Bioprospeccdo de microrganismos resistentes e/ou
degradadores de herbicidas
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Resumo - O uso de herbicidas facilita o controle das plantas daninhas, mas preocupa quando o assunto é
impacto ambiental. Por isso, muitos cientistas vém somando forcas para entender mais sobre os herbicidas e as
suas relacdes com o ambiente. Foi realizado um estudo com o objetivo de isolar microrganismos com genes de
resisténcia e/ou degradacdo de herbicidas utilizados na cultura do arroz. Foram realizados dois
experimentos: 1) verificacdo da presenca de microrganismos em um tanque de descarte de agrotéxicos; 2)
isolamento de microrganismos de dois frascos do herbicida Bispyribac-sodium (Nominee®), um novo e outro em
uso, e a capacidade desses microrganismos usarem o agrotéxico como unica fonte de carbono. Foram utilizados
0s meios de cultura nutriente-dgar (NA), Sabouraud e meio minimo (MM). No experimento 1 constatou-se a
presenca de microrganismos no tanque de descarte. No experimento 2 foram isolados microrganismos do interior
dos dois frascos de herbicida testados. Ainda nesse experimento, observou-se a capacidade de utilizacdo do
herbicida pelos microrganismos. As cepas isoladas neste trabalho foram purificadas e direcionadas para testes
de resisténcia e/ou degradacido de outros agrotéxicos.

Termos para indexacao: pesticidas, biodegradacio, resisténcia a herbicidas.

Bioprospection of herbicide-resistant microorganisms

Abstract — Herbicides are efficient tools for controlling weeds in crops; however there are many environmental
concerns associated with their use. Scientists are developing strategies to better understand the relationships
between herbicide use and damage to the environment. The present work aimed to isolate microorganisms with
genes for resistance to, or degradation of the herbicides utilized in rice fields. Two experiments were carried
out: 1) to verify the presence of microorganisms in a tank where herbicides, insecticides and other agricultural
products are discharged; 2) to verify the presence of microorganisms in flasks of the herbicide Nominee®. In this
last experiment, the capacity of the microorganisms to use the herbicide as their only carbon source was also
tested. The culture media nutrient-agar (NA), Sabouraud and minimal medium (MM) were used. In experiment
1, the presence of microorganisms was verified in the discard tank. In experiment 2, microrganisms were
isolated from a new and a used flask of the herbicide. The capacity of the microorganisms to use the herbicide
as a source of carbon was proven. The strains isolated in this work were purified and addressed for experiments
to test their resistance to other herbicides, as well as the capacity to degrade them.

Index terms: pesticides, biodegradation, herbicide resistance.

Introducao

A presenca de plantas daninhas
infestando areas de arroz irrigado
traz contratempos a essa atividade

agricola, porém a evolucdo tec-
nolégica vem facilitando o seu
controle, que pode ser feito através
de métodos preventivos, culturais,
biolégicos, ou quimicos, de forma

isolada ou integrada. No tocante ao
impacto ao ambiente, esses
métodos variam desde aquele em
que tende a ser pequeno ou nulo,
como o controle biolégico, até
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aquele em que tende a ser mais
severo, como é o caso do controle
quimico. A maior eficiéncia do
controle quimico em relacdo aos
demais métodos e a sua praticidade
sdo os principais motivos pelos
quais ele é wutilizado com
intensidade. No entanto, isso
ocasiona problemas a agricultura
pelo surgimento de plantas
daninhas resistentes (Noldin et al.,
2002), persisténcia dos herbicidas
na agua e na lavoura (Noldin et al.,
2003), reducdo de organismos do
zooplancton em lavouras (Resgalla
Jr. et al., 2002) e toxicidade de
herbicidas a alguns invertebrados
de 4gua doce (Della Penna et al.,
2004), ndo se descartando também
toxicidade ao homem.

Esses problemas estdo ins-
tigando cientistas a realizar
pesquisas no intuito de diminuir as
doses aplicadas, melhorar as
praticas de manejo e substituir
produtos com alto poder de
persisténcia por outros passiveis de
biodegradacgédo (Noldin et al., 2003).
De acordo com Melo & Azevedo
(1997), alguns fatores podem
favorecer a persisténcia dos
agrotéxicos no meio: perda do
potencial degradativo por parte dos
microrganismos, concentracdo do
produto, forma inacessivel da
molécula ao ataque de
microrganismos, toxidez e
insolubilidade. Os microrganismos
podem ser capazes de degradar
moléculas complexas de pesticidas
e auxiliar nos processos de
descontaminacdo de  Adreas
impactadas (Melo, 2002). Em
estudos exploratérios para verificar
a ocorréncia de microrganismos em
solos cuja cultura de arroz irrigado
recebeu aplicacdo de herbicidas,
bem como a ocorréncia de bactérias
endofiticas nessas plantas (Ferreira
et al., 2003; 2004), tem-se observado
grande diversidade de micror-
ganismos, principalmente no solo,
0s quais provavelmente conseguem
utilizar os herbicidas como fonte de
carbono.

Outra area de aplicacido desses
microrganismos é o isolamento de
genes bacterianos de resisténcia a
herbicidas para a criagao de plantas
transgénicas em varias culturas,
como soja, milho, algoddo e canola.
Dentre os exemplos de genes
bacterianos usados em plantas
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transgénicas, pode ser citado o caso
da soja “Roundup Ready”, que
recebeu um gene oriundo de espécie
bacteriana, o qual lhe conferiu
caracteristica de resisténcia a
molécula de glyphosate. Segundo
Brown (2003), com o uso da biologia
molecular é possivel identificar e
selecionar genes de interesse,
principalmente em  micror-
ganismos. As técnicas de introducdo
desses genes em plantas j4 sédo
dominadas pelos cientistas, no
entanto a busca por organismos
doadores de genes é incessante.
Sendo assim, fazem-se necessarios
estudos exploratérios visando a
obten¢do de organismos resistentes
a herbicidas, visto que os mesmos
podem ser usados como doadores
de caracteristicas importantes para
organismos transgénicos.

O objetivo do presente trabalho
foi isolar microrganismos de um
tanque de descarte de agrotéxicos e
de frascos do herbicida Bispyribac-
sodium, que se estima ser aplicado
em mais de 50 mil hectares de arroz
irrigado em Santa Catarina, para
utiliza-los como fonte de genes de
resisténcia de plantas a herbicidas
ou como degradadores de herbicidas
no ambiente.

Material e métodos

O trabalho foi realizado no
Laboratério de Biotecnologia
Vegetal da Epagri/Estacdao Ex-
perimental de Itajai, sendo
conduzidos dois experimentos:

1) Ocorréncia de microrga-
nismos em um tanque de
descarte de agrotoxicos: coletou-
se uma amostra da dgua de um
tanque no qual os restos de
agrotoxicos (herbicidas, fungicidas,
inseticidas e adjuvantes) da Estacéo
Experimental de Itajai vém sendo
descartados nos dltimos dez anos.
Aliquotas de 100ul foram
inoculadas em placas de Petri com
os meios de cultura nutriente-agar
(NA) e Sabouraud.

2) Ocorréncia de microrga-
nismos em frascos do herbicida
Nominee 400 SC® (Bispyribac-
sodium-400g/L): inicialmente
inocularam-se aliquotas de 100ul do
Nominee®. As aliquotas foram
provenientes de dois frascos do
herbicida, um novo e um ja em uso
ha cerca de um ano, e as ino-

culacoes foram feitas em placas de
Petri com meio NA. Poste-
riormente, repetiu-se a inoculacéo
em placas de Petri com meio
minimo (MM) suplementado com
100ul de herbicida proveniente do
frasco novo. A suplementacao foi
feita pela adicdo de 5ul de herbicida
proveniente do frasco novo por
mililitro de meio, sendo o herbicida
adicionado apds a autoclavagem do
meio, quando a temperatura estava
proxima dos 50°C. Adicionalmente,
inoculou-se uma aliquota de 100ul
do herbicida proveniente do frasco
usado em MM sem suplementacéo.
Como controles extras para este
experimento, foram incubadas
placas contendo meio NA inoculado
com herbicida autoclavado. O frasco
novo foi aberto em condicdes
assépticas para garantir a auséncia
de contaminacio decorrente do
manuseio.

O delineamento experimental
foi o completamente casualizado,
com quatro repeti¢ées e quatro
controles (placas sem inéculo) por
meio de cultura. Os procedimentos
foram realizados em condig¢des
assépticas e a temperatura de
incubacéo foi de 32°C.

Nos dois experimentos, foi
avaliada a presenca de colonias
fingicas e bacterianas, sendo
contados os nimeros de unidades
formadoras de colénia (UFCs) em
cada tratamento. Os isolados foram
também classificados quanto a sua
morfologia e coloracdo e foram
incorporados ao banco de cepas do
laboratério. Sempre que per-
tinente, os dados foram submetidos
a andlise de variidncia e as médias,
comparadas pelo teste Duncan a 5%
de probabilidade de erro.

Resultados e discussao

Experimento 1 — observou-se
crescimento de microrganismos nos
dois meios de cultura utilizados. No
meio de cultura NA, que nao
apresenta especificidade quanto aos
microrganismos que nele se
desenvolvem, cresceram somente
bactérias. O nimero médio de
UFCs foi de 1.023,0 54,4 por placa
e apareceram dois tipos mor-
focromdticos: pequena/marrom e
pequena/hialina. No meio de
cultura Sabouraud, que apresenta
especificidade para fungos,»
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cresceram duas colonias fangicas.
Os controles de ambos os meios de
cultura foram negativos.

A bioprospeccdo de micror-
ganismos mostra-se como uma
ferramenta eficiente para estudos
investigatérios de locais apa-
rentemente indéspitos, como os
tanques de descarte de agrotéxicos.
Desta forma, os resultados obtidos
neste experimento, embora
inesperados, indicam que o0s
microrganismos encontrados séo
candidatos a apresentarem re-
sisténcia ou a serem degradadores
de agrotoxicos, condi¢oes essas que
garantiriam sua sobrevivéncia em
um local adverso.

Experimento 2 — houve cres-
cimento de coldnias fungicas e
bacterianas nas placas contendo o
meio NA, com diferencas entre os
tratamentos. O nimero de colonias
fingicas foi superior no frasco
usado, mas o inverso aconteceu
para o numero de colonias
bacterianas de coloragdo creme; ja
o nimero das colonias bacterianas
de coloracdo amarela néo diferiu
entre os tratamentos (Tabela 1).
Nao houve crescimento nas placas-
controle do experimento e nem nas
placas-controle com herbicida
autoclavado. Como no experimento
anterior, estes resultados também
contrariam as expectativas iniciais,
pois o inéculo neste caso foi o
préprio Nominee® e se observou
crescimento de diferentes
morfologias fingicas e bacterianas.

Nas placas com meio MM, houve
crescimento apenas de colonias
fungicas. A quantidade de UFCs foi
significativamente maior para os
inéculos provenientes do frasco
usado, independentemente da
suplementacdo adicional de
herbicida no meio de cultura
(Tabela 2). Nao houve crescimento
de colonias nas placas-controle do
experimento e nem nas placas-
controle com herbicida auto-
clavado. Alguns exemplos repre-
sentativos das morfologias fungicas
que se desenvolveram no meio MM
encontram-se na Figura 1.

No meio de cultura NA testado
no experimento 2 todos os
microrganismos presentes no
inéculo, que eram resistentes a
Nominee®, cresceram; ja no meio
de cultura MM desse experimento,
s6 cresceram 0s microrganismos
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Tabela 1. Influéncia da origem do inéculo (frasco novo ou usado) sobre
o numero de unidades formadoras de colonias (UFCs) fungicas e
bacterianas em indéculos de 100ul do herbicida Nominee 400 SC®
inoculados em meio nutriente-dgar (NA)?

UFC por tipo de organismo

Origem do Bactérias
inoculo Fungos Soma
Coloraciao Coloracao
amarela creme
Frasco novo 8,5 a 999,0 a 16,8 b 1.024,3
Frasco usado 82,5 b 1.002,0 a 0,5a 1.085,7
C.V. (%) 19,3 4,6 51,4

®Médias unidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade.

Tabela 2. Influéncia da origem do inéculo (frasco novo ou usado) e da
suplementa¢do do meio de cultura mineral (MM) com 5ul de herbicida
por mililitro de meio de cultura sobre o nimero de unidades formadoras
de colonias (UFCs) fiingicas em inéculos de 100ul do herbicida Nominee

400 SC*¥

Origem do indéculo e suplementacao do meio UFC
ne

Frasco novo, meio com suplementacéo 55 a

Frasco usado, meio com suplementacéo 873 b

Frasco usado, meio sem suplementacéo 87,0 b

C.V.(%) 10,1

MUMédias unidas pela mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo
teste de Duncan a 5% de probabilidade.
Nota: C.V. = coeficiente de variagdo.

que, além de resistentes a
Nominee®, também conseguem
utilizé-lo, j& que o meio MM é
desprovido de fontes de carbono.
Além disso, a maior quantidade de
colonias fungicas no indéculo
proveniente do frasco usado prova-
velmente seja devida a maior
exposicdo do herbicida ao ambiente
externo, posto que o mesmo se
encontrava em uso havia cerca de
um ano. A suplementac¢do do meio
com herbicida ndo causou maior
crescimento de colénias fungicas
(Tabela 2), contrariando a
expectativa de que a maior
disponibilidade de herbicida poderia
favorecer o desenvolvimento dos
fungos.

Em trabalhos recentes, como os
realizados por Ferreira et al. (2004)
e Tcacenco et al. (2004), foram
isolados microrganismos de
diferentes ambientes, inclusive
endofiticos em arroz irrigado, com
potencial biotecnolégico relacio-
nado a tolerancia e a degradacéao de
herbicidas aplicados em lavouras.
No entanto, ndo se podem relegar
a um segundo plano as possiveis
conseqiéncias negativas da
presenca de microrganismos dentro
de uma embalagem de herbicida
antes mesmo de ser aberta. Uma
das conseqiiéncias da biode-
gradacdo de herbicidas no préprio
frasco é a aplicacdo de subdoses na
lavoura. Além dos problemas
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biolégicos advindos de subdoses,
poderia estar havendo prejuizo
econdmico quando da compra do
herbicida, ja que parte de seu
principio ativo poderia estar

degradada, ou poderia estar
havendo alteracoes das carac-
teristicas fisico-quimicas do
produto, caso haja degradacdo dos
adjuvantes.

Do ponto de vista biolégico, a
eficiéncia do produto poderia estar
sendo comprometida porque a
aplicacdo de doses abaixo da
recomendada n&o controlaria
individuos que toleram essas
subdoses. Esse controle parcial
poderia também gerar falsos
diagnésticos da ocorréncia de
plantas daninhas resistentes a
herbicidas. De acordo com
Christoffoleti et al. (2004), a
resisténcia de plantas daninhas a
herbicidas pode advir, dentre
outros mecanismos, por meta-
bolizacdo ou desintoxicacdo do
herbicida em substincias menos
fitotéxicas ou por reducdo da
concentracdo no local de acéo,
absorcdo e/ou translocacdo pelo
biétipo resistente.

No tocante ao desenvolvimento
de resisténcia em populacoes de
plantas daninhas, muito permanece
ainda a ser estudado, mas algumas
inferéncias podem ser feitas a
partir de estudos com mutag¢des em
microrganismos. Acreditava-se que
fatores ambientais poderiam ser a
causa de mutacoes adaptativas em
bactérias, gerando a assim chamada
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“hipétese adaptativa” para o
surgimento de mutacdes. De acordo
com revisdo feita por Klug &
Cummings (2000), pelo menos em
Escherichia coli a hipé6tese
adaptativa ndo se aplicou. No
entanto, essa hipétese vem de longo
prazo intrigando os cientistas, e de
fato alguns experimentos
conduzidos mais recentemente
demonstraram que algumas
bactérias poderiam selecionar
mutac¢ées adaptativas quando
submetidas & pressio seletiva por
um determinado agente. Ainda néo
hé informacdes cientificas se tais
mutacoes adaptativas poderiam
estar surgindo em plantas sob
estresse causado pela aplicacdo de
herbicidas.

Essas sdo algumas das
possibilidades para um fato, no
minimo intrigante, que foi a
constatacdo da presenca desses
microrganismos dentro  de
embalagens do herbicida Nominee®
e também no tanque de descarte de
agrotoxicos testado. Porém,
experimentos adicionais poderéo
ser realizados para quantificar a
biodegradacao do principio ativo e/
ou dos adjuvantes que ocorre ainda
dentro dos frascos, e, caso a mesma
ocorra, verificar a sua significancia,
pois os microrganismos ali
presentes podem  consumir
quantidades pequenas e nao afetar
o produto a ponto de causar
problemas de subdoses ou de
modificacoes fisico-quimicas. De
qualquer forma, fica o alerta para

os cuidados necessdrios a fim de
minimizar esses problemas, os
quais poderiam estar diretamente
ligados a aplicacdo de subdoses no
campo.

Conclusoes

* Ha& ocorréncia de bactérias e
fungos no interior do tanque de
descarte de agrotéxicos amostrado,
bem como em frascos do herbicida
Nominee®.

* Dos microrganismos isolados
nos frascos do herbicida, somente
colonias fungicas conseguem
utilizar o agrotéxico como unica
fonte de carbono, podendo vir a ser
utilizadas como agente desconta-
minante.

¢ Por apresentarem resisténcia
a moléculas téxicas e complexas, os
microrganismos isolados no
trabalho podem ser utilizados na
selecdo de genes de interesse
biotecnolégico.
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