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ABSTRACT

The utilization of pesticides in agriculture has been intensified, causing big impact in the soils
and biota. The presence of these compounds in soils has been resulting in microorganism
behavior modification, developing survival strategies to the presence of these products. The
Manconzeb is a carbamate’s fungicides group that acts, inactivating the essential enzymes of
fungi. The subjects of this study were: to characterize chemically and physically rhizosphere soil
samples with history of repeated fungicide application; to isolate bacteria from this soil; to
characterize the isolates with biochemical tests and molecular tools; to obtain the growth of the
isolates in environment with the fungicide; to establish a bacterial collection with bioremediation
potential. Samples of soils were collected and it was determined their chemical and physical
characteristic. The bacterias were isolated using two different techniques: minimal salt broth, and
Busheel Haas broth containing 3,6gL-10f Mancozeb. The isolated strains were submitted to tests
in minimal salt broth to evaluate the potential of degradation in environment with this fungicide.
The identification was made through the phenotypic characterization, using biochemical tests to
determine the gender and molecular identification using the sequencing of the region 16S, with
the primers 1492R, 513F with amplification of 1000 pb. The 23 bacterial isolates were identified
as 4 families, 4 genders and 11 species. The Bacillaceae family is more representative with
86,95% of the isolates. These tests provided to verify the tolerance of the bacteria that was
isolated in higher concentrations of Mancozeb that are used in field to control pests. The
collection of microorganisms resulting from this research may contribute for future studies
involving the biodegradation of xenobiotics.

Keywords: bacterial, biodegradation, pesticides.
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RESUMO

A utilizacdo de fungicidas na agricultura tem se intensificado, causando grande impacto nos solos
e na biota em que eles se encontram. A presenca desses compostos no solo vem acarretando
modifica¢cbes no comportamento dos microrganismos, que passaram a adquirir estratégias de
sobrevivéncia a presenca desses produtos. O Mancozeb é um fungicida do grupo dos carbamatos
sendo que sua acdo pelo contato, inativa as enzimas essencias dos fungos. Os objetivos deste
trabalho foram: caracterizar fisico-quimicamente amostras de solo rizosférico com histérico de
aplicacdo do Mancozeb; isolar bactérias desse solo; caracterizar os isolados com ensaios
bioguimicos e ferramentas moleculares; obter o crescimento dos isolados em meio minimo
acrescido do fungicida; estabelecer uma cole¢do de bactérias com potencial de biorremediacéo.
Amostras de solo foram coletadas e determinaram-se suas caracteristicas fisico-quimicas. As
bactérias foram isoladas a partir de técnicas de isolamento em dois meios de cultura diferentes:
meio minimo e meio Busheel Haas acrescidos de 3,6gL™ de Mancozeb. As linhagens isoladas
foram submetidas a ensaios em meio minimo para verificar o potencial de degradagdo dessas
bactérias ao agrotoxico. Realizou-se a identificacdo por meio da caracterizacdo fenotipica,
utilizando-se de ensaios bioquimicos, para determinar o género e identificacdo molecular pelo
emprego do sequenciamento da regido 16S, com os iniciadores 1492R, 513F, os quais
amplificam 1000 pares de base. Os 23 isolados de bactérias foram identificadas em quatro
familias quatro géneros e onze espécies. A familia Bacillaceae foi a mais representativa, com
86,95% dos isolados. Esses ensaios proporcionaram verificar a tolerancia das bactérias isoladas
em concentragcOes superiores as usadas em campo para o controle de pragas. A colegéo de
microrganismos decorrentes da realizacdo dessa pesquisa poderd servir para estudos futuros
envolvendo a biodegradacdo de xenobidticos.

Palavras-chave: Agrotdxicos, bactérias, degradacéo.
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INTRODUCAO

Os agrotdxicos tém sido cada vez mais utilizados como a principal ferramenta de combate
a pragas, insetos e plantas espontaneas nas lavouras. Para aumentar a qualidade dos produtos,
diminuir as perdas de alimentos e reduzir os custos com mdo de obra. O Brasil € o maior
consumidor mundial deste produto, devido ao sistema de produgdo adotado, pela sua extensa area
agricola, e tamanho da producéo correspondendo & maior &rea agricultdvel da América do Sul.

Grandes quantidades de agrotdxicos sdo utilizadas nas lavouras, dentre eles os fungicidas
lideram o ranking de consumo. O Mancozeb é um fungicida com acdo de contato, atua na
inativacdo das enzimas essenciais para o crescimento e desenvolvimento dos fungos, largamente
utilizados nos sistemas agricolas nas culturas de arroz, café e couve.

A ampla utilizacdo dessas substdncias vem aumentando a preocupagdo quanto as
consequéncias dessas a0 meio ambiente em que esta sendo empregado, gerando pesquisas com o
objetivo de estudar tanto o impacto desses agrotdoxicos no solo, para determinar suas
consequéncias sobre as populagbes microbianas, a capacidade que estas possuem em tolerar,
resistir e degradar esses compostos em ambientes tanto aquaticos quanto terrestres.

A deterioracdo de certas moléculas quimicas por organismos vivos € uma ferramenta
tecnoldgica que estd sendo utilizada para descontaminar ambientes com esses xenobidticos,
diminuindo o impacto ambiental. Os locais onde ocorre maior prospec¢do desses microrganismos
sd0 aguas e solos, pois esses sdo 0s maiores reservatorios de microrganismos, representam o
repertério mais rico em diversidade quimica e molecular na natureza, constituindo a base de

processos ecoldgicos, além de manterem relacfes vitais entre si e com 0s organismos superiores.
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Dentre essas populacfes de microrganismos destacam-se as bactérias pela grande
capacidade de adaptabilidade aos ambientes o0 que as torna um grande potencial para o uso em
métodos de biorremediacdo dos solos e da agua. Estes microrganismos possuem essa capacidade
em decorréncia dos processos de troca génica, como mutagdo, combinagao e transducao.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

v' Isolar e identificar bactérias de solo rizosférico com potencial para biorremediacdo de

Allium fistollium L. contaminados com agrotdxicos.

2.2 Objetivos especificos

v’ Caracterizar fisico-quimicamente amostras de solo rizosférico com histérico de
contaminacéo por fungicidas na comunidade Nova Esperanca em Manaus, AM;

v’ Isolar bactérias do solo rizosférico, em meios seletivos contendo o fungicida Mancozeb
como Unica fonte de carbono;

v Realizar a caracterizacdo morfoldgica e bioquimica das bactérias isoladas em meios
seletivos;

v" Identificar as bactérias isoladas utilizando técnicas moleculares;

v’ Estabelecer uma colecdo de cultura com as bactérias isoladas, com potencial de

biorremediagao, identificadas e caracterizadas.

13



3.REVISAO DE LITERATURA

3.1Agrotoxicos

A partir da fixacdo do homem na terra pela pratica da agricultura, iniciou-se o processo de
domesticacdo e desenvolvimento de técnicas que levassem ao surgimento de uma produgdo com
caracteristicas desejaveis como: aumento da qualidade, tamanho, sabor, forma e quantidade de
alimentos produzidos, provocando significativa perda da variabilidade genética nas espécies

modificadas.

O sistema de producdo que, a priori, atendia a necessidade basica das familias, se
modificou para aumentar a producdo de alimentos, devido ao aumento significativo da populagéo
nas cidades, ocasionado pela crescente industrializacdo nos centros urbanos. Este
agroecossistema que antes se compunha de varios elementos, agora se transformara num
monocultivo cuja principal caracteristica a baixa variabilidade genética, tornando-o muito
vulneravel a incidéncia de pragas e doencas. No entanto, a transicdo do sistema de producéo de
policultivo para monocultivo ocorreu também pela influéncia do mercado de produtos quimicos
gue ndo tinha como escoar esses produtos, haja vista que havia terminado a guerra do Vietnd na
qual se utilizava intensamente o agente laranja (Dicloro-Difenil-Tricloroetano-DDT), um produto
desfolhante que ajudava a visualizagdo dos soldados nas florestas (LONDRES, 2011).

Iniciou-se entdo o processo chamado de revolucdo verde, um pacote tecnoldgico apoiado
pela FAO (organizacdo das NagOes unidas para alimentacdo e agricultura) e pelo banco mundial
promovendo fortemente a difusdo dessa tecnologia que contempla o uso de sementes melhoradas,

adubos agricolas e agrotdxicos, além da criagcdo do sistema de crédito rural que proporcionava
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para 0s produtores uma série de isengdes fiscais aos que aderissem ao uso dessas ferramentas
tecnoldgicas. Desta forma intensificou-se o uso dos agrotoxicos nas lavouras (LONDRES, 2011).

O Brasil possui a maior &rea agricultavel da América do Sul. Aliado a isso, para sustentar
esta forma de producdo lidera o consumo mundial de agrotdxicos, gerando uma receita de US$ 7
bilhdes e um consumo de 1 milh&o de toneladas destes produtos (ANVISA, 2009). A industria
quimica teve uma expansdo enorme no passar dos anos com o lancamento no mercado de
aproximadamente 100.000 produtos quimicos.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA, ha cerca de 450 principios
ativos usados na producdo de agrotoxicos registrados na ANVISA. Segundo Londres. (2011)
alguns dos fatores que contribuiram e contribuem para isto sdo as diversas politicas voltadas para
a seguridade deste sistema de producdo. Destacam-se nestas politicas os créditos agricolas, com
obrigatoriedade da compra desses insumos, assim como o Programa Nacional de Defensivos
Agricolas, o qual proporciona financiamento para criagdo de empresas nacionais e instalacdo de
empresas transnacionais de insumos agricolas. Pode-se ainda mencionar as isencdes fiscais e
tributarias no comércio desses produtos as quais vigoram atualmente (Imposto sobre circulacéo
de mercadorias e servigos- ICMS, Imposto sobre produtos industriais- IP1).

Os agrotoxicos sdo definidos conforme a Lei n® 7.802/89 como “os produtos e 0s agentes
de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos setores de produgéo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de florestas,
nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e
industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora ou da fauna, a fim de preservéa-las

da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos” (BRASIL, 1989).
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Na Gltima década o consumo dos agrotoxicos no Brasil, mais precisamente nos anos de
2001 a 2008, aumentou do faturamento de um pouco mais de 2 para 7 bilhdes de ddlares. E no
ano de 2009, o faturamento deste setor chegou a US$ 7,2 bilhdes segundo dados do SINDAG-

Sindicato Nacional da Industria de Produtos de Defensivos Agricolas (LONDRES, 2011).

De acordo com a ANVISA (2006), o registro de agrotdxicos no Brasil envolve diversos
orgaos, sendo esses: 0 Ministério da Agricultura responsavel pelo registro desses produtos, o
Ministério do Meio Ambiente, responsavel pela avaliacdo dos riscos e 0 Ministério da Salde

responsavel pela avaliagdo dos riscos a satde da populacéo.

No Estado do Amazonas, apenas no més de agosto de 2012, aprovou-se na Assembleia
Legislativa (ALEAM) o projeto de Lei n® 181/2012 que trata sobre a producdo, comercializacao,
armazenamento, utilizagdo, transporte interno, destino final de embalagens vazias, controle,
inspecdo e a fiscalizagdo de agrotoxicos, seus componentes e afins. Apesar da existéncia da Lei
Federal n°9.605/98 nenhum tipo de fiscalizagdo ocorria no Estado, sendo sua compra e utilizacdo
realizada pelos agricultores sem o acompanhamento técnico previsto na Lei. Alguns cursos,
sobre a forma adequada de utilizacdo dos agrotdxicos, foram oferecidos pelo Instituto de
Desenvolvimento Agropecudrio e Florestal Sustentavel do Estado do Amazonas (IDAM), todavia

de forma muito incipiente.

A pluralidade de legisla¢es culminaria no objetivo de minimizar os danos ambientais e a
salde da populacdo se fossem cumpridas por todos: fabricantes, comerciantes, 6rgdos de
legislagdo e agricultores. No entanto, na prética isto ndo ocorre, havendo um enorme descontrole

no uso desses produtos, trazendo consequéncias danosas ao ambiente como a contaminagdo do
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solo e da &gua; a saude humana, intoxicacgdes registradas pela vigilancia em saude, e residuos de

agrotoxicos nos alimentos e amplo acumulo de residuos com danos a vida selvagem.

Segundo a Lei n° 7.802/89, os agrotdxicos apresentam diferentes categorias, as quais sdo
definidas a partir do poder de ag&o do ingrediente ativo sobre os organismos alvo: herbicidas,

fungicidas, acaricidas, nematicidas entre outros (BRASIL, 1989).

3.2 Fungicidas

Fungicidas podem ser definidos como compostos quimicos ou biol6gicos, que protegem
as culturas contra a acdo de patdégenos podendo promover a erradicacdo de infeccbes ja
estabelecidas. Esses produtos sdo constituidos de duas partes distintas: o ingrediente ativo,
responsdvel pela acdo do produto e o ingrediente inerte que serve de veiculo e diluente para o
principio ativo.

O uso de fungicidas é um dos principais métodos de controle de doencas de plantas, quer
pela facilidade de uso como também pelos resultados imediatos, porém seu constante uso pode
promover a selecdo de fungos resistentes colocando em risco a eficiéncia do método (STOLTE,
2006). A aplicacdo desses produtos para proteger sementes e plantulas de microrganismos
patogénicos é uma pratica comum na agricultura moderna.

O inicio de sua aplicacdo em grande escala para o controle de doengas ocorreu com a
descoberta da calda bordalesa (mistura de sulfato de cobre e cal hidratada) em 1882. Por mais de
50 anos foi o mais utilizado (AZEVEDO, 2001). De acordo com a FAO os fungicidas sdo

importantes insumos para a producdo mundial de alimentos.
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Esses podem ser classificados de acordo com a natureza quimica e modo de acdo do
produto. A classificagdo no modo de agdo inclui os protetores ou de contato, erradicantes,
sistémicos, supressores, indutores de resisténcia, podendo assim ser dispostos como: Protetores
com acdo de contato e agéo erradicantes, penetrantes com acdo de profundidade, sistémicos com
acao sistémica, com acao erradicante (ZAMBOLIM et al., 2002).

Os fungicidas de contato sdo poucos sollveis em agua ou de solubilidade lenta. O conidio
ou esporo do fungo para germinar necessita de agua, ocorrendo a absorcdo desta com o
ingrediente ativo que penetrard no interior das células do fungo. Portanto os fungicidas de contato
atuam prevenindo a germinagdo e penetragdo dos fungos na planta hospedeira, também podendo
ser denominados de protetores (ZAMBOLIM et al., 2002).

Os métodos de aplicacdo variam de acordo com a finalidade do tratamento, do tipo de
formulacdo e da parte da planta a ser tratada. De maneira geral, os métodos empregados na
aplicagdo desses produtos sdo: Pulverizacdo, polvilhamento, tratamento do solo, método de
dispersdo, aplicagdo no sulco de plantio e fumigagdo (DUARTE, 2005).

Dentre estes 0 mais comum € a pulverizacdo sendo aplicada em folhas, frutos e caules. A
formulacdo denominada p6 molhéavel é a mais usada neste metodo de aplicacdo. O diluente ou
veiculo comumente usado é a 4gua, 0 método consiste na aplicacdo deste por via liquida, seja em
suspensdo, solucdo ou emulsdo, sob a forma de goticulas, produzidas por pulverizadores. Neste
processo obtém-se a melhor cobertura da superficie vegetal, e efeito residual mais prolongado
devido a maior aderéncia e tenacidade obtida (DUARTE, 2005).

Os principais grupos quimicos dos pesticidas sdo: 0s organoclorados a base de carbono
com radicais de cloro, organofosforados que sdo compostos organicos derivados de acido

fosforico, acido tiofosforico e acido ditiofosforico, carbamatos, derivados de acido carbamico, e
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piretrdides, compostos sintéticos que apresentam estrutura semelhante a piretrina, substancia
existente nas flores de Chrysanthemum (SAVOY, 2011).

Os ditiocarbamatos (DTC) sdo compostos organicos sulfurados derivados dos
bisditiocarbdmico com estrutura quimica (CsHgN2S4Mn) x Zn sendo amplamente utilizado nas
lavouras de hortalicas. Pertencem ao grupo dos fungicidas, foram desenvolvidos na década de
1930 e 1940 e até os dias atuais sdo mundialmente empregados, possuindo agdo contra
aproximadamente 400 patogenos. Esse grupo é extremamente tdxico aos seres humanos,
causando opressao toracica, vertigem, hipotensdo grave, nauseas e vomitos entre outros (ROSA,
2009).

O fungicida/acaricida Mancozeb é encontrado pelo nome comercial de Dithane NT,
Manebe e Manzebe. Sua denominagdo quimica é etileno-bis-ditiocarbamato de manganés e zinco
(Figura 01). O Mancozeb foi comercializado no inicio dos anos 60, pela companhia Rohm &
Hass e Du Pont e é definido como sendo um sal complexo de manebe (contém Mn 2+) e zinebe
(contém Zn). Possui ambos 0s metais na sua estrutura sendo que seu espectro antifiingico e
demais propriedades sdo muito semelhantes as do manebe, porém com zinco, o que diminui sua
fitotoxidade (ROSA, 2009). Encontrado na forma de p6 molhével, sendo aplicado nas lavouras
por aplicacdes com bombas pulverizadoras, possui intervalo de seguranca de 14 dias. Sua acdo
nos fungos se d& pela inativagao de enzimas essenciais.

Etileno-bis H\”ﬁ/\ﬁ
ditioc;rbar;welutc; de Mancozsh®, Manzet®, : Mn*2 ) zn*2

Manzate®.
manganés e zinco N—
g /0 N\

Figura 01: Caracteristicas do fungicida,nome quimico, nome comercial, formulas estruturais. Fonte: ARCANJO, 2007
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Segundo a Lei n® 7.802/89 possui classificacdo toxicoldgica | - extremamente tdxico
classificagdo do potencial de periculosidade ambiental 1, produto muito perigoso ao meio
ambiente, altamente tdxico para microrganismos, minhocas e organismos aquaticos.

Os metabdlitos dos ditiocarbamatos sdo os isotiocianatos 0s quais podem interromper a
sintese protéica e 0 metabolismo, agindo através da inativacdo dos grupos S-H em aminoacidos,

enzimas e proteinas (GUVENL et al., 2003).

\ /
N4<5| )
d.
/N_<
H l s

SOLO

aerébi‘cy \:aerébico
CO,
|O P S—S8
N
N SNe HNT ONH NH N= s

, o)
Etilenotiouréia Etilenouréia Hidantoina Sulfeto de etileno
(ETU) (EU) bis-isotiocianato (EBIS)

Figura 02: Decomposicdo do Mancozeb. Fonte: ARCANJO 2007
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3.3 Impacto dos agrotoxicos no solo- interacdo da microbiota com o pesticida.

Os solos sustentam uma enorme diversidade de organismos que interagem entre si e
exercem fungdes fundamentais a manutencgdo da fertilidade e a nutri¢do e protecdo das plantas. A
esta enorme diversidade presente nos solos corresponde um complexo sistema de relacGes
estabelecidas entre 0s organismos, plantas, restos de vegetais e animais que compde a matéria
organica do solo, contribuindo de forma determinante na dindmica de ciclagem e disponibiliza¢do
de nutrientes, agregacéo e estrutura do solo e protegéo de plantas (CASARINO et al., 2008 ).

A microfauna do solo possui papel fundamental na ciclagem de nutrientes, através da
decomposicdo de matéria organica, estabelecendo uma relagéo de interdependéncia com os restos
vegetais, da mesma forma, influenciando varios niveis da cadeia tréfica, estabelecendo relacbes
com a micro, meso e macrofauna do solo. A biota do solo exerce importante papel na agregacao
do solo, onde microrganismos possibilitam a estabilizacdo de agregados, pela formacgdo de
materiais himicos degradados. Assim essa fauna também age nesta agregacdo pela ingestéo,
decomposicdo e excre¢do de materiais do solo, misturando compostos organicos e minerais
(LOPES, 1997).

Primavesi (1980) ressaltou que o processo de decomposicdo da matéria orgénica é
complexo, uma sequéncia de oxidacBes e reducbes, que demandam vérias etapas de
transformacdo, sendo que para cada uma delas existem organismos especificos, bactérias e ou
fungos, que possuem enzimas especificas para cada processo quimico. No caso dos solos
tropicais, a presenca desta diversidade de organismos € ainda mais importante. A autora afirmou
que a proliferacdo dos microrganismos é determinada pelo pH, temperatura, umidade, tipo da

matéria organica e pela riqueza mineral do solo.
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A juncdo destes fatores determina quais tipos de organismos irdo se estabelecer e qual o
nivel de atividade que sera desenvolvida. As altas temperaturas (acima de 20 °C) e umidade dos
solos tropicais determinam um predominio de bactérias no processo de decomposicdo e ciclagem,
sendo estas extremamente ativas, ndo permitindo a acumulo de hamus, que é formado
basicamente pela atuagdo de fungos, presentes em condi¢cBes de niveis mais baixos de
temperatura e umidade; sendo que ambos demandam um adequado arejamento dos solos para seu
bom desenvolvimento (PRIMAVESI, 1980).

A possibilidade de solos tropicais manterem uma vegetacdo exuberante e de grande porte
esta diretamente relacionada com a ac¢do dos organismos do solo. Nos tropicos, os solos sofrem
maior nivel de intemperizacdo e lixiviacdo, portanto, geralmente, s8o mais pobres
mineralogicamente. Contudo o processo de desenvolvimento da vegetacdo estd determinado
pelos altos niveis de ciclagem de nutrientes, possibilitados pela acdo da biota do solo
(PRIMAVESI, 1980).

Como exemplo pode-se tomar os solos amazonicos, onde solos de horizonte A delgado e
de origem mineraldgica relativamente ‘pobre’, mantém altos niveis de producdo vegetal pela
rapida circulagdo de nutrientes, possibilitada pela decomposicdo da matéria orgénica pelos
organismos do solo, havendo pouco acimulo de material, porém alta disponibilizacdo de
nutrientes (LOPES ASSAD, 1997).

No solo, um dos maiores prejuizos causados pela excessiva quantidade e diversidade de
substancias quimicas lancadas sobre ele é a reducdo da biodiversidade e a supressdo de
microrganismos que possuem funcfes importantes na quebra da matéria orgénica, fixacdo de

nutrientes e na participacao da catélise do ciclo de varios nutrientes (MESQUITA, 2006).
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A introdugdo de agrotdxicos no solo pode exercer uma pressdo de selecdo nos
organismos, alterar a dindmica bioquimica acarretando mudancas na func¢éo do ecossistema e na
biomassa microbiana (ANDRIGHETTI, 2011).

A populagdo microbiana pode sofrer uma dréstica redugdo quando em contato com esses
produtos. Foi observada a reducgdo significativa de fungos, actinomicetos e bactérias atraves da
aplicagdo do composto carbendazim-mancozeb nas populagdes alvo e ndo alvo. Isto ocorre até
nas doses recomendadas pelo fabricante, confirmando grandes efeitos na microbiota do solo apés
sucessivas aplicagdes, além do impacto na transformacao do nitrogénio, na atividade celulolitica
e na atividade de pectinase por essas comunidades (FAWOLE, 2009).

Contudo, a populacdo microbiana se restabeleceu em 21 dias, demonstrando assim a
capacidade adaptativa dessas as mudangas ambientais, desenvolvendo em certas circunstancias
estratégias a sua sobrevivéncia. Outro resultado bastante interessante foi a ndo significancia da
elevagdo das doses desse composto fungico sobre a populacdo alvo, sendo invalido desta forma o
aumento das quantidades tdo praticado nas lavouras agricolas pelos agricultores (FAWOLE,
2009).

As propriedades fisico-quimicas, o0 modo de aplicacdo, a frequéncia de uso desses
produtos aliadas as caracteristicas do meio ambiente, como os fatores bidticos e abidticos, podem
determinar o destino desses no ambiente ao qual esta sendo empregado. Alguns processos do
comportamento e interacdo, apesar de ndo seguirem um modelo, para determinados produtos séo
conhecidos, tais como: retencdo, transformacdo e transporte. O consideravel volume de
agrotoxicos aplicados vem trazendo uma serie de transtornos e modificacBes no ecossistema

(RIBAS e MATSUMURA, 2009).
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O impacto dos agrotoxicos ndo é sempre oObvio, porém geralmente residual. Provoca
efeitos muito mais sérios do que se aparenta tais como a mudanca adversa na qualidade
ambiental, que pode reduzir o potencial produtivo, ao invés da aparente toxicidade (AZEVEDO

et al., 1997).

Os agrotoxicos figuram atualmente como um dos principais poluidores e agentes
causadores de impacto nos agroecossistemas, principalmente no solo. Eles sdo responsaveis pelas
mais diversas interacBes, que muitas vezes levam a degradagdo dos recursos naturais
fundamentais para a fertilidade do solo, alteragbes na sua estruturacdo e principalmente na
supressdo de determinados organismos vivos do solo que atuam diretamente na ciclagem de
nutrientes. Essa alteracdo na diversidade de microrganismos provoca uma eliminacéo de espécies
sensiveis e a proliferacdo de outras resistentes ou mais tolerantes aos agrotoxicos, em um
processo conhecido como redundéancia. Os recordes de safra sdo obtidos a custa da utilizacdo de
toneladas de agrotoxicos gerando os mais diversos impactos no meio ambiente e alterando

decisivamente a biota e a biodiversidade dos ecossistemas (MESQUITA, 2006).

3.4 Biodegradacdo de agrotoxicos

Biorremediacdo € um processo no qual as plantas e microrganismos sdo utilizados para
remover ou reduzir muitos compostos poluentes do ambiente. Uma das caracteristicas da
populacdo microbiana é a capacidade de adaptagdo a presenca desses compostos quimicos. O
sistema metabdlico que se tem mostrado mais aptos para biodegradar moléculas xenobidticas
recalcitrantes nesses processos é 0 microbiano, uma vez que 0s microrganismos desempenham a
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tarefa de reciclar a maior parte das moléculas da biosfera, participando ativamente dos principais
ciclos biogeoquimicos e representando, portanto, o suporte de manutencdo da vida na Terra
(GAYLARDE et al., 2005).

Essas populacGes adaptadas por meio de mutacgdo, inducdo ou inibicéo seletiva de um ou
mais membros da comunidade microbiana podem degradar mais rapidamente os pesticidas. Outro
fator € o mecanismo de conjugacdo, troca de material genético que pode ocorrer entre
microrganismos na natureza e constitui um fator que contribui para o potencial bibodegradador
de uma comunidade. Esse material pode ser trocado entre bactérias de uma mesma espécie ou
mesmo entre microrganismos de espécies diferentes (GAYLARDE et al., 2005).

Os microrganismos exibem duas estratégias ecoldgicas para metabolismo de pesticidas: o
cometabolismo, o processo no qual o microrganismo enquanto se desenvolve tem a capacidade
de transformar outro composto sem derivar um beneficio direto deste metabolismo; o
microrganismo pode transformar o pesticida, sem retirar energia para o seu desenvolvimento. E a
mineralizacdo, no qual o substrato absorvido € degradado até carbono, agua e sais inorganicos
(MELO, 2006).

O isolamento de microrganismos degradadores de defensivos agricolas é importante para
determinar o mecanismo do processo de biodegradagdo microbiana e da evolugdo dos genes e
enzimas envolvidos neste, assim como para utilizar os microrganismos para destoxificacdo e
descontaminacdo de ambientes terrestres e aquéticos. E importante também caracterizar 0s
produtos da hidrélise destes compostos, pois esses podem ser mais toxicos que a molécula inicial
(CHICA-CARDONA, 2011).

Alguns microrganismos ja sdo conhecidos pela sua capacidade de degradar pesticidas

como a Chelatobacter heintzii que degrada a atrazina (ROUSSEAUX et al., 2003). Melo (2006)
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observou que os solos de rizosfera contaminados com Diuron apresentaram uma evolugédo de
CO, trés vezes maior comparado com solos da mesma area sem vegetacdo, indicando possivel
degradacéo desse composto pela Acinetobacter baumannii presente na rizosfera.

O fungicida clorotalonil, de amplo espectro, sofre degradagdo microbiol6gica, mas pode
ser persistente devido a adsorcdo e dessorcdo pelos coldides do solo. Bactérias degradadoras
foram isoladas e caracterizadas mostrando que os compostos organicos foram degradados acima
de 80%. O grupo de bactérias que se destacou foi actinomicetos identificados como:
Arthrobacter nicotinovorans, A. globiformis, A. ilicis e A. ureafaciens (FAY et al., 2004).

Gées (2009) isolou e caracterizou por meio da identificacdo por analise do 16S rRNA
Sthaphylococcus sp., Pandoreae sp., Stenotrophomonas maltophilia, Rhodococcus sp. em solos
com historico de aplicagdo de acefato, composto pertencente ao grupo dos organofosforados.
Rhodococcus sp. apresentou melhor desempenho com degradacgéo de 99,24%, quando o acefato
foi avaliado combinado com outras fontes de carbono e nitrogénio o resultado da degradacdo para
essa espécie foi de 19%. Sthaphylococcus sp., Stenotrophomonas maltophilia e Pandoreae sp.,
ndo mantiveram o crescimento quando a Unica fonte de carbono foi o acefato.

Estas linhagens apresentaram crescimento em acefato como fonte de nitrogénio e enxofre,
porém nas analises de cromatografia gasosa e espectrometria de massa demonstraram que nao
houve degradagéo nestas condicdes.

Estudos com este mesmo grupo quimico, no entanto, com o inseticida Diazinon
mostraram isolamento de Pseudomonas sp. e S. marcenses, apresentando uma taxa de degradacao
de 87 e 83% aos 42 dias, para S. liquefaciens essa taxa foi menor, com degradacdo de 74%. O
melhor resultado foi apresentado para o consdrcio das trés espécies com percentual de

degradacéo superior a 90% (CYCON et al., 2009).
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Nas ultimas décadas, tém sido desenvolvidas inimeras técnicas de classificacdo e
identificacdo de microrganismos, mais precisamente a partir da década de 80 tornando-as cada
vez mais rotineiras na analise de diversidade genética dos isolados de solos. E esses métodos
obtiveram um grande impulso com o desenvolvimento da reagcdo em cadeia de polimerase (PCR)
descrita por Saiki et al. (1985). Esta técnica permite amplificar pequenos e especificos segmentos
do genoma, permitindo a obtencdo in vitro de vérias cdpias de determinada regido do DNA.
Todas as técnicas de classificagdo se baseiam, direta ou indiretamente, na informacdo genética
contida na célula, independentemente do componente celular em andlise. No caso do
sequenciamento com o gene 16S rRNA utiliza-se da comparacdo entre zonas conservativas deste

gene.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Localizacao da area de estudo

A coleta das amostras de solo foi realizada na Comunidade Nova Esperanga, Ramal Nova
Esperanca, Bairro Jorge Teixeira, zona Leste do municipio de Manaus-AM. Esta regido €
composta de 98 produtores familiares, os quais utilizam sistemas convencionais de produgéo, em
415 casas de vegetacdo, tendo como principal fungicida utilizado o Dithane NT*. A Area total
existente é de 49, 375 hectares, e a éarea cultivada é de 33,186, com producdo anual de 498.936
toneladas de hortalicas. As principais plantas cultivadas na &rea s&o: cebolinha (Allium fistollium
L.), coentro (Coriandrum sativum L.), alface (Lactuca sativa L.) e couve (Brassica oleraceae L.)

0S quais irdo abastecer os mercados e feiras de Manaus (OLIVEIRA FILHO et al., 2009). A
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coleta das amostras se deu nas seguintes coordenadas geograficas: amostra um, Latitude
3°0°56,87’"; Longitude 59°55°15,18’’; amostra dois Lat. 3°0’°56,97”’; Long. 59° 55’13,24 ’’;
amostra trés: Lat. 3° 0°57,43’; Long. 59° 55’14,41"’; amostra quatro Lat. 3° 0’57,82’"; Long. 59°

55’13,22’"; amostra cinco Lat. 3° 0’57,90’"; Long. 59°55’15,18"".

4.2 Coleta de amostras para analise fisico-quimica do solo

Para as analises de solo foram coletadas cinco subamostras de forma aleatdria nas
profundidades de 0-10 cm e 10-20 cm. Essas foram homogeneizadas constituindo 2 (duas)
amostras compostas. Apos a coleta as amostras de solo foram secas em local ventilado e
peneiradas em peneira de dois milimetros, e encaminhadas ao Laboratério de Solos da
Universidade Federal do Amazonas. Consideraram-se as caracteristicas do solo para a analise

fisico-quimica a fim de identificar: a umidade, a textura, 0s macro e micronutrientes.

4.3 Caracterizagao do solo

Foram realizadas as analises de extracdo de calcio, magnésio, aluminio trocével, enxofre,
boro, fosforo e fosforo remanescente, potassio, pH em agua, e pH cloreto de potassio (KCI),
acidez potencial e granulometria, de acordo com o manual de anélises quimicas de Solos, plantas
e fertilizantes (SILVA, 2009). Todas as etapas foram realizadas no Laboratério de Solos da

Universidade Federal do Amazonas.
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4.4 Extragdo com KCI 1 M de célcio, magnésio e aluminio

Realizou-se a extracdo a partir de 10 cm® de Terra Fina Seca ao Ar (TFSA) em frascos
Erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 100 ml de solugdo de KCI 1M, agitou-se a solucdo por
cinco minutos em agitador horizontal circular. Deixou-se entdo a amostra decantando por uma
noite.

O calcio e magnésio foram extraidos por KCI 1M em conjunto com o Aluminio trocavel,
titulando-se, numa fragdo do extrato, o aluminio com o hidroxido de sédio (NaOH), na presenca
de azul de bromotimol como indicador. Em outra fragcdo do extrato, foram titulados o célcio e o
magnésio por complexometria com EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético), usando como
indicador o negro de eriocromo T. Numa terceira aliquota, foi feita a determinac&o de calcio por

complexometria com EDTA e 4cido calcon carbénico como indicador (SILVA, 2009).

4.5 Célcio e magnésio trocaveis

Para determinar o teor de magnésio utilizou-se 0 método complexométrico com emprego
de EDTA.

Pipetou-se 25 mL do extrato para um frasco Erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 4 mL
do coquetel de cianeto de potéssio, trietanolamina e solu¢do tampao, adicionou-se 30 mg de acido
ascorbico e trés gotas do indicador negro de eriocromo T. A titulacdo foi feita com sal dissddico
de EDTA a 0.0125 M. A viragem se deu do rseo para o azul puro.

O teor de calcio e magnésio existente na amostra foi dada pela igualdade cmol de Ca ** +

Mg %" /dm® de TFSA = mL de EDTA 0,0125 M™ gastos na titulacio (SILVA, 2009).
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4.6 Aluminio trocavel

Para determinar o aluminio trocavel utilizou-se 0 método volumétrico por titulagdo com
hidréxido de sodio, apds a extracdo do aluminio do solo por Cloreto de potéassio 1 mol/ L.

Pipetou-se 25 mL do extrato para um frasco Erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se trés
gotas do indicador azul de brometimol 1 g L™ A titulagcdo ocorreu em solucéo de hidréxido de
sédio 0,025 M™. A viragem ocorreu do amarelo para o verde. O teor de aluminio existente na
amostra foi dado pela igualdade cmol de Al **/dm®de TFSA = mL de NaOH 0,025 M gastos na

titulacdo (SILVA 2009).

4.7 Extragdo com solucéo de Mehlichl: fésforo, potassio e sodio

A solucdo extratora de Mehlich 1, também chamada de solu¢do duplo &cido ou de
Carolina do Norte, é constituida por um mistura de HCI 0,05 M mais acido sulfidrico 0,0125 M.
O emprego desta solucéo baseia-se na solubilizacdo desses elementos pelo efeito de pH, entre 2 e
3, sendo a fungdo do cloreto o de restringir o processo de readsor¢ao dos fosfatos recem
extraidos (SILVA, 2009).

Colocou-se 10 cm® de TFSA em frasco Erlenmeyer de 125 mL, adicionou-se 100 mL de
solucdo extratora duplo 4cido (HCI 0,05M H,SO,4 0,0125M™), agitou-se por cinco minutos em

agitador horizontal circular, deixando decantar por uma noite.
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4.8 Potéassio trocavel

Método direto pelo fotdmetro de chama Micronal B 462. Utilizou-se uma aliquota de 20
mL filtrada em papel filtro proprio para potéssio. Levou-se o extrato ao fotdmetro de chama para

efetuar a leitura (SILVA, 2009).

4.9 Sodio trocavel

Método direto pelo fotdmetro de chama Micronal B 660 a um comprimento de onda de
660 nm. Utilizou-se uma aliquota de 20 mL filtrada em papel filtro proprio para potéassio. Levou-

se 0 extrato ao fotdmetro de chama para efetuar a leitura (SILVA, 2009).

4.10 Fosforo remanescente

O fosforo remanescente permite caracterizar os solos em relacdo ao fator capacidade e
estimar sua capacidade méaxima de adsor¢édo de fosforo.

Colocou-se 2,5 cm* de TFSA em frasco Erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se 25 mL da
solucdo de cloreto de calcio 0,01 M contendo 60 mg/L de fésforo, efetuou-se agitacdo por cinco
minutos e repouso por 16 horas. Tomou-se uma aliquota de 0,5 mL de cada amostra e 0,5mL da
solucdo de CaCl, 0,01 mol/L, misturou-se 9,0 mL do reagente de trabalho. Ap6s 30 minutos

realizou-se a leitura no espectrofotometro no comprimento de onda de 725 nm (SILVA, 2009).
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4.11 Determinacao do sulfato

O método baseia-se em marcha analitica proposta por Vitti (1989), ou seja, a extracdo do
sulfato por ions de fosfato (500 mg de P/L) dissolvidos em acido acético 2 M e posterior
quantificacdo do enxofre disponivel pela medicdo, espectrofotémetro da turbidez formada pela
precipitacdo de sulfato pelo cloreto de bério.

Em frasco Erlenmeyer de 125 mL adicionou-se 10 cm?® de solo e 25 mL de acido acético 2
M , agitou-se por 30 minutos, adicionou-se 500 mg de cloreto de bario e 1 mL de solucdo de
cloreto de hidrogénio a 6 M. Realizou-se a leitura no espectrofotometro no comprimento de onda

de 420 nm.

4.12 pH em &gua

Medicdo eletroquimica da concentragéo efetiva de fons H* na solugéo do solo, por meio
de eletrodo combinado, imerso em suspensdo solo/dgua na propor¢do de 1:2,5. Colocou-se 10
cm® de TFSA em Becker identificados de 100 mL, adicionou-se 25 mL de 4gua destilada, agitou-

se com bastdo por 30 segundos e repouso por uma hora. Posteriormente foi realizada a leitura.

4.13 pH em cloreto de potassio

Colocou-se 10 cm® de TFSA em Becker numerado de 50 mL, adicionou-se 25 mL de
cloreto de potassio a 1 M, agitou-se com bastdo por 30 segundos e repouso por uma hora.
Posteriormente realizou-se a leitura.
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4.14 Acidez potencial

Extracdo da acidez potencial do solo com solucdo de acetato de célcio e titulagdo

alcalimétrica do extrato. A extracdo de H* + AP

pelo acetato de calcio é baseada na propriedade
tampdo do sal, decorrente da presenca de anions acetatos, com pH ajustado a 7.0.

Colocou-se 5 cm® de TFSA em frasco Erlenmeyer de 125 mL adicionou-se 75 mL de
acetato de célcio a 0,5 M pH 7.1-7.2. Decantou-se durante uma noite. Pipetou-se 25 mL do
extrato em um frasco Erlenmeyer de 125 m L. A titulagdo ocorreu com a solugédo de hidroxido de

sodio 0,025 M, usando trés gotas de fenolftaleina a 10 g L™ como indicador. Mudanca de incolor

para rdsea persistente.

4.15 Obtencéo das amostras de solo para isolamento de microrganismos

As amostras foram coletadas no periodo da manhad da regido rizosférica da cultura de
cebolinha. Coletou-se 5 (cinco) subamostras, as quais foram homogeneizadas para formar uma
amostra composta. Essa foi acondicionada em saco plastico estéril devidamente identificado e
armazenado a — 4 °C no Laboratério de Genética da Faculdade de Ciéncias Agrarias no Campus

da Universidade Federal do Amazonas.
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4.16 Cultivo dos microrganismos em meio seletivo

As bactérias foram isoladas em meios seletivos contendo agrotoxicos como Unica fonte de
carbono. O fungicida utilizado foi o Mancozeb de nome comercial Dithane* NT, sua dose
recomendada para controle como fungicida nas lavouras é de 2 a 3 Kg por ha™.

Desta forma foi pesado 200 g de solo rizosférico mantidos em incubadoras de 5,0 L com
3 L do meio Bushell Hass BH: MgSQO, .7H,0, (0, 20 g); K;HPO4( 1,0 g); NH4sNO3 (1,0 g); FeCl;
. 6 H,0O (0,05 g); CaCl, (0,02g) e o meio de cultivo quimiostatico (K;HPO4, 2,75 g; (NH;)2SOy,
1,0 g; MgCI%. 6H20, 0,2 g; NaCl, 0,1g; FeCls . 6 H,0, 0,02 g; CaCl,, 0,01g; H,O destilada 999
mL mais 1 mL de elementos tracos: H,BOs, 1,5.10 * %; MnSOy,, 8,0.10 > %; ZnSO, .7 H,0, 6,0.
10 ®° %; CuS04.5 H,0, 2,5. 10 ® %; CaS0, . 7H,0, 1,0.10 ), tendo como Unica fonte de carbono
o Dithane* NT a3,6 g L™

A incubacdo ocorreu a 28 °C por sete dias. ApOs esse periodo 100 mL do meio
fermentado foi retirado e inoculado novamente em 3 L do mesmo meio acima citado e incubado
por mais sete dias nas mesmas condicdes de cultivo. Esse procedimento foi repetido por mais
duas vezes, quando entdo se procedeu a diluicdo em série (10 -*, 10 -2, 10-*, 10-* ) do meio de
cultivo da Gltima fermentagdo e semeadura em placas de Petri em meio BH e quimiostatico

(PROCOPIO, 2007).

4.17 Isolamentos de bactérias

Para obtencdo das culturas isoladas repicou-se todas as col6nias de microrganismos que

se desenvolveram nas placas e purificou-se pela técnica de esgotamento por estrias. Apds terem
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sido purificadas as mesmas foram devidamente identificadas e armazenadas em triplicata em
microtubos de 1 mL (310 pL da cultura crescida em Meio Luria-Bertani — LB- (Triptona — 1 g

Extrato de Levedura - 0,5 g, NaCl -1 g), e 690 pL de glicerol 50% , autoclavados, e guardados a

-80 °C .

4.18 Caracterizacao das bactérias

A identificagdo das bactérias isoladas foram realizadas em duas etapas, uma fenotipica,
onde as bactérias foram submetidas a 16 ensaios bioquimicos e outra molecular no qual utilizou-

se parte do gene 16S rRNA.

4.19 Caracterizacao fenotipica

A identificagdo fenotipica bacteriana baseia-se em uma série de ensaios bioquimicos os quais
verificam as reacBes metabdlicas dos microrganismos, caracteristicas morfologicas das col6nias
(BANDO, 2008). A identificacdo fenotipica foi baseada no Manual de Bergey's de Sistemética
Bacterioldgica (VOS et al., 2009) e Manual de Microbiologia Clinica para Controle de Infec¢des
de Servicos de Salde, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Realizou-se 16 ensaios,
descritos abaixo:

O meétodo de coloracdo de Gram, verificagdo de enzimas de oxidase, catalase, ensaios de
oxidacdo e fermentacdo, motilidade, producdo de H,S, utilizagdo de uréia e citrato e provas
fermentativas, com glicose, inositol, sorbitol arabinose, ensaio de fermentagdo de lactose,

hemolise e verificacdo de enzimas de a, [ amilase e triptofanase. Em todos os ensaios 0s
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materiais, como placas de Petri, tubos, e os meios utilizados foram devidamente autoclavados a
121 °C por 20 minutos, esses foram realizados em duplicata, e incubados a temperatura de 30 °C,

a leitura dos ensaios foi realizada em 18-24 horas apds incubacéo.

4.20 Coloragéo de Gram

A técnica da coloracdo de Gram separa as bactérias em dois grandes grupos, Gram
positivas e negativas de acordo com a composicdo de sua parede celular, tendo a Gram positiva
uma parede celular com menos lipideos facilitando a fixacdo do corante cristal violeta. A parede
celular das Gram negativas possui grande quantidade de lipideos que aumenta a permeabilidade
aos solventes organicos permitindo a descoloracdo (ALTERTHUM, 2008).

Para o0 ensaio de coloracdo de Gram foi feito um pré-inéculo em placas, que
posteriormente foram colocadas em laminas de vidro com o auxilio de alca bacteriolégica em
uma gota de 10 mL de agua deionizada. Para fixar o material na lamina passou-se a mesma sobre
a chama do bico de bulsen. Apds, cobriu—se o material com a solucéo violeta genciana por um
minuto, esta foi lavada em seguida com agua corrente, cobriu-se o material com lugol por um
minuto, lavou com &lcool-acetona, solucdo descorante por 15 segundos, lavou com &gua corrente
e finalmente cobriu-se com solugdo de fucsina por um minuto. As laminas foram deixadas em
temperatura ambiente na posicéo vertical para secar e posteriormente serem visualizadas no

microscopio optico no aumento de 100 vezes (MARTINEZ et al., 2008).
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4.21 Utilizagao de citrato

Permite diferenciar microrganismos de acordo com sua capacidade para usar o citrato
como Unica fonte de carbono. Na auséncia de glicose ou lactose fermentaveis, alguns
microrganismos sdo capazes de usar o citrato como Unica fonte de carbono para produzir energia.
Esta capacidade depende da presenca de citrato permease que facilita o transporte do citrato para
a célula. Uma vez dentro da célula o citrato é degradado pela enzima citrase, produzindo acido
oxalacético e acetato. Estes produtos sdo depois convertidos enzimaticamente em acido pirdvico
e COs.

O meio de Simmons contém citrato de s6dio como Unica fonte de carbono, NH4" como
fonte de nitrogénio e o indicador de pH, azul de bromotimol. Esta prova é feita em tubos em
rampa, uma vez que o O, é necessario para a utilizacdo do citrato. Quando o microrganismo
remove o citrato do meio e o oxida, ocorre liberagéo de CO,. Durante esta reacdo 0 meio torna-se
alcalino, pois o CO, gerado combina-se com sodio (fornecido pelo citrato de sddio) e agua para
formar carbonato de sdédio, que € um produto alcalino. A presenca de carbonato de sédio faz
aumentar o pH e virar o indicador de pH do meio de verde para azul forte ( FRANZOLIN, 2008).

Foi preparado o pré inoculo em tubos contendo 5 mL de meio LB, colocou-os em
agitacdo a 180 rpm, a 30 °C. Apds 18 horas esse indculo foi colocado com um auxilio de uma
alca de platina em tubos contendo 3mL de meio Simmons os quais foram colocados em
incubadora a temperatura acima citada na posi¢do de rampa. As leituras ocorreram 24 horas apés
a incubacéo, as culturas positivas para citrato foram identificadas pela presenca de crescimento

bacteriano, na superficie da rampa, acompanhado de coloracdo azul no meio de cultura. Nas
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culturas citrato negativa a cor do meio manteve-se verde e ndo apresentaram crescimento no meio

de cultura.

4.22 Provas fermentativas

Foram realizados os ensaios com fonte de inositol, sorbitol, arabinose a 5% no meio
vermelho de fenol. . Neste ensaio verificou-se a producao de gés e fermentacdo dos carboidratos,
através do processo metabdlico oxidagdo reducdo que ocorre em condigdes anaerdbicas. Na
fermentacdo desses acglcares ocorre a formacdo de &cidos orgéanicos que fazem o pH do meio
diminuir. Essa acidificacdo do meio modifica sua coloragéo.

Este ensaio iniciou-se com o preparo de um pré-inéculo, crescidos em 24 horas 0s quais
foram colocados com auxilio de uma alca de platina em tubos contendo 3 mL de meio vermelho
de fenol. A leitura para verificacdo da fermentacdo dos agucares foi observada pela mudanca de
cor do meio de vermelho para amarelo. Para verificar a producdo de gases utilizaram-se tubos de

Duhran invertidos. A produgéo de bolhas no interior desses tubos evidenciou a presenca de gases.

4.23 Hidrolise do amido

As moléculas de amido sdo constituidas por amilose e amilopectina que sdo rapidamente
hidrolisadas por algumas bactérias, a partir da, originando dextrinas, glicose e maltose. Estes
ensaios foram realizados com a inoculacdo de culturas frescas pelo auxilio de uma alca
bacteriolégica em placas de Petri, contendo 0 meio comercial batata dextrose agar (BDA)

fabricante Himedia acrescido de 1% de amido.
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Para leitura desta prova utilizou-se a solugéo de iodo para indicar a presenca de amido.
Quando o iodo entra em contato com o amido forma um complexo azul acastanhado. O amido
hidrolisado ndo produz alteracdo de cor forma-se um halo (zona clara) ap6s adigdo de iodo caso
haja producdo de a-amilase pela bactéria. Se ndo ocorrer a formagdo do halo, 0 amido néo foi

hidrolisado.

4.24 Ensaio em meio SIM

Neste ensaio verificaram-se trés caracteristicas importantes das bactérias, a presenca da
enzima triptofanase, motilidade e producdo de &cido sulfidrico (H.S). Para a inoculagdo da

bactéria no meio comercial SIM fabricante Himedia, utilizou-se uma agulha bacteriolégica.

4.24.1Prova do indol

O triptofano é um aminoacido essencial que pode sofrer oxidagdo pelas atividades
enzimaticas de algumas bactérias. A conversdo do triptofano em produtos metabdlicos é mediada
pela producgdo da enzima triptofanase que oxida o triptofano até indol.

Apos o crescimento bacteriano se verifica a presenca de indol adicionando-se o reagente
de Kovac’s (amarelo) ao longo das paredes do tubo, de modo que ndo se misture com o0 meio de

cultura. Este reagente reage com o indol produzindo um composto rosado (FRANZOLIN, 2008).
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4.24.2 Motilidade

Por ser um meio semi sélido e as bactérias serem inoculadas na parte central deste,
quando as mesmas sdo madveis se movimentam no meio tornando-o turvo, quando sdo iméveis

seu crescimento fica restrito ao ponto onde foram inoculadas (FRANZOLIN, 2008).

4.24.3 Producéo de &cido sulfidrico (H,S)

Este ensaio determina a producdo de &cido sulfidrico H,S, observada a partir da agdo
enzimatica em aminodcidos sulfurados e tiossulfato de sodio, a qual produz uma coloracdo negra
na linha onde ocorreu a inoculacdo da bactéria, sendo a prova positiva. Caso a linha fique

inalterada a prova é negativa (FRANZOLIN, 2008).

4.25 Ensaio da urease

O objetivo deste ensaio foi determinar a capacidade do microrganismo em quebrar a uréia
que é uma diamina do acido carbdnico em duas moléculas de amdnia por meio da enzima urease.
A urease é uma enzima hidrolitica que ataca a ligagdo entre o nitrogénio e o carbono em
compostos como a uréia, formando o produto final alcalino, carbonato de aménia, além de
dioxido de carbono (CO,) e agua H,O. Esta enzima é considerada constitutiva, pois € sintetizada
pela bactéria na presenga ou auséncia da uréia (FRANZOLIN, 2008).

O preparo do meio agar uréia Christensen ocorreu em tubos com quantidade de 3 mL

acrescidos de 40% de uréia filtrado em filtros de membrana 0,45 pum, esses tubos foram
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colocados inclinados para que formassem uma rampa, um angulo de aproximadamente 45°.
Foram inoculadas as col6nias frescas de bactérias no meio. A leitura deste ensaio se deu pela

mudanca de coloracdo do meio, quando positivo ele modifica de amarelo para rosa.

4.26 Ensaio de catalase e oxidase

Este ensaio determina a capacidade dos microrganismos de produzir a enzima catalase
para degradar o perdxido de hidrogénio. Atraves da visualizacdo da formacdo de bolhas de gés
(oxigénio livre) quando ocorre a adi¢do de perdxido de hidrogénio (H,O;). Para realizacdo deste
ensaio com o auxilio de um bastdo de vidro foram coletadas as colonias frescas e friccionadas
sobre um papel filtro e sobre as coldnias adicionou-se uma gota de peréxido de hidrogénio, o
ensaio é positivo, caso ndo ocorra & formagdo dessas bolhas, o ensaio € negativo (FRANZOLIN,
2008).

Este ensaio permite distinguir grupos de microrganismos tendo como base a atividade da
enzima citocromo oxidase, a partir da verificacdo das hemoproteinas que possuem ferro e se
encontram na Ultima molécula da ligagdo da cadeia respiratOria aerdbia, esses elétrons séo
transferidos do hidrogénio ao oxigénio com a formacéao de agua (FRANZOLIN, 2008).

Para este procedimento realizou-se um esfregaco das coldnias frescas, com o auxilio de
um bastdo de vidro, sobre elas adicionou-se uma gota do reagente de Kovacs. A leitura do ensaio

foi feita pela verificagcdo da coloragéo rosa indicando ensaio positivo.
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4.27 Ensaio de lactose

O meio MacConckey é seletivo e diferencial para bactérias fermentadoras e nao
fermentadoras. O cristal violeta inibe o crescimento de microrganismos Gram positivos
especialmente enterococos e estafilococos. A concentracdo de sais de bile é relativamente baixa
em comparagdo com outros meios, por isso ndo é tdo seletivo para Gram negativos, contém
vermelho neutro que cora bactérias fermentadoras de lactose, bactérias ndo fermentadoras ndo
séo coradas, suas coldnias crescem e ficam transparentes ou incolores no meio (FLOURNOY, et
I, 1990). As células frescas e purificadas foram inoculadas com auxilio de uma alca
bacterioldgica nas placas de Petri, com o meio comercial MacConckey preparado conforme

indicacdo do fabricante (Himedia).

4.28 Ensaio de oxidagéo e fermentacao

O acucar é o substrato mais comumente utilizado no metabolismo fermentativo. Essa
molécula sofre uma degradacdo parcial a moléculas organicas menores fornecendo energia na
forma de ATP (trifosfato de adenosina) para a célula. Durante o processo, a glicose €
inicialmente degradada a piruvato na glicélise e este por sua vez é metabolizado a varios
compostos de acordo com o tipo de fermentacdo e da espécie. As bactérias podem realizar tanto
fermentacdo como respiracdo anaerobica (TORTORA et al., 2000).

Para realizar este ensaio colonias frescas purificadas foram inoculadas com o auxilio de
uma agulha bacteriolégica no meio OF, distribuidos em tubos acrescidos de glicose a 20%,

filtrada em filtros milipore 0,45 um. Este ensaio foi feito em duplicata, pois as reacOes de
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oxidacdo e fermentacdo sdo verificadas separadamente, visto que nos tubos de fermentacdo
adicionou-se 6leo mineral sobre a superficie do meio. A leitura do ensaio ocorreu pela mudanca
da coloragcdo, quando os mesmos permanecerem verdes ndo houve utilizagédo do carboidrato,
reacdo de oxidagdo negativa, caso o meio tenha mudado para a coloracdo amarela, o ensaio é

positivo. (FRANZOLIN, 2008).

4.29 Hemolise bacteriana

Varios patdgenos sintetizam proteinas que atuam na membrana citoplasmatica das células
animais provocando lise celular, conseqiientemente a morte celular. E facil detectar a agdo destas
toxinas, hemolisinas, com globulos vermelhos (eritrocitos e hemacias), esta verificacdo de
hemolise pode ser observada através do indculo bacteriano em placa de agar sangue. Durante o
crescimento das colbnias certas quantidades de hemolisina sdo produzidas a partir da lise dos
eritrocitos proximos, originando assim uma zona clara (halo) tipica de hemdlise, de acordo com o
tipo de halo formado é possivel distinguir os diferentes tipos de hemdlises: alfa hemdlise (o)-
halo de hemdlise parcial, observa-se a coloragdo esverdeada ao redor das coldnias em decorréncia
da perda massiva de potassio por parte dos eritrocitos do agar sangue, beta hemolise (B)- halo de
hemdlise completo, observa-se a zona transparente formada ao redor das coldnias. Bactérias ndo
hemoliticas sdo denominadas gama hemoliticas () (MADIGAN et al., 2004).

A atividade hemolitica foi verificada através da reagdo bacteriana apds inoculacdo de
colénias frescas no meio agar sangue de carneiro desfibrinado a 7% (pronto para uso). A leitura
da reacdo foi realizada por meio da observagdo dos halos formados ao redor das colonias

bacterianas.
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4.30 Ensaios de Sensibilidade a Antimicrobianos (ESA)

Para realizar o procedimento do ensaio de sensibilidade a antimicrobianos utilizou-se o
Controle Interno da Qualidade para Testes de Sensibilidade a antimicrobianos
(ANVISA/OPAS/SVS, 2006; NCCLS, 2003). Neste ensaio utilizaram-se unidades de multidiscos
com o0s seguintes antimicrobianos: gentamicina 10 pg, oxacilina 1 pg, penicilina 10 pg,
tetraciclina 30 pg, sulfatrozim 25 pg, vancomicina 30 ug, clindamicina 2 pug, ciprofloxacin 5 pg,
cepefime 30 pg, cloranfenicol 10 ug, eritromicina 15 pg, rifampicina 30 ug. Preparou-se o pré-
indculo numa concentracdo de 0,5 da escala de MC Farland, o swab foi embebido nesta solugéo,
0 mesmo foi comprimido contra as paredes do tubo para tirar 0 excesso e posteriormente semeou-
se na superficie de uma placa de agar Luria Bertani (LB). Ap6s 15 minutos, com o auxilio de
uma pinca flambada colocou-se as unidades de multidiscos sobre a superficie do meio inoculado.
Apos 18-24 horas a incubagdo em estufa a 30 °C, analisou-se 0 padrdo de crescimento com o
auxilio de uma régua foi medido o didmetro de cada halo inibitério e o resultado pesquisado em

tabelas apropriadas segundo a espécie bacteriana em analise.

4.31 Caracteriza¢ao molecular

As colonias de bactérias isoladas em meios seletivos contendo Mancozeb foram
identificadas por métodos moleculares, utilizando-se o sequenciamento do gene 16S rRNA, gene

de uma regido conservada em bactérias.
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4.31.1 Extragdo do DNA das bactérias

A extracdo do DNA se deu pelo método do fenol/cloroférmio (SAMBROOK e RUSSEL,
2001) com as seguintes modificagdes descritas.

Este procedimento iniciou-se pela preparacdo do inoculo no qual foram colocadas as
células para crescerem em 5 mL de caldo LB, 180rpm , por 18 horas. Essas células foram
coletadas por meio de centrifugacdo a 12000 g por dois minutos , e ressuspendido o sedimento
em 1 mL de tampdo TEN (NaCl 100 mM, Tris-HCI,50 mM, EDTA 50 mM, pH 8,0).
Centrifugou-se a 12000 g por dois minutos, descartou-se o sobrenadante.

Para a etapa de rompimento da membrana celular (lise celular) ressuspendeu-se o
sedimento em 300 p L de TEN, adicionou-se 30 uL de lisozima (20 mg/mL) e incubou por 40
minutos em temperatura ambiente, adicionou-se 50 uL de Triton X-100 10% e 30 p L de NaCl 3
M, seguido da incubacdo a 60 °C por cinco minutos. Resfriou-se a solucdo a temperatura
ambiente. Adicionou-se 1 pL de RNAse A (10 mg/mL) e incubou por 15 minutos a 37 °C.
Adicionou-se 0,1 V de SDS 10%, homogeneizou bem. Adicionou-se 3 uL de Proteinase K (10
mg/mL) e incubou por 30 minutos a 37 °C.

Para o processo de lavagem do DNA Adicionou-se 1 V de FENOL, agitou-se
manualmente por cinco minutos, centrifugou-se a 12.000 g por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apds a centrifugacdo formou-se duas fases, recuperou-se a fase superior, a fase aquosa.
Adicionou-se 1V clorofane, Centrifugou-se 12.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente, e
recuperou-se a fase aquosa, adicionou-se 1 V de cloroférmio, centrifugou-se 12.000 g por 10

minutos a temperatura ambiente.
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Em seguida recuperou-se a fase aquosa final, para precipitar o DNA adicionou-se 0,1 V
de NaCl 3 M vagarosamente 2,5 V de etanol 100% a -20 °C. Centrifugou-se a 12.000 g por 30
minutos. Descartou o sobrenadante.

Com o emprego do etanol lavou-se e ressuspendeu-se o sedimento, apds centrifugou-se a
12.000 g por cinco minutos e desprezou o sobrenadante. O DNA extraido foi colocado no fluxo
laminar para secar. Apos ser seco foi dissolvido em 200 - 500 pL de tampéo TE.

A quantificagio do DNA foi realizada utilizando o aparelno Nano Drop. Foram

selecionadas para a etapa seguinte amostras com concentragdo superior a 30 ng/pLL.

4.31.2 Reacdo em cadeia da polimerase PCR

A amplificacdo do gene 16S rRNA foi realizada por meio da reacdo em cadeia de
polimerase- PCR com oligonucleotideos iniciadores: 530 F (5"-TGA CTG ACT GAG TGC CAG
CMG CCG CGG-3") e 1492R (5 TGA CTG ACT GAG AGC TCT ACC TTG TTA ACM CGM
CTT 3")que amplificam 1000 pares de bases. A amplificacdo consistiu de um volume final de 25
puL (MgCl, 50 mM, DNTPs 2,5 mM, 5 pmol/uL de cada iniciador, 1,25 U/uL de Platinum Tag
DNA polimerase Hight Fideliy, tamp&o 10X, DNA bacteriano a uma concentra¢do de 30 -100 ng,
completou-se com agua Meli-Q) (BORNEMAN e TRIPPLETT, 1997). Foi utilizado como
controle o DNA bacteriano da Escherichia coli ATCC 25922.

O ciclo de amplificacdo consistiu no perfil térmico que se iniciou com a desnaturacao
inicial a 95 °C por dois minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacdo de fitas-molde a 95 °C por
40 segundos, o pareamento dos iniciadores se deu a 60 °C por 40 segundos e a extensdo a 72 °C

por um minuto, o aparelho utilizado neste procedimento d6i um termociclador Biocycle.
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O material foi analisado por eletroforese em gel de agarose a 0,8% em tampdo TBE
(Tampdo de Tris HCI, EDTA e &cido bdrico), utilizando para visualizagdo o brometo de etidio
(10 mg/mL). Os resultados obtidos foram visualizados em trans-iluminador em luz ultravioleta e

fotografados em seguida para serem analisados.

4.31.3 Precipitacdo com Polietilenoglicol (PEG)

A precipitacdo com polietileno tem como objetivo purificar o DNA amplificado
eliminando os residuos gerados apos as reacoes de PCR. Tranferiu-se para as placas de PCR 30
ul de produto da PCR. Foi adicionado o mesmo volume de PEG e incubou-se por 37 °C por 15
minutos. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 2500 rpm por 15 minutos, em
temperatura ambiente. Apds inverteu-se a placa para descartar o sobrenadante, secando-a com
papel toalha. Centrifugou-se novamente a 100 rpm por um minuto, adicionou 125 pL de EtOH
80% gelado, para lavar o pellet, centrifugou-se a 1450 rpm por dois minutos, a placa foi invertida
e centrifugada a 100 rpm por um minuto. Ao final da precipitacdo a placa foi incubada a 37 °C
por 15 minutos, as amostras foram ressuspensas em 20 pl de &gua Melli Q. O produto foi
quantificado em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etideo (0,5 mg mL™) e visualizadas

em trans-iluminador com luz ultravioleta e fotografados.

4.31.4 Reagao de sequenciamento do gene 16S rRNA

A reacédo de sequenciamento foi processada utilizando-se 2 pL de DNA, purificado (50

ng), em seguida preparou-se o mix da reagéo: 0,3 uL de ABI Big Dye do kit de reacdo Big Dye
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Terminator Cycle Sequencing Applied Biosystems, 2 puL do primer 530F e 1492R concentracéo
de 5 pmol/pL; 2 pL de tampédo 5X e completou-se com agua Melli-Q para um volume final de 10
pL. O perfil térmico consistiu de 25 ciclos, como segue: desnaturacéo de fitas-molde a 96 °C por
10 segundos, anelamento a 50 °C, com extensao a 60 °C por um minuto e 20 segundos.

Apbs a reacdo, as amostras foram precipitadas para 0 sequenciamento, conforme o
protocolo de etanol-EDTA adicionou-se sobre 10 pL de produto da rea¢do de sequenciamento, 30
uL de etanol absoluto (100%) e 2,5 uL EDTA125 mM. O material foi homogeneizado em vértex
e incubado em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 25 minutos em 2500 rpm, a 4 °C. As placas foram invertidas para retirada
do etanol, adicionou-se 30 pL de etanol 70%, seguido de agitacdo em vortex por alguns
segundos. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos a 1450 rpm, a 4
°C. As placas foram invertidas e centrifugou-se a 100 rpm por alguns segundos, inverteu-se a
placa e, secou-a sob papel absorvente. Em seguida as amostras foram secas no fluxo laminar por
15 minutos, até todo etanol ser evaporado, sendo ressuspensas em 10 uL de formamida, agitadas
em vortex, apds o DNA foi desnaturado em termociclador a 95 °C durante um minuto. Por fim as
amostras foram submetidas & eletroforese capilar em seqienciador (ABI 3130-Applied

byosistems DNA sequence).

4.31.5 Processamento e andlise das sequéncias

As sequéncias obtidas foram processadas para remocdo dos iniciadores contaminantes e
de nucleotideos de baixa qualidade utilizando-se o programa “Phred”. Cada sequéncia foi

comparada com sequéncias depositadas no “Genbank” utilizando-se o programa de busca
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avancada BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do “National Center of Biotechnology
Information” (NCBI) (SCHAFFER et al., 2001), utilizando-se os pardmetros “nucleotide blast”,

“others database set” e “highly similar sequences”.

4.32 Concentracao inibitéria minima (CIM)

Os métodos de diluicdo em caldo sdo igualmente aceitaveis para medir quantitativamente
a atividade in vitro de um agente antimicrobiano contra um determinado isolado bacteriano.
Para realizar o ensaio, 0s indculos foram preparados em caldo até a turbidez de uma solucéo
padrdo de MC Farland de 0,5 (2 x 10° UFC/mL) e transferidos a tubos de ensaio de 10 mL no
volume de 1 mL nas concentracdes de 0,00011mgL™ a 62,5 mgL™ Utilizou-se como controle a
Chromobacterium violaceum CVMO3 (VALLE, 2006). A leitura da minima concentracao
inibitoria foi realizada apds 18 horas, ao ser determinada realizou-se o plagueamento, no mesmo
meio, para verificar a acdo bacteriostatica do fungicida Mancozeb. A CIM, entretanto, ndo
representa um valor absoluto. A “verdadeira” CIM esta num ponto entre a menor concentragdo do
ensaio que inibe o crescimento do organismo (ou seja, a leitura da CIM) e a préxima menor

concentracdo do ensaio (NCCLS, 2003).

4.33 Ensaios em meio minimo

Os ensaios para verificar a degradabilidade do fungicida pelas bactérias iniciaram-se pelo
preparo do pré-indculo, colocando-se as bactérias para crescer em caldo LB por 12 horas,
utilizando-se a escala MC Farland para verificar o crescimento celular, o meio foi centrifugado

para que nao fosse acrescido no ensaio nenhuma outra fonte de carbono além do fungicida. Em
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seguida as culturas foram colocadas em tubos de 15 mL, adicionados 5 mL de meio minimo M9
(6 g L™ Na,HPO,, 3 g L™ KH,PO4, 0,5 g NaCl, 1 M MgS0, .7H,0, 1 M CaCl, ) acrescidos de
200 ugmL™ de Mancozeb, na temperatura de 30 °C na rotacdo de 180. A degradacdo foi testada
pelo método visual de turvacdo do meio de cultura no periodo de 12 em 12 horas durante duas
semanas. Foram realizados ensaios em consorcio colocando-se todos os indculos em um tubo nas
mesmas condigdes descritas acima, para os dois ensaios utilizou-se como controle o meio LB

acrescido do fungicida em mesma concentragao.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Area de obtencdo das amostras

As amostras da rizosfera foram obtidas conforme metodologia descrita no item 4.2 e coletadas na

area identificada nas figuras 3 e 4, no periodo da manha, no dia 23 de novembro de 2011.
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Figura 03: Mapa de localizacdo da area a qual foram retiradas as amostras. Fonte: Google Earth,janeiro 2013.
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Figura 04: Area de cultivo de Allium Fistollium Comunidade Nova Esperanca — Municipio de Manaus-AM. Foto:
Carolina Rebiere 2012.
5.2 Caracteristicas do solo

As andlises quimicas e fisicas de solo sdo realizadas pra determinar a quantidade de certos
elementos quimicos no solo assim como a sua classificacdo textural, geralmente com o objetivo
de observar se esses elementos estdo em niveis apropriados para o desenvolvimento das plantas.
No entanto as andlises foram realizadas para se verificar em quais condi¢6es de solo, as bactérias

se encontravam quando foram isoladas.

Tabela 01: Anélise quimica do solo

Profund. pH P K B SO, Ca Mg Al H+ Al SB M
cm mg dm-3 cmol dm-3

0-10cm 7.49 824.72 14 0,373 0.158 2.60 0.25 0 4.53 2,89 742

10-20cm 7.60 745.55 25 0,494 0.210 2.55 0.60 0 0.0825 321 33
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A andlise foi interpretada segundo Ribeiro (1999). De acordo com a classificacdo quimica
0 pH em &gua, relacdo 1:2,5 TFSA foi classificado como de alcalinidade fraca, apresentando
valores na faixa de 7.49 e 7.60. Segundo a classificacdo agronémica quando o pH se encontra
superior a 7,0 (>7.0), é muito alto. O nivel do Calcio é classificado como bom (2,60, 2,55), o
magnésio baixo(0-10cm), médio(10-20cm), o aluminio muito baixo, a acidez potencial (0-10)
baixo, (10-20) muito baixo, soma de bases SB médio, capacidade de troca catibnica pH 7

médio(0-10cm), baixo(10-20cm).

Tabela 02: Analise fisica do solo.

Classe
Profund. Areia Silte Argila (® V m M.O P-rem
textural
cm dag kg™ cmol dm™ % dagkg? mgL"
0-10 cm 92,24 7,33 0,43 Areia 2,886 38,915 0 0.550 54,28
10-20cm 93,55 5,95 0,5 Areia 3,214 97,497 0 1.10 54,36

A andlise fisica do solo foi realizada para identificar a classe textural do solo a partir da
observacdo dos percentuais de silte, argila e areia. A matéria organica na profundidade de 0-10cm
foi determinada como muito baixo (0,550dagkKg™), na profundidade 10-20cm foi determinada
como baixo . A saturacdo por bases na profundidade de 0-10cm foi baixo, na profundidade del0-
20cm, muito bom.

A capacidade de troca catibnica efetiva foi determinada ambas como média, o nivel de
fosforo remanescente foi muito bom (54,28 mgL™, 54,36mgL™) nas profundidades de 0-10cm e

10-20cm respectivamente. De acordo com os dados observados na tabela acima o solo foi
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caracterizado com classe textural areia por possuir composicdo acima de 90 dagkg™ (92.24,
93.55) de areia, seguido de silte (7.33, 5.95) e argila (0.43, 0.50).

Os solos arenosos sdo caracterizados por possuir baixa fertilidade, contudo por se tratar de
uma area cultivada, os agricultores realizam adubacdo constantemente, por isso 0s niveis de
nutrientes encontrados neste solo foram classificados algumas vezes em médio (soma de bases),

bom (célcio) e muito bom (fésforo remanescente).

5.3 Isolamento das bactérias

Obteve-se o total de 64 isolados, 46 do meio Busshel Hass e 18 do meio quimiostético.
Apo6s uma série de repiques alguns isolados ndo se mantiveram ativos, isto ocorre, pois sua
sobrevivéncia decai em torno de 1-10 semanas (DUVEILLER et al., 1997). Considerando a
viabilidade das coldnias, foram selecionados 23 isolados (Tabela 03) e entre esses 11 isolados
para 0S ensaios bioquimicos os quais apresentaram maior tolerancia ao fungicida, conforme

resultado apresentado adiante no ensaio de concentracéo inibitoria minima.
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Tabela 03: Caracteristicas de suas colonias, formas e ensaio Gram dos isolados bacterianos.

Isolados Aspecto das coldnias Forma Gram
1 Brancas, seco rugoso Bastdes +
3 Brancas, seco rugoso Bastdes +
4 Brancas, seco rugoso Bastdes +
7 Brancas, seco rugoso Bastdes +
12 Brancas, seco rugoso Bastdes +
14 Brancas, seco rugoso Bastdes +
16 Brancas, seco rugoso Bastdes +
17 Brancas, seco rugoso Bastdes +
18 Brancas, seco rugoso Bastdes +
19 Brancas, seco rugoso Bastdes +
20 Brancas, seco rugoso Bastdes +
22 Amarelas claras, tmidas Cocos -
27 Brancas, seco rugoso Bastdes +
39 Brancas, seco rugoso Bastdes +
42 Brancas, seco rugoso Bastdes +
44 Amarelas claras, tmidas Cocos -
49 Brancas, seco rugoso Bastdes +
56 Brancas, seco rugoso Bastdes +
57 Amarelas claras, tmidas Cocos +
58 Brancas, seco rugoso Bastdes +
60 Brancas, seco rugoso Bastdes +
63 Brancas, seco rugoso Bastdes +
64 Brancas, seco rugoso Bastdes +
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Dez isolados apresentaram forma de bastdo, com excec¢do do isolado 44 apresentou forma
de cocos e apresentaram coloracdo Gram positiva, (Figura 05-a). Apenas os isolados 22 e 44

apresentaram coloracdo Gram negativo (Figura 05-b).

B -

oy i P o Rid

s e - ’) ‘( - » . \

A{ - » "{ s 8 1) L q ..
SRS )W '

bl y ‘i\\w»\,—-_l’r.\' «\ ~| ,:,- A

] a vy ’ - R b o h Pk r

Figura 05: Gram positivo isolado 14 (a), Gram negativo isolado 22 (b). Foto: Carolina Rebiére 2013.

Figura 06: Isolamento bacteriano em meio minimo (a,b), meio Luria Bertani (c,d) acrescido de 200pgmL™.Foto:

Carolina Rebiére 2011.

Figura07: Purificacdo de bactérias pela técnica de esgotamento no isolado 22 (a), isolado 04 (b), isolado 16 (c),

isolado 14 (d). Foto: Carolina Rebiére 2011.
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A abundancia de grupos de microrganismos de solo pode estar diretamente relacionada ao
estado nutricional deste (SMIT et al., 2009). Esses autores realizaram estudos em solos com
plantacdo de trigo, antes e apds a adicdo de nutrientes. Foi observado que solos com alta
concentragdo de nutrientes disponiveis selecionaram o filo Proteobacteria, bactérias com altas
taxas de crescimento. Em baixa concentragdo de nutrientes ou com alto teor de substratos
recalcitrantes, o filo favorecido foi o de bactérias com menor capacidade de crescimento, mas
com maior capacidade para competir por substratos, como Acidobacteria.

Marschener et al (2003) observaram que as comunidades microbianas dos solos sdo
diretamente afetadas pelo acréscimo de nutrientes, organicos ou ndo. Na presenca de material
vegetal facilmente degradavel, ocorre favorecimento de microrganismos com alta taxa de
crescimento, adaptados a ambientes com maior disponibilidade de nutrientes

Além da adaptacdo dos microrganismos & disponibilidade de nutrientes, encontra-se na
literatura diversos relatos de bactérias isoladas de solos contaminados com diferentes tipos de
xenobidticos utilizados na agricultura. Mandal et al. (2013) isolaram diferentes espécies de
Bacillus identificados como: Bacillus sp, B. mycoides, B. funiculus, B. marisflavi, B.
weihenstephanensis, de solos contaminados com o finopril em campos de producdo de cana de
acucar. Este inseticida é utilizado no controle de varios insetos e pragas, e apresenta alta
resisténcia no solo. Experimentos de biodegradagdo foram conduzidos no laboratério, no qual se
analisou a dissipagdo do inseticida e seus metabdlitos formados.

Scopel (2011) isolou do solo cepas com resisténcia ao glifosato. Este herbicida €
intensamente utilizando no controle de plantas esponténeas, em diversas culturas. Bactérias foram
isoladas de solos cultivados com macieira e crescidas em meios adicionados de 300pgmL™, e

foram identificadas como Pseudomonos sp, P.aeruginosa, Serratia sp,e Arthobacter sp. A
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capacidade de degradar essa substancia foi avaliada em 32 dias atingindo um percentual de
99,8% de degradacéo.

Sarkar et al. (2010) isolaram da rizosfera de plantio de cha (Camellia sinensis L.),
linhagens de Pseudomanas putida as quais toleraram altas concentrac6es do acaricida propargite,
(10mgL™). Contudo a degradacdo se mostrou bastante superior quando o meio mineral utilizado
no crescimento das linhagens foi acrescido de glicose. A degradacdo entéo atingiu 79,3% em 24
horas, para 32% em meio mineral sem glicose no mesmo periodo.

Singh et al. (2012) avaliaram a partir de solos contaminados com malation, o percentual
de degradacdo por Brevibacillus sp e Bacillus cereus. Ambos 0s géneros apresentaram altos
percentuais de degradacdo, 72,20% e 87,40% respectivamente, no periodo de sete dias. Esses
mesmos géneros foram isolado por Yang et al. (2007) na reducdo e transformacéo de parathion e
metil parathion. Do mesmo modo Batisson et al. (2009) isolaram Bacillus sp e Arthobacter sp
capazes de degradar o mesotrione, um herbicida amplamente utilizado nas lavouras de milho.

Inimeras sdo as espécies isoladas de solos com histérico de aplicacdo de herbicidas,
fungicidas e ou inseticidas. Esses microrganismos tém apresentado grande potencial de
biorremediagdo para cada produto. Em decorréncia desses estudos diversos metabolitos tém sido
produzidos, varios genes e proteinas envolvidos estdo sendo conhecidos, aprofundando cada vez
mais o conhecimento sobre a degradagdo e como essa atividade pode ser utilizada amenizando o

impacto dos agrotoxicos sobre 0s solos e consequentemente sobre a salde humana e dos animais.
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5.4 Ensaios bioquimicos

Os ensaios bioguimicos sdo amplamente utilizados para verificacdo de enzimas estruturais,
pesquisas de produtos metabolicos, catabdlicos e na constatacao da sensibilidade dos microrganismos
em diferentes compostos. Como por exemplo, a habilidade de um microrganismo para fermentar
um carboidrato especifico, quando adicionado ao meio minimo, podendo auxiliar na
diferenciacdo dos géneros e espécies.

Os resultados dos 16 ensaios bioquimicos em 11 isolados que obtiveram maior resisténcia
ao Mancozebe, se encontram descriminados na tabela 05.

Os isolados 27 e 39 apresentaram oxidase negativa. Os demais apresentaram resultado
positivo. Para o ensaio de catalase, todos os isolados foram positivos. No ensaio para verificar
fermentacao e oxidacéo os isolados 1, 4 e 44 foram oxidantes, os demais fermentadores (Figura
08-a). Todos sdo moveis, todos foram negativos para o ensaio de produgédo de acido sulfidrico e
indol. No ensaio de presenca da enzima uréase os isolados 4, 16 e 27 foram negativos os demais

foram positivos (Figura 08-b).

Figura 08: Ensaios de fermentacdo e oxidagdo (a) 7,14, controle, isolados e uréase (b), nos isolados 7,14,39. Da

esquerda para direita. Foto:Carolina Rebiére 2013.

58



Para o ensaio de utilizacdo do citrato, todos os isolados foram positivos (figura 09-b).
Para a utilizagdo de lactose todos foram negativos. No ensaio de utilizagdo de distintas fontes de
carboidratos (Figura 09-a), para a fonte de arabinose os isolados 4, 22 e 27 foram negativos 0s
demais isolados foram positivos, para a fonte de dulcitol, todos os isolados foram positivos, para

0 ensaio com inositol os isolados 4 e 27 foram negativos os demais isolados foram positivos.
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Figura 09: Utilizacdo de distintas fontes de carbono(a) e citrato (b) nos isolados 18,22, 14,16,04,07 e controle( da

esquerda para direita). Foto: Carolina Rebiére 2013

Para o ensaio de degradacdo do amido todos os isolados foram negativos (Figura 10).

Figura 10: Determinacdo da atividade enzimatica da amilase nos isolados. Foto: Carolina Rebiére 2013.

Crescimento bacteriano em meio BDA acrescido 2% de amido para os isolados 1,4, 7, 14,16,18,22, 27.
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Para os ensaios de hemolise bacteriana os isolados 4, 16, 39, 42 e 44 (Figura 11-a) foram
negativos, os isolados 1, 18, 22, 27 apresentaram hemdlise parcial enquanto que os isolados 7, 14,

apresentaram hemdlise total (Figura 11-b).

Figurall: Hemolise bacteriana nos isolados 04, 16, 42 39, ndo hemoliticos (a), Beta () hemolise em isolados 07, 14,

18 (b). Placas em agar sangue de carneiro desfibrinado a 7%. Foto: Carolina Rebiére 2013.
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Tabela 04: Identificacdo fenotipica dos isolados

Isolados 1 4 14 16 18 22 27 39 42 44
Forma B B B B B B B B B c
Gram + + + + + - + + + -

Oxidase + + + + + + - - + +

Catalase + + + + + + + + + +

Oxidagao - - + + + + + + + -
Fermentacao + + + + + + + + + +
Motilidade + + + + + + + + + +
H,S - - - - - - - - - -
Indol - - - - - - - - - -

Urease + - + - + + - + + +

Citrato + + + + + + + + + +

Lactose - - - - - + - - - -

Hemolise a - B - o o o - - -
Arabinose + - + + + - - + + +

Dulcitol + + + + + + + + + +
Inositol + - + + + - - + + +

Amilase - - - - - - - - - -

Legenda: Resultado + = positivo, — = negativo, B= bastdo, C =coco, hemolise o= parcial, B= total
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Os 11 isolados foram observados em microscépio de contraste de fase para analisar a
presenca de cristais (Figural2). Também pode ser observada a presenca de esporos, dos 11
isolados oito apresentaram esporos, 1, 4, 7, 14, 18, 22, 27, 39. O tamanho aproximado dos

bastdes, encontrou-se entre 2.59 e 5.0 um.

Figura 12: Presenca de esporos, observados no microscopio de contraste de fase. Fonte: Rebiére 2013

A partir das caracteristicas fenotipicas utilizou-se o Manual de Bergeys (VOS et al., 2009)
para identificar os isolados a nivel de género e espécies. Os isolados 14,16,18,27,39 e 42 foram
identificados como Bacillus sphaericus utilizando-se a chave de Bacillus spp. Os isolados 1,4 e 7
foram identificados como pertencentes ao género Bacillus .

O isolado 22 foi identificado como Pseudomonas sp, utilizando a chave de identificagéo
dos Bastdes Gram negativos. O isolado 44 ndo foi possivel ser identificado em nivel de espécie a
partir da utilizacdo da chave da familia Enterobacteriaceae, sendo identificada como

Enterobacter sp .
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A identificacdo fenotipica dos Bacillus tem sido considerada complicada (GREEN, 1975;
KING e PHILLIPS, 1978) apesar das chaves propostas para essa identificagcdo. Essa dificuldade
ocorre, pois 0 género possui muitas caracteristicas, e € um grupo taxondmico grande, existindo
grande variacdo de caracteristicas entre linhagens. Além dos meios propostos que sdo caros, de
preparo demorado e ingredientes incomuns além de se obter o resultado apds 14 dias.

Em 1952 Smith et al. identificaram os Bacillus com base nas caracteristicas dos esporos,
tamanho e localizacdo no interior do esporangio considerando essas caracteristicas modificou o
namero de espécies. Anteriormente a classificagdo ocorria a partir das caracteristicas fisiologicas
e ecoldgicas chegando ao nimero de 1000 estirpes apds essa mudanga, diminui 0 ndmero de
espécies para 19.

O género Bacillus é considerado um grupo altamente heterogéneo de bactérias Gram-
positivas e negativas o que gera muita complexidade em sua classificagdo taxondémica. Com
recentes estudos da sistematica bacteriana muitas espécies desse grupo foram reclassificadas,
principalmente com uso do gene completo 16S rRNA (YOON et al., 2003; LOGAN e VOS,
2009; SCHMIDT et al., 2011), porém devido a elevada variabilidade genética muitas espécies de
Bacillus continuam sem classificacdo (LOGAN e VOS, 2009).

Um exemplo de reclassificacdo é o género Lysinibacillus inicialmente nomeado como
Bacillus, género este que foi criado para agrupar bactérias que apresentavam caracteristicas
distintas de outras espécies do grupo Bacillus, classificado por Ahmed et al. em 2007 .

O Bacillus thurigiensis € uma bactéria entomopatogénica, pois em sua fase de esporulagdo
sintetizam proteinas que se acumulam na periferia dos esporos na forma de cristais. Tais cristais
sdo altamente tdxicos para insetos. (LERECLUS, 1988; HOFTE e WHITELEY, 1989;

PEFEROEN, 1997). A partir da visualizagdo em microscopio de contraste de fase do isolados foi
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possivel rejeitar a identificacdo dos Bacillus da espécie Thurigiensis, pois os isolados nédo

apresentaram cristais.

5.5 Ensaios de sensibilidade antimicrobiana (TSA)

Foram realizados ensaios de sensibilidade antimicrobiana nos nove isolados Gram

positivo TSA, para doze antibioticos, conforme a tabela 06 (Figura 13).

Figura 13: Antibiograma realizado nos isolados 16 (a) e 27(b). Fonte: Carolina Rebiére 2013.
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Tabela 05: Ensaio de sensibilidade antimicrobiana a antibidticos nos isolados Gram positivos.

Antibidticos 1 4 7 14 16 18 27 39 42
Oxacilina R R R R R R R S R
Penicilina R R R MS R R R S R
Sulfatrozin R S R R S R R S S
Cepefime R S R MS SS R MS R S

Clindamicina S R S S S S S MS S

Vancomicina S R S S S S S MS S

Eritromicina S R S S S S S S S

Clorafenicol SS S S SS S S SS R SS

Rifampicina S MS S S S S S S S

Tetraciclina S S S S S SS S S SS

Gentamicina S MS S S M S S S M

Ciprofloxacin S S SS SS S S SS S S

Legenda: R sem halo, PS até 10 mm pouco sensivel, M 10-20mm moderadamente, S 20-30mm Sensivel, SS > 30 mm

Severamente sensivel .
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A oxacilina, penicilina e sulfatrozin foram os antibidticos em que os isolados mais
apresentaram resisténcia. Em contraste para 0s antibioticos vancomicina, clindamicina e
eritromicina apenas o isolado 4 apresentou resisténcia. Para o clorafenicol apenas o isolado 39 foi
resistente, todos os demais foram sensiveis. Com excecdo dos isolados 14, 39,42, os demais
apresentaram resisténcia igual ou superior a 3 antibioticos, caracterizando multipla resisténcia
antimicrobiana.

Os isolados apresentaram um alto percentual de resisténcia aos antibidticos oxacilina
(88,88%), penicilina (77,77%) e sulfatrozina (55.55%), seguido do antibidtico cepefime
(44.44%). Todos os isolados foram sensiveis aos antibidticos rifampicina, tetraciclina,

gentamicina e ciprofloxacina (Tabela 07).

Tabela 06: Percentual de resisténcia dos & antibio6ticos dos 9 isolados.

Resisténcia dos

Antibidticos Concentragao pg isolados %
Oxacilina 1 72,72(8)
Penicilina 10 63,63(7)
Sulfatrozina 25 54,54(6)
Cepefime 30 45,45 (5)
Clindamicina 2 28,09(3)
Vancomicina 30 28,09 (3)
Eritromicina 15 18,18 (2)
Clorafenicol 10 9,09 (1)
Rifampicina 30 0
Tetraciclina 30 0
Gentamicina 10 0
Ciprofloxacina 5 0

Legenda: ( ) numero absoluto de isolados
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A resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fendmeno genético, relacionado a existéncia de
genes contidos no microrganismo que codificam diferentes mecanismos bioquimicos que
impedem a acdo das drogas. A resisténcia pode ser originada em mutagbes que ocorrem no
microrganismo durante seu processo reprodutivo e resultam de erros de cdpia na sequéncia de
bases que formam o &cido desoxirribonucléico cromossémico, responsavel pelo codigo genético.

A outra origem da resisténcia é a importacdo dos genes causadores do fenémeno,
consistindo na resisténcia transferivel. Esta resisténcia faz-se através dos mecanismos de
transducgdo, transformagcdo e conjugacdo e, frequentemente, envolve genes situados em
plasmidios e transposons. (TRABULSI, 1973;CUNHA, 1998).

A transferéncia de genes de resisténcia de bactérias ndo-patogénicas ou de baixa
patogenicidade para microrganismos patogénicos provavelmente é um fendmeno comum, como
exemplo bactérias de intestino de animais com bactérias de solo. Atualmente se tem uma grande
preocupacao com a resisténcia das bactérias Gram positivas, pois vem se tornando um problema
terapéutico. (SAUNDERS, 1984).

A oxacilina pertence a classe das penicilinas e seu mecanismo de acdo € a inibicdo da
biossintese da parede celular bacteriana. Esses dois antibidticos foram testados nos isolados os
quais apresentaram resisténcia a ambos. A oxacilina é ativa contra a maioria dos cocos Gram-
positivos, no entanto a ANVISA (2006), evidenciou que trés mecanismos podem estar envolvidos
na resisténcia a oxacilina, em Staphylococcus aureus com caracteristicas fenotipicas distintas.

As bactérias Gram positivas sdo sensiveis a vancomicina, isto ocorre devido a presenca da
parede celular que facilita a passagem de moléculas do antibiético por ser composta com menos
lipideos comparada a Gram negativa (TRABULSI, 2004). Os isolados ensaiados a droga foram

sensiveis com excecdo do isolado 4. No entanto para penicilina 7 isolados foram resistentes.
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O cloranfenicol é um antimicrobiano de amplo espectro, bacteriostatico, inibindo a sintese
protéica microbiana (CARVALHO, 2002). A droga impede a ligacdo do RNA mensageiro ao
ribossomo, por fixar-se na fracdo 30S do ribossomo, competindo com o &cido nucléico. Outra
acdo mais importante é sobre a unidade 50S na qual compete com a enzima peptidil transferase,
bloqueando a unido dos aminoacidos na formacéo de polipeptideos (TAVARES, 2001). Apenas o
isolado 39 foi resistente ao cloranfenicol, este isolado também foi o que apresentou maior
tolerdncia ao xenobiotico.

Em relagdo & maltipla resisténcia observada na tabela 06, resultados similares de multipla
resisténcia foram encontrados por Matyar (2012) em isolados de trés regides do mar mediterraneo

0s quais seus isolados apresentaram resisténcia a ampicilina, cefazolina e estreptomicina.

5.6 Caracterizagdo molecular

O DNA foi extraido conforme descrito no item 5.1 pelo protocolo fenol-cloroférmio, e
para sua visualizacdo foi utilizado gel de agarose a 0.8% corada com brometo de etidio. Para
verificacdo do tamanho do fragmento utilizou-se padrdo de peso molecular lambda (£), 50 ngml’

Y(Figura 14).

16 18 22 27 39 42 44

— — —— — —
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Figura 14: Visualizagdo do DNA bacteriano gendmico, em gel de agarose 0,8%, marcador molecular lambda (M)

50ngmL-1. Foto: Carolina Rebiére 2012.

O DNA extraido foi amplificado por PCR para amplificacdo do gene 16 S rRNA gerando
fragmentos de tamanho de 1000 pares de bases. Sendo a comparacao realizada com marcador de

peso molecular de 1 Kb da marca PROMEGA (Figura 15).

RSN i 1 3 4 7 12 14 16 17 18 19 20 22 27 39 42 44 49 56 57

' N W s e e S— — e R W e e s S B

63 64 C+C-

L]

Figura 15: Visualizacdo da amplificagdo do gene 16S rRna por PCR, em gel de agarose 0,8% , M= marcador
molecular PROMEGA 1 Kb. De 1 a 64 = bandas de produto da PCR dos isolados, C*= Controle positivo E. coli
ATCC 25922,C" = controle negativo dgua deionizada. Foto: Carolina Rebiére 2012.
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5.7 Analise das sequéncias

Apos a etapa de extracdo e amplificacdo realizou-se o sequenciamento com o gene 16 S

rRNA, as sequéncias obtidas foram comparadas com as sequéncias do banco publico

GENBANK. A partir dessas os 23 isolados, foram identificadas: 4 familias, Bacillaceae,

Pseudomonadaceae, Enterobactericeae, e Legionelaceae, 86,95% (9 isolados) sdo pertencentes

a familia Bacillaceae, 4,34% (1 isolado) da familia Pseudomonadaceae, e 4,34%, (1 isolado) da

familia Enterobacteriaceae, Legionelaceae 4,34% (1 isolado), (Tabela 04).

Tabela 07: Resultados da identificagdo com o0 16 S rRNA dos isolados de solo.

Isolados Familia Espécie %C Cobertura % ID Gen bank
1 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 94 KC188670.1
3 Bacillaceae Lysinibacillus fusiformes 63 87 JX028237.1
4 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC188670.1
7 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC211310.1
12 Bacillaceae Lysinibacillus sp 54 92 FJ817483.1
14 Bacillaceae Bacillus sp 95 93 FR821104.1
16 Bacillaceae Bacillus pumillus 100 99 NR074977.1
17 Bacillaceae Lysinibacillus sp 95 90 JN975194.1
18 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 100 99 KC211310.1
19 Bacillaceae Bacillus sp 73 84 HM566654.1
20 Bacillaceae Lysinibacillus sp 61 88 HMO057846.1
22 Pseudomonadaceae Pseudomonas sp 100 99 JF293317.1
27 Bacillaceae Bacillus sp 97 98 AB126753.2
39 Bacillaceae Bacillus altitudinis 100 99 KC414719.1
42 Bacillaceae Bacillus aerophillus 100 99 KC414720.1
44 Enterobacteriaceae Enteerobacter sp 100 99 KC236536.1
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49 Bacillaceae Lysinibacillus fusiformes 81 97 KC691285.1

56 Bacillaceae Brevibacillus brevis 82 95 JX185526.1
57 Bacillaceae Bacillales bacterium 98 99 DQ520806.1
58 Nao identificada Bacterium JNP22 96 98 KC602258.1
60 Bacillaceae Bacillus sp 98 99 HM566998.1
63 Bacillaceae Bacillus safensis 99 99 JX849661.1
64 Bacillaceae Bacillus pumillus 87 97 JX094922.1

A partir da identificacio molecular juntamente com as caracteristicas fenotipicas
concluiu-se que uma técnica complementa a outra. Dentre os isolados 20 foram identificados
como pertencentes a familia Bacillaceae.

Estudos demonstraram que Bacillus spp, pelo fato de serem bactérias Gram positivas e
produzirem endGsporos, possuem uma resisténcia maior as adversidades do meio ambiente, como
alta temperatura, do que bactérias Gram negativas, como Pseudomonas spp. (GAMLIEL e
STAPLETON, 1993), nessa pesquisa o as bactérias Gram positivas foram mais abundantes que as

Gram negativas, fato que pode ser explicado pelo fator ambiente.

Familia Bacillaceae

Esta familia abrange atualmente mais de 60 espécies, e geralmente possui células em
forma de bastonetes com dimensdes que variam 0,5 x 1,2 a 2,5 x10 um e, sdo capazes de produzir
enddsporos podendo ser cilindricos elipsoidais ou esféricos. Ocorrendo em células Unicas, em
pares ou em cadeias. Podem ser moveis ou imoveis, aerdbios ou anaerdbios facultativos, ou
aerotolerante, geralmente Gram positivos, mas algumas espécies sao variaveis, todas as fontes de
carbono sdo fermentadas por essas bactérias, a producdo de gases pode ser visivel em algumas
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espécies. Raramente produzem pigmentos. Algumas espécies sdo capazes de crescer a
temperaturas de 55°C. Sédo principalmente saprofitos, geralmente encontrado em solos (VOS et
al., 2009).

Bacillus spp séo citadas por outros autores por estarem envolvidas em processos de
degradacdo de substancias xenobidticas. Ashutosh et al (2011) isolaram de solos contaminados
com diesel uma nova cepa identificada como Lysinibacillus sphaericus DMT-7. Em ensaios
realizados no laboratdrio essas cepas se mostraram capazes de degradar o diesel a um percentual
de 60% em quinze dias, além desse composto a L. sphaericus DMT7 possui a capacidade de
utilizar uma ampla gama de substratos como uUnica fonte de enxofre, 3,4-benzo DBT, 4,6-
dimethyl DBT, e 4,6-dibutyl DBT.

Bo Liang (2009) isolou esta mesma espécie em solos contaminados com o herbicida
fomesafen, estes mostraram potencial de degradacdo em 81,32% ap0s sete dias de incubacdo em
meio mineral sendo o herbicida a Unica fonte de carbono. Do mesmo modo SMIT et al. (2013)
estudaram a degradacéo de cypermetrina por Bacillus sp ISTDS2, isolados de solos contaminados
com esse produto e verificou a completa mineralizagdo da cipermetrina. O grande potencial da
cepa sem gerar nenhum produto téxico revelou-a como um forte agente biolégico para

descontaminacédo de solos contaminados.

Caracteristicas do género Bacillus

Esse género possui células esféricas, algumas vezes formam cadeias, capazes de produzir
enddsporos. A motilidade ocorre por flagelos ou pode ndo ocorrer. Podem ser Gram positivos,

algumas espécies podem se Gram negativos. Usualmente proteinas sdo decompostas com
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producdo de amonia. Os carboidratos geralmente sdo fermentados com pouco ou muita producao
de &cido, a producdo de gases € pouco visivel. Catalase positiva, aerobico, ou anaerdbico
facultativo. Temperaturas de crescimento sdo muito varidveis tanto dentro da mesma espécie
quanto entre linhagens.

Habitat sdo ubiquas, sendo encontrados em solos e agua, podendo ser isolados a partir de
diversos nichos ecoldgicos, todavia fazendo parte da microbiota intestinal dos seres humanos e de
outros animais. Alguns membros podem ser termofilicos e psicrofilico crescendo em
temperaturas elevadas, como 75°C ou baixas, como - 5°C. O desenvolvimento destas também é
variavel em pH 2 a 10, acidez e alcalinidade extrema (VOS et al., 2009 ).

Este género possui uma série de importantes mecanismos que estimulam o
desenvolvimento da planta, produzindo diversos antibi6ticos. Colonizam rapidamente as raizes
das plantas e favorecem a multiplicacdo das raizes, induz resisténcia sistémica atraves da
producdo de compostos organicos volateis. Promove o crescimento da planta e das raizes pela
producao de fitohormonios e enzimas extracelulares, diminui os niveis de etileno na planta.

Ongena (2005) mostrou a capacidade de Bacillus subtillis M4 em estudos em nivel de
campo e casa de vegetacdo em ativar mecanismo de defesa da planta contra anthracnose
(Colletotrichum lagenarium), em pepino a partir da medicdo em percentual dos niveis de leséo
causada por esse fungo, ap6s duas semanas de inoculacdo do B. subtillis no solo. Os niveis de

reducdo da doenca atingiram até 40%.
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Familia Enterobacteriacea

Bactérias em formas de bastdes, moveis com a presenca de flagelos ou ndo moveis. Gram
negativo, bom crescimento em meio artificial. Todas as espécies utilizam glicose produzindo
acidos visiveis ou ndo, algumas espécies utilizam alginatos e pectinas. Quebram o nitrato a nitrito
(exceto Erwinia). Muitas espécies vivem no intestino do homem e outros animais frequentemente
causando distarbios intestinais. Enquanto outras sdo parasitas e ou pragas de plantas causando
podriddo mole. Ainda outras espécies sdo saprofitas promovendo a decomposicdo de materiais
orgéanicos (VOS et al., 2009).

Senhem (2009) isolou bactérias do género Enterobacter de solos contaminados com
Tebuconazole, um fungicida sistémico, demonstrando degradacdo deste composto em consércios
bacterianos. Este trabalho salientou que este género apesar de ser citado como um género de

predominancia entérica foi encontrado em solo e realizando biodegradacéo.

Familia Pseudomonadaceae

Possuem células alongadas em formas de bastfes, ocasionalmente em forma de cocos.
Sua mobilidade é dada por flagelos polares, poucas espécies ndo sdo mdveis. Possuem
crescimento bastante rapido no meio de cultura, sdo aerobias, sua fisiologia € oxidativa mais pode
ser fermentativa. Usualmente encontradas no solo ou nas aguas do mar (VOS et al., 2009 ).

Baida et al. (2001) salientou que o género Pseudomonas é um dos mais estudados por
apresentar um papel importante na associa¢do com raizes de plantas. A associacdo bactéria-planta

é geralmente benéfica para ambos os socios. A superficie de raizes constitui um ambiente onde
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nutrientes liberados pela planta na forma de exsudados de raiz estdo disponiveis aos
microrganismos. Em troca, algumas bactérias podem melhorar crescimento de planta e podem
exercer um papel protetor contra patdgenos. Estas atividades e o uso potencial de microrganismos
na agricultura incitaram um interesse crescente no estudo de interacGes de planta-microrganismo
além de ser um género metabolicamente versatil, capaz de utilizar compostos organicos simples e
complexos.

Munees et al. (2012) observaram a tolerancia da Pseudomonas putida aos fungicidas
tebuconazole, hexaconazole, metalaxyl e kitazin em diferentes concentragdes em agar minimo de
sal. Pseudomonas putida PS9 mostrou maior tolerancia ao fungicida metalaxyl na dose de
3200pugml™ e menor resisténcia ao tebuconazole 1400 ugml™ . Os niveis de tolerancia
encontrados neste trabalho foram bastante superiores aos relatados por outros autores Hashem et
al. (1997) a tolerancia de Bradyrhizobium sp USDA 3456 ao benomyl, captan, thiram e vitavax
foram superiores a 950, 350, 450, e 75 pgml™ respectivamente.

Procopio (2007) isolou microrganismos resistentes ao propanil, em concentracdes de 25
mgmL™, dentre eles destacou-se o género Pseudomonas sp, como mais abundante 94%. Foram
avaliados o potencial biotecnolégico e 62% dos isolados apresentaram potencial de fixacdo
bioldgica de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato e producdo de auxina. Também foi avaliado a
mineralizacdo do propanil, que ficou em torno de 20% quando utilizado o isolado AF7 e 18%
sem o isolado.

Além disso, foi avaliado o potencial de colonizacdo de raizes de arroz pelo isolado AF7 e
0 comportamento deste isolado nas raizes e a formulagdo de um produto com este isolado para
aplicacdo em campo, mostrando a necessidade e a importancia da aplicacdo deste produto em

lavouras de arroz irrigado. A tolerancia e ou resisténcia é um processo complexo regulado tanto a

75



nivel fisiolégico como genético, sendo assim podemos encontrar resultados bastante diversos
para a mesma espécie.

As abordagens fenotipica e molecular possibilitaram a identificacdo taxondmica de todos
os 11 isolados. A partir dos resultados foram identificados: 3 familias, 6 géneros e 11 espécies,
apenas o isolado 58 ndo foi identificado, tendo similaridade com Bacterium MTJ22. As
caracteristicas fenotipicas observadas corroboraram os géneros citados pelo sequenciamento do
gene 16S rRNA. A familia Bacillaceae foi a mais representativa neste estudo, todas as familias e

0s géneros identificados possuem referéncias com biodegradacgéo de pesticidas.

5.8 Concentracdo inibitoria minima (CIM)

Realizou-se o ensaio de concentracdo inibitdria minima, nas concentracdes de

0.00011mgL™ a 62,5mgL™, do fungicida. Usou-se como parametro para analise as concentracdes

aplicadas no campo de acordo com o bula do produto (Dithane NT*) 2 a 3kg ha * ou 0,43g L

(Tabela 08).
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Tabela 08: Resultados da concentragdo inibitéria minima nos isolados bacterianos

Isolados 0.00011 0.00023 0.00047 0.00095 0.0019 0.0038 0.007 0.015 0.030 0.061 0.122 0.244 0.488 0.976 1.952 3.904 7.808 15.616 31,232 62,464
Controle * * * * * *

l * * * * * * * * - - - - - - - - - -
3 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
4 * * * * * * * * * * - - - - - - - -
7 * * * * * * * * * * * - - - - - - -
12 * * * * * * * * - - - - - - - - - -
14 * * * * * * * * * * * * - - - - - -
16 * * * * * * * * * * - - - - - - - -
17 * * * * * * * * - - - - - - - - - -
18 * * * * * * * * * * - - - - - - - -
19 * * * * * * * * - - - - - - - - - -
20 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
22 * * * * * * * * * - - - - - - - -
22 * * * * * * * * * - - - - - - - - -
27 * * * * * * * * * * * * - - - - - -
39 * * * * * * * * * * * * - - - - - -
42 * * * * * * * * * - - - - - - - - -
44 * * * * * * * * - - - - - - - - - -
49 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
56 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
57 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
58 * * * * * * * * - - - - - - - - - -
60 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
63 * * * * * * * - - - - - - - - - - -
64 * * * * * * * - - - - - - - - - - -

violaceum CVMO3.

Legenda: Concentragdo inibitoria minima nas variando de 0,00011 a 62,464mgmL’1, * Crescimento da bactéria, — ndo houve crescimento,

controle Chromobacterium
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A tolerancia aos antimicrobianos é definida como a capacidade de a bactéria mostrar-se
sensivel a concentragdo inibitéria minima (CIM) do xenobidtico, apresentando maior capacidade
de sobreviver na presenga da droga.

No ensaio do CIM, Cromobacterium violaceum CVMO3, utilizada como controle
mostrou crescimento na concentragdo de 0,015mgmL, resultado inferior ao dos 11 isolados
testados. Os isolados apresentaram os seguintes resultados: Bacillus sp (27), Bacillus altitudinis
(39) e Bacillus sp (14) evidenciaram maior tolerancia ao fungicida com crescimento nas
concentracbes de 0,976 pgmL™. Para os isolados Lysinibabcillus sphaericus (4), Bacillus
pumillus (16) e Lysinibabcillus sphaericus (18) a concentragdo em que se observou crescimento
foi 0, 244 mgmL™. Bacillus aeropillus (42) e Lysinibabcillus sphaericus (1), e Pseudomonas sp
(22), crescimento na concentracdo de 0,122 mgmL™. Enterobacter sp (44) na concentracdo de
0,061 mgmL™.

Os resultados sugerem que os isolados Bacillus sp (27), Bacillus altitudinis (39) e
Bacillus sp (14) toleram a concentracGes superiores a encontradas no campo. Lysinibabcillus
sphaericus (7), com crescimento em concentracdo 0,244mgmL™*, tolera o pesticida a
concentragdes similares a usadas no campo. Enterobacter sp (44), Lysinibabcillus sphaericus (1),
Pseudomonas sp (22) e Bacillus aeropillus (42) seriam inibidos nas concentragbes de campo

(Tabela 09).
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Tabela 09: Identificacdo dos isolados e resultados do CIM

Isolados Familia Identificacdo 16 S Rna Concentragdo mgmL
3 Bacillaceae Lysinibacillus fusiformes 0,03
49 Bacillaceae Lysinibacillus fusiformes 0,03
56 Bacillaceae Brevibacillus brevis 0,03
57 Bacillaceae Néo identificada 0,03
60 Bacillaceae Bacillus sp 0,03
63 Bacillaceae Bacillus safensis 0,03
64 Bacillaceae Bacillus pumillus 0,03
1 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 0,061
12 Bacillaceae Lysinibacillus sp 0,061
17 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 0,061
19 Bacillaceae Bacillus sp 0,061
20 Bacillaceae Lysinibacillus sp 0,061
44 Enterobacteriaceae Enteerobacter sp 0,061
58 Né&o identificada Bacterium JMP22 0,061
22 Pseudomonadaceae Pseudomonas sp 0,122
42 Bacillaceae Bacillus aerophillus 0,122
4 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 0,244
16 Bacillaceae Lysinibacillus sp 0,244
18 Bacillaceae Lysinibacillus fusiformes 0,244
7 Bacillaceae Lysinibacillus sphaericus 0,488
14 Bacillaceae Bacillus pumillus 0,976
27 Bacillaceae Bacillus sp 0,976
39 Bacillaceae Bacillus altitudinis 0,976
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Os isolados Bacillus sp (27) , Bacillus Pumillus (14) , Bacillus Altitudinis (39) tiveram
tolerAncia a concentragdes de 0,976 mgmL™. Seguido de Lysinibacillus sphaericus (7)
apresentou crescimento na concentracio de 0,488 mgmL™. Os isolados Lysinibacillus fusiformes
(18), Lysinibacillus sp (16), Lysinibacillus sphaericus (04), mostraram tolerancia na concentragao
de 0,244 mgmL™ Os isolados e identificados como Bacillus aerophillus (42) e Pseudomonas sp
(22), apresentaram tolerancia ao fungicida na concentracéo de 0,122 mgmL™.

Isolados com a mesma identificacdo para o género e espécie, tiveram resultados de
crescimento distintos para as mesmas concentragdes do xenobidtico, inferindo que existe

diversidade de tolerancia para a mesma espécie.
5.9 Ensaios em meio minimo acrescido do fungicida

O resultado para o crescimento em meio M9 com apenas a fonte de carbono do fungicida
ndo foi positivo para nenhum dos 23 isolados, no entanto quando se adicionou outra fonte de
carbono todos os isolados cresceram, 0 meio Luria Bertani foi utilizado como controle (Tabela

10).

Tabela 10: Crescimento bacteriano em meio M9 acrescido de fungicida e glicose.

Meios Consércio 1 3 4 7 12 14 16 17 18 19 20 22 27 39 42 44 49 56 57 58 60 63 64
1 + + o+ + + + o+ + 0+ 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+
2
3 + + + + + + o+ 0+ 4+ o+ o+ 4+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+ o+t

Legenda: 1, Luria Bertani 2, M9+ Fungicida 50ug, 3, Meio M9+ Fungicida 50ug + glicose 0,5, consOrcio com todos 0s

isolados.
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A complexidade dos processos metaboOlicos necessarios a essa degradacdo leva a
formacdo de consorcios, com microrganismos de diferentes géneros e espécies, cada um
especializado em degradar uma ou varias moléculas do xenobibtico. Esse consorcio tem
demonstrado maior eficiéncia que as culturas puras podendo mineralizar completamente estes
compostos devido a complementaridade metabolica entre seus membros.

Senhem (2009) isolou de solos contaminados com tebuconazole, fungos e bactérias. Os
resultados mostraram que para 40 fungos isolados apenas 11 mostraram crescimento em
concentracdes de 100pgml™, sendo o crescimento mais lento que comparado com 0 meio sem
fungicida. Isolados bacterianos identificados como Pseudomonas putida, Pseudomonas
fluorescens, Serratia marcensis, Enterobacter sakazaii, foram capazes de degradar o
tebuconazole . Foram montados em trés grupos para realizagdo dos ensaios de degradabilidade. A
Serratia marcensis e Enterobacter sakazaii foram capazes de reduzir em 39% o produto, E.
sakazaii e Pseudomonas apresentaram 18% de degradacdo, e o género Serratia obteve 8% de
degradacdo. Conclui-se que o consércio com géneros diferentes foi superior quando comparado
com os de géneros iguais, sendo que mereceu destaque ao agrupamento de géneros Serratia e
Enterobacter.

As bactérias possuem um enorme potencial genético bioquimico, o qual Ihe confere uma
enorme troca de material genético como, por exemplo, 0 uso dos transposons e plasmideos
(FREITAS, 1989). A transferéncia génica entre bactérias ocorre, principalmente, por conjugacdo
e por transducdo, que permitem a passagem de material genético para individuos da mesma
espécie, de espécies diferentes e até mesmo de géneros diferentes (GRIFFITHS, 2000). Os

mecanismos de resisténcia bacteriana sempre refletem mudancgas genéticas que podem ser
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classificadas como intrinsecas, ou seja, da propria da espécie, ou adquiridas, ou seja, resultantes
de mutacdes ou alguma forma de transferéncia génica (ALTERTHUM e TRALULSI, 2004).

Neste contexto destaca-se a importancia dos plasmideos nesse processo, através da
conjugacéo; portando o fator de transferéncia F e o fator de resisténcia R podem ser transferidos
com facilidade e podem se combinar formando super plasmideos que portam genes de resisténcia
para vérias drogas, levando bactérias & multi-resisténcia (TORTORA, 2000).

Resultados similares envolvendo perda de plasmideos foram encontrados por Chica
Cardona (2009) quando trabalhou com isolados bacterianos para a obtencdo da degradacdo do
metamidofos, durante a realizacdo de suas pesquisas esses autores observaram que as bactérias
perderam a capacidade de crescimento no meio utilizando o metamidofés como Unica fonte de
carbono.

O solo é um ambiente com uma vasta diversidade de microrganismos, no entanto pouco
conhecimento se tem sobre essa diversidade, principalmente devido aos métodos tradicionais de
isolamento e cultivo dos microrganismos (RANJARD, 2000). Infere-se que uma pequena fracéo
de aproximadamente 0,1% ou 10% no méximo dos microrganismos sdo cultivaveis a partir de
técnicas microbioldgicas tradicionais em laboratérios. Isto se deve basicamente as limitaces
inerentes as técnicas de plagueamento e cultivo, uma vez que todos 0s meios de cultura séo
seletivos em maior ou menor extensdo para os diversos grupos de microrganismos e, na maioria
das vezes, incapazes de reproduzir as condi¢des encontradas no ambiente (AMANN et al.,1995).

Além disso, os microrganismos vivem sob a forma de consércios, onde uma espécie
depende de produtos do metabolismo de outras espécies para sua sobrevivéncia e multiplicacéo,

no interior de outros organismos. Ou seja, 0s métodos cléssicos limitam o conhecimento sobre as
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interacbes ecoldgicas entre esses dificultando e impedindo a compreensdo dos processos
dindmicos que ocorrem no ambiente (ATLAS e BARTHA, 1997).

A grande diversidade de microrganismos ndo cultivaveis estimulou o desenvolvimento de
ferramentas que permitissem os estudos destes, porém sem cultiva-los. Metodologias moleculares
desenvolvidas nas Ultimas décadas foram otimizadas e adaptadas para superar as limitagdes
impostas pela abordagem classica de estudo de populagdes microbianas, evitando o isolamento e
cultivo dos microrganismos, e desencadearam uma série de estudos de ecologia microbiana que
mudaram drasticamente a perspectiva da diversidade microbiana.

Estes métodos envolvem a lise de células microbianas na matriz do solo, a extragdo dos
acidos nucléicos a partir desta matriz e a anélise de seqliéncias alvo nas amostras mistas de DNA
de organismos diversos (metagenoma), utilizando para isso sondas ou primers 0s. Esta estratégia
foi adotada como ferramenta padrdo para analisar a diversidade de muitos ambientes diferentes,
revelando a descoberta de novos grupos de organismos, nunca antes cultivados
(HUGENHOLTZ,1998). Entretanto, estas metodologias podem limitar o acesso ao potencial
metabolico destes novos organismos, uma vez que as etapas de isolamento e cultivo sdo
suprimidas dos estudos.

No presente trabalho as bactérias foram isoladas em meio onde a Unica fonte de carbono
foi 0 agrotoxico na concentracdo 10 vezes superior a recomendada em campo (3,6gL™). No
entanto, apds alguns repiques em meio LB sem a adi¢do do agrotdxico, as mesmas perderam a
capacidade de degradar este composto. Este resultado pode ter sido decorrente dos iniGmeros
repiques realizados nas bactérias, podendo ter ocorrido a perda de plasmideos, fato muito comum

entre as bactérias.
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Além disso, microrganismos vivem sobre influéncia mutua, participando de uma série de
simbioses, interacdes e dinamicas envolvendo diversos organismos no ambiente. Desta forma
quando as bactérias sdo isoladas rompe-se esse sistema, 0 que pode vir a prejudicar o
desenvolvimento das mesmas que poderiam estar sendo auxiliadas por esses outros

microrganismos a fim de degradar o agrotéxico.

6 CONCLUSAO

Obteve-se a partir de solos com historico de aplicagdo do fungicida, uma colecdo de
microrganismo, capazes de crescerem em meio sintético em diferentes concentragcBes do
fungicida Mancozeb. Essas condic¢Ges de crescimento caracterizam as bactérias como tolerantes a
este produto em concentragdes superiores a encontradas no campo. A colecdo de microrganismos
decorrentes da realizacdo dessa pesquisa poderd servir para estudos futuros envolvendo a

biodegradacao de xenobidticos
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