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RESUMO

Paclobutrazol (PBZ) é um regulador do crescimento vegetal que permanece ativo no
solo e pode afetar o crescimento e o desenvolvimento de plantios subseqiientes. O objetivo
deste trabalho foi investigar a biodegradacdo deste composto por bactérias nativas de solos de
duas regides do semi-arido nordestino, Mandacaru e Bebedouro, com plantios de manga, com
e sem histérico de aplicacdo de PBZ. As bactérias foram isoladas por enriquecimento e
caracterizadas parcialmente. Os experimentos de biodegradacdo foram realizados em frascos
utilizando-se culturas mistas de Pseudomonas spp., conforme o local de isolamento, em meio
mineral, contendo apenas PBZ ou acrescido de glicerol ou glicose, como fonte de carbono, ou
ainda adicionando-se duas linhagens bacterianas, uma de Streptomyces e outra Rhodococcus.
Os frascos foram incubados a 30 °C sob agitacio de 250 rpm, durante 30 dias, com a retirada
de amostras em intervalos pré-definidos. As quantificacbes do crescimento e da
biodegradagéo de paclobutrazol foram realizadas por espectroscopia a 420 nm e 221 nm,
respectivamente. Nos experimentos utilizando apenas PBZ, como fonte de carbono, houve um
significativo crescimento e a biodegradacdo alcancou seu valor maximo de 47 % em 20 dias
de cultivo, quando foi utilizada a cultura mista composta pelas Pseudomonas spp., isoladas da
regido de Mandacaru sem histdrico de aplicacdo de PBZ (MS). A esta cultura mista foram
adicionadas linhagens de Streptomyces e de Rhodococcus, e foi observada uma inibigdo do
crescimento e consequentemente da biodegradacdo. Nos experimentos utilizando PBZ e
glicose, como fontes de carbono, o crescimento da cultura mista MS foi consideravelmente
maior, ndo sendo, entretanto, verificado a biodegradacdo de PBZ. Por outro lado, quando
foram utilizados PBZ e glicerol, o crescimento da cultura mista MS foi menor, mas ainda
maior do que aquele obtido nos experimentos apenas com PBZ. A producdo de
biossurfactante nos experimentos utilizando PBZ e glicerol foi quantificada em 0,2 g/L,
enquanto no experimentos com apenas PBZ como fonte de carbono, ndo foi verificada

producéo.



ABSTRACT

Paclobutrazol (PBZ) is a regulator of vegetal growth that remains active in the soil
and can affect the growth and the development of subsequent cultures. The aim of this work
was to investigate the biodegradation of paclobutrazol by soil native bacteria of two locations
of the northeastern region of Brazil, Mandacaru and Bebedouro, with cultures of mango, with
and without previous PBZ utilization. The bacteria were isolated by enrichment and partially
characterized. Biodegradation experiments were carried out using mixed cultures of
Pseudomonas spp., according to the isolation location, in mineral broth with only PBZ or with
addition of glycerol or glucose as carbon sources. Experiments where also carried out with the
addition of Streptomyces and Rhodococcus strains. Shake flasks were incubated at 30 °C and
200 rpm, during 30 days, and samples were taken daily in predefined intervals. Quantification
of growth and biodegradation were made by spectrophotometry at 420 and 221 nm,
respectively. In experiments using PBZ as the sole carbon source, growth was significant and
biodegradation reached a maximum value of 47 % in 20 days when a mixed culture of
Pseudomonas (MS), isolated in the region of Mandacaru without previous PBZ application,
was used. When Streptomyces and Rhodococcus strains were added to mixed culture MS, no
growth was observed. In experiments using PBZ and glucose as carbon sources, growth of
mixed culture MS was considerably higher, not being, however, verified biodegradation of
PBZ. When PBZ and glycerol were used, growth of mixed culture MS was lower, but still
higher than in the experiments with PBZ as the sole carbon source. Production of
biosurfactant in experiments using PBZ and glycerol as carbon sources was quantified as 0,2
g/L, while in the experiments with PBZ as the sole carbon source production was not

verified.



1 - INTRODUCAO

A mangueira, Mangifera indica L., € uma planta da familia Anacardiaceae,
originaria da India, de distribuicéo tropical, capaz de se desenvolver com éxito em regides
subtropicais. A manga é uma das frutas mais procuradas no mundo, e esta demanda tem se
mostrado crescente. Os principais paises produtores dessa fruta sio india, China, Tailandia e
Meéxico, sendo o Brasil 0 nono na colocagdo desse ranking (MACIEL, 2005).

O Brasil é o maior produtor de manga da América do Sul, com uma producédo de
aproximadamente de 456 mil toneladas, correspondendo a 51 % do continente sul americano,
mas apenas 2 % do total mundial, cuja producdo é da ordem de 23.454.732 mil toneladas
anuais (REIS et al., 2000). Os produtores enfrentam grandes problemas com a cultura em
funcéo de baixos rendimentos alcancados devido a problemas no florescimento e frutificacdo
da planta, sendo que menos de 1% dos frutos chegam a fase de colheita (MENDONCA et al.,
2001). Outro problema do cultivo da mangueira é a irregularidade da producdo e para isso
faz-se o uso de reguladores de crescimento vegetal (SILVA et al., 2003a).

Os reguladores de crescimento vegetal sdo agroquimicos usados na agricultura e
horticultura para o controle vegetativo e aumento do rendimento reprodutivo de plantas. O
paclobutrazol, cujo modo de acdo é a inibicdo da sintese da giberelina, é um regulador do
crescimento utilizado na cultura da manga para o controle do crescimento vegetativo e
aumentando a capacidade reprodutiva da planta (JACOBS & BERG, 2000). Entretanto, este
composto permanece ativo no solo por varios anos e pode afetar severamente o crescimento e
o0 desenvolvimento de plantios subseqiientes, principalmente pela reducdo do vigor vegetativo

do solo (SILVA et al., 2003a). Por ser o paclobutrazol um derivado dos triazois, também



possui efeitos na microbiota do filoplano da mangueira, alterando o seu equilibrio,
principalmente pela sua atividade fungicida (JACOBS & BERG, 2000).

A necessidade de reduzir o impacto ambiental de agroquimicos tem despertado o
interesse para a biodegradacéo de tais compostos, uma vez que a agdo dos microrganismos do
solo contribui para a dissipacdo dessas molécula do ambiente (ARAUJO, 2002). Os
microrganismos exibem estratégias para a assimilagdo ou metabolismo do substrato, que séo o
catabolismo e o cometabolismo. No catabolismo, o substrato absorvido é quebrado em
moléculas menores para gerar energia e biomassa. Por outro lado, no cometabolismo, 0s
microrganismos transformam os compostos quimicos em produtos sem producdo de energia
para o seu crescimento (SILVA & FAY, 1997).

As bactérias se destacam por apresentarem uma ampla diversidade metabdlica como,
por exemplo, o género de bactéria Pseudomonas, capaz de metabolizar mais de 90 diferentes
compostos organicos como unica fonte de carbono e energia (BAKER & HERSON, 1994b).
Jackson et al. (1996) isolaram nove bactérias capazes de degradar paclobutrazol, sendo oito
do género Pseudomonas e uma do género Alcaligenes. Estes autores encontraram que um dos
isolados de Pseudomonas foi capaz de degradar o anel cloro fenil, mas néo o anel 1,2,4 triazol
do paclobutrazol.

Diante do que foi exposto, o objetivo geral deste trabalho foi investigar a degradacéo
de paclobutrazol por bactérias da microbiota nativa de solos provenientes de regides com
plantios de manga do semi-arido nordestino. Dentro desse objetivo principal, 0s objetivos
especificos foram:

v'Isolar microrganismos de solos com e sem historico de aplicacdo de paclobutrazol;

v’ Selecionar bactérias do género Pseudomonas degradadoras de paclobutrazol;
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Investigar as cinéticas de crescimento das culturas mistas de Pseudomonas em
meio mineral, contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono;

Investigar a cinética de biodegradacdo de paclobutrazol pelas culturas mistas de
Pseudomonas em meio mineral, contendo paclobutrazol como Unica fonte de
carbono;

Verificar a interferéncia de outros géneros bacterianos, Streptomyces e
Rhodococcus no crescimento das culturas mistas de Pseudomonas e na
biodegradagéo de paclobutrazol;

Verificar a interferéncia de fontes adicionais de carbono, glucose ou glicerol, no
crescimento das culturas mistas de Pseudomonas e na biodegradacdo de
paclobutrazol;

Averiguar a toxicidade das amostras, durante os ensaios, contra as bactérias

utilizadas.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Compostos xenobidticos e impacto ambiental

Os xenobidticos sdo compostos organicos produzidos via sintese quimica, e que
nunca estiveram presentes na natureza. S&o compostos quimicos poluentes da biosfera, pois
tém estruturas moleculares e sequéncias de ligagdes que ndo sdo reconhecidas pelas enzimas
degradativas existentes na natureza e, portanto, resistem a biodegradacdo, ou ndo sao
completamente metabolizados, resultando num acimulo no ambiente (SILVA & FAY, 1997).
A ameaca destes poluentes ambientais ndo é um problema recente, sendo causada nos dias de
hoje, principalmente, pela acdo de despejos industriais e uso de agroquimicos em lavouras
(BAKER & HERSON, 1994a). No caso dos agroquimicos, o impacto causado por esses
compostos gera um conflito entre a necessidade de manter um nivel de atividade de um
xenobiotico no ambiente e o desejo de degradar esse composto quimico para moléculas menos
toxicas e menos prejudiciais ao ambiente.

Existem vaérias razbes que tornam um composto xenobidtico recalcitrante a
biodegradagdo, como: substituicbes incomuns com cloro ou outro halogénio, ligacoes
incomuns ou seqliéncias de ligacdes, em atomos de carbono tercirios e quaternarios, anéis
aromaticos altamente condensados e moléculas de altissimo peso molecular. Outras razGes
mais sutis podem ser: incapacidade do composto induzir a sintese de enzimas degradadoras,
impossibilidade do composto penetrar nas células microbianas por falta de permeases
adequadas, indisponibilidade do composto, devido a insolubilidade ou adsorcéo, e toxicidade

excessiva do composto parental ou de seus produtos metabolicos (SILVA & FAY, 1997).
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Os xenobioticos podem estar presentes de formas distintas nos solos, dissolvidos na
agua do solo, vaporizados no ar do solo, adsorvidos ou oclusos nas particulas minerais e
organicas, fatores estes que também podem dificultar o processo de biodegradacao
(MONTEIRO, 1997). O grau de associacdo de poluentes organicos e inorganicos no solo é
governado por interacGes fisico-quimicas complexas. Essas interacdes envolvem sorcdo nos
constituintes do solo, comportamento dentro da matriz do solo (microporos) e formacdo de
fase liquida ndo-aquosa. A fase liquida ndo-aquosa representa as substancias organicas que
sdo relativamente insolUveis na &gua e que se tornam poluentes em longo prazo (CHRISTOFI
& IVSHINA, 2002).

O solo é um sistema vivo e heterogéneo composto de muitas associacoes
microbianas. Estas associacfes sdo sensiveis a modificacBes fisicas e quimicas, tais como:
alteragdo no modo de cultivo e adi¢do de substancias biologicamente ativas que podem afetar
o equilibrio microbiano (ARAUJO, 2002).

Estudos sobre os efeitos dos xenobidticos sobre o solo e sobre 0s organismos do solo
sdo realizados, em sua maioria, a curto-prazo, apos a aplicacdo de uma Unica dose do
composto. No entanto, no campo, um ou mais agroquimicos podem ser aplicados
repetidamente no mesmo solo por muitos anos, o que pode levar a um aumento na
concentracdo de residuos destes xenobidticos ou de seus metabdlitos. Desta forma, a
possibilidade de efeitos danosos sobre a biomassa microbiana pode ser muito maior, podendo
levar a um decréscimo nas populagdes microbianas, afetando desta forma a biodiversidade.
Estes efeitos estdo associados a sucessdo ecoldgica de bactérias e fungos e a cadeia alimentar
associada a estes organismos (SILVA et al.,, 2003b). A extensdo e a duracdo destas

modificacOes dependera da intensidade e do tempo de exposi¢do ao composto.
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Devido ao aumento da populacdo e a crise de alimentos no mundo, 0 uso de
agroquimicos tornou-se comum para 0 aumento da producdo agricola. Em funcdo do uso
intensivo de produtos quimicos na agricultura moderna e da formacao de grandes quantidades
de residuos, nos ultimos anos tem havido uma maior preocupacdo em se conhecer 0
comportamento e destino desses compostos nos diversos ecossistemas (JAVOREKOVA,
2001).

Os xenobioticos sdo produtos utilizados na agricultura com finalidade de controle
fitossanitario, aumento da produtividade e garantia da producdo de alimentos para a
humanidade que se encontra em continuo crescimento. Muitos desses produtos tém seu efeito
nocivo ao meio ambiente, devendo ser recomendado de maneira criteriosa a fim de reduzir o
risco de impacto ambiental (ARAUJO, 2002).

Existe um consenso de que o impacto ambiental de um xenobidtico depende de
alguns critérios (SILVA et al., 2003b), entre eles destacam-se: quantidade do ingrediente
ativo aplicado e local de aplicacédo; particdo e concentragdo nos compartimentos ar, solo,

aguas superficiais e subterraneas; taxa de degradacdo e toxicidade em cada compartimento.

2.2 — Persisténcia e biodegradacdo de xenobioticos

Xenobidticos podem ser classificados como persistentes caso sua degradacao, pelos
microrganismos nativos do solo, demore mais do que a degradacdo da maioria das substancias
naturais (SILVA et al., 2003b).

A biorremediacdo vem sendo desenvolvida com o objetivo de explorar a diversidade
genética e a versatilidade metabdlica microbiana para a transformacdo de contaminantes em

produtos menos toxicos que possam ser integrados nos ciclos biogeoquimicos naturais. Sao
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cada vez mais frequentes os estudos baseados na adicdo de microrganismos para degradar
compostos quimicos, bem como a degradacdo total ou parcial de pesticidas por populacdes
microbianas naturais presentes em solos (UETA, 2002).

A degradacdo microbiana € considerada o mais importante processo que determina a
persisténcia de pesticidas no solo. Os microrganismos, devido a sua capacidade degradadora,
participam de forma significativa na eliminagdo ou reducdo acentuada dos niveis desses
compostos empregados na agricultura (ARAUJO et al., 2003).

O metabolismo pode resultar na completa mineralizagdo das moléculas organicas,
isto €, sua conversdo para CO,, 4gua, ions inorganicos e energia, que € utilizada na biossintese
dos constituintes celulares. Em contrapartida, muitos microrganismos sdo capazes de
transformar parcialmente os compostos quimicos em produtos sem producdo de energia para
0 seu crescimento; este processo é denominado de cometabolismo e é um fendmeno celular
tipico. Pesquisas sobre estas transformacBes cometabdlicas microbianas revelam que estes
processos sao normalmente atribuidos a atividade de enzimas néo especificas do metabolismo
periféerico celular, capazes de modificar outras substancias que ndo sdo seus substratos
naturais (SILVA et al., 2003b).

O isolamento e selecdo de linhagens microbianas capazes de degradar xenobi6ticos
em geral, a partir de solos, tém sido realizados na busca de microrganismos adaptados ao
ambiente onde vai ser empregado e com potencial poder de degradacdo da substancia de
interesse. Uma vez que microrganismos presentes nos solos séo capazes de degradar e
mineralizar xenobioticos, pode-se desenvolver a biorremediacdo de sitios contaminados
empregando-se microrganismos selecionados (UETA, 2002).

Culturas de enriquecimento sdo fregiientemente usadas como uma primeira etapa na

obtencdo de culturas puras de organismos envolvidos nos ciclos biogeoquimicos de
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degradacdo de contaminantes ambientais. Por exemplo, alguns meios de enriquecimento,
promovem somente um Unico composto organico halogenado como Unica fonte de energia,
enriquecendo 0 meio para organismos degradadores especificos (CALDWELL et al., 1997).

Uma outra alternativa para resolver o problema da permanéncia de poluentes no solo
é a utilizacdo de surfactantes para aumentar a dessorcéo e a disponibilidade destes compostos,
0 que muitas vezes leva a sua degradacao ou remocao do ambiente. Entretanto, os surfactantes
sintéticos podem diminuir a biodegradacdo devido ao seu efeito toxico. Dessa forma, o uso de
biossurfactantes no controle da biodisponibilidade de poluentes presentes no solo e em outros
ambientes é uma opc¢do atrativa devido a sua biodegradabilidade e baixa toxicidade
(CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

Os surfactantes sdo agentes ativos de superficie com propriedades que variam
largamente, incluindo reducdo de tensbes superficial e interfacial dos liquidos. A tensdo
superficial esta definida como a entalpia de superficie livre por unidade de &rea. Os
surfactantes sintéticos e naturais sdo capazes de reduzir a tensdo superficial da &dgua de 72
mN.m™ até ao redor de 27 mN.m™ (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

Os biossurfactantes sdo compostos de origem bioldgica, que possuem regides,
hidrofilicas e hidrofébicas, caracteristicas de moléculas anfifilicas, e por esta propriedade,
reduzem a tenséo superficial formando agregados chamado micelas (KOSARIC, 2001). Sao
moléculas produzidas por bactérias, fungos filamentosos ou leveduras, que apresentam
propriedades bioldgicas aplicaveis a vérias industrias, tais como: as industrias farmacéutica,
de cosméticos, de petroleo e de alimentos. Estes compostos, nos Gltimos anos, tém recebido
atencdo especial devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade e, conseqlientemente,
aceitabilidade ecoldgica. Os biossurfactantes sdo classificados em glicopeptideos,

lipopeptideos e lipoproteinas, biossurfactantes poliméricos, fosfolipidios e &cidos graxos.
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Dentre os glicolipideos, os mais estudados sdo os raminolipideos, produzidos por
Pseudomonas aeruginosa (DESAI & BANAT, 1997).

Dentre 0s microrganismos produtores de biossurfactantes, destacam-se:
Pseudomonas aeruginosa (biossurfactantes mono e di-raminolipideo), Corynebacterium,
Nocardia e Rhodococcus spp. (fosfolipideos, trealose, glicolipideos, etc.), Bacillus subtilis
(lipopeptideo surfactina), Bacillus licheniformis (lipopeptideo similar a surfactina),
Arthrobacter paraffineus (trealose) e outros (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

O uso de biossurfactantes tem ajudado na biodegradacdo de diversos compostos.
Estes podem ser usados diretamente para emulsificar e aumentar a solubilidade de
contaminantes hidrofébicos no solo. Alternativamente, podem ser utilizados microrganismos
produtores ou a adicdo de fatores de crescimento de microrganismos selvagens capazes de
produzir estes compostos (BANAT et al., 2000).

Alguns estudos confirmam o aumento da biodisponibilidade de compostos
aromaticos pouco sollveis, como os aromaticos policiclicos (HPA) pelo uso de
biossurfactantes. O tratamento de amostras contaminadas por naftaleno com biossurfactantes
resultou no aumento das taxas de mineralizagdo e solubilizagdo (ZHANG et al., 1997;
CALVO et al., 2004).

O uso de biossurfactantes na biodegradacdo de pesticidas também vem sendo objeto
de investigacdo. O uso de surfactante, produzido por Pseudomonas, na degradacdo de
hexaclorociclohexano foi relatado. Outros organoclorados, como DDT e ciclodienos, também
foram emulsificados, porém em menor grau (NITSCHKE & PASTORE, 2002).

Embora o potencial de producdo dos biossurfactantes seja determinado pela genética
do microrganismo, outros fatores, como as condi¢fes ambientais e a natureza do substrato,

também influenciam no nivel de expressdo (RAHMAN et al., 2002). Este Gltimo inclui a
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qualidade e a quantidade dos constituintes de carbono e nitrogénio na cultura e/ou no
ambiente fisico natural de sistemas do solo (DESAI & BANAT 1997). Pseudomonas
aeruginosa pode utilizar substratos, como: alcanos, piruvato, glicerol, succinato, frutose, 6leo
de oliva, glicose e manitol para produzir raminolipideos (MULLIGAN et al., 2001). Quanto
a0 nitrogénio, o tipo presente (NH4;*, NOs’, uréia ou aminoacidos) também influencia na
producédo de biossurfactantes. ObservagOes, a respeito do efeito da limitacdo de nitrogénio
mostram que estimula a producdo por alguns microrganismos. Isto tem implicacdes para a
biorremediagdo, pois os sistemas sdo suplementados freqlientemente com os nitratos e 0s

fosfatos para suprir a limitagdo de N e P (CHRISTOFI & IVSHINA, 2002).

2.3 — Fatores que afetam a biodegradacao

Diversos fatores fisicos podem influenciar na biodegradacdo de xenobidticos, tais
como a densidade do in6culo, a biodisponibilidade do poluente e as condi¢des do solo
(umidade, temperatura, pH e matéria organica) (KARPOUZAS & WALKER, 2000; SINGH
et al., 2003). Em trabalho com a degradacdo de etoprofos, um nematicida, Karpouzas &
Walker (2000) verificaram que uma espécie de Pseudomonas putida degradou o composto
mais efetivamente em solos com potenciais de dgua de -33 e -10 kPa, com temperaturas de 20
°C e 35°C, com pH 6,8 ou 8,3, e com matéria organica entre 0,3 e 8,5 %.

Além de fatores fisicos, também existem os fatores bioldégicos como competicdo
com 0S microrganismos nativos por substratos, antagonismo e predacdo (KARPOUZAS &
WALKER, 2000).

A biodegradacdo de compostos complexos requer freqlientemente a cooperacdo de

mais de uma espécie microbiana. Culturas puras podem metabolizar somente uma faixa
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limitada de substratos, assim, a formacdo de populacdes mistas com ampla capacidade
enzimatica é necessaria (ALEXANDER, 1997).

Os membros de uma comunidade microbiana tém papéis significantes e podem
depender da presenca de outras espécies para sobreviver quando a fonte de energia é limitada
e confinada a carbonos complexos. As vantagens de uma cultura mista podem ser atribuidas a
efeitos de sinergismo entre os membros da associacdo. O mecanismo € complexo, sendo
possivel que uma espécie remova 0s metabdlitos toxicos de outras espécies precedentes. Isto
também possibilita a degradacdo de compostos que a primeira degradou apenas parcialmente,
por uma segunda espécie (GHAZALI et al., 2004). Porém, se os organismos envolvidos na
cultura mista ndo fazem parte de uma mesma associagdo adaptativa, a cultura pode néo ser
estavel, havendo assim a predominancia de um ou mais organismos (CALDWELL et al.,
1997).

Duetz et al. (1994), em trabalhos sobre a biodegradacao de tolueno, mostraram que a
competicdo de diferentes espécies de bactérias pelo mesmo substrato resultou na
predominancia de apenas uma espécie e que isto pode estar relacionado com o0s primeiros
passos na biodegradacéo do composto utilizado.

Parametros cinéticos, como taxa de crescimento, sdo fatores relatados como
importantes para a competicdo. Esse fator foi ilustrado recentemente em trabalho sobre a
degradacao de acido 2,4-diclorofenoacético. Entretanto, outros fatores, tais como o periodo de
inducdo, adaptacdo ao ambiente e influéncia de fatores do crescimento, podem também
contribuir na competicdo (KA et al., 1994)

As fontes de carbono presentes também podem influenciar na biodegradacdo. A
presenca de fontes adicionais pode aumentar ou diminuir a biodegradacdo de xenobidticos

(SINGH et al., 2003; SCHMIDT et al., 1987).
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Ha diversos exemplos em que 0s contaminantes organicos podem ndo estar em
quantidades suficientes, ou disponiveis para a biodegradacdo pelos microrganismos presentes.
Se a concentracdo do composto estiver abaixo de um determinado nivel inicial, necessario
para fornecer as exigéncias de fontes de carbono e energia aos microrganismos, a degradacéo
pode ndo ocorrer. Alternativamente, se a concentragdo do composto exceder um determinado
nivel, problemas de toxicidade podem ocorrer. Finalmente, pode ndo ser possivel a
degradacdo direta do composto, portanto a degradacdo através de um processo cometabdlico
pode ser necessaria. Geralmente, a utilizacdo simultdnea de diferentes fontes de carbono
favorece o crescimento microbiano numa situagéo de limitagdo de carbono (BAKER, 1994).

Por outro lado, a presenga de um repressor catabélico, ou seja, a presenca de uma
fonte de carbono que reprime a expressdo de certos genes e operons que sao responsaveis pela
utilizacdo de fontes alternativas de carbono, pode resultar numa baixa ou nenhuma taxa de
biodegradagéo, havendo apenas o consumo da fonte de carbono preferencial (BRUCKNER &
TITGEMEYER, 2002).

LaPat-Polasko et al. (1984) encontraram que a degradacédo de cloreto de metileno
por uma linhagem de Pseudomonas sp. foi mais rapida quando acetato estava presente do que
quando foi utilizado apenas cloreto de metileno como Unica fonte de carbono. Schmidt et al.
(1987) verificaram que a presenca de glicose como substrato secundario aumentou a taxa de
degradacéo de p-nitrofenol por Pseudomonas. Em adicéo, eles verificaram que nem todos os
substratos adicionados estimularam a degradacéo de p-nitrofenol, como a adicédo de fenol que
inibiu a degradacéo.

Em trabalhos recentes, Lee et al. (2003) observarm que o piruvato pode ser usado
como fonte adicional de carbono para estimular o crescimento e a degradacdo de

hidrocarbonetos polinucleares aromaticos (HPAS) por Pseudomonas putida G7. Figueiredo et
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al. (2004) e Gondim et al. (2004) verificaram que Pseudomonas aeruginosa BB2-572, uma
bactéria isolada de poco de petréleo, aumentou significativamente a degradacdo de
paclobutrazol quando, além deste composto, os meios continham glicerol como fonte de

carbono adicional.
2.4 — Paclobutrazol

Paclobutrazol (PBZ), [2RS, 3RS]-1-[4-clorofenil]-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
il)pentan-3-ol] (Figura 2.1), é um composto regulador de crescimento vegetal utilizado em
sistemas agricolas com o propdsito de controlar o crescimento vegetativo, aumentando a

capacidade reprodutiva da planta.
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Figura 2.1 — Formula estrutural da molécula de Paclobutrazol

Muitos estudos sdo desenvolvidos utilizando PBZ numa ampla diversidade de
culturas vegetais, tendo destaque a cultura de mangas na india (SHARMA & AWASTHI,
2005; SINGH & BHATTACHERJEE, 2005). No Brasil, principalmente nos estados do
nordeste, muitos estudos também estdo sendo realizados em cultivares de manga, em
Mossor6-RN (MENDONCGCA et al., 2001), na Bahia (MOUCO & ALBUQUERQUE, 2005) e

em Petrolina (FONSECA et al., 2005). Na regido Sudeste, em Jaboticabal-SP (SANTOS et
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al., 2004) e Vicosa-MG (SIQUEIRA et al., 2004), foram realizados estudos com Citrus e em
Palma-MG com morangueiro (DUARTE FILHO et al., 2004).

O primeiro efeito do PBZ é a paralisagdo do crescimento da planta, que afeta os
fluxos vegetativos novos, reduzindo a extensdo dos ramos. Esse efeito inibidor do PBZ sobre
0 crescimento varia em funcdo da cultivar. Outro efeito do uso do PBZ € a antecipacdo do
florescimento que, em alguns casos, quanto maior a dose usada, maior é a precocidade do
florescimento comparada com plantas que ndo receberam o produto (FONSECA et al., 2005).

O paclobutrazol pode ser aplicado nas folhas ou diretamente no solo. E absorvido
passivamente pelas raizes, caule e folhas e tem movimento acropétalo dentro da planta,
movendo-se pelo xilema para folhas e brotos (SILVA et al., 2003a).

O composto ativo alcanga os meristemas subapicais da planta inibindo a oxidacéo do
kaureno para &cido kaurendico, o qual é precursor do &cido giberélico. O resultado é a
reducdo da divisdo celular sem ocasionar citotoxicidade e a conseqiiéncia morfolégica direta é
a reducdo do vigor vegetativo (SILVA et al., 2003c).

Estudos tém demonstrado que este composto permanece ativo no solo por muito
tempo e que sua meia-vida varia com o tipo de solo e as condigbes climaticas. Na india,
Sharma & Awasthi (2005) verificaram que mangueiras tratadas com paclobutrazol por trés
anos consecutivos, nas concentracdes de 5 a 10 g de ingrediente ativo por arvore, nao
apresentaram residuos de PBZ nos frutos maduros, porém foi verificado um aumento
progressivo das concentragdes de PBZ no solo, indicando carater cumulativo. O mesmo
acumulo no solo foi observado por Singh & Bhattachejee (2005).

A meia-vida do paclobutrazol na agua é de 24 dias, enquanto que no solo nédo foi
detectada dissipacdo até a amostragem aos 168 dias ap6s a aplicacdo do produto. Corpos de

agua superficial nas regides préximas as culturas frutiferas sdo, portanto, suscetiveis a
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contaminacdo pelo paclobutrazol com o risco de promover efeitos adversos em organismos
que habitam estes ambientes (JONSSON et al., 2002). A persisténcia também pode
influenciar na atividade microbiana do solo. Silva et al. (2003c), em contagem de
microrganismos de amostra de solo onde PBZ era aplicado freqlientemente, mostrou uma
reducdo de 58 % do total de microrganismos no solo.

O paclobutrazol também apresenta propriedades fungicidas. Jacobs & Berg (2000)
verificaram o efeito inibidor deste composto sobre diversos fungos patogénicos da madeira,
como: Armillaria, Botryosphaeria, Ceratocystis, Fusarium, Ophiostoma, Sirococcus,
Sphaeropsis e Verticilium. Burpee (1998) estudou sua atividade contra o fungo Rhizoctonia
solani. Também foi descrito como sendo inibidor do crescimento fungico por Jackson et al.

(1996), uma vez que é estruturalmente similar aos fungicidas do grupo triazol.

2.5 — Possiveis vias de degradacéo de paclobutrazol

N&o se conhece muito a respeito do composto paclobutrazol e, portanto, as vias de
metabolizacdo deste composto ainda sdo desconhecidas. No entanto, baseado na degradacao
de compostos conhecidos, pertencentes aos mesmos grupos funcionais contidos na molécula
de paclobutrazol (cloro-benzeno e triazol), pode-se presumir que a via de degradacdo utilizada
seja semelhante.

A Figura 2.2 apresenta a via utilizada por Pseudomonas spp. P51, JS150, RHO1,
JS6 para degradacdo do cloro-benzeno a 3-oxoadipato e este ultimo € um intermediario no
metabolismo da fenilalanina, aminoacido formado a partir da via glicolitica (MCLEISH &

ESSENBERG, 2004).
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As Figuras 2.3 e 2.4 apresentam trés vias diferentes, utilizadas por diferentes
microrganismos para a degradacdo da atrazina a &cido ciandrico. Na Figura 2.3, 0s
microrganismos Pseudomonas sp. ADP, Ralstonia sp. M91-3, Clavibacter sp., Agrobacterium
sp. J14a e Alcaligenes sp. SG1 degradam o composto triazol a acido ciandrico, que entra no
ciclo do &cido cianurico onde se vai obter CO,, H,O e NH3 como produtos finais (STEPHENS
& KOTHARU, 2002a). Na Figura 2.4, é mostrada uma via metabdlica utilizada por
Rhodococcus spp. N186/21, Pseudomonas spp. 192, 194 e Streptomyces sp. PS1/5 e Nocardia
sp. também utilizada para a degradacdo da atrazina, essa via pode seguir duas rotas
metabdlicas diferentes. Uma dessas rotas, leva a producdo de &cido cianurico, por enzimas
diferentes da via mostrada na Figura 2.3, porém esta também entra na via do acido ciandrico
como no processo anterior. O outro caminho leva a formagdo de 2-Cloro-4hidroxi-6-amino-
1,3,5-triazina, como produto final (STEPHENS & KOTHARU, 2002b).

Smith et al. (2005) verificaram experimentalmente que a degradacdo de atrazina por
Nocardia sp. e Rhizobium sp. seguiu a via de degradacdo mostrada na Figura 2.3, levando a
formagéo de &cido ciandrico.

As vias de degradacdo dos dois grupos funcionais mais complexos que formam
paclobutrazol mostram que o género Pseudomonas participa ativamente de vérias etapas,
despertando interesses na investigacdo sobre a degradacdo de paclobutrazol utilizando-se este

género.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1 — Material

3.1.1-Solo

Os solos utilizados no isolamento de bactérias degradadoras de paclobutrazol (PBZ)
foram provenientes de duas regides do semi-arido nordestino, Mandacaru e Bebedouro que
possuem culturas de manga. Foram utilizadas quatro amostras de solo: (1) Mandacaru sem
historico de aplicacdo de paclobutrazol - MS; (2) Mandacaru com histérico — MC; (3)
Bebedouro sem histérico - BS e (4) Bebedouro com histérico — BC (Tabela 3.1). As coletas
foram realizadas na regido da rizosfera de mangueiras, numa profundidade de 0-20 cm.

DescricOes sobre a composicao desses dois solos sdo apresentadas na Tabela 3.2.

Tabela 3.1 — Amostras de solo utilizadas no isolamento de bactérias
degradadoras de paclobutrazol

Amostra Solo Local de isolamento
1 MS Mandacaru sem historico de PBZ
2 MC Mandacaru com historico de PBZ
3 BS Bebedouro sem historico de PBZ
4 BC Bebedouro com historico de PBZ

28



Tabela 3.2 — Caracteristicas dos solos utilizados no isolamento de bactérias
degradadoras de paclobutrazol

Parametro Bebedouro Mandacaru
pH (1:2, 5) 6,1 75
Ca®* (cmol/dm®) 1,2 31,8
Mg** (cmol/dm?®) 0,8 2,1
Na* (cmol/dm?) 0,01 0,10
K* (cmol/dm?) 0,2 0,26
(H) + AI** (cmol/dm?) 1,32 0,00
AP (cmol/dm®) 0,1 0,00
C (g/Kg) 5,2 3,2
P (mg/L) 2,3 7.1
Argila (*) 10 49
Silte (*) 6 -
Areia (*) 64 25
Um, 0,3 atm (*) 6,13 26
M.O. (*) 0,8 1,0

3.1.2 — Paclobutrazol

Paclobutrazol ou, [2RS, 3RS]-1-[4-Clorofenil]-4,4-dimetil-2-(1H-1,2,4-Triazol-1-il)
pentan-3-ol, foi proveniente do Cultar 250 SC (Zeneca Brasil LTDA), produto comercial
utilizado na agricultura, que apresenta uma concentracdo de 250 g/L de paclobutrazol e 750
g/L de ingredientes inertes.

Uma série de propriedades fisico-quimicas sdo conhecidas a respeito do composto

paclobutrazol, algumas sdo apresentados na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 — Propriedades fisico-quimicas do paclobutrazol (SILVA et al., 2003a)

Nome IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry)

[2RS, 3RS]-1-[4-chlorophenyl]-
4,4-dimethyl-2-(1H- 1,2,4-triazol-
1-yl)pentan-3-ol

Grupo quimico

Peso molecular

Formula molecular

Forma

Ponto de ebulicdo

Pressao de vapor (20 °C)

Solubilidade

Destino no ambiente

DTs no solo

DTso em solo franco-argiloso (pH 8,8; 14% M.O.)
DTso em solo franco-arenoso (pH 6,8; 4% M.O.)
Resistencia a hidrolise

Degradacéo pela luz U.V. (pH 7, 10 dias)

Azol

293,8

C15H20CIN3O

Salidos cristalinos brancos
165-166 °C

0,001 mPa

26 mg.L™ em 4gua (20 °C)
Solo e 4gua

0,5-1,0 ano

< 42 dias

> 140 dias

pH 4-9

pH 7, 10 dias

3.1.3 — Meios de cultura

Meio para o isolamento de microrganismos e ensaio de hiodegradacio

O meio de cultura utilizado durante o isolamento de microrganismos degradadores
de paclobutrazol e para o ensaio de biodegradacédo foi o0 meio mineral descrito por Ridgway et

al. (1990), com diferentes fontes de carbono (PBZ, glicose e/ou glicerol) (Tabela 3.4).
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As concentracOes de PBZ utilizadas foram correspondentes ao intervalo de aolicacéo

do produto no solo que é de 0,25a 1,5 g/L

Tabela 3.4 — Meio para o isolamento e ensaio de biodegradacéo

Componente Concentracéo
KH,;PO4 1,36 g/L
K,HPO, 1,42 g/L
MgS0,.7H,0 0,05 g/L
FeS0O,.7H,0 3 mg/L
CuS04.5H,0 0,039 mg/L
ZnCl, 0,021 mg/L
CaCl, 0,01 g/L
MnSQO,.H,0 1,54 mg/L
CoCl,.6H,0 0,041 mg/L
Na;Mo00,.2H,0 0,025 mg/L
(NH4)2S0, 1g/L
Paclobutrazol (PBZ) 0,25 g/L no isolamento

1g/L no ensaio de biodegradacao
Glicose 10 g/L
Glicerol 59/L
pH=7,0+0,2

Meio para a manutencdo das culturas puras isoladas

O meio Agar Triptona Soja (TSA) fabricado pela MERK, descrito na Tabela 3.5, foi

utilizado na preservacao, manutencao e reativacdo dos microrganismos isolados.
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Tabela 3.5 — Composicdo do meio Agar Triptona Soja (TSA)

Componente Concentracéao (g/L)
Peptona de caseina 15,0
Peptona de farinha de soja 5,0

Cloreto de Sodio 50

Agar 15,0
pH7,2+0,2

Meio para a preparacdo dos inéculos

O caldo Nutriente (MERK) (Tabela 3.6) foi utilizado para a determinacao do
crescimento exponencial do microrganismo e preparacdo do indculo (Tabela 3.6). No caso

dos actinomicetos o meio utilizado foi o caldo ISP-1 (Tabela 3.7)

Tabela 3.6 — Composicao do caldo Nutriente

Componente Concentracéo (g/L)
Extrato de carne 1,0
Extrato de levedura 2,0
Peptona 50

NaCl 5,0

pH 7,4 40,2

Tabela 3.7- Composicao do caldo ISP-I

Componente Concentracéo (g/L)
Triptona 5,0

Extrato de levedura 3,0
pH=7,020,2
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Meios para a selecdo de Pseudomonas

Foram utilizados meios diferentes para a selecdo de bactérias do género
Pseudomonas. O meio Agar D4 (Tabela 3.8) foi descrito por Kado & Heskett (1970) como
sendo seletivo para o género em questdo. Além desse, foram utilizados os meios Agar

Cetrimida (MERK) (Tabela 3.9) e meio de King et al. (1954) (Tabela 3.10).

Tabela 3.8— Composicdo do meio Agar D4

Componente Concentragéo (g/L)
Sacarose 10,0
Caseina hidrolisada 1,0

NH.CI 5,0
Na;HPO, 2,3

SDS 0,6

Agar 15

Glicerol 12,6
pH=6,8+0,2

Tabela 3.9 — Composicdo do meio Agar Cetrimida

Componente Concentracéo (g/L)
Gelatina Peptona 20,0

Sulfato de Potéssio 10,0
Cloreto de Magnésio 1,4
Cetrimida 0,3

Agar 13,6
Glicerol 12,6
pH=7,2+0,2
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Tabela 3.10 — Composicdo do meio King (KING et al., 1954)

Componente Concentracéo (g/L)
Proteose Peptona 20,0
Glicerol 10,0
K2HPO4 15
MgS0O,.7H,0 1,5

Agar 15,0
pPH=7,2+0.2

Meio para a ativacdo e a manutencdo de actinomicetos

Para a ativacdo e manutencdo das bactérias do género Streptomyces e Rhodococcus,

foi utilizado o meios ISP-11, descrito na Tabela 3.11.

Tabela 3.11 — Composi¢do do meio ISP-II

Componentes Concentracéo (g/L)
Extrato de levedura 4,0

Extrato de malte 10,0

Amido 10,0
Dextrose 4,0

Agar 15,0
pH=7,0+0,2

34



3.1.4 — Microrganismos

Além das bactérias isoladas no presente trabalho (item 3.2.1), foram utilizados nos
ensaios de biodegradacdo, o0s microrganismos Streptomyces sp. 11470 e Rhodococcus
rhodochrous 3317, cedidos pela colecdo do Departamento de Antibidticos da Universidade

Federal de Pernambuco.

3.2 — Procedimento experimental

3.2.1- Isolamento de bactérias resistentes a paclobutrazol

O isolamento de microrganismos resistentes a paclobutrazol foi realizado por
enriquecimento, conforme a Figura 3.1. Aproximadamente 10 g de cada solo foram
adicionadas a frascos contendo 100 mL do meio mineral enriquecido com PBZ na
concentracéo de 0,25 g/L (Tabela 3.4). Os frascos foram incubados a 30 °C sob agitaco de
250 rpm, durante 20 dias. Em periodos de 13 e 20 dias, foram realizadas repicagens em dois
meios diferentes: (1) em meio mineral sélido (Tabela 3.4) com a adicéo de agar bacteriolégico
(15 g/L), e (2) em meio mineral sélido como o anterior, porém substituindo PBZ por glicose;
todos incubados a 30 °C por 24-72 horas, para a obtencao de colonias isoladas, as quais foram
repicadas em placas com meio TSA (Tabela 3.5) para a obtencédo de culturas puras, através do
esgotamento por estrias. As culturas puras isoladas foram mantidas em tubos inclinados

contendo meio TSA para estudos posteriores.
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13-20 dias 48-72h 24h
250 rpm, 30 °C - 30 °C 7= 30:°¢

—_— —_—» —_— —_— E
T 10g I 100me
Amostras Meio Mineral Meio Mineral com Agar Meio TSA Meio TSA
;S (fonte de carbono: (fonte de carbono: 302
PBZ =0,25gL) PBZ ou glucose)

(Ridgw ay ez al., 1990)

Figura 3.1 — Esquema para o isolamento de bactérias resistentes a paclobutrazol

3.2.2 — Caracterizacdo parcial das bactérias resistentes a paclobutrazol

Cada uma das culturas isoladas foi caracterizada pela técnica de coloracdo
diferencial de Gram (SOARES et al., 1991).

Foram preparados esfregacos das culturas jovens das bactérias isoladas. As laminas
foram coradas como se segue: cristal violeta (2%) por 1 minuto, lavagem com agua corrente,
lugol por 1 minuto, lavagem com 4alcool, lavagem com &gua e safranina (0,25%) por 30
segundos.

O cristal violeta e o lugol penetram tanto nas bactérias Gram-positivas quanto nas
Gram-negativas, formando um complexo de cor roxa. O tratamento com alcool é a etapa
diferencial. Nas Gram-negativas, devido a remocdo dos lipideos presentes na membrana
externa da parede celular, o complexo corado é extraido pelo alcool deixando as células

descoradas. Nas bactérias Gram-positivas, entretando, o alcool ndo retira 0 complexo corado
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devido a auséncia de mebrana externa na parede celular destas bactérias. O tratamento com
safranina ndo altera a cor roxa adquirida pelas Gram-positivas por ser este ultimo, um corante
mais fraco, ao passo que as Gram-negativas, descoradas pelo alcool, tornam-se avermelhadas.

As bactérias Gram-negativas foram submetidas a trés meios seletivos para
Pseudomonas: agar D4 (KADO & HESKETT, 1970), agar Cetrimida e meio King (KING et
al., 1954) (Tabelas 3.6, 3.7 e 3.8, respectivamente). As culturas puras foram reativadas em
TSA por 24 h a 30 °C, e essas foram inoculadas em cada um dos meios seletivos e incubadas

a 30° C por 24 h.

3.2.3 — Padronizacéo dos inéculos

Para os ensaios de biodegradacéo (Figura 3.2), inicialmente foram padronizados os
indculos de todos os microrganismos utilizados. As bactérias selecionadas foram ativadas em
TSA a 30 °C por 24 h e, ap0s esse periodo, cada uma foi repicada para frascos Fernbach com
300 mL de caldo nutriente.

Na padronizacdo dos in6culos dos actinomicetos, Streptomyces sp. e Rhodococcus
sp., a reativacao foi realizada em meio ISP-II (Tabela 3.11) por 3 e 7 dias, respectivamente.
Apos esse periodo, foram repicados para frascos Fernbach com 300 mL de caldo ISP-I
(Tabela 3.10).

Foram retiradas amostras em intervalos de uma hora para a quantificacdo do

crescimento bacteriano.
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3.2.4 — Biodegradacao de paclobutrazol

Culturas puras de Pseudomonas isoladas dos solos foram inoculadas em meio TSA
(Tabela 3.5) a 30 °C para reativacdo. Apds 24 h, foi realizado o repique em 40 mL de caldo
nutriente (Tabela 3.6). Apds um periodo, entre quatro e seis horas de incubacéo, a 30 °C e 250
rpm de agitagdo, quando todos os indculos apresentaram aproximadamente 0,5 de absorbancia
a 420 nm, foram preparadas culturas mistas e inoculadas em 400 mL de meio mineral (Tabela
3.4) com PBZ como unica fonte de carbono. As condi¢fes de temperatura e agitacdo desta
etapa foram iguais as do inéculo. A Figura 3.2 apresenta um desenho esquematico desses
ensaios.

Posteriormente, foram realizados ensaios de biodegradacdo com a adi¢do das
bactérias: Streptomyces sp. 11470 e Rhodococcus rhodochrous 3317. E, ainda, foram
realizados experimentos em meio com PBZ e glicose ou PBZ e glicerol como fontes de
carbono, para um dado consorcio que foi selecionado na fase anterior. No caso dos
microrganismos Streptomyces sp. e Rhodococcus rhodochrous, a ativacao foi feita em meio
ISP-11 (Tabela 3.11) por 3 e 7 dias, e o indculo foi de 9 e 23 horas, respectivamente, periodo
que representa a fase de crescimento exponencial desses microrganismos.

Em todos os casos, foram realizados experimentos controle e as amostras foram
retiradas, em intervalos de tempo pré-definidos, para a quantificacdo do crescimento e da

biodegradacgéo de PBZ.
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24h de crescimento)
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Meio TSA Caldo Nutritivo Meio Mineral
30°C 250 rpm, 30 °C 250 rpm, 30 °C

Figura 3.2 — Esquema dos experimentos para a biodegradacao de paclobutrazol

3.3 — Métodos analiticos

3.3.1 — Quantificacdo do crescimento

A concentracdo de células foi quantificada por espectrofotometria, pela medida da

absorbancia a 420 nm em espectrofotometro DAD (detector por arranjo diodo) da Agilent

8453. Nos experimentos para a biodegradacdo, a amostra foi diluida em metanol para a

dissolucgdo de possiveis particulas de paclobutrazol (JACKSON et al., 1996).

3.3.2 — Quantificacdo da biodegradacéo

A quantificacdo de PBZ foi realizada por espectrofotometria a 221 nm, ap6s adicédo

de metanol a 80% v/v as amostras, com agitacdo de 200 rpm por 15 minutos e posterior
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centrifugacdo a 10.000 rpm, durante 5 minutos. Para a determinacdo do comprimento de onda
correspondente ao maior pico do espectro de PBZ, foi obtido o espectro deste composto
através do espectrofotdbmetro por arranjo de diodo, pois este permite o conhecimento do

melhor comprimento de onda. A Figuras 3.3 apresenta o espectro do PBZ numa faixa entre

205 e 240 nm.

1.5
©
= 1t
&
2 ——PBZ (0,01 g/L)
o
2 05 ¢
<

0

200 210 220 230 240 250
A (nm)

Figura 3.3 — Espectro de paclobutrazol na faixa de 205 a 240 nm

3.3.3 = Quantificacao de glicerol

O glicerol foi quantificado por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
condicées de trabalho fora as seguintes: 50°C, 1 mL.min™ e uma coluna Shodex KS 802

(Lonpak — divisao da Millipore). A curva de calibracédo é apresentada na Figura 3.4.
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Figura 3.4 — Curva de calibracéo de glicerol

3.3.4 — Quantificacdo de raminose

Foi utilizado um método colorimétrico para quantificar a concentracdo de raminose
durante os experimentos. Foram adicionados 50 uL de fenol (80% p/v) e 5 mL de H,SO4
concentrado, a 1 mL de amostra. O tempo de reacao foi de 10 minutos. Apés esse periodo a
amostra foi resfriada até uma temperatura de 30 °C e a absorbancia lida no espectrofotémetro
a 480 nm (DUBOIS et al., 1956). A curva de calibracdo de raminose encontra-se na Figura

3.5.
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Figura 3.5 — Curva de calibracdo de raminose

3.3.5 — Quantificacdo do indice de emulsificacéo

O indice de emulsificacdo foi quantificado segundo Cooper & Goldemberg (1987).
Foi utilizada uma proporc¢édo de 1,5: 1, ou seja, 1,5 mL de hexano foi adicionado a 1 mL da
amostra em um tubo de ensaio, o qual foi agitado por dois minutos. Apds 24 h, o resultado foi
obtido dividindo-se a altura da camada emulsificada pela altura da mistura total,

multiplicando-se por 100.

3.3.6 — Ensaio de atividade antimicrobiana

Foi verificada a atividade antimicrobiana do PBZ ou a formacdo de produtos com

atividade durante os cultivos. O teste de susceptibilidade foi realizado de acordo com o

método de difusdo em disco descrito por Bauer et al. (1966). Para cada uma das trés bactérias

do solo MS, foi preparado um inéculo de 4 a 5 col6nias e repicadas em tubos com 5 mL de
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solucdo salina (0,85 % v/v), atingindo uma turbidez equivalente a 0,5 da escala de Mac
Farland (cerca de 10® UFC/mL) e, em seguida, foi semeada com swab esterilizado, sobre a
superficie da placa de Petri de 14 cm de didmetro contendo o meio TSA. Sobre a superficie da
placa foi depositado, com pinga esterilizada, discos de papel contendo as amostras, livre de
celulas, do tempo inicial e com 30 dias do cultivo de uma cultura mista. As placas foram

incubadas a 30 °C em estufa por 24 horas.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Isolamento de bactérias resistentes a paclobutrazol

Foram obtidos 37 isolados de bactérias das amostras de solo em dias e meios
diferentes, segundo a Tabela 4.1. O nimero de isolados foi aproximadamente igual para todas
as amostras de solo, sendo 9 isolados de MS (Mandacaru sem histérico de aplicagdo de PBZ),
de MC (Mandacaru com histérico) e de BC (Bebedouro com histérico) e 10 de BS

(Bebedouro sem histdrico).

4.2 — Caracterizacédo parcial dos isolados

Quanto a caracterizacdo inicial pela técnica de coloracdo de Gram, a maioria dos
isolados (89%), foi Gram-negativa (Tabela 4.2). A Figura 4.1 mostra os percentuais de
bactérias Gram-positivas encontradas em cada um dos quatro solos.

As bactérias Gram-negativas foram submetidas a trés diferentes meios seletivos para
Pseudomonas: agar Cetrimida, agar D4 e meio King. Para favorecer a selecdo de
Pseudomonas, apenas as bactérias que cresceram nos trés meios foram selecionadas para a
continuidade do trabalho. Dessa forma, apenas 13, das 37 bactérias isoladas dos solos,
cresceram nos trés meios (Tabela 4.3).

Bactérias do género Pseudomonas foram selecionadas devido a sua capacidade de
degradar os mais diversos compostos. Registros mais recentes na literatura indicam que este

género é capaz de degradar hidrocarbonetos (GHAZALI et al., 2004), 2,4-diclorofenol
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(KARGI & EKER, 2005), naftaleno (LEE et al., 2003) e organofosfatos (FOSTER et al.,
2004).

Alguns autores também verificaram a participacdo de Pseudomonas em vias
metabdlicas de degradacdo de compostos similares ao paclobutrazol, como cloro-benzeno
(MCLEISH & ESSENBERG, 2004) e atrazina (STEPHENS & KOTHARU, 2002a,b; SMITH
et al., 2005). Além disso, Jackson et al. (1996) em trabalhos com biodegradacdo de
paclobutrazol, obtiveram oito isolados de Pseudomonas, dentre os nove com capacidade de
biodegradacéo.

Das 13 linhagens de Pseudomonas duas foram identificadas como Pseudomonas
aeruginosa (Tabela 4.3), pois apresentaram 0 pigmento caracteristico em meio King. Porém,
ndo foram utilizadas no trabalho devido a sua patogenicidade (FREITAS & BARTH, 2004;

SANT’ANA et al., 2003).

45



Tabela 4.1 — Bactérias isoladas de amostras dos solos de Mandacaru e de
Bebedouro

Isolado Local de isolamento Dias de incubagéo Fonte de carbono
01 MS 13 Glicose
02 MS 13 Glicose
03 MC 13 Glicose
04 MC 13 Glicose
05 BS 13 Glicose
06 BS 13 Glicose
07 BC 13 Glicose
08 BC 13 Glicose
09 MS 20 Glicose
10 MC 20 Glicose
11 BS 20 Glicose
12 BS 20 Glicose
13 BC 20 Glicose
14 MS 13 PBZ
15 MS 13 PBZ
16 MC 13 PBZ
17 MC 13 PBZ
18 BS 13 PBZ
19 BS 13 PBZ
20 BC 13 PBZ
21 BC 13 PBZ
22 BC 13 PBZ
23 MS 20 PBZ
24 MS 20 PBZ
25 MS 20 PBZ
26 MS 20 PBZ
27 MC 20 PBZ
28 MC 20 PBZ
29 MC 20 PBZ
30 MC 20 PBZ
31 BS 20 PBZ
32 BS 20 PBZ
33 BS 20 PBZ
34 BS 20 PBZ
35 BC 20 PBZ
36 BC 20 PBZ

37 BC 20 PBZ




Tabela 4.2 — Resultados dos testes de coloracdo de Gram dos isolados

Isolado Local de isolamento GRAM
01 MS -
02 MS -
03 MC -
05 BS -
06 BS -
07 BC -
08 BC -
09 MS -
10 MC -
11 BS -
12 BS -
13 BC -
14 MS -
15 MS -
16 MC +
17 MC +
18 BS -
19 BS -
20 BC -
21 BC -
22 BC -
23 MS -
24 MS +
25 MS -
26 MS -
27 MC -
28 MC -
29 MC -
30 MC -
31 BS -
32 BS -
33 BS -
34 BS +
35 BC -
36 BC -

37 BC -




Solo MS Solo BS
0%
22%
DGram + B Gram +
D Gram - D Gram -
100% 78%
Solo MC Solo BC
22% 10%
0
B Gram + W Gram +
OGram - OGram -
78% 90%

Figura 4.1 — Porcentagem de bactérias caracterizadas pela coloracdo de Gram
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Tabela 4.3 — Selecdo de Pseudomonas isoladas de solos de Mandacaru e de Bebedouro

Teste Pseudomonas

Isolado Local de Meio King
Isolamento D4 Agar Cetrimida Sem Com pigmento
pigmento eadleC
01 MS - - - -
02 MS + - - -
03 MC - + + -
04 MC - - + -
05 BS + + - -
06 BS - - + -
07 BC - - + -
08 BC + + + -
09 MS + + + -
10 MC - - + -
11 BS - - + -
12 BS - - - -
13 BC - + + -
14 MS - - - -
15 MS - - - -
18 BS - + + -
19 BS + + + -
20 BC + + + -
21 BC + + + -
22 BC - - - -
23 MS + + + -
25 MS + + -
26 MS + + + -
27 MC + + + -
28 MC - - - -
29 MC + - - -
30 MC + + + +
31 BS + + + -
32 BS + + + -
33 BS + + + -
35 BC - + - -
36 BC + + + +
37 BC - - - -
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4.3 — Padronizagdo dos indculos

Foram elaboradas as curvas de crescimento para a padronizacdo dos indculos de
todos os microrganismos utilizados nos ensaios de biodegradacdo. As curvas de crescimento
dos 11 isolados de Pseudomonas, apresentaram fase exponencial entre 4 e 6 horas de cultivo
(Figura 4.2). Por outro lado, Rhodococcus rhodochrous 3317 apresentou fase exponencial
entre 8 e 10 horas (Figura 4.3 a) e Streptomyces sp. 11470, entre 20 e 24 horas (Figura 4.3 b).
Para cada bactéria foi calculada a velocidade especifica méxima de crescimento (pmax), CUjOS

valores sdo apresentados na Tabela 4.4.

8

6 —=—BC8

— MS9
g —%—BS19
S 4 —%—BC20
N —e—BC21
2 ——MS23
< ——MS26
2 MC27
BS31
—8—BS32
0 BS33

0 4 8 12

Tempo (horas)

Figura 4.2 — Curvas de crescimento das Pseudomonas isoladas

50



(e2}

I

N

ABS (420 nm)

o

(a)

8 12

Tempo (horas)

—m— Rhodococcus
rhodochrous 3317

ABS (420 nm)

[EEN
N

(o]

IS

o

7 14 21 28 35
(p)y Tempo (horas)
—i— Streptomyces
sp. 11470

Figura 4.3 — Curvas de crescimento dos actinomicetos da Colecdo do Departamento de

Antibioticos: (a) Rhodococcus rhodochrous 3317 e (b) Streptomyces sp. 11470

Tabela 4.4 - Velocidade especifica maxima de
crescimento das bactérias utilizadas

Bactérias

Hmax (h-l)

Pseudomonas sp. BC8

Pseudomonas sp. MS9

Pseudomonas sp. BS19
Pseudomonas sp. BC20
Pseudomonas sp. BC21
Pseudomonas sp. MS23
Pseudomonas sp. MS26
Pseudomonas sp. MC27
Pseudomonas sp. BS31
Pseudomonas sp. BS32
Pseudomonas sp. BS33

Streptomyces sp. 11470

Rhodococcus rhodochrous 3317

0,3603
0,4529
0,4947
0,7816
0,9654
0,6471
0,5965
0,6857
0,7056
0,6762

0,676
0,7054
0,2008
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4.4 — Biodegradacéo de paclobutrazol

4.4.1 - Biodegradacéo de paclobutrazol por culturas mistas das amostras

Na primeira etapa sobre a investigacdo da biodegradacédo de PBZ, foram realizados

experimentos com culturas mistas das amostras de solo MS, MC, BS e BC (Tabela 4.5),

utilizando apenas PBZ como fonte de carbono. Esses experimentos foram realizados em

duplicata e o experimento controle ndo continha nenhuma fonte de carbono.

Tabela 4.5 — Amostras de solos e bactérias correspondentes

Amostra Bactéria Local de isolamento
MS MS9, MS23, MS26 Mandacaru sem histérico de PBZ
MC MC27 Mandacaru com histérico de PBZ
BS BS5, BS19, BS31, BS32, BS33  Bebedouro sem histérico de PBZ
BC BC8, BC20, BC21 Bebedouro com histérico de PBZ

Os resultados de crescimento, com médias, desvios padrdo e 0s respectivos

controles, sdo apresentados nas Figuras 4.4 a 4.7. O crescimento foi semelhante em trés casos,

isto €, MS, BS e BC, tendo méaximos de absorbancia 2,0, 2,1 e 2,2, respectivamente (Figuras

4.4,4.6 e 4.7). No experimento MC, a absorbancia maxima alcancada foi de 1,3 (Figura 4.5),

provavelmente por conter apenas uma bactéria.
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Figura 4.4 — Crescimento da cultura mista MS durante 30
dias de cultivo em meio mineral contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultura sem paclobutrazol)
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Figura 4.5 — Crescimento da cultura mista MC durante 30
dias de cultivo em meio mineral contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultura sem paclobutrazol)
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Figura 4.6 — Crescimento da cultura mista BS durante 30
dias de cultivo em meio mineral contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultura sem paclobutrazol)

ABS (420 nm)

0 10 20 30 40
——BC

Tempo (dias) BCe

Figura 4.7 — Crescimento da cultura mista BC durante 30
dias de cultivo em meio mineral contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultura sem paclobutrazol)
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Nos experimentos controle, MSc, BSc e BCc, houve crescimento até cerca de 10
dias, provavelmente devido a presenga de alguma fonte de carbono que foi adicionada ao
meio mineral junto com o in6culo, uma vez que essa transferéncia foi realizada ainda na fase
exponencial de crescimento. Por outro lado, no experimento controle MCc, houve
crescimento durante todo o periodo avaliado.

Os resultados de biodegradacao obtidos séo apresentados nas Figuras 4.8 a 4.11 em
valores percentuais. Os valores encontrados indicam um perfil de degradacdo semelhante nas
culturas de MS e BC, apesar de se tratar de bactérias isoladas de diferentes amostras de solo.
Por outro lado, apesar das amostras MS e MC (Mandacaru), assim como as amostras BS e BC
(Bebedouro) serem do mesmo tipo de solo, houve uma diferenca significativa nos perfis de
degradacéo entre MS e MC e entre BS e BC.

N&o foi observada relacdo entre a biodegradacdo de PBZ e a presenca de histérico de
aplicacdo. Isso se deve, provavelmente, devido ao isolamento ter sido por enriquecimento, ou
seja, 0s microrganismos isolados ja foram pré-selecionados como degradadores de PBZ, em
meio mineral liquido contendo apenas PBZ como fonte de carbono.

Os consorcios MS e BC apresentaram maior degradacdo, atingindo o méaximo em 20
dias de cultivo, aproximadamente 47% e 43% (Figura 4.8 e 4.11), respectivamente. Os

consércios MC e BS degradaram apenas, 35% e 13% (Figura 4.9 e 4.10), respectivamente.
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Figura 4.8 — Degradacdo de paclobutrazol pela cultura
mista MS durante 30 dias de cultivo em meio mineral
contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono
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Figura 4.9 — Degradacdo de paclobutrazol pela cultura
mista MC durante 30 dias de cultivo em meio mineral
contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono

56



. L\/\

S 9
E
o] 60 [
i
(O]
r 30
N
m
o0

0 10 20 30 40
Tempo (dias)

——BS

Figura 4.10 — Degradacdo de paclobutrazol pela cultura
mista BS durante 30 dias de cultivo em meio mineral
contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono
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Figura 4.11 — Degradacdo de paclobutrazol pela cultura
mista BC durante 30 dias de cultivo em meio mineral
contendo paclobutrazol como unica fonte de carbono
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Como os resultados dos experimentos com as culturas mistas MS e BC foram
semelhantes, optou-se pela continuidade do trabalho com a cultura MS, sendo inicialmente
realizados experimentos com cada uma das trés bactérias, para verificar se haveria degradacao
de PBZ em cada caso (Figuras 4.12 a 4.14). Maior crescimento foi observado para a bactéria
MS 26, com absorbancia méxima de 1,8, porém para as trés bactérias, nos experimentos
controles (meio mineral sem fonte de carbono) o crescimento foi praticamente igual aos
experimentos com PBZ. Esse resultado indica que o crescimento obtido foi provavelmetne
devido ao consumo de fontes de carbono ainda presentes no inéculo e ndo ao consumo de

PBZ (Figura 4.14).

ABS (420 nm)
|_\
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0 10 20 30 40
Tempo (dias)

—— MS9
—{1—-MS9c

Figura 4.12 — Crescimento da bactéria MS9 durante 30
dias de cultivo em meio contendo paclobutrazol como
Unica fonte de carbono e seu respectivo controle (meio de
cultura sem paclobutrazol)
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Figura 4.13 — Crescimento da bactéria MS23 durante 30
dias de cultivo em meio contendo paclobutrazol como
Unica fonte de carbono e seu respectivo controle (meio de
cultura sem paclobutrazol)
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Figura 4.14 — Crescimento da bactéria MS26 durante 30
dias de cultivo em meio contendo paclobutrazol como
Unica fonte de carbono e seu respectivo controle (meio de
cultura sem paclobutrazol)
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A biodegradacdo, nos experimentos com as bactérias isoladas, concorda com 0s
resultados de crescimento, pois a porcentagem de PBZ degradado em MS 9 permaneceu
constante e para MS 23 e MS 26 os valores foram muito baixo, 14% e 20%, respectivamente
(Figuras 4.15 a 4.17).

Essa diminuicdo na biodegradagcdo, comparada com a biodegradacdo por essas
mesmas bactérias juntas, é facilmente explicada. A biodegradacdo de compostos complexos
requer freqlientemente a cooperacdo de mais de uma espécie microbiana (ALEXANDER,
1997). Culturas puras podem metabolizar somente uma faixa limitada de substratos, assim, a

formacdo de populagdes mistas com ampla capacidade enzimatica sao mais efetivas.
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Figura 4.15 — Degradacdo de paclobutrazol pela bactéria
MS9 durante 30 dias de cultivo em meio contendo
paclobutrazol como Unica fonte de carbono
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Figura 4.16 — Degradacdo de paclobutrazol pela bactéria
MS23 durante 30 dias de cultivo em meio contendo
paclobutrazol como Unica fonte de carbono
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Figura 4.17 — Degradacdo de paclobutrazol pela bactéria
MS26 durante 30 dias de cultivo em meio contendo
paclobutrazol como Unica fonte de carbono
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442 - Utilizagdo da cultura mista da amostra MS acrescida de linhagens de
Streptomyces e de Rhodococcus em meio mineral contendo paclobutrazol como Unica

fonte de carbono

A continuidade do trabalho foi realizada utilizando-se apenas a cultura mista da
amostra MS, uma vez que esta apresentou maior degradacdo de PBZ. Os experimentos foram
realizados em duplicata e com controle, sendo este sem fonte de carbono.

Nesta etapa foi investigada a adi¢cdo de outros géneros de bactérias, Streptomyces sp.
11470 e Rhodococcus rhodochrous 3317, a cultura mista MS. O crescimento foi menor
(Figura 4.18) que o observado pelas Pseudomonas da cultura mista MS (Figura 4.4) e

praticamente ndo ocorreu biodegradacdo de PBZ (Figura 4.19).

ABS (420 nm)

0 10 20 30 40
Tempo (dias) ——MS_SR
—I+MS_SRc

Figura 4.18 — Crescimento da cultura mista MS adicionada
de S (Streptomyces sp. 11470) e R (Rhodococcus sp. 3317)
durante 30 dias de cultivo em meio contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultura sem paclobutrazol)
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Figura 4.19 — Degradacdo de paclobutrazol pela cultura
mista MS adicionada de S (Streptomyces sp. 11470) e R
(Rhodococcus sp. 3317) durante 30 dias de cultivo em meio
contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono

Uma possivel causa para o0s baixos valores de crescimento € a inibicdo competitiva,
que pode ter sido ocasionada pela presenca de compostos com atividade antibacteriana
produzidos por Streptomyces sp. 1170.

As vias metabdlicas de degradacdo do PBZ ainda sdo desconhecidas, porém existem
vias determinadas de degradacdo de cloro-benzeno e triazol. Estudos relatam que esses
géneros competem pela mesma etapa da via metabdlica de degradacdo do triazol
(KARPOUZAS & WALKER, 2000; SMITH et al., 2005), fator que pode ter levado a inibicéo
do crescimento da cultura mista MS_SR e, consequentemente da biodegradacdo. Duetz et al.
(1994), em trabalhos com a biodegradacdo de tolueno, mostraram que a competicdo de
diferentes espécies de bactérias pelo mesmo substrato resultou na predominancia de apenas

uma espécie.
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Para confirmar esta hipotese, foram realizados cultivos, de forma isolada, com as
bactérias Rhodococcus rhodochrous 3317 e Streptomyces.sp. 11470.

Nos experimentos com culturas puras S e R, o crescimento foi maior para a
linhagem de Rhodococcus. Em ambos os casos houve maior crescimento no experimento
controle (meio de cultura sem PBZ) (Figura 4.20), indicando que o paclobutrazol inibe o
crescimento dos actinomicetos utilizados, ndo havendo, consequentemente, a degradacao de
PBZ (Figura 4.21).

Silva et al. (2003d) verificaram um efeito inibitorio do PBZ sobre actinomicetos,

obtendo um decréscimo de 28% dos actinomicetos do solo quando o PBZ foi aplicado.

ABS (420 nm)
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Figura 4.20 — Crescimento das bactérias S (Streptomyces
sp. 11470) e R (Rhodococcus sp. 3317) durante 30 dias de
cultivo em meio contendo paclobutrazol como Unica fonte
de carbono e seus respectivos controles (meio de cultura
sem paclobutrazol)
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Figura 4.21 — Degradacdo do paclobutrazol pelas bactérias
S (Streptomyces sp. 11470) e R (Rhodococcus sp. 3317)
durante 30 dias de cultivo em meio contendo paclobutrazol
como Unica fonte de carbono

4.4.3 — Efeito da adicdo de glicose ou glicerol como fontes de carbono adicionais na

biodegradacéo de paclobutrazol pela cultura mista MS

Inicialmente, foram realizados experimentos utilizando glicose como fonte
adicional. Os resultados de crescimento foram consideravelmente maiores do que aqueles
obtidos apenas com PBZ como fonte de carbono. Entretanto, o experimento controle (meio
mineral contendo apenas glicose como fonte de carbono) apresentou valores semelhantes,

indicando que apenas a glicose foi consumida (Figura 4.22).
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Figura 4.22 — Crescimento da cultura mista MS durante 30
dias de biodegradacdo em meio contendo paclobutrazol e
glicose como fontes de carbono e seu respectivo controle
(meio de cultua sem paclobutrazol, apenas com glicose)

Esse fato foi confirmado pela porcentagem de PBZ, que permaneceu praticamente
constante durante todo o periodo investigado. A biodegradacdo de PBZ provavelmente nao
aumentou devido a repressao catabdlica da glicose

A adicdo de uma fonte de carbono adicional aumenta a biomassa microbiana, no
entanto, pode inibir a degradacéo de compostos contaminantes ou resultar em um crescimento
diduxico, como foi observado em uma cultura de Escherichia coli em um meio com duas
fontes de carbono, sendo uma delas preferida pelo metabolismo de E. coli (ALEXANDER,
1999). Schmidt et al. (1987) estudaram a degradagdo de p-nitrofenol por Pseudomonas e
observaram que nem todos os substratos adicionados estimularam a degradagdo de p-
nitrofenol, como por exemplo, a adi¢do de fenol que inibiu essa degradacéo.

Segundo Briickner & Titgemeyer (2002), a presenca de um repressor catabélico, ou

seja, a presenca de uma fonte de carbono que reprime a expressdo de certos genes e operons
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que séo responsaveis pela utilizacdo de fontes alternativas de carbono, pode resultar numa
baixa concentracdo de indutores de rotas cometabodlicas especificas. Segundo Lee et al.
(2003), a adicdo de outra fonte de carbono como um nutriente aumentara a biomassa, mas
poderd inibir a biodegradacdo do contaminante, resultando num crescimento diauxico.
Posteriormente, glicerol foi utilizado como fonte adicional de carbono. O
crescimento neste caso foi consideravelmente maior do que no meio apenas com PBZ como
fonte de carbono, no entanto, menor que o apresentado com a adi¢cdo de glicose ao meio. A
absorbancia maxima foi de 8,6 (a 420 nm). A biodegradacdo, porém foi maior, tanto nos
experimentos que utilizaram apenas PBZ, quanto nos que utilizaram glicose e PBZ, atingindo
cerca de 75 % em apenas 10 dias de cultivo. Também foi observado que os valores maximos
de crescimento no meio com PBZ e glicerol foram atingidos também em 10 dias de cultivo e
0 PBZ foi consumido simultaneamente com o glicerol, ndo sendo portanto, observado
crescimento diauxico. O consumo de glicerol do experimento controle (meio apenas com

glicerol) foi semelhante ao experimento com PBZ e glicerol (Figura 4.23).
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Figura 4.23 — Crescimento, degradacdo de paclobutrazol e
consumo de glicerol pela cultura mista MS durante 30 dias
de cultivo em meio contendo paclobutrazol e glicerol como
fontes de carbono e seu respectivo controle (meio sem
paclobutrazol, apenas com glicerol)

A biodegradacdo praticamente permaneceu constante ap6s 10 dias de cultivo. Esse
fato também foi observado nos experimentos com apenas PBZ como fonte de carbono (Figura
4.8), porém, neste caso, a estabilizacdo da degradacdo aconteceu ap6s 20 dias de cultivo.
Alguns trabalhos sobre a biodegradacdo de PBZ também apresentaram essa estabilizacdo na
degradacdo ap6s um periodo do experimento (SILVA et al., 2003c; JACKSON et al., 1996).
Foster et al. (2004) também obtiveram resultados semelhantes na investigacdo sobre a
biodegradacgéo de organofosfato.

Em trabalhos mais recentes, Lee et al. (2003) também observaram que o piruvato
pode ser usado como fonte adicional de carbono para estimular o crescimento e a degradacéo

de hidrocarbonetos polinucleares aromaticos (HPAs) por P. putida G7. Em relacdo ao

68



glicerol, Figueiredo et al. (2004) e Gondim et al. (2004) também apresentaram resultados
similares ao verificarem que Pseudomonas aeruginosa BB2-572 degradou rapidamente
paclobutrazol quando os meios continham esse composto como fonte de carbono adicional.
Jackson et al. (1996), utilizando um isolado de Pseudomonas, obtiveram uma reducao
de 79% de paclobutrazol apés 39 dias de cultivo. Por outro lado, Silva et al. (2003c)
observaram uma biodegradacdo de aproximadamente 42% apds 90 dias, utilizando culturas
mistas de Stenotrophomonas, Bacillus e Brevibacillus spp. isolados de solo com histérico de
aplicacdo de PBZ. A Tabela 4.5 apresenta percentuais de biodegradacdo de PBZ em relagéo
ao tempo, encontrados no presente trabalho e na literatura. Vale ressaltar que Jackson et al.
(1996) ndo utilizaram bactérias de solo com historico de aplicacdo e obtiveram resultados
satisfatorios, assim como no presente trabalho. E de grande importancia ressaltar que os
resultados encontrados no presente trabalho, comparado aos resultados obtidos na literatura,

foram bastante animadores.

Tabela 4.6 — Comparacdo entre os percentuais de biodegradacao de paclobutrazol obtidos no
presente trabalho e encontrados na literatura

Biodegradacéo Tempo de (%l/dia) Fonte de Referéncia
(%) cultivo carbono
79 39 dias 2,0 PBZ Jackson et al. (1996)
42 90 dias 0,5 PBZ Silva et al. (2003b)
47 20 dias 2,35 PBZ Presente trabalho
75 10 dias 7,5 PBZ + glicerol Presente trabalho

Ainda, Figueiredo et al. (2004) e Gondim et al. (2004) investigaram a biodegradacédo
de paclobutrazol e encontraram um percentual de aproximadamente 80% em 3 dias de cultivo

em meio mineral. Entretanto, estes autores utilizaram uma linhagem de Pseudomonas
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aeruginosa, que sdo patogénicas ao homem, sendo grandes responsaveis por infeccdes
hospitalares em todo o mundo, bem como pela resisténcia a muitos antibidticos (FREITAS &
BARTH, 2004).

Nos experimentos utilizando glicerol e PBZ, como fontes de carbono, também foi
acompanhada a producdo de biossurfactante, uma vez que muitos trabalhos relatam que
Pseudomonas produzem biossurfactante raminolipidico quando em meio de cultura contendo
glicerol como fonte de carbono (DESAI & BANAT, 1997; GOUVEIA et al., 2003;
OCHSNER & REISER, 1995).

O indice de emulsificacdo e a producdo de raminose aumentaram significativamente
a partir de 10 dias de cultivo (Figura 4.24), coincidindo assim com a exaustdo de glicerol e
com a estabilizacdo na degradacdo de PBZ. Devido a auséncia da fonte de carbono
estimuladora do crescimento, a biodegradacdo cessou, porém possivelmente na presenca
dessa fonte, a biodegradacdo poderia ter aumentado ainda mais devido a presenca de
biossurfactante. Além disso, esses dados apresentam biossurfactante raminolipidico como
metabdlito secundario, pois é produzido apés a fase exponencial de crescimento e na auséncia
de fonte de carbono.

A quantidade de raminolipideo produzida foi aproximadamente 0,2 g/L. No
experimento controle, a producdo de raminose foi menor, apenas 0,13 g/L, porém esta
concentracdo foi alcancada rapidamente, com cinco dias de cultivo, permanecendo
praticamente constante ap0s esse periodo. Nesse caso, a producao de raminose ndo coincidiu
com o término de glicerol.

Concentracdes similares de raminolipideos, utilizando-se outros substratos, foram

obtidas por alguns autores. Patel & Desai (1997) relataram uma producdo de 0,24 g/L de
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raminose por P. aeruginosa GS3 quando cultivada em melago e em agua de maceracdo de
milho como fontes de carbono e de nitrogénio, respectivamente.

Alguns trabalhos apresentam uma producdo significativamente maior de
raminolipideos. Sim et al. (1997) utilizaram glicose, 6leo de canola e dleo de soja, entre
outras fontes de carbono, para a producdo de raminolipideo por P. aeruginosa UW-1 e
obtiveram 1,2, 11,0 e 14,5 g/L de raminolipideo, respectivamente, apds sete dias de cultivo.
No entanto, esses dados podem variar mesmo com a utilizacdo de substratos semelhantes.
Benincasa et al. (2002) utilizaram &cido oléico, 6leo de soja e 6leo de girassol e obtiveram
producéo de 4,5; 4,9 e 4,9 g/L de raminolipideos, respectivamente.

N&o houve emulsificacdo e nem producdo de raminose no experimento contendo

apenas PBZ como fonte de carbono (Figura 4.25).
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Figura 4.24 - Producdo de raminose e indice de
emulsificacdo obtidos pela cultura mista MS durante 30
dias de cultivo em meio mineral contendo paclobutrazol e
glicerol como fontes de carbono e seu respectivo controle
(meio sem paclobutrazol, apenas com glicerol)
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4.5 — Avaliacéo da atividade antimicrobiana

A avaliagdo da atividade antimicrobiana dos metabdlitos produzidos durante os
experimentos com a cultura mista MS foi realizada contra as prdprias bactérias constituintes
da cultura MS. O teste de toxicidade foi realizado com as amostras do tempo inicial e final,
isto €, zero e trinta dias de cultivo. N&o foi observada atividade antibacteriana em nenhuma
das amostras, indicando que o PBZ e os produtos metabdlitos produzidos durante os
experimentos com a cultura mista MS ndo foram téxicos as bactérias desta cultura. Entretanto,
segundo Kargi & Eker (2004), quanto maior a concentragéo de 2,4-diclorofenol (DCP), menor
a taxa de biodegradacédo deste composto por Pseudomonas putida. Esses autores verificaram

que o proprio DCP causava a inibicéo nas bactérias utilizadas.
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5 - CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 — Conclusoes

Das 37 bactérias isoladas dos quatro solos, MS (Mandacaru sem histérico de aplicagdo de
PBZ), MC (Mandacaru com histérico), BS (Bebedouro sem histérico) e BC (Bebedouro
com histdrico), 89% foram Gram-negativas e 13 foram identificadas como pertencentes ao

género Pseudomonas, sendo duas P. aeruginosa.

Na etapa de padronizacdo do indculo, 11 isolados de Pseudomonas apresentaram fase
exponencial entre 4 e 6 horas de cultivo, enquanto que os actinomicetos, Rhodococcus
rhodochrous 3317 e Streptomyces sp. 11470, apresentaram fase exponencial entre 8 e 10

horas e entre 20 e 24 horas, respectivamente.

O crescimento das bactérias isoladas dos quatro solos (MS, MC, BS, BC), em meio
contendo paclobutrazol como Unica fonte de carbono, foi semelhante para MS, BS e BC,
diferindo apenas para BS, provavelmente por esta Gltima conter apenas uma bactéria. No
entanto, os melhores resultados de biodegradacdo foram obtidos apenas pelas culturas
mistas MS e BC, 47 e 43 %, respectivamente. N&o foi observada relacdo entre a

biodegradacdo de paclobutrazol e a presenca de historico de aplicacgao.

Os resultados, relacionados ao crescimento e a biodegradagédo de paclobutrazol pelas

bactérias isoladas do solo MS, foram maiores quando estas bactérias foram utilizadas em

cultura mista.
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Nos experimentos com culturas mistas utilizando trés géneros bacterianos, Pseudomonas,
Rhodococcus e Streptomyces, os valores de crescimento e de biodegradagdo foram

inferiores aqueles obtidos utilizando apenas Pseudomonas spp.

Foi observado um efeito inibidor do paclobutrazol sobre as bactérias Streptomyces sp.
11470 e Rhodococcus rhodochrous 3317, pois estas cresceram mais nos experimentos
controles (sem fonte de carbono) do que nos experimentos com paclobutrazol como Unica

fonte de carbono.

O crescimento foi maior nos experimentos utilizando paclobutrazol e glicose como fontes

de carbono, porém, neste caso, ndo houve degradacédo de paclobutrazol.

Nos experimentos utilizando paclobutrazol e glicerol como fontes de carbono, foi
observado um crescimento um pouco menor do que quando foi utilizado a glicose e
paclobutrazol, mas ainda maior do que aquele obtido nos experimentos apenas com
paclobutrazol como fonte de carbono. Neste caso, houve maior degradagdo (75 %),
indicando que o glicerol pode ser considerado uma fonte de carbono que estimula o

crescimento e nédo inibe a degradacgéo de paclobutrazol por Pseudomonas spp.

Houve producdo de biossurfactante raminolipidico (0,2 g/L) nos experimentos utilizando

paclobutrazol e glicerol.
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5.2 — Sugestdes

Para etapas posteriores, sugere-se:

e Investigar a natureza dos metabdlitos produzidos durante a biodegradacao.

e Avaliar o impacto dos metabolitos produzidos durante a biodegradacdo sobre a
microbiota nativa de cada amostra de solo, bem como sobre as linhagens de

Rhodococcus e Streptomyces.

e Auvaliar a biodegradacédo de paclobutrazol pela cultura mista MS em amostras de solo.

e Avaliar a biodegradacédo de paclobutrazol pela cultura mista MS com experimentos em
batelada alimentada experimento com PBZ e glicerol, como fontes de carbono e

avaliar o efeito da producéo de biossurfactantes nesse caso.
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