na membrana
bacteriana foram observadas nos tratamentos contendo Callisto, o que, possivelmente
diminuiram as taxas de peroxidacdo lipidica. Nossos dados indicam que esta linhagem néo
utiliza mesotrione como fonte de nitrogénio e carbono, contudo, o processo de degradacéo do
herbicida foi mais eficiente na auséncia de Nitrato de Sodio em meio de cultura. E possivel
que a degradacdo ocorra, entdo, por meio de uma enzima inespecifica que, na auséncia da
fonte primaria de nitrogénio, seja induzida pelo mesotrione. Nossos dados sugerem que as
modificacbes na membrana plasmatica, aliada a degradacdo da molécula do xenobidtico,
conferiram a linhagem capacidade de tolerar a presenca do mesotrione e de sua formulagédo

comercial, Callisto nas condi¢Ges experimentais testadas.

Palavras-chave: SOD, CAT, MDA, Biodegradacédo de herbicidas, Fonte de nitrogénio,

modificagfes na membrana plasmatica.



31
Programa de Pds-graduacdo em Biologia Evolutiva

INTRODUCAO

O crescente aumento da populagdo tem gerado um aumento na demanda de alimentos
e matéria prima e, para suprir essa demanda, a reducao das perdas é um dos caminhos e 0 uso
de quimicos sintéticos tem cumprido um papel importante na supressdo de pestes e aumento
da producéo agricola.

Apesar dos beneficios do uso de agroquimicos, h& uma crescente preocupacdo em
relacdo aos danos que 0s mesmos possam causar ao ambiente e a organismos nao alvo, pois
apenas 0,1 % dos agroquimicos aplicados em cultivares agricolas atingem seu alvo, sendo que
a grande maioria permanece no ambiente, contaminando significantemente os ecossistemas
(Sharma et al., 2010).

O mesotrione [2-[4-(metilsulfonil)-2-nitrobenzoil]-1,3-ciclohexanediona], principio
ativo do herbicida comercial Callisto, € utilizado no controle pré e pos-emergente de plantas
daninhas de folha larga em culturas de milho. Atua inibindo a enzima 4-hidroxifenil-piruvato-
dioxigenase (HPPD), impossibilitando a biossintese de carotendides nos cloroplastos, que
levam ao branqueamento das plantas sensiveis, necrose e morte dos tecidos vegetais (Soltani
et al., 2011). Apresenta capacidade moderada de retencdo em diferentes tipos de solo.
Entretanto, pode ser lixiviado, contaminando assim &guas superficiais. E considerado
moderadamente tdxico para humanos (Beaudegnies et al., 2009), e classificado como perigoso
ao meio ambiente (Batisson et al., 2009; Chaabane et al., 2007).

Dentre as inimeras formas de descontaminacdo de ambientes, a biorremediacdo se
destaca por, em geral, apresentar menor custo e maior eficiéncia na remocdo dos
contaminantes do que as técnicas fisicas e quimicas, sendo utilizada em escala comercial no
tratamento de diversos residuos e na remediacdo de areas degradadas (Bamforth; Singleton,
2005). O género Bacillus é constituido por bastonetes Gram-positivos, aerdbicos,
caracteristico pela formacdo de enddsporo (Chantawannakul et al., 2002; Lee et al., 2007), e
juntamente com membros dos géneros Arthobacter, Corynebacterium, Flavobacterium e
Pseudomonas, se destaca pela alta atividade em degradacéo de pesticidas (Feakin et al. 1995;
Kucharski et al., 2009; Omar et al., 2001; Rousseaux et al., 2001). A biodegradacdo do
mesotrione pelas linhagens bacterianas Bacillus sp. Mes11 e Bacillus sp. 3B6 foi descrita por
Batisson et al. (2008) e Durand et al. (2006) e apresentou como principais produtos da
degradacgfo as moléculas de AMBA (Acido 2-amino-4-metilsulfonil benzo6ico) e MNBA (4-
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metilsulfonil-2-nitrobenzoico), sendo que esses produtos foram caracterizados como mais
toxicos que a molécula original. A degradacdo do mesotrione pela bactéria P. ananatis foi
descrito por Pileggi et al., 2012 e, diferente da degradacdo descrita por Batisson et al. (2008) e
Durand et al. (2006), AMBA e MNBA néo foram encontrados como produtos da degradacao.

Em contato com herbicidas, os micro-organismos podem apresentar um aumento na
producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), podendo levar a célula ao estresse
oxidativo, quadro em que a geracao e a degradacao das EROs na célula estdo desbalanceadas,
e pode gerar danos e rapida morte celular do micro-organismo (Ferguson, 1999).

Entretanto a producdo de EROs ndo se restringe a exposi¢cdo dos organismos a
xenobioticos. Os organismos aerdbicos usam oxigénio molecular (O2) na respiragdo ou na
oxidacdo de nutrientes para obtencdo de energia. Durante 0s processos metabolicos, o O, é
reduzido por univaléncia, por meio de reacfes sequenciais, que podem ocasionar a formacéo
das espécies ativas (Cabiscol et al., 2000). Para minimizar os efeitos danosos das espécies
reativas, os organismos desenvolveram mecanismos capazes de combater as mesmas,
denominado de sistema antioxidativo de defesa, que pode ser enziméatico ou ndo enzimatico. A
superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1.) é a primeira enzima de defesa contra danos
provocados por EROs nas células (Scandalios, 2005). Esta presente em organismos aerébios e
anaerdbios facultativos, atuando na desintoxicacdo do radical superéxido (O, *) via reacdo de
dismutacdo, gerando peroxido de hidrogénio (H.O;) e O, (Mccorde, 1969), tendo sua
atividade correlacionada com mecanismos de sobrevivéncia a herbicidas. A Catalase (CAT,
EC 1.11.1.6.) tem um papel crucial na remocdo do peréxido de hidrogénio gerado como
produto da respiracao aerobica celular (Zamocky et al., 2008).

A maior parte do conhecimento sobre enzimas antioxidativas em bactérias é baseada
em andlises gendmicas. Ha, porém, a necessidade de discriminar e determinar a funcéo destas
enzimas em nivel bioquimico, principalmente quando estdo relacionados ao metabolismo de
tolerancia e desintoxicacdo de herbicidas (Martins et al., 2011).

Neste trabalho visamos analisar trés possiveis estratégias utilizadas pela linhagem B.
megaterium Mes13 para evitar o efeito toxico do herbicida Callisto e seu principio ativo,
mesotrione: enzimas antioxidativas, degradacdo do principio ativo e modificagdes na estrutura

dos lipideos de membrana citoplasmatica.
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MATERIAIS E METODOS

Quimicos utilizados

Foi utilizado o herbicida comercial Callisto, que apresenta 48 % de mesotrione em sua

composicdo, e outros adjuvantes [1,2-benzisotiazolin-3-one; 1-Octanol; Poli(oxi-1,2-

etanediil),alfa-isodecil-omega-hidroxi-fosfato; -  (http://www.syngenta-crop.co.uk/). Foi
utilizado em meios de cultura o principio ativo mesotrione, foi fornecido por Syngenta Crop
Protection, enquanto que o padrdo analitico para as analises em HPLC foi obtido da

Sigma/Pestanal.

Isolamento de bactérias tolerantes ao herbicida

Amostras de agua foram coletadas em um agude (S-24°51°28".7 0-49°55°57.7)
localizado na fazenda Capao do Cip0 (estacdo experimental da Fundacdo ABC Pesquisa para
Assisténcia e Divulgacdo Técnica Agropecuéria), Castro, Paran4, Brasil.

As linhagens bacterianas presentes na amostra de dgua foram isoladas em Agar Luria
(LA) (composicdo em g L™ é: 10 de triptona, 5 de extrato de levedura, 10 de NaCl e 15 de
Agar) por meio de diluicdo em série, em solucdo 0,9 % de NaCl. As Placas foram incubadas a
30 °C. As linhagens crescidas foram inoculadas em Meio Mineral contendo mesotrione
(MMM), contendo tampdo fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, e os seguintes ingredientes, em
g L™ 3,000 NaNO3; 0,500 MgSOy; 0,500 KCI; 0,010 FeSOy; 0,040 CaCly; 0,001 MnSOy;
0,040 glicose; 15,000 agar; 0,04 mM de mesotrione (1x concentracdo utilizada em campo).
Linhagens com alta tolerancia ao herbicida foram isoladas e estocadas em glicerol 50 % a -80
°C.

Analise de degradacéo do herbicida

Para determinar a capacidade de degradacdo do herbicida pelo isolado bacteriano
selecionado, 0 mesmo foi crescido em 75 mL de Caldo Luria (LA sem Agar), em frascos de
250 mL e incubado por 24 h a 30 °C. As células foram entdo centrifugadas a 8.000 g, por 5
min. a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com tamp&o PBS (composicdo em g L™:
8,00 NaCl; 0,20 KCI; 1,44 Na,HPOy; 0,24 KH,PO,). As células foram ressuspendidas em 50
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mL de MMM, e incubadas a 30° C a 200 rpm. Nos periodos de 0 h e 24 h, aliquotas de 1 mL
foram coletadas e centrifugadas a 13.000 g durante 5 min., sendo congelado o sobrenadante.
As analises foram realizadas em HPLC (Waters Alliance €2695), com detector foto-diodo. Foi
utilizada a coluna Eclipse XDB-C18 para caracterizacdo do mesotrione, com dimensdes de
4,6 mm X 150 a 3,5 pm de porosidade, sendo submetida a uma temperatura de 20 °C. O
gradiente da fase mével iniciou com 70 % agua (0,1 % &cido férmico) (A) : 30 % Acetonitrila
(B); 30 % B em 3 min.; 55 % B em 15 min.; 100 % B em 17 min.; 100 % B em 18 min.; 30 %
B em 19 min. e 30 % B em 29 min. O volume de corrida foi de 1 mL min™. O volume de

injecdo das amostras foi de 50 pL.

Identificacéo da linhagem degradadora por sequenciamento do gene 16S

A linhagem bacteriana foi crescida em placa contendo LA. Ap6s 24 h de
crescimento, foi retirada uma coldnia para identificagdo molecular. Para amplificacdo do gene
16S foram usados os primers 8F 5' - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3, e 1492R 5' -
GGTTACCTTGTTACGACTT - 3' (LANE, 1991).

Para purificacdo do produto do PCR foi utilizado o Kit de purificagdo de PCR
MinElute® e as amostras foram sequenciadas no ACTGenes analises moleculares LTDA. As
sequéncias foram comparadas com 0 banco de dados com seqlencias de ribossomos

bacterianos, Ribosomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu), para a identificacdo da

espécie ao nivel molecular.

Crescimento bacteriano

A linhagem foi crescida em 700 mL de LB a 30 °C durante 24 h. Apds o periodo de
crescimento, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado foi
lavado duas vezes com tampéo PBS e inoculado nos meios em triplicata: a) MM; b) MMM; c)
MMC (MM contendo Callisto com o equivalente de 0,04 mM de mesotrione). A cada duas
horas o crescimento bacteriano foi monitorado por espectrofotdmetro a 600 nm, sendo que o
material foi diluido sempre que a DO ultrapassasse valores de 0,6, para manter a acuracia das

leituras. Aliquotas para HPLC foram retiradas nos periodos de 0, 12 e 24 horas.
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Mesotrione como fonte de nutrientes

Para determinar se a linhagem bacteriana selecionada utiliza o herbicida como fonte de
carbono ou nitrogénio, a linhagem bacteriana foi crescida em 10 mL de LB em frascos de 50
mL e incubada a 30 °C e 200 rpm. Apos 24 h de crescimento, 1,5 mL de LB contendo a
linhagem bacteriana foi adicionada aos diferentes meios para que 0S mesmos apresentassem
como densidade Optica inicial 0,05: a) Meio Mineral contendo Mesotrione sem nitrogénio
(MMM s/N); b) Meio Mineral contendo Mesotrione sem glucose (MMM s/C); ¢) MMM. As
amostras foram incubadas em triplicata a 30 °C e 200 rpm. Para avaliar o crescimento
bacteriano nos diferentes meios de cultura, a densidade Optica foi medida em
espectrofotdbmetro a 600 nm nos periodos de 0 e 24 horas, sendo diluido sempre que a DO

ultrapassasse o valor de 0,6. Aliquotas de 1 mL foram retiradas para analise em HPLC.

Peroxidacdo Lipidica

A peroxidacdo lipidica foi determinada por meio da quantificacdo da producdo de
malonaldeido (MDA), um metabdlito reativo a acido 2-tiobarbiturico (TBA), método
adaptado de Heath e Packer (1968). A concentracio de MDA foi monitorada em
espectrofotdmetro a 535 e 600 nm. A quantidade de MDA foi expressa em mmol/mg de massa

fresca.

Extracdo de proteinas

A linhagem foi crescida em 2 L de LB, os quais foram incubados a 30 °C e 200 rpm.
Apbs 24 h, as amostras foram centrifugadas a 8.000 g por 5 min. a 4 °C. O precipitado foi
lavado duas vezes com tampdo PBS e dividido em frascos contendo 50 mL dos seguintes
meios: a) MM; b) MMM; ¢) MMC, em triplicatas e as culturas foram incubadas a 30 °C a 200
rpm. As extra¢Oes foram realizadas nos tempos de 30 min., 12 e 24 h de incubag&o. As células
foram coletadas e o precipitado foi macerado com nitrogénio liquido. O extrato foi
homogeneizado em tampéo de extracdo de proteinas, contendo 0s seguintes componentes em
g L™ 14,520 K,HPOy; 2,260 KH,PO,; 0,372 EDTA; 0,462 DL- dithiothreitol e 5 % (w/w)
polivinil polipirrolidone-PVPP (10:1 volume do tampéo:peso da amostra) (Azevedo et al.,

1998). O material foi entdo centrifugado a 5.000 g por 30 min., e o sobrenadante armazenado
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em aliquotas de 1 mL a -80 °C. A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de
Bradford, 1976, utilizando o BSA (“bovine serum albumin”) como padrao.

Variacdes nos padrdes proteicos

As proteinas das amostras bacterianas foram separadas por PAGE desnhaturante
contendo 10 % de poliacrilamida como descrito por Gratdo et al. (2008). Apds a eletroforese o
gel foi incubado por aproximadamente 12 horas em solucdo fixadora contendo etanol 40 % e
acido acético 10 %. O gel foi entdo transferido para 50 mL de uma solucdo contendo acetato
de sddio 0,5 M, etanol 30 %, tiossulfato de sddio 20 mM e 260 pL de gluteraldeido 25 %, por
15 min. Em seguida foram realizadas trés lavagens, de 15 min. cada, em agua destilada, e
adicionou-se 50 mL de solucgdo contendo nitrato de prata 6 mM e 10 pL de formaldeido 37 %.
O gel permaneceu nesta solugdo por 15 min. e em seguida foi incubado em 50 mL de solucdo
reveladora contendo carbonato de sédio 0,25 M e 5 uL de formaldeido 37 % até aparecerem

as bandas. Para interromper a reacdo foi adicionada uma solucdo contendo EDTA 50 mM.

Atividades das enzimas antioxidativas

Perfil de bandas da superoxido dismutase

O perfil de bandas de SOD foi medida em PAGE e também realizada a determinacao
das isoformas da enzima. A eletroforese em PAGE ndo-desnaturante (12 %) foi realizada
como descrita por Medici et al. ( 2004). Ao final do tempo de corrida os géis foram lavados
com &gua deionizada e incubados no escuro, a temperatura ambiente, em uma mistura de
reacdo contendo 50 mM de tampdo fosfato de potassio pH 7,8, 1 mM EDTA, 0,05 mM
riboflavina, 0,1 mM nitroazul tetrazolio (NBT) e 0,3 % TEMED. Ao final de 30 min., a
mistura de reacdo foi descartada, os géis lavados com &gua deionizada e colocados sob
iluminacdo até o aparecimento de bandas brancas e coloracédo do gel.

Para determinacgdo das isoformas de SOD, as amostras protéicas foram submetidas a
PAGE ndo-desnaturante e as bandas de SOD foram classificadas como descrito por Guelfi et
al., 2003, sendo distinguidas pela sensibilidade a 2 mM cianeto de potassio (KCN) e 5 mM de
peroxido de hidrogénio(H,0,). As isoformas foram classificadas como: Cu/Zn-SOD quando

inativada na presenca de KCN e H,0,. Fe-SOD se a banda foi inativada somente na presenca
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de H,O,, sendo resistente ao KCN; e Mn-SOD se a isoforma era resistente aos dois

tratamentos.

Atividade da Catalase

A atividade de CAT em espectrofotdometro foi determinada como descrito por Kraus et
al. (1995), com modificacbes (Gratdo et al., 2008). O ensaio foi realizado a 25 °C, sendo a
atividade determinada em uma solugéo de reacdo formada por 1 mL de tampéo fosfato de
potassio 100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de perdxido de hidrogénio (25 %), solucdo preparada
no momento do ensaio. A reagdo foi iniciada com 25 uL de extrato proteico, sendo a atividade
determinada por meio da decomposicdo de peréxido de hidrogénio, monitorada por 1 min.
através por meio de alteracfes na absorbancia a 240 nm. Os resultados foram expressos em
umol/min./mg de proteina.

A atividade de CAT em PAGE ndo-desnaturante foi realizada como descrito por
Ferreira et al.(2002). Ap6s o tempo de corrida, o gel foi lavado em &gua deionizada (3 x 15
min.) e incubado por 10 min. em solugcdo de H,O, 0,003 %, a temperatura ambiente, com
agitacdo constante. Apos este periodo, o gel foi lavado em agua deionizada e colocado por 10
min. em uma solucdo de FeCls 1 % (m/v) e K;Fe(CNg) 1 % (m/v) sob agitacdo. Em seguida, a
solucdo foi retirada e o gel lavado com agua deionizada. A fixacdo foi realizada com uma

solucdo de acido acético (7 %) por 15 min. e os géis foram documentados.

Analise de lipideos

A anélise de lipideos foi realizada como descrito por Bligh e Dyer (1959), com
modificagdes. Os lipideos de membrana foram analisados por espectroscopia de
infravermelho de transmitancia, de 400 a 4000 nm e analise de componentes principais (PCA)
e andlise de agrupamento hierarquico (HCA), implementado no Pirouette v 4,0 software
(Infometrix, Bothell, WA, EUA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao de linhagem degradadora

Dentre os 106 isolados bacterianos tolerantes ao mesotrione, a linhagem B.
megaterium Mes13 identificada por sequenciamento do gene ribossomal 16S, foi selecionado
por apresentar alta taxa de crescimento e degradacdo do herbicida, quando comparado com 0s
demais.

Analises em HPLC demonstraram que a linhagem bacteriana B. megaterium Mes13
degrada aproximadamente 79 % do mesotrione presente no Meio Mineral ap6s um periodo de
12 h de incubagdo. A porcentagem de degradacdo aumenta para 89 % em 24 h (Fig. 1).
Bactérias do género Bacillus, juntamente com membros dos géneros Arthobacter,
Corynebacterium, Flavobacterium e Pseudomonas, se destacam pela alta atividade em
degradacdo de pesticidas (Feakin et al. 1995; Kucharski et al., 2009; Omar et al., 2001;
Rousseaux et al., 2001).

A degradacdo do mesotrione por diferentes linhagens de Bacillus sp. foi descrita por
Durand et al. (2006) e Batisson et al. (2009), no qual a degradacdo completa do mesotrione foi
descrita ocorrendo ap6s 24 h de incubacdo, e as moléculas de MNBA e AMBA foram
caracterizadas como sendo os principais produtos da metabolizacdo. A molécula de AMBA foi

descrita por apresentar maior toxicidade que a molécula original (Mitchell et al., 2001).
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Figura 1. Cromatogramas da degradacdo do mesotrione por B. megaterium Mes13, Painel superior: Pico
do mesotrione em 0 h de incubagdo em MMM onde a molécula o Mesotrione se encontra integra. Painel inferior:
Pico do mesotrione ap6s 24 h de incubagdo em MMM, correspondente a 11 % do pico do mesotrione no periodo
de 0 h (Tempo de retengdo do mesotrione = 11,4 min.).

Mesotrione como fonte de nutrientes

A anélise da degradacdo do herbicida mesotrione em diferentes meios de cultura
demonstrou que a bactéria B. megaterium Mes13 degradou 100 % do herbicida contido no
Meio Mineral sem nitrogénio apds 24 h de incubacdo, enquanto no mesmo periodo a
degradacdo em MMM foi de 35 % e em MMM sem carbono foi de 18 % (Fig. 2). Apesar da
alta degradacdo do herbicida no MMM sem nitrogénio, o crescimento neste tratamento é mais
baixo que no tratamento contendo MMM e semelhante ao tratamento contendo MM sem
nitrogénio (dado ndo mostrado), demonstrando que o micro-organismo nao esta utilizando o

herbicida como fonte de nitrogénio.
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A presenga do nitrato de sodio como fonte de nitrogénio no tratamento controle gerou
uma inibi¢do na taxa de degradacdo do herbicida se comparada ao tratamento sem essa fonte
de nitrogénio. Uma das hipoteses seria a de que a degradacao do mesotrione é realizada por
uma enzima inespecifica que estaria envolvida na assimilacdo do nitrogénio pela célula
bacteriana e que, na auséncia da fonte primaria de nitrogénio, a mesma degrada o mesotrione
por cometabolismo. Neste mecanismo de degradacdo o herbicida € identificado como
substrato de enzimas ndo especificas do metabolismo celular, capaz de modificar substancias
que ndo sdo seus substratos naturais, havendo necessidade de suplementacdo do meio com
outras fontes de nutrientes para que a bactéria cresca e a degradacdo ocorra (Silva et al.,
2003). Assim como observado em nosso trabalho, em Entry (1999) houve uma diferenga na
mineralizacdo dos herbicidas atrazina e 2,4-D, que diminuiu com o aumento da quantidade de

nitrogénio no solo.
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Figura 2. Painel superior: Crescimento de B. megaterium Mes13 em MMM, MMM sem Nitrogénio e
MMM sem carbono, apds 24 h de incubagdo. Painel inferior: degradacdo do mesotrione em MMM, MMM sem

Nitrogénio e MMM sem carbono, apés 24 h de incubagéo.
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Capacidade de crescimento bacteriano em contato com o herbicida

Inferimos, pelos resultados obtidos (Fig. 3) que ndo h& diferengas no crescimento
bacteriano entre os tratamentos com a presenca dos xenobidticos e o controle, demonstrando

que a bactéria apresenta tolerancia aos efeitos toxicos dos herbicidas.
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Figura 3. Crescimento de B. megaterium Mes13 a 30 °C em MM, MMM e MMC.

Peroxidacao Lipidica

As taxas de Malondialdeido (MDA) sdo frequentemente utilizadas como indicador de
peroxidacdo lipidica. Estas taxas demonstram 0s danos que as espécies ativas de oxigénio
podem ter causado nas membranas bacterianas, seja por efeito direto, ou por um sistema
enzimatico antioxidativo ndo eficiente (Gratéo et al., 2005; Imlay, 2008; Martins et al., 2011;
Shao et al., 2010; ). As taxas de MDA em B. megaterium Mesl3 foram avaliadas para
determinar a toxicidade do Callisto e do seu principio ativo (Fig. 4), e as mesmas se
mostraram mais baixas no tratamento contendo o herbicida em sua formulagdo comercial, do
que no controle e no tratamento com mesotrione, demonstrando que esta linhagem foi
eficiente em combater a peroxidacao lipidica, seja por resposta antioxidativa eficiente ou por
apresentar modificacdes na membrana plasmética, como mudanca na saturacdo de lipideos,

que preveniria a peroxidagdo lipidica, pois a mesma s6 ocorre quando os lipideos estdo na
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forma polinsaturada (Lima; Abdala, 2001).
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Figura 4. Quantificagdo de MDA (nmol/g massa fresca) em B. megaterium Mes13 incubado durante 30
min., 12 h e 24 h em contato com o herbicida mesotrione e sua formulagdo comercial, Callisto, além do controle,
sem a presenca dos xenobidticos.

Perfil Protéico

O perfil protéico visualizado em SDS PAGE desnaturante (Fig. 5) ndo apresentou
variacdes com relacdo a presenca de bandas entre os diferentes tratamentos, e sim quanto aos
diferentes periodos em que foi analisado, o que indica que ndo houve modificacGes

especificas no metabolismo bacteriano em resposta a presenca do herbicida no meio.



43
Programa de P6s-graduacédo em Biologia Evolutiva

VW
Ao WM

Figura 5. Perfil proteico de extratos de cultura bacteriana em gel SDS-PAGE desnaturante. Padrdo de
massa molecular com os pesos em KDa (P) Pocos 1, 2 e 3, representam extratos proteicos de B. megaterium
Mes13 incubado por 30 min., 4, 5 e 6 incubado por 12 h e 7, 8 e 9 incubado por 24 h no controle e nos
tratamentos mesotrione e Callisto, respectivamente.

Perfil de bandas de SOD em PAGE nédo desnaturante

O padrdo de bandas da enzima SOD demonstrou ndo haver presenca de isoformas
especificas para responder ao contato com o herbicida comercial e seu principio ativo (Fig. 6).
A presenca da banda | se mostrou mais intensa nos tratamentos incubados por 30 min. e sua
intensidade diminui progressivamente nos periodos de 12 e 24 h em todos os tratamentos.
Provavelmente esta banda foi expressa para a adaptacao fisioldgica das células bacterianas as
modificacfes no meio de cultura ao qual a bactéria foi transferida.

11
I

Figura 6. Atividade de SOD em PAGE nédo-desnaturante de extratos de cultura bacteriana. Pogos 1, 2 e
3, representam extratos proteicos de B. megaterium Mes13 incubado por 30 min., 4, 5 e 6 incubado por 12 he 7,
8 e 9 incubado por 24 h no controle, e nos tratamentos mesotrione e Callisto, respectivamente.

A enzima superédxido dismutase pode ser classificada de acordo com o seu cofator
metalico, podendo ser Mn-SOD, Fe-SOD, Cu/Zn-SOD e Ni-SOD, sendo esta ultima menos
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significativa em bactérias, encontrada apenas em porcGes citosolicas de Streptomyces sp.
(Demple, 1991; Youn et al., 1996). No gel de isoformas de SOD (Fig. 7), foi possivel
visualizar trés bandas caracterizadas como sendo Mn-SOD. Em bactérias, esta isoenzima é
encontrada na porcdo citoplasmatica e apresenta papel chave na defesa celular contra o radical
superoxido (Imlay, 2008), sendo a primeira isoforma com producédo induzida pela exposicao
ao oxigénio, ao radical superdxido ou a mudancas na taxa do crescimento (Demple, 1991). A
isoforma Mn-SOD foi descrita por Casillas-Martinez e Setlow (1997) como sendo a isoforma
predominante, se ndo a unica, presente em Bacillus subtilis. Esta isoforma apresentou a
expressdo diferenciada durante os diferentes tempos de tratamento (Fig. 6), indicando seu

envolvimento com as modificagdes nas taxas de crescimento da bactéria.

A B C

Figura 7. Caracterizac8o das isoformas de SOD em PAGE, A: controle, B: presenca de KCN, C:
presenca de H,0,.

Atividade de catalase

A atividade de catalase aumentou nos periodos de 12 h e 24 h de incubacdo se
comparada ao periodo de 30 min. (Fig. 8). No periodo de 12 horas o tratamento controle
apresenta maior atividade que os tratamentos contendo xenobiotico. Ja no periodo de 24 h, o
tratamento com mesotrione apresentou um aumento na atividade de catalase. Apesar da baixa
atividade da catalase nos tratamentos contendo os xenobi6ticos, nao é possivel afirmar que a
presenca dos herbicidas no meio ndo tenha estimulado a geracdo de perdxido de hidrogénio,
pois a catalase ndo é a Unica enzima a fazer a retirada do mesmo da célula. Enzimas como a
tiorredoxina tiol-peroxidase e alquil hidroperoxido redutase e outras peroxidases também séo
responsaveis pela detoxificacdo celular do peroxido de hidrogénio e a catalase apresenta
maior importancia na degradagdo do peroxido de hidrogénio quando este estad presente em
altas concentracdes dentro da célula, momento em que outras enzimas peroxidases tém sua
atividade saturada devido a lenta transferéncia de elétrons e/ou inativagdo das mesmas por
excesso de oxidagdo (Mishra et al., 2012; Mols et al., 2011; Mongkolsuk et al., 2005; Wood et
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al., 2003).
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Figura 8. Atividade especifica de catalase (umol min™) de B. megaterium Mes13 incubado por 30 min.,
12 h e 24 h em contato com o herbicida mesotrione e sua formulagdo comercial, Callisto, além do controle.

O perfil de isoformas de CAT (Fig. 9) demonstrou ndo haver variagdo na expresséo de
bandas entre os tratamentos contendo os xenobidticos e o controle. A auséncia de isoformas
de SOD e CAT especificas para responder ao contato com herbicidas também foi citado em
trabalho com P. ananatis (artigo em preparacdo) em contato com o herbicida mesotrione e sua
formulacdo comercial, Callisto e em estudo com Escherichia coli K12 na presenca dos
herbicidas quinclorac e bensulfuron metil (L et al., 2009).

Nos tratamentos controle, mesotrione e Callisto em 30 min. de incubagdo observou-se
a presenca de duas isoformas ativas (I11, 1), enquanto nos periodos de 12 h e 24 h houve a
ativacdo de trés novas isoformas nesse periodo (I, Il e V), sendo a isoforma V presente apenas
no periodo de 12 h.

O perfil de bandas em PAGE nédo-desnaturante corrobora com a atividade determinada
em espectrofotdmetro, apresentando uma menor atividade em 30 min. (Fig. 8) e a expressédo
de duas isoformas (Fig. 9), enquanto 12 h e 24 h apresentaram uma maior atividade de

catalase e um maior nimero de isoformas.
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Figura 9. Atividade de CAT em PAGE ndo-desnaturante de extratos de cultura bacteriana. Pogos 1, 2 e
3, representam B. megaterium Mes13 incubado por 30 min., 4, 5 e 6 incubado por 12 h e 7, 8 e 9 incubado por
24 h no controle e nos tratamentos mesotrione e Callisto, respectivamente.

Provavelmente a atividade de catalase diferiu entre os periodos devido a mudanca nas
fases de crescimento. No periodo de 12 h hd um aumento tanto a atividade total (Fig. 8)
guanto no namero de isoformas (Fig. 9) em 12 h devido a bactéria estar em fase exponencial
de crescimento, 0 que comumente induz a producéo de catalase (Mishra; Imlay, 2012). Em 24
h houve uma diminuicdo na atividade (Fig. 8) e no nimero de isoformas (Fig. 9) devido a
entrada da bactéria em fase estacionaria de crescimento em 24 h. Segundo Steinman (1997) as
atividade da katE catalase e katG catalase-peroxidase em E. coli sdo induzidas de 15 a 20
vezes durante a fase exponencial de crescimento e cai pela metade durante a fase estacionaria
de crescimento. Segundo Bandyopadhyay e Steinman (2000) os niveis de catalase-peroxidase
katA e katB em Legionella pneumophila aumentam durante a fase exponencial de
crescimento.

O tratamento contendo o herbicida em sua formulacdo comercial Callisto apresentou
uma menor atividade de catalase se comparado ao controle e ao com mesotrione. Como néo
houve diferencas no crescimento bacteriano nos trés tratamentos, e a taxa de peroxidacéo
lipidica foi mais baixa no tratamento com Callisto, é possivel que outra enzima esteja agindo
na retirada do peréxido de hidrogénio da célula. Estudo de LU et al. (2009), com
Stenotrophomonas maltophilia WZ2 e E. coli K12 em contato com quinclorac e bensulfuron-
metil, demonstrou que a catalase apresenta papel minoritario na defesa celular contra estresse
oxidativo induzido por herbicidas.

A andlise de componente principal (PCA) foi aplicado a fim de avaliar os dados de
espectros de Infravermelho. Foi demonstrado que o contato entre o herbicida em sua

formulacdo comercial e a bactéria induziu modificacdes na estrutura de lipideos de membrana
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(Fig. 10). O estudo de Balagué et al. (2001) demonstra que o contato entre E. coli e 0
herbicida 2,4-D induziu uma reducéo na fluidez da membrana por meio da diminuicdo da taxa
de lipideos insaturados para prevenir a ceélula dos efeitos téxicos desse quimico.
Modificagdes na estrutura de membrana bacteriana em contato com o herbicida comercial
também podem ser indicadoras de adaptacdes da linhagem ao herbicida, pois a mudangas no
grau de saturacdo ou na composicao dos lipideos de membrana pode impedir que a mesma
sofra os efeitos danosos do contato com o herbicida. Como as espécies reativas de oxigénio
tem a capacidade de reagir com &cidos graxos poliinsaturados (Lima; Abdalla, 2001; Bielski
et al., 1983), sugerimos que uma mudanca na saturacdo dos lipideos da membrana diminuiria

a peroxidacdo dos lipideos, consequentemente diminuindo o MDA.
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Figura 10. Andlise quimiométrica de lipideos em infravermelho. C1, C2 e C3 representando tréplicas da
analise dos lipideos de B. megaterium Mes13 em MMC e 01, 02, O3 representando tréplicas do da andlise dos
lipideos de B. megaterium Mes13 em MM incubados por 12 h.

Conclusodes

Ndo foram constatadas diferencas no crescimento bacteriano em contato com o
herbicida comercial, seu principio ativo o mesotrione e o controle, demonstrando tolerancia
de Bacillus megaterium Mesl3 a toxicidade dos xenobidticos. A atividade das enzimas
antioxidativas (SOD e CAT) néo foi induzida em resposta ao contato da linhagem bacteriana
com o herbicida Callisto e seu principio ativo mesotrione, demonstrando que a via classica de
degradacdo de espécies reativas em situacOes de estresse oxidativo ndo estaria envolvida na

tolerancia da linhagem bacteriana ao herbicida comercial Callisto e seu principio ativo. A
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degradacdo do principio ativo mesotrione se mostrou mais eficiente na auséncia de Nitrato de
Sédio em meio de cultura, apesar da bactéria ndo utilizar o mesotrione como fonte de
nitrogénio. Acreditamos que a degradacdo do mesotrione seja realizada por uma enzima
inespecifica que, na auséncia da fonte primaria de nitrogénio, a mesma reconhece e degrada o
mesotrione por cometabolismo. Provavelmente a degradacdo do herbicida é comandada por
um processo de repressdo catabdlica, onde subprodutos podem inibir o processo de
degradacdo. Modificacdes na estrutura de membrana bacteriana em contato com o herbicida
comercial podem ser indicadas como adaptacdes da linhagem ao herbicida. Como as espécies
reativas de oxigénio tem a capacidade de reagir com &cidos graxos insaturados, uma mudanca
na saturacdo dos lipideos da membrana diminuiria a peroxidacdo dos lipideos, o que
explicaria a menor taxa de MDA no tratamento contendo o Callisto. Provavelmente as
modificagdes na membrana plasmatica aliadas a decomposi¢cdo da molécula do mesotrione
conferiram a linhagem capacidade de tolerar a presenca dos xenobidticos nas condi¢Bes
experimentais testadas.
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