IDENTIFICACAO DE MICRORGANISMOS RESISTENTES AO

HERBICIDA ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO (2,4-D) EM

SOLOS DE RONDONIA, BRASIL

Marilia Higino Mussy, Gunther Brucha, Mariza Gomes Reis, Priscila Ikeda Ushimaru, Miyuki

Yamashita ¢ Wanderley Rodrigues Bastos

RESUMO

O uso de agrotoxicos tornou-se atualmente muito importante
no controle de pragas e outras infestagoes que atacam as la-
vouras e pastagens. O estudo destes compostos orgdanicos no
meio ambiente e principalmente as transformagées sofridas por
eles durante os seus periodos de incubagdo nos solos ainda
sdo na maioria das vezes desconhecidas e o mesmo equiva-
lente se da aos seus efeitos nos organismos vivos. O herbicida
dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) é muito usado para o
controle de plantas daninhas de folhas largas que infestam as
pastagens e plantagdes na Regido Amazonica e é classificado
toxicologicamente como de Classe I, ou seja, altamente toxicos.
Este trabalho teve por objetivo isolar e identificar microrga-
nismos provenientes de solo da Regido Amazonica, resistentes
a toxicidade do 2,4D. Para isso, aliquotas de solo coletado fo-

ram incubadas em meio mineral, contendo o composto, 2,4 D
(200mg ') como fonte unica de carbono. Apds 18 transferén-
cias os microrganismos que estavam crescendo no meio foram
isolados e identificados filogeneticamente. Os resultados do
seqiienciamento do fragmento do DNA 16S amplificados das
cepas isoladas provenientes de culturas cultivadas em meio
mineral contendo o 2,4D como fonte unica de carbono suge-
rem que Methylobacterium sp., Xanthobacter autotrophicus,
Burkholderia cenocepacia, Aurantimonas sp., Campylobacter je-
juni e Methylobacterium chloromethanicum, todas descritas na
literatura como potenciais degradadoras de compostos organi-
cos estavam presentes no solos do Estado de Rondonia. Esses
exemplos microbianos apresentaram resisténcia a toxicidade
ao 2,4-D.

Introducao

No intuito de aumentar a
produgdo, o uso de pesticidas
se tornou muito importante
no sistema agricola moderno.
Muitos desses produtos tém
seus efeitos nocivos ao meio
ambiente, podendo causar
grandes impactos ambientais
(Araujo, 2002). Dentro desse
contexto a biodegradacio
destes compostos no solo
torna-se uma das melhores
alternativas para minimizar
os impactos ambientais, pois
a acdo dos microrganismos

contribui para a redugdo da
toxicidade dos agrotoxicos.
O composto acido 2,4-di-
clorofenoxiacético (2,4-D),
objeto de estudo deste traba-
lho, ¢ um dos principais pes-
ticidas da classe dos herbici-
das utilizados atualmente na
agricultura e pastagem, sendo
aplicado principalmente para
controle de ervas daninhas
de folhas largas em colheitas
de cereais, cana-de-agucar e
pastagens. O 2,4-D ¢ encon-
trado no mercado em diferen-
tes formulagdes e marcas co-
merciais, como U46®, DMA®,

Tordon®, Mannejo® Cada
formulacdo pode apresentar
caracteristicas fisico-quimi-
cas diferentes, conferindo ao
produto caracteristicas dife-
renciais quanto a seletivida-
de, volatilidade, toxicidade e
persisténcia no ambiente (Sil-
va e Silva, 2007).

Sabe-se que na regido
amazonica, a utilizacdo do
2,4-D é muito comum tanto
na agricultura como na pas-
tagem, geralmente esse herbi-
cida ¢ misturado a outros
agrotoxicos para aumentar a
sua eficacia, porém, existe

pouco controle sobre a sua
utilizacdo e os riscos que
este possa vir a causar no
meio ambiente. De acordo
com Custodio (2009), no ano
de 2007, foi comercializado
cerca de 233.701 litros de
herbicidas que contém o 2,4-
D como principio ativo no
municipio de Ji-Parana, esta-
do de Rondoénia, correspon-
dendo a 32% do comércio de
herbicidas naquela regido.
Quanto a classificagdo toxi-
colégica o composto estuda-
do ¢ considerado classe I —
Extremamente toxico e quan-
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SUMMARY

Pesticide application has become very important in control-
ling pests and other infestations that attack crops and pastures.
The study of these organic compounds in the environment and
especially the changes they undergo during their incubation
periods in soils are still largely unknown, as are their equiv-
alent effects on living organisms. The herbicide 2,4-dichloro-
phenoxyacetic acid (2,4-D) is widely used to control broadleaf
weeds that infest pastures and plantations in the Amazon re-
gion. This herbicide is classified toxicologically as Class I; that
is, highly toxic. The aim of this study was to isolate and iden-
tify microorganisms from soils of the Amazon region, resistant
to the toxicity of 2,4-D. For this, aliquots of soil samples were

incubated in a mineral medium containing 200mg-l' of the
compound as sole carbon source. After 18 transfers, the organ-
isms growing in the medium were isolated and identified phy-
logenetically. The results of the 16S DNA sequencing fragment
amplified from strains isolated suggest that Methylobacterium
sp., Xanthobacter autotrophicus, Burkholderia cenocepacia, Au-
rantimonas sp., Campylobacter jejuni and Methylobacterium
chloromethanicum, all described in the literature as potential
degraders of organic compounds, were present in the soils of
the state of Rondonia. These samples were resistant to micro-
bial toxicity of 2,4-D.
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RESUMEN

La aplicacion de pesticidas ha adquirido gran importancia
para el control de plagas y otras infestaciones que atacan cul-
tivos y pastizales. El estudio de estos compuestos orgadnicos
en el ambiente y especialmente los cambios que sufren en sus
periodos de incubacion en el suelo son aun poco conocidos,
al igual que sus efectos en organismos vivientes. El herbicida
dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) es ampliamente utilizado
para el control de hierbas de hoja grande que infestan pasti-
zales y plantaciones de la region amazonica. La clasificacion
toxicologica de este herbicida es Clase I, es decir altamente
toxico. El objetivo de este estudio es aislar e identificar mi-
croorganismos, de suelos de la region amazonica, resistentes a
la toxicidad del 2,4D. Para ello se incubaron muestras de sue-

lo en un medio mineral que contenia 200mg-lI"' del compuesto
como unica fuente de carbono. Luego de 18 transferencias los
organismos que crecian en el medio fueron aislados e identi-
ficados filogenéticamente. Los resultados de la secuenciacion
de los fragmentos de DNA 16S amplificados de las cepas ais-
ladas sugieren que Methylobacterium sp., Xanthobacter auto-
trophicus, Burkholderia cenocepacia, Aurantimonas sp., Cam-
pylobacter jejuni y Methylobacterium chloromethanicum, todas
especies descritas en la literatura como degradadotas de com-
puestos orgdnicos, estuvieron presentes en los suelos del esta-
do brasilero de Rondonia. Las muestras fueron resistentes a la
toxicidad microbiana del 2,4D.

to ao potencial de periculosi- sido cientificamente classifi-

Objetivou-se neste trabalho Brasil. Os transectos dista-

dade ambiental é considerado
classe III — produto perigoso
ao meio ambiente. Acredita-
-se que este herbicida possa
ser cancerigeno acarretando
danos ao figado e ao cora-
¢do. Pode atacar o sistema
nervoso central provocando
convulsdes. Sua dose letal
(DL50) oral é de 370mg-kg!
em coelhos e por via derme
¢ de 1400mg-kg!' em camun-
dongos (Vieira et al., 1998).
Quando se trata de diversi-
dade de organismos na regido
amazonica, cerca de 40.000
espécies de plantas vascula-
res, 5500 de vertebrados,
100.000 de invertebrados tém
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cados na regido (Da Silva et
al., 2005; Lewinsohn ¢ Prado
2005). Entretanto, pouco se
sabe sobre a diversidade mi-
crobiana na regido amazoni-
ca. Atualmente existem so-
mente trés estudos publicados
sobre a diversidade microbia-
na na floresta amazoOnica
(Boreman e Tiplett, 1997,
Fierer et al, 2007; Kin et al,
2007). Precisa-se conhecer os
microrganismos presentes nos
diversos biomas brasileiros e
quais tém potencialidade para
aplicacdo tecnologica neces-
saria para remediar areas
contaminadas com poluentes
ambientais.

a obten¢do de consorcios mi-
crobianos resistentes a toxici-
dade do 2,4-D, oriundos de
solos do municipio de Porto
Velho (RO), com histérico de
uso deste herbicida, isola-
mento dos microrganismos
resistentes ao herbicida e
posterior identificagdo mole-
cular.

Materiais e Métodos

Foram selecionados no for-
mato de tansectos 18 pontos
para a coleta dos solos (Figu-
ra 1) em uma fazenda na Ro-
dovia BR-319, no municipio
de Porto Velho, Ronddnia,

vam em ~100m entre eles,
todos marcados com GPS nos
modelos: GPS GARMIN’S®
48 (diferencial) e GPS
GARMIN’S® 12XL Personal
navegation™,

Para obtencdo dos consor-
cios microbianos, 1g da mis-
tura de solos coletados foi
diluido em 10ml de agua es-
téril. Apos este procedimento
foi realizado dilui¢do seriada
e aliquotas de 1ml da dilui-
¢do 107 foi utilizada como
indculo no ensaio de enrique-
cimento, contendo o compos-
tos, 2,4-D, como unica fonte
de carbono. Para isso, frascos
erlenmeyer contendo 200ml
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo e desenho amostral.

de meio mineral inorgéanico
(Montiel et al., 2006) e
200mg1"! do composto 2,4-D,
como fonte unica de carbono
foram incubados a 28°C e
agitagdo constante de
150rpm. Foram realizadas 18
transferéncias de aliquotas
de microrganismos para fras-
cos contendo meios de cul-
tura e o composto 2,4-D na
mesma concentragdo inicial,
a fim de evitar a inibi¢do do
crescimento microbiano por
falta de nutrientes, o acimu-
lo de possiveis intermedia-
rios e como um modo de
selecionar os mais resistentes
a toxicidade do 2,4-D. As
transferéncias eram realiza-
das a cada 48h.

O crescimento dos micror-
ganismos nesta fase foram
acompanhados por medidas
de turbidez. Finalizada esta
etapa, deu-se inicio ao isola-
mento das colonias em placas
de Petri. As colonias foram
colocadas para crescer em
meio mineral Montiel et al.
(2006), acrescido de agar
(1,5%) e 133mg-1"! do com-
posto 2,4-D, a uma tempera-
tura de 35°C. As coldnias
foram isoladas através do
método de esgotamento por
estrias. Os isolados micro-
bianos foram selecionadas
para identificagdo por colora-
¢do de Gram, capsulas e tes-
te bioquimico da catalase,
todos seguindo a metodolo-
gia descrita por Coellho et
al. (2006).

Também foram realizadas
a identificag@o molecular
bacteriana dos grupos isola-
dos. Para isso fez-se extra-
¢do do DNA microbiano se-
guindo-se o método de Wil-
son (1987) e medidas da
concentracdo do DNA extra-
ido através da espectrofoto-
metria. Em seguida, reali-
zou-se amplificacdo do gene
rRNA 16S, utilizando-se
primers 27F (5’AGAGTTT-
GATCMTGGCTCAG3’) e
1401R  (5°-CGG  TGT
GTA CAA GGC CCG GGA
ACG-3’) referentes ao gene
16S, que ¢ comumente usa-
do para a identifica¢do bac-
teriana. As amplifica¢des
realizadas foram feitas com
0 uso de um termociclador
Gene Amp PCR System
2400® (Perkin-Elmer Cetus,
Norwalk, CO, EEUU). A
reagdo foi iniciada por Smin
de desnaturagdo a 94°C, se-
guido de 30 ciclos com des-
naturagdo a 94°C por 30s,
anelamento a 55°C por 30s,
extensdo a 72°C por Imin e
30s, e extensdo final a 72°C
por 7min. O controle positi-
vo utilizado foi o DNA da
Escherichia coli. Os produ-
tos do PCR purificados fo-
ram sequenciados pelo se-
quienciador Megabace® 1000
da GE Healthcare. As anali-
ses foram feitas pelo Sof-
tware Sequence Analyser 3.0
com basecaller Cimerron
3.12. Os resultados foram
analisados no programa
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Blast-NCBI.

Resultados e Discussao
Os resultados das medidas

de turbidez indicaram um
ligeiro crescimento dos mi-

obtidos amostrados ndo
apresentaram capsula e fo-
ram positivos ao teste da
catalase.

De acordo com os resulta-
dos das analises para gene
rRNA 16S, as sequéncias
dos isolados obtidos foram
relacionadas com sete repre-
sentantes cultivados, cujas
sequéncias foram deposita-
das no banco de dados
NCBI (Tabela II).

Os isolados MM 3 ¢ MM
14 apresentaram similarida-
de com Burkholderia ceno-
cepacia, 96 e 94% respecti-
vamente. Segundo Madeu
(2007), o género Burkholde-
ria foi descrito como per-
tencente a classe das prote-
obactérias, Gram-negativos,
aerobicos e moveis. Sdo mi-
crorganismos com amplo
potencial agricola e biotec-
noldgico, portadores de uma
infinidade de caracteristicas
benéficas do ponto de vista
ecologico e econdmico,
como por exemplo: sdo pro-

TABELA I

DESCRICAO ESTATISTICA DOS DADOS REFERENTE AS

MEDIDAS DE TURBIDEZ AVALIADAS EM UM PERIODO
DE 22 DIAS

Descricdo estatistica

o
Tratamentos N°® de Média +desvio padrio Variancia
amostras
Controle 21 0,79 0,43 NTU 0,19 NTU
Culturas com 2,4-D 21 1,02 £0,38 NTU 0,14 NTU

crorganismos, apos as trans-
feréncias, quando comparado
com o controle, como pode
ser visualizado na Tabela 1.
Os dados obtidos foram ana-
lisados estatisticamente,
como um modo de avaliar
este desenvolvimento. Este
baixo crescimento indica a
dificuldade que os microrga-
nismos provenientes da
amostra de solo tiveram de
crescer em meio mineral
contendo altas concentragdes
de 2,4-D (200mg-1"") como
fonte unica de carbono.
Dentre os 19 isolados bac-
terianos obtidos que apre-
sentaram crescimento no
meio sélido, seis foram clas-
sificadas como Gram-positi-
vas ¢ 13 como bacilo Gram-
-negativo. Todos os isolados

motoras de crescimento em
plantas com a fixagdo biold-
gica do nitrogénio, produto-
ras de fitormoOnios, supres-
soras de algumas doengas,
biorremediadoras, agentes
de biocontrole e produtoras
de biopolimeros. Estudos
sobre a diversidade de co-
munidades bacterianas do
solo contaminados com o
herbicida 2,4-D identifica-
ram que o género Burkhol-
deria era prevalecente e es-
tavam envolvidas na degra-
dacdo do herbicida (Tiedje
et al, 1999).

O isolado MM 8§ apresen-
tou similaridade de 91%
com Aurantimonas sp. A
familia Aurantimonadaceae
¢ constituida por bactérias
Gram-negativas e todos os
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TABELA II

IDENTIFICACAO MOLECULAR DAS CULTURAS ISOLADAS

Similaridade

Amostras GenBank Espécies % Referéncia
MM 3 NC 010515.1 Burkholderia cenocepacia 96 Copeland et al, 2008
MM 8 NZ_AAPJ01000003.1 Aurantimonas sp. 91 Dick et al, 2008
MM 9 NC_010511.1 Methylobacterium sp. 81 Copeland et al, 2008
MM 10 NC 010511.1 Methylobacterium sp. 97 Copeland et al, 2008
MM 11.1 NC _009720.1 Xanthobacter autotrophicus 86 Copeland et al, 2007
MM 11.2 NC_009720.1 Xanthobacter autotrophicus 86 Copeland et al, 2007
MM 12 NZ ABEX01000007.1 Methylobacterium chloromethanicum 93 Copeland et al, 2007
MM 14 NC 010515.1 Burkholderia cenocepacia 94 Copeland et al, 2008
MM 16 NZ_AASLO01000001.1 Campylobacter jejuni 85 Hofreuter et al, 2006

MM 18 NZ_ ABEX01000017.1

Methylobacterium chloromethanicum

87 Copeland et al, 2007

rium chloromethanicum
que foram encontrados
em amostras de solo do
Estado de Rondénia e
apresentaram resisténcia
a toxicidade do 2,4-D.
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representantes sdo exclusi-
vamente marinhos. Porém,
um estudo realizado por Ju-
rado et al. (2006) com o gé-
nero Aurantimonas em Can-
tabria, Espanha, identificou
o primeiro membro desta
familia isolada de ambiente
terrestre. Dessa forma, pode-
-se sugerir que os isolados
obtidos das amostras de solo
de Ronddnia, podem ser no-
vos representantes bacteria-
nos deste grupo taxondémico
encontrados em ecossiste-
mas terrestres.

Os isolados MM 9 e MM
10 apresentaram similarida-
de com Methylobacterium
sp. de 81 e 97%, respectiva-
mente. Segundo um estudo
desenvolvido por Omi et al.
(2007), no Japdo, a bactéria
Methylobacterium sp. foi
descrita como produtora de
enzimas denominadas de
dehalogenase, que no am-
biente promovem a degrada-
¢do de compostos como
pesticidas, herbicidas e sol-
ventes. Representantes do
género Methylobacterium,
cuja similaridade foi de
97%, foram encontrados nos
solos de Rondonia.

Os isolados MM 12 e 18
tiveram suas seqiiéncias si-
milares com Methylobacte-
rium chloromethanicum,
com 93 e 87%, respectiva-
mente. Este microrganismo
¢ descrito na literatura
como uma espécie distinta
das demais do género, devi-
do a sua capacidade de
crescer com clorometano
como Unica fonte de carbo-
no e energia. Estudos fisio-
l6gicos e genéticos ja de-
monstraram que 0s genes
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cmuAd e cmuB, presentes em
Methylobacterium chlorome-
thanicum sdo essenciais
para o crescimento deste
microrganismo em meio
contendo o composto cloro-
metano e estes genes codifi-
cam as proteinas responsa-
veis pela desalogeneizacdo
deste composto (Studer et
al., 2002).

Os isolados MM 11.1 e
11.2 apresentaram 86% de
similaridade com Xantho-
bacter autotrophicus, que
sdo caracterizadas por se-
rem bactérias Gram-negati-
vas fixadoras de nitrogénio.
Estudos realizados por Jans-
sen et al. (1985), relataram
que esta espécie é capaz de
degradar haloalcanos, com-
postos presentes em pestici-
das e que causam sérias po-
luigdes ambientais, como ¢é
o caso dos clorofluorcarbo-
nos (CFCs) um haloalcano
que ganhou certo destaque
na imprensa em virtude de
seu impacto negativo sobre
o ambiente.

O isolado MM 16 apre-
sentou similaridade de 85%
com Campylobacter jejuni.
Este microrganismo possui
resisténcia a contaminagao
por cadmio, e possuem ha-
bilidades em utilizar como
fonte de energia compostos
organicos (Nadeem et al.,
2008).

Todos os isolados bacte-
rianos obtidos possuem ca-
pacidade para degradar
compostos organicos po-
luentes ao meio ambiente, e
levando em consideracgéo
que estes microrganismos
foram provenientes de solo
com histérico de uso do

herbicida 2,4-D, os resulta-
dos obtidos indicam que as
bactérias presentes no solo
foram aptos a crescer em
meio mineral contendo 2,4-
D como fonte Unica de car-
bono, resistindo a sua toxi-
cidade até concentragdo de
200mg1"'. Desta forma, po-
de-se considerar estes mi-
crorganismos como poten-
ciais degradadores deste
composto.

Conclusoes

Para o consércio de mi-
crorganismo, as medidas de
turbidez mostraram que
ocorreu um baixo cresci-
mento de bactérias no meio
mineral onde eles se encon-
travam. No que diz respeito
ao isolamento por esgota-
mento de estrias o material
microbiano mostrou um
crescimento acelerado. E,
portanto pode-se assim sele-
cionar as coldnias puras e
submete-las a identificacdo
de Gram e capsula, onde se
obteve 19 isolados bacteria-
nos, sendo que 13 sdo linha-
gens bacterianas do tipo ba-
cilos Gram-negativos ¢ sem
capsula e 6 linhagens bacte-
rianas do tipo Gram-positivo
e sem capsula. Os resultados
do sequenciamento do gene
rRNA 16S dos isolados obti-
dos das culturas cultivadas
em meio mineral contendo o
2,4-D como fonte unica de
carbono identificou repre-
sentantes bacterianos de Me-
thylobacterium sp., Xantho-
bacter autotrophicus,
Burkholderia cenocepacia,
Aurantimonas sp., Campylo-
bacter Jejuni, Methylobacte-

e da Universidade Catoli-

ca de Brasilia (UCB),
pelo suporte nas analises de
biologia molecular. Ao
CNPq-CT-Biotecnologia, pro-
cesso numero 553269/2005-4,
pela bolsa concedida.
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