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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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CAPITULO 20
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ACIDO 2,4-DICLOROFENOXIACETICO
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RESUMO: O uso de pesticidas aumentou
significativamente no mercado brasileiro nos
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ultimos anos. Os herbicidas constituem o
segundo grupo de pesticidas mais utilizados no
Brasil, sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) um dos mais utilizados nas lavouras
brasileiras. O uso indiscriminado destes
pode

ambiental e a prejuizos a saude humana.

compostos levar a contaminacéo
Estudos buscam identificar microrganismos do
solo com a capacidade de degradacéo destes
pesticidas para uso em biorremediacdo. Este
trabalho teve como objetivo identificar cepas
bacterianas, com capacidade de degradacéo
do herbicida 2,4-D, oriundas da rizosfera de
chicéria (Cichorium endivia L.). Foi realizado
o isolamento bacteriano e identificacdo de
uma cepa através de testes bioquimicos e
sequenciamento. A cepa isolada foi identificada
como do género Delftia, que apresenta espécies
relacionadas com degradacéo de pesticidas.

PALAVRAS-CHAVES: 2,4-D, microbiota do

solo, pesticida

IDENTIFICATION OF BACTERIA

WITH THE BIODEGRADATION

CAPACITY OF THE HERBICIDE
2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID

ABSTRACT: The pesticide use has increased
significantly on the Brazilian market in the
recent years. The herbicides are the second
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group more used in Brazil, being the 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) one of
the most used in the Brazilians crops. The indiscriminate use of these compounds
may result in an contamination and damage to human health. Studies aim to identify
novel soil microorganisms with the degradation capacity of these pesticides for use in
bioremediation. This work aimed to identify bacterial strains with degradation capacity
of the 2,4-D herbicide from the chicory rhizosphere (Cichorium endivia L.). Bacterial
isolation and identification of a strain were performed through biochemical tests and
sequencing. The isolated strain was identified as Delftia sp., which presents many
species related to pesticide degradation.

KEYWORDS: 2,4-D, soil microbiota, pesticide

11 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, a agricultura mundial vem crescendo em produtividade e area
cultivada, acompanhada pelo uso intenso de pesticidas para atender a demanda da
populacdo mundial (ARMAS & MONTEIRO, 2005; EMBRAPA, 2018). Segundo Veiga
(2007), no Brasil, a producao agricola é dependente da utilizacao de pesticidas para
controlar pragas, doencas e plantas daninhas que reduzem a produgéo nas lavouras,
tendo como consequéncia 0 aumento da produtividade, ou seja, uma maior producao
agricola em uma determinada &rea plantada.

Desde 2009, o Brasil esta entre os maiores consumidores de pesticidas a nivel
mundial, sendo responsavel por 1/5 do consumo deste tipo de produto (DELLAMATRICE
& MONTEIRO, 2014; FAO, 2019). Trata-se de 19% de todos os pesticidas sintetizados
ao redor do mundo (CASSAL et al., 2014). Economicamente falando, a venda de
pesticidas movimentou 7,3 bilhdes de dblares no mundo (CASSAL et al., 2014). Dados
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio da Industria
dos Agrotoxicos da Universidade Federal do Parand mostraram que, no periodo
de 1992 a 2012, o mercado mundial de agrotoxicos cresceu 93%, enquanto que 0
mercado brasileiro cresceu 190% (CASSAL et al., 2014).

O uso de maneira inadequada de pesticidas pode levar a contaminagdo dos
solos e do ambiente de um modo geral, o que tem gerado preocupagdes com relagéo
ao comportamento destes compostos no ambiente. Apesar de serem muito utilizados
na agricultura, podem oferecer perigo para o homem dependendo da toxicidade,
do grau de contaminacédo e do tempo de exposicédo (CASTRO & CONFALONIERI,
2005; EMBRAPA, 2018). Estima-se que s6 no setor agricola, cerca de 12 milhGes
de trabalhadores rurais sdo expostos diariamente aos pesticidas (OLIVEIRA-SILVA &
MEYER, 2003). Sem as devidas precaucdes e cuidados em relacdo a manipulacéo,
producéo, estocagem e destino final dos pesticidas, ndao s6 o meio ambiente corre
risco, mas também a saude das pessoas que de alguma forma entram em contato com
tais produtos (FERREIRA et al., 2014; EMBRAPA, 2018). A utilizacdo destes agentes
quimicos gerou a contaminagdao de graos, frutas, legumes, hortalicas e verduras,
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trazendo inumeros maleficios ao meio ambiente, produtores rurais e aos consumidores
(CISCATO, 2008). Os efeitos sobre a exposicao ocupacional de trabalhadores rurais
podem variar desde sintomas menos severos como dificuldades para dormir, dor
de cabeca, tontura, ndusea, vomito e suor excessivo, até a diminuicao das defesas
imunoldgicas, o desenvolvimento de fraqueza muscular e broncoespasmos que podem
progredir para convulsées e coma, além de aborto, impoténcia sexual, alteracbes do
humor e distarbios do comportamento, como surtos psicéticos e até mesmo céncer
(LUNDBERG et al., 1997; FERREIRA et al., 2014; INCA, 2018).

Os pesticidas sao divididos em diferentes classes, dentre as quais os herbicidas,
fungicidas, acaricidas, algicidas, larvicidas e inseticidas (BRASIL,1989). Os pesticidas
cujos alvos sao as plantas daninhas sao classificados como herbicidas, sendo um
exemplo deste grupo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). As plantas daninhas
tém efeitos negativos na producao, uma vez que competem com a cultura por espaco,
agua, luz e, principalmente, nutrientes; além de serem muitas vezes hospedeiras
de pragas e doencas. O herbicida 2,4-D é o segundo mais utilizado nas lavouras
brasileiras (IBGE, 2015), principalmente nas plantacdes de cana-de-agucar.

Uma dificuldade para o desenvolvimento de uma forma eficiente de remocéo de
residuos de pesticidas do meio ambiente é o fato de que a persisténcia do pesticida
no solo dependente das caracteristicas do solo, especialmente do tipo de argila, e
dos fatores climaticos tais como radiacdo, temperatura, umidade e oxigenacao
(BURNS, 1975; apud DIREITO, 2009). E a associagao destes fatores, juntamente com
as caracteristicas da molécula, que determinam o tempo de vida dos pesticidas no
ambiente.

No solo, o destino do 2,4-D pode ser afetado por varios processos como, por
exemplo, o escoamento superficial, adsorcdo, lixiviagcdo, degradacdo quimica e
microbiolégica (ATTERBY etal.,2002). Segundo Atterby et al. (2002), os microrganismos
e as plantas sdo capazes de degradar diferentes compostos e devolver ao meio
ambiente, de modo a reciclar estas substancias e minimizar seu impacto ambiental,
sendo os agentes biol6gicos mais importantes para biorremediacédo. Os microrganismos
assumem papel ainda mais relevante que os vegetais quando consideramos sua
grande adaptabilidade tanto ao uso de diferentes moléculas como fonte de carbono
e energia como em relacdo as mais variadas condicées ambientais (MADIGAN et al.,
2004a).

Existem varios estudos quanto a distribuicdo dos microrganismos nos
mais diferentes ambientes (MADIGAN et al., 2004a). Quando se pensa em solo,
especialmente em sistemas agricolas, a comparagcdo é feita entre rizosfera (solo
sob influéncia radicular) e bulk (solo sem influéncia radicular). A rizosfera apresenta
maior abundéncia das populagdes bacterianas nas proximidades das raizes do que a
observada em bulk (SMALLA et al., 2001).

Segundo SINGER et al. (2003), a existéncia de similaridades entre compostos
aromaticos vegetais e alguns herbicidas com estrutura aromatica (ANVISA, 2004)
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poderia explicar a ocorréncia dessas rotas de degradagdo nos microrganismos do
solo. A diversidade dos compostos oriundos do metabolismo secundario vegetal é
a resposta as perturbacgdes bidticas e abidticas (FLORES et al., 1999) e o reflexo
da interacdo entre plantas, microrganismos e insetos (SINGER et al., 2003). A co-
evolucao entre estas trés categorias de organismos é, provavelmente, a responsavel
pelo desenvolvimento das rotas de degradagcdo presentes nos microrganismos do
solo. Outro aspecto levantado por Singer et al. (2003) é a existéncia de similaridades
estruturais entre os compostos aromaticos vegetais e os poluentes, o que apresenta
a ideia de que as rotas de degradacgao de pesticidas existem naturalmente em funcéao
dessas similaridades. Essa influéncia pode ser percebida pelo fato da degradacao de
pesticidas ser mais eficiente na rizosfera devido ao elevado nUmero de microrganismos
e/ou a absor¢ao da substéncia pelas plantas (PIUTTI et al., 2003; SUN et al., 2004).

Embora a aplicac&o de pesticidas em monocultivos realizados em grande escala
seja uma pratica dificil de ser abolida em funcéo da dificuldade de praticas rapidas
e eficientes de controle de pragas, doencas e plantas daninhas, existe uma busca
por tecnologias alternativas que gerem menor impacto ao meio ambiente. Segundo
Rodrigues e Andrietta (2010), também ha uma preocupacéao geral em desenvolver
formas eficientes de remocéo de residuos de pesticidas do meio ambiente. E neste
contexto que a biodegradacdo € uma alternativa para a remocéo de herbicidas do
ambiente, uma vez que na microbiota do solo existem microrganismos capazes
de degradarem pesticidas, entre eles o herbicida 2,4-D. A identificacdo destes
microrganismos € a primeira etapa para os estudos de biorremediacdo. Neste
trabalho, apresentamos a estratégia de estudo para a identificacao de bactérias com
a capacidade de degradacéo do herbicida 2,4-D.

2| METODOLOGIA

2.1 Isolamento Das Bactérias Do Solo Com Capacidade De Degradagao Do 2,4-D

Uma vez coletada amostra de solo da rizosfera de Chicéria (Cichorium endivia
L.), foi pesado 0,5 g de amostra do solo e diluido a 10" em solugéo salina 0,85% (NaCl
p/v). O material foi incubado a 30°C, por 50 minutos a 150 rpm. Foi preparada diluicéo
seriada em solucéo salinade 102a 107. De cada diluicao de amostra foram plaqueados
200 pL em cada placa de petri contendo meio diferencial MEMB (CHONG, 2005). Este
meio permite uma pré-selecdo das bactérias pela coloracéo das colénias, uma vez
que bactérias degradadoras do 2,4-D devem apresentar a coloragcédo avermelhada. O
plagueamento foi realizado a partir da diluicdo 102, em triplicata. Apos o plaqueamento
as placas foram incubadas a 30°C. Os isolados do meio MEMB foram obtidos ap6s
9 dias da inoculacéo. O isolamento foi realizado através da selecao por visualizacao
morfologica das coldnias, sendo isoladas colbnias de todas as cores, a exce¢éo das
azuis (colbnias sem capacidade de degradacédo do 2,4-D pré-identificadas através do
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uso do meio diferencial MEMB), utilizando meio Luria Bertani (LB) enriquecido com
2,4-D (Sigma-Aldrich com pureza > 98%) a 500 mg.L".

Para verificagdo que os isolados obtidos podem crescer em meio exclusivamente
com 2,4-D, estes foram repicados para meio mineral liquido contendo 2,4-D como Unica
fonte de carbono (FUSCHSLIN et al., 2003) e incubados a 30°C durante 15 dias sob
agitacao de 180 rpm. Osisolados obtidos foram agrupados com base nas caracteristicas
morfoldgicas e de coloracdo da colénia no meio MEMB e em meio LB. Também foram
consideradas a coloracdo de Gram e a morfologia das células. A coloracao de Gram
foi realizada como descrito em MADIGAN et al. (2004b) e a visualizagdo da morfologia
das células realizada por microscopia de campo claro (MADIGAN et al., 2004b). A
identificacéo dos isolados foi feita através dos testes bioquimicos e da amplificacéo
do fragmento do gene 16S rDNA (Subunidade do 16S do acido desoxirribonucléico
ribossomal). O esquema da metodologia utilizada é apresentado na Figura 1.

Diluicao seriada

Selecao em funcao

10
10*
Plaqueamento
10-
107
Amostla de solo g ?h @
Incubacao
EE 6 da coloragao e é
morfologia da

Isolamento colonia Contagem de colénias

Meio com 2,4-D

(FUSCHSLIN et al., 2003) @R

Extracio de DNA

Crescimento J TGCCGTAHIT

GC/ TT!
GIT' GG CGT

GIC TT
Sequenciamento
Testes bioquimicos

Identificacao da bactéria

Amplificacao

Figura 1. Esquema da metodologia para obtencéo e identificacédo das bactérias isoladas com
capacidade de degradacao do herbicida 2,4-D.

2.2 Potencial de degradacao do herbicida 2,4-d pelas bactérias isoladas do solo

Os isolados bacterianos foram repicados para tubos de ensaio com meio de
cultura mineral usando o 2,4-D como a Unica fonte de carbono (FUSCHSLIN et al.,
2003). O experimento foi realizado em ftriplicata. Foi utilizado o proprio meio de cultivo
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sem o in6culo como controle. Os tubos inoculados foram incubados por 21 dias a 30°C.
ApoOs este periodo foi realizada a leitura dos tubos para verificagdo do crescimento dos
isolados por turbidimetria a 550 nm e coletado o material para a anélise cromatogréfica.
A coleta do material para analise cromatografica foi através da filtracdo do meio de
cultura empregando membrana durapore 0,22 ym de porosidade. A amostra filtrada foi
conservada a -20°C até o momento da injecéo.

O cromatografo utilizado na quantificacdo do 2,4-D foi o da marca Merck
equipado com detector Diode Array. A aquisicéo e tratamento dos dados foi feita com o
software EZchrom (Merck). A corrida cromatogréfica foi realizada utilizando o método
selecionado por Sbano et al. (2013).

Foram injetados o 2,4-D e possiveis derivados da degradacdo deste:
2,4-diclorofenol, 2- clorofenol, 4-clorofenol, 4-cloro-2-metilfenol e 2-metilfenol, todos
da Sigma-Aldrich com pureza > 98%.

2.3 Testes bioquimicos para identificagao bacteriana

Foi utilizado o equipamento VITEK® 2 Compact para identificar os microrganismos
por meio de testes, que medem a utilizacdo da fonte de carbono, resisténcia do
microrganismo e a atividade enzimatica. A metodologia empregada é baseada nas
caracteristicas dos dados e no conhecimento sobre o microrganismo e reacdes
analisadas com base no banco de dados que este equipamento possui. Caso nao
seja reconhecido um padrao unico de identificac&o, é fornecida uma lista de possiveis
microrganismos ou a estirpe € determinada n&o identificavel pela base de dados. Para
identificacdo das amostras pelo VITEK® 2 Compact foram utilizados os protocolos do
fabricante para uso do sistema.

2.4 Identificacao bacteriana por analise de fragmento do 716s rdna

A extracdo do DNA do isolado foi realizada seguindo o protocolo de Berbert
e colaboradores (2018). O isolado foi identificado através da amplificacdo e
sequenciamento de fragmento do 16S rDNA gerado utilizando os iniciadores 926F (5’-
AAA CTC AAAKGAATT GAC GG — 3’) (LANE,1991) e 1378R (5’ GCG TGT GTA CAA
GAC CC 3) (HEUER & SMALLA, 1997) nas condicdes descritas por Direito (2009).
O Programa de amplificacé&o consistiu em uma etapa inicial de desnaturagdo a 98°C
durante 5min, seguido por 30 ciclos com desnaturagdo a 95°C por 1min, anelamento
a 55°C por 40s e extensdo a 72°C por 2min, com extensao final a 72°C por 10min. O
produto da amplificacao foi enviado a empresa comercial que realizou a purificacéo e o
sequenciamento capilar bidirecional. A sequéncia de nucleotideos obtida foi analisada
através do software BLAST, utilizando a ferramenta BLASTn.

Analise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza 3 Capitulo 20




31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Bactérias isoladas do solo com capacidade de degradacao do 2,4-d

O isolamento das bactérias oriundas das amostras de solo da rizosfera de chicoria
foi realizado com o meio MEMB. O MEMB é uma variacdo do meio EMB empregado
na microbiologia para identificacao de bactérias fermentadoras de lactose (DIREITO,
2009). No MEMB, as colénias de microrganismos degradadores de 2,4-D possuem
coloracao avermelhada e as ndo degradadoras a coloracao azulada (DIREITO, 2009).
Como relatado por Direito (2009), além das coldnias de coloragao azulada e avermelha,
houve o crescimento de colénias com coloracéo verde e amarela, o que também foi
observado no isolamento de bactérias de amostra de solo da rizosfera de chicéria
(Figura 2). A visualizacao das coldnias que degradam o 2,4-D pela alteracéo da cor da
colénia é induzida pela acidificacao do meio (CHONG, 2005; DIREITO, 2009). Como
as colbnias verdes e amarelas ndo sao nem avermelhadas (degradadoras do 2,4-
D) nem azuladas (ndo degradadoras do 2,4D), estas também foram selecionadas.
Seguindo este critério, foram isoladas 45 bactérias, compreendendo microrganismos
Gram positivos e Gram negativos.

Figura 2. Fotos das placas com meio MEMB para isolamento de bactérias degradadoras do

herbicida 2,4-D através da colorag&o das coldnias. As setas identificam em: A, colénias com

coloragao roxa; B, col6nias com coloragéo verde (seta verde) e amarela (seta amarela); C,
colénias com coloragéo azul (seta azul) e vermelha (seta vermelha).

3.2 Potencial de degradacao do herbicida 2,4-d pelas bactérias isoladas do solo

A capacidade de degradacéao do 2,4-D pelas bactérias isoladas foi analisada pelo
perfil cromatografico obtido apds crescimento bacteriano em meio mineral contendo 2,4-
D como unica fonte de carbono. Foi realizada a sobreposi¢ao dos perfis cromatograficos
gerados pelo crescimento dos isolados bacterianos com o perfil cromatografico do
2,4-D com os seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenol, 2-Clorofenol, 2-Metilfenol
e 4-Cloro-2-Metilfenol (Figura 3). Dentre os isolados estudados, teve destaque o
identificado pelo cdédigo CHO5 pelo perfil gerado demonstrar uma molécula com tempo
de retencao (Figura 4) e espectro distintos das estudadas (dados ndo apresentados).
Esta estirpe foi submetida ao processo para identificagcao taxonémica.
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Figura 3. Perfil cromatogréfico do 2,4-D com seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenal,
2-Clorofenol, 2-Metilfenol e 4-Cloro-2-Metilfenol. TR do 4-Clorofenol: 10,820 min; TR do
2,4-Diclorofenol: 12,940 min; TR do 2-Clorofenol: 10,107 min; TR do 2-Metilfenol: 9,727 min; e,
TR do 4-Cloro-2-Metilfenol: 13,153 min.
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Figura 4. Perfil cromatografico do isolado bacteriano identificado como CHO5 obtido ap6s o
cultivo em meio mineral com 2,4-D (linha verde) sobreposto ao perfil cromatografico do 2,4-
D com seus derivados 4-Clorofenol; 2,4-Diclorofenol, 2-Clorofenol, 2-Metilfenol e 4-Cloro-2-
Metilfenol (linha azul).Linha verde: Tempo de retencéo (TR) do pico gerado apds crescimento
da bactéria: 12,047 min; Linha azul: TR do 4-Clorofenol: 10,820 min; TR do 2,4-Diclorofenol:
12,940 min; TR do 2-Clorofenol: 10,107 min; TR do 2-Metilfenol: 9,727 min; e, TR do 4-Cloro-2-
Metilfenol: 13,153 min.

3.3 Identificacao taxonémica do isolado bacteriano

Apoés a caracterizagdo morfo-tintorial do isolado, a bactéria CHO5 foi submetida
aos testes bioquimicos pelo sistema VITEK® 2 Compact. O resultado da analise
bioquimica obtido por este sistema apresentou 99% de probabilidade para a bactéria
Delftia acidovorans. Este percentual indica que todos os testes bioquimicos analisados
no equipamento atenderam ao esperado do banco de dados do VITEK® 2 Compact.

Em seus estudos, Hoffmann e colaboradores (2003) observaram que a bactéria
Delftia acidovorans foi capaz de mineralizar o herbicida 2,4-D. Segundo os autores,
essa espécie microbiana apresenta dois conjuntos de genes que participam da rota
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de degradacéo descrita na literatura como presente na estirpe Ralstonia eutropha
JMP134, bactérica modelo no estudo de degradacéo do herbicida 2,4-D.

O resultado do sequenciamento corrobora com a identificagéo realizada pelo
sistema VITEK® 2 Compact até o nivel de género, pois apresentou 100% de cobertura
e identidade com Delftia sp..

41 CONCLUSOES

A metodologia empregada neste estudo é adequada para o isolamento e
identificacéo taxonémica de bactérias com a capacidade de degradacéo do herbicida
2,4-D de amostras do solo. A estirpe isolada do género Delftia com capacidade de
biotransformacao do herbicida 2,4-D deve ser investigada tanto em nivel de genoma
quanto em experimentos laboratoriais para verificacdo da sua capacidade de uso em
biorremediagé&o.
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