UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO OESTE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA EVOLUTIVA
SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA MOLECULAR, ESTRUTURAL E GENETICA

KARIN CRISTINA SCHOVEIGERT

BIODEGRADACAO DO HERBICIDA MESOTRIONE POR LINHAGENS
BACTERIANAS ISOLADAS DE FOLHAS DE MILHO

PONTA GROSSA
2009



KARIN CRISTINA SCHOVEIGERT

BIODEGRADACAO DO HERBICIDA MESOTRIONE POR LINHAGENS
BACTERIANAS ISOLADAS DE FOLHAS DE MILHO

Dissertacdo de mestrado apresentada ao
Programa de PoOs-Graduacdo em Biologia
Evolutiva da Universidade Estadual de Ponta
Grossa em associacdo com a Universidade do
Centro Oeste do Parania, como parte dos
requisitos para a obtencdo do titulo de mestre
em Ciéncias  Biologicas (Area  de
Concentracdo em Biologia Evolutiva).

Orientador: Prof. Dr. Rafael Bertoni da
Silveira

PONTA GROSSA
2009



Ficha Catalografica Elaborada pelo Setor de Processos Técnicos BICEN/UEPG

Schoveigert, Karin Cristina
S376b Biodegradagdo do herbicida mesotrione por linhagens
bacterianas isoladas de folhas de milho. / Karin Cristina Schoveigert.

Ponta Grossa, 2009.

93f.
Dissertagdo ( Mestrado em Biologia Evolutiva ) - Universidade

Estadual de Ponta Grossa em associagdo com a Universidade do

Centro Oeste do Parana.

Orientador : Prof. Dr. Rafael Bertoni da Silveira

1. Mesotrione. 2. Biodegradacdo 3. Microrganismos

endofiticos. 4. Microrganismos epifiticos. 5. Milho.
I. Silveira, Rafael Bertonida II. T.
CDD : 633.15




UERG

Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Evolutiva

roeste Associagdo Ampla entre a Universidade Estadual de Ponta
§° Grossa (Departamento de Biologia Estrutural, Molecular e
%“"Ieﬂ!gg Gensética) e a Universidade Estadual do Centro Oeste
'c%mm (Departamento de Ciéncias Bioldgicas)

ATA DE DEFESA DE DISSERTAGAO DE MESTRADO N°. 07/2009

Ata referente & Defesa de Dissertagdo de Mestrado apresentada ao Programa de Poés-
Graduagado em Biologia Evolutiva, uma Associagdo Ampla entre a Universidade Estadual de
Ponta Grossa e a Universidade Estadual do Centro-Oeste, pela candidata KARIN CRISTINA
SCHOVEIGERT. '

Aos cinco dias do més de outubro de dois mil e nove, no Auditério do Programa de Poés-
Graduagio em Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa sob a presidéncia do Dr.
Raféel'Bertoni da Silveira, em sess&o publica, reuniu-se a Comissdo Examinadora da Defesa de
Dissertacao do(a) aluno(a) KARIN CRISTINA SCHOVEIGERT, do Programa de Pés-Graduagao
em Ciéncias Biologicas-area de concentragio Biologia Evolutiva, visando o titulo de Mestre,
constituida pelos: Dr. Rafael Bertoni da Silveira (Orientador), Dr* Maria Albertina de Miranda
Soares e Dr* Marcia Helena Appel. Atestada pela colenda Congregagéo do Colegiado de Curso
do Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias Bioldgicas, area de concentragdo em Biologia
Evolutiva. Iniciados os trabalhos a presidéncia deu conhecimento aos membros da Comisséo e
ao(g) candidato(a) das normas que regem a defesa de dissertagdo. A seguir a candidata passou
a defesa de sua dissertagdo intitulada: Biodegradacio do Herbicida Mesotrione por
Linhagens Bacterianas Isoladas de Fothas de Milho. Encerrada a defesa, procedeu-se ao
julgamento e a Comissao Examinadora considerou o(a) candidato(a) APROVADA. A Presidéncia
ressalvou que a obtengao do titulo de Mestre esta condicionada ao disposto da atual aprovagéo
de outorga do Titulo de Mestre em Ciéncias Biologicas, Area de concentragdo em Biologiar
Evolutiva, com validade de sessenta dias; o n3o depésito da vers&o definitiva de Dissertagao,
bem como as cépias em CD(PDF) com todas as corregbes feitas e atestadas pelo(a)
orientador(a) neste prazo anulara toda possibilidade de outorga definitiva do Titulo, recebimento
de Certiddo e outros documentos, bem como a solicitacdo do Diploma. Nada mais havendo a

tratar, lavrou-se a presente ata, que vai assinada pelos membros da Comissdo Examinadora.

Ponta Grossa, 05 de outubro de dois mil e nove.

s cCpo
Prof. Dr.Rafael Bertoni da Silveira /V#“"é Zﬁo@m e v”["“’“"

Prof* Dr* Maria Albertina de Miranda Soares ,\f\&m);

Prof® Dr* Marcia Helena Appel_4 /xtiic. Llaﬂw, M/
f] [ P vf —




Aos meus queridos pais, José e Ana Maria
Schoveigert, pelo amor e apoio
incondicionais, fundamentais para que eu
chegasse até aqui. Nao ha palavras e agoes
que possam retribuir tudo que fizeram por
mim. SO tenho a agradecer. Amo vocés. Muito

obrigada.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Rafael Bertoni da Silveira, pela orientacdo competente, responsabilidade
e profissionalismo académicos e confianca profissional.

Aos professores Dr. Luis Anténio Esmerino, Dr. Paulo Irajara Borba Carneiro e Dra.
Akemi Teramoto de Camargo, dos Departamentos de Analise Clinicas, Quimica e Biologia
Geral, respectivamente, pelos conhecimentos transmitidos e sugestdes neste trabalho.

Aos professores Dr. Roberto Ferreira Artoni e Dr. Paulo Roberto Favero, dos
Departamentos de Biologia Estrutural, Molecular e Genética e de Analises Clinicas, por
disponibilizar equipamentos e pelo auxilio na realizacéo de procedimentos.

Aos técnicos de laboratorio Mauricio e Luzia, pela disposicdo em ajudar.

Aos funcionarios do Departamento de Biologia Genética, Estrutural e Molecular, pela
prontiddo ao serem solicitados.

As professoras Dr. Julianne Milleo e Dr. Roséngela Capuano Tardivo, pelos
ensinamentos.

A Wilson F. Paes Jr., pelo apoio, carinho e amizade, por ter entrado em minha vida no
momento certo e ter me ajudado de todas as formas que mais precisei.

A Stela Becher, minha colega de pds-graduacdo e amiga, pelo companheirismo e
incentivo, por termos juntas conseguido vencer esta etapa de nossas vidas.

A laboratorista Maria Janina Pinheiro Diniz pelo auxilio técnico, amizade e confianca.

Aos amigos e colegas de Pos-Graduacdo, pelo companheirismo nestes dois anos.

Aos colegas de laboratdrio Leilane, Paulo e Ricardo, pelo convivio agradavel e apoio.

Aos amigos Geovan e Michelli, que mesmo distantes sempre me incentivaram de
alguma forma.

A Fazenda Escola Capédo da Onca, por disponibilizar o material necessario para este
trabalho.

A Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) pela
concessao da bolsa de estudo.

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico) e a
FINEP (Financiadora de Estudos e Projetos) / SETI (Secretaria de Estado da Ciéncia,
Tecnologia e Ensino Superior) pelo auxilio financeiro a esta pesquisa.

A todos aqueles que, de alguma maneira, contribuiram para a realizagdo deste
trabalho.



RESUMO

Os adubos quimicos e pesticidas tornaram-se parte integral da agricultura moderna. O
emprego destas substancias quimicas trouxe grandes vantagens, mas também criou novos
problemas, como a eliminacdo apds o uso, a persisténcia ao longo do tempo e o acimulo no
ambiente, acarretando conseqliéncias adversas consideraveis a salde publica e um impacto
negativo nos ecossistemas. A cultura do milho merece atencéo pela elevada quantidade de
herbicidas usados. O mesotrione é um novo herbicida seletivo utilizado na cultura do milho.
Devido sua introducdo recente, ha pouca informacao referente ao risco ecotoxicologico do
mesotrione e de seus produtos de degradagdo. Apenas duas linhagens bacterianas do género
Bacillus, degradadoras do mesotrione, provenientes do solo e da agua, ja foram isoladas e
identificadas. O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar linhagens bacterianas
endofiticas e epifiticas, isoladas das folhas de milho, com capacidade de biodegradar o
herbicida mesotrione. As coletas foram realizadas em plantacdo de milho variedade Penta sem
tratamento com o herbicida mesotrione e em plantacdo de milho variedade DKB 234 com
tratamento com o herbicida, na Fazenda Escola Capdo da Oncga, Ponta Grossa, PR. Os
microrganismos foram isolados e cultivados em meio mineral com mesotrione como Unica
fonte de carbono. Das vinte coletas foram isoladas 347 linhagens bacterianas tolerantes e/ou
degradadoras. Estas foram selecionadas em concentracdes crescentes do herbicida e tiveram
sua capacidade de degradacdo investigada por espectrofotometria visivel. Dez linhagens
capazes de crescer na presenca de altas concentraces do herbicida foram avaliadas. Destas, 9
linhagens (7 epifiticas e 2 endofiticas) foram isoladas de milho variedade Penta sem
tratamento com o herbicida mesotrione e 1 foi isolada de milho variedade DKB 234 com
tratamento com mesotrione. Cinco linhagens tiveram a capacidade de degradar o herbicida
comprovada. Uma linhagem foi identificada como Acinetobacter baumannii e outra como
Micrococcus luteus. Somente Micrococcus luteus é uma linhagem endofitica, sendo as demais
epifiticas do milho. Quatro linhagens degradadoras foram isoladas de plantacdo de milho sem
tratamento prévio com mesotrione; apenas uma linhagem de bacilo Gram-negativo néo
fermentador foi isolada de plantagéo sob tratamento com o herbicida. O crescimento, em alta
concentracdo, das linhagens que ndo tiveram a capacidade de degradacdo do mesotrione
detectada pela espectrofotometria indica a possibilidade destas linhagens participarem da
degradacdo deste herbicida quando associadas com outros microrganismos em consorcios no
ambiente. A capacidade quantitativa real de degradacdo do mesotrione pelas linhagens
investigadas registrada pela espectrofotometria pode estar subestimada devido ao acimulo
dos produtos de degradacdo que possuem 0 mesmo comprimento de onda no espectro de
absorcdo que a molécula de mesotrione. Este trabalho é o primeiro relato de isolamento de
linhagens bacterianas degradadoras do herbicida mesotrione epifiticas e endofiticas de milho.

Palavras-chave: mesotrione; biodegradacdo; microrganismos endofiticos; microrganismos
epifiticos; milho.



ABSTRACT

Chemical fertilizers and pesticides have become an important part of modern
agriculture. The use of these chemical brought great benefits but also created new problems,
such as disposal after use, persistence over time and accumulation in the environment,
resulting significant bad consequences to public health and adverse impact on ecosystems.
Maize culture deserves attention because the large amount of herbicides used. Mesotrione is a
new selective herbicide developed for use in maize culture. Due it has not been used for a
long time, there is little information available on the ecotoxicological risk. Only two
mesotrione-degrading strains, from soil and water, both the genus Bacillus, were isolated and
identified. The aim of this study was to isolate and characterize endophytic and epiphytic
bacterial strains collected from maize leaves, able to biodegrade the herbicide mesotrione.
Samples were collected in maize planting variety Penta without treatment with mesotrione
and maize planting variety DKB 234 treated with mesotrione, at Fazenda Escola Capéo da
Onca, Ponta Grossa, PR. The microorganisms were isolated and cultured in mineral medium
supplemented with mesotrione as sole carbon source. Of the twenty samples were isolated
347 tolerant and/or mesotrione-degrading strains. These were selected in increasing
concentrations of the herbicide and had their degradation capability evalueted by VIS
spectrophotometry. Ten strains were able to grow in the presence of high concentrations of
mesotrione. Of these, 9 strains (7 epiphytic and 2 endophytic) were isolated from maize
variety Penta without treatment with mesotrione and only 1 epiphytic strain was isolated from
maize variety DKB 234 treated with mesotrione. Five strains had the ability to degrade the
herbicide confirmed. One strain was identified as Acinetobacter baumanii and other as
Micrococcus luteus. Just M. luteus is an endophytic strain, the others are maize epiphytics.
Four mesotrione-degrading strains were isolated from maize untreated with mesotrione, only
one strain of Gram-negative bacilli non fermenter was isolated from maize treated with the
herbicide. The growth in high concentration of the strains that didn’t have the mesotrione
degradation capability detected by spectrophotometry indicates the possibility of these strains
degrade this herbicide when in association with other microorganisms consortia in the
environment. The real quantitative capability of mesotrione degradation by the strains
recorded by spectrophotometry may be underestimated due to the accumulation of
degradation products which have the same wavelength as the mesotrione. This study reports
the first isolation and characterization of mesotrione degrading strains endophytic and
epiphytic from maize.

Keywords: mesotrione; biodegradation; endophytic microorganism; epiphytc microorganism;
maize.
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1 INTRODUGCAO

1.1 MILHO

1.1.1 Histéria e origem

O milho é uma das mais antigas plantas cultivadas. Estudos arqueolégicos afirmam
que a cultura do milho, este ja com as principais caracteristicas morfoldgicas que o definem
botanicamente na atualidade, existe ha cerca de 4.000 anos. Alguns trabalhos afirmam que o
milho teve origem na América do Norte, pois, quando Cristévdao Colombo descobriu a
América, o milho constituia a base alimenticia vegetal dos indigenas que aqui viviam e era
cultivado desde a Argentina até o Canada. No México, foram encontrados graos de pélen de
milho com cerca de 60.000 anos e espigas de milho primitivo com cerca de 5.000 a 6.000
anos de idade. Outros estudos que sugerem uma origem asiatica sd&o menos convincentes. Seu
cultivo espalhou-se no inicio dos anos 1500 e rapidamente alcangou distribuicdo mundial,
obtendo o status de graminea mais adaptavel climaticamente. Hoje €é cultivado praticamente
no mundo todo, exceto em regides que apresentam limitacdes climaticas (EMBRAPA, 2009;
JUGENHEIMER, 1981; MOBOT, 2009).

Atualmente, os botanicos concordam que uma grama selvagem, a teosinte (Zea
mexicana), é o antepassado do milho moderno, o qual foi originado por selecao artificial pelo
homem entre 13000 e 6000 aC. Esta planta apresenta um ciclo de vida parecido e é facilmente
cruzada com o milho, indicando significativas semelhancas genéticas. EscavacOes
arqueoldgicas no Sul do México revelaram espigas de milho (datadas de cerca de 5000 aC)
com caracteristicas intermediarias entre a teosinte selvagem e o milho atual (CASTRO
SOUZA e LORENZI, 2005; EMBRAPA, 2009; JUGENHEIMER, 1981; MOBOT, 2009).



1.1.2 Classificagédo boténica

Dentro da classificacdo botanica, o milho pertence a divisdo Angiospermae, grupo das
monocotileddneas, familia Poaceae, ordem Poales, subclasse Commelinidae e classe
Liliopsida. O género Zea é considerado monotipico e constituido por uma Unica espécie, ou
seja, Zea mays L. (CASTRO SOUZA e LORENZI, 2005; JUGENHEIMER, 1981; MOBOT,
2009).

1.1.3 Cultura do milho no Brasil

Os maiores produtores mundiais de milho s&o Estados Unidos, China e Brasil que, em
2005, produziram cerca de 280, 131 e 35 milhdes de toneladas, respectivamente (EMBRAPA,
2009; FORNASIERI FILHO, 1992) (TABELA 1).

No Brasil, o milho é cultivado em praticamente todo o territdrio, sendo que 90,0% da
producdo concentram-se nas regides Sul (43,0%), Sudeste (25,0%) e Centro-Oeste (22,0%). A
producdo de milho, juntamente com a soja, contribui com cerca de 80,0% da producgéo de
grdos no Brasil (BULL e CANTARELLA, 1993; EMBRAPA, 2009).

A producdo de milho no Brasil caracteriza-se pela divisdo da producdo em duas
épocas de plantio — a primeira safra ou plantio de verdo e a segunda safra ou “safrinha”. A
primeira é realizada durante o periodo chuvoso, que varia entre fins de agosto na regido Sul
até os meses de outubro/novembro no Sudeste e Centro Oeste e inicio do ano no Nordeste. A
"safrinha" se refere ao milho de sequeiro, plantado em fevereiro ou margo, quase sempre
depois da soja precoce, predominantemente na regido Centro-Oeste e nos estados do Parana e
S&o Paulo (BULL e CANTARELLA, 1993; EMBRAPA, 2009).



TABELA 1. Principais paises produtores de milho de 2001 a 2005 (producdo anual em
toneladas).

Paises/Anos Producé&o (1.000 t)
2001 2002 2003 2004 2005

Estados Unidos  241.485  228.805 256.905 299.917 280.228
China 114.254  121.497 115998 130.434 131.145
Brasil 41.955 35.933 48.327  41.806 34.860
México 20.134 19.299 19.652 22.000 20.500
Argentina 15.365 15.000 15.040 15.000 19.500
india 13.160 10.300 14.720 14.000 14.500
Franca 16.408 16.440 11.991 16.391 13.226
Indonésia 9.347 9.654 10.886 11.225 12.014
Africa do Sul 7.772 10.076 9.705 9.965 11.996
Italia. 10.554 10.554 8.702 11.375 10.622

Fonte: EMBRAPA (2009).

O milho tem evoluido como cultura comercial apresentando, nos Gltimos 28 anos,
taxas de crescimento da producao de 3,0% ao ano e da area cultivada de 0,4%. Entre 2001 e
2005, a cultura do milho ocupou uma éarea em torno de 12,9 milhdes de hectares, responsavel
por uma producdo de cerca de 41,3 milhdes de toneladas de grdos, apresentando um
rendimento médio de 3.198 kg.ha® (BULL e CANTARELLA, 1993; EMBRAPA, 2009)
(TABELA 2).

Apesar de ser um dos grandes produtores mundiais, se comparado com paises como
Canada, Suica, EUA e Franca que apresentam rendimentos superiores a 4.500 kg.ha®, o
Brasil apresenta um rendimento muito baixo e inferior ao que poderia ser obtido,
considerando-se o potencial produtivo desta cultura. Dai a preocupagdo em conscientizar 0s
produtores de que, para uma producdo aumentada e a custos baixos, ha a necessidade de
seguir as recomendacgOes técnicas mais avancadas, para o que € indispensavel a aquisicdo de
maquinas, fertilizantes, defensivos, sementes de boa qualidade, etc. (BULL e
CANTARELLA, 1993; EMBRAPA, 2009). Culturas importantes como o milho e o trigo
dependem fortemente do uso de pesticidas (TER HALLE et al., 2006). Entretanto, 0 emprego

de tais produtos quimicos, como dos herbicidas para a destrui¢do de ervas daninhas, aumenta



progressivamente devido, principalmente, a falta e ao elevado custo de méo de obra no meio
rural (IPEF, 2009).

Quando os defensivos, como os herbicidas, sdo utilizados corretamente, podem
economizar até 40,0 % das perdas nas colheitas, mas o0 uso indevido ou indiscriminado dessas
substancias quimicas pode acarretar consequéncias adversas visto serem nocivos ao homem e
causarem impacto negativo nos ecossistemas (BONNET et al., 2008; DEJONGHE et al.,
2003; MARTINS et al., 2007 a).

TABELA 2. Producéo brasileira de milho de 2001 a 2005 (producédo anual em toneladas).

Safra 2001 2002 2003 2004 2005
Producéo (1.000 t)

Total 42.290 35.267 47.411 42.192 39.040
12 Safra 35.833 29.086 34.614 31.617 29.319
22 Safra 6.457 6.181 12.797 10.574 9.721

Area plantada (1.000 ha)

Total 12.973 12.298 13.226 12.822 12.297
12 Safra 10.546 9.413 9.664 9.465 9.195
22 Safra 2.426 2.885 3.563 3.357 3.102

Rendimento (kg.ha ™)

Total 3.260 2.868 3.585 3.291 3.175
12 Safra 3.398 3.090 3.582 3.340 3.189
22 Safra 2.661 2.142 3.592 3.150 3.134

Fonte: EMBRAPA (2009).



1.2. HERBICIDAS

1.2.1 Conceito e classificacao

Herbicidas sdo compostos quimicos que possuem a capacidade de matar diretamente
ou controlar o crescimento de determinadas plantas. SAo empregados para matar ervas
daninhas, na maioria das vezes sem causar prejuizo as culturas a serem protegidas, eliminando
0s prejuizos da interferéncia daquelas sobre as culturas (BAIRD, 2002).

Industrialmente, os herbicidas sdo divididos pela sua finalidade, seu modo de a¢édo e
época de aplicacdo. Quanto a finalidade, os herbicidas de acédo total matam todas as plantas
atingidas, enquanto os seletivos matam as plantas consideradas daninhas, causando pouco ou
nenhum dano a planta cultivada. Entretanto, estas definicbes ndo sdo inflexiveis, pois
dependem da dose de herbicida utilizada. Com base no modo de acdo, os herbicidas podem
ser sistémicos, de contato e esterilizantes do solo. Os de acdo sistémica sdo absorvidos pelo
tecido vascular e translocados ao longo de toda a planta. Os herbicidas de contato matam os
tecidos vegetais atingidos pelo produto quimico e geralmente ndo tém acdo direta sobre as
partes subterrdneas da planta apresentando, portanto, acdo menos prolongada que o0s
herbicidas de acdo sistémica. Os esterilizantes do solo tornam este toxico para toda vida
vegetal. Quanto a época de aplicacdo, os herbicidas sdo divididos em pré e pds-emergentes.
Os primeiros tém agdo sobre as sementes das ervas daninhas, enquanto os pds-emergentes
atuam sobre estas apds sua emergéncia (FOGARTY e TUOVINEN, 1991; IPEF, 2009;
LAVIEILLE et al., 2008; OLIVEIRA JUNIOR, 2009).

1.2.2 Comportamento dos herbicidas no ambiente

Os herbicidas podem entrar em contato com 0 meio de varias formas e varios fatores

determinardo seu comportamento e destino no local em que atuam, como 0s processos fisico-



quimicos e biolégicos que causam a degradacdo e o movimento do produto e podem
transformar a molécula inicial em varios metabolitos secundarios. Entre os processos fisico-
quimicos e bioldgicos, estdo a decomposicdo quimica, fotoquimica ou bioldgica, a
volatilizacdo, a lixiviacdo, o arrastamento lateral, a solubilidade e o coeficiente de
participacdo do produto, os processos de adsorcdo/dessorcdo e a retirada pelas plantas e
microorganismos (BAIRD, 2002; CORREIA e ANDRADE, 1999; GUIMARAES, 1987;
SILVA et al., 2008).

Embora as substancias quimicas possam ser decompostas no solo por a¢do puramente
quimica, a degradacdo microbiolégica tem importancia muito grande. Existem casos
especificos onde um determinado microrganismo age somente sobre um determinado
substrato e h& aqueles microrganismos capazes de degradar varios produtos quimicos. A
populacdo de algumas espécies de microrganismos aumenta apds aplicacfes repetidas de um
mesmo produto no solo. Este aumento pode ser devido ao produto representar uma fonte de
carbono que o microrganismo € capaz de utilizar ou porque o produto elimina certas espécies
competidoras. Por exemplo, apds aplicacBes sucessivas de um herbicida, a populagédo
microbiana capaz de utilizad-lo como fonte de carbono aumenta, degradando o composto com
mais rapidez e encurtando sua permanéncia no ambiente (CORREIA e ANDRADE, 1999;
GUIMARAES, 1987; SILVA et al., 2008).

1.2.3 Impacto do uso de herbicidas na agricultura

Os adubos quimicos e pesticidas em geral tornaram-se parte integral da agricultura
moderna (MARTINS et al., 2007 a). O emprego destas substancias quimicas trouxe grandes
vantagens, mas também criou novos problemas como a eliminagdo ap6s o uso, a persisténcia
ao longo do tempo e o consequente acumulo no ambiente (ARAUJO e HUNGRIA, 1994). O
uso indevido e o abuso dessas substancias podem, portanto, acarretar conseqiiéncias adversas
consideraveis a salde publica e um impacto negativo nos ecossistemas (BONNET et al.,
2008; DEJONGHE et al., 2003; MARTINS et al., 2007 a). Além do uso indiscriminado e

excessivo dos pesticidas, calcula-se que somente 0,1% das aplicacdes atingem o alvo



especifico, enquanto que os demais 99,9% ficam livres para se mover em diferentes
compartimentos ambientais, tais como o solo e aguas residuais e subterraneas (UETA et al.,
2007). Muitos dos pesticidas utilizados ainda tém seu efeito todxico agravado por serem pouco
especificos e serem aplicados em concentracdes relativamente altas, acumulando-se no
ambiente (ARAUJO e HUNGRIA, 1994).

Vérias formas de dissipacdo e a degradacdo, que esta relacionada a fatores fisicos,
quimicos e bioldgicos, influenciam na persisténcia dos pesticidas no solo. A preocupacéo
mais frequente com o impacto ambiental dos pesticidas resulta de sua capacidade de
lixiviacdo, a contaminacdo dos lencgois freaticos e sua persisténcia no solo (BENDING et al.,
2003; EL-FANTROUSSI, 2000; PROCOPIO et al., 2004). Os resultados de inGimeros
trabalhos tém revelado a presenca de niveis alarmantes de agroquimicos e seus produtos de
degradacdo em solos e aguas, fato que exige o estabelecimento de politicas ambientais
severas, métodos alternativos de plantio e desenvolvimento de técnicas de descontaminacao
dos sitios poluidos (DURAND et al., 2006 b; UETA et al., 2007).

A influéncia dos pesticidas sobre a comunidade microbiana do ambiente ainda é
motivo de preocupacao, apesar de novos pesticidas que requerem menores doses de aplicacao
terem sido produzidos. A persisténcia destes no solo afeta a microbiota devido sua toxicidade
aos organismos e a selecdo de espécies resistentes. Pouco se sabe a respeito dos efeitos dos
pesticidas sobre a abundéncia, composic¢éo e atividade dos microrganismos , as quais podem
exercer grande influéncia na produtividade e sustentabilidade dos solos. Varios métodos tém
sido utilizados para estudar a estrutura e diversidade das comunidades microbianas do
ambiente e suas alteracGes em resposta a perturbacdo ambiental causada pelo homem, como o
uso de pesticidas. Mas a diversidade geralmente é grosseiramente subestimada devido a
limitacdo dos métodos, como a necessidade de culturas isoladas e o fato de as condi¢des de
laboratdrio nédo refletirem as condicgdes reais de campo (BONNET et al., 2008; CRECCHIO et
al., 2001; EMBRAPA, 2009).



1.2.4 Uso de herbicidas no Brasil

O uso de herbicidas no Brasil estd sob o Decreto N° 4.074, de 04 de janeiro de 2002,
que regulamenta a Lei n° 7.802, de 11 de julho de 1989, que dispGe sobre a pesquisa, a
experimentacéo, a producdo, a embalagem e rotulagem, o transporte, 0 armazenamento, a
comercializacdo, a propaganda comercial, a utilizacdo, a importacdo, a exportacdo, o
destino final dos residuos e embalagens, o registro, a classificacdo, o controle, a inspecdo e a
fiscalizacd@o de agrotdxicos, seus componentes e afins, e d& outras providéncias. Enquadra-se
no artigo 1° pardgrafo IV que entende por agrotoxicos e afins produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de producéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicdo da flora ou da fauna, a fim de preserva-
las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos
empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores de crescimento
(BRASIL, 2009).

No Brasil, o consumo total de defensivos agricolas passou de 27.728 toneladas em
1970 para 80.968 toneladas em 1980, fendmeno relacionado com a expansdo do cultivo de
cana-de-acgucar e da soja. No inicio da década de 80 apareceu uma tendéncia a queda no uso
desses insumos decorrente de fatores como a elevacao de precos, a reducao da disponibilidade
de credito para custeio e o corte de subsidios ao credito rural (ANDEF, 2009) (TABELA 3).

Em 2000, no Brasil, o consumo de herbicidas foi de aproximadamente 174 mil
toneladas de produtos formulados (comerciais), 0 que significa mais de 81 mil toneladas em
guantidade de ingrediente-ativo. O consumo foi maior nas regides Sul (38,9%), Centro-Oeste
(29,9%) e Sudeste (22,8%). Pela elevada quantidade total de herbicidas usados, algumas
culturas merecem atencéo por ocuparem extensas areas, como € o0 caso da soja, do milho e da
cana-de-agucar que foram cultivadas, respectivamente, em cerca de 13, 11 e 5 milhdes de
hectares em 2000. Neste ano, a cultura do milho foi a segunda com maior uso de herbicidas
(23,5%), sendo que a soja ocupou a primeira posic¢éo (39,8%) (SPADOTTO, 2009).



TABELA 3. Consumo aparente e incremento relativo anual de defensivos agricolas no Brasil
de 1970 a 1991.

Incremento Relativo

Ano Consumo Aparente % ANo/Ano
1970 27.728 -
1975 60.592 - 31,13
1980 80.968 +1,22
1985 43.081 - 16,58
1990 49.695 +2,64
1991 60.188 +21,11
Aumento Acumulado (1970/1991) 117,06

Fonte: ANDEF (2009).

Segundo a ANDEF (2009), quanto a periculosidade ambiental, ainda considerando-se
os defensivos clorados que ndo sdo mais utilizados, a grande maioria das moléculas de
defensivos agricolas registradas no Brasil ndo sdo persistentes no solo (74,1%), 19,5% tém
baixa persisténcia (inferior a 3 meses) e 6,3% tém alta persisténcia (superior a 3 meses); 2,6%
sofrem alta bioacumulacdo; 80,2% tém um potencial baixo de contaminacdo de aguas
superficiais e subterraneas e 17,7% tém alto potencial; 54,3% apresentam baixa toxicidade
apicola contrastando com 29,1% de alta toxicidade e 16,5% de toxicidade moderada; 64,2%
apresentam baixa toxicidade a peixes e 15,9% alta, principalmente devido aos inseticidas
(TABELA 4).



TABELA 4. Caracteristicas ambientais dos defensivos agricolas registrados no Brasil.

Caracteristica Percentual
1. Persisténcia no solo Alta Pequena  N&o-Persistentes
Herbicidas 7.4 27.9 64.7
Fungicidas 35 22.8 73.6
Inseticidas 8.0 8.0 84.0
Média: 6.3 19.5 74.1
2. Bioacumulagéo Alta Pequena Bioa?uana-ulam
Herbicidas 0.0 0.0 100.0
Fungicidas 0.0 0.0 100.0
Inseticidas 8.0 10.0 82.0
Média: 2.6 3.3 94.0
Herbicidas 30.8 69.1
Fungicidas 10.5 89.5
Inseticidas 18 82.0
Média: 17.7 80.2
4. Toxicidade Apicola Alta Moderada Baixa
Herbicidas 2.9 17.1 80.0
Fungicidas 35 20.5 76.0
Inseticidas 81.0 12.0 7.0
Média: 29.1 16.5 54.0
5. Toxicidade Peixes Alta Moderada Baixa
Herbicidas 2.94 11.7 85.4
Inseticidas 29.0 28.0 43.0
Média: 15.97 19.85 64.2

Fonte: ANDEF (2009).
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1.3 MESOTRIONE (CALLISTO®)

1.3.1 Dados quimicos

O herbicida mesotrione foi desenvolvido pela Syngenta Crops Protection e registrado
na Europa em 2000, sendo comercializado sob o nome Callisto® (ALFERNESS e WIEBE,
2002; BONNET et al., 2008; MITCHELL et al., 2001).

O mesotrione € um novo herbicida seletivo utilizado para o controle pré e pés-
emergente de plantas daninhas na cultura do milho. Possui aplicacdo sistémica e é indicado
para combater os principais infestantes de folhas largas, com a particularidade de ser
absorvido pelas folhas e pelas raizes de maneira rapida, sendo translocado pelo xilema e pelo
floema (DYSON et al., 2002; SUTTON et al., 2002).

O herbicida mesotrione € um derivado quimico de uma fitotoxina natural, a
leptospermone, produzida pela planta conhecida popularmente como escova-de-garrafa
(Callistemon citrinus) (BONNET et al., 2008; MITCHELL et al., 2001). Pertence, junto com
o sulcotrione, a classe das tricetonas e apresenta propriedades acidas (constante de dissociacdo
[pKa] de 3,12 a 20°C), as quais sdo determinantes para seu comportamento ambiental
(BOGER e SANDMANN, 1998; FREITAS et al., 2004; KLEIER et al.,1998; MAYER et al.,
1990; MAYER et al., 1992; MITCHELL et al., 2001; NORRIS et al., 1995; SANDMANN e
BOGER, 1997; SERRE et al., 1999) (TABELA 5).

O mesotrione é um derivado aprimorado do sulcotrione no qual o 2-cloro do anel
benzénico foi substituido por um grupo nitro, este fornecendo maior efetividade. Atua como
inibidor competitivo da 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase, que converte a tirosina em
plastoquinona e a-tocoferol. A plastoquinona é um cofator critico na via biossintética dos
carotenoides. Assim, 0 mesotrione inibe a conversdo da tirosina em plastoquinona e,
consequentemente, a biossintese de carotendides, o que resulta na planta ndo proteger a
clorofila da decomposicéo pela luz solar (MASTICHIADIS et al., 2003; MITCHELL et al.,
2001).
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TABELA 5. Dados quimicos do herbicida mesotrione.

Nome Comercial Callisto®
Nome Quimico 2—(4—mesil—2—nitrobenzoil)—Ciclohexano—1,3—diona
(IUPAC)

Nome Quimico (CA) 2-[4—(metilsulfonil) —2—nitrobenzoil] —1-3—ciclohexanodiona

Formula molecular C14H13NO4S

Massa molecular 339,3 g.mol™

Féormula Estrutural
O O NO2

0 SO,CH,

Aparéncia Amarelo palido sélido a temperatura ambiente (99,3%)
Solubilidade em 4gua 160 mg.I" em 4gua n&o tamponada a 20°C
2200 mg.I™ em pH 9 a 20°C

Solubilidade em Solvente em g.I" a 20°C
solventes organicos  Acetonitrila 117,0
Acetona 93,3
Acetato de etila 18,6
Metanol 4,6
Tolueno 3,1
Xileno 1,6
Estabilidade Pouca degradagéo apos 30 dias na faixa de pH entre 4 e 9, a 25

hidrolitica (DTso) e a 50°C.
Considerado hidroliticamente estavel.

Absorcao UV VIS At 256 nm
(max.) e (Imol-1cm™) = 2,24 x 10
Sem adsor¢do maxima de UV >290 nm

Fotoestabilidade em  81-88 dias sob condigdes de verédo a ca. 40 °latitude N.
agua 89-97 dias sob condigBes de verdo a ca. 50 °latitude N

Fonte: European Comission (2009).
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Devido a introducdo recente deste herbicida, ha pouca informacdo na literatura
referente ao risco ecotoxicoldégico no ambiente do mesotrione e de seus produtos de
degradacdo (BONNET et al., 2008). Segundo o relatério oficial da European Comission
(2009) sobre o mesotrione, os residuos deste herbicida, se resultantes das utilizagdes
propostas (taxa maxima de aplicacdo de 0,15 kg.ha™) e da aplicacdo coerente com boas
préticas fitossanitarias, ndo tém efeitos nocivos para a alimentagdo humana ou saude animal
nem ha quaisquer efeitos inaceitaveis sobre o0 ambiente.

Entretanto sabe-se que, na maioria das vezes, os agricultores tém como pratica utilizar
uma quantidade bem maior de pesticidas do que o recomendado e até permitido. E, embora
tenha sido desenvolvido para minimizar os efeitos adversos no meio ambiente, 0 mesotrione
pode afetar a atividade e diversidade microbiana (AGRITOX, 2009; BONNET et al., 2008;
BATISSON et al., 2009). Apesar de apresentado como herbicida ndo persistente no solo,
pesquisas tém mostrado que seus metabdlitos podem apresentar maior toxicidade e ser mais
persistentes no ambiente que a molécula original (MAEGHE et al., 2004; EMBRAPA, 2009).
Bonnet et al. (2008) mostrou que dos dois metabolitos ja identificados do mesotrione, o
AMBA (&cido 2-amino-4-metilsulfonil benzbico) é mais toxico que o mesotrione, 0 MNBA
(&cido 4-metilsulfonil-2-nitrobenzico) é menos toxico e o produto comercial Callisto®
apresenta maior toxicidade que o herbicida puro devido a presenca de varios aditivos. Além
destes fatos, o herbicida mesotrione € classificado como um produto perigoso ao meio
ambiente (Classe 111), altamente movel, apresentando grande potencial de deslocamento no
solo, podendo atingir dguas subterraneas (SYNGENTA, 2009). Interessante ressaltar que,
conforme Pannacci e Covarelli (2009), as doses de mesotrione utilizadas nas aplicacdes pés-
emergéncia podem ser substancialmente reduzidas dependendo das espécies a serem tratadas.

1.3.2 Destino e comportamento do mesotrione no ambiente

A degradacdo aerdbica do mesotrione resulta na formacdo de dois compostos
principais: 0 MNBA (&cido 4—metilsulfonil-2—nitrobenzdico) e o AMBA (acido

2—amino—4—metilsulfonil benzoico) sendo, em geral, ambos encontrados ao mesmo tempo
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que o mesotrione no solo e na gua, enquanto que no milho, apenas 0 MNBA foi encontrado
juntamente com o mesotrione (ALFERNESS e WIEBE, 2002; BONNET et al., 2008;
DYSON et al., 2002) (Figura 1). Desta forma, no milho, a biodegradacdo do mesotrione por
esta rota ocorreria somente até 0 MNBA. Conforme Alferness e Wiebe (2002), a oxidacéo in
vitro do mesotrione pela enzima catalase, a 70°C, gera 0 MNBA, enquanto a reducdo deste na
presenca de cloreto de estroncio (SnCl,) e &cido cloridrico (HCI), a 70°C produz o AMBA
(Figura 2). Na degradacédo anaerdbica nao foi detectada a formacdo do MNBA. A fotdlise do
herbicida no solo ocorre em cerca de 22 dias a latitude 37°N e em cerca de 24 dias a latitude
50°N. Sua degradacdo é pH dependente, sendo mais rapida em maiores valores de pH
(ALFERNESS e WIEBE, 2002; BONNET et al., 2008; DYSON et al., 2002).

Os unicos produtos de degradacdo cuja presenca no ambiente tem sido avaliada sdo o
AMBA e o MNBA. Embora estes sejam o0s compostos formados pela degradacdo do
mesotrione ja identificados, ndo sdo o0s Unicos. Varios outros compostos ainda néo
identificados foram encontrados em concentracoes relativamente altas (BONNET et al., 2008;
DURAND et al. 2006 a; DURAND et al., 2006 b; TER HALLE e RICHARD, 2006).
Segundo Ter Halle e Richard (2006), fotoprodutos do mesotrione sdao formados em aguas
naturais. A capacidade de biodegradacdo do mesotrione por duas linhagens isoladas de
bactérias do género Bacillus ja foi comprovada (BATISSON et al., 2009; DURAND et al.,
2006 a).

o O NO, o NO-
o 5026 H3 GDECHS

MESOTRINE MNBA AMBA

50,CHa

FIGURA 1. Estrutura quimica do mesotrione, do MNBA e do AMBA.
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FIGURA 2. Conversao do mesotrione em MNBA e AMBA (Retirado de ALFERNESS e WIEBE, 2002).

1.4 BIORREMEDIACAO

1.4.1 Conceito e importancia

Produtos quimicos conhecidos como xenobiontes, que ndo existem naturalmente no
ambiente, sdo hoje utilizados em quase todas as atividades humanas (ARAUJO e HUNGRIA,
1994). A necessidade da reducdo do consumo de Xxenobiontes como os agroquimicos tem
aumentado o interesse por estratégias biol6gicas de controle de pragas, plantas daninhas e
doencas de inimeras espécies cultivadas (BIZI, 2009). H& varias rotas possiveis para a
remocdo de substancias toxicas de um ambiente, incluindo mineralizagdo (biodegradagéo
completa), biotransformacéo, polimerizagéo, volatilizacéo, lixiviacéo, e sor¢cdo (FOGARTY e
TUOVINEN, 1991). Os processos biologicos de tratamento dos ambientes contaminados por

xenobiontes séo geralmente mais seguros e de menor custo quando comparados aos processos
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fisico-quimicos, além de serem menos agressivos a0 meio ambiente por se basearem, muitas
vezes, na otimizacdo de processos naturais. O processo biolégico conhecido como
biorremediacdo € uma das técnicas mais adequadas para a remogéo de substancias toxicas de
areas contaminadas (AGSOLVE, 2009; BRITO et al., 2009; MARTINS et al., 2007 a).

A biorremediacdo tornou-se uma ferramenta importante para a limpeza de ambientes
contaminados (DEVINNY e CHANG, 2000). E o processo de tratamento que utiliza
organismos Vvivos, sobretudo microrganismos, para degradar substancias toxicamente
perigosas, como residuos ambientais, transformando-as em substancias menos ou nao toxicas
que podem ser integradas nos ciclos biogeoquimicos naturais (BAIRD, 2002; BLACK, 2002;
MARTINS et al., 2007 a; UETA et al., 2007). E uma das técnicas mais adequadas para a
remediacdo de areas contaminadas porque € um processo natural, de custo relativamente
baixo, que oferece maior seguranca e menor perturbacdo ao ambiente. Pode ser empregada
para tratamento de diversos contaminantes, organicos e inorganicos. Esta técnica tem
apresentado um desenvolvimento rapido juntamente com a engenharia genética, a qual é
utilizada para desenvolver linhagens de microrganismos capazes de degradar poluentes
especificos (AGSOLVE, 2009; BACON e HINTON, 2002; BAIRD, 2002; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

Desta forma, embora outros processos fisicos e quimicos também sejam indicados
para descontaminacdo de ambientes poluidos, a biorremediacdo tem sido recomendada como
uma alternativa viavel por ser ecologicamente mais adequada e permitir a descontaminacgéo in
situ (BENTO et al., 2003). A biorremediacdo pode ser uma técnica confiavel e efetiva no
tratamento de ambientes contaminados por pesticidas (EL- FANTROUSSI, 2000).

Existem dois tipos basicos de biorremediacdo, a bioaumentacdo e a bioestimulagéo,
sendo esta Gltima a mais utilizada no Brasil. O processo de bioestimulacdo consiste em
introduzir nutrientes adicionais na forma de fertilizantes organicos e/ou inorganicos (como
nitrogénio e fosforo) na éarea contaminada, provocando o aumento da populacdo de
microrganismos e, conseqientemente, uma degradacdo mais rapida do contaminante. A
bioaumentagdo consiste na adi¢cdo de mais microrganismos no ambiente (AGSOLVE, 2009;
BAIRD, 2002; MOREIRA e SIQUEIRA, 2002).

Para que a biorremediacdo seja efetiva, os residuos a serem tratados devem ser

suscetiveis e estar acessiveis aos microrganismos, tendo em vista que ha algumas substancias
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recalcitrantes, ou seja, resistentes a biodegradagdo microbiana; 0s microrganismos
apropriados devem ser utilizados; as condi¢gdes ambientais precisam estar adequadas (BAIRD,
2002). Um dos cuidados principais que se deve ter na biorremediacdo é o controle dos
produtos que serdo formados secundariamente, 0s quais podem ser mais toxicos que as
moléculas originais. Portanto, se ndo for bem feito, o processo pode contaminar uma area

muito maior, com residuos ainda mais téxicos (AGSOLVE, 2009).

1.4.2 Biodisponibilidade dos pesticidas

A disponibilidade de um pesticida a degradacdo bioldgica é varidvel devido as
diferengas na estrutura molecular e nas propriedades fisicas e quimicas. Altas concentraces
de pesticidas podem ser inibitdrias para a comunidade microbiana. Por outro lado, a adsor¢do
por particulas do solo diminui a concentracdo efetiva do pesticida, podendo assim manter a
concentracdo disponivel abaixo do limiar de inducdo enzimatica. A sor¢do pode tornar estes
compostos invidveis para a degradacdo microbiolégica ou pelo menos diminuir a taxa de
degradacdo. Os pesticidas podem, ainda, ficar fisicamente protegidos da invaséo e
colonizagdo microbiana. Como a biodegradacdo ativa da molécula de um pesticida é um
evento intracelular, a entrada na célula é uma condicdo prévia necessaria para sua degradacédo
e depende das caracteristicas individuais de cada pesticida (BAIRD, 2002; FOGARTY e
TUOVINEM, 1991).

1.4.3 Uso de microrganismos na biorremediacao de pesticidas

Os microrganismos possuem um papel integrante e frequentemente Unico nas fungdes
dos ecossistemas. As comunidades microbianas estdo entre as mais complexas e diversas da
biosfera (ZHOU et al., 2003). Pelo seu alto potencial enzimatico, os microrganismos tém sido

amplamente pesquisados como possiveis biorremediadores. O isolamento, caracterizagéo e
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identificacdo dos microrganismos com habilidade ou atividade enziméatica metabolizadora dos
materiais quimicos potencialmente toxicos sdo essenciais para utiliza-los na biorremediacéo
como medida mitigadora nos problemas decorrentes do uso irracional de agroquimicos
(UETA et al., 2007).

As bactérias possuem a capacidade de utilizar uma grande variedade de substancias
quimicas como fonte de carbono. Também utilizam varios compostos inorgdnicos como
aceptores finais de elétrons. A exposicdo destes microrganismos a indmeros compostos
quimicos diferentes criou uma pressao seletiva para a evolucao de novas enzimas capazes de
degradar ou modificar estes compostos (ARAUJO e HUNGRIA, 1994; LORENZO, 2001). A
habilidade de degradar um pesticida muitas vezes é mediada por genes localizados em
plasmideos e, possivelmente, em elementos genéticos moveis como 0s transposons. Ja a
incapacidade de degradar um pesticida pode ser devido a perda de um plasmideo ou de um
transposon pela falta de pressdo seletiva quando na presenca de substratos alternativos
(FOGARTY e TUOVINEN, 1991).

A degradacdo microbioldgica é o principal processo que afeta a persisténcia dos
pesticidas no ambiente. A remocéo dos residuos indesejados e a propria eficacia do pesticida é
dependente da presenca, numero e capacidade enzimatica dos microrganismos do solo.
Entretanto, a biodisponibilidade e parametros fisicos, como pH e tipo de solo, influenciam
fortemente a taxa em que a biodegradacdo ocorre (TURNBULL et al., 2001).

Na natureza, 0s microrganismos existem em consorcios, raramente em culturas puras e
isoladas. Estes consorcios apresentam diversas interacGes, com microrganismos degradadores
primarios produzindo metabdlitos capazes de suportar o crescimento de microrganismos que
ndo conseguem utilizar o composto original. Assim, € comum culturas mistas realizarem uma
degradacdo mais rapida dos pesticidas do que as culturas puras (FOGARTY e TUOVINEN,
1991).

A ocorréncia de biodegradacdo tem sido relatada para uma vasta gama de pesticidas.
Cullington e Walker (1999) isolaram uma cepa bacteriana de um solo que tinha desenvolvido
a capacidade de degradar rapidamente o herbicida diuron, o qual é relativamente persistente.
Em meio minimo esta linhagem foi também capaz de degradar os herbicidas isoproturon,
clortoluron, linuron, e monolinuron (CULLINGTON e WALKER, 1999; TURNBULL et al.,
2001). A biodegradagdo de varios xenobi6ticos por microrganismos, como do 6leo diesel
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(BENTO et al., 2003) e do petréleo (KOREN et al., 2003) e, mais especificamente de outros
herbicidas, como do s-metolachlor (MARTINS et al., 2007 b) e do sulcotrione (CHERRIER

et al., 2004), tem se mostrado possivel.

1.4.4 Biodegradagao do mesotrione por microrganismos

Durand et al. (2006 a, b) foram os primeiros a isolar e caracterizar uma linhagem
bacteriana pura (Bacillus sp.), isolada de agua, capaz de biotransformar o herbicida
mesotrione. A capacidade da linhagem de degradar este composto foi investigada por HPLC
(cromatografia liquida de alta performance) e in situ HNMR (espectroscopia de alta
sensibilidade de ressonancia magnética nuclear). Foi observada uma capacidade rapida desta
linhagem em biotransformar o mesotrione em concentracfes relativamente altas, sendo que a
inativacdo do processo ocorreu apos 24 horas de incubacdo em uma concentracdo de 10,0
mmol.L™! de mesotrione. O AMBA foi identificado como um dos metabdlitos, mas em baixa
concentracdo. A maioria dos metabolitos observados ndo correspondeu nem ao AMBA nem
ao MNBA.

Batisson et al. (2009) isolaram e caracterizaram uma outra linhagem do mesmo
género, Bacillus, desta vez proveniente do solo, capaz de degradar o mesotrione. A avaliacdo
da capacidade de degradacdo foi feita por HPLC. Foi também observada uma rapida
degradacdo do mesotrione - em 24 horas e na concentragdo de 1,0 mmol.L™, o herbicida foi
completamente degradado. Varios metabolitos foram detectados, sendo o0 AMBA um deles. O
MNBA néo foi encontrado.

H&, portanto, poucos estudos publicados sobre microrganismos degradadores do
herbicida mesotrione. As duas linhagens ja isoladas e caracterizadas nestas pesquisas provém
do solo e do ambiente aquético. Entretanto, para uma biorremediacdo efetiva, a pesquisa com

outros microrganismos degradadores do mesotrione € imprescindivel.
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1.5 MICRORGANISMOS ENDOFITICOS E EPIFITICOS

Microrganismos endofiticos sdo principalmente fungos e bactérias que vivem no
interior das plantas sem causar, aparentemente, nenhum dano a seu hospedeiro, diferenciando-
se assim dos microrganismos fitopatogénicos. Os microrganismos epifiticos vivem na
superficie dos orgdos e tecidos vegetais. Entretanto, pode haver sobreposicdo entre esses
grupos de microrganismos (MELO e AZEVEDO, 1998; ARAUJO et al. 2000; MOREIRA e
SIQUEIRA, 2002).

O conhecimento de microrganismos em tecidos vegetais assintomaticos iniciou-se
antes de 1870 com Pasteur e foi neste contexto que foi definido que endofiticos sdo aqueles
microrganismos que habitam o interior de tecidos vegetais sem causar aparentemente nenhum
dano ao seu hospedeiro (AGSOLVE, 2009). Provavelmente todas as plantas possuem
microrganismos endofiticos, sendo que véarias podem ocorrer em uma mesma planta,
incluindo fungos e bactérias. Mas, geralmente, ha espécies ditas dominantes que séo bastante
frequientes em um determinado hospedeiro em contraposi¢do com as secundarias, mais raras.
Existe certo grau de especificidade entre o endofitico e o hospedeiro. No milho comum (Zea
mays L.), as bactérias endofiticas ja encontradas sdo Alcaligenes spp., Arthrobacter spp.,
Aurobacterium (A. barkeri e A. sapedae), Bacillus (Bacillus spp. e B. cereus), Brevibacterium
spp., Burkhoideria picketii, Citrobacter testaceum, Curtobacterium spp., Enterobacter (E.
agglomerans e E. cloacae), Erwinia spp., Flavinomonas oryzihabitans, Flavobacterium spp.,
Hydrogenophaga (H. flavae, H. pseudoflava), Klebsiella terrigena, Kluyviera spp.,
Lactobacillus spp., Methylobacterium spp., Microbacterium imperiale, Microbispora spp.,
Micrococcus luteus, Moraxella spp., Morganella spp., Ochrobactrum anthropi,
Phyllobacterium spp., Pseudomonas (P. corrugata, P. fluorescens, P. marginalis, P.
viridoflava e Pseudomonas spp.), Rhotia spp., Salmonella spp., Serratia marcescens, Shigella
spp., Streptomyces spp., Streptosporangium spp., Staphylococcus spp., Vibrio spp.,
Xanthobacter spp. (MELO e AZEVEDO, 1998).

Apesar de descritos como assintomaticos, varios endofiticos ja& demonstraram ter uma
funcdo bem determinada no hospedeiro. Alguns produzem antibidticos e outros metabolitos

secundarios de interesse farmacologico; servem como bioindicadores de vitalidade; tém sido
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usados como agentes de controle bioldgico de pragas e doencas e como bioherbicidas; séo
usados como vetores para introducdo de genes em plantas hospedeiras e podem ser usados na
biorremediacéo de solos contaminados com poluentes (JORNAL DO ENDOFITICO, 2009;
MELO e AZEVEDO, 1998; STROBEL et al., 1996; STROBEL e LONG, 1998).

Apenas microrganismos de solo e agua j& foram analisados quanto a capacidade de
degradacdo do herbicida mesotrione. O presente estudo focou no isolamento de
microrganismos endofiticos e epifiticos de folhas de milho capazes de biodegradar o
mesotrione. Esta ainda ndo foi pesquisada quanto a este potencial. Como o herbicida
mesotrione é absorvido pelas folhas do milho e translocado pelo xilema e pelo floema, a
microbiota composta pelos microrganismos endofiticos e epifiticos estd em constante contato
com este xenobiotico nas plantaces em que € utilizado e, desta forma, esta sob pressdo
seletiva a favor daqueles microrganismos que possuam rotas enzimaticas capazes de utilizar o
mesotrione ou que sejam ao menos tolerantes a presenca deste herbicida, apresentando assim

alta probabilidade de biodegradacdo do mesmo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar e caracterizar microrganismos endofiticos e epifiticos do milho com capacidade

de biodegradar o herbicida mesotrione

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Isolar microrganismos endofiticos e epifiticos do milho com capacidade de crescer em
presenca do herbicida mesotrione.

2.  Selecionar, dentre os isolados, as linhagens bacterianas com capacidade de crescer em
concentracdes de até 8,96 mmol.L™ do herbicida mesotrione.

3. Analisar, por espectrofotometria visivel, a capacidade de biodegradacdo do herbicida
mesotrione pelas linhagens bacterianas selecionadas.

4.  Caracterizar e identificar bioquimicamente as linhagens bacterianas com a capacidade

de degradacéo do herbicida mesotrione comprovada pela espectrofotometria.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

O herbicida Callisto® (suspensdo concentrada com 480 g de mesotrione por litro),
produzido pela Syngenta Crops Protection®, foi doado pela Fazenda Escola Capdo da Onca,

cidade de Ponta Grossa, estado do Parana.

3.1.1 Meios de cultura

Os meios de cultura comericais utilizados foram: Agar Soja Triptona (Biobras®),
Caldo Soja Triptona (Biobras®), Agar Triplice Aclcar e Ferro (Himedia®), Agar MacConkey
(Acumedia®), Caldo MRVP (Oxoid®), Agar Cetrimide (Merck®), Meio de Citrato
(Newprov®), Agar Infuso de Cérebro e Coracdo (Acumedia®), Caldo Infuso de Cérebro e
Coragdo (Acumedia®).

Foram utilizados sais inorganicos, solventes, 4cidos e bases da Vetec®.

3.1.2 Isolamento e selegcdo das linhagens bacterianas

Meio mineral ou meio minimo (MM) (ROQUE e MELO, 2000, com modifica¢fes)

NANO3.....ccviiiececeee e 3049
MOSO 4 059
KClioieeeee e, 059
FESO it 0,01¢g
KH2PO 4o 6,99
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Misturar tudo e aquecer para completa dissolugdo. Autoclavar por 15 minutos.

Meio mineral original: K;HPO4 (0,5 g); (NH4)2SO4 (0,5 g); MgS0O,4.7H,0 (0,5 g);
FeCl,.1H,0 (10,0 mg); CaCl»(10,0 mg); MnCl, (0,1 mg); ZnSO, (0,01 mg) (ROQUE E
MELO, 2000).

Caldo mineral ou caldo minimo (CM) (ROQUE e MELO, 2000, com modifica¢des)

NANOZ. e 300
MUOSO 4 i 059
KCleoeeeeee e 0549
FESO i 0,01g
= o Y 699
KoHPO i 11,29
Agua destilada p/.......ccocvveeereeerereeenene, 1000,0 mL

Misturar até completa dissolugdo. Autoclavar por 15 minutos.

Meio mineral original: K;HPO,4 (0,5 g); (NH4),SO4 (0,5 g); MgSO,4.7H,O (0,5 g);
FeCl,.1H,0 (10,0 mg); CaCl»(10,0 mg); MnCl, (0,1 mg); ZnSO, (0,01 mg) (ROQUE E
MELO, 2000).

3.1.3 Estoque das linhagens bacterianas isoladas

Solucgéo estoque em leite desnatado 20% (REIMER e CARROLL, 2003)
Leite desnatado em po..........cccecuveevennene. 200,09
Agua destilada p/........ccccoveveeeeeeeennn. 1000,0 mL

Misturar ate completa dissolucao e autoclavar por 15 minutos.
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3.1.4 Identificacdo morfoldgica das linhagens bacterianas selecionadas

Coloracéo de Gram
Cristal violeta (WINN JUNIOR et al., 2006)

Solucédo A

Cristal violeta..........ccccoevviveiieircc 209
Etanol.......ccooovviii 100,0 mL
Metanol.........cooeeeivciiiie e, 100,0 mL

Misturar 2,0 g de violeta de metila com 100,0 mL de etanol. Adicionar a esta solucéo

100,0 mL de metanol. Misturar lentamente até completa dissolugdo do corante.

Solucéo B
Oxalato de amoOnia...........ccvvveevevereeeinnen. 0,849
Agua destilada............cccooovevieisiieiiennnn, 200,0 mL

Misturar 0,8 g de oxalato de aménia com 200,0 mL de &gua destilada. Misturar

lentamente até completa dissolucéo.

Misturar as duas solugdes (A e B). Adicionar 200 mL de &gua destilada. Deixar em

repouso por 24 horas e depois filtrar em papel comum. Armazenar em frasco escuro.

Lugol concentrado (WINN JUNIOR et al., 2006)

lodeto de potassio.........ccevvevveeverieenennin, 45¢g
lodo MEtalico........ccceevvevieiieeciccece e, 30¢g
Agua destilada............cccoovvrvernirrinnnnns 450,0 mL

Misturar, até completa dissolucgéo, 4,5 g de iodeto de potassio com 450,0 mL de agua
destilada. Adicionar 3,0 g de iodo metalico e misturar até completa dissolugdo. Armazenar em

frasco escuro.
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Lugol diluido para uso (WINN JUNIOR et al., 2006)
Em um frasco conta-gotas armazenar o lugol diluido (2,0 mL para 38,0 mL de agua
destilada).

Safranina (WINN JUNIOR et al., 2006)
SafraniNa........cocvvvveiiiiiiee e 259
Agua destilada............ccccovrevrerierennnnn, 500,0 mL

Misturar 2,5 g de safranina com 500,0 mL de agua destilada até completa dissolucao.

Coloracéo de esporos
Caldo TGY (MOESBY et al., 2005)

THPIONA. ..o, 509
Extrato de levedura..........cccoeeevvennnnennne. 500
GlICOSE....cuvicieecteee e 109
KoHPO v 109
Agua destilada............c.cocovvrreerirrinnnnns 1000,0 mL

Misturar tudo até completa dissolucdo. Autoclavar por 15 minutos em tubos com 3,0
mL cada. Apds a autoclavagem do material acrescentar, assepticamente, 1,0 mM de CaCl, e
1,0 mM de MnCl; aos tubos com caldo TGY.

Verde malaquita 5% (WINN JUNIOR et al., 2006)
Verde malaquita.........c.ccooeverencnciennnn 250
Agua destilada..............ccovieveeererennnn, 50,0 mL
Misturar e deixar em repouso por 24 horas para dissolucdo completa. Filtrar em papel

comum.
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3.1.5 Identificagéo fenotipica das linhagens bacterianas selecionadas

Caldo triptofano (para teste do indol) (WINN JUNIOR et al., 2006)

PePONa......cocuveiiiiee e 2,09
Cloreto de SOdi0...........ccceeveeveeieiiennn, 05¢g
Agua destilada............ccccovvrrreriennnnnn, 100,0 mL

Misturar atée completa dissolucao e autoclavar por 15 minutos.

Meio base de oxidacao/fermentacédo (Meio basal) (WINN JUNIOR et al., 2006)

Triptona (Peptona)........cccceevevveeeevieevennen. 2,090
Extrato de levedura...........ccocevvrvninnnnnns 109
NACH...o oo 5049
KoHPO, (anidro).....c.cceecvveiecieciecie e 0,2¢g
Aot 250
Azul de bromotimol...........ccccoovvinnennn, 08¢
Carboidrato™..........cccoovviiiinenine 109
Agua destilada p/.........coceveeereeerereeeenann, 1000,0 mL

Misturar e aquecer até dissolucdo completa. Acrescentar o carboidrato de interesse

(*glicose, lactose, maltose ou xilose) para 1,0% (10,0 g.L™%). Aliquotar 3,0 mL em tubos e

esterilizar em vapor fluente por 20 minutos.

Meio nitrato e motilidade (WINN JUNIOR et al., 2006)

Triptona (peptona de caseina)................. 5049
Extrato de carne........cccoevevvevevveneniennnen, 300
GalactosSe......cccvevieiiiecie e 509
Nay;HPO,4 (anidro)........cccecvvevveiieciiecinn, 259
KNOj3 (nitrato de potassio)............ccevnee.. 5049
AT ..o, 309
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Agua destilada p/.........cccocveereeeerrreennnne, 1000,0 mL
Dissolver a quente, aliquotar 3,0 mL em tubos e autoclavar por 15 minutos.

Meio de Gelatina (WINN JUNIOR et al., 2006)

PePONa......covvieiiiiee e 509
Extrato de carne........cccoevevvevevveceeiennnnn, 30¢g
Gelatina.........ccevvevieiieie e 120,0g
Agua destilada p/.........cocevverevererereennne, 1000,0 mL

Dissolver a peptona e o extrato de carne em agua destilada, acrescentar a gelatina
(deixar hidratar por 15 minutos) e dissolver a quente. Aliquotar 3,0 mL em tubos e esterilizar

em vapor fluente por 20 minutos.

Para revelagdo da prova de nitrato foi utilizado o kit de reagentes (a-naftilamina e
acido sulfanilico) da Newprov.

Para identificacdo fenotipica das bactérias ndo fermentadoras, foi utlizado o Kit para
Identificacdo de ndo fermentadores BBL Crystal™ Identification Systems Enteric/Non
Fermenter ID Kit, da BD®.

3.1.6 Tratamento estatistico

Para o tratamento estatistico dos dados foi utilizado o teste t de Student (POCINHO e
FIGUEIREDO, 2004) no programa GraphPad Prism for Windows Versdo 5.0°1992-2007
GraphPad Software. Este teste foi utilizado para a comparagdo das médias do controle com as
amostras, a fim de verificar se os valores de decréscimo no pico de absorcdo do herbicida
mesotrione nas amostras, avaliado na espectrofotometria, foram estatisticamente

significativos ou n&o.
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3.2 METODOS

3.2.1 Coleta do material vegetal

As coletas das folhas de milho comercial foram realizadas na Fazenda-Escola Capao
da Onca, propriedade da Universidade Estadual de Ponta Grossa, localizada no municipio de
Ponta Grossa/PR. Foram realizadas, aleatoriamente, 20 coletas de folhas de milho. As
primeiras 10 coletas foram feitas em 13 e 23 de novembro de 2007 e 4 de janeiro de 2008, em
plantacdo de milho variedade Penta, plantado em 24 de setembro de 2007, sem aplicacdo do
herbicida mesotrione (Callisto®). Os pesticidas utilizados nesta plantacdo foram: em 17 de
outubro de 2007 - Priméleo (2,0 L.ha?), Vexter (0,7 L.ha™); em 30 de outubro de 2007 -
Rimon (0,2 L.ha"), Talcord (0,12 L.ha™); em 8 de novembro de 2007 - Priméleo (2,5 L.ha™),
Sanson (0,4 L.ha™), Certero (0,05 L.ha™) e Decis-25 (0,2 L.ha™). As 10 coletas seguintes
foram realizadas em 30 de janeiro de 2008, em plantacdo de milho variedade DKB 234,
plantado em 24 de outubro de 2007, com aplicacéo do herbicida mesotrione (Callisto®) (0,15
L.ha). Os demais pesticidas que foram aplicados nesta plantacdo, em 8 de novembro de
2007, foram Priméleo (2,5 L.ha), Decis-25 (0,2 L.ha™*) e Certero (0,03 L.ha™).

As folhas coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis, devidamente
etiquetadas e transportadas imediatamente ao laboratério para isolamento dos

microrganismos.

3.2.2. Isolamento das linhagens bacterianas epifiticas e endofiticas

Para isolamento das linhagens bacterianas epifiticas e endofiticas seguiu-se,
respectivamente, metodologia de Bastos (2005, com modificagbes) e Petrini (1991, com
modificagdes). As folhas de milho foram primeiramente lavadas por 30 segundos em agua
corrente. Em seguida, cada folha foi colocada em um frasco com 500,0 mL de agua destilada
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estéril por 1 minuto, tendo-se o cuidado para que a parte em que foi realizado o corte da folha
ndo entrasse em contato com a agua e que a folha néo estivesse cortada em nenhum ponto,
para ndo haver contaminacdo pelos microrganismos endofiticos. Esta agua foi plaqueada
(100,0 pL/placa) em meio mineral (MM) com concentracdo de 28,0 pmol.L™ de mesotrione
(concentracdo proxima a utilizada na plantagcdo de milho onde foram realizadas as coletas),
sendo que foram inoculadas 9 placas, trés para cada temperatura (18°, 28° e 37°C), as quais
foram incubadas por 10 dias. Os microrganismos epifiticos foram retirados e estocados
isoladamente a medida que cresciam.

Na seqliéncia, as folhas de milho foram tratadas completamente em etanol 70,0% por
1 minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI) 3,0%, por 6 minutos, etanol 70,0 % por 30 segundos e
agua destilada estéril por 6 minutos. Cada folha foi cortada com bisturi estéril em 36
fragmentos de aproximadamente 1,0 cm? assepticamente. Cada 4 fragmentos foram
transferidos para uma placa com MM na concentracdo de 28,0 umol.L™ de mesotrione. Foram
incubadas trés placas em cada temperatura (18°C, 28°C e 37°C), por dez dias. Os
microrganismos endofiticos foram retirados e estocados isoladamente a medida que cresciam.

Como controle do processo de desinfecgdo, foram inoculados 100,0 puL da altima agua
de lavagem em 9 placas de Petri com o mesmo meio, cada trés incubadas em uma das

temperaturas utilizadas, sob as mesmas condigdes.

3.2.3 Teste preliminar de temperatura das linhagens isoladas

Preliminarmente foi realizado um teste de temperatura com todas as linhagens isoladas
para o0 posterior estoque, selecdo, novo teste de temperatura com as linhagens selecionadas e
avaliacdo da capacidade de degradacdo destas. Este teste foi realizado inoculando-se os
microrganismos em placas com MM na concentragio de isolamento de 28,0 pmol.L™ de
mesotrione, incubadas em estufa nas trés temperaturas (18°, 28° e 37°C). O teste foi realizado
em triplicata. A avaliacdo do crescimento da biomassa bacteriana foi apenas visual,

independente do tempo de incubacao para cada microrganismo.
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3.2.4 Estoque das linhagens bacterianas epifiticas e endofiticas

As linhagens bacterianas epifiticas e endofiticas isoladas foram estocadas em tubos de
5,0 mL com TSA inclinado; tubos de 5,0 mL com MM com concentracdo de 28,0 umol.L™ de
mesotrione inclinados; papel filtro em geladeira; papel filtro em freezer e estoque em leite
desnatado 20% (REIMER e CARROLL, 2003) em freezer. Para os estoques em papel filtro,
este foi cortado em discos (semelhantes aos discos de antibiograma), autoclavado e seco.
Apos, o papel filtro foi umedecido com caldo TSB com o microrganismo (incubado por 24
horas em temperatura 6tima) em questdo, seco naturalmente no fluxo laminar, acondicionado

em tubos de plastico de 1,5 mL e guardado em geladeira e em freezer.

3.2.5 Selegdo das linhagens tolerantes ao herbicida mesotrione

As linhagens isoladas em 28,0 umol.L™ foram selecionadas por plagueamento em MM
com concentracdes crescentes de mesotrione, a partir da concentragdo de 1,12 mmol.L™, 2,24
mmol.L?, 3,36 mmol.L™?, até uma concentracéo de 8,96 mmol.L™. Os testes foram realizados
em triplicatas e na temperatura Otima. Agquelas linhagens que apresentaram melhor
crescimento na maior concentracdo foram selecionadas como possiveis degradadoras e/ou

tolerantes ao herbicida mesotrione.

3.2.6 Teste de temperatura das linhagens selecionadas

Para testar qual a real temperatura 6tima de crescimento dos microrganismos (melhor
temperatura de crescimento de biomassa), foi feita a curva de crescimento baseada na
turvacdo da cultura (medida como unidades de DO, em 580 nm). Cada col6nia pura foi
inoculada diretamente, sem incubacdo, em 5,0 ml de meio rico liquido (TSB), até alcancar
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DO de 0,15. Uma aliquota de 100,0 pL desta suspenséo foi transferida para tubos de 10,0 mL
com 5,0 mL de TSB. Mediu-se a DO. Estes tubos foram incubados em estufa, sem agitacdo, a
18°, 28° e 37°C. A DO foi medida até a fase estacionaria (0, 1, 2, 4, 8, 16, 24, 36, 48, 72, etc.
horas).

Para fins de comparac&o, o teste de temperatura também foi realizado analisando-se o
crescimento dos microrganismos em MM 28,0 umol.L™" de mesotrione. Para tanto, cada
microrganismo foi inoculado em placas de MM com mesotrione (28,0 umol.L™). A partir
destas, inoculou-se uma col6nia pura do microrganismo em 5,0 mL de CM com mesotrione
(28,0 umol.L™), em tubos de 10,0 mL, até alcancar uma DO de 0,15. De cada tubo foi retirada
uma aliquota de 100,0 uL, a qual foi transferida para 5,0 mL de CM com mesotrione (28,0
umol.L™Y), em tubos de 10,0 mL. A DO do controle negativo deste procedimento foi
acompanhada inoculando-se o0 microrganismo retirado das placas de MM com mesotrione
(28,0 umol.L™) em placas com MM sem mesotrione e incubando na temperatura de
isolamento (dependente do microrganismo, 18°, 28°C ou 37°C) a partir de 0 horas até atingir
a fase estacionaria.. No caso de haver crescimento, a partir destas placas, cada microrganismo
seria inoculado em 5,0 mL de CM sem mesotrione, em tubos de 10,0 mL, até alcancar DO de
0,15. Desta suspensao se retiraria uma aliquota de 100,0 uL, a qual seria transferida para 5,0
mL de CM sem mesotrione, em tubos de 10,0 mL. Seria entdo medida a DO a partir de 0 hora
até a fase estacionéria e os tubos seriam incubados e tratados nas mesmas condi¢fes acima

descritas.

3.2.7 Avaliacdo da capacidade de degradacdo do herbicida mesotrione por

espectrofotometria

Para o preparo do pré-indculo, os microrganismos foram inoculados em TSA e
incubados em temperatura 6tima por 24 horas. Cada coldnia pura foi inoculada em 200,0 ml
de TSB, em frascos de 500,0 mL. Estes foram incubados em temperatura étima a 200 rpm.
Quando em fase midlog, as células foram recuperadas por centrifugacdo a 2000 rpm por 30
minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado primeiro com solucédo de NaCl
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0,9% (9 g.LY), centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm, lavado com &gua destilada e
novamente centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante foi descartado e as
células ressuspensas em 200,0 mL de solucdo de mesotrione 0,1 mmol.L™, pH 7.0, em frascos
de 500,0 mL. A solucdo ja com a biomassa bacteriana foi refrigerada até o momento da
realizacdo dos experimentos do dia 0. Posteriormente, os frascos foram incubados em
temperatura 6tima, a 200 rpm, por 5 dias. Foram retiradas amostras diérias (13,0 mL de cada
amostra). Estas foram centrifugadas a 2000 rpm por 30 minutos por duas vezes, sempre
transferindo o sobrenadante para um tubo limpo. Apo6s a Ultima centrifugacdo, o0s
sobrenadantes foram filtrados (em filtros com porosidade de 0,22 um). Os sobrenadantes
foram imediatamente congelados até analise por espectrofotometria.

Foram utilizados como controles negativos, dgua destilada com herbicida mesotrione,
agua destilada com herbicida mesotrione e Escherichia coli ATCC 25922 (linhagem néo
degradadora do mesotrione) e agua destilada com microrganismo em questdo. Estes foram
incubados e tratados sob as mesmas condic¢des das amostras.

A degradacdo do herbicida pelos microrganismos foi avaliada pelo monitoramento do
decréscimo do pico de absor¢do do mesotrione, ao longo do periodo de incubacgdo. A leitura
foi feita em espectrofotometro Shimadzu UV-VIS Photodiode Array Spectrophotometer
MultiSpec-1501, com cubetas de quartzo, caminho éptico de 10,0 mm, altura de 45,0 mm,
volume de 3,5 mL e 2 janelas polidas. A leitura foi feita pela varredura do espectro de

absorcédo de 200,0 nm a 800,0 nm.

3.2.8 Identificacdo das linhagens bacterianas degradadoras

Para identificacdo morfoldgica das linhagens bacterianas degradadoras, foi realizada a
coloracdo de Gram, conforme metodologia descrita por Winn Junior et al. (2006). Foi feita
também a coloracdo negativa para determinacdo da presenca de capsula nas linhagens
bacterianas selecionadas, seguindo-se a metodologia descrita pelo mesmo autor.

Para identificacdo fenotipica, foram aplicados 0s seguintes testes para todas as

linhagens selecionadas:
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Crescimento em agar MacConkey: para diferenciacdo dos microrganismos Gram-
negativos fermentadores e ndo-fermentadores de lactose. Este meio € seletivo para bactérias
Gram-negativas, pois contém cristal violeta e sais biliares que inibem o crescimento da
maioria das bactérias Gram-positivas. Possui tambeém lactose, sendo que as col6nias dos
microrganismos capazes de fermentar este carboidrato ficam vermelhas devido a producdo de
acidos que causam a mudanca de cor do indicador de pH vermelho neutro. Uma cultura pura
do microrganismo em questao foi inoculada em estrias em placa com agar MacConkey, a qual
foi incubada a 28°C por 24 horas. O crescimento de coldnias com coloracdo vermelha indica
microrganismo Gram-negativo fermentador de lactose (WINN JUNIOR et al., 2006).

Crescimento em TSI (triple sugar iron): a identificacdo neste meio é feita atendendo as
diferencas de fermentacdo dos carboidratos e a producédo de sulfeto de hidrogénio (H.S). Este
meio contém 0,1% de glicose, 1,0% de lactose e 1,0% de sacarose, indicador de pH vermelho
de fenol, tiossulfato de sddio e sulfato de ferro. O microrganismo foi inoculado por picada
central e estrias e incubado a 28°C por 24 horas. Na rampa do tubo se faz a leitura da lactose
e/ou da sacarose, no fundo do tubo a da glicose e no meio do tubo a de H,S. Se somente a
glicose for fermentada, apenas o fundo do tubo apresenta viragem da cor para amarelo. Se
todo o tubo ficar amarelo, ocorreu fermentacdo da glicose e da lactose e/ou sacarose. A
producdo de gas é observada pela ocorréncia de fraturas no meio de cultura e a de H,S pelo
enegrecimento, principalmente na regido meédia do tubo. Se o tubo ficar alcalino (vermelho)
ou inalterado (tijolo), ndo ocorreu fermentacdo dos carboidratos, nem producdo de gas ou de
H,S (WINN JUNIOR et al. 2006).

Teste do indol: o indol € um dos produtos da degradacdo metabdlica do aminoéacido
triptofano pela enzima triptofanase. O microrganismo foi inoculado em caldo triptofano a
28°C por 24 horas. Apos este periodo adicionou-se ao caldo 3 gotas de reagente de Kovacs
(p-dimetilaminobenzaldeido em solucdo de HCI e alcool isoamilico). O aparecimento de um
anel de cor vermelho fucsia na interface entre o reagente e o caldo revela resultado positivo
(WINN JUNIOR et al., 2006).

Teste da oxidase: revela a presenca da enzima citocromo oxidase. Uma coldnia pura do
microrganismo foi espalhada, com auxilio de uma alga ndo metélica, em uma tira impregnada

com reagente para oxidase (tetrametil-p-fenileno-diamina-dihidrocloreto). A mudanca de cor
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do reagente para azul, roxo ou preto indica a presenca da enzima citocromo oxidase (WINN
JUNIOR et al., 2006).

Teste da catalase: para avaliar se 0 microrganismo produz a enzima catalase. Esta
enzima decompde o perdxido de hidrogénio (H,0,), uma espécie reativa de oxigénio comum
do metabolismo aerdbico, em &gua e oxigénio. Uma coldnia pura do microrganismo foi
transferia para uma Iamina de vidro. Adicionou-se uma gota de peroxido de hidrogénio 10%.
A formacdo de bolhas ou efervescéncia indica resultado positivo (WINN JUNIOR et al.,
2006).

Teste de O/F (oxidacdo/fermentacdo) da glicose: os microrganismos sacaroliticos
podem metabolizar glicose pela via fermentativa e/ou oxidativa. Com uma agulha
bacteriolégica, 0 microrganismo a ser testado foi inoculado em trés tubos, sendo o primeiro de
O/F em meio base (meio basal) (sem glicose, como controle de estabilidade do meio), e dois
tubos com glicose, um deles sendo depois vedado com 0,5cm de vaselina estéril e o0 outro
incubado com a tampa entreaberta. Todos foram incubados a 28°C por 24 horas. A produgéo
de &cidos a partir da glicose € detectada pela mudangada cor do meio para amarelo Se ambos
0s tubos com glicose ficarem amarelos, 0 microrganismo é um fermentador. Se apenas o tubo
entreaberto ficar amarelo, o microrganismo realizou apenas a oxidagdo. N&o havendo
mudanca de cor em nenhum dos tubos, 0 microrganismo é tido como assacarolitico positivo
(WINN JUNIOR et al., 2006).

Para identificacdo fenotipica dos bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de
glicose, foram empregados ainda 0s seguintes testes:

Reducéo do nitrato e motilidade: este teste revela a capacidade do microrganismo
reduzir nitrato a nitrito. O microrganismo foi inoculado no meio de nitrato e incubado por 24
horas a 28°C. Ao fim da incubacdo, foram adicionadas 2 gotas de a-naftilamina e 2 gotas de
acido sulfanilico. A mudanca de cor do meio para o vermelho, dentro de um periodo de 30
segundos apds a adigcdo dos reagentes indica a presenca de nitritos e representa uma reacao
positiva para a redugdo de nitratos. Ndo havendo mudanca de cor, adicionou-se zinco em pd,
para confirmar se o microrganismo ndo reduziu o nitrato a nitrito (o0 zinco reduz o nitrato a
nitrito, mudando a coloragéo para vermelho e comprovando que o microrganismo ndo reduziu

0 nitrato) ou se reduziu o nitrato a outros produtos que ndo o nitrito (ndo havendo mais
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nitratos presentes no meio, a adi¢do do zinco néo altera a cor, indicando que houve reducéo
total dos nitratos a outros produtos pelo microrganismo). No mesmo meio foi avaliada a
motilidade dos microrganismos pelo crescimento além do local da inoculacdo (WINN
JUNIOR et al., 2006).

Teste de citrato: algumas bactérias sdo capazes de utilizar o citrato como fonte de
carbono. Esta utilizacdo é detectada pela producdo de produtos alcalinos no meio,
aumentando o pH. Uma coldnia isolada foi inoculada em estrias na superficie do meio de
citrato e incubada a 28°C por 24 horas. O desenvolvimento de cor azul na superficie do tubo
indica aumento do pH e representa resultado positivo, pois a producdo de produtos alcalinos
vem da utilizacdo do citrato pelo microrganismo (WINN JUNIOR et al., 2006).

Oxidacao da maltose, xilose e lactose: para estes testes foi utilizado o mesmo meio
basal do teste de O/F, com adicdo dos carboidratos de interesse em 1%. O microrganismo foi
inoculado por picada central e incubado a 28°C por 24 horas. A mudanca de cor para amarelo
indica resultado positivo para o metabolismo oxidativo dos carboidratos em questdo (WINN
JUNIOR et al., 2006).

Crescimento a 42°C: as coldnias foram semeadas em meio BHA (&gar infuso de
cérebro e coracdo) e incubadas a 42°C por 24 horas, para identificacdo de Acinetobacter
baumannii, as quais apresentam bom crescimento nestas condi¢des (DIJKSHOORN, 1996).

Crescimento em &gar cetrimide: meio altamente inibitério que permite o crescimento
de um grupo muito restrito de bactérias, especialmente Pseudomonas aeruginosa. Os
microrganismos foram inoculados em estrias na superficie do meio e incubados a 28°C por 24
horas (WINN JUNIOR et al., 2006).

Liquefacdo da gelatina: para indicar a presenca de enzimas proteoliticas (degradacéao
de proteinas). O microrganismo foi inoculado em meio sélido com gelatina e incubado a 28°C
por 7 dias. A liquefacdo a temperatura ambiente ou a incapacidade de ressolidificar quando
refrigerado indica a presenca de enzimas proteoliticas (WINN JUNIOR et al., 2006).

Para identificacdo destas linhagens nao fermentadoras foi tambem utilizado o Kit para
Identificacdo de ndo fermentadores BBL Crystal™ Identification Systems Enteric/Non
Fermenter ID Kit, da BD.
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Para identificacdo fenotipica de cocos Gram-positivos foram empregados
adicionalmente os seguintes testes:

Teste de citrato: descrito acima (WINN JUNIOR et al., 2006).

Reducéo do nitrato e motilidade: descrito acima (MOESBY et al., 2005).

Teste de oxidase modificado: tiras com reagente para oxidase (tetrametil-p-fenileno-
diamina-dihidrocloreto) foram impregnadas com DMSO (dimetil sulfoxido). Uma col6nia
pura do microrganismo foi espalhada, com auxilio de alca ndo metalica sobre a tira.
Desenvolvimento de cor azul, roxa ou negra indica resultado positivo (FALLER e
SCHLEIFER, 1981).

Susceptibilidade a lisozima: o teste de susceptibilidade a enzima lisozima é utilizado
para diferenciar espécies do género Micrococcus, sendo que M. luteus € susceptivel
(concentracdo inibitéria minima abaixo de 5 pg.mL™) e M. varians é resistente (concentracéo
inibitéria minima acima de 100 pg.mL™) (KLOOS et al., 1974).

Teste de Voges-Proskauer: utilizado para verificar producdo de acetoina a partir de
acido piravico (WINN JUNIOR et al., 2006).

Para identificacdo fenotipica de bacilos Gram-positivos foi empregado,
adicionalmente, o seguinte teste:

Producéo de esporos: o microrganismo foi incubado em caldo TGY suplementado
com 1 mM de CaCl, e 1 mM de MnCl, para promover a esporulacdo, a 28°C, sob agitacdo. A
presenca de endosporos no caldo foi analisada pela realizacdo de esfregacos submetidos a
Coloracéo de Esporos (verde-malaquita). Foi feito um esfregaco em lamina, este foi fixado
em chama e corado a quente por 6 minutos com corante verde-malaquita. Apés esfriar, a
lamina com o esfregaco foi lavada delicadamente em agua até retirada de todo corante e

corada com safranina por 1 minuto (MOESBY et al., 2005, com modificacdes).
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4 RESULTADOS

Os resultados estdo organizados em um capitulo correspondente ao artigo cientifico:

4.1 CAPITULO |

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE LINHAGENS BACTERIANAS
ENDOFITICAS E EPIFITICAS DE MILHO DEGRADADORAS DO HERBICIDA
MESOTRIONE
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RESUMO

A cultura do milho merece atencdo pela elevada quantidade de herbicidas usados. O
mesotrione € um novo herbicida seletivo utilizado nas plantacbes de milho. Devido sua
introducdo recente, ha pouca informacdo referente ao risco ecotoxicolégico no ambiente.
Apenas duas linhagens bacterianas do género Bacillus degradadoras do mesotrione,
provenientes do solo e da &gua, j& foram isoladas e identificadas. Neste trabalho foram
isolados, selecionados e caracterizados microrganismos endofiticos e epifiticos do milho
capazes de crescer na presenca do mesotrione, sendo assim potencialmente tolerantes e/ou
degradadores deste. Os microrganismos foram isolados e cultivados em meio mineral com
mesotrione como Unica fonte de carbono. Aqueles que cresceram foram selecionados em
concentracdes crescentes do herbicida e tiveram sua capacidade de degradacdo do mesotrione
investigada e confirmada por espectrofotometria visivel. Dez linhagens bacterianas capazes de
crescer em altas concentracdes do herbicida foram avaliadas. Destas, cinco apresentaram
decréscimo no pico de absor¢cdo do mesotrione, registrado pelo espectrofotdmetro, ao longo
do periodo de incubacdo, o que indica a degradacdo do herbicida. Uma linhagem foi
identificada como Acinetobacter baumannii e outra como Micrococcus luteus. Apenas
Micrococcus luteus € uma linhagem endofitica, sendo as demais epifiticas de milho. Quatro
linhagens degradadoras foram isoladas de plantagdo de milho sem tratamento prévio com
mesotrione; apenas uma linhagem de bacilo Gram-negativo ndo fermentador foi isolada de
plantagdo sob tratamento com o herbicida. Este trabalho é o primeiro relato de isolamento de
linhagens microbianas degradadoras do herbicida mesotrione epifiticas e endofiticas de milho.

Palavras-chave: mesotrione; biodegradacdo; microrganismos endofiticos; microrganismos
epifiticos; milho.
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INTRODUCAO

Os adubos quimicos e pesticidas em geral tornaram-se parte integral da agricultura
moderna. O emprego destas substancias quimicas trouxe grandes vantagens, mas também
criou novos problemas, como a eliminagdo apds o uso, a persisténcia ao longo do tempo e o
acumulo no ambiente, acarretando conseqiiéncias adversas consideraveis a satde publica e
um impacto negativo nos ecossistemas (ARAUJO e HUNGRIA, 1994; BONNET et al., 2008;
DEJONGHE et al., 2003; DURAND et al., 2006 a; MARTINS et al., 2007 a).

Culturas importantes como o milho e o trigo dependem fortemente do uso de
pesticidas (TER HALLE et al., 2006). O emprego destes produtos aumenta progressivamente,
sendo que o milho é uma das culturas que merece atencdo pela elevada quantidade de
herbicidas usados por ocupar extensas areas (IPEF, 2009; SPADOTTO, 2009).

O mesotrione € um novo herbicida seletivo indicado para o controle pré e pés-
emergente de plantas daninhas na cultura do milho. Foi desenvolvido pela Syngenta Crops
Protection, registrado na Europa em 2000 e comercializado sob o nome comercial Callisto®
(ALFERNESS e WIEBE, 2002; BONNET et al., 2008; MITCHELL et al., 2001). Possui
aplicacdo sistémica e é indicado para combater os principais infestantes de folhas largas, com
a particularidade de ser absorvido pelas folhas e pelas raizes de maneira réapida, sendo
translocado pelo xilema e pelo floema (DYSON et al., 2002; SUTTON et al., 2002).

Devido a introducdo recente deste herbicida, ha pouca informacdo na literatura
referente ao risco ecotoxicolégico no ambiente do mesotrione e de seus produtos de
degradacdo (BONNET et al., 2008). Apesar de ser apresentado como herbicida néo
persistente no solo, € classificado como produto perigoso ao meio ambiente, altamente movel,
mostrando grande potencial de deslocamento podendo atingir aguas subterraneas
(SYNGENTA, 2009). Bonnet et al. (2008) mostrou que os dois metabolitos ja identificados
do mesotrione, 0 AMBA (acido 2-amino-4-metilsulfonil benzéico) e o MNBA (acido 4-
metilsulfonil-2-nitrobenzoico) sdo, respectivamente, mais e menos toxicos que a molécula
original, da mesma forma que o produto comercial Callisto® apresenta maior toxicidade

devido a presenca de varios aditivos (EMBRAPA, 2009). Vérios outros metabolitos ainda ndo
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identificados foram encontrados em concentracOes relativamente altas (BONNET et al., 2008;
DURAND et al. 2006 a; DURAND et al., 2006 b; TER HALLE e RICHARD, 2006).

A biorremediacéo se tornou uma ferramenta importante para a limpeza de solos e agua
contaminados e pode ser uma técnica confiavel e efetiva no tratamento de ambientes tratados
com pesticidas (DEVINNY e CHANG, 2000; EL- FANTROUSSI, 2000). E um dos métodos
mais adequados por ser um processo natural, de custo relativamente baixo, que oferece maior
seguranca e menos perturbacdo ao ambiente. (BAIRD, 2002; BLACK, 2002; MARTINS et
al., 2007 a; UETA et al., 2007). Por seu alto potencial enzimatico, os microrganismos tém
sido amplamente pesquisados como possiveis biorremediadores. A  degradagdo
microbioldgica é o principal processo que afeta a persisténcia dos pesticidas no ambiente. O
isolamento, caracterizacdo e identificacdo dos microrganismos com habilidade ou atividade
enzimatica metabolizadora dos materiais quimicos potencialmente toxicos sdo essenciais para
utiliza-los em biorremediacdo como medida mitigadora nos problemas decorrentes do uso
irracional de agroquimicos (TURNBULL et al., 2001; UETA et al., 2007).

A biodegradacdo de varios herbicidas por microrganismos, como do diuron
(CULLINGTON e WALKER, 1999; TURNBULL et al., 2001), do s-metolachlor (MARTINS
et al., 2007 b) e do sulcotrione (CHERRIER et al., 2004), tem se mostrado possivel. Durand et
al. (2006 a, b) foram os primeiros a isolar e caracterizar uma linhagem bacteriana pura
(Bacillus sp.), isolada de &gua, capaz de biotransformar o herbicida mesotrione. Foi detectada
uma capacidade répida desta linhagem biotransformar o mesotrione em concentracfes
relativamente altas, sendo que a inativacdo do processo ocorreu apos 24 horas de incubacéo
em uma concentracéo de 10,0 mmol.L*. O AMBA foi identificado como um dos metabdlitos,
mas em baixa concentracdo. A maioria dos metabdlitos observados ndo correspondeu nem ao
AMBA nem ao MNBA.. Batisson et al. (2009) isolaram e caracterizaram uma outra linhagem
do mesmo género, Bacillus, proveniente do solo, capaz de degradar o mesotrione. Foi também
observada uma rapida degradacdo do mesotrione, sendo que em 24 horas, na concentracéo de
1,0 mmol. L*, o herbicida foi completamente degradado. Varios metabélitos foram
detectados, sendo o AMBA um deles. O MNBA néo foi encontrado.

H&, portanto, poucos estudos publicados sobre microrganismos degradadores do
herbicida mesotrione. As duas linhagens ja isoladas e caracterizadas nestas pesquisas provém

do solo e do ambiente aquatico. Por isso, a pesquisa com outros microrganismos degradadores
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do mesotrione, € imprescindivel. Este estudo focou no isolamento de microrganismos
endofiticos e epifiticos de milho capazes de biodegradar este herbicida. Esta microbiota ainda
ndo foi pesquisada quanto a este potencial. Como o herbicida mesotrione € absorvido pelas
folhas do milho e translocado pelo xilema e pelo floema, estes microrganismos estdo em
constante contato com este xenobidtico nas plantagdes em que € utilizado e, desta forma,
estdo sob pressdo seletiva a favor daqueles que possuam rotas enzimaticas capazes de utilizar
0 mesotrione ou que sejam ao menos tolerantes a presenca deste herbicida, apresentando
assim alta probabilidade de biodegradacdo do mesmo. Assim sendo, 0 objetivo deste estudo
foi isolar e caracterizar os microrganismos endofiticos e epifiticos, isolados das folhas de
milho, com capacidade de biodegradar o herbicida mesotrione.

MATERIAL E METODOS

O herbicida Callisto® (suspensdo concentrada com 480 g de mesotrione por litro),
produzido pela Syngenta Crops Protection®, foi doado pela Fazenda Escola Capdo da Onca,
cidade de Ponta Grossa, estado do Parana. Os meios de cultura prontos utilizados foram: Agar
Soja Triptona (Biobras®), Caldo Soja Triptona (Biobras®), Agar Triplice Actcar e Ferro
(Himedia®), Agar MacConkey (Acumedia®), Caldo MRVP (Oxoid®), Agar Cetrimide
(Merck®), Meio de Citrato (Newprov®), Agar Infuso de Cérebro e Coracdo (Acumedia®),
Caldo Infuso de Cérebro e Coragdo (Acumedia®). Foram utilizados sais inorganicos,
solventes, 4cidos e bases da Vetec®.

Coleta das folhas de milho comercial

As coletas foram realizadas na Fazenda-Escola Capdo da Oncga, propriedade da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, Ponta Grossa/PR. Foram realizadas 20 coletas, as
primeiras 10 em plantagdo de milho variedade Penta, sem aplicag&o do herbicida mesotrione
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(Callisto®) e as outras 10 em plantacdo de milho variedade DKB 234, com aplicacdo do
herbicida (Callisto® 0,15 L.ha™). As folhas coletadas foram acondicionadas em sacos plasticos

estéreis, etiquetadas e transportadas imediatamente ao laboratdrio.

Isolamento e estocagem das linhagens bacterianas endofiticas e epifiticas do milho

Para isolamento e selecdo das linhagens bacterianas foi utilizado meio mineral ou
minimo (MM) adaptado de Roque e Melo (2000, com modificacBes), com a seguinte
composicdo NaNOj3 (3,0 g), MgSO, (0,5 g), KCI (0,5 g), FeSO,4 (0,01 g), KH,PO,4 (6,9 9),
K,HPO, (11,2 g), agar agar (15,0 g) e agua destilada (p/ 1000,0 mL). Foi utilizado também
caldo mineral ou minimo (CM), com a mesma composi¢do do MM, sem o &gar gar.

Para isolamento das linhagens bacterianas epifiticas e endofiticas seguiu-se,
respectivamente, metodologia de Bastos (2005, com modificacdes) e Petrini (1991, com
modificacdes). As folhas de milho foram primeiramente lavadas por 30 segundos em agua
corrente. Em seguida, cada folha foi colocada em um frasco com 500,0 mL de &gua destilada
estéril por 1 minuto, tendo-se o cuidado para que a parte em que foi realizado o corte da folha
ndo entrasse em contato com a agua e que a folha néo estivesse cortada em nenhum ponto,
para ndo haver contaminacdo pelos microrganismos endofiticos. Esta agua foi plaqueada
(100,0 pL/placa) em meio mineral (MM) com concentragcdo de 28,0 umol.L'1 de mesotrione
(concentracdo proxima a utilizada na plantacdo de milho onde foram realizadas as coletas),
sendo que foram inoculadas 9 placas, trés para cada temperatura (18°, 28° e 37°C), as quais
foram incubadas por 10 dias. Os microrganismos epifiticos foram isolados conforme cresciam
e estocados em leite desnatado 20,0% em freezer (REIMER e CARROL, 2003), em tubos
com TSA e MM 28,0 umol.L™* de mesotrione inclinados em geladeira e em papel filtro em
freezer e em geladeira. Na seqiiéncia, as folhas de milho foram tratadas completamente em
etanol 70,0% por 1 minuto, hipoclorito de sédio (NaOCI) 3,0%, por 6 minutos, etanol 70,0%
por 30 segundos e agua destilada estéril por 6 minutos. Cada folha foi cortada com bisturi
estéril em 36 fragmentos de aproximadamente 1,0 cm?, assepticamente. Cada 4 fragmentos

foram transferidos para uma placa com MM na concentragdo de 28,0 pmol.L™ de mesotrione.

43



Foram incubadas trés placas em cada temperatura (18°C, 28°C e 37°C), por dez dias. A
medida que os microrganismos endofiticos cresciam, foram isolados e estocados conforme

metodologia descrita para os epifiticos.

Selecdo das linhagens bacterianas endofiticas e epifiticas de milho

As linhagens isoladas na concentragdo de 28,0 umol.L™ foram selecionadas por
plagueamento em MM em concentragdes crescentes de mesotrione, a partir da concentracao
de 1,12 mmol.L™, 2,24 mmol.L™?, 3,36 mmol.L™ até a concentracdo de 8,96 mmol.L™. Os
testes foram realizados em triplicatas e na temperatura 6tima. Aquelas linhagens que
apresentaram melhor crescimento na maior concentragdo foram selecionadas como possiveis

degradadoras e/ou tolerantes ao herbicida mesotrione.

Avaliacdo da capacidade de degradacdo do herbicida mesotrione por espectrofotometria
pelas linhagens selecionadas

Os microrganismos que cresceram nas concentracdes mais altas de mesotrione foram
inoculados em 200,0 ml de TSB, em frascos de 500,0 mL. Estes foram incubados em
temperatura 6tima a 200 rpm. Quando em fase midlog, as células foram recuperadas por
centrifugacdo a 2000 rpm por 30 minutos. O precipitado foi lavado com NaCl 0,9 %,
centrifugado por 30 minutos a 2000 rpm, lavado com &gua destilada e centrifugado
novamente por 30 minutos a 2000 rpm. As foram células ressuspensas em 200,0 mL de
solucdo de mesotrione 0,1 mmol.L™, pH 7.0, em frascos de 500,0 mL. A solugo j& com a
biomassa bacteriana foi refrigerada até o0 momento da realizacdo dos experimentos do dia 0.
Posteriormente, os frascos foram incubados em temperatura étima, a 200 rpm, por 5 dias.
Foram retiradas amostras diarias (13,0 mL de cada amostra). Estas foram centrifugadas a
2000 rpm por 30 minutos por duas vezes. Apos a ultima centrifugacdo, os sobrenadantes
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foram filtrados (em filtros com porosidade de 0,22 pm). Os sobrenadantes foram
imediatamente congelados até andlise por espectrofotometria. Foram utilizados como
controles negativos, dgua destilada com herbicida mesotrione, agua destilada com herbicida
mesotrione e Escherichia coli ATCC 25922 (linhagem ndo degradadora do mesotrione) e
agua destilada com microrganismo em questdo. Estes foram incubados e tratados sob as
mesmas condigdes das amostras. A degradacdo do herbicida pelos microrganismos foi
avaliada pelo monitoramento do decréscimo do pico de absor¢do do mesotrione, ao longo do
periodo de incubacdo. A leitura foi feita em espectrofotdmetro Shimadzu UV-VIS Photodiode
Array Spectrophotometer MultiSpec-1501, com cubetas em quartzo, caminho Optico de 10,0
mm, altura de 45,0 mm, volume de 3,5 mL e 2 janelas polidas. A leitura foi feita pela

varredura do espectro de absorcao de 200,0 nm a 800,0 nm.

Identificacé@o das linhagens bacterianas degradadoras do herbicida mesotrione

Para identificacdo morfoldgica das linhagens bacterianas degradadoras foi realizada a
coloracdo de Gram e presenca de capsula por coloragdo negativa, ambas seguindo-se
metodologia descrita por Winn Junior et al. (2006). Para identificacdo fenotipica, para todas
as linhagens degradadoras, foram aplicados o teste de crescimento em agar MacConkey,
crescimento em TSI (triple sugar iron), teste da producéo de indol, teste da oxidase, teste da
catalase, teste de O/F (oxidagéo/fermentacéo) da glicose (WINN JUNIOR et al., 2006). Para
identificacdo fenotipica dos bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose, foram
empregados ainda o teste reducdo do nitrato e motilidade, teste de citrato, oxidacdo da
maltose, Xilose e lactose, crescimento em agar cetrimide, liquefacdo da gelatina (WINN
JUNIOR et al., 2006) e crescimento a 42°C (DIJKSHOORN, 1996).Para identificacdo destas
linhagens ndo fermentadoras foi também utilizado o Kit para Identificacdo de néo
fermentadores BBL Crystal™ |dentification Systems Enteric/Non Fermenter ID Kit, da BD.
Para identificacdo fenotipica de cocos Gram-positivos foram empregados adicionalmente teste
de citrato, teste de VVoges-Proskauer para producéo de acetoina (WINN JUNIOR et al., 2006),
reducdo do nitrato e motilidade (MOESBY et al., 2005), teste de oxidase modificado
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(FALLER e SCHLEIFER, 1981) e susceptibilidade a lisozima (KLOOS et al., 1974). Para
identificacdo fenotipica de bacilos Gram-positivos foi empregado, adicionalmente, o teste de

producdo de esporos (MOESBY et al., 2005, com modificacdes).

RESULTADOS

Isolamento das linhagens endofiticas e epifiticas de milho tolerantes e/ou degradadoras do

mesotrione

Foram feitas 20 vinte coletas de folhas de milho comercial, sendo as primeiras 10 em
plantacdo de milho variedade Penta, sem aplicagdo do herbicida mesotrione e as outras 10 em
plantagdo de milho DKB 234 com aplicacdo do mesotrione (0,15 L.ha™). Das vinte coletas
foram isoladas, em meio contendo mesotrione a 28 pmol.L™, 347 linhagens bacterianas
tolerantes e/ou degradadoras. Destas, 178 linhagens foram isoladas das coletas realizadas na
plantacdo de milho Penta sem tratamento com o mesotrione, sendo 114 linhagens bacterianas
epifiticas e 64 endofiticas. Da plantacdo de milho variedade DKB 234 com tratamento com o
mesotrione foram isoladas 169 linhagens bacterianas, 132 epifiticas e 37 endofiticas
(TABELA 1).

46



TABELA 1. Numero de linhagens tolerantes e/ou degradadoras do herbicida mesotrione na
concentragdo de 28 umol.L™ isoladas de plantacdo de milho comercial variedade Penta sem
tratamento com herbicida mesotrione e de plantacdo de milho comercial variedade DKB 234
com tratamento com herbicida mesotrione.

Plantacéo sem aplicacdo de mesotrione
Variedade Milho Penta
Plantio 24/09/2007  Coleta 13 e 23/11/2007 e 4/1/2008

N° de linhagens bacterianas isoladas
178
Endofiticas Epifiticas
64 114

Plantacdo com aplicacdo de mesotrione
Variedade Milho DKB 234
Plantio 24/10/2007  Coleta 30/01/2008

N° de linhagens bacterianas isoladas
169
Endofiticas Epifiticas
37 132

Selecdo das linhagens tolerantes e/ou degradadoras do mesotrione

As linhagens foram isoladas em concentragdo de 28,0 umol.L'1 de mesotrione, similar
a concentracdo utilizada em campo. Apos, foram incubadas em concentracdes crescentes de
MM com mesotrione nas concentracdes de 1,12 mmol.L™; 2,24 mmol.L™"; 3,36 mmol.L™ até
8,96 mmol.L™. Na concentragéo inicial, de 28,0 pmol.L™, da plantacdo de milho variedade
Penta, foram selecionadas 178 linhagens bacterianas (64 endofiticas e 114 epifiticas) e, da
variedade DKB 234, 168 linhagens (37 endofiticas e 132 epifiticas); na concentracdo
seguinte, de 1,12 mmol.L™, do milho variedade Penta, foram selecionadas 100 linhagens (35
linhagens endofiticas e 65 epifiticas) e, da variedade DKB 234, 64 linhagens (6 endofiticas e
58 epifiticas); na concentracdo de 2,24 mmol.L™ | da variedade Penta, foram selecionadas 52
linhagens bacterianas (15 endofiticas e 37 epifiticas) e, da variedade DKB 234, 24 linhagens
(2 endofiticas e 22 epifiticas); na concentracdo de 3,36 mmol.L™, da variedade Penta, foram

selecionadas 30 linhagens bacterianas (8 endofiticas e 22 epifiticas) e, da variedade DKB 234,
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18 linhagens, todas epifiticas; na maior concentracéo, de 8,96 mmol.L™" de mesotrione, foram
selecionadas as 10 linhagens que apresentaram melhor crescimento como possiveis
degradadoras e/ou tolerantes ao mesotrione sendo que destas, 9 linhagens (7 epifiticas e 2
endofiticas) foram isoladas de milho variedade Penta sem tratamento com o herbicida
mesotrione e 1 linhagem epifitica foi isolada de milho variedade DKB 234, com tratamento
com herbicida mesotrione (TABELA 2).

TABELA 2. Selecdo das linhagens isoladas de milho comercial variedade Penta (sem
tratamento com herbicida mesotrione) e variedade DKB 234 (com tratamento com herbicida
mesotrione) em concentracdes crescentes do herbicida (28,0 pmol.L™" a 8,96 mmol.L™).

Concentracéo de Variedade Milho Penta  Variedade Milho DKB 234
mesotrione em mmol.L™ sem tratamento com com tratamento com
mesotrione mesotrione
Endofiticos  Epifiticos  Endofiticos Epifiticos
28,0 pmol.L™ 64 114 37 153
178 190
1,12 mmol.L™ 35 65 6 58
100 64
2,24 mmol.L™ 15 37 2 22
52 24
3,36 mmol.L™ 8 22 - 18
30 18
8,96 mmol.L™ 2 7 - 1
9 1

Avaliacdo da capacidade de degradacdo do mesotrione por espectrofotometria

As 10 linhagens selecionadas, na maior concentragéo de mesotrione (8,96 mmol.L™),
tiveram sua capacidade de degradar o herbicida analisada por espectrofotometria. A
degradacdo do herbicida pelos microrganismos foi avaliada pelo monitoramento do
decréscimo do pico de absor¢do do mesotrione, ao longo do periodo de incubacdo de 5 dias. A
leitura no espectrofotémetro foi feita pela varredura do espectro de absorcéo de 200 nm a 800
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nm, sendo que o pico do mesotrione foi registrado em 254 nm. Das 10 linhagens selecionadas,
denominadas de 61, 74, 229, 247 e 661, 5 apresentaram decréscimo no pico de absorcdo do
mesotrione (Figuras 1 A, 1 B, 1 C; 1 D e 1 E). As demais 5 linhagens ndo apresentaram
diminuicdo no pico de absorcdo na andlise pela espectrofotometria, mas foram capazes de
crescer na presenca do mesotrione até a concentracio de 8,96 mmol.L™.

Ap06s o periodo de incubacdo de 5 dias, as linhagens que apresentaram um maior
decréscimo no pico de absorcdo do mesotrione e, conseqiientemente, na concentracdo deste,
foram a linhagem 61 (Figura 1 A), com 9,78% de diminuicdo, a linhagem 661 (Figura 1 E),
com 8,05% e a linhagem 229 (Figura 1 C), com 7,88%. As linhagens 247 (Figura 1 D) e 74
(Figura 1 B) apresentaram um decréscimo de 6,02% e 3,29%, respectivamente. O controle de
agua destilada estéril e herbicida mesotrione sem microrganismos nao apresentou decréscimo
no espectro de absorcdo ao longo do periodo de incubacdo. Estatisticamente, os valores das
médias das amostras da linhagem 74 ndo sdo significativamente diferentes do controle (valor
de P = 0,1797; se P < 0,05, médias séo significativamente diferentes). Da mesma maneira, 0
controle de agua destilada estéril, herbicida mesotrione e Escherichia coli também ndo foi
significativamente diferente do controle de adgua e mesotrione (valor de P = 0,4848). As
médias dos valores de decréscimo no pico de absorcdo observados ao longo do periodo de
incubacéo das demais amostras foram significativamente diferentes do controle (linhagem 61,
P =0,0022; linhagem 229, P = 0,0022; linhagem 247, P = 0,0411; linhagem 661, P = 0,0022).
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Figura 1. Decréscimo na concentragdo do herbicida mesotrione em absorbancia (registrada por
espectrofotdmetro UV-VIS) ao longo do periodo de incubagdo de 5 dias, pelas linhagens 61 (Figura 1 A), 74
(Figura 1 B), 229 (Figura 1 C), 247 (Figura 1 D) e 661 (Figura 1 E), todas em comparacdo com 0s controles de
agua e herbicida; &gua, herbicida mesotrione e Escherichia coli ATCC 25922. O controle realizado de agua
destilada mais microrganismo nao apresentou resultados por isso fica como dados ndo mostrados.

Identificacdo das linhagens degradadoras do mesotrione

Das 5 linhagens que apresentaram diminuigdo no pico de absor¢do do mesotrione ao
longo do periodo de incubacdo, apenas 61 € uma linhagem endofitica, sendo as demais todas
epifiticas. Quatro linhagens (61, 74, 229 e 247) foram isoladas da plantacdo de milho
variedade Penta sem tratamento com o herbicida mesotrione. Somente a linhagem 661 foi
isolada de plantagdo de milho variedade DKB 234 com tratamento com o herbicida
mesotrione.

Quanto a identificagdo morfoldgica, as linhagens 74 e 661 foram identificadas como
bacilos Gram-negativos, com colonias de coloragdo rosa em meio BHA; 229 como cocobacilo
Gram-negativo; 61 como coco Gram-positivo com predominancia de tetracocos com col6nias
de coloragdo amarela em meio BHA; 247 como bacilo Gram-positivo. Todas as linhagens

apresentaram formacé&o de capsula (TABELA 3).
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TABELA 3. Resultados dos testes e provas bioquimicas realizados para todas as linhagens
bacterianas selecionadas.

Testes/Provas Linhagens bacterianas
bioquimicas 61 74 229 247 661
Coloracdo de Gram CGP BGN BGN BGP BGN
Coloracéo negativa + + + + +
para capsula
Crescimento em agar - - Lac- - -
MacConkey
Reacbes em TSI neg - neg neg -
Producéo de Indol neg neg neg neg neg
Teste da oxidase neg neg neg neg neg
Teste da catalase + + + + +
Teste O/F glicose - A O] neg A

CGP - coco Gram-positivo; BGN — bacilo Gram-negativo; BGP — bacilo Gram-positivo; Lac- - lactose
negativo; A — assacarolitico; O — oxidativo; neg — negativo; + - positivo; - - sem crescimento.

A linhagem 229 identificada como cocobacilo Gram-negativo apresentou os seguintes
resultados para as provas bioguimicas: crescimento em meio MacConkey sem fermentacdo da
lactose; teste TSI negativo para utilizacdo dos carboidratos e producdo de H,S; teste indol
negativo para presenca da enzima triptofanase; teste negativo para presenca da enzima
citocromo oxidase; positivo para enzima catalase; metabolismo oxidativo no teste de O/F
glicose; positivo para oxidagdo da maltose, xilose e lactose; positivo para utilizagdo do citrato;
negativo para reducdo do nitrato; negativo para motilidade; negativo para liquefacdo da
gelatina; crescimento a 42°C; sem crescimento no meio cetrimide. Os resultados das provas
bioguimicas identificaram a linhagem 229 como da espécie Acinetobacter baumannii
(TABELAS 3 e 4). O teste pelo BBL Crystal™ Identification Systems Enteric/Non Fermenter
ID Kit, da BD confirmou esta identificacao.

As linhagens 74 e 661, identificadas como bacilos Gram-negativos, apresentaram 0s
seguintes resultados para as provas bioguimicas: sem crescimento em meio MacConkey; sem
crescimento em TSI; teste indol negativo para presenca da enzima triptofanase; teste negativo
para presenca da enzima citocromo oxidase; positivo para enzima catalase; assacaroliticas no
teste de O/F glicose; negativo para reducdo do nitrato; positivo e negativo para motilidade,

respectivamente; negativo para liquefacdo da gelatina (TABELAS 3 e 4).
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A linhagem 61, identificada como coco Gram-positivo com predominéncia de
tetracocos, apresentou 0s seguintes resultados para as provas bioguimicas: sem crescimento
em meio MacConkey; teste TSI negativo para utilizacdo dos carboidratos e producdo de H,S;
teste indol negativo para presenca da enzima triptofanase; teste negativo para presenca da
enzima citocromo oxidase; positivo para enzima catalase; sem fermentacdo nem oxidagédo da
glicose no teste de O/F glicose; sem crescimento no meio citrato; negativo para redugdo do
nitrato; negativo para motilidade; susceptivel a lisozima; negativo para acetoina. Os
resultados as provas bioquimicas identificam a linhagem 61 como da espécie Micrococcus
luteus (TABELAS 3 e 5).

TABELA 4 - Resultados dos testes e provas bioquimicas realizados para as linhagens
bacterianas Gram-negativas ndo fermentadoras de glicose (linhagens 74, 229, 661).

Testes/Provas Bioquimicas Linhagens bacterianas
74 229 661
Reducdo do nitrato neg neg neg
Motilidade em meio semi-sélido  + neg neg
Crescimento em citrato NA + NA
Liquefacdo da gelatina neg neg neg
Oxidacao da maltose NA + NA
Oxidacao da xilose NA + NA
Oxidacao da lactose NA + NA
Crescimento a 42°C NA + NA
Crescimento em cetrimide NA  neg NA

NA — ndo aplicado; neg — negativo; + - positivo.

TABELA 5 - Resultados dos testes e provas bioquimicas realizados para a linhagem de coco
Gram-positivo (linhagem 61).

Testes/Provas Bioguimicas
Reducéo do nitrato  Motilidade em meio  Crescimento em

semi-solido citrato
Linhagem neg neg neg
61 Oxidacdo da glicose  Susceptibilidade a  Acetoina (Voges
lisozima -Proskauer)
neg S neg

Neg — negativo; S — susceptivel.
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A linhagem 247, identificada como bacilo Gram-positivo, apresentou 0s seguintes
resultados para as provas bioquimicas: sem crescimento em meio MacConkey; teste TSI
negativo para oxidacdo dos carboidratos e producdo de H,S; teste indol negativo para
presenca da enzima triptofanase; teste negativo para presenca da enzima citocromo oxidase;

positivo para enzima catalase; sem producdo de esporos.

DISCUSSAO

A avaliacdo, por espectrofotometria, da capacidade de degradacdo do herbicida
mesotrione pelas 10 linhagens selecionadas, revelou que 5 destas apresentaram diminuicdo no
pico de absorcdo do herbicida ao longo do periodo de incubacdo de 5 dias, 0 que indica que
houve degradacdo do mesmo. A estrutura quimica dos dois metabdlitos ja identificados, o
AMBA e 0 MNBA, faz com que estes apresentem picos de absor¢do préximo ou no mesmo
comprimento de onda que a molécula do mesotrione. Assim sendo, a formacdo do AMBA, do
MNBA ou de outros metabdlitos pode subestimar os valores de decréscimo no pico de
absorcéo do herbicida registrados pela espectrofotometria, em consequéncia da sobreposi¢édo
de picos na mesma regido do espectro de absor¢do do mesotrione. Assim, o acimulo destes
produtos no meio pode dificultar a avaliacdo da real capacidade de degradacdo do mesotrione
pelas linhagens microbianas analisadas neste estudo, tendo em vista também que, neste caso,
a técnica de espectrofotometria fornece uma analise qualitativa e ndo quantitativa dos dados
(ALFERNESS e WIEBE, 2002; DURAND et al. 2006 b; BATISSON et al., 2009). Conforme
Alferness e Wiebe (2002), Bonnet et al. (2008) e Dyson et al. (2002), em contraste com 0
observado no solo e no ambiente aguatico, no milho apenas o MNBA foi encontrado
juntamente com 0 mesotrione; portanto, € possivel que o AMBA nédo esteja entre 0s
metabolitos presentes nas amostras que estdo absorvendo no mesmo comprimento de onda
gue a molécula original. Estes resultados serdo melhor elucidados ap6s analise das amostras
em cromatografia liquida de alta performance. Entretanto, a realizagdo de dois experimentos

independentes e em triplicata, a ndo alteracdo no pico de absorcéo dos controles ao longo do
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periodo de incubacdo e a degradacdo tempo dependente do mesotrione na presenca dos
microrganismos, indica a biodegradacédo do herbicida pelas linhagens investigadas.

De acordo com o estudo de Batisson et al. (2009), algumas linhagens sobre as quais 0
mesotrione ndo teve efeito toxico ndo foram capazes de degradar o mesmo quando isoladas.
Da mesma forma, neste estudo, das 10 linhagens que foram selecionadas por crescerem em
altas concentracbes do herbicida, apenas 5 apresentaram decréscimo no pico de absor¢do ao
longo do periodo de incubacdo, conforme registrado pela espectrofotometria. Uma linhagem
destas 5 (linhagem 74) ndo apresentou resultados significativamente diferentes dos controles,
mas isto ndo indica que ndo houve degradacdo do herbicida, tendo em vista que mesmo o
baixo decréscimo dos valores de absor¢do foi tempo dependente. As demais 5 linhagens que
também cresceram em altas concentracdes do herbicida (8,96 mmol.L™) n&o tiveram a
capacidade de degradar o mesotrione demonstrada pela analise na espectrofotometria. Isto
pode ser explicado pelo fato que, no meio ambiente 0s microrganismos existem em
consorcios, raramente em culturas puras e isoladas (Fogarty e Tuovinen, 1991). Estes
consorcios apresentam diversas interacdes, como por exemplo, a presenca de microrganismos
degradadores primarios produzindo metabolitos que suportam o crescimento de outros
microrganismos que ndo podem utilizar o composto original. Assim, € comum culturas mistas
realizarem uma degradacdo mais rapida que culturas puras. Portanto, estas linhagens que ndo
tiveram a capacidade de degradacdo do mesotrione detectada, quando em consércio com
outros microrganismos, podem vir a participar da biodegradacédo deste herbicida.

Todas as linhagens selecionadas formam capsula. Como quatro das cinco linhagens
sdo epifiticas, a capsula exerce um papel importante na protecdo contra a dessecacdo, na
adesdo e na formacgdo de biofilmes. A formacdo de biofilmes facilita a formacdo dos
consorcios microbianos e mesmo a apreensdo das moléculas do herbicida, facilitando a
degradacdo do mesmo (BAIRD, 2002; BLACK, 2002).

Apenas uma das 5 linhagens bacterianas (linhagem 661) foi isolada de plantacdo de
milho onde houve prévia aplicacdo de mesotrione. Este contato com o herbicida pode atuar
como presséo seletiva favorecendo aqueles microrganismos capazes de tolerar a presenca do
herbicida ou que possuam a capacidade enzimatica de degrada-lo. Entretanto, as demais
linhagens foram isoladas de plantacdo sem aplicacéo recente do mesotrione. Esta capacidade

de degradacao de herbicidas da classe das tricetonas em solo sem tratamento com 0s mesmos
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ja foi encontrada e analisada por Chaabane et al. (2008) e Batisson et al. (2009). Isto pode
indicar que a capacidade de degradacdo do mesotrione, assim como de outros herbicidas da
classe das tricetonas, faz parte da rota metabdlica da microbiota sem que tenha havido selecdo
prévia da mesma pela presenca destes xenobioticos.

Todas as 5 linhagens foram positivas para o teste da enzima catalase. Segundo
Alferness e Wiebe (2002), a degradacéo in vitro do herbicida mesotrione em MNBA é feita
pela oxidacdo da molécula original pela enzima catalase (a 70°C por 20 minutos). Estes
resultados indicam que a enzima catalase pode também, in vivo, ter um papel importante na
rota metabolica de degradacdo do mesotrione nestes organismos.

A linhagem 229 foi identificada como Acinetobacter baumannii e a linhagem 61
Micrococcus luteus. As linhagens 74 e 661 parecem pertencer a0 mesmo género, pois
possuem caracteristicas morfoldgicas semelhantes (bacilos pequenos, Gram-negativos e com
producdo de pigmento rosa) e apresentaram os mesmos resultados nos testes bioquimicos
realizados, com exce¢do do teste de motilidade, positivo que foi a a linhagem 74 e negativo
para a linhagem 661.

A biodegradacdo do herbicida mesotrione ja foi relatada nos estudos de Durand et al.
(2006 a, b) e Batisson et al. (2009). Durand et al. (2006 a, b) foram os primeiros a isolar e
caracterizar uma linhagem bacteriana pura (Bacillus sp.), isolada de &gua, capaz de
biotransformar o herbicida mesotrione. A capacidade da linhagem de degradar este composto
foi investigada por HPLC (cromatografia liquida de alta performance) e in situ H NMR
(espectroscopia de alta sensibilidade de ressonancia magnética nuclear). Foi detectada uma
rapida biotransformacdo do mesotrione por esta linhagem em concentracfes relativamente
altas, sendo que a inativacdo do processo ocorreu apés 24 horas de incubacdo em uma
concentracdo de 10 mmol.L™ . O AMBA foi identificado como um dos metabdélitos, mas em
baixa concentracdo. A maioria dos metabdlitos observados ndo corresponderam nem ao
AMBA nem ao MNBA.. Batisson et al. (2009) isolaram e caracterizaram uma outra linhagem
do mesmo género Bacillus, proveniente do solo, capaz de degradar o mesotrione. A avaliacdo
da capacidade de degradacdo foi feita por HPLC. Foi também observada uma répida
degradacdo do mesotrione - em 24 horas na concentracdo de 1 mmol.L™, o herbicida foi
completamente degradado. Varios metabolitos foram detectados; o AMBA foi encontrado
mas 0 MNBA ndo.
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H&, portanto, poucos estudos publicados sobre microrganismos degradadores do
herbicida mesotrione, sendo que as duas linhagens ja isoladas e caracterizadas nestas
pesquisas provém do solo e do ambiente aquatico. Este trabalho € o primeiro relato de
isolamento de linhagens microbianas degradadoras do herbicida mesotrione epifiticas e

endofiticas de milho.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Das 347 linhagens tolerantes e/ou degradadoras do mesotrione na concentracéo de 28
umol.L™, isoladas de folhas de milho, 10 foram capazes de crescer em altas concentracdes do
herbicida (8,96 mmol.L™). Destas, 5 linhagens apresentaram decréscimo no pico de absorgdo
do herbicida ao longo do periodo de incubacdo, registrado pela espectrofotometria, o que
indica a biodegradacdo do mesmo.

O crescimento, em alta concentracdo, das linhagens que nédo tiverem a capacidade de
degradacdo do mesotrione detectada pela espectrofotometria indica a possibilidade destas
participarem da degradacdo do mesotrione quando associadas com outros microrganismos em
consarcios no ambiente.

A capacidade quantitativa real de degradacdo do mesotrione pelas linhagens
investigadas registrada pela espectrofotometria pode estar subestimada devido ao acimulo
dos produtos de degradacdo que podem possuir o mesmo ou semelhante comprimento de onda
no espectro de absorcao que a molécula original.

A maioria das linhagens degradadoras sdo epifiticas, 0 que estd de acordo com o fato
de que estes microrganismos estdo por mais tempo e em maior contato com o herbicida
mesotrione que 0s microrganismos endofiticos.

Apenas uma das 5 linhagens bacterianas com decréscimo no pico de absorcdo do
mesotrione foi isolada de plantacdo de milho onde houve a prévia aplicacdo do mesotrione.
As demais linhagens foram isoladas de plantacdo sem aplicacdo recente deste herbicida. Isso
indica que a capacidade de degradacdo do mesotrione, assim como de outros herbicidas da
classe das tricetonas, pode fazer parte da rota metabdlica da microbiota sem que tenha havido
selecdo prévia dos microrganismos pela presenca dos herbicidas.

Todas as 5 linhagens foram positivas para a presenca da enzima catalase. Estes
resultados indicam que esta enzima pode ter um papel importante na rota metabolica de
degradacdo do mesotrione nestes organismos.

Uma linhagem foi identificada como Acinetobacter baumannii, outra como
Micrococcus luteus, dois bacilos Gram-negativos assacaroliticos e um bacilo Gram-positivo

nédo formador de esporos.
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Este é o primeiro relato de isolamento e caracterizacdo de linhagens bacterianas
epifiticas e endofiticas de milho degradadoras do herbicida mesotrione.
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ANEXO A - Total de linhagens de microrganismos endofiticos e epifiticos (fungos e
bactérias) isoladas de plantacdes de milho variedade Penta sem tratamento com herbicida
mesotrione e milho variedade DKB 234 com tratamento com herbicida mesotrione.

Plantacédo sem aplicacdo de mesotrione
Variedade Milho Penta
Plantio 24/09/2007
Coleta 13 e 23/11/2007 e 4/1/2008

Bactérias Fungos
178 122
Endofiticas Epifiticas Endofiticos Epifiticos
64 114 77 45

Plantacdo com aplicagdo de mesotrione
Variedade Milho DKB 234
Plantio 24/10/2007
Coleta 30/01/2008
Bactérias Fungos
169 219
Endofiticas Epifiticas Endofiticos Epifiticos
37 132 153 66




ANEXO B - Fotos da etapa de isolamento dos microrganismos endofiticos e epifitcos de
milho, em MM 28 pmol.L™ de mesotrione. Fotos 1 A — isolamento de linhagens bacterianas e
fangicas epifiticas; 1 B e 1 C — isolamento de linhagens bacterianas endofiticas; 1 De 1 E —
isolamento de linhagens fungicas endofiticas.

68



ANEXO C - Teste de temperatura das linhagens a 18°, 28° e 37°C, realizados em triplicata, e
analisados em espectrofotometro e fotocolorimetro. As amostras foram incubadas sem
agitacdo. Figura 1 A — linhagem 61 (Micrococcus luteus); Figura 1 B — linhagem 74; Figura 1
C — linhagem 229 (Acinetobacter baumannii); Figura 1 D — linhagem 247; Figura 1 E —
linhagem 661.
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Linhagem 229
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ANEXO D - Curvas de crescimento das 5 linhagens bacterianas degradadoras do herbicida
mesotrione. Crescimento em meio TSB medido em densidade ética (DO) ao longo do periodo
de incubacdo, em horas, em temperatura de 28°C. Curva 1 A — linhagem 61 (Micrococcus
luteus); curva 1 B — linhagem 74; curva 1 C — linhagem 229 (Acinetobacter baumannii); curva
1 D — linhagem 247; curva 1 E — linhagem 661.
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ANEXO E - Pico de absor¢do do herbicida mesotrione, em comprimento de onda de 254nm,
registrado em espectrofotometria UV-VIS, na concentrago de 1,0 mmol.L™.
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ANEXO F - Curva de calibracéo do herbicida mesotrione, feita a partir da concentracédo de 0
até a 0,12 mmol.L™.
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ANEXO G - Fotomicrografias (aumento 1000X) da coloracdo de Gram das linhagens
degradadoras do herbicida mesotrione. Foto 1 A — Linhagem 61 (Micrococcus luteus); foto 1
B — Linhagem 74; foto 1 C — linhagem 229 (Acinetobacter baumannii); foto 1 D — linhagem

247; foto 1 E — linhagem 661.
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APENDICE A - Tabelas para identificacdo fenotipica de cocos Gram-positivos.

Divisdo dos cocos Gram positivo pela prova da catalase

Catalase positivos Catalase negativos
Staphylococcus spp. Enterococcus spp.

Micrococcus spp. Streptococcus spp.
Planococcus spp. Aerococcus spp.
Stomatococcus spp. Gemella spp., Leuconostoc spp.

Lactococcus spp., Stomatococcus spp.

Identificagdo simplificada dos cocos Gram positivo de importancia clinica

Género Catalase Motilidade NacCl 5% Oxidase Aerobio Tétrade
estrito

Staphylococcus + neg + neg ndo variavel
Planococcus + - - neg + variavel
Micrococcus + neg + + variavel variavel
Enterococcus neg variavel + neg nao nao
Streptococcus neg neg variavel neg ndo nao
Aerococcus neg neg + neg nao +
Stomatococcus * variavel neg neg neg nao variavel

* aderente ao meio

Provas diferenciais dos generos Catalase positivos

Género Motilidade NaCl 5% Oxidase Aerobio Tétrade
estrito

Staphylococcus neg + neg nao variavel

Planococcus + + neg + variavel

Micrococcus neg - - + +

Stomatococcus neg neg neg nao variavel

Fonte: Deteccdo e Identificacdo de Bactérias de Importancia Médica — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), Médulo V.
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APENDICE B - Tabelas para identificacdo fenotipica de bastonetes néo fermentadores de
glicose.

TABELAS DE IDENTIFICAGAO DOS BNFS

Tabela 1. Coco-bacilos ou cocos Gram negativo, Oxidase negativa e Motilidade negativa

Microrganismos OF-glicose Cresc. 42°C Citrato Gelatina
A. baumannii 0 + + neg
A. calcoaceticus (0] neg + neg
A. haemolyticus Inerte/oxidativo neg + +
A. lwoffii inerte neg neg neg
TABELAS DE CONSULTA PARA IDENTIFICACAO DE NAO FERMENTADORES
Oxidase e motilidade negativos
Microrganismos OXI MOT  Morf. OF-G Cresc. CIT MAL GEL HEM
a 42°cC
A. baumannii neg neg coco (@] + + + neg neg
A. calcoaceticus neg neg coco (@] neg + + neg neg
A. haemolyticus neg neg coco Inerte/ neg - neg + +
oxidativo
A. lwoffii neg neg coco inerte neg neg neg neg neg
Acinetobacter spp. neg neg coco Inerte/ neg + variavel variavel variavel
oxidativo
OXI = oxidase = MOT = motilidade = Morf = morfologia CIT = citrato MALO = malonato GEL = gelatina

OFG = meio de oxidacdo fermentacdo da glicose de Leifson

HEM = hemodlise em agar sangue

Fonte: Detecc¢do e Identificacdo de Bactérias de Importancia Médica — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

(ANVISA), Médulo V.
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APENDICE C - BD Sistemas de Identificagdo BBL Crystal Enteric/Nonfermenter ID Kit.

Reagentes e Princpios dos Testes Utilizados no Sistema BBL Crystal E/NF ID

Ootd.
Localizagao Principio Codigo  Aprox. Pos. Neg. Principio
no Painel activo (2/ 10 mL) (Referencia)
4A Arabinose  ARA 35 Dourado/Amarelo LaranjaNermelho
48 Manose MNS 3.0 Dourado/Amarelo Laranja/Vermelho A utilizac3o dos hidratos
ac Sacarose SuUC 2,8 Dourado/Amarelo  LaranjaNermelho de carbono origina a
4D Melibiose  MEL 1,0 Dourado/Amarelo LaranjaNermelho diminuicdo do pHea
4E Ramnose RHA 3,0 Dourado/Amarelo LaranjaNermelho alteracao do indicador
(Vermelho de fenol).7-10
4F Sorbitol SOR 35 Dourado/Amarelo LaranjaVermelho
4G Manitol MNT 18 Dourado/Amarelo LaranjaVermelho
4H Adonitol ADO 2,5 Dourado/Amarelo LaranjaNVermelho
4l Galactose GAL 1.5 Dourado/Amarelo LaranjaNermelho
4) Inositol INO 1,3 Dourado/Amarelo LaranjaVermelho

Reagentes e Principios dos Testes Utilizados no Sistema BBL Crystal E/NF ID (continuagao)

otd.
Localizagao Principio Codigo  Aprox. Pos. Neg. Principio
no Painel  activo (g/10 mL) (Referenda)
2A p-n-p-fosfato PHO 0,025 Amarelo Incolor A hidrolise enzimaticado
28 p-n-p-a-f-glucésido  BGL 0,025 Amarelo Incolor 3:2‘:::‘?3 :‘::';;“"?;: p,gs"::g
2C p-n-p-B-galactésido NPG 0,06 Amarelo Incolor liberta o p-nitrofenol amarelo. 'S
3 3 . A hidrolise enzimatica do substrato
2D Prolina nitroanilido PRO 0,07 Amarelo Incolor amida incolor liberta a p-nitroanilina
de cor amarela,!*
2E p-n-p bis-fosfato BPH 0,02 Amarelo Incolor
2F p-n-p-xilésido BXY 0,03 Amarelo Incolor . ) X
T aca A hidrolise enzimatica do glicosideo
2G p-n-p-a-arabinésido  AAR 0,03 Amarelo Incolor b do por aril incolor ou do
2H p-n-p-fosforilcolina PHC 0,03 Amarelo Incolor éster di ’05:310 “be'o“f 50
tr 1
2l p-n-p-B-glucurénido  GLR 0,02 Amarelo Incolor PDTSRL SRS
2] p-n-p-N-acetil- NAG 0,04 Amarelo Incolor
glucosaminida
1A yL-glutamil GGL 0,03 Amarelo Incolor A hidrolise enzimatica do substrato
p-nitroanilido amida incolor liberta a p-nitroanilina
de cor amarela.’s
18 Esculina ESC 0,14 Castanho/ Transparente/ Na presenca do ido férrico, a
Bordeaux Palha hidrélise da escolina produz um
predipitado preto.'!
£ R Na presenga do ido férrico, a
1C p—n!tro-lJ‘L PHE 0.1 Dcn:lrado/ Amarelo inagso oxidativa da fenilalanina
fenilalanina Laranja escuro produz uma cor castanha.?.'!
3 A hideolise da ureia & a amdnia
D Ureia URE 0.2 AgqualAzul Amarelo/ resultante alteram a cor do indicador
Verde de pH (Azul de bromotimol).%.11.12
1E Glicina GLY 0,7 Agqua/Azul  Amarelo/ A degradacdo da glicina produz
Verde metabolitos alcalines que alteram a
cor do indicador de pH (Azul de
bromotimol).1?
A utilizacdo do citrato prod
1F Citrato ar 08 Aqua/Azul Amarelol  metaboliios alcalinos aue siteram a
Verde cor do indicador de pH (Azul de
bromotimol).”.'4
. . A utilizagdo do malonato produz
1G Acido malénico MLO 1,5 Aqua/Azul  Amarelo/ meétabolitos alcalinos que altesam
Verde a cor do indicador de pH (Azul de
bromotimol).!*
A reducdo do composto tetrazdlio
1H Cloreto de T7C 0,15 Rosa/ Transparente  origina a formagac de um
tetrazélio trifenil Vermelho* composto de cor vermelha.'?
1 Arginina ARG 1.5 Vermelho/  Amarelo/ 0O catabolismo anaerébio origina
Parpura Castanho wm aumento do pH e a alteracdo
1 Lisina LYS 0,5 Vermelho/ Amarelo/ € <or do indicador (Violeta de
P bromocresol).7. 'S
Parpura Castanho

*0 precipitado pode ou ndo ser visivel.
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APENDICE D - Esquema resumido para diferenciacéo de espécies do género Micrococcus.

Espécies Pigmento Crescimento  Acetoina Reducéo Oxidase Acido Susceptibilidade Crescimento

predominante agar Citrato nitrato aerobico de a lisozima a37°C
Simmons glicose

M. luteus Y>CW - - >+ +/+- - S +

M. lylae cw, U - ->+- >+ +/+- - SR +

M. varians Y +>+-/- +->- +>4- -J+- + R n

M. roseus PR>0OR ->+- +->- +>+- -/+- +/+- SR-R +

M. agilis R ND - - + - R -

M. Kristinae PO - + >+ +/+- ++ R n

M. nishino o - ->+- +,4-,- +/+- ->+- SR-R +

Miyaensis

M. CW>BY - - - - “>4- S-SR +

sedentarius

M. halobius U ND - - + + R +

Um simbolo Gnico indica uma frequéncia do caracter de cerca de 70-100%; a notacdo > indica “frequéncia maior que”; /entre os simbolos indica frequéncia similar.
CW, branco-creme; U, sem pigmento; PR, vermelho pastel; OR, laranja vermelho; R, vermelho; PO, laranja fraco; O, laranja; BY, amarelo manteiga; Y, amarelo.
S, suscetivel (concentragéo inibitoria minima, MIC: abaixo de 5 ug.mL™), SR, pouco resistente (MIC: 5-50 ug.mL™); R, resistente (MIC: acima de 100ug.mL™).
++, fortemente positivo; +, positivo; +-, fraco; -, negativo; ND, ndo determinado.

Adaptado de: KOCUR, M.; KLOOS, W. E.; SCHLEIFER, K. H. The genus Micrococcus. In: Prokaryotes, v. 3, p. 961-971, 2006.
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