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Resumo

Dicamba € um agente de acado foliar, indicado para culturas de milho, sorgo,
pastagens e gramados. Apesar do uso de agroquimicos ter um impacto positivo
sobre a produtividade, h& preocupacdes sobre os efeitos adversos. O objetivo deste
trabalho foi investigar se linhagens de biofilme e de ambiente aquatico apresentam
um sistema de respostas para tolerar altas doses do herbicida Dicamba e que
possam ser utilizadas em programas de biorremediacdo. Foram utilizados 25
isolados bacterianos que foram incubados em microplacas de 96 pocos nos meios
Caldo Luria e Meio Mineral, com e sem glucose, e com as doses de 1x, 10x e 40x a
concentracdo do herbicida Dicamba utilizado na agricultura. Os resultados
mostraram que os isolados de biofilme apresentaram maiores niveis de tolerancia ao
herbicida do que os isolados de ambiente aquatico. A organizacdo em biofilmes
possivelmente aumenta a capacidade de adaptacdo ao ambiente toxico por meio de
um sistema de respostas ndo especificas, uma vez que o Dicamba nao foi um dos
contaminantes da agua utilizada para isolamento de bactérias. Destas, as mais
tolerantes estdo sendo identificadas por sequenciamento do gene ribossomal 168S.

Introducéo

Segundo dados da Companhia Nacional de Abastecimento, a estimativa
para producdo de grdos no Brasil na safra 2016/2017 sera de aproximadamente
222,91 milhdes de toneladas, associado com um aumento na utilizagdo de
herbicidas (CONAB, 2017).

Apesar do uso de defensivos agricolas ter um impacto positivo sobre a
produtividade, ha preocupacdes sobre as reacdes adversas destes agroquimicos. A
guantidade de residuos que permanecem no ambiente pode alterar a estrutura de
microbiotas de solo e de agua, os quais precisam lidar com diferentes componentes
téxicos (PILEGGI et al., 2012; OLCHANHESKI et al., 2014). O Dicamba é um agente
de acao foliar, utilizado em culturas de milho, sorgo, pastagens e gramados
(AMBROSE, 2013), sendo ainda considerado um herbicida experimental, cuja
atuacao sobre microbiotas de solo e agua deve ser estudada.

Neste contexto, a biorremediacdo é uma das alternativas para a
descontaminacdo ambiental de xenobioticos, os quais podem ser transformados em



moléculas menos nocivas por meio da atividade metabdlica de microrganismos (NITI
et al., 2013; VIANA, 2009).

Em termos ambientais, biofiimes sdo definidos como comunidades de
microrganismos que estdo incorporados em uma matriz autoproduzida de
substancias poliméricas extracelulares (SPE), podendo estar aderidas entre si e/ou a
uma superficie (NADELL et al., 2016; FLEMMING et al., 2016). Essa formacao
representa uma forma de adaptacédo a diferentes condigbes ambientais (VIANA,
2009).

O objetivo deste trabalho foi investigar se linhagens de biofime e de
ambiente aquatico, sem prévia selecdo pelo herbicida Dicamba, apresentam
estratégias adaptativas para tolerar altas doses deste xenobiético.

Materiais e Métodos
Teste de Tolerancia em Microplacas

Foram avaliados 25 isolados bacterianos, sendo 4 de ambiente aquatico e
21 de biofilme, obtidos na Fazenda Escola Capdo da Onca da Universidade
Estadual de Ponta Grossa - PR. Os isolados foram obtidos em tanques de
armazenamento de agua utilizada na lavagem de embalagens de herbicidas,
fungicidas, inseticidas, adjuvantes e reguladores de crescimento. Os isolados foram
incubados em microplacas de 96 pocos nos seguintes meios: Caldo Luria (LB: 10
g/L triptona; 5 g/L NaCl; 5 g/L extrato de levedura) e Meio Mineral (MM: 3 g/L
NaNOs; 0,5 g/L MgSOg; 0,5 g/L KCI; 0,01 g/L FeSOs; 0,04 g/L CaClz; 0,001 g/L
MnSOa4; 27,2 g/L KH2POa4 e 45,6 g/L K2HPOg4), com e sem a adicdo de 20 g/L de
glucose, e com as doses de 1x (concentracdo correspondente a dose de campo),
10x e 40x do herbicida Dicamba. As placas foram incubadas a 30 °C, durante 48h. A
densidade Optica foi avaliada através de leitor de microplacas a 600 nm.

Identificagcdo molecular por sequenciamento do gene ribossomal 16S

Os isolados foram cultivados em placas contendo Agar Luria (LA: LB com
adicdo de 15 g/L agar bacteriologico). Apos incubacdo por 48h a 30 °C, colbnias
isoladas foram coletadas para identificagdo molecular. Foram utilizados os primers
8F (5 - AGAGTTTGATCCTGGCTCAG - 3) e 1492rR (5° -
GGTTACCTTGTTACGACTT - 3') para se fazer a amplificacdo do gene ribossomal
16S. Apos purificagcdo dos produtos de PCR e analise de integridade de bandas por
meio de eletroforese, o material obtido foi enviado para sequenciamento na Ludwig
Biotec (Alvorada, Brasil). As sequéncias serdo analisadas usando-se os recursos do
sitio “Ribosomal Database Project".

Resultados e Discussao

As andlises mostraram que em LB (meio rico em nutrientes) e MM (meio de
composicdo definida) os 21 isolados de biofilme apresentaram, de uma maneira
geral, maiores niveis de tolerdncia ao herbicida Dicamba do que os 4 isolados
planctonicos. A organizacdo em biofilmes possivelmente aumenta a capacidade de
adaptacdo ao ambiente toxico por meio de um sistema de respostas nao
especificas, uma vez que o Dicamba nao foi um dos contaminantes da agua
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utilizada para isolamento de bactérias. Conforme Nadell et al (2016) e Flemming et
al (2016) a formacéo da substancia polimérica extracelular € um processo dinadmico
e depende da disponibilidade de nutrientes, das condi¢gbes locais e do estresse
ambiental, como resposta a contaminantes. Os isolados mais tolerantes estdo sendo
identificados por sequenciamento do gene ribossomal 16S.

Conclusdes

Os dados obtidos neste projeto indicam que a estrutura e organizagédo de
comunidades bacterianas em biofilmes aumentam os niveis de tolerancia ao
herbicida Dicamba, mesmo sem prévia pressao seletiva por este xenobidtico.
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