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RESUMO

O manejo incorreto durante a aplicacdo da maioria dos pesticidas agricolas vem
causando contaminagdo em solos, lencgois freaticos, fauna e flora nos agroecossistemas
brasileiros, além de aumentar os custos na producdo agricola. A microbiota quando
submetida a dosagens acima do recomendado de certos pesticidas sofre efeitos
deletérios em suas populacdes. E como uma forma de amenizar 0s custos nos insumos e
a busca de uma producdo agricola mais sustentavel, o uso de bactérias promotoras de
crescimento e biorremediadoras € uma ferramenta biotecnoldgica de grande potencial.
Outro fator com influéncia na producdo agricola é a salinidade, €é um termo que
qualifica uma situacdo de excesso de sais soluveis ao solo no ambiente .Este problema é
um dos principais causadores de degradacdo de solos em regides de clima &rido e
semiarido, culminado em sérios prejuizos no rendimento agricola. Para contribuir com
recuperacdo desses solos degradados, as bactérias promotoras de crescimento vegetal
tem demonstrado Uteis no desenvolvimento de estratégias na promocao de crescimento
de plantas em solos salinos. Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivos:
i) avaliar a tolerancia ao pesticida metomil e a potencial capacidade de biodegradacéo
deste pesticida por bactérias promotoras de crescimento vegetal do género Bacillus; e ii)
avaliar a producéo de exopolissacarideos sob estresse salino por bactérias promotoras de
crescimento vegetal do género Pantoea. Para avaliagdo da tolerancia ao pesticida, as
bactérias de Bacillus (UAGAT35 e UAGAT71) foram inoculadas em Meio Minimo
Mineral (MMM) liquido modificado, acrescido de glicose como fonte de carbono,
seqguido de diferentes concentracdes do Metomil. E para avaliar o potencial de
biodegradacdo, a fonte de carbono ndo foi acrescida. JA& no experimento sobre a
salinidade foram utilizadas cinco linhagens bacterianas do género Pantoea (UAGC
906,UAGC 977,UAGC 858, UAGC 907 e UAGC 972), que foram cultivadas em meio
solido com sacarose, e adicionado diferentes concentracdes de NaCl, em cada
tratamento. Durante 10 dias, o crescimento do halo foi medido com auxilio de um
paquimetro, sendo feito cinco leituras, em intervalos de 48 horas. As duas linhagens do
género Bacillus demonstraram tolerancia e biodegradacdo ao inseticida metomil, em
suas diferentes concentracdes. Enquanto que as 5 linhagens bacterianas, do género
Pantoea, submetidas as diferentes concentracdes de NaCl apresentaram producdo de

Exopolissacarideos (EPS), mostrando sua sobrevivéncia em ambientes sob estresse
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salino. Portanto, as bactérias avaliadas apresentaram potencial para estudos futuros

visando promogcéo de crescimento em ambientes adversos.

Palavras chave: biorremediagdo, salinidade, pesticida, bactérias promotoras de

crescimento.
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ABSTRACT

Incorrect handling during the application of most agricultural pesticides has been
causing contamination in soils, groundwater, fauna and flora in Brazilian
agroecosystems, in addition to increasing costs in agricultural production. The
microbiota when subjected to dosages above the recommended level of certain
pesticides suffers deleterious effects on their populations. And as a way to reduce input
costs and the search for more sustainable agricultural production, the use of growth
promoting bacteria and bioremediators is a biotechnological tool of great potential.
Another factor that influences agricultural production is salinity. It is a term that
qualifies a situation of excess soluble salts in the environment. This problem is one of
the main causes of soil degradation in regions of arid and semi-arid climate, culminating
in serious agricultural income. To contribute to the recovery of these degraded soils,
plant growth promoting bacteria have been shown to be useful in the development of
strategies to promote plant growth in saline soils. In view of the above, the present work
had as objectives: i) to evaluate the tolerance to the methomyl pesticide and the
potential biodegradation capacity of this pesticide by Bacillus plant growth promoting
bacteria; and ii) to evaluate the production of exopolysaccharides under saline stress by
plant growth promoting bacteria of the genus Pantoea. For the evaluation of pesticide
tolerance, the Bacillus bacteria (UAGAT35 and UAGAT71). were inoculated in
modified Minimal Mineral Medium (MMM), plus glucose as carbon source, followed
by different concentrations of Methomyl. And to assess the potential for biodegradation,
the carbon source has not been increased. In the experiment on salinity, five bacterial
strains of the genus Pantoea were used (UAGC 906, UAGC 977, UAGC 858, UAGC
907 and UAGC 972), which were grown in solid medium with sucrose and added
different concentrations of NaCl in each tr. For 10 days, the growth of the halo was
measured with the aid of a pachymeter, being done five readings, in intervals of 48
hours. The two strains of the genus Bacillus demonstrated tolerance and biodegradation
to methomyl insecticide, in their different concentrations. While the 5 bacterial strains
of the genus Pantoea submitted to the different concentrations of NaCl presented

production of Exopolysaccharides (EPS), showing their survival in environments under



salt stress. Therefore, the evaluated bacteria presented potential for future studies

aiming to promote growth in adverse environments.

Key words: bioremediation, salinity, pesticide, growth promoting bacteria.



1. INTRODUCAO

O manejo incorreto durante a aplicagdo da maioria dos pesticidas agricolas, vem
causando contaminacdo em solos, len¢ais freaticos, fauna e flora nos agroecossistemas
brasileiros. A microbiota quando submetida a dosagens acima do recomendado de
certos pesticidas sofre efeitos deletérios em suas popula¢des, podendo causar alteragdes
em seus DNAs, inibicdo de proteinas, destruicdo de membranas, entre outros (
PROCOPIO et al. 2010). Dentre os insumos agricolas usados na producdo agricola do
milho esta 0 metomil, pesticida usado no controle da Spodoptera frugiperda, 0 mesmo
faz parte do grupo quimico metil carbamato de oxima, provoca a passagem continua dos
impulsos nervosos, levando o inseto a fadiga e, consequentemente, a morte ( GALLO et
al., 2002),sendo classificado como um produto muito perigoso ao meio ambiente,classe
Il ( AGROFIT, 2003).

E como uma forma de amenizar os custos nos insumos e a busca de uma produgéo
agricolamais sustentavel,0 uso de bactérias promotoras de crescimento e
biorremediadoras é uma ferramenta biotecnoldgica de grande potencial, pois trds uma
producdo agricola econémica ede alta qualidade, sendo usadas como critérios de
preservagdo ambiental e saude humana ( DARTORA et al, 2013;
SANTOS,VARAVALLO, 2011; FIGUEIREDO et al., 2010).

Outro fato abidtico com influéncia na producdo agricola a ser considerado neste
trabalho sera a salinidade. A salinidade é um termo que qualifica uma situacdo de
excesso de sais soluveis ao solo no ambiente .Este problema é um dos principais
causadores de degradacdo de solos em regides de clima arido e semiarido, culminado
em sérios prejuizos no rendimento agricola ( LIMA JUNIOR et al., 2010; MAPELLI et
al., 2013).

Este problema é mundial, em nosso pais, Brasil, a regido do nordeste se destaca com
tal problematica; Para contribuir com recuperacdo desses solos degradados, as bactérias
promotoras de crescimento vegetal tem demonstrado Uteis no desenvolvimento de

estratégias na promocéo de crescimento de plantas em solos salinos, com o intuito de
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melhorar a producdo de material vegetal e ,com isso, a extracdo de sais( NIA et al.,
2012).

As bactérias, levando em consideracdo seus habitats naturais, podem colonizar o
interior e exterior dos 6rgdos das plantas. Se mostrando benéficas, neutras ou
prejudiciais ao seu crescimento. As bactérias promotoras de crescimento de plantas
(BPCP) fazem parte da populacéo residente das plantas como epifiticas ou endofiticas e
ndo sdo fitopatogénicas ( MARIANO et al., 2004). Na ultima decada, estudos com
bactérias diazotroficas endofiticas ganharam forca e maior atencdo devido as
potencialidades como agentes de promocdo de crescimento e protecdo de plantas (
JUNIOR et al., 2008).

As bactérias, que possuem algum tipo de associagdo com plantas, podem colonizar
diferentes nichos, como a rizosfera e o rizoplano ( epifiticas da raiz) e endofiticamente
nos mais variados orgaos, como raizes e folhas, por exemplo. Concluindo-se que estes,
sdo ambientes ideais para o desenvolvimento bacteriano, por apresentarem a deposi¢ao
de substancias secretadas, que favorecem o desenvolvimento destes micro-organismos.
Essas substancias sdo ricas em fontes de carbono, vitaminas, reguladores de crescimento
e nutrientes que estimulam a atividade microbiana e a diversidade de espécies ali
existentes (RAMOS, 2011).

O crescimento em plantas, a partir de bactérias promotoras de crescimento vegetal,
pode ser realizado de forma direta, pela producdo de hromdnios de crescimento, ou
indiretamente, quando se tem uma alteracdo na microbiota do solo. Varias espécies
bacterianas podem induzir o crescimento radicular de maneira direta, este fator esta
atrelado a capacidade que estes organismos possuem em produzir fitoménios (SABINO
et al., 2000).

Diante do exposto, 0 presente trabalho teve objetivos:i) avaliara tolerancia ao
pesticida metomil e a potencial capacidade de biodegradacdo deste pesticida por
bactérias promotoras de crescimento vegetal do género Bacillus;e ii) avaliar a producéo
de exopolissacarideos sob estresse salino porbactérias promotoras de crescimento

vegetal do Pantoea.
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2.REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bactérias promotoras de crescimento vegetal

O crescimento de plantas, a partir de bactérias promotoras de crescimento € sem
duvida uma ferramenta biotecnologica baseada na sustentabilidade ambiental e na
inovacdo da producdo agricola, aprimorando o aperfeicoamento no uso dos insumos e
na sustentabilidade da producdo vegetal, além de fixarem nitrogénio, produzirem

fitohormonios, solubilizarem fosfato etc para as plantas (OLIVEIRA et al., 2017).

Além da sustentabilidade as bactérias promotoras de crescimento ,como por
exemplo, Baccillus, Pantoea, Pseudomonas ,e entre outras, possuem a capacidade de
biodegradar pesticidas agricolas ( JOUTEY et al., 2013).Mostrando assim a grande
importancia de se conhecer mais sobre tais microrganismos e melhor compreendé- los ,

para melhor uso da sua relagdo bactéria- planta.

2.2 Importancia da interacao bactéria-solo-planta

A interacdo entre bactérias e plantas ocorre em diferentes nichos, no solo perto
da superficie das raizes(comunidade rizosférica) ou no interior das plantas (comunidade
endofitica) (HARTMANN et al., 2008) nos distintos 6rgdos (raiz,caule,folha,flores),
podendo contribuir beneficamente com o crescimento e desenvolvimento vegetal (
ANDREOTE, 2009).

As comunidades microbianas do solo e a microbiota associadas as plantas
desempenham importante papel em fungbes vitais do ecossistema, atuando na
decomposicdo da matéria organica, ciclagem de nutrientes, fixacdo bioldgica de
nitrogénio, degradacdo de xenobidticos, solubilizacdo de nutrientes, producdo de

exopolissacarideos e promocao de crescimento vegetal, dentre outras (COTTA, 2016).
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2.3 Exopolissacarideos (EPSs)

Os exopolissacarideos (EPSs) sdo polimeros de carboidratos encontrados em
uma ampla variedade de bactérias, que também possibilitam vida livre a bactéria,
permitindo a aderéncia e colonizacdo de superficies sélidas onde nutrientes se
acumulam (COSTERTON et al., 1987).

Envolvem as membranas da célula protegendo as do dessecamento e outros
estresses ambientais, e devido as cdpsulas de natureza idnica, podem ajudar na fixagdo
de minerais e nutrientes proximos a célula da bactéria. (SUTHERLAND, 1988;
WHITFIELD, 1988, WEINER, et al, 1995). Segundo WEINER et al., (1995), os fatores
ambientais que podem afetar a sintese de EPS incluem oxigenacdo, limitacdo de
nitrogénio e cations (magnésio, célcio), dessecamento, baixa temperatura, crescimento

em meio minimo e fase de crescimento, limitacdo de nutrientes.

Deacordo com Xavier (2009), a producdo dos EPSs é muito comum em diversos
géneros de bactérias fixadoras de nitrogénio, apresentando relevancia na interagdo
bactéria-planta. Eles apresentam inUmeras aplicacGes biotecnologicas, na industria
farmacéutica, como anticarcindgeno, e na industria cosmética e alimenticia, como
agente espessante e adogante. Segundo Schiavado-souzaet al (2007), os EPSs podem ser
adicionados em varios produtos, especialmente em leites fermentados, atuando como

agentes de viscosidade, estabilizantes, emulsificantes ou geleificantes.

2.4 Solubilizacéo de fosfato

O solo é um dos maiores reservatorio de fosforo, geralmente encontrado retido
como, por exemplo, em solos intemperizados, onde o P é pouco disponivel e encontrado
na forma inorganica néo labil. Algumas bactérias promotoras do crescimento possuem a
habilidade de solubilizar fosfato inorganico tornado-o disponivel para as plantas
podendo aumentar a produtividade da cultura (RODRIGUEZ et al., 2007).

A literatura relata que a capacidade dos micro-organimos em realizar a

solubilizacdo de fosfato esta ligada aos ciclos biogeoquimicos ( REITH et al., 2007).

Souza et al. (2007) relatam que h& maior disponibilidade de fosfato depende da fonte de
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fosfato utilizada e do aumento do pH do meio. A solubilizacdo de fosfato também ¢é dita
como uma caracteristica fenotipica bacteriana que é geralmente usada para a
caracterizagdo de micro-organismos correlacionados com a promocdo de crescimento
das plantas ( DIAS et al., 2009; JHA et al., 2011).

2.5 Fixacdo bioldgica de nitrogénio

As plantas absorvem o nitrogénio(N) na forma de NH4 ou de NO3 ou por meio
da fixagdo bioldgica do nitrogénio atmosférico. A fonte primaria de nitrogénio para as
plantas ¢ o N2 atmosférico, que corresponde a aproximadamente 78% dos gases da
atmosfera, mas este é altamente estavel devido a sua tripla ligacdo covalente, ficando
indisponivel para as plantas. Contudo, o N2 pode torna-se disponivel quando fixados
através de reacBes quimicas por processos industriais ou naturais. Entre 0s processos
naturais, o de maior representatividade é a fixacdo biologica de nitrogénio (FBN), no
qual o N2 atmosfeérico é reduzido até a forma de NH3 ( TAIZ E ZIEGER. 2004)

A fixacdo bioldgica de nitrogénio é um processo realizado por véarias espécies
bacterianas que podem se associar a diversas plantas em diferentes graus de
especificidade levando a classificagdo como bactérias de vida livre e associativas que
podem ser endofiticas facultativas ou endofiticas obrigatérias( Oliveira et al., 2008;
SENTHILKUMAR et al., 2011).Esses procariontes possuem um complexo enzimatico
chamado de nitrogenase, que € capaz de romper a tripla ligacdo do N2 atmosférico e
provocar a sua reducéo até amonia (NH3) (HUNGRIA et al ., 1997).

2.6 Inseticida (Metomil)

Uma das principais pragas do milho é pertencentes a ordem Lepidoptera, da
familia Noctuidade, a especie Spodoptera frugiperda( J. E. Smith ), conhecida
vulgarmente como a lagarta do cartucho (FERNANDES et al., 2014). O inseto ataca a
parte aérea, onde apds a eclosdo dos ovos, as lagartas, efetuam umas raspagens nas
folhas (ROSA, 2011), e conforme os insetos vdo crescendo fazem perfuracdes nas

folhas, penetrando o cartucho, podendo danificar as espigas da cultura (MAPA, 2017).
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Dentre os insumos agricolas usados na producdo agricola do milho esta o
metomil, pesticida usado no controle da Spodoptera frugiperda, o mesmo faz parte do
grupo quimico metil carbamato de oxima, que atua na transmissdo sinéptica inibindo a
enzima acetil colinesterase, ou seja, ndo permite a catalisagdo do neurotransmissor
acetilcolina através de sua enzima, provocando assim a passagem continua dos impulsos
nervosos, levando o inseto a fadiga e, consequentemente, a morte ( GALLO et al.,
2002).

Ainda é comum usar somente 0 inseticidas na agricultura, objetivando uma
maior praticidade e eficiéncia no controle da Spodoptera frugiperda. Existem varios
inseticidas registrados pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (2003)
, como por exemplo estdo os organofosforados, espinosinas, metilcarbamatos e entre
outros e por conta do mal uso destes xenobioticos é bem visivel a contaminacdo de
solos, fontes hidricas, rios, lagos etc.Com isso 0 uso da biodegradacéo de pesticidas por
bactérias é bastante importante e procurada nos estudos relacionados a remediacéo
ambiental (JOUTEY et al,. 2013 ).

2.7 Influéncia dos pesticidas sobre a microbiota associada a planta

O uso de micro-organismos vem sendo estudado quanto a biorremediacéo
ambiental, visto que muitos dos solos agricolas estdo contaminados por xenobioticos
nocivos ao meio ambiente, como por exemplo, o0s pesticidas. Dentre estes
microrganismos estdo as bactérias, do género Bacillus, que possuem capacidade de
sobreviver em condi¢cdes a adversar, como a presenca de Xxenobidticos e ainda
expressarem caracteristicas como a promocdo de crescimento vegetal, além disso,
possuem habilidade de preservar o meio ambiente usando os xenobioticos como fonte

de carbono, biodegradando as substancias poluentes.

15



2.7 Biorremediacéao e tolerancia microbioldgica a inseticidas

A aplicacdo de bactérias em sistemas agricolas e ambientais esta sendo
explorado em diversos aspectos, inclusive visando a biorremediagdo ambiental, visto
gue muitas bactérias sdo versateis quanto a tolerancia e até biodegradacdo de compostos
quimicos, como os residuos dos pesticidas que contaminam os solos agricolas. Dentre
tais bactérias, o género Bacillus se destaca por apresentar a capacidade de crescer em
variados ambientes, possuindo habilidade de conservar o0 meio ambiente, através de sua
habilidade em biodegradar compostos poluentes (PEREIRA et al., 2012).

Biorremediacdo é um processo no qual organismos vivos, normalmente plantas
ou micro-organismos sdo utilizados biotecnologicamente para remover ou reduzir
poluentes no ambiente. Esse processo biotecnologico de remediacdo tem sido
intensamente pesquisado e recomendado pela comunidade cientifica atual como uma
alternativa viavel para o tratamento de ambientes contaminados, tais como aguas
subterraneas, superficiais e solos, além de residuos e efluentes industriais em aterros e
areas de contencdo ( GAYLARDE et al., 2005).

Detectar meios que promovam biodegradacdo de xenobidticos nos solos e,
consequentemente, nas aguas subterraneas estdo sendo alvos de estudos, e uma das
alternativas que contribuem para essa questao sdo o uso de bactérias ( JING-LIANG et
al., 2009; MENDOZA et al., 2011). Entre muitos géneros bacterianos descritos na
literatura, quanto a degradarem hidrocarbonetos totais de petrdleo, pesticidas e metais
pesados toxicos, estdo inclusas bactérias do género Bacillus (MENEZES et
al.,2003;NITSCHKE; PASTORE, 2002), que apresentam potencial de biorremediacéo

de solos contaminados.

2.8 Salinidade

O termo salinidade ou carater salino do solo refere-se & presenca de sais mais
soliveis em agua fria que o sulfato de célcio (gesso), em quantidade que interfere no
desenvolvimento da maioria dos vegetais, que se expressa em uma condutividade do
solo em alguma época do ano entre 4 e 7dS/m.), a salinidade pode ser oriunda de acdes

antrépicas e naturais.
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Assim o processo de salinizacao do solo pode ocorrer, de uma maneira geral, em
solos situados em regides de baixas precipitaces pluviais, alto deficit hidrico e que
tenham deficiéncias naturais de drenagem interna. No Brasil, levando-se em
consideracdo tdo somente as precipitacGes pluviais e a distribuigdo destas ao longo do
ano, pode-se separar regides em: Semi-aridas - com periodo de seca igual ou superior a
6 meses por ano e precipitacdes médias anuais menores que 800mm; nesta classe situa-
se 50% da area do Nordeste brasileiro. Semi Umidas - periodo de 4 a 5 meses por ano.

Umidas - periodo de 1 a 3 meses por ano. Muito imida - sem seca.

Quanto menor o valor das precipitagcbes medias anuais de uma regido e maior a
evapotranspiracdo potencial, maior € a possibilidade de salinizacdo de seus solos
quando irrigados, pois como resultado do maior déficit hidrico, menor é a possibilidade
da lixiviacdo dos sais para horizontes mais profundos do solo ( MANZOTTA et al.,
2017).
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CAPITULO 1: INFLUENCIA DO INSETICIDA METOMIL SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO
VEGETAL DO GENERO BACILLUS.

3.1 INTRODUCAO

A previsdo da segunda maior colheita de grédos do Brasil, com uma producéo de
232,6 milhdes de toneladas, estd mantido no levantamento da Safra de Graos
2017/2018. A estimativa de area é também destaque, com a entrada de numeros das
culturas de inverno e outras, podendo se tornar a maior da série historica, ou seja, 61,5
milhGes de hectares. Os maiores volumes sdo da soja, responsavel pelo bom
desempenho produtivo e cujo avanco da colheita vem confirmando a boa produtividade,
e do milho total. A leguminosa registra 117 milhdes e o cereal 89,2 milhdes de
toneladas. Ja o milho segunda safra responde por 70% de sua colheita (62,9 milhdes de
t), cabendo ao milho primeira safra 26,3 milhdes de toneladas, segundo a CONAB
(2018).

O Brasil é um dos maiores lideres mundiais na producdo de cereais, legumes,
grdos etc e suas estimativas para a safra 2018/19 indicam incremento na agricultura
brasileira referente a area de gréos, a produtividade média esperada dessas lavouras e a
producdo final, quando comparada aos resultados obtidos na temporada passada. Para a
area, por exemplo, a expectativa é que sejam utilizados algo entre 61.873,9 mil hectares
(limite inferior) e 63.146 mil hectares (limite superior). Esses nUmeros representam uma
variacdo positiva entre 0,2% e 2,3% em comparacdo aquela area utilizada na safra
2017/18. A producdo total de grdos apresentara variacdo, tendo como limite inferior
uma estimativa na ordem de 233,6 milhGes de toneladas (2,5% maior em relacdo ao
valor final de gréos produzidos na safra anterior) e o limite superior de 238,5 milhdes de
toneladas, acréscimo de 4,7% em comparacdo a 2017/18(CONAB, 2018).

Diante da ampliacdo e continuo crescimento agricola brasileiro, o
desenvolvimento produtivo deve ocorrer em paralelo com o uso de técnicas agricolas
que visem & viabilidade econdmica com minimizacdo da degradabilidade do meio

ambiente e aumentos na produtividade. Assim, a busca por sistemas de manejo de
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cultivo que propiciem a sustentabilidade das culturas, com aumento de produtividade e
diminuicdo de insumos agricolas deve nortear as principais culturas brasileiras,
buscando sempre o equilibrio sustentavel ao meio ambiente, neste contexto, a aplicacéo
de microrganismos no manejo de sistemas agricolas representa uma alternativa viavel e

de grandes perspectivas.

A interacdo entre bactérias e plantas ocorre em diferentes nichos, no solo perto
da superficie das raizes, ou no interior das plantas ( HARTMAN et al., 2008) nos
distintos 6rgaos ( raiz, caule, folha, flores), podendo contribuir beneficamente com o

crescimento e desenvolvimento vegetal ( ANDREOTE et al., 2009).

O uso de bactérias vem sendo estudado quanto a biorremediagdo ambiental,
visto que muitos solos agricolas estdo contaminados pelo residuo dos pesticidas. Dentre
tais bactérias, esta 0 género Bacillus, que possui a capacidade de crescer em diversos
ambientes e serem capazes de promover o crescimento em plantas, possuindo habilidade
de contribuir com a conservagdo do meio ambiente, especialmente por biodegradar
compostos poluentes (PEREIRA et al., 2012).

Dentre os insumos agricolas utilizados na producdo agricola, encontram-se 0s
inseticidas, compostos quimicos que ao entrarem em contato com os insetos, atuam no
blogueio de algum processo fisioldgico ou bioquimico ( GALLO et al., 2002).Detectar
meios que promovam biodegradacdo desses residuos encontrados nos solos e
consequentemente, nas aguas subterraneas estdo sendo alvos de estudos, e uma das
alternativas que contribuem para essa questao sdo o uso de bactérias ( JING-LIANG et
al., 2009; MENDOZA et al., 2011).

Entre muitos géneros bacterianos descritos na literatura, quanto a degradarem
hidrocarbonetos totais de petrdleo, pesticidas e metais pesados toxicos, estdo inclusas
bactérias do género Bacillus (MENEZES et al.,2003;NITSCHKE; PASTORE, 2002),

que apresentam potencial de biorremediagdo de solos contaminado.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de

biodegradacéo e tolerancia de duas linhagens bacterianas promotoras de crescimento
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vegetal do género Bacillus (UAGAT35 e UAGAT71) quanto ao inseticida metomil,

utilizado no controle da Spodoptera .frugiperda, praga chave da cultura do milho.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas duas linhagens bacterianas de Bacillussp., UAGAT35 e
UAGATT71, previamente isoladas de Atriplex e caracterizadas como promotoras de
crescimento vegetal (SILVA et al., 2016). Essas bactérias foram mantidas em meio TSA
( TripcaseSoy Agar ) e sob refrigeracdo de 4 °C, no laboratorio de Genética e
Biotecnologia Microbiana (LGBM) da Unidade Académica de Garanhuns da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (UAG — UFRPE).

3.2.2 Inseticida metomil

Para a avaliacdo a biodegradacdoe a tolerancia ao metomil, foi avaliado um
inseticida comercial utilizado no controle da Spodoptera frugiperda em milho, o
Lannate BR, que tem o Metomil como ingrediente ativo (215 g.i.a L), fabricante
DuPont.

3.2.3 Metodologia para avaliar a tolerancia bactérias do género Bacillus ao

inseticida metomil.

As bactérias foram inoculadas a partir de coldnias isoladas em meio TSA
(TrypcaseSoyAga) 10% liquido, sendo mantidas sob agitacdo constante (125 rpm),
durante 24-48 horas.Apos, retirou-se 2mL do in6culo para a verificacdo da densidade
Optica em espectrofotdmetro (600 nm), sendo transferidos 10 microlitros do indculo
bacteriano para tubos contendo 25 mL de Meio Minimo Mineral (MMM) liquido
modificado: 3 g K2HPO4 ; 0,5 g KH2PO4 ; 1,25 g (NH4)2S04 ; 10 mg NaCl; 100 mg
MgSO4; 1 mg : FeSO4 - 7H20 por litro, com PH 7,3 ( MENDONZA et AL. , 2011),
acrescido de glicose ( 10 g.l) como fonte de carbono, seguido dos seguintes tratamentos:
0mg Lt-25mg L — 50 mgL? — 100 mgL* — 200 mgL™ do inseticida Metonil. Em

seguida, as amostras foram inoculadas sob agitacdo constante ( 124 rpm) , & 28 °C.

25



Durante 11 dias, a densidade Optica foi verificada em seis leituras, em intervalos
de 24 horas para as cinco primeiras leituras e um intervalo final de 6 dias para a ultima
leitura. O experimento foi realizado em triplicata, foi aplicada a andlise de varidncia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR versédo 5.4 (FERREIRA, 2010).

3.2.4 Metodologia para avaliar a biodegradacdo das bactérias do género

Bacillus ao inseticida metomil.

A metodologia utilizada para avaliar o potencial de biodegradacdo das duas
linhagens bacterianas de Bacillus sp., UAGAT35 e UAGAT71, foi a mesma da
tolerdncia, diferindo apenas na questdo da fonte de carbono, pois na andlise da
tolerancia foi acrescido em todos os tratamentos, a glicose ( 10 g.I) como fonte de
carbono. Contudo, para avaliar a capacidade de usar o metomil como fonte de carbono,
0 pesticida deve ser a unica fonte de carbono nos meios de cultura, logo, a glicose nao

foi acrescida.

O experimento foi realizado em triplicata, foi aplicada a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR versdo 5.4 (FERREIRA, 2010)

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1 Tolerancia bacteriana na presenca do inseticida metomil

Ambas as bactérias ,BacillusUAGAT 35 e UAGAT 71,apresentaram tolerancia ao
inseticida metomil, uma vez que foram capazes de se desenvolver nas diferentes
concentracOes avaliadas, tanto quanto no meio sem a presenca do inseticida.

Aislabie e Lloyd-Jones( 1995) afirmam que um dos fatores de influéncia da
biodegradacdo é a presenca de outras fontes de carbono, o que pode ser um fator que

favoreca a degradacdo desse inseticida pelas bactérias avaliadas no presente trabalho, ja

que havia como fonte alternativa a glicose a ser usado pelas duas linhagens bacterianas.
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Do primeiro ao Gltimo dia de avaliacdo ndo ocorreu diferenca estatistica entre as
duas linhagens (figuras 3 e 4 ). As duas linhagens até o quinto dia responderam com
um crescimento muito lento em relagéo aos tratamentos 25,50,100 e 200 mgL™ .Porém,
do quinto dia até o décimo primeiro dia houve crescimento constante nas duas linhagens
a estes tratamentos, como mostras os graficos.Com isso, conclui-se que as bactéria
,até o quinto dia , ndo possuia alta tolerancia ao metomil ,porém, ocorrido um interva-lo
de 6 dias, entre a quinta e sexta leitura, as bactérias apresentaram crescimento ,isso
demonstrou que houve certa adaptagdo dos grupos bacterianos no decorrer dessas duas
leituras, ou seja, a variavel tempo foi crucial para que as duas linhagens mostrassem

tolerancia.

Com o crescimento bacteriano entre as duas linhagem nos tratamentos , foi possivel
observar e inferir que a alta concentracdo do pesticida foi utilizado pelo micro-
organismos como substrato extra de carbono para o seu metabolismo ( MELO;
AZEVEDO, 1997; ROSA, 2006).

otica(nm)

0.12 Aa
0.10 Ba
Aa
0.08 a B 0Omg
Densidade Ab a H25mg
.06 Ab D 50 mg
Ac
Bc Ba ® 100 mg
Bb Bd
0.04 Ad caoo B e ® 200 mg
Cc BcBcBb
CcEeDb cd
0.02 Cb

1° dia 2° dia 3% dias 4° dia 5° dia 11° dia

Figura 3. Crescimento bacteriano da linhagem Bacillus UAGAT 35 ,analisado via especto fotometro por
densidade dtica (600 nm) em 11 dias com seis leituras, comseguintestratamentos:0 mg L' — 25 mg L —
50 mgL! — 100 mgL* — 200 mgL* do inseticida Metomil. As letras maitsculas indicam o melhor

tratamento em cada dia e as minGsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.
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Figura 4. Crescimento bacteriano da linhagem Bacillus UAGAT 71 ,analisado via especto fotometro
por densidade dtica (600 nm) em 11 dias com seis leituras, comseguintestratamentos:0 mg L™t — 25 mg L
150 mgL? - 100 mgL?! — 200 mgL™* do inseticida Metomil.As letras maitsculas indicam o melhor
tratamento em cada dia e as mindsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.

4.3.3 Potencial de degradacgdo bacteriana a diferentes concentragdes do inseticida

metomil.

Ambas as bactérias, UAGAT 35 e UAGAT 71, apresentaram biodegradacao do
inseticida metomil, uma vez que foram capazes de se desenvolverem nas diferentes
concentracOes avaliadas. Apesar do crescimento das linhagens de Bacillus ter sido lento,
pois foi observado maior crescimento bacteriano nos ultimos dias de avaliacdo, a Unica
fonte de carbono disponibilizada foi apenas o pesticida metomil, isso mostra que as
linhagens foram capazes de utilizar o pesticida como fonte de carbono em seus
processos metabdlicos de forma eficiente para seu desenvolvimento e sobrevivéncia
(Figura 1).

O género bacteriano Bacillus sp € mencionado quanto a capacidade de degradar
varios compostos quimicos ( BATISSON et al., 2008; VARGHA et al., 2005 apud;
SENE et al., 2010). E neste experimento, os resultados de biodegradacgéo das linhagens
de Bacillus sp, UAGAT35 e UAGAT71 ndo foram diferentes, pois ambas bactérias
conseguiram realizar o processo de biodegradacdo do pesticida nas distintas

concentracfes de metomil submetidas, a partir, principalmente, do quinto dia de cultivo.
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Existe um intervalo de 5 dias entre a quinta e sexta leitura, isso foi o suficiente
para que ambas as bactérias no tratamento 25,50,100 e 200mgL ! comecassem a
responder, pois antes da quinta leitura a resposta a biodegradacdo ndo estava sendo tdo
eficiente nestes tratamentos, isso nos mostra que ao passar dos dias as bactérias foram

ativando vias bioguimicas que permitissem a biodegradacao do pesticida.

Entre ambas as bactérias, houve melhor resposta na biodegradacdo e
consequentemente no crescimento bacteriano entre o quinto ao décimo primeiro dia de
cultivo. E em relacéo ao desdobramento dos diferentes tratamentos, ndo houve diferenca

estatistica entre as bactérias.

Ambas bactérias desde o terceiro dia em diante , no tratamento controle,
apresentaram crescimento, e em relacdo aos demais tratamentos as duas linhagens so
vieram apresentar um certo crescimento a partir do quinto dia em diante, exceto a
linhagem UAGAT 71 no tratamento 50 mgL™ no terceiro dia de avaliagdo, pois ja tinha
demonstrado uma certa resposta na biodegradacéo do inseticida metomil (tabela 1).

Tabela 1. Crescimento bacteriano da linhagem UAGAT 35 do género Bacillussp.
,analisado via especto fotometro por densidade ética (600 nm) em 11 dias de
cultivo. As letras mailsculas indicam o melhor tratamento em cada dia e as
mindsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.

Bacillus UAGAT 35
METOMIL

DIA OmgL? 25mglL’? 50mgL! 100 mgL? 200 mg L1
1 0,000Bd 0,000Bc 0,000Bb 0,000 Bb 0,000 Bb
2 0,000Bd 0,000Bc 0,000Bb 0,000 Bb 0,000Bb
3 0,03667Ac 0,000 Bc 0,000 Bb 0,000 Bb 0,000 Bb
4 0,04667Ac 0,000BC _ 0,000Bb 0,000Bb 0,000Bb
5 0,09333Ab 0,06667Bb 0,05000Ba 0,0000Cb 0,0000Chb
11 0,2133Aa 0,10333Ba 0,07000Ba  0,1000Ba 0,08000Ba
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Tabela 2. Crescimento bacteriano da linhagem UAGAT 35 do género Bacillussp.
,analisado via especto fotometro por densidade 6tica (600 nm) em 11 dias de
cultivo. As letras mailsculas indicam o melhor tratamento em cada dia e as
minuasculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.

Bacillus UAGAT 71
METOMIL

DIA  OmgL?! 25mglL? 50 mg L 100 mg L* 200 mg L?
1 0,000Bd 0,000Bc 0,000Bc 0,000Bc 0,000Bc

2 0,000Bd  0,000Bc 0,000Bc 0,000Bc 0,000Bc
3 0,0300Ac 0,000Bc 0,0200Ab 0,000Bc 0,000Bc

4 0,0400Ac 0,00Bc 0,0333Ab 0,000Bc 0,000Bc
5 0,0900Ab  0,0900Ab 0,0600Ba 0,0033Cb 0,0033Cb
11 0,240Aa 0,193Aa 0,500Ca 0,096Ba 0,090Ba

4.4 CONCLUSAO

As bactérias UAGAT35 e UAGAT71, do género Bacillus, foram capazes de
crescer em diferentes concentragdes do inseticida metomil, ou seja, apresentaram
tolerancia até concentragfes maiores que a aplicacdo no campo.Com isso, as mesmas
podem ser usadas melhor exploradas em programas de manejo integrado, visando até a
capacidade de biorremediacdo de inseticidas. As duas linhagens UAGAT35 e
UAGAT71,n0 que tange a biodegradacdo, foram igualmente capazes de biodegradar o
pesticida metomil nas diferentes concentracdes avaliadas, sendo as duas linhagens
promissoras para avaliagdes futuras, visando a biorremediacdo de ambientes

contaminados por pesticidas.
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CAPITULO 2: INFLUENCIA DO ESTRESSE SALINO SOBRE O
DESENVOLVIMENTO NA PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEO DE
BACTERIAS PROMOTORAS DE CRESCIMENTO VEGETAL DO GENERO
PANTOEA

5.1 INTRODUCAO

A salinidade é um termo que qualifica uma situacdo de excesso de sais soluveis ao
solo no ambiente radicular onde as plantas estdo se desenvolvendo. Este processo € um
dos principais causadores de degradagdo de solos em regides de clima arido e semi-
arido, culminado em sérios prejuizos no rendimento agricola ( LIMA JUNIOR et al.,
2010; MAPELLI et al., 2013).

Este problema é mundial, em nosso pais, Brasil, a regido do nordeste se destaca com
tal problematica, isso é consequéncia pelo manejo inadequado nos sistemas de
irrigacdes e abandono de terras, principalmente as proximas do perimetro irrigado,

limitando a producéo de culturas comerciais e degradando habitat ecossistémicos.

Para contribuir com recuperacdo desses solos degradados, as bactérias promotoras
de crescimento vegetal tem demonstrado Uteis no desenvolvimento de estratégias na
promogédo de crescimento de plantas em solos salinos, com o intuito de melhorar a

producéo de material vegetal e, com isso, a extracdo de sais( NIA et al., 2012).
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Diversos géneros bacterianos, como por exemplo, Pseudomonas, Ralstonia,
Pantoea etc, vivem associadas as plantas, estdo relacionadas a promocdo do
crescimento vegetal, como detectado por Kuklinsky-Sobal et al. (2004). Além dessa
relacio com as plantas existem fatores abidticos e bidticos no solo que séo
determinantes na vida destes microrganismos, tais como clima, agroquimicos,
salinidade, tipo de solo etc (COMPANT et al., 2010; KUKLINSKY-SOBRAL et al.,
2005; MALKONES, 2000).

Esses micro-organismos promovem o ajuste direto de mecanismos diretos, como a
solubilizacdo de nutrientes, fixacao de nitrogénio, sintese de fitohormonio, producéo de
exopolissacarideos entre outros, tais caracteristicas podem atuar na solucdo de
problemas nutricionais e fitossanitarios, como também diminuir a utilizacdo de
agroquimicos e evitar a salinizagdo dos solos, por excesso de adubos quimicos
(COMPANT et al.,2010).

As plantas encontram nutrientes essenciais para 0 seu crescimento no solo, porém
para que um elemento nutriente possa ser absorvido, ele deve estar em uma forma
solivel (EPSTEIN et al, 2005). Para obter produtividade em ambientes que estdo sob
estresse salino, por exemplo, € necessario buscar alternativas de manejo que viabilize a

producdo nessas areas.

Os micro-organismos que habitam o sistema bioldgico do solo possuem fungdes de
grande importancia, como a degradacdo de compostos organicos e ciclagem de
nutrientes (MIRANSARI, 2013), as plantas na absorcdo de nutrientes (MIRANSARI,
2013; CHAGNON et al., 2013).

Vérios micro-organismos simbidticos sdo capazes de tolerar essa condi¢do de
estresse, possibilitando grande resiliéncia as plantas. Essa tolerancia pode estar em
consequiéncia da producgdo de substancias que auxiliam nos ajustes osméticos da planta
como os exopolissacarideos (EPS). Os exopolissacarideos bacterianos desempenham
um importante papel na ecologia de bactérias. Além disso, participam da sinalizacdo
molecular no processo de simbiose com plantas e de formacdo de biofilme
(RUMJANEK et al., 2004; FUJISHIGE et al., 2008; RINAUDI & GIORDANO, 2010).
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Desempenham também, importante papel na ciclagem do fésforo (P) do solo,
disponibilizando este nutriente através de meios bioldgicos, sendo alternativa viavel,
com a substituicdo do fertilizante pelas bactérias solubilizadoras de fosfato (ALIA et
al., 2013), podendo proporcionar a disponibilidade de P para as plantas, através da
hidrolise de formas organicas para formas inorganicas, em decorréncia da acdo de

enzimas hidroliticas, principalmente fosfatase acidas (SANTOS et al., 2012).

Inimeros micro-organismos tém a capacidade de produzir exopolissacarideos
(EPS), e essa aptiddo permite a adaptagdo a varias situacdes de estresse ambientais
como o salino, variacbes de temperatura e estresse hidrico. No Entanto, o EPS
possibilita vida livre a bactérias, permitindo a aderéncia e colonizacdo as superficies
solidas onde os nutrientes se acumulam, ressaltando-se, ainda, que esta substancia
envolve as membranas das células protegendo-as do dessecamento e de outros estresses
ambientais, além de poder ajudar na fixacdo de nutrientes proximos & bactérias (
FLEMMING et al.,2010; BARRETO et al., 2011).

Sendo assim, o0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a producdo de
Exopolissacarideos por cinco linhagens bacterianas do género Pantoea (UAGC
906,UAGC 977,UAGC 858, UAGC 907 e UAGC 972) em diferentes concentracfes de
NaCl(0%, 1%, 2,5%, 5% e 7,5%).

5.2 MATERIAL E METODOS

5.2.1 Linhagens bacterianas

Foram utilizadas cinco linhagens bacterianas do género Pantoea (UAGC
906,UAGC 977,UAGC 858, UAGC 907 e UAGC 972), previamente isoladas de plantas
de cana-de-acUcar e caracterizadas como promotoras de crescimento vegetal (LIMA et
al., 2018). Essas bactérias foram mantidas em meio TSA ( TripcaseSoy Agar ) e sob
refrigeracdo de 4 °C, no laboratorio de Genética e Biotecnologia Microbiana (LGBM)
da Unidade Académica de Garanhuns da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UAG — UFRPE).
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5.2.2 Producéo de exopolissacarideos

Para aproducdo de exopolissacarideos, as cinco linhagens bacterianas do género
Pantoea foram cultivadas em meio liquido (TSA) 10% e, logo apos realizou-se a
inoculagdo de 5 uL do inodculo cultivado em discos de 5 mm de didmetro em meio de
cultura s6lido modificado (20 g L -1 de extrato de levedura; 15 g L -1 de K2HPO4; 0,2
g L -1 de MgSO4; 0,015 g L -1 de MnSO4; 0,015 g L -1 de FeSO4; 0,03 g L -1 de
CaCl2; 0,015g L -1 de NaCl; 15 g L -1 de Agar).

5.2.3 Avaliar o potencial de tolerancia das 5 linhagens bacterianas, do género

bacteriano Pantoeaa diferentes concentracdes salina,NacCl.

Em seguida, foram adicionados 10% da fonte de carbono, a sacarose, em pH 7,3,
sendo cultivadas por 24 horas, no qual foi adicionado diferentes concentracdes de
NaCl(0%, 1%, 2,5%, 5% e 7,5%), em cada tratamento, para avaliar a tolerancia das
cinco linhagens bacterianas do género Pantoea (UAGC 906,UAGC 977,UAGC 858,
UAGC 907 e UAGC 972) em temperatura ambiente de 28°C. Durante 10 dias, 0
crescimento do halo foi medido com auxilio de um paquimetro, sendo feito cinco

leituras, em intervalos de 48 horas .
O experimento foi realizado em triplicata, foi aplicada a analise de variancia

(ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade,
utilizando o programa estatistico SISVAR verséao 5.4 (FERREIRA, 2010).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme mostram as (figuras 4,5,6,7 e 8) foi possivel observar no experimento que
todas as linhagens bacterianas produziram EPS em todas as concentracfes de NaCl,

mas com um decréscimo na producdo em funcdo do aumento da concentracédo de sal.

Nas concentracbes 5 e 7,5% todas as linhagens bacterianas demonstraram
comportamento similar, pois a produgdo de exopolissacarideo (EPS) foi menor,nesta
concentracdo, quando comparada com as demais concentracbes de NaCl, isso se
explicar por serem as maiores concentracfes salinas do experimento, entretanto isso ndo

as inibiram de produzir o EPS.

Pois ao longo dos dias as mesmas aumentaram sua produgdo de EPS, o tratamento
que houve uma melhor resposta na producdo de EPS, exceto o tratamento controle que
sobressairam todos os tratamentos, foi 0 1% e 2,5% em todas as linhagens bacterianas,
entretanto houve uma particularidade nas bactérias UAGC 906 e 977, as mesmas
apresentaram na primeira leitura, 2° dia, uma produgdo de EPS menor, quando
comparado a concentracdo 7,5 de NaCl, porém na segunda leitura em diante, 4° dia, tais
bactérias na concentracdo 5% sobressairam na producéo de EPS, quando comparado a

concentracédo 7,5% de NacCl.

Apesar destas diferencas , todas as linhagens responderam bem as diferentes
concentraces de NaCl, mostrando que as linhagens (UAGC 906,UAGC 977,UAGC
858, UAGC 907 e UAGC 972) do género Pontoea tem um grande potencial a ser mais
explorado na categoria da producdo de exopolissacarideos em condi¢cdes de estresse

salino.
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Figura 4. Producdo de exopolissacarideos (EPS), halo em cm, das linhagens bacterianas UAGC 858
Pantoea, sob concentragGes diferentes de NaCl, durante 10 dias de cultivo. As letras maitsculas indicam
o melhor tratamento em cada dia e as mindsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.
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Figura 5. Producdo de exopolissacarideos (EPS), halo em cm, das linhagens bacterianas UAGC 907
Pantoea, sob concentragGes diferentes de NaCl, durante 10 dias de cultivo. As letras maitsculas indicam
o melhor tratamento em cada dia e as mindsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada tratamento.
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Figura 6 .Producdo de exopolissacarideos (EPS), halo em cm, das linhagens bacterianas UAGC
906Pantoea, sob concentrages diferentes de NaCl, durante 10 dias de cultivo. As letras mailsculas

indicam o melhor tratamento em cada dia e as mintsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada
tratamento.
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Figura 7. Producdo de exopolissacarideos (EPS), halo em cm, das linhagens bacterianas UAGC
977Pantoea, sob concentrages diferentes de NaCl, durante 10 dias de cultivo. As letras mailsculas

indicam o melhor tratamento em cada dia e as mintsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada
tratamento.
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Figura 8. Producdo de exopolissacarideos (EPS), halo em cm, das linhagens bacterianas UAGC
972Pantoea, sob concentrages diferentes de NaCl, durante 10 dias de cultivo. As letras mailsculas
indicam o melhor tratamento em cada dia e as mindsculas o melhor crescimento entre os dias, em cada
tratamento.

5.4 CONCLUSAO

As bactérias do género Pantoea sdo promotoras de crescimento vegetal,
propiciando para as planta um maior rendimento produtivo em biomassa e
consequentemente uma maior rentabilidade para o produtor, e mesmo estando em
condicgdes de estresse ,que no nosso caso foi em estresse salino,foi possivel demonstrar
que tais linhagens (UAGC 906,UAGC 977,UAGC 858, UAGC 907 e UAGC 972) do
género Pantoea foram capazes de produzir exopolissacarideos (EPS), podendo assim
trazer beneficios produtivos mesmo em condi¢des de estresse para a planta. Tornando-se
uma das ferramentas biotecnoldgicas ,que sendo mais exploradas,viaveis e benéficas
nas producbes agricolas sob condi¢cbes adversas,como por exemplo, a seca e solos

salinos.
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