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Resumo

A intensificacdo do uso de glifosato tem se mostrado prejudicial a varios organismos
ndo alvos. Considerando o solo como receptor final do herbicida, a comunidade
microbiana é um dos fatores criticos a ser monitorado. Dessa forma, nesse estudo
reportamos o efeito do glifosato sobre a rizobactéria Bacillus subtilis, tendo como
enfoque a toxicidade da exposicdo ao herbicida nas caracteristicas funcionais
bacteriana de crescimento e de biocontrole a fitopatogenos. O isolado de B. subtilis
FC1 foi cultivado em seis tratamentos diferenciais quanto a composicdo do meio de
cultura na presenca e auséncia do glifosato. A andlise do crescimento bacteriano
constituiu na comparacdo das curvas de crescimento bacteriano através da leitura
espectrofotométrica (OD600). ApGs a exposicdo de 15 horas aos tratamentos, foi
analisado o ensaio de antibiose contra o fitopatogeno Fusarium spp., para avaliar se 0
herbicida interferiu nos metabdlitos antifungicos produzido pelo isolado FC1. A
adicdo do glifosato nos meios de cultivos apresentou efeito negativo no crescimento
do FC1, confirmado através da anélise da viabilidade celular a baixa taxa metabolica.
Por outro lado, a exposicdo ao herbicida, nessas condicdes testadas, ndo afetou na
caracteristica de biocontrole ao fitopatdgeno. Estes resultados abrem perspectivas de
estudos complementares para melhor compreender a relacdo herbicida-bactéria e como

estes podem interferir em algumas atividades bacteriana.
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Introducéo

A agricultura, com o proposito de produzir alimentos para o mundo, intensifica-
se em decorréncia do aumento populacional, a qual vem contribuindo com a
perturbacdo em larga escala do uso da terra, por esse tratar-se de um fator limitante no
desenvolvimento agricola. A expansdo de terras agriculturaveis é reflexo da
maximizacdo de producéo, portanto, a aplicacdo de novas tecnologias no intuito de
atingir resultados superior de producdo estd em constante desenvolvimento
(HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2014).

A introducdo de cultivares geneticamente modificados (CGM) revolucionou o
setor agricola, especialmente com CGM resistente a herbicidas. Embora, seja esperado
a reducdo numero de aplicacdes de herbicidas no manejo de plantas invasoras, devido
a capacidade de tolerancia desses cultivares, estudos tem contrariado essa expectativa.
Benbrook (2012) avaliando dezesseis anos da introdu¢cdo CGM no Estados Unidos
demostrou o aumento do uso de herbicidas nos cultivares que apresentaram
resisténcia, em especial ao herbicida Roundup Ready, que apresenta o glifosato como
ingrediente ativo.

O glifosato € amplamente utilizado na agricultura mundial, efetivo no controle
de ervas daninhas. E um herbicida sistémico que atua na inibicio da sintese da enzima
5-enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato  sintetase (EPSPS) (ARAUJO, 2002). A
intensificacdo de seu uso tem se mostrado prejudicial a varios organismos ndo alvos,
mesmo apesar de sua baixa toxicidade (AMARANTE et al. 2002).

Pesquisas direcionaram o efeito do glifosato sobre as comunidades microbianas
no solo. O entendimento dos efeitos adversos faz-se necessario, tendo em vista, 0s
potenciais ecoldgicos e biotecnoldgicos (NEWMAN et al., 2015). A aplicacdo da
comunidade microbiana do solo para mensurar a qualidade ambiental € uma
importante abordagem de biomonitoramento (BRUGGEN e SEMENQV, 2000). Nesse
sentindo, Karam et al., (2009) citam que as caracteristicas funcionais do género
Bacillus s&o ideais como bioindicador da sade ambiental.

A espécie Bacillus subtilis tem o solo como habitat natural, apesar de ser isolado
em inumeraveis ambientes, apresentando maior predisposicdo pela rizosfera de varios
vegetais (FALL et al., 2004 apud EARL et al., 2008). Bacillus subtilis apresenta
relevancia em diversos processos ecologicos e biotecnologicos, tais como biocontrole

de fitopatogenos, inducdo de resisténcia sisttmica (IRS), solubilizagdo de fosforo,



producdo enzimatica, etc (WESTERN et al., 2004; EARL et al., 2008; LANA FILHO
etal., 2010).

Embora os estudos sobre a interacdo bactéria-herbicidas visem compreender os
processos de biodegradacgdo, pouco é documentado os impactos desses produtos sobre
as atividades funcionais desses microrganismos. Neste trabalho, a bactéria Bacillus
subtilis, isolada da rizosfera, foi exposta ao glifosato para avaliar o impacto de sua
toxicidade sobre as caracteristicas funcionais bacteriana, de crescimento e controle a

fitopatdgenos.

Material e Métodos

Isolamento e Identificagdo convencional

As amostras de solos foram coletadas no fragmento de Cerrado (FC) localizado na
Universidade de Rio Verde, Goids. Aproximadamente 50g de solo foi removida do
rizoplano do carvoeiro (Tachigali vulgaris). Dez gramas de cada amostra foram
homogeneizadas com 90 mL de agua peptonada (H,Op) e tratadas termicamente a
80°C por 12 min em banho-maria, no intuito do isolamento de bactérias formadoras de
endosporos (SLEPECKY & HEMPHILL, 1992). A diluicdo em série em H,Op foi
conduzida nas concentragdes 107!, 1072 ¢ 107%. 1 ml de cada diluig&o foi inoculado na
superficie do Agar Nutriente (AN), e as placas foram incubadas a 35°C por 24 horas.
As colbnias suspeitas para B. subtilis foram selecionadas para os testes bioquimicos
seguindo a metodologia de Bergey's Manual of determinative Bacteriology
(BUCHANAN e GIBBONS, 1975), e as culturas confirmadas foram posteriormente

mantidas a 4°C em freezer.

Herbicida
O sal de potéassio de glifosato conhecido como Roundup Transorb R®
(Contendo 480 g/l de ingrediente ativo de glifosato) foi cedido pelo Departamento de

Insumos Agricolas da Universidade de Rio Verde.

Condigdes de Cultivo
O meio minimo mineral (MM) base para o experimento foi constituido por: 1,5
g de KH2PO4, 0,6 g de Na2HPOs4, 0,5 g de NaCl, 2 g de NHsSOs, 0,2 g de



MgS04.7H20, 0,01 de CaClz, 0,001 g de FeSOa4, 1000 ml de agua destilada, pH final
7,0 (DWORKIN E FOSTER, 1958).
Inéculo

O isolado de Bacillus subtilis FC1 foi cultivado em 50 ml de caldo nutriente a
27°C por 36h até atingir a fase log tardia de crescimento. A fase de crescimento foi
verificada por turbidimetria, por meio da absorbancia, que foi verificada no
espectrofotdmetro em ODso0o, sendo padronizado 0,8 de absorbancia para in6culo a
1:100

Anélise do Crescimento Bacteriano

O isolado de FC1 foi cultivado em 6 tratamentos: MM; MM + 1% de Dextrose
(MMD); MM + 1% de Dextrose e 7,2 mg/ml de glifosato (MMDH); MM + Herbicida
(MMH); Caldo Nutriente (CN); Caldo Nutriente + Herbicida (CNH). Concentracdo de
glifosato equivalente a aplicagdo de campo, 7,2 mg/ml. Experimento foi conduzido em
3 repeticdes. A aliquota de 500 ul do inoculo foi adicionada no frasco de 125 ml
contendo 50 ml dos tratamentos citados. No intuito de inicialmente analisar o efeito
glifosato na curva de crescimento do isolado FC1, foi feito um screening com 0s
tratamentos MM, MMH, MMD e MMDH durante 168 horas. Os isolados foram
incubados em shaker a 100 rpm a 27°C.

O critério de avaliacdo adotado para andlise do crescimento bacteriano constituiu
na comparacdo das curvas de crescimento bacteriano, a qual foi monitorado nos
intervalos de 7 tempos, através da leitura espectrofotométrica (OD600). Posteriormente
analisado a curva com adi¢do dos meios ricos, CN e CNH, monitorado a cada 3 horas
durante 48 horas. Os dados obtidos foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA) seguido pelo Teste de Tukey, ambos considerando o valor de significancia
p < 0,05. As anélises estatisticas foram realizadas no programa R, versdo 3.2.4. (R
Core Team, 2016).

Viabilidade Celular ap6s exposi¢do aos tratamentos

ApoOs 48 horas de exposicdo aos tratamentos, 100 pL das solugdes foram
diluidas em series em solucdo salina 0,85% seguido de plaqueamento em Agar
Nutriente e incubados a 30°C durante 24 horas. Através da contagem de UFC/mL

(Unidades formadoras de coldnias) a viabilidade celular foi estimada.



Antibiose apds exposicao de Bacillus subtilis ao glifosato

O isolado B. subtilis FC1 foi cultivado em erlenmeyer de 4 L contendo 1,3 L de
CN a 27°C sob agitacdo 150 rpm até atingirem a fase log tardia (O.D. = 0,8). O
inoculo foi centrifugado a 4000 rpm por 5 minutos para coleta das células e em
seguida lavada com solucdo salina 0,85%. As células foram solubilizadas em solucgéo
salina e divididas em aliquotas para o inoculo dos tratamentos MMD, MMDH, CN e
CNH.

FC1 foi exposta aos tratamentos durante 15 horas. Apds o final desse periodo os
tratamentos foram centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos para coleta das células e
em seguida lavadas 3 vezes em solugéo salina, para remocao residual do herbicida. As
células de cada tratamento foram suspensas em solugdo salina, em seguida transferida
para placa de Petri estéril, e, posteriormente adicionou-se cerca de 30 ml do meio
Batata Dextrose Agar (BDA) fundido, entre 45 ~ 50°C, com agitacio suave para
homogeneizacdo. Apds solidificacdo do BDA, um disco micelial 5 mm de didmetro do
fitopatdégeno Fusarium spp. foi inoculado no centro da placa e em seguida encubado a
26°C durante duas semanas. O experimento foi conduzido com 3 repeti¢cbes em

delineamento inteiramente casualizado.

Resultados e Discusséo
Isolamento e Identificagdo convencional

O screening térmico apresentou-se eficiente na selecdo de bactérias pertencente
ao género Bacillus, o qual ainda reduziu as unidades formadoras de colnias e nao

observou-se crescimento superior a dilui¢do 107.

Propriedades FC1
Morfologia Bacilos

Coloragdo de Gram +
Amilase +

VM / VP -+
Citrato +
Crescimento 6,5% NaCl +
Crescimento 50° C +
Esporulagédo +
Catalase +

(+) positivo (-) negativo



As caracteristicas morfologicas e estruturais para o género Bacillus, foram
constatadas no isolado FC1, o qual foi confirmado por testes bioquimicos para a
espécie B. subtilis. Os testes bioquimicos demostraram a producdo de amilase,
catalase, acetoina a partir da fermentacéo da glicose, utilizacdo do citrato como Unica
fonte de carbono e tolerdncia de crescimento em alta temperatura e concentracao
salina (Tabela 2).

O screening térmico tem um importante papel no processo de triagem das
bactéfieelerh BivrvRelptesbratiiTads; prifidhotehsrorstedtfirclerd euifepussifeniTeasap e ierieie bel
formar esporos resistentes, o que contribui para o desenvolvimento de processos
biotecnoldgicos da diversidade microbiana (RAIOL et al., 2014; CAVALCANTE et
al., 2014). Melo (1999) sugere a associacdo de metodologias, que combinam o pré
tratamento, como aquecimento das amostras de solo e meios seletivos, visando
principalmente o isolamento de bactérias formadoras de esporos como agentes de
biocontrole da rizosfera. O screening térmico, portanto, corrobora para a selecdo de
coldnias morfologicamente para o género Bacillus, além de reduzir custos e tempo na
selecdo de bactérias para testes bioquimicos.

Por sua vez, os métodos bioquimicos sdo uma das ferramentas para anélise da
biodiversidade de microrganismos cultivaveis, atraves das propriedades metabdlicas,
como a utilizacdo de diferentes fontes de carbonos, nitrogénio e energia, necessarios
como fatores de crescimento. Essa técnica ainda estabelece a distin¢cdo de grupos
filogenéticos quanto ao metabolismo dos diferentes tipos de carbono e energia
(FAKRUDDIN E MANNAN, 2013). Amin et al., (2015) seguindo a metodologia
proposta pelo Bergey’s manual of determinative Bacteriology, a mesma aqui
empregada, identificou pelas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas, trinta
isolados de Bacillus spp. classificados em quatro espécies incluindo B. cereus, B.
subtilis, B. thuringiensis e B. pumilus.

Nota-se também a integracdo de diferentes técnicas para a identificacéo
bacteriana, nesses estudos os métodos bioquimicos convencionais sdo utilizados para
caracterizacdo inicial dos isolados e posteriormente a confirmacao atraves analise de
ésteres metilicos de acidos graxos (FAME) e sequenciamento do 16S rRNA
(PARVATHI et al., 2009; WULFF et al., 2002).



Efeito do glifosato na curva de crescimento do isolado Bacillus subtilis FC1

A adicdo do glifosato nos meios de cultivos afetou negativamente o
crescimento do FC1, onde a maior taxa de absorbancia foi de 0,060 (OD 600 nm). Pela

andlise de variancia (ANOVA) o tratamento MMD, controle negativo, apresentou
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diferenca significativa (p<0,05) pela maior taxa de crescimento (Figura 1).

Figura 1. Curva screening do crescimento diferencial entre os tratamentos.

O screening de crescimento mostrou valores de absorbancia durante a fase
declinio celular, o qual ocorreu entre 24 a 48 horas. Por outro lado, 0 meio minimo
representa um substrato simples, sendo apenas composto por sais e minerais, 0 qual
ndo fornece energia suficiente para a propagacdo celular (MARTINS, 2012). Como
mostrado na figura 1, o tratamento MM apresentou baixa taxa de divisdo celular.
Diante deste fato, foi adicionado os tratamentos em meio rico, (CN) e (CNH), visando
confirmar se a baixa taxa de crescimento na presenca do herbicida estava associada ao
substrato.

O FC1 apresentou maior taxa de crescimento nos tratamentos MMD e CN,
considerados como controle, sem diferenca estatistica. Estes apresentaram diferenca
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significativa (p<0,05) em relacdo aos tratamentos MMDH e CNH, indicando que para
0 FC1 mesmo em meio rico, a presenca do glifosato afetou sua taxa de crescimento
(Figura 2).

A viabilidade celular, analisada atraves das UFC/mL, constatou-se maior valores
para os tratamentos CN e MMD, quando comparado com os tratamentos na presenca
do glifosato CNH e MMDH, no qual corrobora com curva de crescimento. Sendo que
todos os tratamentos foram maiores que o indculo inicial (Figura 3). O que indica que
embora o glifosato tenha induzido a reducdo no incremento do isolado FC1, o
herbicida tenha sustentado, mesmo em velocidade lenta, 0 metabolismo celular. Essa
capacidade de tolerdncia pode estar associada a utilizacdo do glifosato como fonte de
car
bon
o, 8

fos

for

o

UFC/mL Log de 10
=9
H

nitr 1 -
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(BENSLAMA & BOULAHROUF, 2013).

Figura 3. Viabilidade celular log10 de UFC/mL do isolado FC1; Inéculo inicial nos tratamentos (T0)

Efeito do glifosato na caracteristica funcional bacteriana de controle a
fitopatogenos



O isolado FC1 inibiu 98% do crescimento micelial do Fusarium spp., o qual ndo
divergiu entre os tratamentos na presenca e auséncia do herbicida. Entretanto, foi

detectado a formacgéo de halos entre disco micelial do Fusarium spp. e o FC1 (Figura

4).

Figura 4. Presenga de halo entre disco micelial e isolado FC1. A) Tratamento CN; B) Tratamento MMDH; C)
Fusarium spp. na auséncia do FC1

As formagdes de halos ocorreram tanto na presenga quanto na auséncia do

herbicida, esses variaram quanto a intensidade durante o periodo de incubacéo (Tabela

2).

Tratamentos 1° Semanade incubacdo  2° Semana de incubacdo

MMD +- +
MMDH + -
CN +/- +
CNH + -

(-) sem formacéo de halo; (+) halo acentuado; (+/-) halo moderado

Tabela 2. Presenca de halos nos tratamentos ap6s a exposicéo ao glifosato

Ap0s duas semanas de incubacédo foi evidenciado o crescimento micelial tardio
do fitopatdégeno Fusarium spp., o qual sobrepds os halos nos tratamentos MMDH e

CNH, e nos tratamentos MMD e CN, foi observado uma zona clara em volta do

micélio (Figura 6).

Figura 5. Antibiose ap6s duas semanas de incubagdo evidenciando a inversao dos halos. A) MMDH; B) CNH C)
MMD; D) CN



Foi revelado que o herbicida nos tratamentos MMH, MMDH e CNH afetou
negativamente no crescimento do FC1. O que concorda com Busse et al., (2000), que
verificaram a toxicidade direta e indireta do glifosato na populacdo microbiana em
enolpiruvoil-shikimato-3-fosfato sintetase.

Por outro lado, o glifosato € um organofosforado constituido por ligagdes
carbono-fésforo que permite sua facil degradacdo por um grupo seleto de
microrganismos. Nesse aspecto, ha varios estudos relacionado as estratégias de
isolamento de bactérias em ambientes contaminados pelo herbicida (FAN et al., 2012;
KUKLINSKY-SOBRAL et al., 2005; MONEKE et al., 2010). Apesar de diversos
estudos quanto ao isolamento de bactérias capazes de degradar o glifosato, € notado
uma baixa documentacéo relacionado a espécie B. subtilis.

Marie-Esther et al., (2015), relataram pela primeira vez o isolamento de B.
subtilis em solo agricola de arroz com histérico de aplicacdo continuada do glifosato, e
ao contrario dos nossos resultados, o isolado foi capaz de utilizar o herbicida como
fonte de fdsforo. Os autores sugeriram que a eficiéncia da biodegradacdo estad
associada a adaptacdo dirigida por uma mutacdo genética, na qual o isolado utiliza o
glifosato para sua propagacéo celular. Nossos resultados corroboram com a discussao
dos autores, que a pré exposicdo ao poluente ativam enzimas especificas que
reconhecem o substrato e atuam na hidrélise do herbicida (SINGH, 2009).

Os conceitos de selecéo r e k, desenvolvidos por MacArthur e Wilson (1967), se
aplicam nas condi¢des de cultivo empregados nesse estudo. Na selecdo r que esta
relacionada aos tratamentos CN e MMD, os quais apresentaram abundancia de
substrato, logo o FC1 teve um rapido crescimento e foi menos eficiente na utilizacao
de substratos complexos, como o herbicida nos tratamentos CNH e MMDH, utilizando
apenas o0s substratos simples e prontamente disponiveis, como a glicose. Entretanto, a
selecdo Kk, representa o tratamento MM, onde ha pouco substrato e geralmente
moderada taxa de crescimento. Os organismos estrategistas k, quando selecionados,
sdo mais eficientes e capazes de utilizar substratos complexos, o que ndo foi notado
para o isolado FC1 no tratamento MMH.

A presenca do glifosato ndo alterou na sintese dos metabolitos antifungicos do
FC1, por conseguinte, a bactéria foi eficiente na inibicdo de 98% do crescimento

micelial do Fusarium spp., sem divergéncia significativa nos tratamentos.



A baixa taxa metabdlica do FC1, pode ser mecanismo visando a menor
vulnerabilidade ao estresse provocado herbicida, e amenizar os efeitos negativos da
perturbacdo (MARTINS, 2012). Por outro lado, a sintese de metabolicos secundéarios
ndo sdo essenciais na propagacdo celular, sendo relacionados a uma vantagem
evolutiva as adversidades ambientais (BARRIOS-GONZALES, 2003). Isso reflete na
producdo dos metabdlitos antifingicos mesmo com a baixa taxa metabodlica. Outro
fator pode estar relacionado a regulacdo de sintese dos metabolitos pela
disponibilidade da fonte de carbono no meio de cultura BDA, o que indica adaptacao
da bactéria a nova condicao do meio (RUIZ et al., 2010).

Embora, o glifosato ndo tenha afetado na funcionalidade bacteriana de
biocontrole, um importante aspecto foi revelado com a formagéo de halos entre o disco
micelial do Fusarium spp. e o isolado FC1. Este resultado nos tratamentos CNH e
MMDH, pode estar relacionado a concentracdo residual do herbicida, o qual
manifestou a acdo fungicida sobre o fitopatdgeno. Posteriormente, a sobreposicédo do
micélio no halo, pode ser em decorréncia da redugdo do herbicida no meio. Esse
resultado pode ser corroborado por Rosa et al., (2010) que verificaram in vitro, a acao
de herbicidas sobre o comportamento de crescimento de oito fitopatdgenos, e
concluiram a interferéncia destes produtos sobre 0s microrganismos, 0s quais
reduziram no crescimento de todos os fitopatdgenos. Sanogo et al., (2000) obtiveram
resultados similares estudando a relacdo do manejo agricola, e.g. uso de herbicidas, e 0
efeito sobre a sindrome da morte subita, causada por Fusarium solani f. sp. Glycine.
Os autores evidenciaram a reducdo da taxa de germinacéo, esporulacdo e crescimento

micelial provocado pelos herbicidas glifosato e lactofen.

Conclusoes

O uso indiscriminado de herbicidas no cenéario agricola atual tem contaminado
diversos ambientes naturais e afetado organismos ndo alvos. Como a disposicao final
destes produtos geralmente é o solo, a comunidade microbiana é importante aspecto a
ser monitorado. Dessa forma, nesse estudo reportamos o efeito do glifosato sobre a
rizobactéria Bacillus subtilis, tendo como enfoque a toxicidade da exposi¢do ao
herbicida nas caracteristicas funcionais bacteriana de crescimento e de biocontrole a

fitopatdgenos.



O glifosato afetou negativamente a taxa de crescimento da bactéria. A anélise da
viabilidade celular confirmou uma baixa taxa metabdlica, que sugere uma resposta
adaptativa de forma amenizar estresse provocado pelo herbicida.

Por outro lado, o glifosato ndo afetou a caracteristica de biocontrole ao
fitopatdgeno, que estar relacionado a regulacdo de sintese dos metabolitos pela
disponibilidade da fonte de carbono no meio de cultura BDA, o que indica adaptacdo
da bactéria & nova condicdo do meio.

Estas informacdes abrem perspectivas de estudos complementares para melhor
compreender a relacdo herbicida-bactéria e como estes podem interferir em algumas

atividades bacteriana.
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