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“Ha uma forgca motriz mais poderosa que o vapor, a eletricidade e a energia
atbmica: a vontade.”

Albert Einstein



Resumo

Herbicidas sdo amplamente utilizados para aumentar a producéo agricola e
sdo responsaveis por 35% de todos os agrotoxicos aplicados anualmente.
ApoOs a aplicacdo, os herbicidas podem permanecer no solo como residuos
perigosos. O mesotrione (2 - [ 4 - metilsulfonil - 2 - nitrobenzoil ] 1,3-
cyclohenanedione ) é o ingrediente ativo de Callisto, um herbicida utilizado no
milho . Pantoea ananatis CCT 7673, € uma enterobactéria isolada de agua e foi
previamente caracterizada como linhagem degradadora do mesotrione. Os
objetivos deste trabalho foram o avaliar a influéncia do mesotrione e Callisto
como agentes indutores de estresse oxidativo para o metabolismo celular de
Pantoea ananatis CCT7673, bem como identificar possiveis mecanismos de
tolerdncia a estes herbicidas. As atividades enzimaticas de SOD, CAT e GR
foram avaliadas em PAGE n&o desnaturante e de CAT, GR e GST em
espectrofotometro. Além disto, as taxas de malondialdeido (MDA), radical
superéxido e peroxido de hidrogénio (H.O,) foram medidas em
espectrofotometro. Todas as analises foram realizadas antes e apls a
degradacdo do mesotrione. Meio minimo sem herbicida (MM) foi utilizado
como controle. O herbicida provou ser agente causal do estresse oxidativo
pelos dados de perdxido de hidrogénio. Inesperadamente, as taxas de MDA e
GR mostraram-se inferiores nos tratamentos com herbicida em relacdo ao
controle, sem alteracdo no crecimento bacteriano. A atividade de glutationa-S-
transferase foi maior no tratamento com mesotrione em comparagdo com 0
controle e Callisto, durante e apdés a degradacdo. Estes resultados sugerem
gue essa enzima pode estar relacionada com o processo de degradacédo do
mesotrione, provavelmente por cometabolismo. As taxas de peroxidacao
lipidica mostraram ser menores na presenca do herbicida em comparac¢do com
o controle, sem mudancas na taxa de crescimento Quando exposta ao
herbicida, P. ananatis CCT 7673 apresentou alteracbes na saturacdo de
lipidios de membrana. Estas mudancas podem interferir na entrada do
herbicida na célula. Tais caracteristicas podem estar associadas a um nivel de
plasticidade fenotipica em P. ananatis CCT 7673, tornando essa bactéria um
modelo interessante para estudos de tolerancia a herbicidas e evolucédo de
microbiotas em ambientes submetidos a diferentes graus de presséao seletiva.

Palavras-chave: biodegradacdo de herbicidas, peroxidagéo lipidica, lipideos
de membrana, resposta antioxidativa, adaptagao bacteriana, Callisto.



Abstract

Herbicides are widely used to increase crop production and account for 35% of
all agrochemicals applied annually. After application, the herbicides can remain
in the soil as hazardous residues. Mesotrione, (2-[4-methylsulfonyl-2-
nitrobenzoyl]1,3-cyclohenanedione), is the active ingredient of Callisto, an
herbicide commonly used in corn. Pantoea ananatis CCT 7673, an
Enterobacteria isolated from water, has been previously cited as mesotrione-
degrading strain. The aim of this study was to evaluate the influence of
mesotrione and Callisto as oxidative stress-inducing agents for cellular
metabolism of Pantoea ananatis CCT7673 and identify possible mechanisms of
tolerance. SOD, CAT and GR activities were evaluated in non-denaturing PAGE
and CAT, GR and GST in spectrophotometer. Also, the rates of malonaldehyde
(MDA), superoxid and peroxide hydrogen (H.O,) were measured in a
spectrophotometer. Minimal medium with no herbicide (MM) was used as
control. Lipid peroxidation, superoxide and peroxide hydrogen quantification
and SOD, CAT, GR and GST activities were analyzed before and after
degradation of mesotrione. The herbicide proved to be the cause of oxidative
stress, according to peroxide hydrogen data. Unexpectedly, the rates of lipid
peroxidation (MDA) and GR showed to be lower in the presence of the
herbicide when compared to the control, with no changes in bacterial growth.
The activity of GST was higher in mesotrione treatment in comparison to control
and Callisto, during and after degradation. These results suggest that this
enzyme may be related to the mesotrione degradation, probably by
cometabolism. The rates of lipid peroxidation were shown to be lower in the
presence of the herbicide compared to the control, with no changes in growth
rates when exposed to herbicide. P. ananatis CCT 7673 showed changes in the
saturation of membrane lipids. These changes may interfere with herbicide
entry into the cell. These characteristics may be associated with a level of
phenotypic plasticity in P. ananatis CCT 7673, making this an interesting
bacterium for studies of herbicide tolerance and evolution of microbiota in
environments subjected to different degrees of selective pressure model.

Keywords: herbicide biodegradation, lipid peroxidation, membrane lipids,
antioxidative response, adaptative capacity, Callisto.
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1. INTRODUCAO
1.1 Uso de herbicidas e contaminacdo ambiental

O DDT foi um dos primeiros compostos organicos a ser sintetizado - o
pioneirismo coube a Othomar Zeidler, em 1874. A utilizacdo de compostos
como agroquimicos iniciou-se na década de 1920, durante a Segunda Guerra
Mundial, sendo usada como arma quimica (Barbosa, 2004), e se destacou em
1941 com a sintese do 2,4-D, também durante a Segunda Guerra Mundial,
(Oliveira et al., 2011) e, a partir de entdo, sua utilizacao se expandiu em todo o
mundo.

Os herbicidas sdo substancias quimicas capazes de disseminar
populacfes de plantas indesejaveis em uma cultura. Podem ser utilizados em
pré-emergéncia, quando a aplicacao do produto é feita antes da emergéncia da
cultura, ou em poés-emergéncia, quando a cultura ja emergiu, e o produto &
absorvido em sua maior parte via foliar. Seu uso é de grande importancia na
agricultura, pois as plantas daninhas competem por luz, agua, nutrientes e
espaco fisico com as culturas, podendo levar a reducdo de até 90% de
rendimento de grdos se nao forem controladas (Junior et al.,1997).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), para
50,7 milhdes de hectares de area plantada em 2001, o Brasil utilizou 158,7 mil
toneladas de agrotoxicos, sendo 91,8 mil toneladas s6 de herbicidas, o que
corresponde a mais de 50% do total (IBGE, 2004). Segundo um dossié
divulgado pela Associacao Brasileira de Saude Coletiva (ABRASCO) (Carneiro
et al.,, 2012) a utilizacdo de agroquimicos nas lavouras brasileiras saltou de
599,5 milhdes de litros no ano de 2002 para 852,8 milhdes de litros em 2011,
com consumo médio dos compostos de 10,5 litros por hectare em 2002, para
12,01 por hectare em 2011. O Brasil movimentou ainda, sozinho, 19% da
producdo mundial destes agroquimicos no ano de 2010, segundo a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa, 2011). S6 no Estado do Parana, no
ano de 2000, foram comercializadas 15.283,2 toneladas de ingrediente ativo, o
gue corresponde a 68% do total de pesticidas comercializados no Estado
(Inoue et al., 2003).

Com a crescente populacdo mundial, estimada em 7 bilhdes de pessoas

(ONU, 2012), surge a necessidade do aumento de producédo de alimentos, por
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meio de novas tecnologias, visando otimiza-la e aumenta-la (Donaldson, 2010).
Desta forma, o incremento do uso de herbicidas como componente crucial para
0 manejo e prevencdo de plantas daninhas é inevitdvel. Embora nenhum
herbicida permaneca indefinidamente no ambiente, alguns podem apresentar
persisténcia por tempo suficiente para limitar ou injuriar outras espécies de
culturas, resultar em contaminagdo e causar efeitos danosos em organismos
nao alvo (Oliveira et al., 2011; Van Eerd et al., 2003). Estima-se que apenas
0,1% dos pesticidas atinjam o alvo; o restante permanece no ambiente,
podendo causar a contaminacédo de solo e cursos d'agua, ar e desequilibrios
biolégicos e ecoldgicos (Sharma et al., 2010; Jardim et al., 2009).

Além da contaminacdo ambiental, pesticidas podem alterar os nutrientes
presentes no solo, o metabolismo e a diversidade de comunidades micro e
macrobidticas ali presentes. Sabe-se que muitos desses compostos também
tém um efeito fisioldgico negativo especifico em animais e humanos, além de
alguns serem mutagénicos, cancerigenos e teratogénicos (Bensalah et al.,
2011).

Considerando seu potencial efeito sobre a diversidade microbiana, os
herbicidas podem prejudicar negativamente o ciclo de carbono e nitrogénio,
essenciais para a manutencdo da fertiidade do solo (Ding et al., 2009) e
influenciar ainda a expressdo de genes responsaveis por ativar proteinas
capazes de degradar herbicidas (Simon & Daniel, 2011; Kozdrdj & Van-Elsas,
2001).

Ha vaérios estudos relatando contaminagdo ambiental por pesticidas na
literatura. Segundo D'Amato et al. (2002), a carga de contaminantes de
atividades agropecuarias no Estado de Sao Paulo foi avaliada, confirmando-se
gque 0s maiores riscos de contaminacdo estdo associados a locais com
aplicacao de herbicidas.

Herbicidas da classe s-triazinas, como a atrazina, S&o0 comumente
encontrados em amostras de solo e agua e possuem alta persisténcia no meio
ambiente (WU et al., 2010). O mesotrione, ingrediente ativo do herbicida
comercial Callisto, também apresentou potencial de risco de contaminacdo de
aguas subterraneas e superficiais (Martinazzo et al., 2011). Batisson et al.

(2009), demonstraram ainda que 0 mesotrione apresenta capacidade de
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retencdo moderada em solos diferentes, e provavelmente é lixiviado para
aguas superficiais.

Segundo Chaves (2007), no Estado do Parana, no ano de 1974,
constatou-se que 84% de amostras colhidas nos rios apresentaram residuos de
pesticidas e que 78% desses residuos mantiveram-se na agua mesmo depois
do tratamento convencional das aguas.

E estimado que anualmente, nos EUA, s&o aplicadas mais de 140.000
toneladas de pesticidas sintéticos, sendo que aproximadamente 300 pesticidas
diferentes sdo relatados por serem contaminantes de produtos alimenticios
europeus (Bjarling-Poulsen et al., 2008). Apesar do Brasil nao utilizar
frequentemente grandes concentracfes de pesticidas, comparado a outros
paises em desenvolvimento o uso de agroquimicos tem aumentado
consideravelmente (Schreinemachers & Tipragsa, 2012).

Um controle rigoroso para o uso de pesticidas tem-se firmado a fim de
evitar a contaminacdo em reservas de &agua e, inclusive, em agua para
consumo humano, ja que aproximadamente 80% da populacdo humana esta

exposta aos pesticidas que estao presentes na agua (Voérosmarty et al., 2010).

1.2 Degradacéao de herbicidas
O uso constante de agroquimicos nas culturas tem se tornado

preocupante em relacdo a sua destinacdo. Como ja citado, sabe-se que
apenas 0,1% dos pesticidas atingem seu alvo; o restante tende a ficar retido
em solos, ar, aguas superficiais e subterraneas (Sharma et al., 2010).

Quando ocorre a aplicagcdo de um herbicida e a molécula chega ao solo,
ela pode sofrer processos de degradacdo e sorcdo. Os resultados desses
processos podem ser a absor¢cdo da molécula pelas plantas e lixiviacéo,
podendo atingir solo, e até cursos de agua subterrdneos ou formacgdo de
residuos, pela degradacdo do herbicida em outras moléculas (Prata, 2000). O
acumulo de herbicidas no meio ambiente € dependente das condicdes fisicas e
quimicas do solo, condi¢Bes climaticas e microbiota presente no local (Konda
&Pasztor, 2001).

Devido ao uso demasiado de herbicidas atualmente, ha uma

preocupacdo em relacdo a contaminacdo do meio ambiente. Para que essa
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contaminacdo seja diminuida, alguns processos quimicos ou bioldgicos para
tratamento de ambientes impactados com herbicidas sdo adotados. Um
exemplo de degradacdo quimica é a oxidacdo, que € uma das alternativas de
tratamento para remocao de herbicidas. Um dos processos avancados de
oxidacdo (AOPs) é o método de eletro Fenton que € a geracao de peroxido de
hidrogénio sobre um céatodo que em presenca de fons Fe?* forma radical *OH

capaz de oxidar o contaminante (Bensalah, 2011):

Fe*+ +H,0,— Fe’+ +OH- +OH-
Fe’+ +H,0,— Fe(OOH)*+ +H+
Fe(OOH)*+— HO2+ + Fe*+
Fe’+ +HO,» — Fe’+ +H* +0,
Fe*+ +OHs — Fe’+ +OH-

Para a degradacdo do mesotrione, Bensalah (2011) demonstrou a
efetividade desse método, que leva a molécula a mineralizacao.

Em alternativa a degradacao quimica, a degradacdo de xenobidticos por
microrganismos € uma estratégia muito eficiente para a remocdo dessas
moléculas do ambiente (Dabrowska, et al., 2004). Os processos de
biodegradacdo e biorremediacdo microbiana constituem-se numa das areas
mais promissoras da biotecnologia (Martins et al., 2007; Silva et al., 2007).

Fungos e bactérias sdo os principais microrganismos degradadores de
xenobibticos. Esses microrganismos podem degradar os poluentes em um
efeito interativo, contando com a diversidade de fungos e bactérias
encontradas no solo, como exemplo o cometabolismo e o consorcio (Silva,
2007; Chukwuma et al., 2012; Penny et al.,, 2010). O cometabolismo é
caracterizado pela biodegradacédo fortuita de um quimico alvo por meio de
reacoes catalisadas por enzimas microbianas nao especificas, por meio de seu
metabolismo funcional normal (Maestre et al., 2013). Ja o consércio consiste na
biodegradacdo de um composto que usualmente requer a cooperagdo de
varias espécies microbianas com diferentes capacidades metabdlicas,
degradando o composto em conjunto (Ghazali et al., 2004).

Além de conseguirem adaptar sua maquinaria catabodlica para degradar
esses poluentes, alguns ainda utilizam os subprodutos como substratos para

seu crescimento (Chukwuma et al., 2012).
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Em decorréncia destas caracteristicas dos microrganismos, a
biorremediagdo é capaz de amenizar ou anular a contaminagdo causada por
esses pesticidas. A biorremediagéo consiste na transformacdo de xenobidticos
em subprodutos menos toxicos ou atdxicos. Varios microrganismos podem ser
potenciais remediadores como bactérias, fungos, algas e mesmo plantas. Para
que isso ocorra em ambiente natural, € necessario que o local permita o
crescimento desses microrganismos por meio de condi¢oes adequadas de pH,
temperatura, oxigénio e disponibilidade de nutrientes (Chandrakant, 2011).

Crouzet et al. (2010) demonstraram que Bacillus sp degrada o
mesotrione e tem como subprodutos o acido 4-metilsulfonil-2-nitrobenzdico
(MNBA) e o &cido benzéico 2-amino-4-metilsulfonil (AMBA) (Fig. 1) sendo
AMBA mais téxico que o préprio mesotrione. Ja Pileggi et al.( 2012),
descreveram Pantoea ananatis como degradadora do mesotrione em

subprodutos provavelmente menos toxicos que a molécula inicial.

0 O NO, O NH, 0 NO,
0 HO 0 HO 0
5 / / 4
0//\CH3 O//\CH3 d CH,
Mesotrione AMBA MNBA

Figura 1. Férmula estrutural do mesotrione e subprodutos da biodegradagédo por
Bacillus sp.

1.3 Caracterizacdo do mesotrione
O mesotrione foi descoberto por meio de estudos envolvendo a planta

Callistemom citrinus. Pesquisadores do Western Research Center (Califérnia-
EUA) observaram que relativamente poucas plantas cresciam sob essa planta
(Mitchell et al., 2001). A partir do seu composto natural (leptospermone) foram
produzidos analogos, dos quais resultou a molécula do mesotrione, com
atividade herbicida 100 vezes maior que o composto natural (Hugie et al.,
2008).

O mesotrione 2-(4-mesil-nitrobenzoil) ciclo-hexano-1,3- diona (Fig. 2), é
o ingrediente ativo do herbicida comercialmente conhecido como Callisto
(Syngenta Crop Protection). Em sua formulagdo comercial, apresenta

aproximadamente 48% do principio ativo mesotrione. Para a composicdo do
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herbicida, os outros 52% sdo compostos inertes e adjuvantes. Esses
compostos como adjuvantes e surfactantes sao importantes na agdo do
herbicida, pois aumentam a estabilidade, distribuicdo, penetracdo foliar e
eficacia do produto (Surganet al., 2010).

O Callisto é um herbicida seletivo do grupo benzoilciclohexeno-1,3-
dione, de acéo sistémica, que pode ser usado em pré ou pos emergéncia na
cultura do milho e cana-de-aclcar em ervas daninhas dicotiledéneas. Essas
culturas sdo capazes de resistir a0 mesotrione, pois metabolizam esse
herbicida rapidamente, produzindo metabdlitos ndo toxicos (Karam, 2004).

Os herbicidas que pertencem a esse grupo agem inibindo a enzima 4-
hidroxifenil-piruvato-dioxigenase (HPPD). Essa enzima é responsavel pela
conversdo de tirosina em plastoquinona e a-tocoferol, atuando como
componente da via de biossintese de carotenoides. Quando 0 mesotrione age
inibindo a acdo dessa enzima, ocorre a reducao dos niveis de plastoquinona,
que é de fundamental importancia no carregamento de elétron entre a
fotossintese 1 e 2 (Senseman, 2007), e a diminuicdo de carotenoides. Dessa
forma, perde-se a protecdo da clorofila pela foto-oxidacdo, fazendo com que
ocorra a decomposicao da clorofila pela luz, levando ao esbranquecimento das
folhas, com posterior necrose e morte (Karam, 2004).

A molécula de mesotrione (Fig. 2) € composta de duas partes: um
grupamento benzil e um dione. O grupamento benzil é requerido para que a
molécula apresente atividade herbicida. O grupamento presente na posicao 4
tende a aumentar a acidez da molécula, e também a acéo herbicida. A parte
ciclohexanodione foi adicionada a molécula para bloquear sitios de
metabolismo da molécula pelas plantas, o que resulta em melhor atividade do

herbicida, dificultando assim a detoxificacdo da molécula (Mitchell et al., 2001).
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Figura 2: Formula estrutural da molécula do mesotrione.

1.4 Pantoea ananatis
P. ananatis € uma enterobactéria Gram-negativa, anaerobia facultativa,

que produz, geralmente, um pigmento amarelado em cultura. Algumas estirpes
foram caracterizadas como fitopatogénicas em hospedeiras monocotiledéneas
e dicotiledéneas (Coutinho & Venter, 2009). Porém possui a capacidade de
crescer em pH &cido, € resistente a concentracbes saturadas de &cido
glutdmico (Hara et al., 2012) e apresenta caracteristicas fisiologicas de
interesse para estudos biotecnoldgicos (Katashkina et al., 2009; Stavrinides &
Ochman, 2010).

P. ananatis CCT 7673 € uma linhagem degradadora do mesotrione
descrita previamente por Pileggi, et al. (2012), a qual foi isolada dentre 359
microrganismos tolerantes ao mesotrione de um lago préximo a uma area de
cultura de milho onde era feita a aplicacdo do Callisto. Sua capacidade de
tolerancia ao mesotrione e Callisto foi previamente confirmada por meio das
curvas de crescimento na presenca dos compostos, cujos padrdoes foram
semelhantes a condi¢éo controle (Pileggi, et al., 2012).

Andlises de HPLC demonstraram que P. ananatis CCT 7673 degrada
100% do herbicida em um periodo de incubacdo de 18 horas e produz
subprodutos menos toéxicos que o0 mesotrione, como ja citado anteriormente.
Apesar de P. ananatis degradar 100% do herbicida, ndo o utiliza como fonte de

nutriente e necessita da fonte de carbono glucose como fonte de energia inicial
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para a degradacéo (Pileggi, et al., 2012). Os autores sugerem, ainda, que essa
degradacdo ocorra em um processo de cometabolismo, onde ndo ha
especificidade nas enzimas e o herbicida é degradado em uma rota metabdlica

nao especifica.

1.5 Sistema antioxidante de resposta
Como visto até aqui, apesar de os herbicidas serem substancias toxicas,

algumas bactérias tém a capacidade de degradd-lo por meio de enzimas
inespecificas. Algumas destas séo ativadas para combater o estresse oxidativo
em que microrganismos sdo submetidos quando entram em contato com
substancias téxicas. Estas enzimas compdem o sistema antioxidante de
resposta, que existe para combater as moléculas toxicas geradas pelo préprio
metabolismo celular, como respiracdo, por meio da reducdo do O, ou em
condicBes ambientais adversas.

O oxigénio molecular é essencial para manutencéo da vida na Terra. Foi
devido ao acumulo desta molécula que foi possivel a evolugdo de varios
organismos. Os aerobicos utilizam o oxigénio como aceptor final de elétrons na
respiracdo e para obtencdo de nutrientes, por meio da oxidacdo (Scandalios,
2005).

Durante esses processos metabdlicos, sdo formadas as espécies
reativas de oxigénio (EROs). As EROs séo originadas por meio da reducéao do
O, formando o radical superoxido (O¢), seguido de perdxido de hidrogénio
(H20,) e por fim o radical hidroxila (OH) (Garg & Manchanda, 2009; Cabiscol et
al.,, 2000). Essas espécies sdo radicais livres que possuem um elétron
desemparelhado, centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio. Por esta
razdo, sao altamente reativos (Barreiros et al., 2006). Em bactérias essa
redugdo ocorre, na maioria das vezes, pelas enzimas de cadeia respiratoria
associada a membrana plasmatica (Lushchak, 2001).

Quando esses radicais tém seus niveis elevados, podem causar danos
ao RNA, DNA, lipideos e proteinas (Cabiscol et al., 2000; Gratéo et al., 2005;
Monteiro et al.,, 2011). Se estes radicais estiverem em alto nivel na célula a
ponto de exceder a capacidade de defesa, esse estado € caracterizado como
estresse oxidativo (Gratédo et al., 2005; Ghelfi et al., 2011).
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Para que esses danos sejam minimizados ou evitados, 0S seres Vvivos
possuem um sistema antioxidante de resposta, que pode ser enzimético,
incluindo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa redutase
(GR), glutationa-S-transferase (GST) e peroxidases, ou ndo enzimatico, o qual
inclui compostos antioxidantes, que auxiliam para manter o ambiente redutor
como o B-caroteno, a-tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH), acido
ascorbico, NADPH, NADH (Scandalios, 2005; Cabiscol et al., 2000).

Em bactérias, envolvidas nessa resposta estdo a defesa especifica
contra radicais peroxidos, mediada por um ativador transcricional OxyR, e outra
defesa contra superéxido, controlado por estagios do sistema soxRS. Além
destes sistemas transcricionais, pequenas moléculas proteicas como
tioredoxina e glutaredoxina estdo envolvidas no controle regulatorio do sistema
antioxidante (Cabiscol et al., 2000).

Quando o fluxo de peroxido esta elevado, o fator transcricional OxyR €&
convertido para sua forma oxidada, ativando a expressdo do gene oxyR que
controla a expressao de outros genes, como os das enzimas HPI CAT e GR
(Cabiscol et al., 2000). J& o sistema regulon soxRS contém pelo menos 10
genes, incluindo os genes que codificam a enzima Mn-SOD, uma das classes
de enzimas SOD, as quais tém sua atividade correlacionada com mecanismos
de sobrevivéncia a herbicidas (Stamper et al., 2003).

As enzimas do sistema antioxidante possuem papel crucial para o
mecanismo redox da célula, que € o equilibrio entre a producédo de EROs e sua
desintoxicacdo por meio das enzimas. Por isso hd uma necessidade de
discriminar a funcéo destas enzimas em nivel bioquimico, ja que algumas delas
estdo relacionadas com o mecanismo de tolerancia e desintoxicacdo de
herbicidas (Van Eerd et al., 2003).

1.6 Superoxido Dismutase (SOD)
Esta enzima faz parte de um grupo de metaloproteinas que catalisa a

formacao de H,O, a partir do radical superoxido (O2), por meio da dismutacao.
Além disso, é a Unica enzima cuja atividade controla a concentracdo de O, e
H,O,, substratos da reacdo de Haber-Weiss, o que da origem ao radical OH".

Por isso, é considerada linha de frente contra o estresse oxidativo, atuando na
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defesa celular contra o risco de oxidacdo por estes radicais (Malstrom et al.,

1975; Ryan et al., 2010). Sua reacao pode ser observada abaixo:

Oy, + Oy +2H" > 02 + H,0,

As SODs sao classificadas de acordo com o metal presente em seu sitio
ativo, podendo ser: Manganés [(Mn)-SOD], Ferro [(Fe)-SOD], Cobre/Zinco
[(Cu/zn)-SOD] e Niquel [(Ni)-SOD]. A Mn-SOD é encontrada em procariotos e
mitocondrias; a Fe-SOD em procariotos, algas e cloroplastos de algumas
plantas (Scandalios, 2005); Cu/Zn-SOD em eucariotos, cloroplastos, e em
procariotos na regido periplasmatica (Battistoni, 2003). A Ni-SOD ¢ a isoforma
mais rara de SOD e foi encontrada em uma fragéo citosélica de actinobactérias
do género Streptomyces (Mates, 2000).

A enzima Fe-SOD é considerada a mais importante para protecao
citoplasmatica contra o estresse oxidativo (Grubber et al., 1990). A Cu/Zn-SOD
contém um atomo de cada metal, o de cobre € ciclicamente reduzido/oxidado e
o0 de zinco confere a estabilidade estrutural ao sitio ativo (Bordo et al., 1994). A
isoenzima Mn-SOD é sensivel ao estresse endbégeno e é responsavel pela alta
protecdo contra danos oxidativos ao DNA em E. coli (Lushchak, 2001). Em
Burkholderia cepacia, Mn-SOD foi induzido para protecdo a toxicidade do
herbicida Quinclorac (Li et al., 2009).

1.7 Catalase (CAT)
A dismutacdo do radical superodxido, feita pela SOD, da origem ao

radical peroxido de hidrogénio (H.0O;) (Fig.3). O radical H,O, pode oxidar
proteinas que apresentam residuos de metionina e cisteina ou grupos tiol muito
reativos, além de ser capaz de transpor membranas e gerar o radical hidroxila
(Imlay, 2008; Barreiros et al., 2006).

<»

02+E‘~02~02+ H202~H20+02

Figura 3: Reacdo representada pela via bioquimica de SOD (superéxido
dismutase) e CAT (catalase).

A catalase € uma enzima tetramera que possui grupos heme em sua

estrutura, com papel importante na defesa celular, impedindo a formacéo do
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radical hidroxila por meio da conversédo de duas moléculas de H,O, em agua e

O, pela transferéncia de dois elétrons (Zeng et al., 2010):

2H,0, 2 2H,0+0,

Em bactérias existem dois tipos de catalases: as catalases
monofuncionais e a catalase-peroxidase, que se diferem pelas suas
propriedades enzimaticas e sequéncias de aminoacidos (Nadler et al., 1986).
As catalases monofuncionais sdo as mais difundidas entre os seres vivos. Ja as
catalases peroxidases (CP) sdo encontradas apenas em bactérias e alguns
fungos e tem como fung¢do decompor o H,O, reduzindo o peréxido em agua,
utilizando redutores intracelulares (Nadler et al., 1986; Passardi et al., 2007).

As catalases tém sua atividade dependente da concentracdo de H,O,
podendo atuar como peroxidativa ou catalitica. Em baixas concentracdes
(<1uM) atua com acéo peroxidativa, e o Fe do grupo heme que interage com o
H,O, formando peroxido de ferro, pode ser reduzido por doadores de
hidrogénio, como etanol e acido ascorbico. Em elevadas concentragfes atua

de forma catalitica, formando H,O e O, como pode ser observado abaixo:

RH, + H,O2, 2 R + 2H,0 (acado peroxidativa)
2 H,0, 2> H,0 + O, ( acéo catalitica)

A CAT é a Unica enzima que ndo consome equivalentes redutores
celulares, e mesmo assim é muito eficiente na remocdo do peroxido de
hidrogénio, sob condicdes de estresse (Scandalios, 2005). Quando expostas a
pesticidas, algumas bactérias aumentam a atividade de CAT para combate ao
estresse oxidativo (Yao et al., 2006)

1.8 Glutationa redutase (GR)
A enzima glutationa redutase (GR) contém um grupo prostético flavina

adenina dinucleotideo (FAD) transferidor de elétrons, que catalisa a reducéo
dependente de NADPH, da glutationa oxidada (GSSG) para glutationa reduzida
(GSH) (Fig. 4) (Cabiscol et al., 2000).
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« D

GSSG ===) GSH ===) (Conjugado

Figura 4: Reacao representada pela via bioguimica de GR (glutationa redutase)
e GST (glutationa-S-transferase).

Sua reagao encontra-se abaixo:
NADPH + GSSG +H - 2GSH + NADP

A GR é uma enzima importante no combate as EROs O, e H,0, via
ciclo Halliwell-Asada. Sua expressdo € promovida por meio do gene gor e sua
regulacdo por meio do fator transcricional OxyR, responsavel pela ativacdo de
enzimas para o combate ao estresse oxidativo (Masip & Veermavalli, 2006). O
gene gor é distribuido amplamente nos procariotos, plantas, protozoarios e
animais (Smirnova & Oktyabsky, 2005).

A glutationa encontra-se principalmente em bactérias gram-negativas e é
responsavel pela manutencdo da homeostase redox da célula (Smirnova &
Oktyabsky, 2005). Seus niveis na célula podem variar durante o crescimento,
porém condicbes de estresse podem causar mudanca nestes niveis. Sua
atividade é de grande importancia, pois pode refletir as condicbes ambientais
as quais 0s organismos estdo expostos. Isto ocorre, pois a GR tem a funcédo de
reduzir a glutationa, e os niveis de GSSG e GSH podem indicar condicdes

adversas (Martins et al., 2011).

1.9 Glutationa-S-Transferase (GST)
A GST € constituinte de uma superfamilia de enzimas que

desempenham papel fundamental na desintoxicagéo celular. As GSTs estéo
agrupadas em diversas classes e estao presentes em eucariotos e procariotos.
Foi demonstrado que essa enzima encontra-se no compartimento
periplasmatico em bactérias (Alocatti et al., 2009). E constituida de
heterodimeros ou homodimeros geralmente com subunidades de 23 a 29 kDa.
Cada subunidade possui um sitio de ligagcdo com GSH (sitio G), e um sitio de

ligacdo para o substrato eletrofilico adjacente (sitio H). A GST possui uma
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especificidade ampla para substratos eletrofilicos, composta de ligac6es duplas
conjugadas adjacentes a um grupo aceptor de elétrons.

Sua principal funcdo é a capacidade de catalisar a conjugacdo da
glutationa a diversos substratos hidrofébicos eletroliticos, sendo que a GSH é a
doadora de tiol para a enzima (Hayes et al.,, 2005). Estdo associadas a
metabolizacdo de compostos xenobidticos e toxinas, e prote¢cdo contra o
estresse oxidativo e quimico (Allocati et al., 2009). Podem ainda participar em
processos de desintoxicacdo por formacédo de conjugados com GSHSs, e atuar
no metabolismo de produtos secundarios, incluindo a estabilizacdo de
flavonoides (Mattison, 1998).

Esta enzima é capaz de detoxificar classes de pesticidas, como as s-
triazinas, atuando na primeira etapa de biodegradacdo do herbicida por meio
da remocéao do atomo de cloro a partir da conjugacéo atrazina- GSH (Labrou et
al., 2005). Existe um complexo de rea¢cBes apds a entrada de herbicidas na
célula, que envolvem vias de catabolismo de S-glutationalizacéo, e que podem
resultar tanto na desintoxicacdo metabdlica, como na bioativacdo de vias

especificas de degradacao de pesticidas (Hicks-brazier et al., 2008).

1.10 Estrutura de lipidios de membrana
E evidente que xenobidticos, como os pesticidas, afetam de alguma

forma o metabolismo celular de microrganismos. Como ja citado anteriormente,
qgquando bactérias sdo expostas a condicbes de estresse, uma resposta
antioxidativa composta por enzimas € ativada. Como forma de protecéo, além
das enzimas, as bactérias possuem a capacidade de modificar a composicéo
de acidos graxos da membrana plasmatica, bem como a saturacdo dos
mesmos, conhecida como “homeoviscous adaptation”, muito citada em
bactérias Gram-negativas (Petersen et al., 1994; Heipeiper et al., 1994).

Um estudo feito por Balague et al. (2001), com Escherichia coli, exposta
ao herbicida 2,4-D, demonstrou a diminuicdo da fluidez da membrana em
resposta aos danos causados pelo herbicida no meio de cultura. Ja com
Staphylococcus haemolyticus, exposto a tolueno, benzeno e ciclohexeno, a

membrana celular apresentou um aumento na fluidez (Nielsen et al., 2005).
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A maioria dos estudos encontrados sobre mudanca na fluidez de
membrana plasmatica em resposta a herbicidas sdo com bactérias Gram-
negativas, porém Bacillus sp. ORAs2, na presenca de tolueno, e em
Rhodococcus erythropolis DCL14, na presenca de alcanos, alcenos e terpenos,
apresentaram aumento na saturacdo de lipideos de membranas (Carvalho, et
al., 2008).

A mudanca de saturacdo dos lipideos de membrana seria uma possivel
resposta adaptativa em bactérias para suportar um ambiente estressante
causado pelo herbicida, evitando maiores danos celulares, ja que as EROs tém

a capacidade de reagir com acidos graxos insaturados (Lima & Abdala, 2001).
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2. OBJETIVO
O presente estudo teve por escopo avaliar a influéncia do mesotrione e

Callisto como agentes indutores de estresse oxidativo para o metabolismo
celular de Pantoea ananatis CCT7673, bem como identificar possiveis

mecanismos de tolerancia.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Isolamento da linhagem degradadora de mesotrione

As linhagens tolerantes ao Callisto foram isoladas de agua de um lago
em torno a uma plantagdo de milho tratado com este herbicida, situado na
Fazenda Escola Cap&o da Onca (Universidade Estadual de Ponta Grossa,
Ponta Grossa, Parana, Brasil, longitude 50°03'W, latitude 25°05'S, altitude
média de 1000 m). O isolamento foi feito por diluicAo em série, em solucdo
0,9% de NaCl. O material foi plagueado em Meio Mineral com Mesotrione
(MMM), contendo 0,04 mM de Mesotrione (concentracdo de campo) e tampéo
fosfato de potassio 10 mM, pH 7,0, e os seguintes ingredientes, em g/L: 3
NaNOs; 0,5 MgSOg4; 0,5 KCI; 0,01 FeSOg4; 0,04 CaCly; 0,001 MnSOy; 0,4%
glicose e 15 agar. As amostras foram incubadas a 30° C. Linhagens com
tolerdncia ao mesotrione foram isoladas e estocadas em 50% de glicerol a —
86°C até serem usadas (Pileggi et al., 2012).

3.2 Material biolégico
P. ananatis CCT 7673 foi isolada, dentre 359 microorganismos tolerantes ao

Callisto, e previamente caracterizada como linhagem degradadora do

mesotrione (Pileggi et al., 2012).

3.3 Quimicos utilizados
Foram utilizados o herbicida comercial Callisto, que apresenta 48 % de

mesotrione em sua composicdo, e adjuvantes [1,2-benzisotiazolin-3-one; 1-
Octanol; poli(oxi-1,2-etanediil), alfa-isodecil-omega-hidroxi-fosfato; -
(http://www.syngenta-crop.co.uk/)], bem como o principio ativo mesotrione

utilizado em meios de cultura fornecido pela Syngenta Crop Protection.

3.4 Curva de crescimento
Amostras de 600 pL foram coletadas a cada 2 h durante um periodo de

24 h para determinacdo da densidade Optica em espectrofotdbmetro (600nm).

Para uma maior precisdo na quantificacdo do crescimento bacteriano, diluices
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foram feitas com solucéo salina (NaCl 0,9%) sempre que as amostras atingiram

um valor de densidade Optica maior que 0,6.

3.5 Delineamento experimental e crescimento bacteriano
A linhagem foi crescida em 1350 mL de LB [Luria Broth (componentes

em g L™ 10.0 triptona; 5.0 extrato de levedura; 10.0 NaCl)] a 30 °C durante 24
h. Apés o periodo de crescimento, as amostras foram centrifugadas a 11600 g
por 5 min. a 4°C. O precipitado foi lavado duas vezes com tampao PBS (dados
em g L™ 8 NaCl; 0,2 KCI; 1,44 Na,HPO, e 0,24 KH,PO,) e dividido em 9 tubos
de centrifuga contendo 50 mL de Meio Mineral (10 mM tampé&o fosfato potassio
pH 7.0, (expresso em g L™): 3 NaNOs; 0,5 MgSOg; 0,5 KCI; 0,01 FeSO,; 0,04
CacCly; 0,001 MnSQO4 e 0,4% glucose).

Os tratamentos MM (controle), Meio Mineral Mesotrione (MMM: MM +
0.04 mM mesotrione, 1 x concentracdo campo), e Meio Mineral Callisto (MMC:
MM + 0.04 mM mesotrione em Callisto) foram realizados em triplicatas,
incubados a 30°C, centrifugadas apds 12h, 17,5h e 19h e utilizados nos
experimentos subsequentes. Esses horarios foram definidos a fim de avaliar o
efeito da degradacdo do mesotrione nas atividades enzimaticas nos periodos
antes, durante e depois da degradacdo, pois foi descrito previamente por
Pileggi et al. (2012) que P. ananatis degrada 100% do herbicida entre 17 e 18

horas de incubacao.

3.6 Viabilidade celular
A bactéria em suspensédo (item 3.5) foi diluida a 107 em 30 min e 10®

para 12h, 17,5h e 19h em uma solucdo salina e homogeneizada. Amostras
(100 pL) foram plaqueadas em triplicada em meio LA (Luria broth + Agar), e

incubadas a 30°C por 24h para contagem subsequente de colbnias.

3.7 Peroxidagao de lipidios
A peroxidagao lipidica foi determinada por meio da quantificagédo da

producdo de malondialdeido (MDA), um metabdlito reativo ao acido 2-
tiobarbittrico (TBA), método adaptado de Health & Packer (1968). As células
(item 3.5) foram centrifugadas apés 12h, 17,5 h e 19 h de incubacédo a 11600 g
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por 5 min a 4 °C, e o precipitado foi macerado em nitrogénio liquido; 0,1 g do
macerado de cada uma das amostras foi homogeneizado com 1 mL de TCA
(acido tricloroacético) 0,1 % e centrifugados a 11600 g por 5 min. Do
sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 0,25 mL e transferida para outro
tubo juntamente com 1 mL de solucdo contendo TCA 20 % e TBA 0,5 %. A
mistura foi colocada em banho-seco por 30 min a 95 °C, e resfriada em gelo
por 10 min. As amostras foram centrifugadas por 10 min a 11600 g, e o
sobrenadante foi retirado para leitura em espectrofotometro a 535 e 600 nm. A

guantidade de MDA foi expressa em mmol/mg de massa fresca.

3.8 Quantificacado de Peréxido de hidrogénio
As células [0,1g (item 3.5)] foram maceradas em nitrogénio liquido,

homogeneizadas com TCA 0,1% e centrifugadas a 11.600 g por 15 min a 4°C.
Foi retirado 0,2 mL do sobrenadante e transferido para um tubo contendo 0,2
mL de uma solucdo 100 mM de tampéao fosfato pH 7,5 e 0,8 mL da solu¢cdo 1M
de KI. A solucéo foi acondicionada no escuro a 4°C por 1 h, seguido por 20 min
em temperatura ambiente. A absorbéancia for medida em espectrofotdmetro em
390 nm e os resultados foram expressos em umol/g de massa fresca (Alexieva
et al., 2001).

3.9 Quantificacao do radical superdxido
As células [0,1 g (item 3.5)] foram maceradas em nitrogénio liquido e

homogeneizadas com 1,5 mL de tampéo fosfato de potassio 10 mM pH 7,8;
NBT 0,05% e NaNO3; 10 mM. A solucédo foi deixada por 1 h em temperatura
ambiente, transferido 1 mL para outro tubo e aquecido a 85°C por 15 min. As
amostras foram resfriadas rapidamente no freezer, a fim de parar a reagao e

lidas em espectrofotdbmetro a 580 nm (Duke & Salin, 1983).

3.10 Modificacbes na membrana bacteriana
O material (item 3.5) foi centrifugado por 5 min a 11,600 g a 4°C e o

precipitado foi congelado a -80°C. O material foi liofilizado por 15 h, ao qual foi
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adicionada uma solucao de cloroférmio, metanol e agua (1: 2: 0,8) e mantido
sob agitacdo a 180 rpm por 18h segundo Bligh e Dyer (1959), com
modificacdes. Foi adicionado cloroférmio e 4gua até uma proporcéo de 1:1:0,9
de cloroférmio, metanol e agua. A fase com o cloroférmio foi coletada. Os
lipidios de membrana foram analisados em espectroscopia de infravermelho
em transmitancia (FTIR), nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™
(utilizando 100 mg de KBr — Brometo de potassio e 4 mg do extrato bacteriano).
Os resultados foram avaliados por meio da analise de componentes principais
(PCA) utilizando o software Pirouette v 4.0 (Infometrix, Bothell, WA, EUA), nos

comprimentos de onde de 1400 a 3200 cm™.

3.11 Extracao de proteinas
Para a extracdo de proteinas, todos os passos foram realizados a 4°C,

salvo indicacao contraria. A cultura (item 3.5) foi centrifugada a 11600 g por 10
min, e o precipitado macerado com nitrogénio liqguido e homogeneizado em 100
mM de tampao fosfato de potassio pH 7,5 contendo acido etileno diamino
tetracético 1 mM (EDTA), ditiotreitol 3 mM (DTT) e polivinilpirrolidona 5%
(PVPP) (Azevedo et al., 1998). O material foi entdo centrifugado a 11600 g por

30 min, e o sobrenadante foi armazenado em aliquotas a -80 °C.

3.12 Quantificacao de proteinas
Para as determina¢fes da concentracao de proteinas totais, foi utilizado

o0 método descrito por Bradford (1976), por meio de espectrofotometria em 595
nm, utilizando-se o BSA (“bovine serum albumin”) como padrdo. Os resultados

da quantificacédo foram expressos em mg/mL.

3.13 Variacdes no perfil proteico
As proteinas das amostras bacterianas foram separadas por eletroforese

em sistema de SDS-PAGE, que utiliza o agente dissociante dodecil sulfato de
sédio (SDS) para desnaturar as proteinas em subunidades (Gratdo et al.,
2008).
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Para a confeccao do gel desnaturante (10 % poliacrilamida) foi utilizado
0 seguinte protocolo: Gel resolugéo: 2,5 mL de uma solugao de poliacrilamida
40% (Sigma), 2,5 mL de Tampéao TRIS-HCI 2,9 M, pH 8,9, 100 uL de SDS (10
%) e 5 mL de agua. Como catalisadores foram utilizados 19 uL de TEMED e 25
uL de persulfato de amoénia 1 %. Para a confeccdo do gel de empacotamento
foi utilizado 500 uL da solucdo de poliacrilamida 40% (Sigma), 1,25 mL de
Tampédo TRIS-HCI 500 mM, pH 6,7, 50 uL de SDS (10 %), 2,75 mL de agua
destilada, 10 uL de TEMED e 50 pL de persulfato de aménio 1 %. Foram
aplicadas 20 ug de proteina das amostras no gel juntamente com o tampao de
amostra [3 mL de agua destilada, 1 mL de tampé&o de TRIS-HCI 500 mM pH
6,7, 1,6 mL de SDS (10%), 400 uL de solucdo 0,5% de azul de bromofenol e
400 pL de mercaptoetanol na proporgao 1:1].

Os geéis foram submetidos a uma corrente constante de 15 mA, na
temperatura ambiente com tampéao de corrida: TRIS 25 mM pH 8,3, 192 mM de
glicina e SDS 1%. Apos a eletroforese, o gel foi corado com Comassie-Blue
(0,5g de Comassie Blue R-250 em 500 mL de solucdo descorante) por 12
horas e posteriormente incubado em solu¢cdo descorante (400 mL de Metanol
p.a. e 70 mL de &cido acético glacial, completando o volume para 1000 mL de

agua destilada) até a visualizacdo das bandas.

3.14 Atividades das enzimas antioxidativas
As enzimas antioxidativas analisadas quantitativamente foram catalase,

glutationa redutase e glutationa-s-transferase por espectrofotometria. As
analises qualitativas de catalase, superoxido dismutase e glutationa redutase
foram determinadas por atividade em geéis ndo desnaturantes

Para a confeccdo dos geéis ndo desnaturantes (12 % poliacrilamida) foi
utilizado o mesmo protocolo para todas as enzimas (Azevedo et al., 1998).
Para a confeccao de um gel foi usado: Gel de resolucéo: 3 mL de uma solucdo
de poliacrilamida 40% (Sigma), 2,5 mL de Tampéao TRIS 3M, pH 8,9, 4,5 mL de
agua destilada. Como catalisadores utilizaram-se 19 uL de TEMED e 25 uL de
persulfato de amoénia 1 %. Para o gel de empacotamento foi utilizada uma
solucéo composta por 500 uL de uma solucéo poliacrilamida 40% (Sigma), 1,25

mL de Tampé&o TRIS 500 mM pH 6,7, 2,75 mL de agua, 10 uL de TEMED e 50
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uL de persulfato de amoénio 1 %. O tampé&o de eletrodo para corrida do gel foi

composto por TRIS 25 mM, pH 8,3 acrescido de 192 mM de glicina.

3.14.1 Atividade da SOD
3.14.1.1 Atividade em PAGE néo desnaturante

A atividade de SOD e a caracterizacdo de suas isoformas foram
realizadas em PAGE. Na eletroforese em PAGE foram utilizadas como padréo
duas (2) unidades de SOD de figado de boi (Sigma). ApGs a separacdo das
proteinas por eletroforese, a atividade de SOD foi determinada como descrito
por Beuchamp & Fridovich (1971).

Ao final do tempo de corrida, os géis foram lavados com &agua
deionizada e incubados no escuro, na temperatura ambiente, em uma mistura
de reacao contendo 50 mM de tampéao fosfato de potassio pH 7,8, EDTA 1
mM, riboflavina 0,05 mM, nitroazul tetrazolio (NBT) 0,1 mM e TEMED 0,3 %. Ao
final de 30 min, a mistura de reacao foi descartada, os géis lavados com agua
deionizada e colocados sob iluminacédo até o aparecimento de bandas.

3.14.1.2 Determinagéo das isoenzimas de SOD em PAGE né&o
desnaturante
Para a caracterizacdo das isoformas de SOD, o gel foi dividido

verticalmente em trés partes apds a corrida eletroforética. Uma parte foi imersa
em tampao fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda parte imersa em
uma solu¢cdo com 100 mL do mesmo tampao contendo 0,0292 g de EDTA e
0,0130 g de KCN, e a ultima foi imersa em uma solucédo do tampéao ja citado,
acrescido de 0,0292 g de EDTA e 70 pL de H,0, 30 %. Os géis permaneceram
imersos nas respectivas solucdes de revelagdo por 20 min; em seguida foram
lavados com H,O destilada e submetidos a revelacdo com NBT e riboflavina
como descrito anteriormente. Ao final da revelagdo, as bandas foram
analisadas quanto a presenca conforme o fator inibidor presente nas solucdes
de tratamento. As isoformas foram classificadas como descrito por Guelfi et al.
(2003): Cu/zZzn-SOD quando inativada na presenca de KCN e H,0,. Fe-SOD se
a banda foi inativada somente na presenca de H,0O,, sendo resistente ao KCN,



34

e Mn-SOD se a isoforma foi resistente aos dois tratamentos (Azevedo et al.,
1998).

3.14.2 Atividade da CAT
3.14.2.1 Atividade em PAGE néo desnaturante

A determinacgao da atividade de CAT foi realizada em PAGE 12 %, a 4°C
e com corrente constante de 15 mA. O padréao utilizado foi de CAT de figado de
boi (2 unidades) e 13 ug de extrato proteico das amostras. Apés o tempo de
corrida (21 horas), o gel foi lavado em agua deionizada (3 x 15 min) e incubado
por 10 min em solugcédo de H,O, 0,003 % (v/v), a temperatura ambiente, sob
agitacdo em mesa oscilatéria. Apés esse periodo, o gel foi lavado em &gua
deionizada e colocado por 10 min em uma solucéo de FeCl; 1 % e K;Fe(CNg)
1 % (m/v) sob agitacdo. Em seguida, a solucéo foi retirada e o gel lavado com
agua deionizada. A fixacdo foi realizada com uma solucdo de &cido acético
(7%) por 15 min e os géis foram foto documentados (Azevedo et al., 1998).

3.14.2.2 Atividade em espectrofotometro
A atividade de catalase foi determinada como descrito por Kraus et al.

(1995), com modificagbes (Azevedo et al., 1998). Em temperatura de 25 °C, a
atividade foi determinada em uma solugdo de reagédo formada por 1 mL de
tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5) e 0,025 mL de peréxido de
hidrogénio (25 %), solucdo preparada no momento do ensaio. A reagdo foi
iniciada com 25 uL de extrato proteico, sendo a atividade determinada por meio
da decomposicéo de peroxido de hidrogénio e monitorada por 1 min através de
alteracbes na absorbancia a 240 nm. Os resultados foram expressos em

umol/min./mg de proteina para o meio.

3.14.3 Atividade de GR

3.14.3.1 Atividade em PAGE nao desnaturante
Foram aplicados 20 pg de extrato proteico das amostras em PAGE

(12%) (item 3.12) e utilizada 1 (uma) unidade de GR como padrédo. Apos
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aproximadamente 5 h de corrida eletroforética, o gel foi lavado em agua
destilada e incubado por 30 min na temperatura ambiente em uma solugéo de
Tris 0,25 M pH 7,5, MTT 0,5 mM, DPIP 0,7 mM, GSSG 3,4 mM e NADPH 0,5
mM. Apés o aparecimento das bandas, essa solucdo foi retirada e o gel
incubado por 15 min em uma solucao de 7% de acido acético. Apés a fixacao,

o gel foi documentado (Lee & Lee, 2000).

3.14.3.2 Atividade em espectrofotdmetro
A atividade de GR foi determinada em espectrofotobmetro, como descrito

por Gomes-Junior et al. (2007), com modificagdes. O ensaio foi realizado a
30°C em uma mistura de reacdo contendo 1 mL de tampé&o fosfato 100 mM (pH
7,5), 500 uL de DTNB 1mM, 100 uL de GSSG 1 mM e 100uL de NADPH 0,1
mM. A reacao foi iniciada pela adicdo de 20 uL do extrato proteico a mistura de
reacdo e monitorada por 1 min através da reducédo da glutationa oxidada em
412 nm. A GSH reduziu o composto DTNB, que representa a cromoéforo
amarelo. Os valores da atividade de GR foram expressos em pmol/minuto/mg

de proteina.

3.14.4 Atividade de GST
3.14.4.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade de GST for determinada seguindo o protocolo descrito por
Zablotowics et al. (1995), com modificagbes. O ensaio foi conduzido em uma
solucdo contendo: 900uL de tampéo fosfato de potassio 100 mM (pH 6,5), 25
uL de CDNB 40 mM, ambos incubados a 30°C, 50uL de GSH 0,1 mM e 25uL
do extrato proteico da amostra, completando o volume para 1 mL. A leitura foi
monitorada durante 3 min em espectrofotdbmetro, em um comprimento de onda
de 340 nm, que monitora a conjugacdo CDNB-GSH, sendo iniciada a partir de
1 min depois da mistura da solucéo.

A reacéo foi iniciada com a adicdo de GSH ao tampéo ja citado, e 0
CDNB foi usado como branco do ensaio. A atividade de CDNB foi analisada e
seu valor subtraido dos valores reais das amostras, o qual serviu como um

controle da reacéo (Zablotowicz et al., 1995).
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A atividade de GST foi expressa em umol/min/mg de proteina, utilizando

o coeficiente de extingdo de 9,6 mM™ cm™.

3.15 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a analise multivariada de componentes

principais (PCA) utilizando o programa Pirouette 4.0 (Infometrix) com preé-

processamento autoescalado, com tratamento em 1 derivada.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Atividade especifica de glutationa-S-transferase e mudanca na saturacao
lipidica podem estar relacionadas com a degradacdo do mesotrione por
Pantoea ananatis CCT 7673

Resumo

Herbicidas sdo amplamente utilizados para aumentar a producdo agricola e
sdo responsaveis por 35% de todos os agrotoxicos aplicados anualmente.
Apos a aplicacdo, os herbicidas podem permanecer no solo como residuos
perigosos. O mesotrione (2 - [ 4 - metilsulfonil - 2 - nitrobenzoil ] 1,3-
cyclohenanedione ) é o ingrediente ativo de Callisto, um herbicida utilizado no
milho . Pantoea ananatis CCT 7673, € uma enterobactéria isolada de agua e foi
previamente caracterizada como linhagem degradadora do mesotrione. Os
objetivos deste trabalho foram o avaliar a influéncia do mesotrione e Callisto
como agentes indutores de estresse oxidativo para o metabolismo celular de
Pantoea ananatis CCT7673, bem como identificar possiveis mecanismos de
toler&ncia a estes herbicidas. As atividades enzimaticas de SOD, CAT e GR
foram avaliadas em PAGE n&o desnaturante e de CAT, GR e GST em
espectrofotometro. Além disto, as taxas de malondialdeido (MDA), radical
superoxido e peroxido de hidrogénio (H.O,;) foram medidas em
espectrofotometro. Todas as andlises foram realizadas antes e apds a
degradacdo do mesotrione. Meio minimo sem herbicida (MM) foi utilizado
como controle. O herbicida provou ser agente causal do estresse oxidativo
pelos dados de peréxido de hidrogénio. Inesperadamente, as taxas de MDA e
GR mostraram-se inferiores nos tratamentos com herbicida em relacdo ao
controle, sem alteragdo no crecimento bacteriano. A atividade de glutationa-S-
transferase foi maior no tratamento com mesotrione em comparagdo com o
controle e Callisto, durante e apdés a degradacao. Estes resultados sugerem
gue essa enzima pode estar relacionada com o processo de degradacdo do
mesotrione, provavelmente por cometabolismo. As taxas de peroxidacéo
lipidica mostraram ser menores na presenca do herbicida em comparag¢do com
o controle, sem mudancas na taxa de crescimento Quando exposta ao
herbicida, P. ananatis CCT 7673 apresentou alteracbes na saturacado de
lipidios de membrana. Estas mudancas podem interferir na entrada do
herbicida na célula. Tais caracteristicas podem estar associadas a um nivel de
plasticidade fenotipica em P. ananatis CCT 7673, tornando essa bactéria um
modelo interessante para estudos de tolerancia a herbicidas e evolucdo de
microbiotas em ambientes submetidos a diferentes graus de presséo seletiva.

Palavras-chave: biodegradacdo de herbicidas, peroxidagéo lipidica, lipideos
de membrana, resposta antioxidativa, adaptacéao bacteriana, Callisto.
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Abstract

Herbicides are widely used to increase crop production and account for 35% of
all agrochemicals applied annually. After application, the herbicides can remain
in the soil as hazardous residues. Mesotrione, (2-[4-methylsulfonyl-2-
nitrobenzoyl]1,3-cyclohenanedione), is the active ingredient of Callisto, an
herbicide commonly used in corn. Pantoea ananatis CCT 7673, an
Enterobacteria isolated from water, has been previously cited as mesotrione-
degrading strain. The aim of this study was to evaluate the influence of
mesotrione and Callisto as oxidative stress-inducing agents for cellular
metabolism of Pantoea ananatis CCT7673 and identify possible mechanisms of
tolerance. SOD, CAT and GR activities were evaluated in non-denaturing PAGE
and CAT, GR and GST in spectrophotometer. Also, the rates of malonaldehyde
(MDA), superoxid and peroxide hydrogen (H.O,) were measured in a
spectrophotometer. Minimal medium with no herbicide (MM) was used as
control. Lipid peroxidation, superoxide and peroxide hydrogen quantification
and SOD, CAT, GR and GST activities were analyzed before and after
degradation of mesotrione. The herbicide proved to be the cause of oxidative
stress, according to peroxide hydrogen data. Unexpectedly, the rates of lipid
peroxidation (MDA) and GR showed to be lower in the presence of the
herbicide when compared to the control, with no changes in bacterial growth.
The activity of GST was higher in mesotrione treatment in comparison to control
and Callisto, during and after degradation. These results suggest that this
enzyme may be related to the mesotrione degradation, probably by
cometabolism. The rates of lipid peroxidation were shown to be lower in the
presence of the herbicide compared to the control, with no changes in growth
rates when exposed to herbicide. P. ananatis CCT 7673 showed changes in the
saturation of membrane lipids. These changes may interfere with herbicide
entry into the cell. These characteristics may be associated with a level of
phenotypic plasticity in P. ananatis CCT 7673, making this an interesting
bacterium for studies of herbicide tolerance and evolution of microbiota in
environments subjected to different degrees of selective pressure model.

Keywords: herbicide biodegradation, lipid peroxidation, membrane lipids,
antioxidative response, adaptative capacity, Callisto.
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4.1 Introducao
Com o advento da Revolucdo Verde em 1970, culturas agricolas tém se

aperfeicoado e o uso de herbicidas e fertilizantes foi triplicado em culturas de
cereais e outras vegetais (Sands et al., 2009). Estima-se que anualmente nos
EUA, sdo aplicadas mais de 140.000 toneladas de pesticidas sintéticos, e na
Europa, aproximadamente 300 pesticidas diferentes foram relatados por serem
contaminantes de produtos alimentares (Bjgrling-Poulsen et al., 2008). O Brasil
atualmente ndo usa grandes quantidades de pesticidas em comparacdo aos
paises desenvolvidos, porém o uso de agroquimicos tem aumentado
consideravelmente (Schreinemachers & Tipragsa, 2012). Pesticidas tém sido
amplamente utilizados para aumentar a producéo agricola a fim de sustentar o
crescimento da populacdo humana (Donalson, 2010). Entretanto, existem
preocupacdes sobre os efeitos adversos desses quimicos no meio ambiente,
pois 0s agroquimicos ndo sdo degradados com facilidade por todos os
microrganismos (Copley, 2009). Esses pesticidas podem, ainda, alterar a
diversidade microbiana (Ge et al., 2011; Yu et al.,, 2013) em decorréncia de
mudancas nas propriedades do solo. Microrganismos de solo desempenham
papel importante na decomposicdo de matéria organica e ciclagem de
nutrientes e a alteracao desses organismos pode afetar até a fertilidade do solo
(Ding et al., 2009).

A contaminacao do solo por pesticidas pode atingir o lencol freatico e,
consequentemente, rios e lagos. Sabe-se que aproximadamente 80% da
populacdo mundial esta exposta a pesticidas presentes na agua (Voérdosmarty et
al., 2010).

Mesotrione (2-[4-methylsulfonyl-2-nitrobenzoyl]1,3-cyclohenanedione) é
o ingrediente ativo do herbicida Callisto usado em pré ou pés-emergéncia no
controle de ervas daninhas na cultura do milho (Batisson et al., 2009). Esse
herbicida é derivado de uma fitotoxina produzida pela planta Callistemon
citrinus e age inibindo a enzima - 4-hidroxifenil-piruvato-dioxigenase (HPPD),
gue interfere na sintese de carotendides (Mitchell et al., 2001). Mesotrione ja foi
previamente citado em estudos de contaminacdo ambiental (Stoob et al.,
2005). Foram descritos como subprodutos do mesotrione o acido 4-
metilsulfonil-2-nitrobenzéico (MNBA) e o acido benzdéico 2-amino-4-metilsulfonil
(AMBA) degradado por Bacillus sp (Durand et al., 2006). Desses produtos,
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AMBA é mais toxico que o mesotrione (Bonnet et al., 2008; Mitchell et al.,
2001). Em um estudo de Pileggi et al. (2012), demonstrou-se que produtos
diferentes de AMBA foram obtidos por meio da degradacdo do mesotrione por
Pantoea ananatis CCT 7673.

A degradacéao bioldégica de pesticidas € uma estratégia importante para a
remocdo de xenobidticos do ambiente. A aplicagdo da biodegradacdo e
biorremediacédo de herbicidas é uma das areas mais promissoras da pesquisa
de biotecnologia (Martins et al., 2007; Silva et al., 2007). Bactérias e fungos séo
0s principais agentes degradadores desses xenobiéticos, podendo agir de
forma interativa uns com os outros, contando com a versatilidade metabdlica
desses organismos (Silva, 2004).

Microrganismos degradadores podem tolerar agroquimicos através da
inducao da resposta antioxidativa ao estresse. Isolados de bactérias expostos a
62mM e 620 mM do herbicida acetochlor mostraram um aumento de 39% e
34%, na peroxidacdo lipidica respectivamente (Martins et al., 2011).

Estresse oxidativo € caracterizado pelo aumento na producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) a niveis que excedem a capacidade de
defesa da célula (Gratdo et al., 2005; Ghelfi et al., 2011). Em bactérias, a
maioria das EROs séo derivadas de reducdo sequencial do O,, o qual é
catalizado por enzimas da cadeia respiratoria que estdo associadas com a
membrana plasmatica (Lushchak, 2001). Os produtos do metabolismo aerdbico
sdo altamente reativos: perdxido de hidrogénio, (H.O,) superéxido (O,) e
hidroxila (OH’) sdo radicais que podem causar danos ao DNA, RNA, proteinas
e lipidios (Cabiscol et al., 2000; Gratdo et al.,, 2005; Monteiro et al., 2011).
Entretanto, um complexo sistema de enzimas antioxidativas esta envolvido no
combate as EROs, que inclui superéxido dismutase, catalase, peroxidades e
glutationa redutase (Gratéo et al., 2005).

P. ananatis CCT 7673 € uma linhagem degradadora de mesotrione
previamente descrita por Pileggi et al. (2012), a qual foi isolada de agua, junto a
outros 359 microrganismos tolerantes ao herbicida. Essa bactéria pode crescer
em pH &cido e apresenta caracteristicas fisiologicas de interesse em estudos
biotecnoldgicos (Katashkina et al., 2009).

O crescimento de P. ananatis (Pileggi, et al., 2012) mostrou que essa

bactéria pode tolerar mesotrione e Callisto, pois ndo apresentou diferencas no
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crescimento celular. Andlises de HPLC demonstraram que P. ananatis CCT
7673 degrada 100% do herbicida em até 18 horas de incubacéo.
Diferentemente de Crouzet et al. (2010), que mostrou que Bacillus sp. degrada
0 mesotrione em AMBA e MNBA como subprodutos, P. ananatis apresentou
subprodutos menos toxicos. Apesar de P. ananatis degradar mesotrione, ndo o
utiliza como fonte de nutriente (Pileggi et al, 2012).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o ingrediente ativo mesotrione e seu
produto comercial Callisto como fontes estressantes para o metabolismo
celular de P. ananatis, bem como a capacidade desta bactéria em tolerar uma

condicao de estresse oxidativo.

4.2 Material e métodos
4.2.1 Formulac@es utilizadas do herbicida

Nos meio de cultura indicados neste trabalho, foram utilizados o
herbicida comercial Callisto (Syngenta Crop Protection), que apresenta 48% de
mesotrione (Fig.2) em sua composi¢do, e adjuvantes [1,2-benzisotiazolin-3-
one; 1-Octanol; poli (oxi-1,2-etanediil) e alfa-isodecil-omega-hidroxi-fosfato], e o
principio ativo mesotrione, para meio de cultura com 88% de pureza fornecido

pela Syngenta Crop Protection.
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Figura 2: Estrutura quimica do mesotrione
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4.2.2 Linhagem degradora de mesotrione
A bactéria usada neste trabalho foi a linhagem de Pantoea ananatis CCT

7673, a qual foi isolada da Fazenda Escola Capao da Onga — Universidade
Estadual de Ponta Grossa Ponta Grossa-PR, Brasil, que se mostrou como uma

linhagem degradadora deste herbicida (Pileggi et al., 2012).

4.2.3 Tratamento com herbicida e determinagdo da curva de crescimento
Amostras de 600 pL foram coletadas a cada 2h durante 24h para

determinacdo da absorbancia da cultura em espectrofotometro (600nm). Para
uma maior precisdo do crescimento bacteriano, diluicdes foram feitas com
solugcéo salina (0,9% de NaCl) sempre que as amostras atingiram um valor

mair que 0.6 O.D.

4.2.4 Crescimento bacteriano
A linhagem foi crescida em 1.350 mL de LB (Caldo Luria) a 30 °C

durante 24 h. Apds o periodo de crescimento, as amostras foram centrifugadas
a 11600 g por 5 min a 4 °C. O precipitado foi lavado duas vezes com tampéao
PBS (expresso em g L™): (8 NaCl, 0,2 KCI, 1,44 Na,HPO,4 e 0,24 KH,PO,) e
dividido em 9 tubos de centrifuga contendo 50 mL de Meio Mineral [tampé&o
fosfato potassio 10 mM, pH 7.0, (expresso em g L™): 3 NaNOs, 0,5 MgSO,, 0,5
KCI, 0,01 FeSQy, 0,04 CaCl,, 0,001 MnSQy, 0,4 glucose].

Os experimentos foram realizados em triplicata nas seguintes condic¢des:
MM (controle), Meio Mineral Mesotrione (MMM: MM + 0,04 mM mesotrione, 1 x
concentracdo campo), e Meio Mineral Callisto (MMC: MM + 0,04 mM
mesotrione em Callisto). Todos os tratamentos foram incubados a 30°C. Para
os testes subsequentes, as amostras foram centrifugadas nos tempos de 12h,

17,5h e 19h de incubacdo nos tratamentos.

4.2.5 Viabilidade celular
A bactéria em suspensdo (4.2.5) foi diluida a 10 em 30 min e 10°® para

12h, 17,5h e 19h em solucdo salina e homogeneizada. Amostras (100 pL)
foram plaqueadas em triplicata contendo meio LA (Caldo Luria + Agar), e

incubados a 30°C por 24h para contagem subsequente de colbnias.
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4.2.6 Peroxidacao de lipidios
A peroxidacéo lipidica foi quantificada por meio da estimativa dos niveis

do acido tiobarbiturico (TBA) substancias reativas (Heath & Packer, 1968). As
concentracbes do malondialdeido (MDA) foram monitoradas a 535 nm e 600
nm em espectofotbmetro e as concentracdes do MDA foram calculadas

utilizando um coeficiente de extincdo de 155 mM cm .

4.2.7 Quantificacdo de Peroxido de hidrogénio
As células [0,1 g (item 4.2.5)] foram maceradas em nitrogénio liquido e

homogeneizadas com 4&cido tricloroacético 0,1% (TCA) e centrifugadas a
11.600 g por 15 min a 4°C. A seguir, 0,2 mL do sobrenadante foi retirado e
transferido para um tubo contendo 0,2 mL da solucdo 100 mM de tampéao
fosfato pH 7,5 e 0,8 mL da solucdo 1M KI. A solucéo foi, entdo, acondicionada
no escuro a 4°C por 1 h, ao que se seguiram 20 min em temperatura ambiente.
A absorbancia for medida em espectrofotometro em 390 nm e os resultados

foram expressos em umol/g de massa fresca (Alexieva et al., 2001).

4.2.8 Quantificacao do radical superoxido
As células [0,1 g (item 4.2.5)] foram maceradas em nitrogénio liquido e

homogeneizadas com 1,5 mL de tampéao fosfato de potassio 10 mM pH 7,8;
NBT 0,05% e NaNO3; 10 mM. A solucédo foi deixada por 1h em temperatura
ambiente. A seguir, transferiu-se 1 mL da referida solug&o para outro tubo, que
foi aquecido a 85°C por 15 min. AplOs esse periodo, as amostras foram
resfriadas rapidamente no freezer e lidas em espectrofotbmetro a 580 nm
(Duke & Salin, 1983).

4.2.9 Modificagbes na membrana bacteriana
O material (item 4.2.5) foi centrifugado por 5 min a 11,600 g a 4°C e o

precipitado foi congelado a -80°C. O material foi liofilizado por 15 h, ao qual foi
adicionada uma solucdo de cloroférmio, metanol e 4gua (1: 2: 0,8) e mantido
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sob agitacdo a 180 rpm por 18h segundo Bligh e Dyer (1959), com
modificacdes. Foi adicionado cloroférmio e 4gua até uma proporcéo de 1:1:0,9
de cloroférmio, metanol e 4gua. A fase com o cloroférmio foi coletada. Os
lipidios de membrana foram analisados em espectroscopia de infravermelho
em transmitancia (FTIR), nos comprimentos de onda de 400 a 4000 cm™
(utilizando 100 mg de KBr — Brometo de potassio e 4 mg do extrato bacteriano).
Os resultados foram avaliados por meio da andlise de componentes principais
(PCA) utilizando o software Pirouette v 4.0 (Infometrix, Bothell, WA, EUA), nos

comprimentos de onde de 1400 a 3200 cm™.

4.2.10 Extracao de proteinas e quantificacéo
Para a extracdo de proteinas todos os passos foram realizados a 4°C,

salvo indicac&o contraria. A cultura (item 4.2.5) foi centrifugada a 11600 g por
10 min e o precipitado macerado com nitrogénio liquido e homogeneizado em
100 mM tampéao fosfato de potassio pH 7,5 contendo acido etileno diamino
tetracético 1 mM (EDTA), ditiotreitol 3 mM (DTT) e polivinilpirrolidona 5%
(PVPP) (Gratéo et al., 1998). O material foi entdo centrifugado a 11600 g por
30 min, e o sobrenadante foi armazenado em aliquotas a -80 °C. Para
determinar as concentracdes de proteinas totais, foi utilizado o método de

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

4.2.11 Eletroforese em gel de poliacrilamida
A eletroforese foi realizada utilizando-se géis contendo 12% de

poliacrilamida com 4% de gel de empilhamento. SDS foi omitido para os géis
ndo desnaturantes. Uma corrente constante de 15 mA gel-* foi aplicada durante
3 h (géis corados para atividade de SOD), 5 h (géis corados para atividade de
GR) ou 21 h (géis corados para atividade de CAT), a 4 ° C. Quantidades iguais
de proteina (20 ug) foram aplicadas em géis de PAGE nao desnaturantes. Para
a andlise de SDS-PAGE, os geis foram confeccionados com 10% de
poliacrilamida, lavados com agua destilada deionizada, incubadas durante a
noite em uma solucdo de azul de Coomassie R-250 0,05% em 40:7:53

metanol: &cido acético: agua (v / v / v) e solucdo descolorante em lavagens
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sucessivas numa solucdo em 40:7:53 metanol: acido acético: agua (v/v/v) de

solucéo até a visualizagdo das bandas (Gratao et al, 2008).

4.2.12 Atividade da SOD
4.2.12.1 Atividade em PAGE né&o desnaturante

Ao final do tempo de corrida (item 4.2.12) os géis foram lavados com
adgua deionizada e incubados no escuro, na temperatura ambiente, em uma
mistura de reacdo contendo tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,8, EDTA 1
mM, riboflavina 0,05 mM, nitroazul tetrazélio 0,1 mM (NBT) e N,N,N",N’-
tetrametiletiienediamine 0,3% (TEMED). Foi utilizada como padrdo uma
unidade de enzima de figado de boi (Sigma). Ao final de 30 min, a mistura de
reacdo foi descartada, os géis lavados com agua deionizada e colocados sob

iluminacéo até o aparecimento de bandas (Cia, et al., 2012).

4.2.12.2 Determinacao das isoenzimas de SOD em PAGE nao
desnaturante
A analise das isoformas de SOD foi realizada por PAGE nao

desnaturante (12%) como descrito na secdo anterior. Antes da coloracéo, o
gel foi dividido verticalmente em trés partes. A primeira parte foi mantida a 4°
C em tampao de fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8. A segunda porc¢éao foi
imersa em 100 mL do mesmo tampao contendo KCN 2 mM e EDTA 1 mM, e a
terceira parte foi imersa em 100 mL de tampé&o contendo 5 mM de H,0; e
EDTA 1,0 mM. Todos os passos foram realizados no escuro. As isoformas
foram classificadas como Cu / Zn-SOD, a SOD e de Fe-Mn-SOD (Azevedo et
al., 1998).

4.2.13 Atividade da CAT
4.2.13.1 Atividade em PAGE nao desnaturante

Apoés o tempo de corrida (item 4.2.12), o gel foi incubado por 10 min em
solugcdo de H,O, 0,003%, a temperatura ambiente, sob agitacdo constante.

Apos este periodo, o gel foi colocado por 10 min em uma solucédo de FeClz 1 %
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e KoFe(CNg) 1 % sob agitacdo de uma mesa oscilatoria. Uma unidade de CAT

de figado de boi foi utilizado como padrdo (Azevedo et al., 1998).

4.2.13.2 Atividade em espectrofotOmetro
A atividade de catalase foi determinada na temperatura de 25 °C, em

uma solucdo de reacdo formada por 1mL de tampéo fosfato de potassio 100
mM pH 7,5 e 0,025 mL de peréxido de hidrogénio 25 %, solucéo preparada no
momento do ensaio. A reacao foi iniciada com 25 uL de extrato proteico, sendo
a atividade determinada por meio da decomposicao de perdxido de hidrogénio,
monitorada por 1 min através de alteracbes na absorbancia a 240 nm. Os

resultados foram expressos em umol/min/mg de proteina para o meio.

4.2.14 Atividade de GR
4.2.14.1 Atividade em PAGE né&o desnaturante

Apbs o tempo de corrida (item 4.2.12) o gel foi incubado por 30 min na
temperatura ambiente em uma solugéo de TRIS 0,25 M pH 7,5, MTT 0,5 mM,
DPIP 0,7 mM, GSSG 3,4 mM e NADPH 0,5 mM. Foi utilizada 1 (uma) unidade
de GR como padrao (Lee & Lee, 2000).

4.2.14.2 Atividade em espectrofotdmetro
A atividade de GR foi determinada em espectrofotbmetro em uma

mistura de reacdo a 30°C contendo: 1 mL de tampéao fosfato 100 mM pH 7,5,
500 puL de DTNB 1mM, 100 uL de GSSG 1 mM e 100uL de NADPH 0,1 mM. A
reacgdo foi iniciada pela adicdo de 20 uL do extrato proteico a mistura de reagéo
e monitorada por 1 min atraves da reducéo da glutationa oxidada a 412 nm. Os
valores da atividade de GR foram expressos em umol/minuto/mg de proteina

(Gomes-Junior et al., 2007).
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4.2.15 Atividade de GST
4.2.15.1 Atividade em espectrofotdmetro

A atividade de GST foi avaliada em uma solucdo contendo: tampéo
fosfato de potassio 100 mM pH 6,5, 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0,04 M (CDNB),
ambos incubados a 30°C, glutationa reduzida 0,1 Mm (GSH) e 25uL do extrato
proteico da amostra. A reac¢do foi iniciada ap6s 1 min da mistura. A atividade foi
determinada pelo monitoramento da conjugagdo CDNB-GSH em
espectrofotometro por 3 min. A atividade de GST foi expressa em pumol/min/mg
de proteina, utilizando o coeficiente de extincdo de 9,6 mM™ cm™ (Zablotowics
et al., 1995).

4.2.16 Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise multivariada de componentes

principais (PCA) utilizando o programa Pirouette 4.0 (Infometrix) com preé-

processamento autoescalado, com tratamento em 1 derivada.

4.3 Resultados e Discussao
4.3.1 Avaliacéo do estresse oxidativo gerado pelo herbicida

Em organismos aerdbicos, durante o metabolismo celular, o O, é
reduzido e pode causar a formacgdo de espécies reativas de oxigénio (EROS).
Esses produtos, tais como H,O, e O,", sdo gerados pelo préprio metabolismo
aerobio, ou em condi¢cdes ambientais adversas (Yao et al., 2006; Gratao et al.,
2012). Este aumento de EROs pode causar estresse oxidativo na célula,
alterando moléculas de DNA, RNA, proteinas e lipidios. Para evitar esses
danos, 0s organismos possuem um sistema antioxidativo, equipado com
enzimas que combatem estes ERO, por meio da ativacdo da transcricdo de
genes oxyR e SoxRS. Tal dano pode ser avaliado por quantificacao de H,0,
nas ceélulas, que € a principal causa de estresse oxidativo (Cabiscol, et al.,
2000). Os niveis de MDA também podem ser utilizados como marcador de
estresse oxidativo (Shao et al., 2009).

Os indices de peroxido encontrados neste trabalho indicaram que o
mesotrione e Callisto causam estresse oxidativo em P. ananatis CCT 7673 nos

tempos analisados (Fig. 5).
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A molécula do mesotrione (Fig. 2) € composta de duas partes: um
grupamento benzil e um dione. O grupamento benzil esté localizado na posi¢éao
2 e € requerido para que a molécula apresente atividade herbicida. O
grupamento presente na posicdo 4 tende a aumentar a acidez da molécula, e
também a atividade herbicida. A parte ciclohexanodione é adicionada a
molécula para bloquear sitios de metabolismo da molécula pelas plantas, o que
resulta em melhor atividade do herbicida, dificultando, assim, a detoxificacao da
molécula (Mitchell et al, 2001). Esses grupos nitro e-metanossulfonil, que sdo
provavelmente responsaveis pelo estresse oxidativo observado, também sédo
encontrados em MNBA e AMBA, que sao produtos da degradacédo do
mesotrione por Bacillus sp. (Durand et al., 2006). Em contraste, 0s grupos nitro
e de metanossulfonil sdo removidos ou modificados apés 18 h de degradacéo
por P. ananatis CCT 7673, produzindo subprodutos diferentes de MNBA e
AMBA (Pileggi et al., 2012). AMBA foi descrita por apresentar maior toxicidade
que a molécula original (Mitchell et al., 2001). Embora o crescimento nao
apresente diferenca entre os tratamentos, os dados indicam que o herbicida
causa estresse oxidativo para P. ananatis devido aos altos niveis de perdxido
de hidrogénio (Fig. 5). Este é o primeiro relato confirmando que o mesotrione e
Callisto causam estresse oxidativo para bactéria. Estudos futuros em LC/MS-
MS podem caracterizar e identificar a toxicidade dos subprodutos gerados pela

degradacdo do mesotrione.
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Figura 5: Quantificacdo de peroxido de hidrogénio em P. ananatis CCT 7673 nos
tratamento MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) apos 12h, 17,5h e 19h
de incubacgéo.

O radical peroxido de hidrogénio € formado a partir da dismutacdo do
radical superodxido, catalisada pela enzima superdxido dismutase. O radical

7

superoxido é o primeiro a ser formado, tendo sua origem em bactérias,
principalmente pela reducdo sequencial do O,. Esse radical pode reagir
rapidamente com pequenas moléculas, ou até inativar enzimas como catalase
e glutationa peroxidase. Pode, ainda, reagir com ferro-sulfaproteinas, liberando
Fe? e formando o radical hidroxila OH-, o qual apresenta forte potencial
oxidante, podendo reagir com qualquer molécula organica, por meio da reacéo
de Fenton (Barreiros et al., 2006).

A guantificagdo do radical superoxido demonstrou a maior concentragao
deste radical nos tempos de 12h, seguido por 19h, apés a degradacdo do
herbicida (Fig.6). Em 12 horas a quantificacdo de superdxido nos tratamentos
com mesotrione e Callisto esta alta, demonstrando que o herbicida causa
estresse para a bactéria. Nos tempos de 17,5h e 19h o nivel de superdxido
decresce (Fig. 6), possivelmente devido a degradacéo do herbicida e de seus
subprodutos. A presenca do herbicida no meio de cultura j& desencadeia uma
resposta adaptativa no metabolismo celular da bactéria, envolvendo alteracdes

na expressao das enzimas antioxidativas. Apesar dos niveis de peroxido de
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hidrogénio e do radical superoxido estarem altos, causando o estresse para a
bactéria, em nenhum dos tempos estudados foi possivel confirmar um estado
de estresse oxidativo em P. ananatis, visto que o crescimento ndo apresenta

mudancas significativas (Fig. 7)
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Figura 6: Quantificacdo do radical superéxido em P. ananatis CCT 7673 nos
tratamento MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) ap6s 12h, 17,5h e 19h
de incubacéo.

4.3.2 Tolerancia de P. ananatis ao herbicida por meio do crescimento
celular
Os resultados da curva de crescimento em MM (controle), MMM

(mesotrione) e CMM (Callisto), estdo demonstrados na Fig. 7:
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Figura 7: Curva de crescimento (OD em 600 nm) de P. ananatis CCT 7673 nos
tratamentos MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) durante 24h de
incubacéo.

As taxas de crescimento ndo apresentaram diferenca entre o0s
tratamentos com herbicida, apenas em relacdo ao controle, porém nao
significativa (Fig. 7), como ja demonstrado por Pileggi et al. (2012), indicando
que P. ananatis tolera o herbicida. JA4 na taxa de viabilidade celular, houve
diferenca entre os tempos estudados, mas nao entre os tratamentos (Fig. 8).
Essa diferenca no crescimento celular, principalmente no tempo de 30 min, se
da provavelmente pela adaptacdo da bactéria ao meio de cultura, ja que P.
ananatis foi crescida em LB (meio rico) e transferida ao MM (meio mineral) com
concentragéo limitada de nutrientes. A baixa concentragdo de células nesse
horério € explicada pela fase de crescimento em que ela se encontra, fase lag,
onde ha um periodo de adaptacdo celular. A tolerancia de P. ananatis CCT
7673 ao herbicida pode ser explicada devido ao seu isolamento ter sido feito
em agua com residuos de Callisto, ja que altas concentracbes de herbicidas
podem selecionar linhagens tolerantes ou degradadoras de herbicida (Batisson
et al., 2009). Portanto, qualquer diferenca na resposta oxidativa nesta cultura
se da devido a uma inducdo especifica do herbicida, visto que as taxas de

H.O, indicam que o herbicida causa estresse oxidativo.
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Figura 8: Viabilidade celular (em U.F.C.) de P. ananatis CCT 7673 nos tratamentos
MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 30 min, 12h, 17,5h

e 19h de incubacéo.

4.3.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica por meio da quantificacdo de MDA
Uma diminuigdo intrigante na produgdo de MDA nos tratamentos com

mesotrione, em comparacdo com 0 respectivo controle, foi observada neste

trabalho. MDA (malondialdeido) é utilizado para determinar a quantidade de

peroxidacdo lipidica e a toxicidade de herbicidas (Shao et al., 2009). No

presente estudo, as taxas de MDA foram maiores no controle durante a

degradacdo de mesotrione e no tratamento com Callisto no tempo de 19h (Fig.

9).
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Figura 9: Niveis do MDA (representando peroxidagao lipidica) em P. ananatis CCT
7673 nos tratamentos MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos
de 12h, 17,5h e 19h de incubagéo.

MDA € um aldeido, produto toxico, que € liberado quando uma ERO
reage com o &cido graxo insaturado da membrana celular, podendo causar
danos celulares (Helth & Packer, 1968). A composicao dos residuos dos acidos
graxos de membrana pode impedir a peroxidacao lipidica e a producédo do
MDA, dependendo da condicdo de estresse. Na presenca de oxidantes, a
estabilidade (resisténcia mecanica) de membranas biolégicas diminui. Enzimas
antioxidativas, como SOD, CAT e GST podem retardar ou inibir reactes de
peroxidacao lipidica, aumentando, assim, a estabilidade da membrana. Isso
pode ser indicado pela baixa taxa de MDA no tratamento de mesotrione,
durante e apds a sua degradacdo. Ogliari et al. (2009) mostraram que 0
mesotrione promoveu uma ativacao diferencial dos principais sistemas de
transporte de préton para as enzimas de desintoxicacdo de plantas de milho.
Essa protecao induzida por mesotrione poderia ser uma das razdes para as

alteracdes na membrana observadas neste trabalho.

4.3.4 Quantificacdo de proteinas e perfil proteico sob estresse causado
por herbicida
O tratamento com mesotrione apresentou maior concentracdo que o

controle nos tempos de 12h e 17,5 h (Fig.10):
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Fig. 10: Quantificacao de proteina (mg/ml) em P. ananatis CCT 7673 nos tratamentos
MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 12h, 17,5h e 19h
de incubacgéo.

Para sugerir possiveis mecanismos de tolerancia ao herbicida, tanto
mesotrione quanto o Callisto, os quais foram caracterizados como agentes
causais do estresse oxidativo para P. ananatis, iniciamos com a avaliacao do
perfil de proteinas especificas e enzimas antioxidativas.

O perfil proteico de P. ananatis CCT 7673 nao revelou diferenca no
metabolismo celular, independentemente do tratamento com herbicida (Fig.11).
Embora a andlise de SDS-PAGE tenha revelado apenas as bandas principais
de proteinas, a intensidade das bandas ndo apresentou diferenca. Assim, nas
concentracfes e condi¢cdes experimentais utilizadas, o herbicida ndo induziu
alteracdes significativas na expressdo de proteina. Andlises futuras por 2D-
PAGE podem apresentar novos insights sobre os efeitos mais especificos do

herbicida sobre as mudancas proteicas.
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Figura 11: Perfil proteico SDS-PAGE de P. ananatis CCT 7673: S- padrdo, MM, LB 12
h, 17,5h e 19h (1,2; 3,4; 5,6, respectivamente); MMM: 12h, 17,5h e 19h (7,8 e 9,
respectivamente) e CMM: 12h, 17,5h e 19h (10, 11 e 12, respectivamente) de

incubacao.

4.3.5 Atividade de SOD e perfil protéico
Cinco bandas de SOD se mostraram ativas em P. ananatis CCT 7673

porém ndo apresentaram diferenca quantitativa. O padrao

(Fig. 12),
eletroforético da atividade de SOD, portanto, ndo indicou uma resposta SOD

especifica para os tratamentos com herbicida.

S 1 2z '3 4 5 6 ¥ 8
I

Figura 12: SOD-PAGE de P. ananatis CCT 7673 representam: S (padrdo), MM
(controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 12h (1,2 e 3); 17,5h

(4,5 e 6) e 19h (7,8 e 9) de incubacéo.
As isoformas de SOD de P. ananatis CCT 7673 descritas por
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Olchanheski et al. (2013 em preparacdo) foram estudadas nas mesmas
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condicBes deste trabalho, porém nos tempos de 12h e 24h. A banda I, isoforma
Cu / Zn-SOD, localiza-se no espacgo periplasmatico (Battistoni, 2003), mas
estudos dessa forma bacteriana sdo escassos. Bandas II, lll, IV e V

correspondem a Mn-SOD (Fig. 13), uma isoforma que € normalmente

encontrada no citoplasma bacteriano e responde provavelmente ao aumento
dos niveis do radical O, * (Imlay, 2008; Li et al., 2009).
S 1 2 3

Figura 13: Atividade de SOD-PAGE né&o desnaturante em Pantoea ananatis CCT
7673. S (padréo), 1 corresponde a atividade de SOD do controle; 2 mostra a atividade
da SOD na presenca de 2 mM de cianeto de potassio; 3 representa a atividade SOD
com 5 mM H,0,.

As bandas indicaram aproximadamente o mesmo nivel de atividade em
todos os tratamentos e periodos de tempo. A inexisténcia de alteracdes na
atividade da SOD sugere que os tratamentos ndo alteram o crescimento

bacteriano e seu metabolismo basal.

4.3.6 Atividade de CAT e perfil protéico
A atividade de CAT nos tempos estudados (12h, 17,5h e 19h) foi maior

no controle seguido por mesotrione e Callisto (Fig.14).

O H;0O; pode ter seus niveis aumentados de 5-10 vezes durante a
transicdo da fase de laténcia para a fase de crescimento exponencial em
Escherichia coli (Gonzéalez-flecha & Demple, 1997). Porém, a atividade de CAT
nao apresentou diferenca porque todos os tratamentos e controles foram

testados durante a fase estacionaria de crescimento (Fig. 7).
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A alta concentracdo de peréxido de hidrogénio se deu devido ao alto
crescimento celular, j& que P. ananatis ndo apresentou diferenca em suas
taxas de crescimento (Fig. 7), mas principalmente esse estresse foi causado
pelo herbicida. Os resultados com mesotrione e Callisto apresentaram maior
concentracdo de peroxido de hidrogénio, demonstrando que o herbicida é
agente estressante para a bactéria.

Mesotrione ndo € detectavel por andlise de HPLC apés 19h de
incubacdo (Pileggi et al., 2012), mas H,0O, foi produzido pelas células
bacterianas, em resposta a um crescimento celular, bem como a mesotrione e
Callisto. Como as atividades de SOD e CAT permaneceram inalteradas a uma
resposta especifica para Callisto e mesotrione, a geracao excessiva de H,0,
poderia ter sido o resultado de outra via metabdlica ou atividade de outra
peroxidase.

O baixo nivel de peroxidacao lipidica induzida por mesotrione, mesmo
com uma alta taxa de H,O,, foi contraria as nossas expectativas iniciais, mas
os dados de MDA e saturacdo de membrana lipidica nos levou a elaborar uma

explicacdo alternativa, que sera descrita neste trabalho.

200

180

160

140

O controle

120 +— ~
O mesotrione

100
M callisto
80 +—

Atividade de Catalase
umol/min/mg proteina

60

40 ¥
0 T T

12h 17,5h 19h

Figura 14: Atividade de catalase em P. ananatis CCT 7673 nos tratamentos MM
(controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 12h, 17,5h e 19h de
incubacao.

O perfil de isoformas de CAT revelado por eletroforese em gel, indicam 5

isoformas, porém ndo indicam a indugdo de novas isoformas, mas indica
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alteracdes na intensidade de bandas (Fig. 15). Tais modificacdes sugerem o
aumento da producdo de H,O,, mas isso ndo € aparentemente devido a
dismutacao do radical O, * pela SOD com base no perfil de atividade de SOD

observado anteriormente, sugerindo uma outra via metabdlica.

Figura 15: CAT-PAGE de P. ananatis CCT 7673 representam: S (padrdo), MM
(controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) no tempo de 12h (1,2 e 3); 17,5h (4,5 e
6) e 19h (7,8 e 9) de incubacéo.

4.3.7 Atividade de GR e perfil proteico
A atividade de glutationa redutase foi maior no controle em comparacao

ao tratamento com herbicida, sem atividade especifica de GR para os
tratamentos com herbicida (Fig. 16). Martins et al. (2011) também mostraram
uma reducédo na atividade especifica na presenca de altas concentracdes dos

herbicidas acetochlor e metalochlor.
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Figura 16: Atividade de glutationa redutase em P. ananatis CCT 7673 nos tratamentos
MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 12h, 17,5h e 19h
de incubacéo.

O gel de perfil proteico exibiu duas isoenzimas de GR nas condi¢cdes
testadas, porém sem inducéo especifica pelo herbicida (Fig.17), com atividade
maior no controle.

GR é uma enzima importante, responsavel pela detoxicacdo do perdxido
(H20,) que transforma glutationa oxidada (GSSG) em glutationa reduzida
(GSH) (Monteiro et al., 2011). Quando uma bactéria apresenta condicdo de
estresse em resposta as ERO, OxyR é ativada, induzindo a expressdo de
varios genes, incluindo a expressao de GR (Masip & Veeravalli, 2006). Apesar
da glutationa ser um dos mais importantes metabolitos no mecanismo redox
em bactérias Gram negativas, Smirnova & Oktyabrsky (2005) sugerem que
outras enzimas e compostos celulares com a mesma funcdo de GR, como
sistema tiol-redox e as glutaredoxina e tioredoxina, podem ser ativadas
(Cabiscol et al., 2000). Linhagens mutantes de E. coli para o gene gor
apresentaram crescimento normal e altos niveis de glutationa reduzida,
demonstrando a acao de outra enzima, ou composto independente da GR
(Smirnova & Oktyabrsky, 2005).

P. ananatis CCT 7673 apresentou alta concentracdo de perdxido de
hidrogénio nos tratamentos com o herbicida, caracterizando estresse, como ja
visto anteriormente. Esse estresse causado pelo herbicida pode interferir no

metabolismo celular, inibindo a atividade de algumas enzimas (Lu et al., 2004).
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Foi demonstrado por Smirnova & Oktyabrsky (2005) que algumas
proteinas de linhagens de E.coli sofreram oxidacdo e algumas enzimas foram
inibidas quando entraram em contato com o agente estressante peréxido de
hidrogénio (H20.,).

Os ensaios enziméaticos de SOD, CAT e GR foram realizados na mesma
fase de crescimento de P. ananatis CCT 7673, na fase estacionaria. Isso
provavelmente pode explicar o padrao de bandas, ou seja, ndo ha diferenca na
atividade enzimatica, ja que diferentes isoformas podem atuar, com diferentes

vias de regulacéo, dependendo da fase de crescimento (Jung & Kim, 2003).
S 1 2 3

4 5 6 7 8 9

Figura 17: GR-PAGE de P. ananatis CCT 7673: representam S (padrdo), MM
(controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) no tempo de 12h (1,2 e 3); 17,5h (4,5 e
6) e 19h (7,8 e 9) de incubacéo.

4.3.8 Atividade de GST
A GST esta presente em inUmeros organismos, e tem papel fundamental

na detoxificacdo de compostos por meio da conjugacéo da GSH a um substrato
hidrofébico que possua um centro eletrofilico (Masip & Veeravalli, 2006). A
GSH é um antioxidante ndo enzimatico que pode agir como doador de elétrons,
com dois grupos carboxilicos, com propriedades de reducdo e remocéao
eficiente de ROS, devido a sua capacidade de transferir elétrons para GST
(Ghelfi et al., 2011).

Pileggi et al. (2012) demonstraram que P. ananatis CCT 7673
degradava o mesotrione apés 18h de incubacdo. Andlises de GST foram
realizadas nos tempos de 12h (antes da degradacdo do mesotrione), 17,5h
(durante a degradacdo do mesotrione) e 19h (apdés a degradacdo do
mesotrione e na presenca dos subprodutos da degradacédo no meio), a fim de
avaliar a atividade especifica da GST.
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A GST apresentou maior atividade nos tempos de 17,5h e 19h de
incubacédo, ou seja, durante e logo apos a degradacédo (Fig.18). Esse aumento
da atividade da GST nos tempos especificos de degradacédo pode ser mais um
indicio de estresse oxidativo causado pelo herbicida, assim como ja
demonstrado com os dados de perdxido de hidrogénio. Mas pode também
indicar uma relacdo dessa enzima com o0 processo de degradacdo do
herbicida. Relacbes da GST com degradacdo de herbicidas foram também
observadas com diuron e altas concentracfes de oxyfluorfen (Geoffroy, 2002),
atrazina e chloroacetaniliuda (Labrou et al, 2005; Van Eerd et al, 2003) e
metalochor (Stamper et al., 2003).

Esta enzima possui sitios especificos de ligacdo, um com GSH (sitio G)
e outro com substratos eletrofilicos adjacentes (sitio H), portanto sua alta
atividade pode estar relacionada com a alta concentracdo de GSH, ou
indicando uma ligag&o a outro substrato, como o herbicida. Labrou et al. (2005)
demonstraram que a GST estd envolvida no processo de biodegradacédo do
herbicida atrazina com a remoc¢ao do cloro a partir da conjugacéo atrazina-
GSH.

A GST, dentre as enzimas estudadas neste trabalho, foi a Unica que
apresentou atividade especifica envolvida no processo de degradacdo, e
possivelmente na detoxificacdo celular. Em bactérias Gram-negativas, a
estrutura da membrana é diferenciada, com duas membranas: citoplasmatica e
externa, entre as membranas, existe o0 espaco periplasmatico, o qual se
constitui de diversos componentes, entre eles, enzimas (Duffy & Power, 2010).
O fato de que a GST apresentou um resposta diferente das outras enzimas,
possivelmente é devido a sua localizagéo celular, no espago periplasmatico da
célula (Alocatti et al., 2009). Este pode ser um indicio interessante, onde a GST
e outras enzimas podem atuar como primeira linha de defesa ja combatendo o
estresse oxidativo e degradando o mesotrione.

Portanto, como a GST apresentou alta atividade do mesotrione no tempo
de 17,5h e 19h de incubacdo, sugerimos que a GST estd envolvida no
processo de degradacdo do mesotrione em Pantoea ananatis. Porém, o0s
estudos sobre os subprodutos da degradacdo do mesotrione e processo de
conjugacao da GST devem ser aprofundados para melhor se compreender o
processo de detoxificagao deste herbicida.
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Figure 18: Atividade de glutationa-S-transferase em P. ananatis CCT 7673 nos
tratamentos MM (controle), MMM (mesotrione) e CMM (Callisto) nos tempos de 12h,
17,5h e 19 h de incubacéo.

4.3.9 Alteracdes na saturacdo de lipidios de membrana em resposta aos
herbicidas
Uma andlise do perfil de &cidos graxos foi realizada a fim de melhorar o

entendimento sobre os dados de MDA, nos quais a quantificacdo de
malondialdeido foi menor nos tratamentos com herbicidas. Considera-se que
alteracdo na conformacdo de &cidos graxos saturados e insaturados como
forma de protecdo a membrana plasmatica bacteriana ocorra quando em
contato com herbicidas. Balague et al. (2001) ja demonstraram que houve uma
diminuicao de lipidios insaturados na membrana plasmatica de E. coli HB101,
e, assim, uma reducao na fluidez da membrana bacteriana induzida por 2,4-D,
como possivel mecanismo de defesa contra danos celulares. Um aumento no
nivel de saturacdo dos lipidios de membrana em Klebsiella planticola DSZ
permitiu o crescimento em meio de cultura com o herbicida simazina de acordo
com por Sanchéz et al. (2005). O mesmo foi relatado por Danilo et al. (1996)

com células cultivadas de Ochrobactrum anthropi em presenca de atrazina.
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No entanto,
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nossos dados apresentaram um perfil de absorcéo

diferenciado dos tratamentos com herbicida em relagdo ao controle. O perfil

esta representado na Fig. 19.
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Figura 19: Perfil do espectro de infravermelho do extrato lipidico de Pantoea ananatis
incubadas nos tratamentos MM (controle), MMM (mesotrione) e MMC (Callisto) nos
tempos de 12h (a), 17,5h (b) e 19h (c).

Na figura 19 observa-se na regido de 3.000 cm™ o estiramento do
hidrogénio de carbono insaturado por ligacdo dupla (C=C—-H). As bandas
2.929 e 2854 cm™ séo referentes a ligacdo (C—H) de alcanos. Na regi&o de
1746 cm™ aparece uma banda intensa relativa a freqiiéncia de estiramento do
grupo carbonila (C =0).

Os resultados demonstraram um perfil incomum dos acidos graxos. No
tempo de 12h, no tratamento com Callisto, na regido de 1746 cm™, houve um
aumento no grau de insaturacdo em relacdo ao controle. Neste horério, de
acordo com a curva de crescimento (Fig.7) P. ananatis se encontra no final na
fase log, em que o metabolismo esta mais ativo. Esta insaturagcdo no
tratamento com Callisto pode-se dar em decorréncia dos adjuvantes, que
tornam o herbicida mais téxico e facilitam a entrada do herbicida na planta. O
Callisto pode ser o responsavel pela alteracdo na membrana de P. ananatis

neste tempo do experimento. No tempo de 17,5h, no tratamento com
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mesotrione, houve o mesmo comportamento. No momento da degradacédo do
mesotrione, 0s &acidos graxos se apresentam mais insaturados, ou seja, a
membrana estd mais suscetivel e pode ocorrer a entrada de componentes
dentro da célula.

A presenca de componentes aromaticos ou substancias como alcool de
cadeia longa aumenta o nivel de insaturagcdo (Kewelohet al., 1991). Esses
componentes sdo tdxicos para 0s organismos, pois se espalham na membrana,
aumentando a fluidez a uma taxa de permeabilidade especifica (Heipieper et
al., 1994; Sikkema et al.,1994), tornando a membrana mais suscetivel a
entrada de substancias toxicas na célula. A hidrofobicidade de triazinas e
outros xenobidticos implicam em uma elevada lipoafinidade, o que significa que
a membrana celular é provavelmente o primeiro e mais importante alvo de
toxicidade de acdo de xenobibticos lipossoluveis (Sanchez et al., 2005).

Esta pode ser uma explicagdo para o perfil apresentado nesse
experimento, exceto para o0 tratamento com mesotrione, no tempo de
degradacédo (17,5h), onde foi apresentado um elevado grau de insaturacdo em
relacdo aos outros tratamentos.

Alteracbes na composicdo da membrana citoplasmatica para
manutencdo ou ajuste da fluidez da bicamada lipidica sdo importantes
mecanismos de adaptacdo as mudancas do meio, como temperatura e
presenca de hidrocarbonetos ou substratos aromaticos (Sikkema et al., 1995).
Estas alteracbes dos lipideos de membrana se mostraram eficazes para
manter a fluidez necesséria para as atividades funcionais da célula, mesmo em
condicao de estresse, ou em contato com substancias toxicas (Herbert, 1986).

Essa tendéncia de perfil de acidos graxos demonstra a complexidade do
comportamento bacteriano, em que enzimas e mudancas na conformacéo
lipidica podem atuar de diferentes formas na resposta ao estresse oxidativo de
forma heterogénea para se proteger dessa condi¢ao.

Andlises futuras com uma curva de calibracdo com padrdo bacteriano e
de ressonéncia magnética nuclar (RMN) poderdo mostrar com exatiddo a

mudanca de saturacéo em regioes especificas no perfil lipidico.
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4.3.10 Anéalise estatistica
Os dados estudados neste trabalho estdo agrupados por similaridade,

determinando quais variaveis de maior importdncia e discriminando as
amostras de maior semelhanca. A fig. 20 mostra o grafico de escores (a) e
pesos (b). O grafico de escores mostra os dados do PCl(componentes
principais) e PC2 com porcentagem de variancia de 38,61% e 27,61%,
respectivamente, que forneceram 90% de informag&o. Dessa forma, plotando
os dados de PC1 e PC2, obteve a melhor discriminacdo das amostras, onde
foram agrupadas por horarios do experimento. Os dados com maior
semelhanca estdo no grafico de escores, e o0s testes que contribuiram para
esse agrupamento, no grafico de pesos. Em 12h, os testes que contribuiram
para o agrupamento foram proteinas e MDA; 17,5h: superdxido, SOD,
viabilidade, GR e GST; e em 19h: peroxido e CAT.

No horério durante a degradacdo (17,5h) foi o tempo em que mais
variaveis contribuiram para seu agrupamento. Esse pode ser um indicio da
importancia da relacdo das enzimas antioxidativas para a degradacdo do
mesotrione. Nos dados de lipidios de membrana, a insaturacdo no tratamento
do mesotrione neste horario, pode indicar a entrada desse herbicida na célula,
possivelmente no espaco periplasmatico. Como ja citado anteriormente, a GST
esta presente no espaco periplasmatico da célula (Alocatti et al., 2009) e esta
relacionada com a degradacdo de herbicidas (Geoffroy, 2002). Este pode ser
um indicio da entrada no mesotrione na célula e sua degradacédo pela enzima
GST. Esses resultados demonstraram a importancia de cada enzima e as
EROs para a resposta enzimatica de P. ananatis de acordo com o tempo de

degradacgéo.



PC2 (27,61 % de variancia total)

4
N 75h 7]
MMS;
24 ..MMM':I\:MG 12h
CMM6, | (]
oMMM4
14 pmme g wMM8 mMM3
u MM7 M4 |, CMMS
0 Ly Y MV VT2

CMM1 4

- 0 1
PC1 (38,61 % de variancia total)

(@)

PC2

66

0.6
HCAT
044 Variabilidade
GR
GST
H SOD
0.2
W Superoxido
0.0
-0.2 4
Hordrio
Peroxidom Proteinall
u
044 MDA
0.6 T T T T T
-0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

PC1

(b)

Figura 20: Grafico de escores (a) e pesos (b) para os resultados dos dados de
Pantoea ananatis nos tratamentos MM (controle), MMM (mesotrione) e MMC (Callisto)
nos tempo de 12h, 17,5h e 19h.
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4.4 Concluséo
Constatou-se que P. ananatis CCT 7673 pode tolerar o herbicida Callisto

(formulacdo comercial), bem como seu ingrediente ativo mesotrione, crescendo
eficientemente na sua presenca, nas concentracdes que sao normalmente
utilizadas nas praticas agricolas. Esta bactéria ndo apresentou diferenca em
seu crescimento na presenca do herbicida; porém, os dados de perdxido de
hidrogénio demonstraram que o herbicida é agente causal do estresse
oxidativo. CAT e SOD néo apresentaram atividade especifica em resposta ao
herbicida e GR foi inibida na presenca do herbicida; entretanto, GST pode estar
envolvida no processo de degradacao devido a sua alta atividade nos tempos
associados a degradacdo. Quando exposta ao herbicida, P. ananatis CCT 7673
apresentou alteracfes na saturacdo de lipidios de membrana. A inducéo pelo
herbicida de uma enzima nao especifica para a degradacéo, e de modificacbes
nas caracteristicas estruturais e fisiolégicas na membrana citoplasmatica, pode
estar associada a um nivel de plasticidade fenotipica em P. ananatis CCT
7673, tornando esta bactéria um modelo interessante para estudos de
tolerancia a herbicidas e evolucdo de microbiotas em ambientes submetidos a

diferentes niveis de presséo seletiva.
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