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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna tem se caracterizado por provocar mudangas nas
estruturas fisica, quimica e biolégica do solo, alterar as relagbes bioquimicas e
ecoldgicas através da entrada de energia e nutrientes, como a adubagédo e a
aplicagao de pesticidas e pela uniformidade genética, evento raro em um
ecossistema natural. Na atividade agricola, a utilizacdo de pesticidas visa
sempre o incremento da produgado, embora possa também gerar alteracdes
negativas, tais como o surgimento de novas pragas e a contaminagdo do

ambiente.

As alteragoes no ecossistema natural causadas pelo homem podem gerar
desequilibrio, que, para ser revertido, pode levar milhares de anos. Todavia, a
acao dos proprios componentes do sistema ou a intervencao positiva do
homem podem abreviar o tempo de desequilibrio e minimizar o impacto dessas

atividades. Esse modelo € importante para todo tipo de alteragao na natureza,






resultante da atividade agricola ou industrial. Entre os componentes de um
ecossistema, os fatores bidticos, tais como a planta cultivada, as plantas
invasoras e o0s microrganismos s&o importantes para a reciclagem de
nutrientes, para a transferéncia de energia e transformacdo das moléculas

quimicas produzidas pelo sistema ou xenobiéticas.

Os herbicidas sdo compostos xenobiéticos de diversos grupos quimicos,
que apresentam acao sobre plantas daninhas, e cuja eficacia esta relacionada
as caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas do solo. Eles tém sido utilizados
globalmente em diversas culturas agricolas de importancia econdmica, como a
cana-de-aglicar por exemplo. Para o seu cultivo o herbicida diuron (3-(3,4-
diclorofenil) 1,1-dimetilureia) e outros pesticidas sdo aplicados em grande
escala. O uso indiscriminado desses agroquimicos pode afetar o meio
ambiente, contaminando o solo, a agua, além de causar fitotoxicidade em
plantas nao-alvo. Tais efeitos deletérios sao devido as suas caracteristicas

fisico-quimicas, relacionadas a uma alta persisténcia e toxicidade do composto.

As plantas podem favorecer a transformagao bioldgica desses compostos
xenobidticos atraves do metabolismo e da estimulagdo de bactérias da
rizosfera, capazes de metabolizar o contaminante (PFENDER, 1996). Os
microrganismos também atuam na transformacgéo de varios pesticidas no solo,
resultado da capacidade das populagdbes microbianas de utilizarem as
moléeculas xenobidticas como fonte alternativa de carbono, energia, nitrogénio e

outros minerais organicos.






Os microrganismos e as plantas podem atuar na degradagdo dos
pesticidas de forma independente ou interativa (BOYLE & SHANN, 1995). O
uso de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas (RPCPs) é bastante
difundido devido a sua caracteristica de promover o crescimento de plantas e
de controlar fitopatégenos. Atualmente as RPCPs tém sido estudadas para a
transformagao de compostos xenobidticos e para a protecdo de plantas
sensiveis a essas moléculas (JACOBSEN, 1997).

A compreensao dos fendmenos envolvidos na interagdo do herbicida
diuron com plantas nao-alvo e com os microrganismos pode significar a adog&o
de estratégias mais eficazes no combate & contaminagdo ambiental. Pela
importancia de se entender estas interagdbes ¢ que este trabalho teve os

seguintes objetivos:

1) Isolar e identificar linhagens bacterianas do solo e da rizosfera de
plantas de cana-de-agucar, cultivadas em locais com histérico de aplicagdo do

herbicida diuron;

2) Avaliar e caracterizar a biotransformagdo e a mineralizacao do

herbicida diuron;

3) Monitorar, no solo e na rizosfera, bactérias degradadoras
geneticamente modificadas com o gene marcador (gusA), que codifica a

enzima glucuronidase;

4) Avaliar a promogao de crescimento de plantas de milho (Zea mays) por
rizobacterias e as possiveis relagdes entre estas com a protecao de plantas

sensiveis ao herbicida diuron.






2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. CONSIDERACOES SOBRE BIODEGRADAGAO

Os microrganismos atuam na transformagéo de varios pesticidas, fenomeno
este resultado da capacidade de utilizarem moléculas xenobidticas como uma
nova fonte de carbono, energia, nitrogénio, fésforo ou enxofre. Sao capazes de
degradar os compostos quimicos através de processos de hidrdlise, oxidacao ou

reducgao.

Para cada grupo de pesticidas, ha um processo de selecao dos
microrganismos, influenciado, por exemplo, pelo numero de moléculas de cloro.
Em alguns casos, enzimas que conduzem fungdes celulares normais siao também
capazes de catalisar a transformagdo de uma molécula téxica devido,
principalmente, a semelhanga quimica. Esse tipo de metabolismo &,

provavelmente, responsavel pelas taxas normais de biotransformagao






observadas para a maioria dos pesticidas. A extensao da biodegradabilidade pode
ser resultado de processos evolucionarios para genes degradativos nos
microrganismos (DAUBARAS & CHAKRABARTY, 1992). Outro modelo pode
envolver mutagdes que ocorram dentro da comunidade microbiana, tendo como
consequéncia o surgimento de genes de degradagao (KARNS, 1990). Geralmente,
0 substrato natural de uma enzima, na mesma via metabdlica, age como um
indutor da expressédo génica, causando mudangas em regides regulatérias do
DNA e aumentando a taxa de sintese de RNA mensageiro (RNAm) via
transcricdo. Esse aumento resulta em maior produgdao de uma determinada
enzima. Desse modo, a mutagdo pode afetar a regulagdo de um gene de
degradagdo em uma populagdo de organismos gerando um potencial maior de
transformagao da molécula.

A via metabodlica de compostos xenobidticos em bactérias pode ser
codificada por genes localizados no DNA cromossémico ou plasmidial.
Caracteristicas como resisténcia a antibiticos e degradagdo de moléculas
quimicas, ou outras nao envolvidas no metabolismo normal, podem estar
relacionadas a genes presentes em plasmideos. A descoberta de que DNA
plasmidial conduz genes para a produgao de enzimas catabdlicas, pode ajudar a
explicar a capacidade dos microrganismos para a adaptagdo enzimatica e

ambiental.

Um importante aspecto na manipulagao genética das vias de degradagao,

apontado por FRANKLIN (1981), é o aumento da produgdo de enzimas que






conduzem a transformagdes particulares. A clonagem de genes para enzimas
individuais, torna-se de grande valia para a construgao de novas vias catabdlicas,
e para recrutar enzimas de uma via a outra, a fim de expandir a especificidade de

substratos.

2.2. DIURON
2.2.1. Caracterizacao do herbicida

O diuron, 3-(3,4-diclorofenil) 1,1-dimetiluréia (Figura 1), € um herbicida do
grupo das feniluréias, indicado para o controle de plantas daninhas em pré e pos-
emergéncia (TOMLIM, 1994). No Brasil, € indicado para as culturas de abacaxi,
alfafa, algodao, alho, cebola, mandioca, bananeira, batata, cacau, café, cha, cana-
de-agucar, citrinos, videira, pimenta do reino e seringueira, como também para
areas nao cultivadas, canais de irrigagdao e drenagem, ferrovias e rodovias

(ALMEIDA, 1985).

H L0
Cl RN
Cl .

Figura 1. Formula estrutural do diuron 3-(3,4-diclorofenil) 1,1-dimetiluréia.






Nas plantas suscetiveis, atua como inibidor da reagcao de Hill durante a

fotossintese, causando clorose seguida de necrose das folhas (ALMEIDA, 1985).

O principal fator responsavel pela persisténcia e fitotoxicidade do diuron no
solo é a adsorcéo. PAL et al. (1985) verificando o papel da adsor¢ao no destino e
comportamento do herbicida, observaram que as maiores taxas de adsorgcao
encontravam-se relacionadas aos altos teores de argila e de matéria organica em
solos com alta capacidade de troca catidnica. A adsor¢cao do herbicida foi
investigada em solo argiloso com 0,6 e 3,0 mg kg de diuron e umidade de 35 e
62%, por GAILLARDON (1996). Segundo o pesquisador, apds o primeiro dia
houve uma adsor¢cao de 50% do produto e durante o restante do periodo de

experimento (9 semanas) pouco foi dessorvido.

A fotodegradacao do diuron, utilizando agua destilada e agua do mar, foi
observada por DURAND et al. (1990). A radiacao luminosa ocasionou a perda de
uma molécula de cloro do herbicida originando o monuron, composto comum na
fotolise das feniluréias, sendo que os ions cloro presentes na agua do mar

influenciaram o processo.

Os herbicidas basagran, diquat e diuron foram avaliados quanto a
degradagéao fotoquimica, em solugées com didxido de titanio, utilizando radiagao
solar simulada e natural. As taxas de decomposi¢cdo foram significativas na
presencga da radiacao solar natural e do diéxido de titanio (KINKENNON et al.,

1995; KRYSOVA et al., 1998).






2.2.2. Impacto ambiental

A degradagao ou lixiviagao dos pesticidas depende das propriedades fisico-
quimicas do ingrediente ativo; das condigbes ambientais, como temperatura e

umidade; das propriedades do solo, como textura, matéria organica e da atividade

microbiana.

Os herbicidas, devido a sua aplicagdo diretamente ao solo e as
caracteristicas de certas moléculas como persisténcia, solubilidade e toxicidade
podem ser nocivos ao meio ambiente e ao homem. Muitas vezes a interagao do
composto com o meio pode gerar metabolitos mais toxicos que o original (FIELD

et al., 1997).

O uso do herbicida diuron tem levado a contaminagéao de aguas subterraneas
e superficiais (NEWMAN, 1995; FIELD et al., 1997; NITSCHKE & SCHUSSLER,
1998; HOUSE et al.,, 1997). Através de um imunoensaio enzimatico monoclonal,
KARU et al. (1994) encontraram diuron em aguas subterraneas a um limite de
0,07 ppb (parte por bilhao), enquanto BARREDA et al. (1996) em estudo sobre o
desaparecimento do herbicida no solo, constataram gquantidades despreziveis,
apos 120 dias. Em solos ndo cultivados, o tempo para desaparecimento de 50%

do composto (DTso) variou entre 29 e 102 dias, dependendo do tipo de solo

(HASSINK et al., 1994).

A contaminagdo ambiental tem levado pesquisadores a desenvolverem

trabalhos sobre o efeito de herbicidas na fauna, flora e microbiota do solo. Entre






0os organismos avaliados estao plantas, microrganismos, vertebrados e

invertebrados aquaticos.

As doses de diuron capazes de causarem efeito crénico em invertebrados
aquaticos (Daphnia pulex, Hyalella azteca, Lumbriculus variegatus, Physa gyrina),
sob condigdes de laboratorio, estao acima da concentragao encontrada nas areas
de producao agricola (NEBEKER & SCHUYTEMA, 1998). Os mesmos autores
(SCHUYTEMA & NEBEKER, 1998) avaliaram o efeito do herbicida na
sobrevivéncia, no crescimento e na malformacgao de diversas espécies de anfibios
(Pseudacris regilla, Rana catesbeiana, Rana aurora e Xenopus laevis). Verificaram
uma similaridade entre as espécies, na sensibilidade ao herbicida e concluiram
que ele é capaz de afetar a sobrevivéncia e o crescimento dos embrides, ainda

que, em concentragdes maiores do que as observadas em aplicagées no campo.

O efeito do diuron sobre as enzimas do solo e no crescimento de fungos e
bactérias foi relatado por NEMES-KOSA & CSERHATI (1995). A atividade
enzimatica nao foi afetada pelo herbicida, enquanto que o crescimento foi inibido
em Bacillus sp., Pseudomonas fluorescens, Alternaria cucumerina, Mucor
ramannianus e Trichoderma viride. A concentracao de 0,1 pg mL™ diuron foi letal
para Microcystis aeruginosa, enquanto que 0,05 ug mL™ suprimiu a evolugéo de

oxigénio fotossintético (SWAIN et al., 1994).

O herbicida diuron, avaliado através do teste MUTATOX™ com Vibrio
fischeri, foi enquadrado como potencialmente genotéxico (CANNA-MICHAELIDOU

& NICOLAQU, 1996). Devido a forma de ag¢ao, bloqueio do transporte de elétrons
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durante a fotossintese, o diuron tem sido utilizado como parametro de comparagéo
para avaliar a toxicidade de metais e efluentes, utilizando-se principalmente as
algas fluorescentes Selenastrum capricornutum, Dunaliella tertiolecta e
Phaeodactylum tricornutum como organismos testes (THOMPSON, 1997;
SAMSON & POPOVIC, 1988; CLARKSON et al., 1998). Quando o herbicida é
adicionado a cultura de Selenastrum capricornutum, o transporte de elétrons do
fotossistema Il para o fotossistema | € bloqueado resultando em um maximo de
fluorescéncia. A indugdo da fluorescéncia é préxima da luz total absorvida pelo
fotossistema Il, o que leva a comparagao do efeito do diuron com o de outros

contaminantes, portanto servindo como parametro de toxicidade.

2.2.3. Degradacao microbiana

A degradacgao do diuron através de fatores fisico-quimicos é baixa. No solo, a
principal alternativa para o desaparecimento do herbicida é a transformacao
microbiana (ALMEIDA, 1985; DALTON et al. 1966; GEISSBUHLER et al., 1975;

HERNANDEZ et al. 1984).

As caracteristicas do solo influenciam a atividade microbiana e o
comportamento do herbicida. A taxa de degradacao é resultado da interagao entre
esses fatores bioticos e abidticos. McCORMICK & HILTBOLD (1966) descreveram
que a atividade microbiana na decomposicao da matéria organica do solo é

importante para a degradacgéo do herbicida.
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Sob condigdes aerdbias, os microrganismos realizam a demetilagao do
grupo uréia e, posteriormente, a hidrélise, dando origem a anilina clorada
(CULLINGTON & WALKER, 1999). O produto da degradacdo primaria em
aerobiose é a 3,4 - dicloroanilina (3,4-DCA) e o polimero 3', 3, 4', 4 -
tetracloroazobenzeno (TCAB) (CRIPPS & ROBERTS, 1978; HERNANDEZ et al.,
1984). Em anaerobiose, a remog¢ao da molécula de cloro, na posi¢ao para do anel
aromatico, converte o diuron a 3 - (3-clorofenil) - 1,1 - dimetiluréia (DCPU)

(ATTAWAY et al., 1982; STEPP et al., 1985).

A degradacgao do herbicida, por Streptomyces sp. foi avaliada por SHELTON
et al. (1996), que estudaram o metabolismo microbiano, de acordo com o tipo de
fonte de nitrogénio em meio de cultura liquido. Apés 7 dias de incubagao, a taxa
de degradacéo foi de 55% em meio de cultura com sulfato de aménia e de 19%

com amino acidos.

A degradacéao de 3 feniluréias (clorotoluron, isoproturon e diuron) por fungos
do solo foi comparada e taxas diferenciadas de degradagao foram encontradas
para as diferentes espécies: Alternaria alternata, Pestalotia palmarum,
Trichoderma harzianum, Aspergillus sp., Penicillium sp., Ascochyta imperfecta e
Cunninghamella echinulata. Rhizoctonia solani degradou mais de 70% os 3
herbicidas e Sporothrix cyanescens foi capaz de degradar somente o diuron, em

55% do herbicida total (VROUMSIA et al., 1996).

Apos avaliarem a degradacgao do diuron em meio de cuitura liquido cultivado

com solo, HERNANDEZ et al. (1984) isolaram linhagens de Pseudomonas sp. e






12

Arthrobacter sp. e os fungos Aspergillus niger e Neurospora crassa.
Recentemente, CULLINGTON & WALKER (1999) investigaram 5 linhagens que
foram capazes de degradar o herbicida total presente em meio de cultura liquido,
apos um periodo de 3 dias. Em solos fumigados e incubados com as linhagens
bacterianas, 50% do diuron total foi transformado apdés 2 dias de incubagao,

produzindo o metabdlito 3,4 - dicloroanilina.

A importancia da concentracdo na susceptibilidade da molécula de diuron
quanto a degradacgao foi investigada por WANG et al. (1985). Os pesquisadores
observaram que a mineralizagao somente ocorre em baixas concentragées
(500 ng L™"). Sob condigdes anaerébias, em amostras de sedimento, STEPP et al.

(1985) observaram que 85% do diuron aplicado foi degradado, apés 18 dias.

2.3. O GENERO Acinetobacter

As espécies que formam o género Acinetobacter sao geralmente de
importancia clinica e ambiental. Sao consideradas patogénicas oportunistas e
representam uma grande parte das bactérias Gram negativas, nao fermentadoras,
encontradas em microbiologia clinica (GENNARI & LOMBARDI, 1993). Para
alguns autores somente a espécie Acinetobacter calcoaceticus representa o
género (JUNI, 1984; BOSCH & CLOETE, 1993), que apresenta caracteristicas
genéticas e fenotipicas heterogéneas (GENNARI & LOMBARDI, 1993; BOSCH &

CLOETE, 1993).
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A capacidade de degradar compostos biogénicos e xenobidticos, a tolerancia
e sobrevivéncia em diversos ambientes e a caracteristica de receber DNA
exogeno levando a ocorréncia de transformacao natural sdo evidéncias da
plasticidade fenotipica encontrada nesse género (VRIES & WACKERNAGEL,

1998; LORENZ et al., 1992).

Dentre os microrganismos com potencial de degradacao de compostos
aromaticos duas linhagens de Acinetobacter sp. (C2 e C3) foram avaliadas em
solo enriquecido com pentaclorofenol, apresentando um aumento na taxa de
crescimento apos 3 meses de incubagao (MARTINS et al., 1997). Acinetobacter
spp. foram encontradas em perfis profundos de solos contaminados com
compostos aromaticos clorados e hexaclorociclohexanos (FEIDIEKER et al.,

1994).

PORTIER et al. (1996) utilizaram um protocolo, combinando processos
fisicos, quimicos e microbioldgicos, para a remogao de creosoto e pentaclorofenol
de fibras de madeiras tratadas com preservantes. Um consoércio microbiano,
formado por Acinetobacter, Flavobacterium e Pseudomonas, foi responsavel pela
etapa de remocgéao bioldgica, demonstrando a importancia desses microrganismos
para o sistema de tratamento. Outros exemplos da biotransformac¢ao de moléculas
toxicas e persistentes por Acinetobacter sp. tém sido relatados para compostos
fendlicos (HOYLE at al., 1995), cicloalcanonas (SANDEY & WILLETTS, 1992),

n-alcanos (SAKAI et al., 1994), guaiacol clorado (GONZALEZ et al., 1993),
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tiocianatos (BOUCABEILLE et al., 1994), hidrocarbonetos (BROWN & COOPER,

1992) e ligninas (VASUDEVAN & MAHADEVAN, 1991; LOPRETTI et al., 1993).

ADRIAENS & FOCHT (1991) relataram que Acinetobacter sp. cometaboliza
o 3,4-diclorobenzoato na presenca de 4-clorobenzoato, enquanto COPLEY &
CROOKS (1992) propuseram que esse género degrada esse composto através de

uma rota alternativa.

A Dbiotransformacao de aleloquimicos, liberados pelas raizes de centeio
(Secale cereale L.), para um composto com maior atividade no controle de plantas
daninhas, foi realizada por Acinetobacter calcoacetiicus. A linhagem bacteriana
transformou 2 (3H) benzoxazolinona (BOA) para 2,2' - oxo - 1,1' - azobenzeno

(AZOB), composto mais toxico e com maior efeito herbicida (CHASE et al., 1991).

FEAKIN et al. (1995a) relataram que Acinetobacter junii, inoculada em carvao
ativado, foi capaz de degradar os herbicidas atrazina e simazina. Os mesmos
autores realizaram testes, em escala piloto, para descontaminagao de aguas

superficiais com essas bactérias (FEAKIN et al., 1995b).

A resisténcia a metais e antibidticos de linhagens de Acinetobacter
baumannii, A. calcoaceticus, A. junii e de Acinetobacter genoespécie 3, isoladas
de amostras ambientais, foi relatada por DHAKEPHALKAR & CHOPADE (1994).
De dezessete antibidticos avaliados, A. baumannii apresentou uma resposta
inconsistente, enquanto que A. calcoaceticus e A. junii apresentaram resisténcia a
doze e sete antibidticos, respectivamente. Com relagdo aos metais, A. junii

demonstrou ser resistente a dezoito ions de um total de vinte, A. calcoaceticus a
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dezesseis e A. baumannii a seis. Para os autores, existe uma correlagao entre os
dois tipos de resisténcia, pois 88,2% das linhagens resistentes ao cadmio foram
também resistentes aos antibidticos penicilina e ampicilina, estando, talvez, a

producao de exopolissacarideos relacionada a essa resisténcia.

VRIES & WACKERNAGEL (1998) desenvolveram um sistema de detecgao
para monitorar o gene nptll no DNA de plantas transgénicas e em amostras
ambientais. O gene nptll que codifica para a enzima aminoglicosideo
fosfotransferase e confere resisténcia a kanamicina e neomicina foi utilizado como
marcador na construgao de plantas transgénicas. Através da captura de DNA e
producao de células de A. calcoaceticus resistentes a kanamicina foi possivel
montar um sistema sensivel, para a detec¢ao de plantas engenheiradas, sem a
necessidade da amplificacdo do DNA. A possivel transferéncia de DNA nao
homologo de plantas para A. calcoaceticus também foi investigada por NIELSEN

et al. (1997c), embora sem sucesso.

A influéncia do ambiente (NIELSEN et al., 1997a; 1997b) e a presenca de
xenobidticos alteram a resisténcia (LOFFHAGEN et al, 1995) e a taxa de
transformacgéo natural de Acinetobacter sp., no solo e em meio de cultura.
LORENZ et al. (1992) sugeriram que células de A. calcoaceticus podem ser
competentes para receber DNA bacteriano livre de alto peso molecular, inclusive

plasmideos, de fontes naturais como solo, sedimento e dguas subterraneas.

O isolamento de Acinetobacter sp. em amostras ambientais pode ser

realizado utilizando diversos substratos, tais como: solo, lodo, aguas subterraneas
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e superficiais, residuos domesticos, industriais, de laboratérios e de efluentes
(DHAKEPHALKAR & CHOPADE, 1994). Tecidos vegetais, como caules e raizes,
também foram utilizados para o isolamento de Acinetobacter. DOORN et al. (1995)
constataram um alto nivel de Pseudomonas spp., Acinetobacter sp. e Alcaligenes
sp. na agua utilizada para a imersao de flores de corte (Dianthus caryophyilus L.).
Segundo os autores, as suspensdes de células bacterianas podem afetar a
longevidade das flores pela obstrugdo no fluxo de agua na haste. O papel das
bactérias endofiticas na formag¢ao e no controle do destacamento de tubérculos
sadios de batata foi investigado por STURZ (1995), onde as bactérias dos géneros
Acinetobacter, Actinomyces, Agrobacterium, Bacillus, Pseudomonas e
Xanthomonas, capazes de colonizar a rizosfera e os tubérculos, foram importantes

na promogao do crescimento e na protecao de plantas.

2.4. MARCADORES MOLECULARES
A utilizagao de técnicas de engenharia genética em microrganismos, com o

objetivo de monitora-los, tem sido de grande valia para a compreenséao da

ecologia microbiana.

O uso, em condigbes de campo, de microrganismos geneticamente
modificados (MGMs), podera trazer muitos beneficios para a industria e agricultura
num futuro proximo. Entretanto, ao se introduzir um MGM na natureza, torna-se
premente se conhecer o comportamento do mesmo em relagdo a diferentes

aspectos ecoldgicos, como sobrevivéncia, distribuicao e transferéncia horizontal
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de genes. Varios métodos sdao recomendados para monitoramento de MGMs em
amostras do ambiente, desde meios seletivos a sondas de DNA e anticorpos
fluorescentes (NAKAMURA, 1992). Obviamente, existem riscos ecoldgicos com a
liberacao de MGMs, pois atualmente sabe-se muito pouco sobre a disperséo e as
interagbes com outras espécies. Existem trés pontos basicos questionados sobre
a sobrevivéncia, reprodugéo e dispersao de MGMs: se os microrganismos podem
estabelecer uma populagdo ampla e diferente da original; se os novos genes
podem ser incorporados em outras espécies e afetarem seu comportamento
ecoldgico; e se 0 material genético, ao se espalhar, pode afetar outras espécies

(WILLIAMSON, 1992).

Uma das principais dificuldades no monitoramento de microrganismos
introduzidos no solo € a inexisténcia de métodos eficientes para distingui-lo dos
nativos. Muitos trabalhos envolvem altera¢gdes naturais, usando marcadores de
resisténcia a antibidticos e fungicidas, principalmente pela facilidade com que séao
cultivados em meio de cultura contendo antibiéticos, onde apenas microrganismos
resistentes podem crescer (ATLAS & BARTHA, 1992). Porém, tais marcadores
nao sao eficientes em solo natural, pois existem microrganismos nativos capazes
de crescer e apresentar resisténcia a um grande numero de antibidticos. Assim,
técnicas de expressao genética e fenotipica tém sido desenvolvidas para permitir

um melhor monitoramento.

Sistemas de detecg&o por bioluminescéncia, com utilizagdo do microscépio e

raio-x, podem ser utilizados para estudos de distribuicao espacial dos
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microrganismos introduzidos no solo ou na rizosfera (KOZDROJ, 1996). A
detecgao in situ de bactérias do solo também tem sido feita com a introducao de
plasmidios com genes para luminescéncia (genes /ux), originalmente clonado de
Vibrio fischeri.

Marcadores moleculares que intencionalmente introduzem genes que
conferem propriedades fenotipicas distintas, possibilitam rastrear os organismos
apos serem introduzidos no meio ambiente. A técnica proporciona vantagens
significativas para os estudos de avaliagdes de risco em comparagao aos métodos
tradicionais. Mas € importante enfatizar que uma uUnica técnica nao pode
proporcionar todas as informag¢des necessarias para as avaliagoes de risco e 0
uso combinado de métodos moleculares torna-se fundamental. As aplicagbes de
técnicas com marcadores, porém, tém grande potencial para aumentar a
compreensao dessa ampla area de estudo que €& a microbiologia ambiental

(PROSSER, 1994)

Todos os sistemas marcadores visam determinar a viabilidade e
concentragao total de células. O mais importante avango desses sistemas é a
possibilidade de medir a atividade das células marcadas sem a necessidade de
extracao (PROSSER, 1994). Os marcadores mais empregados para deteccao
em meio ambiente sdo: genes de resisténcia a antibidticos, genes gusA, lacZY,
xylE, luxAB, tfdA (PROSSER, 1994; SESSITSCH et al., 1997; STREIT et al., 1995;

WILSON, 1995).
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O gene marcador que codifica a enzima B-glucuronidase (GUS), apresenta
alto grau de especificidade, sendo bastante utilizado para plantas e bactérias
Gram negativas (SESSITSCH et al., 1997). Diversos mini-transposons tém sido
construidos para expressar o gene gusA, e consequentemente, para utilizagcdo em
sistemas ecolégicos como o monitoramento de Rhizobium (WILSON, 1995;
SESSITSCH et al., 1997) e em plantas (GALLAGHER, 1992). A deteccédo do gene
ocorre através da incubagao da planta ou bactéria marcada, em meio de cultura
ou solugao tampao com o substrato X-GIcA (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucuronideo) e um indutor IPTG (isopropil B-D-tiogalactosideo). A enzima
B-glucuronidase (GUS) é capaz de clivar o substrato, que dimeriza, produzindo
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-3,3'-bis-indigo, um precipitado azul, que é o fendtipo
detectado (WILSON, 1995).

Avaliagoes de risco ndo podem recair somente nas técnicas de deteccéo da
microbiologia tradicional e suas deficiéncias levaram a pesquisa de novas
metodologias, em particular técnicas moleculares com a seletividade e
sensibilidade necessaria para rastrear o inéculo de MGMs e o DNA recombinante
usado na sua construgao. Tais técnicas recaem em trés grupos béasicos: métodos
imunologicos, sondas de acidos nucleicos e marcadores moleculares. Técnicas
tradicionais de imunologia tém sido aprimoradas; tais como a producédo de
anticorpos poli e monoclonais; o desenvolvimento de enzimas imunosorventes
(ELISA) e a aplicagao potencial do fluxo citométrico. Técnicas com sondas

envolvem deteccao de sequéncias especificas de DNA ou RNA que podem ser ao
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acaso ou associadas a genes funcionais (SAYLER & LAYTON, 1990). Essas
podem ser altamente especificas e permitirem o rastreamento do DNA,
dependendo da estabilidade da seqiéncia especifica de DNA do hospedeiro
original. A sensibilidade tem sido grandemente aumentada pela amplificagcdao de
sequiéncias usando a técnica da reagao em cadeia da polimerase (STEFFAN &

ATLAS, 1991).

2.5. ECOLOGIA MICROBIANA DE AMBIENTES CONTAMINADOS

Os microrganismos sobrevivem no ambiente devido a habilidade metabdlica
para explorarem suas reservas e ocuparem um nicho apropriado. Os
contaminantes, freqientemente, sao fontes de energia em potencial. Se a
microbiota residente for capaz de explora-ios pode ocorrer um novo equilibrio
entre as populagoes (DAUBARAS & CHAKRABARTY, 1992).

O termo rizosfera refere-se ao ambiente influenciado pelas raizes das plantas
e com uma elevada atividade bacteriana. Rizoremediacdo é a degradacdo de
poluentes recalcitrantes pela populagao bacteriana da rizosfera (YEE et al., 1998).
O efeito da rizosfera é importante para uma potencial redugao dos residuos dos
pesticidas, devido a presenga de populagdes microbianas, que cometabolizam ou
catabolizam os xenobidticos como fonte de C e de energia.

O sistema radicular prové substrato para o crescimento das populagoes
microbianas, através dos exsudatos (amino &cidos, carbohidratos, acidos

organicos e co-fatores) e pela extensa superficie, permitindo aos microrganismos
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atingirem regioes do solo onde nao alcangariam sem o seu suporte (CATTELAN et
al., 1998; DENTON et al.,, 1999; DI CELLO et al., 1997; ENGELEN et al., 1998,
HUERTAS et al., 1998; KA et al., 1994; LUPWAYI et al., 1998). A extensao linear
e a area da superficie do sistema radicular sdo também importantes na
degradagdao de compostos quimicos. Plantas anuais, como o milho e o sorgo,
apresentam um enraizamento que pode atingir até 2 metros de profundidade,
dependendo das condigdes do solo, enquanto que outras espécies podem atingir

uma profundidade de até 10 metros (SHIMP, 1993).

Nos ambientes contaminados, a recalcitrancia é resultado das caracteristicas
do composto quimico, da microbiota e da interacdo desses com o ambiente.
Quando um composto xenobidtico, com histérico de biotransformagao apresenta-
se recalcitrante em um determinado ambiente; pode-se afirmar que
microrganismos capazes de produzir as enzimas de degradagdo nao esta@o
presente ou que as condigdes ambientais ndo sao favoraveis ao seu crescimento.
Nessas duas situagoes tanto a estimulacdo da populagao nativa ou a introdugao

de um indculo microbiano podem promover a transformagao do composto.

O aumento no nimero de células de uma linhagem especifica, na presenga
de um composto introduzido, pode representar uma vantagem seletiva em relagao
a populagao natural (JACOBSEN, 1997). LI & ALEXANDER (1990) conseguiram O
estabelecimento de uma populagdo de Pseudomonas fluorescens carreando 0S

genes de resisténcia a estreptomicina, em solos tratados com esse antibiético.
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A adicao do herbicida 2,4-D ao solo aumentou a colonizacao de raizes de
plantas de cevada (Hordeum wulgare) pela bactéria Burkholderia cepacia
degradadora do herbicida (JACOBSEN, 1997). CHATTERJEE et al. (1982)
descreveram a importdncia da presenga do acido 2,4,5 - triclorofenoxiacético
(2,4,5 - T) no aumento da populagdo de uma bactéria degradadora, Burkholderia
cepacia. Um maior numero de células foi concomitante & maior atividade de
degradacao do 2,45 - T, e o desaparecimento do composto resultou em

diminui¢cao da populagao.

A mineralizagao de compostos xenobiéticos por microrganismos introduzidos,
pode ser realizada por um numero minimo inicial de células. Entretanto, nessas
condi¢gGes, uma vantagem seletiva é improvavel de ocorrer, principalmente no
solo, onde somente um indculo inicial alto responderia pelo sucesso da aplicagao
(van VEEN et al., 1997). O composto quimico presente no solo pode, também,
selecionar e auxiliar no estabelecimento de uma populagdo suprimindo uma

possivel competicdo e agao antagonista da microbiota nativa.

A introducao de microrganismos no solo, principalmente bactérias e fungos, é
uma pratica comum e esta relacionada ao fornecimento de nutrientes para as
culturas agricolas (FREIRE, 1992), estimulo ao crescimento (LIPPMANN et al.,
1995), mudanga na estrutura do solo e controle ou inibicdo de fitopatdgenos

(FREITAS, 1994; LIU et al. 1995; van VEEN et al., 1997).
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As plantas capazes de sobreviver na presenga de altas concentragdes de
misturas de pesticidas podem contribuir na degradacdo, como resultado da
intensa atividade microbiana na rizosfera. Os microrganismos do solo e da
rizosfera podem acelerar a degradacdo de compostos xenobidticos, a
bioacumulagéo ou a imobilizagdo de compostos inorganicos (DEVLIEGHER et al.,
1995). Mais recentemente, microrganismos introduzidos em solos contaminados,
promoveram a transformagdo ou mineralizagdo de poluentes ou, ainda, a
bioacumulagdo de compostos inorganicos (AJITHKUMAR et al, 1998;

JACOBSEN, 1997; PFENDER, 1996; YEE et al., 1998).

Os fatores bidticos e abiéticos influenciam a sobrevivéncia e a atividade do
inoculante em um ambiente especifico. Segundo van VEEN et al. (1997), os
principais fatores envolvidos na sobrevivéncia de rizobactérias no solo sido a
competicao e a predagdo, que podem produzir uma diminuigdo no tamanho da
populagao ou um efeito antagonista nos fitopatégenos e, o crescimento das
raizes, que pode prover compostos organicos estimulantes. Os fatores abidéticos
também influenciam a sobrevivéncia dos microrganismos, devido a protegao
contra os predadores (ex.: conteudo de argila), selecao de espécies (ex.: carbono
organico, pH e compostos quimicos téxicos) e diminuigao da atividade metabdlica
(ex.: temperatura, tensio de agua). As caracteristicas metabolicas do organismo
introduzido, entretanto, também determinam o seu destino e atividade no solo (van

VEEN et al., 1997).
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A colonizagao de raizes por bactérias geneticamente modificadas, capazes
de degradar poluentes, pode ser uma vantagem em relagcao as bactérias nativas
que nao colonizam raizes (YEE et al., 1998). CATTELAN et al. (1998) observaram
que a dindmica de um género especifico de bactérias pode variar em
leguminosas, dependendo do tipo de solo, da presenca de outros grupos
bacterianos na rizosfera e da capacidade da planta de nodular. KA et al. (1994)
afirmaram que a adaptacdo ao ambiente e a capacidade de utilizar outros
substratos sao fatores importantes para a competi¢ao entre linhagens e também

determinantes na habilidade em colonizar o solo e a rizosfera.






3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios de Microbiologia, Quimica
Organica e Andlise de Residuos do Centro Nacional de Pesquisa de
Monitoramento e Avaliagdo de Impacto Ambiental, Embrapa Meio Ambiente,
localizado no municipio de Jaguariina, e no laboratério de Ecotoxicologia do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, CENA-USP, em Piracicaba, Estado

de Sao Paulo.

3.1. ISOLAMENTO DE BACTERIAS COM POTENCIAL PARA A

DEGRADAGCAO DO HERBICIDA DIURON

3.1.1. Locais de coleta de solo

As amostras de solo utilizadas para isolamento de microrganismos foram
coletadas em regides produtoras de cana-de-agucar do Estado de Sao Paulo,
envolvendo os municipios de Mogi-Mirim, Iracemapolis, Holambra, Limeira e

Conchal. Para a obtencao de diferentes comunidades microbianas, as coletas
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das amostras de solos foram realizadas a partir da rizosfera de plantas de
cana-de-agucar e das entre-linhas (Tabela 1), a 20 cm de profundidade, com

sub-amostras (Apéndice 1).

Tabela 1. Relagao dos locais de coleta de amostras de solo e tipo da amostra:

solo rizosférico e solo nao rizosférico (entre-linhas) de plantas de

cana-de-acgucar.

Amostras Local Tipo
Mogi-Mirim solo rizosférico
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis) entre-linhas
Holambra entre-linhas
Holambra solo rizosférico

NEZ DA B 00 N @i s

Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Iracemapolis (Perimetro Urbano)
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Iracemapolis (Perimetro Urbano)
Rodovia Iracemapolis - Limeira
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Rodovia Iracemapolis - Limeira
Conchal
Rodovia Limeira - Mogi Mirim
Rodovia Limeira - Mogi Mirim
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Rodovia Piracicaba-Limeira (Iracemapolis)
Rodovia Limeira - Eng. Coelho
Mogi Mirim
Conchal
Rodovia Limeira - Eng. Coelho

solo rizosférico
solo rizosférico
entre-linhas
entre-linhas
entre-linhas
entre-linhas
solo rizosférico
solo rizosférico
solo rizosférico
entre-linhas
solo rizosférico
solo rizosférico
entre-linhas
solo rizosférico
entre-linhas
entre-linhas
entre-linhas

As linhagens foram denominadas DXX-Y, o D significa o herbicida diuron,
XX a localidade e o tipo de solo amostrado e Y o nimero da amostra no solo,

conforme descrito na Tabela 1.






27

3.1.2. Metodologia de isolamento e preservacao das linhagens

bacterianas

As amostras de solo individualizadas foram secas ao ar, peneiradas em
malha de 2 mm e homogeneizadas. Em seguida, sub-amostras de 10 g de
peso seco foram depositadas em frascos de Erlenmeyer contendo 90mL de
agua deionizada esterilizada, mantidas sob agitagao por 15 minutos. Aliquotas
de 1 mL foram retiradas para a realizagao da diluicao em série e aliquotas de
100 pL das diluigdes 107, 10, e 10° semeadas em placas de Petri, contendo
meio minimo suplementado com 200 pg mL™ de diuron como fator seletivo e
TTC (cloreto de trifeniltetrazélio 2,5 mg L ™).

Nas amostras denominadas como solo da rizosfera, raizes de
cana-de-agucar com solo foram coletadas e retiradas sub-amostras de 10 g.
Essas foram transferidas para frascos de Erlenmeyer, contendo 90mL de H,O
deionizada esterilizada. Apés 15 minutos de permanéncia sob agitacdo em
agitador orbital a 80 rpm e 5 minutos no banho-maria com ultra-som a 28°C,
foram realizados os procedimentos descritos anteriormente para o solo nao
rizosfeérico.

As linhagens bacterianas obtidas foram preservadas em meio de
conservagao (Apéndice 2) depositados em congelador, a -20°C, no Laboratério

de Microbiologia da Embrapa Meio Ambiente.
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3.2. CINETICA DE CRESCIMENTO E CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS
BACTERIANAS

3.2.1. Selecgao inicial

As linhagens bacterianas foram testadas quanto a capacidade de
crescimento em Meio Mineral J.E. sélido, (JONES & EDINGTON, 1968),
descrito no apéndice 2, suplementado com diferentes concentracbes de
diuron, dependendo da linhagem.

Para as avaliagbes preliminares, as linhagens D1-8, D2-5, D11-9 e D16-
10 foram testadas na dosagem de 10 pg mL™" do herbicida diuron. As culturas
foram incubadas a 28 °C, por 7 dias. As demais linhagens, foram avaliadas em
meio de cultura suplementado com 20 ug mL", apés 4 dias de incubagao a
28°C. As linhagens bacterianas que apresentaram os melhores resultados
nesse teste (D1-8, D1-9, D2-5, D5-5, D5-6, D11-9, D12-12, D12-14, D12-16,
D12-17, D12-18, D12-20, D13-7, D13-13, D16-2, D16-3 e D16-12) foram
submetidas a avaliagao em meio de cultura mineral sélido M9 (Apéndice 2)
suplementado com diuron nas concentragbes de 5 pug mL’, 10 ug mL' e
20 png mL"’, a leitura do crescimento bacteriano ocorreu ap6s 7 dias de

incubagao a 28°C.

3.2.2. Testes preliminares de transformacao do diuron.

Com o objetivo de avaliar o crescimento das linhagens bacterianas em
meio suplementado com diuron e a influéncia do tipo de solvente, acetona ou
agua, utilizado para dissolver o herbicida, foram realizados testes com as

linhagens D2-5 e D16-10, conforme os tratamentos descritos a seguir:
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1- Diuron

2- DCA

3- Meio Mineral J.E. + diuron (dissolvido em agua)

4- Meio Mineral J.E. + diuron (dissolvido em acetona)

5- Meio Mineral J.E. + diuron (dissolvido em acetona) + linhagem D16-10
6- Meio Mineral J.E. + diuron (dissolvido em agua) + linhagem D16-10

7- Meio Mineral J.E. + diuron (dissolvido em agua) + linhagem D2-5

Em outro experimento as linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e
D16-12, inoculadas em meio J.E. suplementado com diuron nas concentragcoes
de 20 uyg mL" e 50 ug mL™" foram avaliadas quanto a presenga de metabdlitos,
principalmente, 3,4-dicloroanilina (DCA), utilizada como padrao de
transformacgao do diuron.

Os frascos dos dois experimentos foram incubados por 48 horas em
agitador orbital (180 rpm, 28°C), e avaliados através de cromatografia de
camada delgada (CCD). Para isso, extratos concentrados do meio de cultura
com as linhagens bacterianas foram aplicados em placas silica-gel / UVasy
(Whatman) na quantidade maxima de 10 plL, tendo sido aplicado também o
padrao analitico de 3,4-DCA como referéncia.

O eluente usado para o desenvolvimento das placas foi
diclorometano/metanol (95:5). As manchas foram identificadas sob Iuz

ultravioleta e o calculo realizado, segundo a seguinte equacao:

Rf= distancia percorrida pela substancia teste

distancia do eluente
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3.2.3. Crescimento bacteriano

As linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12 foram utilizadas
para avaliagdo do crescimento, em meio de cultura mineral liquido
suplementado com diuron e em meio LB. Frascos de Erlenmeyer de 250 mL,
contendo 100 mL de meio mineral J.E. acrescido de diuron (20 uyg mL™") e
inoculado com as linhagens foram incubados sob agitacao orbital (180 rpm,
28°C) por 6 dias. Nos intervalos com 48, 110 e 134 horas apos a inoculagao da
bactéria, foi avaliado o crescimento bacteriano, pela leitura da absorbancia
(560 nm) em espectrofotdmetro Beckman DU-8B. Nas mesmas condigdes o
meio de cultura LB foi utilizado com as linhagens D11-9, D12-12 e D16-12.

A linhagem D12-12 foi avaliada quanto ao crescimento nos intervalos de
0, 6, 24, 48, 120, 168 e 216 horas, em diferentes meios de cultura. O objetivo
foi verificar se o herbicida diuron estava sendo utilizado como fonte de carbono
ou de nitrogénio, bem como o papel desses compostos no metabolismo
microbiano. A avalia¢ao foi desenvolvida conforme descrito anteriormente e os
tratamentos foram:

1. Meio mineral J.E. suplementado com diuron (20, 50 e 100 pg mL™).

2. Meio mineral J.E. (sem NH4NO3) suplementado com diuron como fonte de

nitrogénio ( 0, 20, 50 e 100 ug mL™") e acrescido de glicose (0,5%)

3. Meio mineral J.E. suplementado com diuron ( 0, 20, 50 e 100 ug mL") e

acrescido de glicose (0,5%)
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3.2.4. Analise de DNA plasmidial

As linhagens bacterianas, mantidas em meio mineral M9 (Apéndice 2)
suplementado com diuron (20 pg mL™), foram testadas quanto a presenca de
DNA plasmidial. Para a realizagao do teste, as linhagens D1-9, D12-14, D12-
20, D13-13, D12-16, D13-7, D12-17, D2-5, D1-8, D12-12, D5-5, D12-18, D16-2,
D11-9, D16-12 foram repicadas para meio L.B. liquido e incubadas por 24
horas. Apds esse periodo procedeu-se a lise das células (ANDERSON &
McKAY, 1983). Para isto, transferiu-se 1,5 mL da cultura para um tubo
Eppendorf, centrifugando-se a amostra em microcentrifuga por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em 379 uL de
solugéo 6,7% de sacarose em Tris (50mM)-EDTA (1mM) pH 8,0, incubando-se
os tubos em banho-maria a 37°C por 15 minutos. Apés este periodo, adicionou-
se 96,9 uL de lisozima (10 mg mL") em Tris (25mM), pH 8,0 e incubou-se as
amostras por 5 minutos a 37°C. Adicionou-se 48,2 uL de tampao Tris (10mM)-
EDTA (250mM) pH 8,0 e 27,6 puL de SDS 20% em Tris (50mM)-EDTA (20mM)
pH 8,0 seguido de agitacao manual imediata. As amostras foram incubadas a
37°C por 5 a 10 minutos adicionando-se, entao, 27,6 uL de NaOH (3,0N) com
agitagao gentil das amostras por 10 minutos. A elas foram adicionados 49,6 uL
de tampao (Tris HCI 2M, pH 7,0), seguido de nova agitacdo por mais 3 minutos.
Apos a adigao de 71,7 uL de NaCl (5,0M) e 700 uL de fenol equilibrado com
Tris (pH 7,5), ambas as amostras foram misturadas por inversao dos tubos e
centrifugadas por 10 minutos. A extracdo com o fenol foi repetida até que o
sobrenadante ficasse transparente. Em seguida, transferiu-se o sobrenadante

para um novo tubo e a ele adicionou-se 700 pL de cloroférmio:alcool isoamilico
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(24:1 v/v) gelado. As amostras foram centrifugadas por 5 minutos, transferindo-
se o sobrenadante para tubos novos onde adicionou-se 700 pL de isopropanol
gelado. Apods incubagao a 0°C por no minimo 30 minutos, as amostras foram
centrifugadas por 20 minutos, descartando-se o sobrenadante em seguida e
deixando os tubos abertos, em temperatura ambiente, para permitir a
eveporagdo do alcool e secagem do DNA precipitado. O "pellet" foi
ressuspendido em 20 pL de tampao TE, adicionando-se a este 2 uL de azul de
bromofenol, para aplicagdo no gel de agarose (0,6%) e eletroforese. As
amostras foram corridas em tampao TBE (Tris, acido bérico, EDTA em pH 8,0)
com uma voltagem constante de 100 Volts por 2-3 horas. A coloragao foi
realizada com brometo de etidio (50ug mL™" de &gua). A visualizagdo de DNA
plasmidial foi realizada com o auxilio de um transluminador.

As linhagens de P. aeruginosa (PAQO) e E. coli (o. DH5) utilizadas como
controle negativo e P. putida (C,C) como controle positivo foram obtidas na
colegdo de culturas do Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular do
Centro de Ciéncias Biolégicas e da Saude da Universidade Federal de Sao

Carlos.

3.2.5. Ildentificacao das linhagens
3.2.5.1. Testes morfoldgicos, bioquimicos e fisiologicos
Foram realizados testes para a identificagdo e caracterizagdo das
linhagens bacterianas D12-12, D12-18, D16-12, segundo metodologias
descritas no “Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology” (KRIEG e HOLT,

1984). Os parametros avaliados foram cor, superficie, forma, arranjo,
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motilidade, teste catalase, teste oxidase, teste O/F, requerimento de oxigénio e
crescimento em 3,4-dicloroanilina. As linhagens D12-12, D12-18 e D16-12
foram identificadas, através de Kit do sistema APl 20 NE e de Taxonomia
classica convencional, pela Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia

“André Tosello” , Campinas, S.P..

3.3. ENSAIOS DE AVALIAGAO DA BIODEGRADABILIDADE DO DIURON
Com o objetivo de avaliar a biodegradagdao do diuron, linhagens

bacterianas previamente selecionadas foram utilizadas para experimentos de

extracao e quantificacdo do herbicida e analise de crescimento em 3,4-

dicloroanilina.

3.3.1. Extracao e detecgao de metabolitos

Foram desenvolvidos protocolos de extracao do diuron do meio de cultura
contendo as linhagens bacterianas. O objetivo desta etapa foi uma
quantificagao segura da taxa de degradagdo, por isto foram testadas as

metodologias de extracao liquido-liquido e fase sélida (SPE)

3.3.1.1. Extragao liquido-liquido
Avaliou-se nesse experimento a presenga da 3,4-dicloroanilina,
metabdlito primario da degradagao do diuron, pelo método colorimétrico
descrito por WALKER (1987), e, apds extragcdo liquido-liquido, por
cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE).
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As linhagens D11-9, D12-12, D12-18, D16-12 e um consoércio dessas
mesmas linhagens foram inoculados em meio mineral J.E. suplementado com
2 ug mL" de diuron, tendo como controle o mesmo meio sem o indculo
bacteriano e agua deionizada adicionada de diuron (2 ug mL"). Todos os
tratamentos foram realizados em frascos Erlenmeyer com um volume de 100
mL de meio de cultura e delineados ao acaso com 6 repeticdes. Apos 10 dias
de incubacao a temperatura de 30°C em agitador orbital a 120 rpm as
amostras foram submetidas as avaliagfes, para isto foi retirada uma aliquota
de 2 mL de cada frasco para o teste colorimétrico (item 3.3.1.1.1.) e o restante
utilizado para a extragéao liquido-liquido, descrita a seguir:

Acidificacao da amostra com HCI 1M

\%

Extracéo em funil de separagao com acetato de etila (3 X)
N 2

Concentragao em N,
N2
3.3.1.1.2. Cromatografia de camada delgada (CCD)
3.3.1.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.3.1.1.1. Teste colorimétrico
Para verificar a presenga de 3,4-dicloroanilina (DCA) no meio de cultura,
realizou-se o teste colorimétrico descrito por WALKER (1987). As aliquotas de
2 mL foram retiradas das amostras descritas no item anterior. Como padrao
foram utilizadas solugées de DCA nas concentragdes de 2 e 10 ugmL™*. O

método baseou-se em uma extragcdo acida da 3,4-dicloroanilina e posterior
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ligagao com o di-hidrocloreto de n-1-naftil etilenodiamina, produzindo uma

suspensao colorida, reconhecida pela cor magenta.

ALIQUOTA
(2 mL de meio de cultura acrescido de diuron + as linhagens bacterianas
inoculadas e incubadas por 10 dias)
v
Adicionar 10 mL HCI 1M
v
Adicionar 1 mL Nitrito de Sédio (20 g L'’ H20)
v
Agitar e deixar em repouso durante 15 minutos
v
Adicionar 1 mL Acido Sulfamico (100 g L' H,0)
&
Durante 10 minutos alternar entre agitagao e repouso
v
Adicionar 2 mL dihidrocloreto de n-1-naftil etilenodiamina (20 g L'’ H20)
v
Leitura no colorimetro

Coloragdo magenta (pink)

FIGURA 2. Método colorimétrico utilizado para a deteccdo de 3,4-

dicloroanilina.

A tonalidade magenta na solugdo final indicou a presenca de 3,4-
dicloroanilina, sendo que uma maior intensidade na coloragao significou uma

alta concentracao do metabdlito na amostra.
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3.3.1.1.2. Cromatografia de camada delgada (CCD)

Para a realizacdo dos ensaios de cromatografia, apos a retirada da
aliquota para o teste conforme descrito no item 3.3.1.1.1., o meio de cultura
restante, + 98 mL, foi utilizado para extragdo liquido-liquido, descrito
anteriormente.

As amostras concentradas e o padrao analitico de DCA foram aplicados
em placas de silica gel/UV 254 (Whatman) na quantidade de 10 pL. O eluente
de desenvolvimento utilizado foi diclorometano/metanol (95:5, v/v). Apés o
desenvolvimento das amostras nas placas, os pontos foram identificados em

transluminador de ultra violeta e calculado os Rfs (item 3.2.2.).

3.3.1.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
Utilizando o procedimento de extracdao descrito anteriormente, as
amostras concentradas em N, foram diluidas na fase moével (metanol : agua
(63:37, v/v)) para injegcao no cromatografo modelo SHIMADZU, equipado com
coluna Cyg , detetor ultravioleta operando a 251 nm e fluxo de 1,5 mL/minuto.
Nestas condigées, o herbicida diuron apresentou um tempo de retengao de

aproximadamente 10 minutos.

3.3.1.2. Extracao fase sodlida (SPE)
Em substituicdo ao procedimento de extragdo liquido-liquido (item
3.3.1.1.), nesses experimentos utilizou-se os cartuchos C-18 SEP-PAK®,
Millipore, VAC-3cc, adaptados de KARU et al. (1994), conforme descrito a

seguir:
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CONDICIONAMENTO DOS CARTUCHOS C-18 SEP-PAK®:

Isopropanol fluxo=10 mL/min
Agua 3 mL

S
AMOSTRA

100 mL (solugao aquosa)

l
Agua 3 mL, para remogao de sais
il

Secagem em N,

!
2 mL de MeOH
l

Coleta do MeOH, evaporagao em N, e ressuspensao na fase movel
¢INJECAO no CROMATOGRAFO

A primeira etapa desse teste foi a validagao do método de extragao (SPE)
e, posteriormente, a quantificagao da degradacao do diuron e seus metabdlitos
em CLAE. Os tratamentos foram delineados em duplicata, com as seguintes
denominagdes:
- DIU1= agua milliquer
- DIU2= &gua milliquer + diuron (1,6 pg mL™")
- DIU3= agua milliquer + diuron (3,2 ug mL™")
- DIU4= agua milliquer + diuron (6,4 pg mL™")
- DIU5= Meio mineral J.E. + diuron (3,2 ug mL™)

Para a construgéao da curva de calibragéao, utilizou-se o padrao técnico do

diuron nas concentragdes (ug mL') de 0.8, 1.6, 3.2, 4.8 e 6.4.
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No segundo experimento, para avaliar a taxa de recuperagao e de
degradacao do diuron pelas linhagens bacterianas, utilizou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado, em duplicatas, tendo como tratamento
as linhagens D12-12, D12-18 e D16-12, que foram inoculadas em meio de
cultura J.E. acrescido de diuron (20 ug mL™" e 40 pg mL"). Os tratamentos
testemunha e branco, foram o meio de cultura mineral J.E. e a &agua,
respectivamente, adicionados com o herbicida nas concentragbes descritas
acima. Os frascos foram incubados por 32 dias, a 30°C em agitador orbital
(120 rpm). Posteriormente as amostras foram utilizadas para a extragao fase
sOlida descrita acima e para injegao no cromatografo, de acordo com as
condigbes demonstradas no item 3.3.1.1.3.. Para a obtengdo do valores de
recuperagao e degradagcao do diuron, os dados foram analisados

estatisticamente.

3.3.2. Andlise de crescimento em 3,4-dicloroanilina (DCA).

As linhagens D12-12, D12-18 e D16-12, foram repicadas para meio
mineral J.E. suplementado com diuron (20 pg mL") e incubadas por 48
horas a 30 °C. Em seguida, foi produzido uma suspensao em solugao salina
para repicagem de 100 plL para placas de Petri contendo o meio J.E. acrescido
de 3,4-dicloroanilina (6 pg mL") com 5 repetigdes. O material foi incubado a

30°C por um periodo de 48 horas e avaliadas quando ao crescimento.
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3.4. AVALIACAO DA MINERALIZAGAO DO HERBICIDA '*C-DIURON

A biodegradabilidade do herbicida diuron foi testada, através da avaliagao
da taxa de '*CO, despreendido e acumulado apds 32 dias de incubagao.

Esse experimento foi desenvolvido no Laboratério de Ecotoxicologia do
Centro de Energia Nuclear na Agricultura - Cena / USP. Foram utilizados 50 mL
de meio de cultura mineral J.E. por frasco, inoculado com as linhagens puras
de D12-12, D12-18, D16-12 e com uma mistura das trés, denominado
consdrcio, o controle constou do mesmo meio de cultura mas nao inoculado
com as bactérias. O delineamento foi inteiramente casualizado com 4
repeticoes e as condigdes de incubagao foram a 28°C em agitador orbital a 120
rpm. O diuron radiomarcado foi aplicado com uma atividade de 39,3215 KBq/50
mL, e a concentragao do produto técnico foi de 20 pg mL’'. Os frascos
Erlenmeyers de 300 mL foram adaptados com uma coluna de vidro (130-25
mm), contendo cal sodada, como armadilha para absorver o *CO; liberado.

As trocas das armadilhas ocorreram no 4°, 82, 16° e 32° dia, quando
procedeu-se a extragdo do '“CO, em um sistema fechado. A cal sodada foi
dissolvida em &cido cloridrico (20-50 mL), sendo que o “CO, liberado foi
arrastado por um fluxo de ar comprimido para 2 armadilhas subsequentes com
solugao metanol-monoetanolamina (70:30 v/v). Em seguida, aliquotas de 1 mL,
em duplicata, de cada armadilha e de cada tratamento foram transferidas para
frascos de cintilagdo contendo 10 mL de solugéo cintiladora. A avaliagdo da
radioatividade foi realizada em espectrometro de cintilagdo liquida da marca

Beckman.
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Na ultima avaliagdo realizou-se uma cromatografia de camada delgada
para verificar a presenca de metabdlitos do composto radiomarcado. A qual foi
desenvolvida em placa de vidro com silica gel Fasq (Merck), utilizando um
sistema automatico para a aplicagao de amostras. Uma aliquota de 100 L foi
depositada por ponto da placa, em intervalos de 1,5 cm de largura. O solvente
de desenvolvimento utilizado foi diclorometano/metanol (95:05, v/v) com
duragado de 30 minutos para a primeira placa, e cloroférmio/acetona/metanol
(110:55:35, v/v/v) para a segunda placa. A leitura foi realizada em
transiluminador ultra violeta com comprimento de onda longo e curto e os
pontos marcados para o calculo dos Rfs (item 3.2.2.).

Posteriormente, uma das placas foi prensada em um filme de raio X e
colocada no escuro por 30 dias para posterior revelagao e conseqiente
visualizagao de possiveis metabdlitos com menor atividade radioativa.

Para a obtencdo da porcentagem de '“CO, despreendido e acumulado,
os dados medios obtidos no espectrdmetro de cintilagdo liquida, em

desintegragdes por minuto, foram utilizados para o seguinte calculo:

Y=DPM.F-e
onde:
Y = total de "“CO, desprendido na amostra
DPM = média da desintegragao por minuto no tempo (T4, Ts, T16, T32)
F = 0,333 (fator de correcao da amostra)
e = erro padrao da media

E, para cada linhagem:
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Ya=Ts.F-e€

Ye=Ts+Tg. F-e
Yie=TatTg+T16. F-€

Ya2 = Ta+Teg+Tie+Ta2 . F-€

A porcentagem de '*CO, acumulado, sera entao:

% '*C0O, acumulado = Y,
393,215

onde:

Yx=Ya, Yg Y16, Ya2

393,215 = valor total aplicado em Kbq, convertido para porcentagem.

3.5. MONITORAMENTO DE Acinetobacter baumannii GUS®* NO SOLO E
NA RIZOSFERA

3.5.1. Obtencao de transconjugantes de A. baumannii

O mini transposon pm Tn5SS GUS A10 foi inserido nas linhagens
D12-12, D12-18 e D16-12, por conjugagao utilizando o protocolo descrito no
Apéndice 3. O Tn5SS GUS A10 codifica a enzima B-glucuronidase (GUS), que,
na presencga do indutor IPTG (isopropil-B-D-galactopiranosideo e do substrato
cromogénico X-glucA (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-glucuronideo), produz
colénias com um precipitado azul.

Tendo sido utilizado a linhagem de Escherichia coli S17-1/A-pir como

doadora no processo. O meio BD, suplementado com IPTG, na concentragao
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de 40 pg mL™", X-glc (100 ug mL™"), espectinomicina (100 ug mL") e sacarose
foi utilizado para a deteccdo do fendtipo azul e do gene GUS nos

transconjugantes.

3.5.2. Monitoramento de A. baumannii GUS* no solo e na rizosfera de
plantas de milho

Nesse experimento o solo utilizado foi coletado de um perfil de 30
centimetros de profundidade, sem serrapilheira na mata pertencente ao Centro
Experimental da Embrapa Meio Ambiente. As amostras foram peneiradas
(malha 2 mm), e secas ao ar e enviados para a caracterizagao fisico-quimica
(Tabela 2).

A linhagem D16-12 GUS® foi utilizada nos experimentos de
monitoramento no solo e na rizosfera. O meio seletivo para avaliagdo do
fendtipo foi suplementado com o herbicida diuron (20 pg mL™), substituindo a

sacarose (item 3.5.1.).

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas do solo utilizado para

experimentagdo com o '*C-diuron.

areia silte argila pH M.O. P Ca Al CTC
(%) (%) (%) CaCl, gdm® (mgdm® mmolc dm®
47 9 44 37 32 7 3 88 97,1

O experimento para avaliagdo da colonizagdo das raizes e da
persisténcia da linhagem no solo foi desenvolvido em vasos de 300 mL,

semeados com a cultivar BR 201 de milho com 3 tratamentos e 6 repeti¢oes:
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1. controle (solo e semente nao inoculados);
2. solo nao inoculado + semente inoculada com A. baumannii Gus®;
3. solo Inoculado com A. baumannii Gus®.

Para a inoculagao das sementes via imersao na suspensao de bactérias,
utilizou-se 0,1% de goma ardbica para favorecer a adesdo das células.
Primeiramente, realizou-se um pré-cultivo em meio LB, suplementado de
espectinomicina por 48 horas. Em seguida, o material foi centrifugado a 10.000
rpm/20°C/10min, o sobrenadante foi descartado e ressuspendido em tampéo
fostato salino com proteinas (Apéndice 2). A concentragdo da suspensao
bacteriana foi ajustada para 1 x 10’ u.fc. e a inoculagdo das sementes
realizada sob agitacao (180 rpm) por 3 horas a 28°C.

No tratamento 3, o solo foi inoculado com a suspensdo acima descrita,
sendo que a contagem de unidades formadoras de col6nias por grama de solo
(u.f.c./g solo) foi realizada por diluicao seriada nos seguintes periodos: 12, 7° e
16° dia da montagem.

Os tratamentos 1 e 2 foram avaliados de acordo com a massa da matéria
seca da parte aerea e raizes das plantas e a concentragdo da linhagem no

solo e raizes, no 7° e 16° dia.

3.5.3. Recuperacao de A. baumannii GUS* do solo

Apos a retirada das plantas (item 3.6.1.), o solo permaneceu em repouso
por 7 dias, quando foi novamente semeado com o milho, cultivar BR 201 sem
nenhum tratamento, com o objetivo de verificar a recuperagao e a persisténcia

da linhagem GUS" no solo. Apds 14 dias do plantio, as plantas foram retiradas






44

e utilizadas para reisolamento das linhagens GUS" do rizoplano e da rizosfera,

em meio seletivo mineral (item 3.5.2.), conforme descrito abaixo:

i.

ii.

PARA REISOLAMENTO DA LINHAGEM D16-12 GUS™ DAS RAIZES, ESSAS FORAM
LAVADAS, PARA RETIRADA DO SOLO, COLOCADAS EM TUBOS COM 9 ML DE
SOLUGAO SALINA ESTERILIZADA E, EM SEGUIDA, COLOCADAS EM ULTRASOM, POR
30 SEGUNDOS. APOS ESTA ETAPA, AS RAIZES FORAM LAVADAS 5 VEZES EM
SOLUGAO SALINA, E EM SEGUIDA SEGMENTOS DE RAIZES FORAM CULTIVADOS EM
MEIO DE CULTURA SELETIVO. A AGUA DA PRIMEIRA LAVAGEM FOI DILUIDA EM

SERIE, COM PLAQUEAMENTO DAS DILUICOES 103 E 10,

PARA REISOLAMENTO DA MESMA BACTERIA DA RIZOSFERA, AS RAIZES COM
AGREGADOS DE SOLO ADERIDOS AS MESMAS FORAM COLOCADAS EM TUBOS COM
9 ML DE SOLUGAO SALINA, AGITADAS EM VORTEX, E TRANSFERIDAS PARA UM
NOVO TUBO DE SOLUGAO SALINA, ONDE FORAM LAVADAS 5 VEZES E COLOCADAS
EM ULTRASOM. PROCEDEU-SE ENTAO AO PLAQUEAMENTO DE CADA SOLUGCAO DE
LAVAGEM EM MEIO SELETIVO. A SOLUGAO DE SOLO DO PRIMEIRO TUBO, APOS
AGITACAO EM VORTEX, FOI UTILIZADA PARA DILUIGAO SERIADA E PLAQUEAMENTO

DAS DILUICOES 10 E 107.
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3.6. AVALIACAO DO EFEITO DE A. baumannii GUS* NA PROTEGAO DE

PLANTAS

3.6.1. Efeito de A. baumannii GUS' (D16-12) na promog¢ao do

crescimento de plantas

A capacidade de promocg&do de crescimento de plantas de milho, pela
linhagem D16-12 de A. baumannii Gus®, foi avaliada em solo esterilizado
(autoclavado 3 vezes), colocado em bandejas com capacidade de 10 litros,
onde foram semeadas 30 sementes, com dois tratamentos: inoculado via
semente (item 3.5.2.) e ndo inoculado. O delineamento utilizado foi
inteiramente casualizado com 5 repeticoes. As plantas foram retiradas das
bandejas ap6s 16 dias, lavadas e secas em estufa (60'C) para a pesagem em
balanga eletrénica. A massa da matéria seca da parte aérea e das raizes foi

entao analisado estatisticamente.

3.6.2. Bioensaio com plantas de milho sensiveis ao diuron

Esse experimento foi realizado com o objetivo de verificar a dosagem do
herbicida diuron, responsavel pela redugao de crescimento de plantas de
milhos. O solo utilizado foi coletado na mata (item 3.5.2.) sem histérico de
utilizacédo de herbicidas.

As amostras de solo foram secas ao ar e peneiradas (malha 2 mm),
calculado a capacidade de campo, e, posteriormente, colocados 250 g em
vasos plasticos com capacidade total de 300 mL.

Os tratamentos foram os seguintes: controle (auséncia de herbicida) e

diuron nas concentracdes de 2, 4 e 40 ug mL', com 4 plantas por vaso e com
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3 repetigdes. Na instalagdo do experimento foram preparadas solugoes
estoque do herbicida (200 e 2000 ug mL"), utilizadas na dosagem de cada
tratamento, para se obter uma concentragao final de 55% de umidade da
capacidade de campo, Para o tratamento controle utilizou-se agua. Em
seguida, as sementes de milho foram semeadas e os vasos colocados em
incubadoras do tipo B.O.D., com temperatura de 25 °C + 2 °C e fotoperiodo de
14 horas. A umidade do solo foi controlada diariamente pelo peso total de cada
vaso medido por ocasido da instalagao do bioensaio. Apds 16 dias, as plantas
foram coletadas, avaliadas quanto a fitotoxicidade, lavadas e secas em estufa
para entao, serem avaliadas quanto a massa da matéria seca das raizes e

parte aérea.

3.6.3. Colonizacao de raizes e atividade microbiana

Para avaliar a interagao entre a linhagem D16-12 de A. baumannii Gus *
e plantas de milho (cultivar BR 201) em solo de mata na presenga do
herbicida, delineou-se um ensaio em blocos ao acaso, com 8 repetigcoes e 1
planta por vaso. Os tratamentos foram os seguintes:
1. controle (sementes de milho plantadas em solo natural);
2. sementes nao inoculadas plantadas em solo com diuron (4ug mL™);
3. sementes inoculadas com A. baumannii GUS”, plantadas em solo natural;
4. sementes inoculadas com A. baumannii GUS", plantadas em solo com

diuron (4ug mL™).






47

A inoculagéo foi realizada via imersao das sementes em suspensao bacteriana
(item 3.5.2.) na concentragdo de 1 x 10" u.f.c./mL. A avaliagéo realizada no 16’
dia apos o plantio, constou dos seguintes parametros: diversidade de
microrganismos no solo rizosfera; massa da matéria seca da parte aérea;
massa da matéria seca das raizes; atividade microbiana total no solo (rizosfera
e adjacente).

Para a avaliagdo da diversidade de microrganismos, seguiu-se as
seguintes etapas:

i. retirada das raizes do vaso e remogao do solo (adjacente), através de
agitacdo manual;

ii. retirada do solo restante (rizosférico) aderido as raizes, apds agitagdo
manual, com o auxilio de um pincel;

iii. pesagem de 1 g do solo, item 1 e 2, e realizagdo da diluicdo seriada até
1io°

iv. plaqueamento de aliquotas de 100 uL em meios seletivos (Apéndice 2)
para fungos das diluicdes 107, 10? e 10° e para bactérias, leveduras e A.
baumannii Gus* das diluicées 102, 10 e 10°.

Para a obtencdo da massa da matéria seca (MMS) da parte aérea e das
raizes, as partes das plantas foram secas em estufa a 60 'C até obtencéo de
massa constante e realizada a pesagem em balanga eletronica.

A atividade microbiana total no solo, segundo ALEF & KLEINER (1989),
consistiu no monitoramento da redugdo de dimetilsulféxido (DMSO) a

dimetilsulfeto (DMS), em que a resposta é expressa em ng.g 'solo seco.h™. Por
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ser o DMS insoluvel em agua, dilui-se na fase gasosa ("headspace"), podendo,
desta forma, ser analisado quantitativamente.

Para essa avaliagéo, pesou-se 1,0 g de solo de cada uma das amostras
em um frasco com tampa rosqueavel e septo de silicone. Adicionou-se 0,2 mL
de DMSO e os frascos foram incubados a 30°C por 3 horas. Apds esse
periodo, 100 ul da amostra do "headspace" do frasco foi analisado por
cromatografia gasosa em cromatégrafo Hewlett Packard com detetor de
ionizagdo de chama e coluna empacotada Hayesep (2 metros).

Realizou-se um segundo experimento, com os mesmos objetivos e
metodologias descritas anteriormente, diferindo-se nas dosagens do herbicida
diuron, o qual foi utilizada 1 e 2 ug mL™"' e nas avaliagdes de contagem de
microrganismos, que foi realizada somente para Bacillus, fungos e A.
baumannii GUS" e de solo, que foi avaliado somente o rizosférico.

O delineamento foi em blocos ao acaso, com 4 repeticées e 1 planta por
vaso. A inoculagdo da semente foi calibrada para uma concentragéo de 1 x 10’

u.f.c./mL e as avaliagdes realizadas no 16 dia apés o plantio.






4. RESULTADOS

4.1. ISOLAMENTO DE BACTERIAS COM POTENCIAL PARA A

DEGRADAGAO DO HERBICIDA DIURON

A contagem de células bacterianas viaveis & apresentada na Tabela 3.
Observou-se que os solos da rizosfera de cana-de-agucar, apresentaram maior
numero de bactérias, do que solos nao rizosféricos. As linhagens D1-8, D1-9,
D2-5, D2-7, D5-5, D5-6, D11-9, D12-7, D12-12, D12-14, D12-16, D12-17, D12-
18, D12-20, D13-3, D13-6, D13-7, D13-11, D13-12, D13-13, D15-7, D15-10,
D16-2, D16-3, D16-10 e D16-12, isoladas e purificadas, foram avaliadas quanto

ao seu potencial em utilizar o diuron como fonte de carbono e energia.
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Tabela 3 . Resultado do isolamento direto de bactérias resistentes ao diuron,
em u.f.c./g de solo, de amostras de solo coletadas em diversas localidades do

Estado de Sao Paulo.

Localtipo* CONTAGEM** Local/tipo* CONTAGEM** Localitipo* CONTAGEM**

1/RZ 1,9x 10" 8/EL 2x10° 15/RZ 32x10°
2/EL 1,2 x 10° 9/EL 1,1x10° 16/RZ 3,2x 10’
3/EL 3,6 x10° 10/EL 3,3x10° 17/EL 3x10°
4/RZ 1,3x 10’ 11/RZ 1,9x 10" 18/RZ 0,07 x 10*
5/RZ 4,7 x10° 12/RZ 7 x 107 19/EL 2,2 x 10°
6/RZ 1,1 x 10° 13/RZ 42x10" 20/EL 3x10’
7/EL 8 x 10* 14/EL 1,2x10° 21/EL 5x 10°

* RZ= solo rizosférico; EL= solo das entre-linhas.
**média de 3 repeticoes.

4.2. CINETICA DE CRESCIMENTO E CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS
BACTERIANAS

4.2.1. Selecao inicial

A avaliagao inicial, realizada com quatro linhagens em meio mineral sélido
J.E. suplementado com diuron 10 pg mL™", apresentou somente uma linhagem
com crescimento satisfatorio (D11-9), enquanto que as linhagens D2-5 e D16-
10 apresentaram um crescimento razoavel. A linhagem D1-8 ndo cresceu.

Outras dezoito linhagens foram testadas no mesmo meio de cultura,
acrescido, porém, de 20 pg mL' de diuron. Um é6timo crescimento das
linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12 foi observado. As
linhagens D1-9, D2-5, D5-6, D13-6, D15-7, D15-10, D16-2 e D16-10
apresentaram um crescimento inferior quando comparado com as linhagens
mencionadas acima. As linhagens D2-7, D12-7, D13-3, D13-11 e D13-12 néao
cresceram.

Os resultados obtidos na avaliagao de crescimento utilizando outro meio
de cultura, o M9 (Apéndice 2) e diversas dosagens de diuron estao na Tabela

4. O aumento da concentragdo do herbicida influenciou negativamente o
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crescimento das linhagens D1-8, D1-9, D12-20 e D16-2. Para outras linhagens
ocorreu um crescimento atipico, como foi o caso da linhagem D5-6, que
cresceu em meio de cultura suplementado com 10 e 20 ug mL"' do diuron,
mas nao em 5 ng mL' e para D12-18, D13-7 e D16-12 que cresceram
somente nas concentracdes de 5 e 20 ug mL"' do herbicida. As linhagens D12-

12 e D12-14 apresentaram 6timo crescimento.

TABELA 4. Avaliagao do crescimento das linhagens bacterianas em meio

mineral M9 acrescido de diuron, apos 7 dias de incubagao.

Linhagem DIURON (ug mL")
i 5 10 20
D1-8 4 e -+
D1-9 +4 e -+
D2-5 -+ =+ -+
D5-5 - = -
D5-6 -+ e ++
D11-9 -+ -+ -+
D12-12 ot g +
D12-14 4 4+ b
D12-16 -+ =4 i
D12-17 -+ -+ -+
D12-18 4 - -
D12-20 -+ = -
D13-7 ++ - e
D13-13 -+ - =4
D16-2 -+ = -
D16-3 - - -
D16-12 = - g

- nenhum crescimento, -- pouco crescimento, -+ crescimento razoavel, + crescimento

satisfatorio, ++ 6timo crescimento

4.2.2. Testes preliminares de transformacao do diuron.
Na Tabela 5 estao os resultados da cromatografia de camada delgada
(CCD) do diuron, diluido em agua e em acetona. O herbicida foi detectado nos

solventes (agua e acetona) e no meio de cultura sem a bactéria, demonstrando
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a nao ocorréncia de transformacé@o quimica. Quando o meio foi inoculado com
as linhagens D2-5 e D16-10, observou-se que, apds 48 horas de crescimento
em meio mineral, acrescido de diuron diluido em agua, surgiu um novo
metabdlito (R= 0,17), enquanto que, no tratamento com a acetona como

solvente, nao houve transformacao do herbicida.

Tabela 5. Valores de Rfs encontrados para o diuron, diluido em agua ou
acetona, 3,4-dicloroanilina (DCA) e para os meios de cultura inoculados com

as linhagens D2-5 e D16-10, apos 48 horas de incubagao.

Tratamentos Valores
1- Diuron 0,09
2- DCA 0,57
3- Meio Mineral J.E. + diuron (diluido em agua) 0,09
4- Meio Mineral J.E. + diuron (diluido em acetona) 0,09
5- Meio Mineral J.E. + diuron (diluido em acetona) + linhagem D16-10 0,09
6- Meio Mineral J.E. + diuron (diluido em agua) + linhagem D16-10 0,17
7- Meio Mineral J.E. + diuron (diluido em agua) + linhagem D2-5 0,17

As linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12 foram testadas
quanto a capacidade de transformar o herbicida diuron. Para isto avaliou-se
atraves de cromatografia de camada delgada (CCD) a ocorréncia de
metabdlitos (Tabela 6). Todas as linhagens apresentaram valores de Rfs
similares (0,12; 0,13 e 0,14), diferindo provavelmente pelas condigcbes do
desenvolvimento da cromatografia. Como nao foi aplicado o herbicida diuron,
nao foi possivel avaliar qual o composto presente nas amostras, no entanto

confirmou-se que o metabdlito 3,4-dicloroanilina nao foi produzido.
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Tabela 6. Valores de Rfs para o meio de cultura suplementado com diuron
diluido em agua e inoculado com as linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18

e D16-12 apos 48 horas de incubagao e para a 3,4-dicloroanilina.

Linhagem DIURON
20 ug mL"' 50 ug mL"

DCA 0,42 0,42
D11-9 0,13 0,14
D12-12 0,13 0,14
D12-14 0,13 0,12
D12-18 0,12 0,12
D16-12 0,13 0,12

4.2.3. Crescimento bacteriano
4.2.3.1. Linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12
Na avaliagao de crescimento, apresentada na Figuras 3, observou-se um

comportamento similar de crescimento entre as linhagens.
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0.7
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o
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-~ D119 —e—D1212 —m—D1214  -.o--Di2-18 -a--D1612 |

Figura 3. Crescimento das linhagens D11-9, D12-12, D12-14, D12-18 e D16-12 em meio
mineral J.E. acrescido de 20 ug mL"' de diuron, avaliado através da leitura da absorbancia (560

nm) nos intervalos de 48, 110 e 134 horas de crescimento.
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Uma maior produgao de biomassa foi encontrada nas linhagens D11-9 e
D12-18 e uma menor em D12-14 e D16-12. A linhagem D12-12 apresentou
valores meédios quanto a produg¢ao de biomassa.

No meio de cultura LB, as trés linhagens testadas D11-9, D12-12 e D16-
12 apresentaram um comportamento similar no crescimento e na produgao de

biomassa (Figura 4).

40

Absorbéncia

0 48 110 134
Tempo (h)

~~~~~~~ D11-9LB --@-- D12-12.B ——D16-12LB

Figura 4. Crescimento das linhagens D11-9, D12-12 e D16-12 em meio de cultura LB, avaliado
através da leitura da absorbancia (560 nm) nos intervalos de 48, 110 e 134 horas de

crescimento.

4.2.3.2. Linhagem D12-12

A Figura 5 mostra a produg¢ao de biomassa da linhagem D12-12 em meio
mineral acrescido unicamente do diuron (20, 50 e 100 ug mL"'), demonstrando

a diminuicao da biomassa com o aumento da concentracdo do herbicida no
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meio de cultura. Apesar dessa diferenga na massa celular, a curva de

crescimento foi similar nas trés concentra¢des do herbicida.

Absorbéncia

] 6 24 48 120 168 216
Tempo (h)
—&— Meio 1/20 —— Meio 1/50 - ==X -+ Meio 1/100

FIGURA 5. Crescimento da linhagem D12-12 em meio mineral J.E. suplementado com diuron
na concentragdo de 20, 50 e 100 pg mL™, avaliado através da leitura da absorbancia (560

nm) nos intervalos de 0, 6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas de crescimento.

Avaliou-se (Figura 6) a linhagem em meio de cultura mineral, sem uma
fonte de nitrogénio (NH4NO3), mas suplementado com diuron (0, 20, 50 e 100
g mL") e com uma fonte alternativa de carbono (glicose 0,5%). Os resultados,
quando comparados com a Figura 5, foram inversos, ou seja, na presenga da
glicose a linhagem apresentou um maior crescimento em biomassa com o
aumento da concentragao do herbicida, no intervalo de 6 a 120 horas. Apos
esse periodo, as concentragdes mais altas do herbicida (50 e 100 ug mL™”)

levaram a uma diminuicao da massa celular.
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A glicose como fonte de carbono e energia (Figura 6), influenciou a
adaptagédo da linhagem na dosagem de 100 ug mL ' no intervalo de 6 a 120
horas. Em contrapartida, o crescimento da linhagem sem a presenga do

herbicida, somente com a glicose, nao ocorreu.

18

16
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i Meio 2/0 it Meio 2/20 i Msio 2/50 ---X- -+ Meio 2/100

FIGURA 6. Crescimento da linhagem D12-12 em meio mineral J.E. (-NHsNO3) suplementado
com diuron, concentragao de 0, 20, 50 e 100 pg mL”, e glicose (0,5%), avaliado através da
leitura da absorbancia (560 nm) nos intervalos de 0, 6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas de

crescimento.

Na presenga do herbicida (100 ug mL"), da glicose e da fonte de
nitrogénio (NH4sNO3) (Figura 7), a linhagem apresentou um comportamento
similar ao exibido no meio de cultura sem nitrogénio, onde no intervalo de 6 a

120 horas, a produgao de biomassa foi crescente (Figura 6).
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FIGURA 7. Crescimento da linhagem D12-12 em meio mineral J.E. suplementado com diuron,
concentragdo de 0, 20, 50 e 100 ug mL”, e glicose (0,5%), avaliado através da leitura da

absorbancia (560 nm) nos intervalos de 0, 6, 24, 48, 120, 169 e 216 horas de crescimento.

4.2.4. Analise de DNA plasmidial

A avaliagao da presenca de plasmideos foi realizada em 15 linhagens
bacterianas resistentes ao diuron. Desse total, 46,6% apresentaram DNA
plasmidial (Figura 8), ou seja as linhagens D12-12, D16-2, D12-16, D2-5,

D11-9, D12-20 e D16-12.



‘Jh
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Figura 8. Analise do DNA plasmidial visualizada através de zimograma das linhagens
bacterianas resistentes ao diuron . (1=controle negativo, 2=controle positivo, 3=D1-9, 4=D13-
138, 5=D12-17, 6=D12-12, 7=D16-2, 8=D12-14, 9=D12-16, 10=D2-5, 11=D5-5, 12=D11-9,

13=D12-20, 14=D13-7, 15=D1-8, 16=D12-18, 17=D16-12, 18=controle negativo).

4.2.5. Identificagcao das linhagens
Os testes morfoldgicos, bioquimicos e fisiolégicos realizados, indicaram
que as linhagens D12-12, D12-18 e D16-12, sédo Bastonetes Gram Negativos,

aerobios, nao fermentativos (Tabela 7).
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TABELA 7. Resultados de testes morfoldgicos, bioquimicos e fisioldgicos
realizados com as linhagens D12-12, D12-18 e D1612.

TESTES LINHAGENS BACTERIANAS
Di12-12 D12-18 D16-12
Cor creme creme creme
translucida
Superficie lisa lisa lisa
Forma cocobacilos cocobacilos cocobacilos
pequenos bastonetes curtos
Arranjo isolados e aos isolados e isolados e
pares agrupados aos pares
Motilidade + + T
Catalase + + +
Oxidase - - -
O/F oxidativo oxidativo oxidativo
Requerimento O, aerobio aerobio aerobio
Crescimento DCA - - e

A identificagao, realizada na Fundacgao Tropical de Pesquisas “André
Tosello” designou as linhagens ao nivel de espécie como Acinetobacter
baumannii BOUVET & GRIMONT (1986), com indice de similaridade na

identificagao de 99,9% para D12-12 e D16-12 e de 94,1% para a D12-18 .

4.3. ENSAIOS DE AVALIACAO DA BIODEGRADABILIDADE DO DIURON
4.3.1. Extracao e deteccao de metabdlitos
4.3.1.1. Extragao liquido-liquido
4.3.1.1.1. Teste colorimétrico
Os resultados apresentados na Tabela 8 indicam que a 3,4-dicloroanilina

nao foi detectada entre os limites de 2 a 10 ug mL™. Os tratamentos com as
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linhagens D16-12 e consércio (D11-9, D12-12, D12-18 e D16-12)

apresentaram uma coloragao magenta translucida.

TABELA 8. Resultados obtidos no teste colorimétrico para detecgao de DCA
(3,4-dicloroanilina), utilizando como padréo de transformagéo a solugdo com
DCA técnico (2 e 10 pgmL™).

Coloragcao Magenta

TRATAMENTOS
Fraca Forte
Solugao DCA 2 ug mL" ++
Solugao DCA 10 ug mL" b
D11-9 =
D12-12 =
D12-18 =
D16-12 -+
Consadrcio (todas as linhagens) -+

agua + diuron -

JE + diuron b

(-) n@o ocorreu a coloragao magenta; (-+) coloragdo magenta translucida; (++) coloragao

magenta fraca, (+++) coloragao magenta forte.

4.3.1.1.2. Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Na avaliagdo por cromatografia de camada delgada (CCD) observou-se
em todos os tratamentos a presenca do herbicida diuron. Quando comparado,
os padroes analiticos do diuron e da 3,4-dicloroanilina (DCA) com o tratamento
consércio (linhagens D11-9, D12-12, D12-18, D16-12) observou-se um
metabdlito de Rf igual ao DCA. Outro composto, denominado metabdlito 1
presente no consorcio e na linhagem D-12-12 foi observado. Os metabdlitos 3

e 6 foram encontrados somente nas amostras do consorcio (Tabela 9).






61

TABELA 9. Valores de Rfs dos padroes analiticos (diuron e DCA) e dos
metabdlitos dos tratamentos controle (meio mineral + diuron 2 pg mL') e

inoculados com D12-12 e consércio (todas as linhagens).

Substancias Padroes METABOLITOS
DCA Diuron 1 2 3 4 5 6
DCA 0,78
Diuron 0,59
JE+Diuron 0,59 0,10 0,15 0,24
D12-12 0,59 0,02 0,09 0,24

Consorcio 0,78 0,59 0,02 009 0,11 015 0,24 0,37

4.3.1.1.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras correspondentes aos tratamentos controle e inoculados com
as linhagens D12-12 e consorcio, apés a extracao liquido-liquido, foram
utilizadas para a cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os cromatogramas
(ABS=0,02) sao apresentados na Figura 9. Observou-se a presenc¢a do diuron
em todas as amostras através do pico entre 10.03 e 10.16 minutos.

Nos tratamentos consodrcio e inoculado com a linhagem D12-12
detectou-se 2 picos: um em 1.63-1.7 minutos e outro em 2.53 minutos que nao
foram quantificados no tratamento controle, podendo estar relacionado com o
metabolismo celular. Um outro pico detectado nas trés amostras mas podendo
ser quantificado somente no cromatograma C apresentou um pico aos 8.73

minutos.
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Figura 9. Cromatogramas das amostras: a) Controle; b) linhagem D12-12; c) Consorcio
obtidos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando coluna Cig,
detector ultravioleta operando a 251 nm e fluxo de 1,5 mb/minuto.
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4.3.1.2. Extragao fase solida (SPE)

Utilizando-se da técnica de extragao fase soélida (SPE) para a construgao
da curva de calibragdo do herbicida diuron, obteve-se o0 coeficiente de
correlagao de 0,998.

A porcentagem de recuperagao e de degradacdo do diuron nas
concentragdes de 20 e 40 pg mL ' sdo apresentados na Tabela 10. Pode-se
observar que as linhagens D1-12, D12-14 e D16-12 quando inoculadas em
meio de cultura com 20 ug mL" de diuron, degradaram, respectivamente,
14,39%, 8,63% e 3,78%. No meio de cultura acrescido de 40 ug mL"' do
herbicida a taxa de degradacao foi de 12,92%, 10,86% e 12,29% para as

linhagens D1-12, D12-14 e D16-12, respectivamente.

TABELA 10. Porcentagem de recuperagao e de degradagao do diuron, nas
amostras inoculadas com as linhagens D12-12, D12-18, D16-12 e na

testemunha, apos 32 dias de incubagao

Tratamentos % de recuperagao do diuron % de degradacao do diuron
20 ug mL"’ 40 ug mL™ 20 pg mL" 40 pg mL"
D12-12 8BS 87,07 14,39 12,92
D12-18 91,37 89,13 8,63 10,86
D16-12 96,21 87,71 3,78 12,29
Testemunha 88,84 90,16

Erro padrao estimado = 0,992 , coeficiente de correlagao = 0,998

4.3.2. Anadlise do crescimento em 3,4-dicloroanilina (DCA).
Apos 48 horas de incubagao das linhagens D12-12, D12-18 e D16-12 em
meio de cultura mineral J.E. suplementado com DCA (6 pg mL"), somente

D16-12 apresentou crescimento.
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4.4. AVALIAGAO DA MINERALIZAGCAO DO HERBICIDA '*C-DIURON
Os resultados da mineralizagdo de '*C-diuron, expressos na Tabela 11 e
Figura 10, estdo em desintegragcbes por minuto e porcentagem de '*CO,

despreendido, respectivamente.

TABELA 11. Despreendimento de '“CO, do meio de cultura mineral J.E.
inoculado com as linhagens D12-12, D12-18, D16-12 e um Consorcio dessas,

em desintegracao por minuto.

Dias de incubacao

Linhagens 4 8 16 32
D12-12 664,91 388,53 602,39 429,59
D12-18 824,82 363,40 449,65 842,04
D16-12 635,95 470,50 576,89 1111,35

Consorcio 508,86 441,55 537,07 1120,53

* meédia de 4 repetigoes

As linhagens e o consorcio foram capazes de mineralizar o herbicida
diuron, embora o despreendimento de '*CO, tenha sido baixo (Figura 10).
Apo6s 32 dias a taxa de '“CO, despreendido foi de 1,64%, 1,96%, 2,05% e
2,18% para as linhagens D12-12, D12-18, Consércio e D16-12
respectivamente. Nesse experimento a molécula de diuron utilizada
apresentava todos os carbonos do anel aromatico radiomarcados, desta forma

o '“CO:; liberado foi resultante da quebra do anel pelas linhagens bacterianas.
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FIGURA 10. Porcentagem de '“CO, desprendido (acumulado) apos 32 dias de incubagao,
obtidas da degradagao do diuron pelas linhagens D12-12, D12-18 D16-12 e consorcio dessas

em meio mineral J.E. liquido suplementado com diuron na concentragdo de 20 pg mL™.

Para a avaliagao dos metabdlitos, através de CCD, foram testados varios
solventes de desenvolvimento para a corrida cromatografica. A placa 1
(diclorometano/metanol) foi avaliada em analisador linear de CCD e a placa 2
(cloroformio/acetona/metanol) apds visualizagao em UV, foi revelada em filme
de raio X. Os resultados obtidos na placa 1 sao apresentados na Tabela 12 e

da placa 2 na Figura 11 e na Tabela 13.
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TABELA 12. Valores de Rfs e propor¢cao em cada tratamento apds 32 dias de
incubagado, calculados a partir da placa desenvolvida com

diclorometano/metanol.

_Tratamentos Rf=0,50 ~ Rf=0,31 Rf=0.18
D12-12 85,35% 3,47%
D12-18 81,09% 5,88% 2,30%
D16-12 85,06% 4,03%
Consorcio 86,90% 4,19%
Controle 85,74% 0,63%

Os dados apresentados nas Tabelas 12 e 13 apresentam similaridade,
onde os Rfs 0,50 e 0,49 representam o diuron, com uma atividade de 81,09%
a 86,90%. Na Tabela 12 todos os tratamentos, menos o controle,
apresentaram o metabdlito 0,31 com 3,47% a 5,88% da atividade total. Além
desses, outro metabdlito com Rf =0,28 (Tabela 13) ocorreem todos os
tratamentos. O metabdlito de Rf = 0,18 (Tabela 12) consistiu em 2,3% da
atividade na linhagem D12-18 e 0,63% no Controle. Os dados da Tabela 13

foram calculados a partir do filme de raio X reproduzido na Figura 11.

TABELA 13. Valores de Rfs encontrados através da reproducao xerografica
do filme de raio X para os tratamentos e para a solugao de aplicagao inicial

apos 32 dias de incubagao.

Tratamentos Rf = 0,49 Rf=0,28 Rf=0,17

D12-12
D12-18
D16-12
Consércio
Controle
Sol. Aplicagao
inicial

+ 4+ + + + +
+ + + + +
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—— ——— — e e

1 2 3 & 5 6

Figura 11. Reprodugao xerografica do filme de raio-x da placa 2, onde 1=D12-12, 2=D12-18,
3=D16-12, 4=Consorcio, 5=Controle e 6=Solugao de aplicagao inicial.

4.5. MONITORAMENTO DE ACINETOBACTER BAUMANNII GUS* NO
SOLO E NA RIZOSFERA.
4.5.1. Obtencao de transconjugantes de A. baumannii
Os resultados do numero de células transconjugadas (unidades
formadoras de colbnias, u.f.c.), obtidas por conjugagdo de Acinetobacter

baumannii sao apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Numero de células viaveis, apds conjugacao de Acinetobacter

baumannii, utilizando como doadora a E. coli S-17.

u.f.c/100 L
Diluicao
Linhagens 107 1072 1072
D12-12 43* 5,75 0
D12-18 18,5 0 0
D16-12 81,25 4,5 0

* meédia de 4 repeticoes

4.5.2. Monitoramento de A. baumannii GUS* no solo e na rizosfera de
plantas de milho

Na Tabela 15 estdao os resultados, em u.f.c./g de solo e de raizes, da
recuperacgao da linhagem D16-12 GUS®*, em meio seletivo mineral (item 3.4.1.).
No solo e nas raizes, ocorreu um aumento do nimero de células do 7° para o
16 dia, demonstrando a eficiéncia da linhagem em colonizar e sobreviver nas

raizes de plantas de milho.

Tabela 15. Recuperagcao de A. baumannii GUS* do solo e das raizes, em

u.f.c./g, nos intervalos de 7 dias e 16 dias apos plantio.

Numero de u.f.c/g

Dias apds plantio

Solo Raizes
7° dia’ 8,1 x 10° Ab** 8,67 x 10° Bb
16° dia’? 1,82 x10° Aa 5,67 x 10° Ba

** médias seguidas da mesma letra maiuscula, na linha, e mintscula na coluna, nao diferem
entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
" média de 4 plantas e " média de 6 plantas






69

A massa da matéria seca (MMS) da parte aérea e das raizes nao diferiu

entre os tratamentos e nos intervalos analisados (Tabela 16).

Tabela 16. Massa da matéria seca (MMS) da parte aérea e das raizes de
plantas de milho, em gramas, avaliada no 7° e 16° dia apds o plantio, nos
tratamento 1 (semente nao inoculada) e 2 (semente inoculada com A.
baumannii D16-12 GUS").

Tratamento Massa da matéria seca'(g)
7° dia 16° dia
Parte aérea Raizes Parte aérea Raizes
1 0,0284 a 0,3206 a 1,1603 a 0,3431 a
2 0,0308 a 0,2493 a 1.2470 a 0,3735 a

*medias seguidas da mesma letra na mesma coluna, nao diferem entre si, teste de Tukey 5%.
** média de 6 repeticoes.

A recuperacao de A. baumannii D16-12 GUS" do solo apds a inoculagao
e no 7° e 16° dia foi avaliada atraves da contagem de unidades formadoras de
colénias por grama de solo. Os resultados sao média de 4 repeticoes e
indicaram que na data da montagem do experimento o solo apresentava
1 x 10" u.f.c./g de solo. No 7' e 16 dia foram encontradas, respectivamente,

1 x 10% e 6 x 10° u.f.c./g de solo.

4.5.3. Recuperacao de A. baumannii GUS* do solo

Apos 7 dias de repouso, sem plantas, semeou-se milho com o objetivo de
recuperar A. baumannii D16-12 GUS®. Os resultados indicaram uma
recuperagdo de 9,2 x 10%, 1,9 x 10° e 1,2 x 10°> unidades formadoras de

colénias por grama (u.f.c./g) de solo, raizes e macerados de raizes,
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respectivamente. Estes resultados demonstraram a capacidade da bactéria em
manter-se no solo na auséncia de plantas e a possibilidade de reisolamento a

partir de solo e raizes de novas plantas.

4.6. AVALIAGAO DO EFEITO DE A. baumannii GUS* NA PROTEGCAO DE
PLANTAS

4.6.1. Efeito de A. baumannii GUS® (D16-12) na promog¢ao do

crescimento de plantas.

A massa da matéria seca (MMS) de plantas de milho inoculadas com a
linhagem D16-12 de A. baumannii GUS" diferiu estatisticamente das plantas
nao inoculadas. A MMS da parte aérea e do total da planta foram maiores em
73,7% e 33,3%, enquanto que nas raizes nao diferiu entre os tratamentos

(Figura 12).

014 0,1252a

0,12

0,1
0,08
0,06
0,04
0,02

Raizes Aérea Planta

@ Nao inoculado B inoculado |

Figura 12. Média da massa da matéria seca de raizes, da parte aérea e do total da planta de
milho inoculado com A. baumannii Gus® D16-12 e ndo inoculado (controle) apds 16 dias de

cultivo em solo esterilizado. Teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.6.2. Bioensaio com plantas de milho sensiveis ao diuron

Nesse bioensaio, demonstrou-se o efeito das dosagens de diuron no
desenvolvimento das plantas de milho (Tabela 17). O herbicida, na
concentragdo de 2 ug mL", causou redugdo significativa no crescimento,
embora as plantas mantiveram-se verdes durante o periodo do experimento.
As plantas cultivadas em solos com as dosagens maiores (4 e 40 pg mL")
apresentaram redugéo do crescimento das plantas de forma proporcional a
dosagem utilizada, inclusive manifestando sintomas de fitotoxicidade, tais

como murcha severa e necrose.

TABELA 17. Efeito na massa da matéria seca de plantas de milho cultivadas
em solos contaminados com o herbicida diuron (2, 4 e 40 ng mL"), apés 16

dias de plantio.

Dosagem Massa da matéria seca (mg)’
Diuron (ug mL™) Raizes Parte aérea Planta
0 0,0510a 0,0733a 0,1246a
2 0,0388a 0,0607ab 0,0997ab
4 0,0332ab 0,0407b 0,0743b
40 0,0146b 0,0413ab 0,0564b

" Valores sao médias de 3 repeticoes. Na mesma coluna, médias seguidas pela mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

4.6.3. Colonizacao de raizes e atividade microbiana

Os dados da atividade microbiana foram obtidos através da quantificagao
da reducdo de dimetiisulfoxido (DMSO) a dimetilsulfeto (DMS) e apresentaram
resultados diferenciados quando comparado ao tipo de solo (Tabela 18). O

solo denominado adjacente por estar proximo as raizes demostrou alta
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atividade microbiana na presenga do herbicida (4ug mL") e da A. baumannii
D16-12 GUS". Enquanto que para o solo rizosférico os resultados obtidos nao
diferiram estatisticamente.

Na avaliacdo da massa da matéria seca de plantas (Tabela 18) os
tratamentos com a bactéria A. baunannii GUS™ apresentaram valores maiores
que o controle. Para o tratamento com o herbicida (4ug mL™") a massa da

matéria seca das raizes e do total da planta apresentou redugao significativa.

TABELA 18. Valores obtidos para a redugao de DMSO no solo adjacente e na

rizosfera e para MMS de plantas de milho (Zea mays) cultivadas em diferentes

tratamentos.

Atividade Microbiana B

(ngDMS g* h™) Massa da matéria seca (g)'™"
Tratamento
Solo

adjacente rizostera Raizes :ngz Total
Controle 290,76b 528,81a 0,0816a 0,0839a 0,1655ab
A. baumannii GUS" 328,06ab 400,53a 0,1022a 0,0973a 0,1995a
Diuron 4ug mL* 336,31a 526,29a 0,0314b 0,0510a 0,0824b
Diuron 4ug mL™" + A. 354,69a 507,60a 0,0794a 0,0607a 0,1401ab

baumannii GUS”

"Média de 3 repeticdes

' Média de 4 repeticdes.

* Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A contagem do numero total de microrganismos isolados da rizosfera de
plantas de milho (Tabela 19) permitiu verificar que houve diferenca entre os
tratamentos, principalmente no inoculado com A. baumannii GUS* em solo

contaminado com diuron (4ug mL'), onde ocorreu um aumento no nimero de
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bactérias total, de bactérias fluorescentes, de leveduras e de A. baumannii
GUS".

A contagem de fungos foi maior nos solos inoculados com A. baumannii
D16-12 GUS?, diferindo dos outros tratamentos. Nao foi encontrada diferenca

na contagem do género Bacillus.

TABELA 19. Efeito do herbicida diuron (4 pg mL") no nimero de células de
microrganismos da rizosfera de plantas de milho, inoculados ou ndo com a
linhagem D16-12 de A. baumannii GUS".

Microrganismos (u.f.c./g)"

Tratamentos Bactérias Bactérias Bacillus Leveduras  Fungos A.baumannii
(105> Fluorescentes  (10% (104 (104 = Gus®
Controle 0,61 bc 0,91 2,95 0,75 3il2 ND
A.baumannii GUS" 0,35¢c 0,46 4,05 2,05 6,38 0,15
Diuron 4 ug mL™’ 2,34 b 5,90 6,12 1,20 3,40 ND
Diuron 4 ug mL™" + 10,83 a 13,37 3,82 7,25 7,10 8,60

A.baumannii GUS"

* média de 4 repetigoes; ** média de 2 repetigdes; ND, nao determinado
* Medias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Na avaliagao da redugcao de DMSO, realizado no segundo experimento
somente no solo da rizosfera, encontrou-se uma maior atividade no tratamento
com A. baumannii D16-12 GUS* e o diuron (2 ug mL"), embora similar ao
controle (Tabela 20). Esse resultado indica um efeito da bactéria na atividade
microbiana do solo relacionado a concentragao do herbicida.

A Tabela 20 contém os resultados da massa da matéria seca, nas
dosagens de 1 e 2 ug mL"' do herbicida diuron. Nos tratamentos inoculados

com a bactéria em solo contaminado com o herbicida, ocorreu uma maior
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massa da matéria seca para a parte aérea e para o total da planta, diferindo

estatisticamente dos tratamentos onde somente o herbicida estava presente.

TABELA 20. Valores da redugao de DMSO em solo da rizosfera de milho (Zea

mays) e massa da matéria seca de plantas em diferentes tratamentos.

Atividade - -
Trataniénto Mictattans Massa da matéria seca (g)
(ngDMS g h') Raizes Parte aérea Total
Controle 314,84 %a 0,0541*a 0,0750 ab 0,1291 a
A. baumannii GUS" 124,44 b 0,0437 ab 0,0841 a 0,1278 a
Diuron 1ug mL" 83,29 b 0,0498 ab 0,0702 ab 0,1200 ab
Diuron 2ug mL"’ 99,35b 0,0286 b 0,0465 b 0,0751 b
] )
Diuron fugmL_ + A. 80,41 b 0,0543 a 0,0971 a 0,1514 a
baumannii GUS
: £
Diuron 2ug mL” + A. 294.40 a 0,0454 ab 0,0900 a 0,1354 a

baumannii GUS*
—

"Valores sdao médias de 3 repeticoes '’ médias de 6 repetigdes.
* Médias seguidas pela mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

A contagem de microrganismos foi realizada de forma similar ao
experimento anterior, entretanto foram quantificados somente a populagao de
Bacillus, fungos e A. baumannii GUS*. Em relagdo ao numero de células
viaveis da bactéria degradadora do diuron, observou-se uma diferenga
significativa entre os tratamentos, sendo que as plantas cultivadas em solo
contaminado com 2 pg mL™" do herbicida apresentaram uma populagao 200%
acima do controle. O nimero de u.f.c./g de solo da populagao de Bacillus nesse
mesmo tratamento foi maior, sendo que o solo contaminado com 1 pg mL™ de

diuron teve uma populagao 300 vezes maior que o controle. Nao foram
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detectadas diferengas significativas entre os tratamentos quanto a contagem de

propagulos fungicos (TABELA 21).

TABELA 21. Efeito do herbicida diuron (1 e 2 ug mL™") no nimero de células de

microrganismos da rizosfera de plantas de milho, inoculados ou ndo com a
linhagem D16-12 de A. baumannii GUS®*.

Microrganismos (u.f.c./g")

Fungos A.baumannii

Tratamentos Bacillus (10°) (10 Gus’ (10%)
Controle 0,68 0,4 ND
A. baumannii GUS®* 0,5 0,7 0,95
Diuron 1pg mL" 26,6 0.4 ND
Diuron 2ug mL™ 0,6 0,1 ND
Diuron 1ug mL™" + A. baumannii GUS* 0,65 0,06 0,46
Diuron 2ug mL™' + A. baumannii GUS* 2,4 0,06 3,0

* unidades formadoras de colénia por grama de solo, valor médio de 2 repeti¢goes
ND, nao determinado






5. DISCUSSAO

5.1. Caracterizacdao de linhagens isoladas de solos contaminados

com diuron

A técnica de enriquecimento € um procedimento muito utilizado para o
isolamento de microrganismos de solos contaminados por pesticidas
(AISLABIE & LLOYD-JONES, 1995; BARBIERI, 1994). As linhagens
provenientes desses solos podem apresentar, dependendo das caracteristicas
fisiolégicas dos isolados e da estrutura quimica do pesticida, potencial para a
degradag¢ao de compostos xenobidticos.

A aplicacao de linhagens bacterianas é importante para a elucidacao do
mecanismo microbiano envolvido na degradagao, incluindo transporte do
composto para a célula microbiana, produgcdo de enzimas extracelulares, ou
ainda, dos genes envolvidos no processo (AISLABIE & LLOYD-JONES, 1995).

O tipo de solo e o histérico de aplicagao de pesticidas pode influenciar o
microrganismo a ser obtido em uma determinada area. Como pode ser

observado na Tabela 3, o solo da rizosfera de plantas de cana-de-agtcar
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apresentou um maior numero de unidades formadoras de colénias por grama
de solo e, consequentemente, de linhagens bacterianas, quando comparado ao
solo das entrelinhas.

SMITH-GRENIER & ADKINS (1996) isolaram linhagens bacterianas, que
degradam o herbicida diclofop, de solos provenientes do local de lavagem de
embalagens. Esse fenomeno caracteriza-se pelo enriquecimento dos
microrganismos nativos pela deposi¢gao frequente do pesticida presente na
agua de lavagem. Para SANDMANN & LOOS (1984), o isolamento de
linhagens bacterianas degradadoras do herbicida 2,4-D da rizosfera de cana-
de-agucar, foi resultado de aplicagdes continuas do pesticida nas areas de
cultivo e a similaridade da estrutura quimica dos exsudatos radiculares com a
do 2,4-D.

Nesse trabalho, os compostos fendlicos e outros nutritentes liberados
pelas raizes podem ter participado do cometabolismo do herbicida, embora o
potencial das linhagens para a degradagao ter sido, provavelmente, um
resultado da aplicagéo intensiva e repetida exposicao ao composto, levando a
uma adaptagao genética e fisiologica das linhagens, através de mutagéo ou de
outros processos evolucionarios (KARNS, 1990; DAUBARAS &
CHAKRABARTY, 1992).

Os dados obtidos para a caracterizagdo das linhagens bacterianas nesse
trabalho s&o resultado de observagdes em laboratério, o que pode representar
um risco ao entendimento do processo, principalmente pelas condiges 6timas
de crescimento e pelo minimo de interagdes ecoldgicas. Entretanto, para

AISLABIE & LLOYD-JONES (1995), esse tipo de experimento pode fornecer
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informagdes importantes sobre a fonte de carbono ou nitrogénio utilizada pelo
microrganismo ou ainda, sobre o tipo de metabolismo envolvido.

O isolamento de cultura pura de bactérias, pode ser ideal para estudos
genéticos e moleculares da degradagdo, como a atividade das enzimas
degradadoras. Para que ocorra a degradagao de xenobidticos por bactérias do
solo é necessario que enzimas intracelulares e, principalmente, extracelulares
estejam envolvidas. As enzimas extracelulares, secretadas pela biomassa do
solo, apresentam uma condicdo otima para a sua atuagdo e tém como
principais fungbes solubilizar e/ou metabolizar substratos externos a célula;
produzir nutrientes necessarios aos microrganismos; detoxificar contaminantes
ambientais e modificar o micro nicho, com o objetivo de aumentar a
sobrevivéncia da célula. Por isso, a estabilidade da enzima é importante e,
geralmente, ela ocorre devido a ligagao com particulas do solo. TATE Ill (1995)
descreveu que grande parte da atividade enzimatica é resultado de enzimas
ligadas ou adsorvidas na matéria organica e também a uma condigcao étima de
temperatura, pH e equilibrio idnico.

A avaliagao do crescimento das linhagens em meio mineral suplementado
com o herbicida diuron demonstrou, como pode ser observado no item 4.2.1. e
na Tabela 4, que houve diferenca entre as linhagens nas diversas dosagens
testadas. Um crescimento atipico foi encontrado na linhagem D5-6, que
cresceu em meio de cultura suplementado com 10 e 20 ug mL" do diuron,

mas ndao em 5 ug mL" e nos isolados D12-18, D13-7 e D16-12 que cresceram

somente nas concentragdes de 5 e 20 ug mL™"' do herbicida. Essa diferenca de
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crescimento, encontrada em dosagens intermediarias, pode estar relacionada
as condig¢Oes de incubagao das culturas.

Quanto ao experimento desenvolvido para avaliar o crescimento da
linhagem D12-12 em meio liquido com diferentes fontes de carbono e
nitrogénio, os resultados obtidos demonstraram que a linhagem necessita de
uma fonte extra de nitrogénio para o seu crescimento, ndo podendo ser
substituida pelo herbicida. Esses dados estao de acordo com o encontrado por
SHELTON et al. (1996), que descreveram a importdncia de uma fonte de
nitrogénio para a degradagao do diuron por Streptomyces. Segundo os autores
a taxa de degradagao aumentou de 19% com casamino acido para 55% com o
sulfato de aménia.

Quando utilizou-se uma fonte alternativa de carbono, sem o diuron, nao
ocorreu o crescimento da linhagem D12-12, mas na presenga de glicose,
suplementado com o herbicida, ocorreu uma diminuicdo no periodo de
adaptagao (Figura 6 e 7). Os dados nao foram conclusivos para a ocorréncia
de cometabolismo, principalmente porque a dosagem utilizada foi alta (100 ug
mL"), e geralmente cometabolismo ocorre em dosagens baixas ou em
quantidades tragos do composto xenobidtico (WANG et al., 1985).

As linhagens foram identificadas como Acinetobacter baumannii, género
comumente observado em amostras ambientais (DHAKEPHALKAR &
CHOPADE, 1994, DEMNEROVA et al, 1994) e caracterizado pela alta
variabilidade genética e fenotipica, com representantes capazes de degradar

compostos xenobioticos em cultura pura e em consércio (SMITH-GRENIER &
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ADKINS, 1996; SAKAI et al, 1994; BOUCABEILLE et al, 1994) como
observado no decorrer desse trabalho.

A presenga de DNA plasmidial em 46,6% das linhagens testadas nesse
trabalho pode ter sido influenciada pelo método de lise e isolamento de
plasmideo utilizado (ANDERSON & McKAY, 1983; BARBIERI, 1994). Segundo
DEMNEROVA et al. (1994), bactérias isoladas de areas poluidas, incluindo o
género Acinetobacter, podem possuir plasmideos responsaveis pela
degradagdo desses poluentes. BARBIERI (1994), também descreveu a
presenga de plasmideos em 41,5% das linhagens isoladas de solo
contaminado com creosoto, relacionados com a degradagao. Nesse trabalho a
presenga de plasmideos nao foi correlacionada com a degradagao do
herbicida. Para isso, seria necessario a utilizagdo de outras metodologias para
testes de curagem dos plasmideos e avaliagdo do crescimento na presencga do
diuron.

Linhagens isoladas de amostras ambientais, como A. baumannii, podem
apresentar metabolismo fortuito para fontes alternativas de carbono (KNIGHT
et al., 1995) e/ou alta taxa de transferéncia e recebimento de DNA exdgeno
que pode carregar informagbes genéticas especificas como a resisténcia a

antibioticos (NIELSEN et al., 1997a).

5.2. Biodegradacao do diuron
O teste colorimétrico utilizado para avaliagdao do aparecimento da 3,4-
dicloroanilina (DCA), metabdlito primario do diuron, nao foi significativo na faixa

de dosagem testada (2 a 10 ug mL™"). Embora tenha ocorrido uma coloragao
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que pode estar correlacionada com a capacidade da linhagem em
cometabolizar o composto.

A avaliagao, nesse trabalho, da biodegradabilidade do herbicida '*C-
diuron é um resultado da quebra do anel aromético, devido a molécula utilizada
apresentar todos os carbonos do anel radiomarcados. A baixa degradagao do
'“C-diuron, como pode ser observada na Figura 10, pode estar relacionada
com a complexidade da quebra do anel em cultura pura. Segundo ROBERTS
et al. (1993), a quebra da estrutura do anel, por ser mais resistente a
degradagao, pode fazer com que a degradacdo do composto xenobibtico
ocorra lentamente.

Ao se analisar as taxas de degradagdo do diuron técnico encontraram-se
valores entre 3,78 e 14,39%, enquanto que a biodegradabilidade do '“C-diuron
variou entre 1,64 e 2,18%. Os valores mais altos observados na degradacgao do
diuron técnico podem estar relacionados com a utilizagido de outro carbono
presente na molécula, tal como o radical metil (CH3) (Figura 1), que ndo péde
ser quantificado no experimento com '*C-diuron, por ndo estar radiomarcado.

A cromatografia de camada delgada do '“C-diuron revelou um metabdlito
com Rf = 0,31 presente nas amostras inoculadas (Figura 11, Tabela 12),
enquanto que no experimento com o diuron técnico pode ser observado (Figura
9) um pico anterior ao diuron (8.73 minutos). Estes dados podem estar
relacionados a presenca de 3, 4-dicloroanilina, o que nao pdde ser confirmado
em razao da nao injegao da DCA nos dois experimentos.

A taxa observada de mineralizagao do '*C-diuron, em torno de 2%, pode

estar relacionada com as condigées de cultivo das linhagens bacterianas,
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principalmente por ter sido utilizado meio mineral liquido. Talvez a utilizagao de
um outro meio de cultura semi-sélido ou o préprio extrato de solo poderiam

prover melhores condigdes de aumento do inéculo e maior degradacao.

5.3. Ecologia de Acinetobacter baumannii GUS*

Nessa etapa do trabalho, foram obtidos transconjugantes GUS* das
linhagens D12-12, D12-18 e D16-12, mas somente a D16-12 foi utilizada nos
experimentos de monitoramento no solo e na rizosfera. Essa linhagem, na
auséncia e na presenga de plantas de milho, permaneceu no solo por um
periodo de 16 dias (item 4.5.2.).

Segundo ALVEY & CROWLEY (1996), a sobrevivéncia de um consércio
de microrganismos degradadores na rizosfera pode estar relacionado ao papel
das plantas em auxiliar na manutengdo desses organismos, suprindo a
auséncia do herbicida, ou ainda quando esse esta presente em baixa
concentragao.

No bioensaio com plantas de milho, o herbicida diuron afetou o
crescimento causando redugdo da massa da matéria seca (MMS). O aumento
da concentragcdo do herbicida no solo resultou em diminuicdo desse
crescimento (Tabela 17). Foram observados também, sintomas de
fitotoxicidade como murcha e tombamento, nas concentragées de 4 e 40 ug
mL™".

A bactéria Acinetobacter baumannii GUS®*, degradadora do herbicida

diuron foi capaz de promover um crescimento de 33,3% em relagao ao controle
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(Figura 12) e de proteger plantas de milho quando cultivadas em solos
contaminados com 1 e 2 ug g’ de solo de diuron.

Em experimentos com bactérias degradadoras de 2,4-D na rizosfera de
plantas de cana-de-agucar, SANDMANN & LOOS (1984) também sugeriram
um efeito de protecdo das plantas, causado pelas linhagens bacterianas
devido, principaimente, a redugao da concentragdo desse herbicida no solo.

A avaliagao do crescimento de plantas, através da MMS, apresentou um
efeito significativo da bactéria em solos tratados com o herbicida diuron (Tabela
18 e 20). A maior MMS, na presenca de A. baumannii GUS*, estd em
concordancia com o aumento da concentragdo da linhagem na rizosfera
(Tabela 19 e 21). A contagem de outros grupos de microrganismos também
apresentou variagao, relacionada com a presenga do herbicida e da A.
baumannii GUS", talvez por beneficiar grupos resistentes (Tabela 19 e 21).

A rizorremediagao de tricloroetiieno (TCE) por um recombinante de
Pseudomonas fluorescens expressando o tomA® (tolueno-c-monoxigenase) foi
viabilizada pelo plantio de sementes de trigo inoculadas com a bactéria (YEE et
al., 1998). Segundo AJITHKUMAR et al. (1998), a inoculagao de Pseudomonas
aeruginosa possibilitou uma germinagao normal e vigorosa de plantas de
tomate cultivadas em solos contaminados por clorobenzoatos. O vigor das
plantas foi proporcional ao aumento do inéculo por metabolizar algum fator de
promogao de crescimento ou destruir alguma substancia inibitoria.

A atividade microbiana no solo, avaliada através da redugdo de
dimetilsulfoxido (DMSO) para dimetilsulfeto (DMS), pode ser um indicativo da

alteragao provocada por compostos toxicos, o que depende da dosagem e do
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tipo de substancia quimica. A presenga do crémio (Cr) afetou a redugéo de
DMSO linearmente, ou seja, a maior dosagem propiciou uma menor a
atividade, enquanto que o Arsénio (As) apresentou maior efeito em uma
dosagem meédia (SPARLING & SEARLE, 1993).

A aplicagdo de 4 pg g' de solo do herbicida ndo afetou a atividade
microbiana da rizosfera, mas afetou significativamente a atividade do solo
adjacente no primeiro experimento, com um aumento de 15,6% da atividade
em relagdo ao controle (Tabela 18). Para as dosagens menores (1 e 2 ug g’ de
solo de diuron) o solo testado (rizosfera) apresentou uma maior atividade
microbiana no controle e no tratamento com diuron (2 ug g') + A. baumannii
GUS" (Tabela 20). Essa linhagem se estabeleceu na rizosfera, nas dosagens
maiores de diuron (Tabela 19 e 21), aumentando em numero e,
consequentemente sua atividade. Desse modo, pode-se afirmar que o
herbicida agiu como um fator de crescimento para A. baumannii GUS®.

A rizosfera € relativamente favoravel para bactérias auxotréficas que
requerem fatores de crescimento contidos nos exsudados das raizes ou que
sao produzidos por outros microrganismos. Isso pode resultar em
enriquecimento fortuito de organismos degradadores. A rizodeposicdo de
carbono pelas raizes causa um aumento na atividade microbiana do solo e,
sobretudo, no numero da populagdo microbiana. Em certos casos, esse
aumento tem sido correlacionado com a mineralizagao de xenobidticos.
Analogos naturais podem ocorrer nos exsudatos e lisados das raizes ou em

materiais estruturais como a lignina, para os quais os microrganismos tém
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desenvolvido uma larga quantidade de enzimas especificas, capazes de
metabolizar ou cometabolizar esses compostos.

A capacidade de degradacdo de um pesticida ou a resisténcia ao
composto, pode ser util na etapa de sele¢ao de bactérias para a inoculagéo de
sementes. A veiculagdo adequada da bactéria degradadora pode resultar em
uma elevada populagao na rizosfera e, devido a capacidade de promogao de
crescimento de plantas e um maior desenvolvimento das raizes (YEE et al,,
1998), propiciar uma maior area de contato para a degradagao.

A técnica de inoculagdo de sementes pode influenciar a dispersao da
bactéria em solos contaminados o que pode ter implicagdes na biorremediacao
do solo. Um microrganismo, para ser utilizado na remediagao deve combinar a
capacidade de degradar com a habilidade para colonizar um nicho especifico.
A presenga de 2,4-D estimulou a colonizagdo da rizosfera de cevada por
Burkholderia cepacia, bactéria degradadora do herbicida (JACOBSEN, 1997).
A exemplo disso, A. baumannii GUS* também apresentou um aumento na
colonizagao da rizosfera, denominado como vantagem seletiva por JACOBSEN
(1997).

Na auséncia de plantas, outras estratégias de sobrevivéncia podem
beneficiar a populagdo de um determinado microrganismo, como os coldides
do solo e a capacidade de metabolizar uma maior gama de substratos. No
experimento realizado, a linhagem D16-12 de Acinetobacter baumannii foi
capaz de sobreviver no solo por 7 dias apdés a retirada da planta,

provavelmente por encontrar condi¢oes favoraveis no ambiente, tais como
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temperatura, umidade e substratos provenientes do solo ou de residuos de
plantas adequados a sua permanéncia.

E sabido que o uso de sistemas biolégicos para a remediagdo ou
detoxificagdo de solos contaminados por xenobidticos, tem como caracteristica
principal o papel natural dos microrganismos na transformagao, formagéo de
complexos quimicos ou mineralizagdo de contaminantes. Na natureza esses
processos ocorrem de forma lenta e gradual, principalmente pela necessidade
de adaptag@o do metabolismo microbiano. O que ocorre devido a evolugao de
genes necessarios para a produgdo enzimatica; de estruturas analogas
naturais, como a lignina que induzem enzimas semi-especificas, ou da
transferéncia desses genes de um microrganismo para outro.

Para a biorremediagdo de solos contaminados, a aceleragdo desses
processos naturais € importante e pode ser realizada pela estimulagao da
atividade da microbiota natural, pela adicao de nutrientes, de aceptores de
eletrons, pela corre¢gido do pH e do potencial redox do solo. OQutras
metodologias envolvem a inoculagdo de microrganismos com atividade
especifica de degradacao e a aplicagdo de enzimas imobilizadas. As plantas,
de forma indireta, também podem ser utilizadas, principalmente por estimular a
atividade microbiana e estabilizar a estrutura do solo.

Microrganismos capazes de degradar pesticidas apresentam uma
vantagem ecolégica na coloniza¢gdo e na competicdo em solos contaminados,
podendo acelerar a biodegradagéo. Outro mecanismo envolve a capacidade
desses microrganismos de colonizar ambientes especificos, como a rizosfera, e

metabolizar compostos quimicos complexos, como os exsudatos das raizes.
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Nesse trabalho, A. baumannii apresentou capacidade de degradar o herbicida
diuron e de colonizar a rizosfera de plantas sensiveis a esse contaminante,
proporcionando protecao e induzindo crescimento diferenciado.

A fitoremediagéo pode ser uma alternativa para o tratamento de solos
contaminados. A possibilidade da utilizagdo de plantas ornamentais e
forrageiras, inoculadas com bactérias promotoras de crescimento de plantas e
degradadoras de herbicidas, pode possibilitar a descontaminagdo do solo e o
concomitante uso agricola, agregando valor econémico ao processo de
remediacao.

Se a ecologia microbiana for compreendida, pode-se aplicar esse
conhecimento para se definir estratégias de bioremediagdo, ou ainda, de
protecao de plantas que, em condigdes normais, nao poderiam ser cultivadas
em solos contaminados. Dentro do modelo atual de agricultura intensiva, torna-
se interessante esse tipo de estratégia, por respeitar o sistema e promover a

descontamina¢ao do meio ambiente.






6. CONCLUSOES

1. Bactérias com potencial para degradagdo do herbicida diuron foram

predominantes e mais abundantes na rizosfera de plantas de cana-de-agucar.

2. Linhagens de Acinetobacter baumannii foram capazes de biotransformar e

mineralizar o '*C-diuron.

3. O método de conjugacgao utilizado para a transformagéao de A. baumannii
foi eficiente na insergdo do gene marcador gusA com a efetiva expressao do

fendtipo nas linhagens receptoras.

4. A linhagem D16-12 de A. baumannii foi capaz de sobreviver no solo e na
rizosfera e de promover o crescimento de plantas de milho, em solos

contaminados com diuron.

4. Em solos contaminados com diuron a linhagem D16-12 de A. baumannii
apresentou uma vantagem seletiva na colonizagao da rizosfera e protegao de

plantas de milho contra os efeitos fitotéxicos do pesticida.






7. RESUMO

O uso do herbicida diuron para o controle de plantas invasoras é
importante para a cultura da cana-de-agucar. Entretanto, essa atividade pode
gerar efeitos negativos como a contaminacdo do composto ou de seus
derivados no ambiente. Microrganismos do solo sdo capazes de degradar
pesticidas e diminuir seus possiveis efeitos deletérios. Para este trabalho,
amostras de solos foram coletadas em propriedades agricolas com histérico de
aplicagao do diuron e utilizadas para isolamento de bactérias com potencial
para degradagédo. Linhagens bacterianas foram caracterizadas e monitoradas
no solo e na rizosfera de plantas de milho. O solo da rizosfera propiciou um
maior numero de isolados quando comparado ao solo nao rizosférico. A
mineralizag&o do diuron por Acinetobacter baumannii foi de até 2,18% (D16-12)
e a biotransformac&o foi de aproximadamente 14% para a linhagem D12-12.
Posteriormente, o gene marcador gusA foi inserido na linhagem D16-12, que foi
avaliada quanto a sua capacidade de promogao de crescimento e de protecao
de plantas. A. baumannii GUS*, D16-12, colonizou a rizosfera e promoveu um
aumento de 33,3% no crescimento de plantas de milho. As plantas, cultivadas
em solos contaminados com diuron, nao apresentaram sintomas de
fitotoxicidade e cresceram normalmente, quando inoculadas com a bactéria.
Esses resultados demonstram que a capacidade de degradacdo e de
colonizagao da rizosfera por linhagens degradadoras pode proteger plantas

sensiveis em solos contaminados com o herbicida diuron.






8. SUMMARY

The use of diuron to control weeds is important for the growth of
sugarcane. However, this method may cause negative effects, such as
contamination and persistence in the environment. Soil microorganisms can
degrade pesticides, reducing the deleterious effects. Soil samples were
collected from sugarcane farms in which the herbicide had been applied. So,
bacterial strains were isolated and characterised with relation to biodegradation
and monitoring of degrading bacteria in the soil. The rhizosphere showed a
larger number of strains than the non-rhizospheric soil. The mineralization of
diuron by strains identified as Acinetobacter baumannii, was until 2,18% for the
strain D16-12, and the biotransformation was of approximately 14% in the strain
D12-12. After that, the marker gene gusA inserted in the strain D16-12 was
evaluated in relation to the following parameters: plant growth promoting and
plant protection against the damage effect of diuron. Acinetobacter baumannii
GUS’, strain D16-12, was able to colonize the rhizosphere and promote 33,3%
the growth. The corn plants, cultivated in contaminated soil, did not show
phytotoxicity symptoms when inoculated with the strain D16-12. This results
demonstrated that the capacity of degradation and the rhizosphere colonization

by these strains can protect sensitive plants in contaminated soils.
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APENDICE 1. Nimero total de isolados, descriminados por amostras de solos:

Solo 1 (D1)
Solo 2 (D2)
Solo 4 (D4)
Solo 5 (D5)
Solo 6 (D6)
Solo 11 (D11)
Solo 12 (D12)
Solo 13 (D13)
Solo 15 (D15)
Solo 16 (D16)

Solo 18 (D18)

5 6 78 9 10 11

56 7 8 9 9 1011

B9 10 11 12 18 .15

78 910

5 6 78 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19
7 8 10 11

5 6 8 10

6 7 9 10 12 13 14 16
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APENDICE 2. Meios de Cultura e solugdes utilizadas

Meio Minimo

KoHPO, 0,59
(NH4)2SO,4 0,59
MgS0O,4.7h,0 0,59
FeCl;.1H,O 10mg
CaCl, 10mg
MnCl, 0,1mg
ZnS0Oy4 0,01mg

Sol. de vitaminas 2,0ml
H20 destilada 1000 mL
Meio mineral J.E. (MM), (JONES & EDINGTON, 1968)

KoHPO,4 29
MgS0,4.7H.O 029
CaCl,.2H,0 0,19
NaCl 0,1g
FeCls; 0,01g
NH4NO; 0,59

H20 destilada 1000 mL
Meio LB
Triptona 10g
Extrato de lavedura 5g
NaCl 5g
H20 destilada 1000 mL

Meio mineral M9 *

Na,HPO, 6,0g L
KH2PO, 3,0gL"
NaCl 0,5gL"
MgS0,4.7H,0/0,1M 10mL L
CaCl, 1M 10mL L™

agar 15,0g L™
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* Fazer solugao estoque:

Solugdo A
Em 1 litro:
Na,HPO, 60g
KH,PO, 30g
NaCl 05g

Solucgao B;
MgS04.7H,0/0,1M 10mL L

Solucao B,

CaCl, 1M 10mL L™

As solugGes devem ser autoclavadas separadas.
Para fazer um litro de meio de cultura utiliza-se:
100 mL da Solugao A

10 mL da Solugao B;

10 mL da Solucao B,

Completa-se com agua e com o diuron.

Meio de conservacao
- meio LB ou seletivo 0,85mL
- glicerol 0,15mL
Em eppendorf autoclavado com 0,15 mL de glicerol, colocar 0,85mL de
meio LB ou seletivo, apoés 24 horas de incubagao das células bacterianas.

Conservar em congelador.

Solugao Tampao fosfato salino com proteina

NaCl 8,549
KH,PO, 0,3g
NaO-HPO, 0,6g
Peptona 0,1g

H>O destilada 1000 mL






Meio seletivo para fungo - Meio de Martin

KH2PO,
MgSQ0,4.7H,0
Peptona
Dextrose
Rosa bengala
Agar

H>0 destilada

Apds esterilizagdo em autoclave adicionar estreptomicina 0,1 g L™

Meio seletivo para bactérias - King's B

Proteose peptona n° 03

KoHPO,
MgS0,4.7H,0
Glicerol

Agar

H>0 destilada

Meio seletivo para bactérias - Nutriente agar

Peptona

Extrato de carne
Agar

H,O destilada

Meio seletivo para leveduras - YMA + C + T

Extrato de levedura
Extrato de malte
Peptona

Glicose

Agar

H2O destilada

Apds autoclavagem: cloranfenicol (100 mg), tetraciclina (100 mg).

1,09
0,5¢9
509
10,0 g
0,03g
16,0 g
1000 mL

10,09
1,5¢
1:5:g

10 mL
15,09
1000 mL

5049
3,09
15,09
1000 mL

3,09
3,09
50g
10,0g
15,0q
1000 mL
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APENDICE 3. Protocolo conjugagao

Bactéria doadora: Escherichia coli S17-1/\-pir

Meios de cultura e solugdes utilizadas:
1) Meio LB:

- triptona = 10g

- extrato de levedura = 5g

- NaCl = 5¢g

- Agar = 15¢

- Agua bidestilada = 1000 mL

2) meio minimo BD

- KH:PO4=0,72¢g

- KoHPO,=2,8g

- MgS0O, .7H,O = 0,59

- CaCl,.2H,0 = 0,04g

- NaCl =0,4qg

- NH,Cl=14g

- Agar = 30g

- Agua bidestilada deionizada = 2000 mL

3) Solugao 1 BD
- FeClz3=6,6 mg mL"
- EDTA=0,15mgmL"

4) Solucédo 2 BD
- Thiamina HCl = 1 mg mL"
- Ca Pantotenato = 2 mg mL"

- Biotina=1pugmL"

5) Solugao de Sacarose = 10g 100 mL"
6) Solugéo de Glicerol = 10 g 100mL™

7) Solugéo de espectinomicina = 100 mg mL
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Etapas da conjugacéo:

- Preparar meio LB + espectinomicina 50 ug mL™" = LB/spec

- Cultivar E. coli S17 em LB/spec por 24 h a 37 °C

- Inocular uma coldnia isolada em 5 mL de LB/spec (—agar) e incubar por
12ha37°C

Preparar meio BD com diferentes fontes de carbono

ltens 2, 3,4 e 5.

Apds esfriar:

A) BD-SACAROSE
90 mL meio BD
10 mL solugao sacarose
100 plL solugao 1 BD
100 pL solugao 2 BD

Verter em placas de petri.

B) BD-GLICEROL
90 mL meio BD
10 mL solugéo glicerol
100 pL solugao 1 BD
100 pL solugao 2 BD

Verter em placas de petri.

REPICAR AS LINHAGENS A SEREM CONJUGADAS E A E.coli PARA OS
DOIS MEIOS BD/SACAROSE E BD/GLICEROL.
Incubar por 24 h. Selecionar uma fonte de C onde as linhagens receptoras

crescam bem e a E.colinao cresga.
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A CONJUGAGAO:

Preparar :

5 mL LB/spec + E.coli, incubar 24h/37°C
5 mL LB + Linhagem receptora, incubar 48h/32°C

Em tubos para centrifugagao:

Centrifugar as células 4000 rpm/10 min.
Remover o sobrenadante e ressuspender as células em LB
Centrifugar novamente as células 4000 rpm/10 min.

Remover todo o sobrenadante e ressuspender:

E.coliem 1 mL de meio LB

Linhagem receptora em 0,25 ml de meio LB

Inocular 100 pL de cada suspensao de células em placas de LB, espalhar
com o auxilio de uma alga de Drigalsky.
5 repeti¢coes

Inverter as placas e incubar a 28°C.

Selecao de transconjugantes marcados com GUS*

Preparar suficientes placas de BD com a fonte de C onde somente a
receptora cresga, 4 placas por repeticao, adicionar solugao 1 BD, solugao 2
BD e ESPECTINOMICINA 100 pg mL™.

Com as placas cobertas com uma densa camada de células, pipetar 2 mL
de H>O destilada esterilizada, ressuspender as células com o auxilio de
uma alga e transferir 1,5 mL desta suspensao para tubos de Eppendorf.
Fazer uma diluigio seriada a partir da suspenséo de células original = 10 X,
100 X e 1000 X.

Plaquear 100 puL de cada diluigdo no meio seletivo BD + Fonte de C +
espectinomicina 100 pug mL.

Inverter as placas e incubar a 28 °C.

Selecionar todas as colénias obtidas

Checar as placas, o ideal € quando mostrarem de 20-50 colénias dispersas
e isoladas.

Repicar até obter col6nias puras.
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Detecgao do gene GUS na linhagem marcada.

- Componentes:
IPTG: dissolver 50 mg em 1 mL de &agua destilada esterilizada,
filtroesterilizar e estocar a —20 °C.
Espectinomicina = 100 mg mL™" |, filtroesterilizada.
X-glc: dissolver 50 mg em 1mL de DMF (N,N-dimetilformamida) e estocar a
—20 °C. Sensivel a luz e ao aquecimento.

Concentragoes finais no meio de cultura:

IPTG =40 ug mL™

X-glc = 100 ug mL"

Espectinomicina = 100 ug mL™

Preparar meio BD + IPTG + X-glc + espectinomicina + Fonte de C.
Repicar as linhagens marcadas para as placas.

Linhagens Gus* apresentarao colonias azuis no meio de cultura.
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Figura 13. Recuperacgéao da linhagem de A. baumannii Gus* D16-12, em meio

de cultura suplementado com X-gic e IPTG.
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Figura 14. Detalhes da colonizacao de raizes de milho por A. baumannii Gus*

D16-12, na superficie e no interior das raizes.
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Figura 15. Raizes de milho incubadas em meio de cultura com o substrato

(X-gicA) e o indutor (IPTG), apresentando coloragdo azul, demonstrando a
presenca do gene GUS e a distribuicdo da A. baumannii Gus* D16-12, nas

raizes.
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