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RESUMO

Nos sistemas convencionais, a utilizacdo de herbicidas tornou-se indispensavel na agricultura
para a manutencdo da producdo. Em contrapartida, essas substancias causam estresse oxidativo
em microrganismos nao-alvo, selecionando fenotipos tolerantes. Poucos trabalhos tém
investigado se microrganismos podem sobreviver frente a herbicidas sem prévia selecdo e ainda
ndo esta claro se 0s mecanismos que envolvem a tolerancia realmente precisam ser previamente
selecionados. Assim, este trabalho teve o objetivo de avaliar se Stenotrophomonas sp. CMA26,
uma linhagem tolerante ao Heat sem historico de prévia exposicdo para este herbicida, pode
apresentar sistemas de resposta para sobreviver em concentragcdes maiores do que as utilizadas
em agricultura. A linhagem CMAZ26 foi submetida a testes de estresse oxidativo (teste de
tolerancia, curva de crescimento, quantificacdo de peréxido e malondialdeido) e avaliacdo dos
sistemas de respostas capacidade de degradacéo e atividade de enzimas antioxidantes catalase
e glutationa S- transferase, frente ao herbicida Heat na concentracdo equivalente a utilizada em
campo, bem como para 10 e 50 vezes essa concentracdo. Os resultados indicaram que a
linhagem CMA26 apresentou uma condicdo de estresse temporaria em periodos iniciais do
crescimento, que foi superada por meio da ativacdo e modulacdo das atividades das enzimas
catalase e glutationa S- transferase. A tolerancia a diferentes concentrac@es de Heat, bem como
a auséncia de degradacédo do herbicida pela linhagem CMAZ26 e por outros isolados do mesmo
ambiente, parecem indicar que a primeira esta relacionada & uma resposta enzimatica
generalizada, independente de prévia selecdo e a segunda é possivelmente um processo
dependente de selegcdo. Estes mecanismos possivelmente poderdo ser encontrados em outros
microrganismos, uma vez que em solo, os agrotoxicos podem estar direcionando a selecdo de
microrganismos tolerantes, mas nao degradadores, impactando na estrutura populacional e na
funcionalidade da microbiota. Na reducdo de degradacdo, os agrotoxicos podem estar
permanecendo no solo como contaminantes ambientais, e chegando a ambientes aquaticos por
deriva.

Palavras-chave: Metabolismo bacteriano; plasticidade metabdlica; evolucdo bacteriana;

agrotoxicos; enzimas antioxidativas.



ABSTRACT

In conventional systems, the use of herbicides has become essential in agriculture to maintain
production. In contrast, these substances causing oxidative stress in non-target microorganisms,
tolerant phenotypes. Few studies have investigated whether microorganisms can survive against
herbicides without prior selection, and it is still unclear whether the mechanisms that involve
tolerance will be selected. Thus, this work evaluated whether Stenotrophomonas sp. CMAZ26,
a Heat tolerant strain with no history of prior exposure to this herbicide, may have response
systems to support in greater than those used in agriculture. The CMAZ26 strain was subjected
to oxidative stress tests, as tolerance, growth curve, the quantification of peroxide and
malondialdehyde. Also was evaluated the response systems, represented by degradation
capacity and activity of antioxidant enzymes catalase and glutathione S-transferase, against the
herbicide Heat at the concentration equivalent to that used in the field, as well as at 10 and 50
times that concentration. The results indicated that the CMAZ26 strain has a temporary stress
condition in early growth periods, which was overcome by activating and modulating the
activities of catalase and glutathione S-transferase enzymes. The tolerance to different levels of
heat, as well as the absence of herbicide degradation by the CMAZ26 lineage and by others
granted from the same environment, seems to indicate that the first is related to a generalized
enzymatic response, independent of previous selection, and the second is possible a dependent
selection process. These combined mechanisms will be found in other microorganisms, since
in soil, pesticides may be directing the selection of tolerant microorganisms, but not degrading
ones, impacting the population structure and functionality of the microbiota. In reducing
degradation, pesticides may be remaining in the soil as environmental contaminants, and reach
aquatic environments by drift.

Keywords: Bacterial metabolism; metabolic plasticity; bacterial evolution; pesticides;

antioxidant enzymes.
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1 INTRODUCAO

1.1 AGRICULTURA E UTILIZACAO DE HERBICIDAS

A agricultura depende fortemente da utilizacdo de agrotdxicos, para o controle de
pragas, sendo esse um pré-requisito para manutencao do rendimento das culturas e sustentacdo
do crescimento populacional (STENR@D, 2015; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Desde
2002, autores ja projetavam uma duplicacdo da demanda global de alimentos nos proximos 50
anos (TILMAN et al., 2002). A partir dai houve um aumento mundial no uso de agrotdxicos
(SINGH; SINGH, 2016). Em contraste, reducdes no uso de agrotdxicos sem afetar a
lucratividade e rendimento das culturas ocorreram em 59% de 946 fazendas ndo organicas da
Franca, correspondendo a uma reducdo média de 37, 47 e 60% no uso de herbicidas, fungicidas
e inseticidas, respectivamente. Porém, tais reducdes implicariam em mudancas profundas na
organizacdo do mercado e na balanca comercial (LECHENET et al., 2017).

Herbicidas sdo agrotéxicos amplamente utilizados na agricultura para protecdo de
cultivos no controle de ervas daninhas, principalmente por serem um método facil, econdmico
e eficaz (SINGH; SINGH, 2016). Mas o excesso de confianca e a dependéncia no controle
quimico, associadas a demanda de producdo agricola, passou a ameacar a sustentabilidade dos
sistemas produtivos pela selecéo de pragas resistentes, além da promogao de impactos na satde
e no meio ambiente (BARZMAN et al., 2015). Ervas daninhas resistentes a herbicidas foram
observadas desde os primeiros anos de desenvolvimento de herbicidas, nas décadas de 1950 e
1960 (PETERSON et al., 2018). Desde entéo, a resisténcia tornou-se cada vez mais comum,
levando agricultores a usar variedades e quantidades maiores de herbicidas para controla-las,
ameacando muitos ecossistemas por poluicdo (SINGH; SINGH, 2016). Em ecossistemas de
solo, o uso indiscriminado de herbicidas pode elevar os niveis de toxicidade bem como
promover alteragdes no metabolismo funcional e diminuicdo do potencial produtivo
(OLCHANHESKI et al., 2014; TOMKIEL et al., 2018). Outro fator preocupante é a
persisténcia de metabolitos tdxicos, como dos herbicidas Garlon XRT (triclopyr) e Arsenal
Powerline (imazapyr), encontrados em solos por mais de um ano apos a aplicacdo (JIMMO et
al., 2018).

Herbicidas podem ser transportados para ambientes aquaticos por lixiviacdo ou
escoamento superficial, contaminando aguas subterraneas ou fontes de agua superficiais
distantes do local de aplicacdo (HUANG et al., 2017), e apresentar persisténcia (STENR@D

2015). Ametryn, atrazina, diuron, hexazinona e tebuthiuron séo herbicidas que apresentaram
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meias-vidas consistentemente maiores que um ano em ensaios que simularam ambientes
marinhos, devido a pouquissima atividade de degradacdo (MERCURIO et al. 2015). Assim,
apesar de sua importancia na promocao da agricultura, o uso de herbicidas implica em

problemas de contaminagdo ambiental promovendo impactos em muitos ecossistemas.

1.2 IMPACTOS DE HERBICIDAS EM ESPECIES NAO-ALVO

Devido seu potencial de contaminacao, tanto em solo quanto em &agua, os herbicidas
podem atingir outras espécies que nao sejam plantas daninhas, ditas espécies nao-alvo, e
promover impactos (HASENBEIN et al., 2017; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Esses
impactos ocorrem porque 0 modo de acdo da maioria dos herbicidas se d& sobre enzimas que
néo séo exclusivas de plantas daninhas (THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019).

Atrasos significativos no pico da floracdo e redugdes na producdo de flores foram
observados em espécies de plantas selvagens do Canada e Dinamarca expostas aos herbicidas
bromoxinil, ioxinil, metsulfuron-metil, clopyralid e glifosato (CARPENTER et al. 2020). O
glifosato também promoveu letalidade e reducBes no crescimento de plantas nativas das
florestas do Chaco, na Argentina (FERREIRA et al., 2017).

Além de comunidades vegetais ndo-alvo, herbicidas também podem causar efeitos
toxicos, a longo prazo, em concentracdes relativamente baixas em animais, como no
microcrustaceo Daphnia magna. A alimentacdo deste organismo com algas verdes
Pseudokirchneriella subcapitata expostas a diuron e hexazinona provocou reducdes em
diferentes indices de sobrevivéncia, configurando que estes herbicidas causam efeitos
transgeracionais negativos na cadeia alimentar (HASENBEIN et al., 2017). Em insetos, 0s
herbicidas dicamba e 2,4-D promoveram redugdes na propor¢do de machos em uma populacéo
de joaninhas Coleomegilla maculata, além disso, as larvas da mesma espécie sofreram
letalidade em exposicdo ao 2,4-D (FREYDIER; LUNDGREN, 2016). Outros trabalhos
demonstraram que cupins Macrotermes bellicosus, podem ter mobilidade reduzida e sofrer até
100% de mortalidade se forem pulverizados ou entrarem em contato com vegetais submetidos
aos herbicidas Vestamine, cuja molécula ativa é 0 2,4-D, e Ultrazine, que tem a atrazina como
molécula ativa (EJOMAH; ID; EKAYE, 2020).

Vertebrados também sofrem danos causados por herbicidas. O peixe Pacu, Piaractus
mesopotamicus, submetido a doses subletais e ndo letais do herbicida atrazina, exibiu
movimentos de natacdo prejudicados e necrose no figado e rim (DELCORSO et al., 2020).
Girinos de Dendropsophus molitor, espécie endémica da América do Sul, expostos ao herbicida
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Roundup Active, apresentaram diversas alteracdes histoldgicas cronicas no figado (RIANO et
al., 2020). Camundongos, ap6s exposicdo ao 2,4-D, passaram a exibir problemas na
espermatogénese, devido a diminuicdo dos niveis de colesterol e de testosterona nas células
Leydig (HARADA et al., 2016). Em humanos, muitos trabalhos tém demonstrado que a
exposicao a doses cronicas de herbicidas causam danos a saude (VAN BRUGGEN et al., 2018).
Em células A549, por exemplo, alteracGes em DNA e apoptose foram induzidas pelo herbicida
Roundup (HAO et al., 2019). Outras alteracbes em DNA, como aberra¢fes cromossémicas e
micronucleos aumentaram em linfocitos humanos expostos ao glifosato (SANTOVITO et al.,
2018). Até mesmo problemas de fertilidade masculina, como redugdo na motilidade de
espermatozoides, podem ser causados por exposic¢ao ao 2,4-D (TAN et al., 2016).

Por fim, um grupo de espécies ndo-alvo a ser destacado sdo as comunidades
microbianas. Em termos de ecossistema, 0s microrganismos desempenham papéis essenciais,
como regulacdo do ciclo do nitrogénio (CROUZET et al., 2016), ciclo do carbono, ciclagem de
nutrientes e muitos outros processos, chamados ciclos biogeoquimicos (FIERER, 2017). Desse
modo, quando microrganismos entram em contato com herbicidas, principalmente por presséo
de selecdo, ocorrem impactos nesses processos ecoldgicos desempenhado por eles
(OLCHANHESKI et al., 2014; DOBRZANSKI et al., 2018). A médio e longo prazo, esse efeito
tem prejudicado irreversivelmente a fisica e a fertilidade dos solos. Desequilibrios no ciclo do
nitrogénio, por exemplo, ocorreram em solos expostos ao mesotrione (CROUZET et al., 2016)
e ao clomazone (DU et al., 2018a) por alteracfes na diversidade e abundancia de bactérias
fixadoras de nitrogénio, nitrificantes e desnitrificantes. Outros microrganismos, como 0s
pertencentes ao filo Acidobacteria, envolvidos em processos biogeoquimicos, tiveram
abundancia reduzida na rizosfera de milho e soja apds a aplicacdo prolongada de glifosato
(NEWMAN et al., 2016). A aplicacdo de herbicidas como bispiribaque sédico (KUMAR et al.,
2020) e fomesafen (WU et al., 2018), além de alterar a estrutura de comunidades microbianas,
podem também reduzir as atividades enzimaticas do solo, diminuindo sua qualidade. E possivel
observar esse efeito em redugdes no rendimento de culturas de milho e trigo tratadas com 0s
herbicidas carfentrazona-etilica (TOMKIEL et al., 2018), terbutilzilazina, mesotrione, s-
metolacloro (BOROWIK et al., 2017), flufenacet e isoxaflutol (TOMKIEL et al., 2019).

A partir disso pode-se afirmar que o estudo sobre herbicidas como contaminantes
ambientais é fundamental uma vez que eles causam impactos em espécies ndo-alvo como as de
microrganismos, acarretando prejuizos a fungdes essenciais nos ecossistemas como, fixacao de

nitrogénio, ciclagem de nutrientes, entre outros.
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1.3 HEAT E SAFLUFENACIL: CARACTERISTICAS E POTENCIAL DE IMPACTOS EM
ESPECIES NAO-ALVO

O herbicida comercial Heat, € um agrotoxico relativamente novo, desenvolvido em 2010
(YANG et al., 2020). Heat contém o saflufenacil como molécula ativa, e é utilizado para o
controle de plantas daninhas em culturas como a de cana-de-agucar, milho, trigo, algodédo e
soja, como alternativa ao glifosato, devido a selecdo de resistentes (MONQUERO et al., 2012;
BARCELLOS JUNIOR et al., 2020).

O modo de acéo do herbicida se da por meio da inibicéo da protoporfirinogénio oxidase,
a Protox, enzima que participa da sintese da clorofila e dos citocromos. Em resposta a essa
inibicdo, os niveis de protoporfirinogénio aumentam no cloroplasto, que acaba migrando para
o citoplasma e é convertido para protoporfirina-1X. Este horménio, em presenca de luz e
oxigeénio, gera Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), provocando rompimento das membranas
celulares com a peroxidacao de lipideos e proteinas, resultando em morte celular (BASF, 2017;
KAUR, 2019).

A Protox ndo é uma enzima exclusiva de plantas daninhas. Isoformas ndo-homélogas
dessa enzima ja foram identificadas em outras plantas e em diversos procariontes como
bactérias Gram-positivas aerdbicas ou facultativas, pertencentes ao filo Firmicutes, e em
algumas Gram-negativas como Escherichia coli e Salmonella, além de algumas cianobactérias
(THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Alem disso, a molécula de saflufenacil apresenta os
elementos quimicos fldor (F) e cloro (CI), pertencentes ao grupo dos halogénios, que tém como
caracteristica a alta eletronegatividade. Assim, F e Cl conferem ao herbicida as caracteristicas
de alta atividade oxidante (ROVIDA et al., 2021)

Atualmente, o saflufenacil tem registro para uso no Canada e no Estados Unidos, mas
ndo para os paises da Unido Europeia. Para 0s proximos anos se preveem grandes aumentos no
uso do herbicida, devido a crescentes pressdes regulatérias sobre o glifosato (GAUTHIER,;
MABURY, 2020). No Brasil, esse herbicida foi recentemente registrado e ha poucas
informacdes publicadas sobre os efeitos residuais, como o comportamento em solos (BEATRIZ
et al., 2018). Porém, alguns trabalhos tém apontado uma forte relacdo entre retencdo de
saflufenacil no solo e alto teor de matéria organica, podendo representar um risco ambiental
significativo para a contaminacao nestas condi¢cdes e em massas de dgua subterraneas por deriva
(MONQUERO et al., 2012; BARCELLOS JUNIOR et al., 2020). Essa condi¢ao, somada & sua
alta solubilidade em &gua, aumentam ainda mais o potencial de contaminacdo aquatica pelo
herbicida (GAUTHIER; MABURY, 2020).
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Apesar dos riscos ecoldgicos ainda ndo estarem completamente elucidados na literatura,
sugere-se que o saflufenacil também promova em impactos em espécies ndo-alvo, como as de

microrganismos, devido as caracteristicas da molécula e do seu modo de acéo.

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO CAUSADO POR HERBICIDAS EM MICRORGANISMOS

A maioria dos danos causados em ervas daninhas pela aplicacdo de herbicidas esta
relacionado com a superproducdo e o acumulo de ERO que resulta em distarbios metabdlicos
celulares (IMLAY, 2019). Esses mesmos eventos de desequilibrio de ERO podem também
promover danos em espécies ndo-alvo como em comunidades microbianas (KAUR, 2019). A
caracteristica oxidante das ERO podem danificar a maioria das biomoléculas, inclusive causar
alteracbes em DNA (LUSHCHAK, 2014; IMLAY, 2019), e promover peroxidacdo lipidica
(KAUR, 2019). A peroxidacéo lipidica que ocorre nas ligacGes duplas de acidos graxos poli-
insaturados, presentes principalmente nas membranas citoplasmaticas de bactérias, levam a
formacdo de malondialdeido (MDA), um produto aldeido citotoxico que pode reagir com
proteinas celulares ou DNA, resultando em danos (TSIKAS, 2017; KHYADE; PHULE;
MURAD, 2019).

Apesar das ameacas as biomoléculas em microrganismos aerobios, a formacao de ERO
ocorre durante o processo de producao de ATP. Em condi¢Bes normais, aproximadamente 90%
do oxigénio (O2) consumido no processo é reduzido diretamente a agua (H20) pelo citocromo
oxidase, enquanto os outros 10% acabam resultando na formacdo de ERO, com o radical
superoxido (O2). Rapidamente, Oz é convertido em perdxido de hidrogénio (H202), pela agdo
da enzima superoxido dismutase (SOD), e posteriormente em H20 e O pela acdo da catalase
(CAT) (LUSHCHAK, 2014; VENDITTI; DI MEO, 2020).

Fatores como exposi¢do a radiacdo ionizante e ultravioleta; e a agrotoxicos como 0s
herbicidas, podem desequilibrar a producéo e eliminacao de ERO. Esse desequilibrio, chamado
estresse oxidativo, pode causar danos em microrganismos (LIGUORI et al., 2018; IMLAY,
2019). Em E. coli DH5-¢, os efeitos toxicos do herbicida mesotrione foram identificados pelo
aumento significativo nos niveis de MDA e diminuicdo nas taxas de crescimento em relacéo ao
controle, indicando uma situagédo de estresse oxidativo (OLCHANHESKI et al., 2014). Este
herbicida também induziu aumentos significativos na producdo de H.O2 em Pantoea ananatis
(PRIONE et al., 2016). O 2,4-D provocou estresse oxidativo em E. coli BL21 e induziu
alteraces fenotipicas na superficie celular e em vias metabolicas vitais, incluindo fosforilagéo

oxidativa, biossintese e metabolismo de macromoléculas (BHAT et al., 2015).
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Para eliminar ou minimizar os danos que as ERO possam causar, 0S microrganismos
aerdbios possuem um sistema antioxidante complexo e multinivel, que opera em conjunto para

manter os niveis de producéo e eliminacdo de ERO equilibrados (LUSHCHAK, 2014).

1.5 SISTEMAS DE RESPOSTA ANTIOXIDANTE EM BACTERIAS

O sistema de resposta antioxidante bacteriano pode utilizar de moléculas nao
enzimaticas, como a glutationa (GSH), ou necessitar da atividade de enzimas
(HASANUZZAMAN et al., 2017). As principais enzimas deste sistema atuam de maneira
integrada, como a SOD e a CAT (KAUR, 2019). Outras enzimas, como a GST, que atua na
desintoxicacdo de xenobioticos utilizando glutationa (GSH) para formar conjugados, também
pode auxiliar na manutencéo da estabilidade redox celular (ALLOCATI et al., 2003).

A regulacdo do sistema antioxidante depende de ativacdo de sensores que monitoram
diferentes sinais redox dentro da célula bacteriana, como o aumento nos niveis de ERO. Os
principais sensores incluem o sistema regulon soxRS e o fator de transcricdo OxyR
(GAMBINO; CAPPITELLI, 2016). O regulon soxRS detecta 0 Oz e induz a transcri¢do de
dezenas de genes que codificam proteinas que ajudam a suprimir a toxicidade O, como a SOD
(IMLAY, 2015). Ja o OxyR, por sua vez, detecta H>O> e ativa a transcri¢cdo de varios genes
envolvidos na defesa antioxidante, como katG, que codifica a CAT HPI (IMLAY, 2015;
GAMBINO; CAPPITELLLI, 2016). Desse modo, quando ha um aumento nos niveis de ERO em
bactérias submetidas a condicdes estressantes, como exposicao a herbicidas, hd um aumento da
atividade de enzimas antioxidantes, para garantir a sobrevivéncia da célula (GRAVINA et al.,
2017). Em P. ananatis, por exemplo, aumentos na atividade de GST e um sistema de CAT
polimorfica controlaram de maneira eficiente 0 estresse oxidativo causado por mesotrione
(PRIONE et al., 2016). E. coli apresentou um modelo de plasticidade fenotipica com diferentes
isoformas de SOD e CAT, para controlar os niveis de ERO induzidos pela presenca
de Gramoxone (GRAVINA et al., 2017).

A partir disso, percebe-se a importancia dos mecanismos de respostas antioxidantes em
microrganismos, que permitem rapida adaptacdo a ambientes sujeitos a intensas mudangas nos

constituintes quimicos, como o de solo agricola (GRAVINA et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/phenotypic-plasticity
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1.6 MECANISMOS DE EVOLUCAO EM BACTERIAS

A evolucéo e a ecologia séo frequentemente entendidas como processos antagonicos: a
evolucdo sendo um processo lento, indetectavel e que ocorre durante longos periodos, e a
ecologia, um processo dindmico que responde rapidamente as mudancas ambientais
(HILTUNEN; VIRTA; ANNA-LIISA, 2017). No entanto, a evolucdo se d& pela conjuncéo de
ecologia e genética, envolvendo processos basicos como nascimentos, mortes, interacGes
ecologicas, mutacdes e selecdo (LENSKI, 2017).

Um dos principais grupos de organismos nos quais se observa a dinamicidade da
evolucdo sdo as bactérias. Em espacos curtos de tempo bactérias apresentam mudancas
marcantes em varias caracteristicas para a adaptacdo, desde comportamento a fisiologia
(LENSKI, 2017). A evolugéo da resisténcia a antibioticos, por exemplo, é provavelmente o
caso melhor documentado atualmente (HILTUNEN; VIRTA; ANNA-LIISA, 2017).

A evolucdo observada em bactérias pode ser explicada por alguns fatores genéticos,
como mutacgdes espontaneas ou induzidas por uma continua pressdo seletiva (RANGASAMY
et al., 2018). Porém, o principal fator responséavel pela velocidade da evolucdo € a troca de
material genético entre células bacterianas por transferéncia horizontal de genes (THG)
(MAILLARD, 2018). Bactérias também podem atingir grandes tamanhos populacionais em
tempos curtos de geracdo, 0 que aumenta a probabilidade de fixagcdo de mutacbes (HALL;
BROCKHURST; HARRISON, 2017). A obtengcdo de novos genes por THG supera a
necessidade de modificacdo gradual dos genes preexistentes (GILLINGS, 2017). Eventos
mutacionais raros, por exemplo, precisam ocorrer apenas uma vez, e poderdo ser disseminados
amplamente por THG na comunidade (HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017). Desse
modo, a THG permite as bactérias a diversificacdo do pool génico, o que facilita a colonizacdo
de novos nichos ecoldgicos e a adaptacdo a mudancas nas condi¢cdes ambientais (OLSZAK et
al., 2017). Em ambientes como os de solo agricola, microrganismos sdo expostos a condicdes
muito variaveis, como alteracbes em pH, temperatura, pressdo osmotica e, principalmente,
exposicdo a agrotoxicos (ULTEE et al., 2019). Essas condi¢des sdo agentes de selecdo de
microrganismos que possuem caracteristicas vantajosas obtidas por THG. Desse modo, as
microbiotas de ecossistemas agricolas, como filosfera e rizosfera, possuem potencial para taxas
elevadas de THG, ndo porque as taxas globais sdo aumentadas, mas porque as taxas percebidas
de THG séo maiores, em decorréncia da forte pressao seletiva (GILLINGS, 2017).

Um dos sistemas reguladores da THG ¢é o sistema SOS, que induz a expressdo de genes

envolvidos no reparo e recombinacdo do DNA em resposta a danos nessa molécula. Agentes
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que promovem estresse oxidativo sdo gatilhos potenciais para a resposta SOS (GILLINGS,
2017). Antibioticos e agrotoxicos, como os herbicidas, sdo agentes conhecidos por causarem
estresse oxidativo em bactérias (LIGUORI et al., 2018; LU et al., 2018). Desse modo, a
exposicao a esses agentes pode influenciar a THG.

Durante a THG o material genético que circula entre diferentes células bacterianas é
chamado de elemento mével (HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017). Os principais
elementos modveis sdo os plasmideos, profagos, transposons e elementos conjugativos
integrativos (GILLINGS, 2017). Os plasmideos sdo moléculas circulares de DNA que se
replicam independentemente do cromossomo hospedeiro (SAN MILLAN; MACLEAN, 2019).
Ja os profagos s@o os genomas de bacteriofagos que foram inseridos no cromossomo bacteriano
(OLSZAK et al., 2017). Os transposons sdo elementos de DNA que podem se mover entre
locais do proprio cromossomo. De maneira similar aos transposons, 0s elementos conjugativos
integrativos, sdo genes que sdo integrados ao cromossomo bacteriano, mas obtidos de outras
bactérias (GILLINGS, 2017).

Os principais mecanismos pelos quais a THG ocorre sdo conjugacao, transducao ou
transformacdo (RANGASAMY et al., 2018). A conjugacdo permite a transferéncia de DNA
entre as células por meio do contato fisico direto (HILTUNEN; VIRTA; ANNA-LIISA, 2017).
Durante o processo de conjugacdo, 0 DNA ¢é transferido por um sistema de secrecdo tipo 1V,
através de um pilus, entre as bactérias doadoras e receptoras (COSTA et al., 2016).

A transducdo, por sua vez, envolve a transferéncia de DNA por meio de bacteriéfagos,
que sdo virus que infectam bactérias (HILTUNEN; VIRTA; ANNA-LIISA, 2017). Esse
mecanismo ocorre baseado no ciclo de vida do bacteriéfago, que pode ser litico ou lisogénico.
Esses ciclos envolvem pelo menos cinco estagios: adsorcdo a célula bacteriana, injecdo de
material genético, montagem, liberacdo e posterior transmissdo de virions (OLSZAK et al.,
2017). Apds a injecdo de material genético, dependendo da condicdo fisiologica da célula
bacteriana e do tipo de virus, o genoma do bacteriéfago pode permanecer livre no citoplasma
ou pode ser incorporado no genoma do hospedeiro (profago). Esses segmentos de DNA
codificam para a sintese de novas particulas de virus (OLSZAK et al., 2017). Posteriormente,
durante o processo de montagem dos virions, fragmentos de DNA bacteriano podem ser
empacotados juntamente com o profago, e na etapa de liberacdo dos virions 0 DNA bacteriano
incluso no profago pode ser transferido para outras células durante a proxima rodada de
infeccdo (GILLINGS, 2017).

Por fim, a transformacdo é o processo no qual pequenos fragmentos de DNA livres no
ambiente sdo absorvidos por bactérias (HILTUNEN; VIRTA; ANNA-LIISA, 2017). O
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transporte fisico desse DNA através da membrana celular é realizado por mecanismos
semelhantes a conjugacdo. O DNA pode ser proveniente de células lisadas ou DNA secretado
por outras células, como ocorre em biofilmes (HALL; BROCKHURST; HARRISON, 2017).
Biofilmes sdo amplamente discutidos na literatura referente a ambientes aquéticos, mas estéo
presentes também em solo, e tem papel fundamental na sobrevivéncia da microbiota sob
estresse ambiental (WU et al., 2019).

Depois da integracdo na nova célula, o DNA recém-transferido por THG deve conferir
uma vantagem seletiva ao novo hospedeiro para que seja mantido a longo prazo entre as
geragdes. A vantagem seletiva deve superar o custo de sua manutengdo, caso contrario, 0 DNA
sera perdido por selecdo negativa ou por deriva genética (SAN MILLAN; MACLEAN, 2019).

Ao longo do tempo, varios fendtipos complexos e ecologicamente importantes foram
adquiridos ou expandidos via THG, incluindo fotossintese procaridtica, simbiose, e vias
metabdlicas como as de biodegradacdo de xenobidticos (GILLINGS, 2017). A anélise do
genoma de uma linhagem de P. putida degradadora de difenilamina revelou que a capacidade
de degradacdo foi adquirida pelo recrutamento de operons bphetdn via THG
(PAPADOPOULOU et al., 2018). Na linhagem de Pseudomonas sp. C5pp, degradadora do
inseticida carbaril, os genes envolvidos na degradacdo estavam presentes em integrons e
transposons (TRIVEDI et al., 2016). Genes para degradacédo de herbicidas séo frequentemente
encontrados em plasmideos como o0s associados a degradacdo de linuron
em Hydrogenophaga sp. (WERNER et al., 2020) e em linhagens do género Variovorax
(OZTURK et al., 2020). Outro exemplo é o de B-proteobactérias extraidas de campos de arroz,
cujos genes para a degradacéo de 2,4- D estavam contidos em elementos moveis especialmente
em plasmideos (NGUYEN et al., 2018). Outros fen6tipos importantes como bombas de efluxo
tém sido cada vez mais identificados em plasmideos (LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015).

Genes relacionados com controle do estresse oxidativo também podem ser obtidos por
THG. A andlise filogenética de Xanthomonas oryzae pv. oryzicola mostrou que o gene
xoc_2868, envolvido na resposta ao H20., foi obtido de um antepassado Burkholderiaceae
(FANG et al., 2019). Em isolados de Acidihalobacter tolerantes a altas concentragdes de metais
e ao estresse oxidativo, analises in silico evidenciaram que genes de tolerancia, incluindo para
catalase, foram obtidos por THG (KHALEQUE et al., 2020). Em outro trabalho, apenas
isolados de Acinetobacter baumannii que continham o gene katG em elementos moveis
sobreviveram a exposi¢do ao H.0> (WRIGHT et al., 2017).

A THG fornece uma oportunidade ilimitada para troca de material genético, acelerando
a evolucdo de novos fenotipos para a adaptacdo (PHALE; SHAH; MALHOTRA, 2019). Em
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contrapartida, da perspectiva da satde humana, a THG configura um problema, uma vez que
acelera a evolucdo de fenotipos de resisténcia a antibidticos (HILTUNEN; VIRTA; ANNA-
LIISA, 2017). Desse modo, cada vez mais se fazem necessarios estudos integrados entre as
areas clinica e ambiental, no esfor¢co de compreender as interagdes complexas da comunidade

microbiana, para solugdes mais efetivas para problemas como a resisténcia a antibidticos.

1.7 PRESSAO SELETIVA E SISTEMAS DE RESPOSTAS EM MICRORGANISMOS

Solos agricolas sdo muito variaveis e bactérias adaptadas a esses ambientes dispdem de
alguns fendtipos relacionados a resisténcia e a tolerancia (AHMAD et al., 2017; SHAHID;
ZAIDI; SAGHIR KHAN, 2020). A resisténcia é a capacidade de impermeabilidade celular ao
efeito tdxico de poluentes em concentragdes inibitdrias minimas (BRAUNER et al., 2016). Ja
atolerancia, é a capacidade do microrganismo de sobreviver a exposicao transitdria a poluentes,
mesmo em altas concentragdes (YAN; BASSLER, 2019). Ambas podem ocorrer devido a
mutacdes espontaneas em genomas microbianos, ou induzidas por uma continua pressao
seletiva, como a exposicdo a agrotdxicos que ocorre frequentemente em solo agricola
(MAILLARD, 2018). Esses genes mutantes podem ser disseminados para os descendentes e
ainda para outras espécies bacterianas por THG (RANGASAMY et al., 2018; YAN;
BASSLER, 2019).

Microrganismos com fenoétipos resistentes ou tolerantes geralmente possuem uma
vantagem no crescimento sobre 0s que ndo os apresentam, principalmente em ambientes onde
ocorre pressdo seletiva (BRAUNER et al., 2016; RAMAKRISHNAN et al., 2019). Desse
modo, em solo agricola, agrotoxicos podem direcionar a selecdo de microrganismos com esses
fenotipos (POLST et al., 2018b). Microrganismos pertencentes aos filos Firmicutes e
Actinobacteria, por exemplo, tolerantes ao herbicida nicosulfuron, aumentaram em diversidade
e abundancia em solo exposto a este herbicida (PETRIC et al., 2016). Fendtipos de degradacéo
de herbicidas, s@o frequentemente relatados em microrganismos com histérico de selecdo
prévia para o agente xenobidtico (RIANO et al., 2020). Na bactéria Ochrobactrum
haematophilum, isolada de uma pastagem cronicamente exposta ao herbicida glifosato, foram
encontradas sequéncias de genes envolvidos em vias de degradacdo de fosfonatos e uma
sequéncia da enzima EPSP sintase classe I, que confere tolerancia ao glifosato (MASSOT et
al., 2019).

Poucos trabalhos evidenciam que microrganismos podem sobrevivem frente a

agrotoxicos sem pressao seletiva pré-existente. E. coli K-12, uma linhagem nao ambiental e ndo
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previamente exposta a qualquer agrotoxico, apresentou plasticidade fenotipica para sobreviver
frente a0 Gramoxone, com a produgdo de diferentes isoformas de enzimas antioxidantes
(GRAVINA et al., 2017). E. coli DH5-a, outra linhagem ndo ambiental, apresentou sistemas de
controle antioxidantes eficientes, além de vias de degradacdo do herbicida mesotrione
(OLCHANHESKI et al., 2014). Pseudomonas sp. isolada de tanques de lavagem de embalagens
de diversos agrotoxicos, apresentou tolerancia e um sistema de modulacdo da atividade de
enzimas antioxidantes frente a altas concentracdes do herbicida Boral, ausente no local de coleta
(ROVIDA et al., 2021). Ha relatos sobre a exposicdo a agrotoxicos alterando a suscetibilidade
de microrganismos a antibiéticos, ou seja, mesmo sem exposi¢do prévia a antibidticos, bactérias
podem modular o padrdo de resisténcia. Burkholderia pseudomallei, por exemplo, previamente
exposta ao glifosato e ao paraquat teve suscetibilidade diminuida aos antibidticos doxiciclina e
ceftazidime (CHAIANUNPORN; CHAIANUNPORN; CHAREONSUDJAI, 2020).

Bactérias podem apresentar respostas gerais ao estresse, caracterizadas pela capacidade
da célula de defender-se, ndo apenas do estresse indutor especifico, mas de outros fatores
aparentemente ndo relacionados. Essas respostas sdo desencadeadas por vérias tensdes
diferentes e a saida é multifacetada, como a resisténcia cruzada (GOTTESMAN, 2019). Esse
processo pode ser explicado por mecanismos adaptativos comuns para sobrevivéncia frente a
poluentes como: formacdo de biofilmes; aumento da expressao génica e do nimero de copias
de genes essenciais para tolerar o estresse; e pela THG, na qual agrupamentos de genes de
resisténcia para agrotéxicos e antibidticos sdo transferidos juntos para outras bactérias
(RANGASAMY et al.,, 2018). Outro mecanismo adaptativo sdo as bombas de efluxo,
componentes da membrana celular bacteriana que expelem substancias toxicas para fora da
célula, reduzindo sua concentracdo intracelular (NIKAIDO; PAGES, 2012; JONES;
HERNANDEZ LOZADA; PFLEGER, 2015). Os sistemas de efluxo frequentemente exibem
niveis significativos de redundancia funcional (TEELUCKSINGH; THOMPSON; COX,
2020). Inclusive ha relatos de descricdo de bombas de efluxo polisseletivas capazes de
reconhecer e expelir varios agentes antimicrobianos, incluindo antibidticos, biocidas e
detergentes (NIKAIDO; PAGES, 2012).

Desse modo, microrganismos podem dispor de estratégias adaptativas gerais, incluindo
mecanismos antioxidantes, que independem de selecdo prévia para superar o estresse em locais

de presséo seletiva, como em solo agricola.
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1.8 O GENERO Stenotrophomonas

Bactérias do género Stenotrophomonas sdo bacilos Gram-negativos, aerobios e ndo
fermentadores de glicose (SAID; TIRTHANI; LESHO, 2021). Possuem flagelos e produzem
coldnias pigmentadas (amarelas) no agar MacConkey (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH,
2017). O primeiro registro do género ocorreu em 1943, a partir de uma amostra de liquido
pleural humano. O microrganismo foi denominado Bacterium bookeri (SAID; TIRTHANI,
LESHO, 2021). Mais tarde, revisbes propuseram a reclassificacdo para 0s géneros
Pseudomonas, em 1961, e Xanthomonas, em 1983. Em 1993, uma nova revisao prop0s o género
Stenotrophomonas com apenas uma espécie, S. maltophilia. Atualmente o género abrange cerca
de 12 espécies (SINGHAL; KAUR; GAUTAM, 2017).

Microrganismos do género Stenotrophomonas sao cosmopolitas e estabelecem relagdes
ecoldgicas de comensalismo e oportunismo (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017). A
espécie clinicamente significativa é S. maltophilia, e estd associada a altas taxas de morbidade
e mortalidade em individuos imunocomprometidos (SAID; TIRTHANI; LESHO, 2021). As
principais doencas causadas por S. maltofilia incluem infec¢des do trato respiratorio e urinario,
infeccOes na corrente sanguinea, infecgcdes dsseas e articulares, endocardite, meningite e fibrose
cistica crénica (SINGHAL; KAUR; GAUTAM, 2017).

S. maltofilia é também amplamente encontrada no meio ambiente (SAID; TIRTHANI;
LESHO, 2021). Ha registros de sua ocorréncia em agua, microbiota intestinal de animais e em
alimentos (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017). Porém, o reservatorio natural mais
importante de Stenotrophomonas se da em rizosfera, na qual frequentemente é o género
dominante (HUEDO et al., 2018). Nesses ambientes exercem funcdes ecoldgicas importantes
como biodegradacao de substancias toxicas, sintese de macromoléculas e efeitos positivos no
crescimento e satde das plantas (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017). Plantas do género
Populos, por exemplo, tiveram o crescimento aumentado em decorréncia da producgdo de
grandes quantidades de auxina por Stenotrophomonas sp. 169 (ULRICH et al., 2021). Além
desses fatores, a rizosfera € um nicho que facilita aos microrganismos o estabelecimento de
redes de comunicacao e a aquisi¢do de novos genes por THG (HUEDO et al., 2018).

Uma das principais caracteristicas exibidas pelo género é a resisténcia a antibioticos,
que ocorre devido a genes inerentes e também adquiridos por THG (GIL-GIL; MARTINEZ;
BLANCO, 2020). Esses genes conferem fendtipos que incluem: baixa permeabilidade da
membrana externa, enzimas inativadoras de antibidticos, P-lactamases e bombas de efluxo,
(SINGHAL; KAUR; GAUTAM, 2017). Stenotrophomonas também € reconhecido pela
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capacidade de formagdo de biofilmes (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017), os quais,
além de aumentar a aderéncia das bactérias durante a infec¢do, funcionam como um mecanismo
de tolerancia a antibicticos (FLORES-TREVINO et al., 2019). Em Stenotrophomonas sp. B1-
1 multirresistente a antibidticos, foram encontrados genes de resisténcia multipla incluindo
genes de bomba de efluxo e de formacdo de biofilme (WANG et al., 2021). Além disso, o
biofilme facilitaa THG (FLORES-TREVINO et al., 2019).

Outro fator relevante para o género é a utilizacdo do quorum sensing (QS) para
regulagdo génica e fenotipica (ADEGOKE; STENSTROM; OKOH, 2017). O QS é um
processo de comunicacao quimica célula a célula, que depende da producéo, deteccao e resposta
a moléculas sinalizadoras extracelulares, os autoindutores (MUKHERJEE; BASSLER,
2019). O QS permite que grupos de bactérias alterem o comportamento de maneira sincrona
em resposta a mudancas na densidade populacional e na composicdo de espécies da
comunidade (MUKHERJEE; BASSLER, 2019). Para Stenotrophomonas, ja foi relatado a
presenca de um sistema de QS para a regulacdo da resisténcia a antibiéticos (ADEGOKE;
STENSTROM; OKOH, 2017).

O género também exibe atividade de quorum quenching (QQ) (HUEDO et al., 2018).
O QQ interrompe a comunicagdo microbiana, diminuindo ou inibindo completamente as
atividades reguladas por QS, incluindo a formacéo de biofilme (PALUCH et al., 2020). Desse
modo, 0 QQ constitui um mecanismo de protecdo explorado por competidores bacterianos e
por defesas do hospedeiro em caso de infeccdo (HUEDO et al., 2018). Em Stenotrophomonas
sp., observou-se a atividade de QQ contra a molécula autoindutora 3-oxo-C12-HSL (TAN et
al., 2015). Outro isolado do género Stenotrophomonas foi capaz de degradar o autoindutor
C10-HSL (OCHIALI et al., 2013). Ambas moléculas autoindutoras estdo relacionadas a
formacédo do biofilme (FREITAS et al., 2021)

Devido seu potencial metabolico, bactérias desse género apresentam grande potencial
para aplicagdes biotecnologicas, incluindo a producdo de compostos organicos volateis com
atividade antifangica, para controle bioldgico de plantas e biodegradacdo de xenobioticos
(WANG et al., 2021). Eter decabromodifenilico, um contaminante ambiental, é degradado por
um consorcio bacteriano que inclui bactérias do género Stenotrophomonas (YU et al., 2020).
Inseticidas, como o DDT, também tiveram taxas de degradacdo aumentadas em solo com a
inoculacédo de Stenotrophomonas sp., sem alteracGes significativas na estrutura da comunidade
bacteriana (FANG et al., 2018). Em solo salino, Stenotrophomonas rhizophila degradou 94%
do herbicida diuron em 42 dias e simultaneamente promoveu aumentos em parametros de
crescimento em plantas de alface (SILAMBARASAN et al., 2020).
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Tendo isso em vista, 0 género Stenotrophomonas exibe diferentes estratégias para

sobreviver a condigOes estressantes.
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se Stenotrophomonas sp. CMAZ26, isolada de solo
ndo previamente exposto ao herbicida Heat, é capaz de degradar o herbicida Heat ou modular
a atividade das enzimas antioxidantes como mecanismo de resposta a esse composto sob

concentragdes maiores do que as utilizadas em agricultura.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MICRORGANISMOS

A coleta de microrganismos foi realizada em quatro areas agricolas (M7, M8, M9 e
M10) na cidade de Palotina, Parana, Brasil, utilizando quatro transeptos paralelos (R1, R2, R3
e R4) (Tabela 1). Os microrganismos foram coletados, isolados e cedidos pela Prof?, Dr?.
Luciana Grange, da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Local de coleta de microrganismos

Tabela 1: Pontos de coleta das amostras por transepto, obtidas por Global Positioning System (GPS).

Area R1 R2 R3 R4
M7 S24°12° 52,6 S 24°12° 54,17 S 24°12° 53,9 S 24°12° 54,97
W 053°54° 05,2 W 053° 54’ 04,6 W 053° 54 02,3 W 053°54° 03,9
M8 S 24°12° 46,1 S 24°12° 44,2 S 24°12° 44,5 S24°12° 42,87
W 053°53° 59,3 W 053°53° 59,7 W 053° 54’ 00,8 W 053°54° 01,4
M9 S24°17° 14,37 S24°17°13.3” S24°17° 12,97 S24°17° 14,1
W 053°52° 30,6 W 053°52° 30,5 W 053°52° 29,1 W 053°52 28,3
M10 S24°17° 18,1 S24°17° 18,57 S24°17° 17,6 S24°17° 16,97

W 053°53” 48,4

W 053°53° 49,4

W 053°53°49,9

W 053°53” 48,1

Fonte: NEIVERTH (2012).

As areas agricolas séo de cultivo de soja e milho. Os agrotdxicos utilizados nas areas de

coleta e suas caracteristicas quimicas sdo mostrados no Quadro 1. O herbicida Heat ndo foi
utilizado nos locais de coleta.



Agrotoxicos utilizados na area de coleta de microrganismos de solo agricola
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Quadro 1 - Agrotdxicos Utilizados na Area de Coleta. SAo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S30 apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)

Marca comercial

Molécula ativa Estrutura quimica Modo de agéo Familia quimica Classificacdo HRAC Cultura
o,.
A
N7 TR
A
Clorimuron Nortox Clorimurom etilico "o Soja
o 0 =0
Pt
o
[
Inibidor de ALS Sulfonilureia B
Py
\|C|) D:\I =0
Accent Nicossulfuron S Milho
H ‘\’HI \‘. { ~
.|'/
I Inibidor de
Priméleo Atrazina e | “\("/ ~ fotossintese no Triazinas C1 Milho

fotossistema |1




31

Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos

de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)

Marca comercial

Molécula ativa

Estrutura quimica Modo de acéo Familia quimica Classificacdo HRAC Cultura
F
E ; o
TSy \'\o"‘&‘ "J‘\*o ihi ;
Picoxistrobina ) ]: Inibidor %O citocromo Acrilatos C3
" "'O"/\‘\‘/" '\Q\‘ cl
|
Aprouch Prima Milho
N\
Y
o] A
Ciproconazol I ”1’ Y Inibidor da CYP51 Triazol G1
R N— _//
[ )
. ,‘///
W,
;
F%F
I
T”r - ibidor do ci
Sphere Max Trifloxistrobina j Inibidor b%izltocromo Oxamino-acetatos C3 Milho




35

Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos

de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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3.2 LINHAGEM BACTERIANA

Os microrganismos isolados (item 3.1) foram adicionados a Colecdo de Microrganismos
do Laboratério de Microbiologia Ambiental da Universidade Estadual de Ponta Grossa
(UEPG). Os isolados foram mantidos em estoque de glicerol a -80 °C. Para o desenvolvimento

deste trabalho, utilizou-se a linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 dessa colegéo.

3.3 PRODUTOS QUIMICOS

Utilizou-se o herbicida Heat (BASF — Ludwigshafen, Rhein, Alemanha) contendo
700 g/L (70% m/v) da molécula ativa saflufenacil (N'-{2-cloro-4-fluor-5-[1,2,3,6-tetrahidro-3-
metil-2,6-dioxo-4-(trifluorometil)pirimidin-1-il]Jbenzoil }-N-isopropil-N-metilsulfamida) (Fig.
1) (HEAT, 2017).

Estrutura quimica do saflufenacil

Figura 1 - Estrutura quimica do saflufenacil, molécula ativa do herbicida comercial Heat. Fonte: PubChem

O saflufenacil pertence a familia quimica N-fenil-imidas e € classificado pelo Comité
de Acdo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC) com o modo de acdo na categoria E,
correspondente a inibicdo da Protox (HRAC, 2020). A dose recomendada de Heat para sua

utilizacdo em campo equivale & concentragdo de 0,49 mMol de saflufenacil (1x).
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3.4 CONDICOES DE CRESCIMENTO

Para o cultivo bacteriano foi utilizado o meio de cultura Caldo Luria Bertani (LB: 10
g/L triptona; 10 g/L NaCl; 5 g/L extrato de levedura, pH 7,0 £ 0,2). Os tratamentos
estabelecidos com diferentes concentracdes de Heat foram: controle, constituido por LB sem
herbicida (C); LB + 0,49 mMol de saflufenacil (1x); LB + 4,9 mMol de saflufenacil (10x); LB
+ 24,5 mMol de saflufenacil (50x). Temperatura e agitacdo foram padronizadas em 30 °C e
200 rpm, respectivamente, em agitador orbital de mesa. Os ensaios sempre foram realizados

em triplicatas.

3.5 TESTE DE TOLERANCIA A HEAT

Para avaliacdo da toleréncia ao herbicida Heat, foram utilizados 35 isolados bacterianos
de solo agricola da cidade de Palotina, PR. Os isolados foram inoculados em placas de 96 pocos
nas mesmas condicdes descritas no item 3.4. Em cada poco foram utilizados 100 L de meio
de cultura. O crescimento foi avaliado por densidade Optica (DO) em leitor de microplacas a
600 nm.

3.6 IDENTIFICACAO MOLECULAR POR SEQUENCIAMENTO DO GENE
RIBOSSOMAL 16S

A linhagem foi cultivada em LB, por 24 h e incubada nas condi¢8es descritas no item
3.4. Posteriormente, 200 pL do cultivado foram coletados e submetidos a identificacdo
molecular por sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA total foi extraido usando o kit
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System - Promega (Madison, W1, EUA). Foram utilizados
os primers fD1(5- CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3") e
rD1(5'- CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3") para a amplificacdo do
gene ribossomal 16S. A reacdo de amplificagdo (PCR) consistiu em um ciclo inicial de
desnaturacéo a 95 °C por 5 min; 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 45 s, anelamento a 55
°C por 45 s e extensdo a 72 °C por 2 min; e um ciclo final de extenséo por 10 min a 72 °C. Os
produtos de PCR foram purificados, utilizando Qiagen (Hilden, Ger), QIAquick PCR kit (n°
28104). Ap6s purificacdo dos produtos de PCR e analise de integridade de bandas por meio de

eletroforese, 0 material obtido foi enviado para sequenciamento na Ludwig Biotec (Alvorada,
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Brasil). As sequéncias foram analisadas usando-se os recursos do sitio “Ribosomal Database

Project”.

3.7 CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

Para a obtencéo da curva de crescimento, a linhagem foi incubada (item 3.4), em 100
mL de meio de cultura, até apresentar uma DO de aproximadamente 2,0 a 600 nm, em
espectrofotbmetro (pré-indculo). O inoculo foi transferido para as culturas de controle e
tratamento, a uma DO inicial de 0,05 a 600 nm e incubado conforme ja descrito. O crescimento
da cultura foi monitorado a cada hora, em espectrofotdmetro, até o inicio da fase estacionéria.
Para uma maior precisdo na quantificacdo do crescimento bacteriano, diluigdes com meio de

cultura LB foram realizadas sempre que a DO era superior a 1,0.

3.8 EXTRACAO DE AMOSTRAS PARA AVALIACAO DE ESTRESSE OXIDATIVO

A linhagem foi cultivada (item 3.4), em 100 mL de meio de cultura, e as células foram
centrifugadas a 8.000 g por 10 min a 4 °C em 4, 6 e 8 h de incubacdo. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi macerado em nitrogénio liquido. Aliquotas de 100 mg do

precipitado foram armazenadas e congeladas a -80 °C até a analise.

3.9 QUANTIFICACAO DE H;0;

Para a quantificagdo de H20>, as amostras extraidas (item 3.8) foram homogeneizadas
com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugadas a 10.000 g por 15 mina 4 °C.
Posteriormente, 0,2 mL do sobrenadante foram coletados e transferidos para um tubo contendo
0,2 mL de uma solucdo 100 mM de tampado fosfato (14,52 g/L KoHPO4, 2,26 g/L KH2POy4), pH
7,5 e 0,8 mL de solucdo 1M de iodeto de potassio (KI). A amostra foi acondicionada no escuro
e em gelo por 1 h. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 390 nm. Os resultados foram

expressos em pmol H202 g de peso fresco.

3.10 QUANTIFICACAO DE MDA

Para a quantificacdo de MDA, as amostras extraidas (item 3.8) foram homogeneizadas

com 1 mL de acido tricloroacético 0,1% e centrifugada a 10.000 g por 5 min. Uma aliquota de



43

0,25 mL do sobrenadante foi coletada e transferida para um tubo contendo 1 mL de uma solugéo
de TCA 20% + &cido 2-tiobarbitarico (TBA) 0,5%. A mistura foi incubada em banho-maria a
97 °C, por 30 min, e resfriada em gelo por 10 min. Posteriormente a amostra foi centrifugada a
10.000 g por 10 min, e o sobrenadante foi analisado em espectrofotdmetro a 535 e 600 nm,

respectivamente. A quantidade de MDA foi expressa em mmol/mg de massa fresca.

3.11 CAPACIDADE DE DEGRADAGCAO DE ISOLADOS BACTERIANOS

Para determinacédo da capacidade de degradacédo de herbicidas, os isolados bacterianos
foram cultivados em LB (item 3.4). Apds 24 h, as células foram centrifugadas a 8000 g por 5
min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células concentradas foram ressuspensas em 10
mL de LB. A amostra, foi adicionado o equivalente a dose recomendada de utilizagdo em campo
do herbicida Heat (1x), e as células foram novamente incubadas (item 3.4). Aliquotas de 1 mL
foram coletadas do meio de cultura em 0 e 24 h de incubacéo, e centrifugadas a 12.000 g por 5
min. O sobrenadante foi congelado. As amostras foram filtro-esterilizadas antes de serem
injetadas em LC-MS/MS. Os experimentos foram realizados em triplicatas, comparando as
amostras de 0 e 24 h, com a finalidade de observar a diminuicdo da quantidade do herbicida

apos o tempo de incubacéo.

3.12 ANALISE EM LC-MS/MS

As analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
foram realizadas com a injecdo de 10 pL dos extratos preparados (item 3.11), a uma vazdo de
0,2 mL min"t no equipamento LC-MS/MS modelo Acquity e Xevo TQD (Waters Corporation,
Milford, Massachusets, EUA) equipado com bombas binarias, um desgaseificador a vacuo, um
amostrador automatico SIL-HTc, utilizando uma coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 2.1 x
50 mm (1.7 pum de porosidade) mantida a 50 °C. O sistema de UPLC foi constituido de 0,1%
de éacido férmico (fase mdvel A) em &agua ultrapura e uma fase mdvel B constituida de
acetonitrila padrdo HPLC. O perfil do gradiente foi o seguinte: isocratico durante 1 min, um
gradiente linear de 10% a 90% B ao longo de 4 min, seguido por 100% B durante 1 min, com
uma taxa de fluxo de 0,2 mL/min. A coluna sera reequilibrada durante 2 min. O experimento
de espectrometria de massas (MS) foi conduzido num espectrémetro de massas é o0 de tracdo
ibnica linear triplo quadrupolo 4000 da QTRAP (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA)
equipado com uma fonte Turbo-lon. O instrumento foi operado no modo negativo do ESI
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(ionizacdo por electrospray) e os dados foram adquiridos no modo de monitoramento de reacéo
maltipla (MRM). As condic¢Bes foram as seguintes: a voltagem capilar fixada em 2,9 kV e a
voltagem do cone em 55 V; a temperatura da fonte e a temperatura de dessolvatacdo mantida a
150 °C e 350 °C, respectivamente; O gas de dessolvatagdo foi ajustado em um fluxo de 650 L
h —1;499.2 (m / z) foi selecionado como ion precursor e seus ions quantitativos e qualitativos
foram 348 (m/z) e 328 (m / z), respectivamente; quando as energias de coliséo forem 32V e
41 V, respectivamente. Para analise UPLC, o software Masslynx NT v.4.1 (Waters) foi usado
para processar dados. Nas condicdes descritas, o tempo de retencdo de saflufenacil foi de

aproximadamente 5,30 min.

3.13 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

A linhagem Stenotrophomonas sp. CMAZ26 foi cultivada (item 3.4), em 100 mL de meio
de cultura, utilizando as condicdes de pré-indculo e indculo (item 3.7). As células foram
centrifugadas a 8000 g por 10 min a 4 °C. em 4, 6 e 8 h de incubacéo, horéarios definidos pela
curva de crescimento bacteriano. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi macerado
em nitrogénio liquido e homogeneizado em 100 mM de tampéo fosfato de potassio pH 7,5
contendo &cido etileno diamino tetra-acético 1 mM (EDTA), ditiotreitol 3mM (DTT) e
polivinilpirrolidona 5% (PVPP). Posteriormente, esse material foi centrifugado a 10.000 g por
30 min, e aliquotas do sobrenadante foram armazenadas e congeladas para posterior analise.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada usando o método descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrédo. Os resultados foram

expressos como pumol proteina gt de peso fresco.

3.14 ATIVIDADE DE CAT

A atividade da CAT foi determinada de acordo com Kraus, Mckersie e Fletcher (1995),
a 25 °C, em uma solucdo contendo 1 mL de tampao fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 2,5
pL de H202 (30%). A reacdo foi iniciada com a adig¢do de 25 pL de extrato de proteina (item
3.13), e a atividade foi determinada por meio da decomposi¢cdo de H20. e monitorada em

espectrofotdmetro a 240 nm, durante 1 min. Os resultados sdo expressos em pmol/min/mg prot.
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3.15 ATIVIDADE DE GST

A atividade de GST foi determinada em espectrofotdmetro. Para o ensaio utilizou-se
uma solucdo contendo 900 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 25 uL de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 40 mM e 50 pL de GSH 0,1 mM e incubados a 30 °C
(ZABLOTOWICZ et al., 1995). A reacgéo foi iniciada com a adi¢do de 25 pL de extrato de
proteina (item 3.13) e foi monitorada por 2 min. a 340 nm. A atividade foi expressa em

pmol/min/mg prot.

3.16 ANALISES ESTATISTICA E MATEMATICA

As andlises estatisticas foram realizadas pelo Teste de Tukey utilizando o critério de
significancia p<0,05. Os dados de quantificacdo de H.O2 e MDA e das atividades de CAT e
GST foram processados pela Analise de Componentes Principais (PCA). As andlises obtidas

no software R versdo 3.5.1, utilizando os pacotes de dados “ggplot2” e “factorextra”.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SISTEMAS DE RESPOSTAS ANTIOXIDANTES AO ESTRESSE GERADO POR
HEAT EM LINHAGEM BACTERIANA DE SOLO AGRICOLA INDEPENDENTE DE
PRESSAO SELETIVA PREVIA POR ESSE HERBICIDA

ANTIOXIDANT RESPONSE SYSTEMS TO THE STRESS GENERATED BY HEAT
IN A BACTERIAL STRAIN OF AGRICULTURAL SOIL INDEPENDENT OF
PREVIOUS SELECTIVE PRESSURE BY THIS HERBICIDE

RESUMO

Nos sistemas convencionais, a utilizagdo de herbicidas tornou-se indispensavel na agricultura
para a manutencdo da producdo. Em contrapartida, essas substancias causam estresse oxidativo
em microrganismos ndo-alvo, selecionando fenotipos tolerantes. Poucos trabalhos tém
investigado se microrganismos podem sobreviver frente a herbicidas sem prévia selecéo e ainda
ndo esta claro se os mecanismos que envolvem a tolerancia realmente precisam ser previamente
selecionados. Assim, este trabalho teve o objetivo de avaliar se Stenotrophomonas sp. CMA26,
uma linhagem tolerante ao Heat sem histdrico de prévia exposicao para este herbicida, pode
apresentar sistemas de resposta para sobreviver em concentracdes maiores do que as utilizadas
em agricultura. A linhagem CMAZ26 foi submetida a testes de estresse oxidativo (teste de
tolerancia, curva de crescimento, quantificacdo de perdxido e malondialdeido) e avaliacdo dos
sistemas de respostas capacidade de degradacéo e atividade de enzimas antioxidantes catalase
e glutationa S- transferase, frente ao herbicida Heat na concentracao equivalente a utilizada em
campo, bem como para 10 e 50 vezes essa concentragdo. Os resultados indicaram que a
linhagem CMAZ26 apresentou uma condicdo de estresse temporaria em periodos iniciais do
crescimento, que foi superada por meio da ativagdo e modulacdo das atividades das enzimas
catalase e glutationa S- transferase. A tolerancia a diferentes concentracdes de Heat bem como
a auséncia de degradacéo do herbicida pela linhagem CMAZ26 e por outros isolados do mesmo
ambiente parecem indicar que a primeira estd relacionada a uma resposta enzimatica
generalizada, independente de prévia selecdo e a segunda é possivelmente um processo
dependente de selecdo. Estes mecanismos possivelmente poderdo ser encontrados em outros
microrganismos, uma vez que em solo, os agrotoxicos podem estar direcionando a selecéo de
microrganismos tolerantes, mas ndo degradadores, impactando na estrutura populacional e na
funcionalidade da microbiota. Na reducdo de degradagdo, os agrotdxicos podem estar
permanecendo no solo como contaminantes ambientais, e chegando a ambientes aquaticos por
deriva.

Palavras-chave: Metabolismo bacteriano; plasticidade metabdlica; evolucdo bacteriana;
agrotoxicos; enzimas antioxidativas.
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ABSTRACT

In conventional systems, the use of herbicides has become essential in agriculture to maintain
production. In contrast, these substances causing oxidative stress in non-target microorganisms,
tolerant phenotypes. Few studies have investigated whether microorganisms can survive against
herbicides without prior selection, and it is still unclear whether the mechanisms that involve
tolerance will be selected. Thus, this work evaluated whether Stenotrophomonas sp. CMAZ26,
a Heat tolerant strain with no history of prior exposure to this herbicide, may have response
systems to support in greater than those used in agriculture. The CMAZ26 strain was subjected
to oxidative stress tests, as tolerance, growth curve, the quantification of peroxide and
malondialdehyde. Also was evaluated the response systems, represented by degradation
capacity and activity of antioxidant enzymes catalase and glutathione S-transferase, against the
herbicide Heat at the concentration equivalent to that used in the field, as well as at 10 and 50
times that concentration. The results indicated that the CMAZ26 strain has a temporary stress
condition in early growth periods, which was overcome by activating and modulating the
activities of catalase and glutathione S-transferase enzymes. The tolerance to different levels of
heat, as well as the absence of herbicide degradation by the CMAZ26 lineage and by others
granted from the same environment, seems to indicate that the first is related to a generalized
enzymatic response, independent of previous selection, and the second is possible a dependent
selection process. These combined mechanisms will be found in other microorganisms, since
in soil, pesticides may be directing the selection of tolerant microorganisms, but not degrading
ones, impacting the population structure and functionality of the microbiota. In reducing
degradation, pesticides may be remaining in the soil as environmental contaminants, and reach
aquatic environments by drift.

Keywords: Bacterial metabolism; metabolic plasticity; bacterial evolution; pesticides;
antioxidant enzymes.

4.1.1 Introducdo

Para manter o rendimento das culturas e sustentar o crescimento populacional, a
agricultura depende fortemente da utilizacdo de agrotoxicos, como herbicidas, para o controle
de pragas (THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Porém, o uso indiscriminado de herbicidas
atrelado a demanda da producdo agricola, promoveu impactos na saide e no meio ambiente,
principalmente por atingir espécies ndo-alvo, além de selecionar plantas daninhas resistentes
(BARZMAN et al., 2015; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019).

Devido a resisténcia ao glifosato, o herbicida Heat, contendo a molécula ativa
saflufenacil, é utilizado como alternativa para o controle de plantas daninhas em lavouras
(BARCELLOS JUNIOR et al., 2020). O modo de acdo desse herbicida se da por meio da
inibicdo da protoporfirinogénio oxidase (Protox) (KAUR, 2019). Entretanto, a Protox nédo é

uma enzima exclusiva de plantas daninhas, e esta presente em diversos procariontes, como em
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bactérias pertencentes ao filo Firmicutes, Escherichia coli, Salmonella, e em algumas
cianobactérias (THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Além disso, a molécula de saflufenacil
apresenta os elementos quimicos fluor e cloro, pertencentes ao grupo dos halogénios, que
conferem ao herbicida alta atividade oxidante devido a eletronegatividade do grupo (ROVIDA
etal., 2021). Tendo em vista esses fatores, sugere-se que o herbicida Heat apresente um elevado
potencial de impacto em microrganismos néo-alvo.

Um dos impactos que herbicidas promovem sobre microrganismos € o desequilibrio
entre a producédo e eliminacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), condi¢do chamada
estresse oxidativo, que resulta em distarbios metabdlicos celulares (LIGUORI et al., 2018;
IMLAY, 2019). Em E. coli DH5-a, por exemplo, o herbicida mesotrione promoveu estresse
oxidativo e diminuiu as taxas de crescimento da populacdo (OLCHANHESKI et al., 2014). O
mesmo herbicida também induziu aumentos significativos na producdo de perdxido de
hidrogénio (H202) em Pantoea ananatis (PRIONE et al., 2016). Alteracdes fenotipicas na
superficie celular e em vias metabdlicas vitais de E. coli BL21 ocorreram devido ao estresse
oxidativo provocado por 2,4-D (BHAT et al., 2015).

Para eliminar ou minimizar os danos que as ERO possam causar, 0S microrganismos
possuem um sistema antioxidante, com respostas ndo enzimaticas e enzimaticas
(HASANUZZAMAN et al., 2017). As principais enzimas deste sistema atuam de maneira
integrada, como a superdxido dismutase (SOD), que catalisa a dismutacdo do superdxido (O2)
em H20; e oxigénio (O2), e a catalase (CAT), que decompbe o H,O, em agua (H20) e O
(KAUR, 2019). Jaa glutationa S - transferase (GST), atuante na desintoxicacdo de xenobidticos
utilizando glutationa (GSH) para formar conjugados, também pode auxiliar na manutencao da
estabilidade redox celular (ALLOCATI et al., 2003).

Em solo agricola, ecossistema que exibe forte presséo seletiva principalmente devido ao
uso intensivo de agrotdxicos, microrganismos com fenotipos resistentes ou tolerantes sdo
selecionados, e 0s que ndo o0s apresentam desaparecem (BRAUNER et al., 2016;
RAMAKRISHNAN et al., 2019). Desse modo, a pressdo seletiva previa tem papel relevante na
adaptacdo bacteriana (POLST et al., 2018a), como os fendétipos de degradagdo de herbicidas,
frequentemente relatados em microrganismos com historico de selecdo prévia para o agente
xenobidtico (RIANO et al., 2020).

Contudo, alguns trabalhos demonstraram que mesmo sem pressao seletiva pré-existente,
microrganismos podem sobreviver frente a agrotdxicos. 1sso pode ocorrer por meio de respostas
gerais ao estresse caracterizadas pela capacidade da célula de defender-se ndo apenas do

estresse indutor especifico, mas também de outros fatores aparentemente ndo relacionados
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(GOTTESMAN, 2019). Como mecanismos adaptativos que conferem respostas gerais para
sobrevivéncia frente a xenobioticos tem-se: formacéo de biofilmes; bombas de efluxo; aumento
da expressdo génica e do numero de cdpias de genes essenciais para tolerar o estresse; e
transferéncia horizontal de genes (JONES; LOZADA; PFLEGER, 2015; RANGASAMY et al.,
2018). Outro sistema que confere respostas gerais, independente de pressdo seletiva pré-
existente contra o estresse por xenobioticos é o sistema antioxidante. E. coli K-12, uma
linhagem ndo ambiental e ndo previamente exposta a qualquer agrotdxico, apresentou
plasticidade fenotipica frente ao Gramoxone, com a producdo de diferentes isoformas de
enzimas antioxidantes (GRAVINA et al., 2017). Pseudomonas sp. isolada de tanques de
lavagem de embalagens de diversos agrotoxicos, apresentou tolerancia e um sistema de
modulacdo da atividade de enzimas antioxidantes frente a altas concentra¢fes do herbicida
Boral, ausente no local de coleta (ROVIDA et al., 2021).

Desse modo, microrganismos podem dispor de estratégias adaptativas para superar o
estresse em locais com pressao seletiva, como em solo agricola. Mas ainda ndo esta claro se
esses mecanismos precisam ser previamente selecionados. Desse modo, este trabalho se propde
a investigar se Stenotrophomonas sp. CMA26, uma linhagem tolerante ao Heat e sem historico
de exposicdo prévia para este herbicida, pode apresentar sistemas de resposta para sobreviver

em concentragcdes maiores do que as utilizadas em agricultura.

4.1.2 Material e Métodos

4.1.2.1 Coleta de microrganismos

A coleta de microrganismos foi realizada em quatro areas agricolas (M7, M8, M9 e
M10) na cidade de Palotina, Parand, Brasil, utilizando quatro transeptos paralelos (R1, R2, R3
e R4) (Tabela 1). Os microrganismos foram coletados, isolados e cedidos pela Prof?. Dr?.
Luciana Grange, da Universidade Federal do Parana (UFPR).



Local de coleta de microrganismos

Tabela 1 - Pontos de coleta das amostras por transepto, obtidas por Global Positioning System (GPS).

Area R1 R2 R3 R4
M7 S 24°12° 52,6 S 24°12° 54,17 S 24°12° 53,9 S 24° 12’ 54,97
W 053° 54’ 05,2 W 053° 54’ 04,6 W 053° 54’ 02,3 W 053° 54’ 03,9
M8 S 24°12° 46,17 S 24°12° 44,2 S 24°12° 44,5” S24°12° 42,87
W 053°53° 59,3 W 053°53° 59,7 W 053° 54’ 00,8 W 053°54° 01,4
M9 S24°17° 14,37 S24°17° 13.3” S24°17° 12,97 S24° 17 14,1
W 053°52° 30,6 W 053°52° 30,5 W 053°52° 29,1 W 053°52° 28,3
M10 S24°17° 18,1 S24°17° 18,57 S24°17° 17,67 S24°17° 16,97
W 053°53” 48,4 W 053° 53 49,4 W 053° 53 49,9 W 053° 53 48,1

Fonte: NEIVERTH (2012).

As areas agricolas séo de cultivo de soja e milho. Os agrotdxicos utilizados nas areas de

coleta e suas caracteristicas quimicas sdo mostrados no Quadro 1. O herbicida Heat ndo foi

utilizado nos locais de coleta.



Agrotoxicos utilizados na area de coleta de microrganismos de solo agricola
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Quadro 1 - Agrotdxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S30 apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos

de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. Sdo apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos

de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acédo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),
além do tipo de cultura em que foram utilizados.

(continuacdo)
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Quadro 1 - Agrotoxicos Utilizados na Area de Coleta. S3o apresentadas as marcas comerciais de herbicidas, fungicidas e inseticidas e suas respectivas moléculas ativas, modos
de acgdo, familias quimicas e classificagdo das familias quimicas conforme o Comité de Acéo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC), Fungicidas (FRAC) e Inseticidas (IRAC),

além do tipo de cultura em que foram utilizados.
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4.1.2.2 Linhagem bacteriana

Os microrganismos isolados (item 4.1.2.1) foram adicionados a Colecdo de
Microrganismos do Laboratério de Microbiologia Ambiental da Universidade Estadual de
Ponta Grossa (UEPG). Os isolados foram mantidos em estoque de glicerol a -80 °C. Para o
desenvolvimento deste trabalho, utilizou-se a linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 dessa

colecdo.

4.1.2.3 Produtos quimicos

Utilizou-se o herbicida Heat (BASF — Ludwigshafen, Rhein, Alemanha) contendo
700 g/L (70% m/v) da molécula ativa saflufenacil (N'-{2-cloro-4-fluor-5-[1,2,3,6-tetrahidro-3-
metil-2,6-dioxo-4-(trifluorometil)pirimidin-1-il]Jbenzoil }-N-isopropil-N-metilsulfamida) (Fig.
1) (HEAT, 2017).

Estrutura quimica do saflufenacil

Figura 1 - Estrutura quimica do saflufenacil, molécula ativa do herbicida comercial Heat. Fonte: PubChem

O saflufenacil pertence a familia quimica N-fenil-imidas e € classificado pelo Comité
de Acdo de Resisténcia a Herbicidas (HRAC) com o modo de agdo na categoria E,
correspondente a inibicdo da Protox (HRAC, 2020). A dose recomendada de Heat para sua

utilizacdo em campo equivale a concentracéo de 0,49 mMol de saflufenacil (1x).
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4.1.2.4 Condigoes de crescimento

Para o cultivo bacteriano foi utilizado o meio de cultura Caldo Luria Bertani (LB: 10
g/L triptona; 10 g/L NaCl; 5 g/L extrato de levedura, pH 7,0 £ 0,2). Os tratamentos
estabelecidos com diferentes concentragdes de Heat foram: controle, constituido por LB sem
herbicida (C); LB + 0,49 mMol de saflufenacil (1x); LB + 4,9 mMol de saflufenacil (10x); LB
+ 24,5 mMol de saflufenacil (50x). Temperatura e agitacdo foram padronizadas em 30 °C e
200 rpm, respectivamente, em agitador orbital de mesa. Os ensaios sempre foram realizados
em triplicatas.

4.1.2.5 Teste de tolerancia a Heat

Para avaliacdo da toleréncia ao herbicida Heat, foram utilizados 35 isolados bacterianos
de solo agricola da cidade de Palotina, PR. Os isolados foram inoculados em placas de 96 pocos
nas mesmas condicdes descritas no item 4.1.2.4. Em cada poco foram utilizados 100 uL de
meio de cultura. O crescimento foi avaliado por densidade éptica (DO) em leitor de microplacas
a 600 nm.

4.1.2.6 Identificagdo molecular por sequenciamento do gene ribossomal 16S

A linhagem foi cultivada em LB, por 24 h e incubada nas condi¢fes descritas no item
4.1.2.4. Posteriormente, 200 pL do cultivado foram coletados e submetidos a identificacdo
molecular por sequenciamento do gene 16S rRNA. O DNA total foi extraido usando o kit
ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System - Promega (Madison, W1, EUA). Foram utilizados
os primers fD1(5'- CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3) e
rD1(5'- CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3") para a amplificacdo do
gene ribossomal 16S. A reacdo de amplificacdo (PCR) consistiu em um ciclo inicial de
desnaturagdo a 95 °C por 5 min; 30 ciclos de desnaturacéo a 94 °C por 45 s, anelamento a 55
°C por 45 s e extensdo a 72 °C por 2 min; e um ciclo final de extensé&o por 10 mina 72 °C. Os
produtos de PCR foram purificados, utilizando Qiagen (Hilden, Ger), QIAquick PCR kit (n°
28104). Ap6s purificagdo dos produtos de PCR e analise de integridade de bandas por meio de

eletroforese, 0 material obtido foi enviado para sequenciamento na Ludwig Biotec (Alvorada,
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Brasil). As sequéncias foram analisadas usando-se os recursos do sitio “Ribosomal Database

Project”.

4.1.2.7 Curva de crescimento bacteriano

Para a obtencdo da curva de crescimento, a linhagem foi incubada (item 4.1.2.4), em
100 mL de meio de cultura, até apresentar uma DO de aproximadamente 2,0 a 600 nm, em
espectrofotémetro (pré-indculo). O indculo foi transferido para as culturas de controle e
tratamento, a uma DO inicial de 0,05 a 600 nm e incubado conforme ja descrito. O crescimento
da cultura foi monitorado a cada hora, em espectrofotbmetro, até o inicio da fase estacionéria.
Para uma maior precisdo na quantificacdo do crescimento bacteriano, diluicdes com meio de

cultura LB foram realizadas sempre que a DO era superior a 1,0.

4.1.2.8 Extracdo de amostras para avaliacdo de estresse oxidativo

A linhagem foi cultivada (item 4.1.2.4), em 100 mL de meio de cultura, e as células
foram centrifugadas a 8.000 g por 10 min a 4 °C em 4, 6 e 8 h de incubagdo. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi macerado em nitrogénio liquido. Aliquotas de 100 mg do

precipitado foram armazenadas e congeladas a -80 °C até a analise.

4.1.2.9 Quantificacdo de H,O>

Para a quantificacio de H20., as amostras extraidas (item 4.1.2.8) foram
homogeneizadas com 1 mL de &cido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugadas a 10.000 g por
15 min a 4 °C. Posteriormente, 0,2 mL do sobrenadante foram coletados e transferidos para um
tubo contendo 0,2 mL de uma solu¢do 100 mM de tampdo fosfato (14,52 g/L KoHPOs, 2,26
g/L KH2PO4), pH 7,5 e 0,8 mL de solucdo 1M de iodeto de potéassio (KI). A amostra foi
acondicionada no escuro e em gelo por 1 h. A leitura foi realizada em espectrofotémetro a

390 nm. Os resultados foram expressos em pumol H20, g de peso fresco.
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4.1.2.10 Quantificagdo de MDA

Para a quantificacido de MDA, as amostras extraidas (item 4.1.2.8) foram
homogeneizadas com 1 mL de acido tricloroacético 0,1% e centrifugada a 10.000 g por 5 min.
Uma aliquota de 0,25 mL do sobrenadante foi coletada e transferida para um tubo contendo
1 mL de uma solucdo de TCA 20% + é&cido 2-tiobarbitdrico (TBA) 0,5%. A mistura foi
incubada em banho-maria a 97 °C, por 30 min, e resfriada em gelo por 10 min. Posteriormente
a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 10 min, e o sobrenadante foi analisado em
espectrofotébmetro a 535 e 600 nm, respectivamente. A quantidade de MDA foi expressa em

mmol/mg de massa fresca.

4.1.2.11 Capacidade de degradagao de isolados bacterianos

Para determinacédo da capacidade de degradacédo de herbicidas, os isolados bacterianos
foram cultivados em LB (item 4.1.2.4). Ap6s 24 h, as células foram centrifugadas a 8000 g por
5 min a4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células concentradas foram ressuspensas em
10 mL de LB. A amostra, foi adicionado o equivalente a dose recomendada de utilizagdo em
campo do herbicida Heat (1x), e as células foram novamente incubadas (item 4.1.2.4). Aliquotas
de 1 mL foram coletadas do meio de cultura em 0 e 24 h de incubacdo, e centrifugadas a 12.000
g por 5 min. O sobrenadante foi congelado. As amostras foram filtro-esterilizadas antes de
serem injetadas em LC-MS/MS. Os experimentos foram realizados em triplicatas, comparando
as amostras de 0 e 24 h, com a finalidade de observar a diminuicéo da quantidade do herbicida

apos o tempo de incubacéo.

4.1.2.12 Analise em LC-MS/MS

As analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS)
foram realizadas com a injecdo de 10 pL dos extratos preparados (item 4.1.2.11), a uma vazéo
de 0,2 mL min? no equipamento LC-MS/MS modelo Acquity e Xevo TQD (Waters
Corporation, Milford, Massachusets, EUA) equipado com bombas binarias, um desgaseificador
a vacuo, um amostrador automatico SIL-HTc, utilizando uma coluna ACQUITY UPLC® BEH
C18 2.1 x 50 mm (1.7 um de porosidade) mantida a 50 °C. O sistema de UPLC foi constituido
de 0,1% de acido férmico (fase mdvel A) em agua ultrapura e uma fase moével B constituida de

acetonitrila padrdo HPLC. O perfil do gradiente foi o seguinte: isocratico durante 1 min, um
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gradiente linear de 10% a 90% B ao longo de 4 min, seguido por 100% B durante 1 min, com
uma taxa de fluxo de 0,2 mL/min. A coluna sera reequilibrada durante 2 min. O experimento
de espectrometria de massas (MS) foi conduzido num espectrdmetro de massas é o de tragédo
i6nica linear triplo quadrupolo 4000 da QTRAP (Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA)
equipado com uma fonte Turbo-lon. O instrumento foi operado no modo negativo do ESI
(ionizacao por electrospray) e os dados foram adquiridos no modo de monitoramento de reacéo
maultipla (MRM). As condi¢cbes foram as seguintes: a voltagem capilar fixada em 2,9 kV e a
voltagem do cone em 55 V; a temperatura da fonte e a temperatura de dessolvatagdo mantida a
150 °C e 350 °C, respectivamente; O gas de dessolvatacdo foi ajustado em um fluxo de 650 L
h —1; 499.2 (m/ z) foi selecionado como ion precursor € seus ions quantitativos e qualitativos
foram 348 (m/z) e 328 (m / z), respectivamente; quando as energias de colisdo forem 32 V e
41 V, respectivamente. Para analise UPLC, o software Masslynx NT v.4.1 (Waters) foi usado
para processar dados. Nas condicdes descritas, o tempo de retencdo de saflufenacil foi de

aproximadamente 5,30 min.

4.1.2.13 Extragdo e quantificacdo de proteinas

A linhagem Stenotrophomonas sp. CMAZ26 foi cultivada (item 4.1.2.4), em 100 mL de
meio de cultura, utilizando as condi¢des de pré-indculo e indculo (item 4.1.2.7). As células
foram centrifugadas a 8000 g por 10 min a4 °C. em 4, 6 e 8 h de incubacéo, horarios definidos
pela curva de crescimento bacteriano. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
macerado em nitrogénio liquido e homogeneizado em 100 mM de tampé&o fosfato de potassio
pH 7,5 contendo acido etileno diamino tetra-acético 1 mM (EDTA), ditiotreitol 3 mM (DTT) e
polivinilpirrolidona 5% (PVPP). Posteriormente, esse material foi centrifugado a 10.000 g por
30 min, e aliquotas do sobrenadante foram armazenadas e congeladas para posterior analise.

A concentracdo de proteinas totais foi determinada usando o método descrito por
Bradford (1976), utilizando albumina de soro bovino (BSA) como padrédo. Os resultados foram

expressos como pmol proteina g de peso fresco.
4.1.2.14 Atividade de CAT
A atividade da CAT foi determinada de acordo com Kraus, Mckersie e Fletcher (1995),

a 25 °C, em uma solucéo contendo 1 mL de tampao fosfato de potéssio 100 mM (pH 7,5) e 2,5

pL de H202 (30%). A reacdo foi iniciada com a adicdo de 25 pL de extrato de proteina (item
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4.1.2.13), e a atividade foi determinada por meio da decomposic¢do de H>O> e monitorada em

espectrofotbmetro a 240 nm, durante 1 min. Os resultados sdo expressos em pmol/min/mg prot.

4.1.2.15 Atividade de GST

A atividade de GST foi determinada em espectrofotdmetro. Para o ensaio utilizou-se
uma solucdo contendo 900 pL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,8), 25 uL de 1-
cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) 40 mM e 50 pL de GSH 0,1 mM e incubados a 30 °C
(ZABLOTOWICZ et al., 1995). A reacgéo foi iniciada com a adi¢do de 25 pL de extrato de
proteina (item 4.1.2.13) e foi monitorada por 2 min. a 340 nm. A atividade foi expressa em

pmol/min/mg prot.
4.1.2.16 Analises estatistica e matematica

As analises estatisticas foram realizadas pelo Teste de Tukey utilizando o critério de
significancia p<0,05. Os dados de quantificacdo de H.O. e MDA e das atividades de CAT e
GST foram processados pela Andlise de Componentes Principais (PCA). As analises obtidas

no software R versdo 3.5.1, utilizando os pacotes de dados “ggplot2” e “factorextra”.

4.1.3 Resultados e Discussao
4.1.3.1 Teste de tolerancia a Heat

Os 35 isolados bacterianos testados foram considerados tolerantes a diferentes
concentracdes do herbicida Heat. Diante disso, uma linhagem foi selecionada para o
desenvolvimento deste trabalho devido a caracteristicas interessantes do crescimento.

4.1.3.2 Identificagcdo molecular por sequenciamento do gene ribossomal 16S

A linhagem cujas caracteristicas de crescimento foram destacadas (secdo 4.1.3.1) foi

identificada como pertencente ao género Stenotrophomonas, linhagem CMAZ26.
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4.1.3.3 Curva de crescimento bacteriano

A cinética de crescimento de Stenotrophomonas sp. CMAZ26, em controle e nos
tratamentos com o herbicida Heat, estd demonstrada na Fig. 2. Destaca-se o tratamento 50X, no
periodo de 2 a 6 h, que representa o inicio até o meio da fase de crescimento logaritmico (fase
log), no qual o microrganismo apresentou crescimento significativamente menor que o controle
(Apéndice A). Desse modo, concentracdes elevadas de Heat provavelmente sdo mais toxicas
nessas fases iniciais do crescimento logaritmico. Diferentes artigos tém demonstrado o
potencial toxico de herbicidas, como o glifosato por exemplo, que pode reduzir o crescimento
das bactérias Rhizobium sp., Burkholderia sp. e Pseudomonas sp., isoladas de rizosfera de soja
e de pastagens (VAN BRUGGEN et al., 2018). Em solo agricola, o herbicida trifluralina
diminuiu a diversidade de microrganismos fixadores de nitrogénio e oxidantes de amonia (DU
et al., 2018b).

Curva de crescimento
3,50 -

1x

~—ir=10 x

=>e=50 x

% Diferenca
significativa

O.D. 600 nm

1,50 4 7

0 2 4 6 Tempo(horas) 8 10 12 14
Figura 2 - Curva de crescimento de Stenotrophomonas sp. CMA26 nos tratamentos C, 1x, 10x e 50x. As barras
representam os erros padrdo nas médias. Teste de Tukey (p < 0,05).

Apesar da inibi¢do do crescimento de Stenotrophomonas sp. CMA26 na concentracao
50x, ap0ds o periodo de 6h o crescimento tornou-se estatisticamente semelhante (Apéndice A),
podendo indicar a ativacao de um sistema de respostas adaptativas. Comportamento semelhante
foi observado em bactérias isoladas de tanques de degradacéao de herbicidas frente ao glifosato
e paraquat devido a adaptacdo aos herbicidas (MAZHARI; FERGUSON, 2018).
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Microrganismos podem apresentar alteragdes celulares para adaptar-se a variagdes nas
condicdes de cultura que ocorrem durante os diferentes periodos de crescimento. E. coli, por
exemplo, apresentou mudancas na composicao de lipideos de membrana em diferentes fases de
crescimento celular (KHAKBAZ; KLAUDA, 2015).

A fim de identificar possiveis mecanismos de adaptagdo da linhagem Stenotrophomonas
sp. CMA26 ao Heat durante as fases que correspondem a periodos de aparente estresse e
recuperacdo, foram obtidos dados sobre indicadores de estresse e sistemas de respostas nos
tempos de 4 h, 6 h e 8 h, caracterizados como fases inicial, inicial-mediana e mediana,
respectivamente.

A cinética geral do crescimento de Stenotrophomonas sp. CMA26 foi considerada como
de uma bactéria tolerante ao Heat, mesmo sem prévia exposi¢cdo a este herbicida no ambiente
de isolamento. A literatura, contudo, se atém quase exclusivamente a adaptacdo bacteriana
direcionada pela prévia exposi¢do a herbicidas, pois a exposi¢do a substancias toxicas exerce
pressdo seletiva sobre espécies sensiveis, que desaparecem, e as tolerantes dominam a
comunidade (POLST et al., 2018a). Exemplos disso sdo 0s microrganismos pertencentes aos
filos Firmicutes e Actinobacteria, tolerantes ao herbicida nicosulfuron que aumentaram em
diversidade e abundancia em solo exposto a este herbicida (PETRIC et al., 2016). Outro estudo
identificou duas linhagens de Actinobacteria tolerantes ao herbicida Granstar, isoladas de solos
tratados com esse herbicida (RACHEDI et al., 2018). Além desses dados, microrganismos
tolerantes ao glifosato foram mais encontrados em solos contendo esse agrotoxico (RAINIO et
al., 2021).

4.1.3.4 Niveis de H2O2 em resposta a Heat

Os niveis de H20- observados em Stenotrophomonas sp. CMA26 sdo mostrados na Fig.
3. Na fase inicial de crescimento, os niveis de H20. em tratamentos contendo Heat néo diferem
significativamente do controle (Apéndice B), mas ha uma tendéncia de aumento nos niveis de
H202, em relacédo a controle, de acordo com o aumento da dose de herbicida. A partir da fase
inicial-mediana, observa-se dois padrdes de respostas semelhantes nos tratamentos: para
controle e 1x e para 10 e 50x. Na fase inicial-mediana, h4 uma diminuicdo significativa dos
niveis de H>O2 em controle e 1x, enquanto nos tratamentos de 10 e 50x 0s niveis se mantém
elevados. Em seguida, na fase mediana, os niveis de H20. em controle e 1x aumentam e nos

tratamentos de 10 e 50x, diminuem significativamente.
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Figura 3 - Niveis de H,O, em Stenotrophomonas sp. CMAZ26 nos tratamentos C, 1x, 10x e 50x nas fases inicial,
inicial-mediana e mediana da log. Letras mailsculas comparam estatisticamente diferentes tratamentos da mesma
fase de crescimento; letras mindsculas compara comparam estatisticamente 0s mesmos tratamentos em diferentes
fases de crescimento. As barras representam os erros padrdo nas médias. Teste de Tukey (p < 0,05).

Os niveis elevados de H2O- para os tratamentos de 10 e 50x na fase inicial-mediana e a
diminuicdo significativa na fase mediana podem explicar a inibicdo do crescimento no
tratamento 50x, em curva de crescimento, e sua recuperacdo nos periodos seguintes, que
correspondem, respectivamente, as fases inicial-mediana e mediana (Fig. 2). Apesar da
auséncia de alteragdes significativas no crescimento da linhagem no tratamento de 10x (Fig, 2),
esta parece ja constituir uma dose toxica para 0 microrganismo. Desse modo, a exposicao a
doses elevadas de Heat parece aumentar a producéo de H.O> em Stenotrophomonas sp. CMA26
e promover impactos pontuais no crescimento celular.

Diversos fatores podem elevar os niveis de ERO em células expostas a agrotoxicos,
como: subprodutos de vias de desintoxicacdo, alteracdes em cadeias de transporte de elétrons,
ou até mesmo a inibicdo de antioxidantes enzimaticos ou ndo (LUSHCHAK et al., 2018). Além
disso, a elevacdo dos niveis de ERO pode impactar temporariamente o crescimento celular. Em
E. coli exposta a H>O., por exemplo, h& uma interrupgdo no crescimento celular, em periodos
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iniciais, devido a desaceleracdo do alongamento translacional que inibiu a sintese de proteinas
de defesa oxidativa. Posteriormente, as taxas de alongamento e crescimento se recuperaram
(ZHU; DAL, 2019).

As respostas de aumento dos niveis de H202 para controle e 1x na fase mediana parecem
ser reflexo do crescimento pleno da bactéria na fase log, ja que o H2O2 é um produto do
metabolismo normal de bactérias aerdbias, como as do género Stenotrophomonas (L1 et al.,
2020). Apesar disso, 0 microrganismo parece apresentar um sistema de controle de ERO

equilibrado, devido a toleréncia constatada em curva de crescimento.

4.1.3.5 Peroxidagdo lipidica em resposta ao Heat

O MDA é um dos principais biomarcadores de peroxidacdo de lipideos da categoria
poli-insaturada por ERO, e desse modo é um indicador de estresse oxidativo (AYALA;
MUNOZ; ARGUELLES, 2014; KHYADE; PHULE; MURAD, 2019). Os niveis de MDA
observados em Stenotrophomonas sp. CMA26 sdo apresentados na Fig. 4. Na fase inicial, ha
um aumento significativo (Apéndice C) nos niveis de MDA, em relacéo a controle, de acordo
com o aumento da dose de herbicida. Esses dados correlacionam-se diretamente com o0s niveis
de H20., que apresentam o mesmo padrdo de aumento, no periodo correspondente (Fig. 3).
Esses resultados indicam que, na fase inicial, o H20 induzido pelo herbicida Heat, promove a
peroxidacao de lipideos, caracterizando uma condicao de estresse oxidativo. Em condicfes de
estresse oxidativo, os lipideos sdo as moléculas mais suscetiveis, e por consequéncia, as
membranas bioldgicas os componentes celulares que mais sofrem danos (KHYADE; PHULE;
MURAD, 2019). Danos aos lipideos de membrana afetaram a atividade desidrogenase,
diminuiram os niveis de ATP e promoveram estresse oxidativo intracelular em E. coli
(ROWLETT et al., 2017).
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Figura 4 - Niveis de MDA da linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 nos tratamentos C, 1x, 10x e 50x nas fases
inicial, inicial-mediana e mediana da log. Letras mailsculas comparam estatisticamente diferentes tratamentos da
mesma fase de crescimento; letras mindsculas comparam estatisticamente 0s mesmos tratamentos em diferentes
fases de crescimento. As barras representam os erros padrdo nas médias. Teste de Tukey (p < 0,05).

Durante o periodo de andlise (fases inicial, inicial-mediana e mediana), os niveis de
MDA nao diferem significativamente em controle, mas variam nos tratamentos com Heat. A
partir da fase inicial-mediana, ndo € possivel fazer uma correlagdo direta com os niveis de H20>
(Fig. 3). Esses resultados podem indicar mudancas na saturacdo dos lipideos de membrana em
Stenotrophomonas sp. CMA26 como um sistema de resposta a presenca do herbicida, mas
outras analises, como a caracterizagdo dos lipideos de membrana, deverdo ser realizadas para
corroborar essa hipotese. Em outros trabalhos que também ndo observaram uma relacdo direta
entre niveis de ERO e de MDA, esse foi considerado como bioindicador de saturacdo de
membranas bioldgicas. Em P. ananatis exposta ao mesotrione foram observados aumentos nos
niveis de MDA como consequéncia na elevagdo na saturacdo dos lipideos, o qual foi
considerado um mecanismo de protecdo de membrana (PRIONE et al., 2016). Aumentos na
saturacdo dos lipideos da membrana também ocorreram em E. coli DH5-a como sistema de
defesa contra esse mesmo herbicida (OLCHANHESKI et al., 2014).
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4.1.3.6 Capacidade de degradacdo de isolados bacterianos

Nenhum dos isolados bacterianos da colecdo de microrganismos de solo agricola
apresentou degradacdo do herbicida Heat durante o periodo de anélise, incluindo a linhagem
Stenotrophomonas sp. CMA26. A exposicdo prévia a herbicidas é frequentemente relatada
como agente seletor de microrganismos degradadores. Andalises genémicas de uma comunidade
microbiana de &gua residual de sistemas de biopurificacdo de pesticidas permitiram a
identificacdo de genes e clusters de genes relacionados a degradacdo de produtos organicos,
incluindo herbicidas presentes nesse ambiente (DUNON et al., 2018). No mesmo trabalho
foram detectados genes associados a degradacdo do linuron em solo previamente exposto ao
herbicida. Outro exemplo é Ochrobactrum sp., degradadora de tifensulfuron-metil, que foi
isolada de solo contaminado com este herbicida (ZHAO et al., 2015). Desse modo, a auséncia
de exposicdo prévia para o Heat no local de coleta, pode ter sido um fator que limitou a selecéo
de genes especificos para a degradacdo deste herbicida pela cole¢do de microrganismos de solo
de Palotina, mas provavelmente isso ndo foi valido para os sistemas que contribuiram para a
tolerancia do herbicida, assumindo que esses sistemas estdo relacionados a sistemas de
respostas gerais ao estresse. Corroborando essa hipdtese, P. putida, exposta aos estresses
oxidativo, osmotico e ao antibidtico imipenem, apresentou uma resposta diferencial para cada
estresse. Porém 194 genes, que codificam para bombas de efluxo, proteinas universais de
estresse, enzimas redox, além da inducdo de mecanismos de protecdo contra ERO, foram
regulados positivamente para todos os tipos de estresse (BOJANOVIC; D’ARRIGO; LONG,
2017). Em outro trabalho, linhagens de E. coli pré-adaptadas a ampicilina apresentaram
tolerancia para norfloxacina, um antibi6tico ndo previamente exposto as bactérias, indicando
que o mecanismo de tolerancia é uma resposta adaptativa generalizada ao estresse antibidtico
(FRIDMAN et al., 2014).

Como a degradacao do herbicida nédo faz parte do sistema de resposta para superar o
estresse causado por Heat em Stenotrophomonas sp. CMAZ26, outros sistemas de resposta foram
avaliados, como a atividade das enzimas antioxidantes CAT e GST.

4.1.3.7 Atividade enzimatica de CAT em resposta a Heat

A CAT é uma enzima antioxidante responsavel pela metabolizacdo do H>O, em

oxigénio molecular e 4gua e tem papel importante em bactérias expostas a xenobioticos
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(LUSHCHAK et al., 2018; ROVIDA et al., 2021). A atividade de CAT em Stenotrophomonas
sp. CMA26 é mostrada na Fig. 5. A fase inicial apresenta 0s menores niveis de atividade
enzimatica de CAT. Nesta mesma fase o0 H202 permanece elevado em todos os tratamentos
(Fig. 3). Ja na fase inicial-mediana, percebe-se um aumento significativo da atividade de CAT
em controle (Apéndice D) e hd uma reducdo de H»O, para o tratamento e periodo
correspondente (Fig. 3). Na fase mediana, hd um aumento significativo na atividade de CAT
para todos os tratamentos. E valido destacar o tratamento de 50x, no qual ocorreu maior
atividade da enzima, e corresponde ao periodo de recuperacdo do crescimento em curva (Fig.
2) e de reducdo dos niveis de H.O> (Fig. 3). Desse modo, a CAT parece ter uma atuacéo
importante para o controle dos niveis de H.O2 em Stenotrophomonas sp. CMA26, considerado

um mecanismo de resposta para superar o estresse causado por Heat.
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Figura 5 - Atividade de CAT em Stenotrophomonas sp. CMAZ26 nos tratamentos C, 1x, 10x e 50x nas fases inicial,
inicial-mediana e mediana da log. Letras maidsculas comparam estatisticamente diferentes tratamentos da mesma
fase de crescimento; letras mindsculas comparam estatisticamente 0s mesmos tratamentos em diferentes fases de
crescimento. As barras representam os erros padrao nas médias. Teste de Tukey (p < 0,05).

A enzima CAT é frequentemente descrita como mecanismo para superar 0 estresse

causado por Xxenobidticos. Em resposta ao antibiotico &cido fenazina-1-carboxilico,
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Xanthomonas oryzae pv. oryzae e X. oryzae pv. oryzicola exibiram a ativagdo do regulador
transcricional OxyR, relacionado com genes que codificam a CAT (PAN et al., 2018). Em
isolados do género Enterobacter, aumentos na atividade de CAT foram caracterizados como
mecanismo de tolerancia aos herbicidas metolacloro e acetocloro (MARTINS et al.,
2011). Pseudomonas sp. apresentou um sistema de resposta ao herbicida Heat com enzimas
antioxidantes, incluindo a CAT (ROVIDA et al., 2021). E valido ressaltar que nestes dois
ulimos trabalhos as linhagens foram selecionadas de ambientes previamente exposto aos
herbicidas testados. Nesse sentido, h& poucos relatos na literatura mostrando o papel de CAT
para tolerdncia em microrganismos ndo previamente expostos ao agrotdxico testado,

principalmente para herbicidas.

4.1.3.8 Atividade enzimatica de GST em resposta a Heat

A GST é uma enzima multifuncional que participa de processos de desintoxicacao
celular, catalisando a conjugagdo da GSH com compostos eletrofilicos enddgenos (metabolitos
secundarios, hidroperdxidos) e xenobidticos, como os herbicidas (CHRONOPOULOU et al.,
2017). Outra funcdo da GST que tem sido estudada mais recentemente € a regulacdo dos
produtos da peroxidacao lipidica da via de sinalizacdo celular (AWASTHI et al., 2017). O MDA
é um dos principais produtos da peroxidacéo lipidica (KHYADE; PHULE; MURAD, 2019). A
atividade de GST em Stenotrophomonas sp. CMA26 é mostrada na Fig. 6. Durante o periodo
de analise (fases inicial, inicial-mediana e mediana), a atividade de GST ndo difere
significativamente em controle (Apéndice E). Esse efeito ocorre também para os niveis de
MDA (Fig. 4). Nos tratamentos contendo Heat h4 aumentos significativos da atividade de GST
da fase inicial-mediana para mediana. Esses aumentos sdo proporcionais aos niveis de MDA na
fase mediana (Fig. 4). Os dados mostrados indicam que Stenotrophomonas sp. CMAZ26

apresenta um sistema de regulacdo dos niveis de MDA por meio da atividade de GST.
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Figura 6 - Atividade de GST em Stenotrophomonas sp. CMA26 nos tratamentos C, 1x, 10x e 50x nas fases inicial,
inicial-mediana e mediana da log. Letras mailsculas comparam estatisticamente diferentes tratamentos da mesma
fase de crescimento; letras mindsculas comparam estatisticamente os mesmos tratamentos em diferentes fases de
crescimento. As barras representam os erros padrdo nas médias. Teste de Tukey (p < 0,05).

Poucos trabalhos abordam a relagdo entre GST e MDA. Alguns trabalhos apontam que
a GST pode catalisar a desintoxicagdo celular do 4-hidroxi-2-nonenal, outro produto de
peroxidacao lipidica (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). Além disso, a GST pode estar
relacionada a remocdo de lipideos danificados por H2O. e na restauracdo da fluidez das
membranas (KAMMERSCHEIT; CHAUVAT; CASSIER-CHAUVAT, 2019). Em
Pseudomonas sp. a GST esteve relacionada com controle dos niveis de MDA, em resposta ao
estresse induzido pelo herbicida Boral (ROVIDA et al., 2021). Essa linhagem foi isolada de um
local onde ndo havia exposicdo prévia para Boral. Desse modo, o sistema GST-MDA, além de
desempenhar um papel importante para a protecdo de membranas biol6gicas parece fazer parte

de um sistema que independe de selecdo preévia.
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4.1.3.9 Sistemas de resposta integrados para tolerancia de Heat

A PCA foi utilizada para avaliar interrelaces entre os dados de indicadores de estresse
oxidativo, H.O2 e MDA, e de atividades enzimaticas, CAT e GST (Fig. 7).
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Figura 7- PCA das relagdes entre indicadores de estresse H,O, e MDA e perfis de atividades enzimaticas de CAT
e GST da linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 nas fases inicial, inicial-mediana e mediana da log. A escala
de cores indica o grau de contribuicdo da distribuicdo dos dados. CAT, catalase; GST, glutationa S-transferase.
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As interrelagdes mostram a modulacéo do sistema de resposta antioxidante da linhagem
Stenotrophomonas sp. CMA26 frente ao herbicida Heat, durante o periodo de analise. A
linhagem exibe padrBes de respostas que diferem entre as fases inicial, inicial-mediana e
mediana, devido a mudangas nos padrdes de agrupamentos entre 0s quadrantes dos
componentes principais. Na fase inicial, MDA e H,O., estéo relacionados ao tratamento 50X,
indicando que essa condic¢do foi estressante para 0 microrganismo, por meio da possivel relacéo
perdxido-peroxidacdo. Os efeitos negativos sobre o crescimento nessa condicdo corroboram
essa hipétese (Fig. 2). Além disso, ndo h& uma atuacéo significativa das enzimas para o controle
dos indicadores de estresse H2O, e MDA. Ja nas fases inicial-mediana e mediana, CAT e H20>
apresentam-se de modo inversamente proporcional, caracterizando o inicio da atuacdo de CAT
para o controle de H20.. GST e MDA estdo positivamente relacionados indicando que a
quantidade de MDA induz a atividade de GST.

De modo geral, Heat exerce uma condicdo de estresse na fase inicial em
Stenotrophomonas sp. CMAZ26, que é superada a partir da fase inicial-mediana, com o inicio da
atuacdo das enzimas CAT e GST, considerando que a linhagem néao apresenta exposicao prévia
para o Heat. A adaptac&o bacteriana a novos ambientes esta intimamente ligada a alguns fatores,
como a histérico de crescimento do microrganismo (ATOLIA et al., 2020). Bactérias pré-
adaptadas a condicOes estressantes, por exemplo, tém periodos de inibi¢cdo no crescimento mais
curtos quando encontram o mesmo estresse do que as bactérias que ndo foram pré-adaptadas
(BERTRAND, 2019). Essa inibicdo geralmente ocorre na fase de laténcia (lag). A lag é
comumente descrita como um periodo de auséncia de crescimento, mas € um processo
dindmico, organizado, adaptativo e evolutivo que protege as bactérias de ameacas e promove a
aptiddo reprodutiva (VERMEERSCH et al., 2019). Além de um processo adaptativo, o
prolongamento da fase lag é um mecanismo de defesa que permite que bactérias tolerem o
estresse, inclusive para substancias as quais nao foram previamente expostas (BERTRAND,
2019). E. coli, tolerou o norfloxacino, antibidtico o qual ndo foi previamente exposta, por meio
de um prolongamento na fase lag, antes do crescimento pleno. O prolongamento foi
considerado como um traco adaptativo para tolerancia a antibiéticos (FRIDMAN et al., 2014).
Desse modo, a inibi¢cdo do crescimento no tratamento de 50x na fase inicial, apesar de néo
ocorrer na fase lag, pode ser um mecanismo de toleréncia para Stenotrophomonas sp. CMA26,
visto que as fases sdo metabolicamente préximas.

A tolerancia também pode ser obtida quando as células em inibic&o de crescimento tém
menor atividade metabolica do que as células em diviséo ativa (BERTRAND, 2019). Quando

em contato com o ferro zero valente, uma comunidade microbiana de agua subterranea nédo
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previamente exposta ao contaminante, apresentou uma reducdo metabdlica temporaria,
incluindo a interrupcdo da atividade redutora de nitrato, antes de recuperar a atividade
metabolica normal (CRAMPON et al., 2019). Apesar de ndo haver uma inibicdo evidente no
crescimento da linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 nos demais tratamentos, como
ocorrem em 50x, pode-se perceber uma menor taxa metabdlica dos sistemas de resposta
antioxidantes na fase inicial. Desse modo, a fase inicial pode ser um periodo de reducéo
metabolica e ativacdo de genes na Stenotrophomonas sp. CMA26 que conferem tolerancia ao
Heat.

Tendo em vista a PC1, componente principal de maior contribuicdo para todas as fases,
pode-se identificar dois padrdes de respostas, pelos agrupamentos dos tratamentos controle e
1x, e, 10x e 50x, indicando que a linhagem modula a resposta metabolica em concentracdes
mais altas de herbicida, o que provavelmente permite a tolerancia. Em Staphylococcus aureus,
por exemplo, a tolerancia ao H2O2 ocorreu devido a modulagdo na resposta metabdlica que
variou de acordo com a temperatura e pH do meio de cultura (MURPHY et al., 2018). Nesse
caso, a homeostase metabdlica estaria continuamente se ajustando e respondendo as mudancas
nas condicGes da cultura, incluindo a expressao de proteinas antioxidantes, para a sobrevivéncia
de S. aureus frente ao H.O2. Da mesma maneira, Stenotrophomonas sp. CMA26 poderia estar
regulando continuamente o sistema metabolico para responder ao estresse causado por Heat,
apesar de ndo apresentar exposicdo prévia para o herbicida.

Bactérias do género Stenotrophomonas sdo conhecidas por apresentarem sistemas de
metabdlicos plasticos para se adaptar a diferentes nichos ambientais (L1 et al., 2020). Fenotipos
plasticos sdo importantes para a sobrevivéncia a mudancas ambientais. Analises
metagenémicas em uma estacdo de tratamento de aguas residuais contaminadas com iodo,
mostraram que a comunidade microbiana selecionada e sobrevivente a perturbacdes é aquela
capaz de modular rapidamente o metabolismo, seja retornando ao estagio estacionario ou de
divisdo (PEREZ et al., 2019). Devido a THG, genes que codificam para fenétipos adaptativos
sob pressao seletiva, tém se tornado estruturalmente ligados, gerando um potencial significativo
para co-selecdo (GILLINGS, 2017). A co-selecdo tem sido relatada para fenétipos de
resisténcia a antibidticos, a metais e também para agrotoxicos (PAL et al., 2017). A co-selecéo
pode ocorrer por co-resisténcia, quando os genes de resisténcia aos toxicos localizam-se na
mesma célula, ou por resisténcia cruzada, quando um Unico mecanismo de resisténcia confere
resisténcia aos xenobiodticos (HUANG et al., 2021). Bombas de efluxo sdo exemplos de
mecanismo de resisténcia cruzada para meticilina, zinco e cloreto de benzalconio em S. aureus
(SLIFIERZ; FRIENDSHIP; WEESE, 2015). Ainda néo esta claro na literatura se a exposi¢éo
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a agrotoxicos pode selecionar microrganismos com fenétipos para tolerar outros herbicidas,
para 0os quais ndao foram previamente expostos, mas esse efeito pode ter ocorrido para a
linhagem Stenotrophomonas sp. CMA26 em relacéo ao herbicida Heat.

Stenotrophomonas sp. CMA26 deve, portanto, apresentar um sistema de plasticidade
metabdlica para tolerar o Heat. A plasticidade metabdlica bacteriana é a capacidade de
responder por meio de alteracbes na morfologia, fisiologia ou atividade para tolerar
perturbacdes ambientais (COMTE; FAUTEUX; GIORGIO, 2013). Estes mecanismos de
plasticidade metabolica ainda poderdo ser encontrados em outros microrganismos de solo, ja
que os demais isolados da colecdo de solo agricola também toleraram diferentes concentracbes
de Heat (item 4.1.3.1). Tendo em vista que os microrganismos foram expostos a outros
agrotoxicos em solo, estes podem ter atuado como um gargalo seletivo para tolerantes. Gargalos
seletivos podem levar a alta divergéncia da populacéo inicial, mas baixa divergéncia entre
réplicas bioldgicas das populacbes devido a selecdo de um gen6tipo comum (CROIX et al.,
2020). Assim, esse efeito pode impactar a diversidade e a abundancia da microbiota, e, portanto,

a funcionalidade do solo.

4.1.4 Conclusdes

A linhagem Stenotrophomonas sp. CMAZ26, isolada de solo agricola sem prévia
exposicao para o herbicida Heat, foi caracterizada como tolerante a esse xenobi6tico. Embora
haja inicialmente uma condicgdo de estresse, a adaptacao a presenca do herbicida provavelmente
ocorre devido a um sistema de plasticidade metabdlica que inclui a atividade da enzima CAT,
controlando H>O; e GST, controlando o MDA, uma vez que a degradacdo ndo faz parte do
sistema de resposta dessa linhagem. Os padrdes de resposta diferem de acordo com o aumento
da concentragdo do herbicida. Esses sistemas metabolicos independem de selecéo prévia.

Estes mecanismos adaptativos possivelmente poderdo ser encontrados em outros
microrganismos de solo, j& que outros isolados da colecdo, exibiram tolerancia ao Heat sem
apresentarem degradacdo do herbicida, o qual ndo estava presente no solo. Esses mecanismos
que prescindem de selecdo, atuantes em microbiomas de solo, podem interferir na diversidade
e na funcionalidade nesse ambiente. Agrotdxicos podem estar direcionando para a selecéo de
microrganismos tolerantes, mas ndo necessariamente degradadores em solo. Com menos
bactérias degradadoras, estes herbicidas podem permanecer mais tempo no solo como
contaminantes ambientais, aumentando a probabilidade de chegar a ambientes aquaticos por

deriva.
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APENDICE A: ANALISE ESTATISTICA PARA CURVA DE CRESCIMENTO

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: zero
variation Coefficient: 2.775558e-14 %

Independent variable: Trat
Factors Means

0x 0.05 a
10x 0.05 a
1x 0.05 a
50x 0.05 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: um
variation Coefficient: 6.642054 %

Independent variable: Trat
Factors Means

50x 0.162666666666667 a
10x 0.057 b
1x 0.0543333333333333 b
0x 0.0446666666666667 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: dois
variation Coefficient: 9.266254 %

Independent variable: Trat
Factors Means

50x 0.180666666666667 a
1x 0.155 ab
10x 0.139333333333333 b
0x 0.134333333333333 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: tres
variation Coefficient: 11.32057 %

Independent variable: Trat
Factors Means

1x 0.519333333333333 a
0x 0.514 a
10x 0.478333333333333 a
50x 0.284 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Cconfidence Tevel: 0.95
Dependent variable: quatro
variation Coefficient: 4.973888 %

Independent variable: Trat
Factors Means

1x 1.007 a
10x 0.969 a
0x 0.902666666666667 a
50x 0.673

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS



confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: cinco
variation Coefficient: 4.85553 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 1.39066666666667 a
0x 1.356 a
1x 1.34266666666667 a
50x 0.9365 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: seis
variation Coefficient: 8.503868 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 1.79933333333333 a
1x 1.65333333333333 a
0x 1.57733333333333 a
50x 1.559 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: sete
variation Coefficient: 8.295559 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 2.15766666666667 a
1x 2.048 a
0x 2.014 a
50x 1.95333333333333 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: oito
variation Coefficient: 8.559674 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 2.332 a
0x 2.288 a
1x 2.259 a
50x 2.172 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Cconfidence Tevel: 0.95
Dependent variable: nove
variation Coefficient: 8.464004 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 2.661 a
1x 2.521 a
50x 2.466 a
Ox 2.444 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: dez
variation Coefficient: 11.53567 %
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Independent variable: Trat
Factors Means

10x 2.893 a
1x 2.73 a
50x 2.723 a
0x 2.564 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: onze
variation Coefficient: 6.592803 %

Independent variable: Trat
Factors Means

50x 3.046 a
0x 3.014 a
10x 2.993 a
1x 2.848 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: doze
variation Coefficient: 7.216525 %

Independent variable: Trat
Factors Means

10x 3.151 a
0x 3.075 a
50x 3.065 a
1x 2.984 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: treze
variation Coefficient: 7.637474 %

Independent variable: Trat
Factors Means

50x 3.238 a
10x 3.107 a
0x 3.071 a
1x 3.007 a
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APENDICE B: ANALISE ESTATISTICA PARA H:0>

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 39.97849 %

Independent variable: Trat
Factors Means
0 x 8h 0.65493 a
0 x 4h 0.465728 a
0 x 6h 0.118216 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 22.70014 %

Independent variable: Trat
Factors Means
1x 8h 0.9993745 a
1x 4h 0.742254 ab
1x 6h  0.203756 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 24.03402 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 6h 1.154617 a
10x 4h 0.7519565 ab
10x 8h 0.1940535 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 25.59115 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 4h 1.0575905 a
50x 6h 0.829578 a
50x 8h 0.305634 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 19.74811 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 4h 1.0575905
10x 4h 0.7519565
1x 4h 0.742254
Ox 4h  0.465728

LY

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202



variation Coefficient: 34.84237 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 6h 1.154617 a
50x 6h 0.829578 ab
1x 6h  0.203756 b
Ox 6h 0.118216 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

Confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: H202
variation Coefficient: 27.31084 %

Independent variable: Trat
Factors Means
1x 8h  0.9993745 a
Ox 8h 0.65493 ab
50x 8h 0.305634 b
10x 8h 0.1940535 b
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APENDICE C: ANALISE ESTATISTICA PARA MDA

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 22.47043 %

Independent variable: Trat
Factors Means
0 x 6h 2.98375 a
0 x 4h 2.44125 a
0 x 8h 1.97625 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 13.86026 %

Independent variable: Trat
Factors Means
1x 4h 4.37875 a
1x 8h  3.68125 ab
1x 6h  2.324925 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 20.43401 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 8h 4.84375 a
10x 4h 4.7275 a
10x 6h 1.97625 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 5.8875 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 4h 5.69625 a
50x 8h 3.99125 b
50x 6h 3.41 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 14.31163 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 4h 5.69625 a
10x 4h 4.7275 ab
1x 4h 4.37875 ab
Ox 4h  2.44125 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
confidence level: 0.95

Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 11.13035 %
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Independent variable: Trat
Factors Means
50x 6h 3.41 a
Ox 6h  2.98375 ab
1x 6h  2.324925 ab
10x 6h 1.97625 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: MDA
variation Coefficient: 18.46276 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 8h 4.84375 a
50x 8h 3.99125 ab
1x 8h  3.68125 ab
Ox 8h 1.97625 b



APENDICE D: ANALISE ESTATISTICA PARA CAT

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 1.549039 %

Independent variable: Trat
Factors Means
0 x 8h 518.8492601 a
0 x 6h 219.783655 b
0 x 4h 104.8382558

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 12.32395 %

Independent variable: Trat
Factors Means
1x 8h  468.3801545 a
1x 6h  147.00392965 b
1x 4h  87.60054817 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 3.69828 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 8h 571.3895268 a
10x 4h 125.70863205 b
10x 6h 114.03763375 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 4.894465 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 8h 841.1173024 a
50x 4h 144.65907105 b
50x 6h 111.9450775 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 6.550276 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 4h 144.65907105 a
10x 4h 125.70863205 ab
Ox 4h  104.8382558 bc
1x 4h  87.60054817 C

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
confidence level: 0.95

Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 5.81778 %
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Independent variable: Trat
Factors Means
Ox 6h  219.783655 a
1x 6h  147.00392965 b
10x 6h 114.03763375 b
50x 6h 111.9450775 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: CAT
variation Coefficient: 4.783244 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 8h 841.1173024 a
10x 8h 571.3895268 b
Ox 8h  518.8492601 b
1x 8h  468.3801545 b



APENDICE E: ANALISE ESTATISTICA PARA GST

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 17.64066 %

Independent variable: Trat
Factors Means
0 x 8h 0.0126435075 a
0 x 4h 0.0107039575 a
0 x 6h 0.006463459 a

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 11.21956 %

Independent variable: Trat
Factors Means
1x 8h  0.0146135515 a
1x 6h  0.0090090635 b
1x 4h  0.005945728 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 9.29996 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 8h 0.0181326695 a
10x 4h 0.010557746 b
10x 6h 0.005127837 C

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 16.79654 %

Independent variable: Trat
Factors Means
50x 8h 0.0143823105 a
50x 6h 0.0076745785 b
50x 4h 0.005229246 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 15.65143 %

Independent variable: Trat
Factors Means
Ox 4h  0.0107039575 a
10x 4h 0.010557746 a
1x 4h  0.005945728 ab
50x 4h 0.005229246 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS
confidence level: 0.95

Dependent variable: GST
variation Coefficient: 10.48703 %
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Independent variable: Trat
Factors Means
1x 6h  0.0090090635 a
50x 6h 0.0076745785 ab
Ox 6h  0.006463459 ab
10x 6h 0.005127837 b

TUKEY TEST TO COMPARE MEANS

confidence Tevel: 0.95
Dependent variable: GST
variation Coefficient: 12.76078 %

Independent variable: Trat
Factors Means
10x 8h 0.0181326695 a
1x 8h  0.0146135515 a
50x 8h 0.0143823105 a
Ox 8h  0.0126435075 a



APENDICE F: ESTATISTICA DE AGRUPAMENTO DA ANALISE DE PCA

Inicial
#%%\ECTORS

PC1l
H202 0.98541
MDA  0.99826
CAT  0.40599
GST -0.58581

Signif. codes:
free

Permutation:

PC2 r2

-0.17023 0.8793

0.05901 0.8730
0.91388 0.8819
0.81045 0.7475

0 Ededed? 0_001

Number of permutations: 999

Inicial-mediana

#*%%VECTORS

PC1
0.93570
-0.35344
-0.83492
-0.57401

H202
MDA
CAT
GST

Signif. codes:
free

Permutation:

PC2 r2
0.35280 0.9851
0.93546 0.6867

-0.55038 0.9401

0.81885 0.6655
0 “***’ (0.001

Number of permutations: 999

Mediana
*%%VECTORS

PC1l
H202 -0.95772
MDA  0.91411
CAT  0.54622
GST  0.51930

Signif. codes:

Permutation:

PC2 r2
0.28771 0.8175
0.40546 0.6871

-0.83764 0.8905

0.85459 0.8354
0 “*%**’ (0.001

free

Number of permutations: 999

Pr(>r)
0.003 *=
0.008 *=
0.007 *=*
0.046 *

‘%% 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 1

Pr(>r)

0_001 e
0.073 .
0.002 *=*
0.059 .
£ 0_01 6%

> 0.05 .7 0.1 71

Pr(>r)
0.019 =
0.023 =
0.004 *=*
0.006 **

“%%7 0.01 “*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ¢’ 1
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