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Resumo — Objetivou-se com esse artigo relatar um seguimento das pesquisas
realizadas na Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri na
sublinha Ecotoxicologia Ambiental, coordenadas pelo grupo INOVAHERB. Técnicas
para favorecer a degradacdo de agrotoxicos no ambiente compdem prioridades na
area de sustentabilidade ambiental. A influéncia da rizosfera estabelece importante
processo a ser referido quando se fala em fitorremediacdo de herbicidas. O start
fornecido & microbiota associada as raizes das plantas € conhecido como
fitoestimulacdo, e constitui principal mecanismo atuante na remediacdo de
herbicidas e outros compostos organicos. Estudos em biotecnologia indicam fungos
e bactérias como microorganismos importantes na degradacdo de compostos
quimicos, com potencial de acdo na recuperacdo de ambientes contaminados. Na
rizosfera, o nUmero de microrganismos é muito maior do que no solo livre; este é um
ecossistema capaz de viabilizar crescimento microbiano extremamente
especializado, moldando populagbes consideravelmente maiores do que as
habitualmente encontradas em ambientes isentos de raizes. Neste sentido, o estudo
da diversidade das comunidades microbianas e sua relacdo com o ambiente e com
a rizosfera da planta associada € de grande importancia para o entendimento da
dindmica da remediacao.

Palavras-chave: Biorremediacao, fitoestimulacdo, microbiota

Introducao

Herbicidas lixividveis tem sido alvo de investigacdes e discussdes em todo
mundo, uma vez que a circulacdo de suas moléculas no ambiente e precisamente
no perfil do solo pode alcangar zonas superficiais ou mesmo atingir o lencol freatico
(FRANCESCHI et al., 2015; GUERRA, 2016; NUNES; VIDAL, 2017). Quando o
agrotoxico permanece por mais tempo no solo sem ser adsorvido, degradado ou
mineralizado, a probabilidade de lixiviacdo é maior (PIRES et al., 2003), sendo assim
sua atividade dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, do tipo
de solo, saturacao, teor de matéria organica, irrigacdo, regime de chuvas além da
presenca de espécies vegetais (FIORE et al., 2016).

Diante disso, as pesquisas que se voltam para busca de alternativas ao uso
de herbicidas, conjuntamente com técnicas para favorecer sua degradacdo no
ambiente, compdem prioridades na area de sustentabilidade ambiental. A
fitorremediacdo € um processo que estimula a biorremediacéo na superficie do solo
e de corpos d'agua pela sua capacidade de aumentar em até duas ordens de
grandeza a populacdo microbiana rizosférica (SINGH; SINGH, 2016)

A influéncia da rizosfera constitui importante processo a ser mencionado

quando se fala em fitorremediacdo de herbicidas. E na rizosfera que ocorre o
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aumento da biomassa microbiana, pois as raizes ocupam fisicamente o solo,
aumentando a aeracdo e instituindo condicbes mais favoraveis aos micro-
organismos. Esses sdo estimulados por meio da liberacdo de exsudados radiculares
(aminoacidos, carboidratos, acidos organicos) e pela decomposicdo do material
vegetal (SINGH; SINGH, 2016). Esse start fornecido & microbiota associada &as
raizes das plantas é conhecido como fitoestimulagdo, principal mecanismo atuante
na remediacdo de herbicidas e outros compostos organicos (PIRES et al., 2005). Os
micro-organismos beneficiados por este processo viabilizam a decomposicdo dos
contaminantes organicos, degradando suas moléculas e reduzindo a toxicidade
(JONER & LEYVAL, 2003).

Deste modo, o estudo da diversidade das comunidades microbianas e sua
relacdo com o ambiente e com a rizosfera da planta associada € de grande valia
para o entendimento da dindmica da remediacdo. Alguns indices matematicos como,
diversidade de Shannon-Weaver e o de equitabilidade de Pielou, fornecem
elementos importantes sobre o padrdo de distribuicdo de espécies microbianas
dentro do ecossistema (KENNEDY, 1999).

1- Plantas e Microorganismos remediadores.

Trabalhos em relacdo a degradacdo de poluentes evidenciam varios micro-
organismos extremamente versateis em catabolizar moléculas recalcitrantes
(PEREIRA; DE FREITAS, 2012). Pesquisas em biotecnologia indicam fungos e
bactérias como importantes microorganismos na degradacdo de compostos
quimicos, havendo elevado potencial de acdo na recuperacdo de ambientes
contaminados (TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010)

Varios organismos podem ser utilizados na degradacdo, como bactérias,
fungos ou plantas (biodegradacéo), e a eficacia de um ou outro depende da
estrutura da molécula e da presenca de enzimas aptas em degradar o produto, as
guais demonstram especificidade para a maioria dos substratos (PEREIRA,;
FREITAS, 2012). E por meio deste mecanismo que a biorremediacéo é realizada.
Este processo é viavel principalmente quando a estrutura quimica do xenobidtico é
semelhante a estrutura de moléculas naturais (PEREIRA; FREITAS, 2012). Uma das

estratégias utilizadas para selecionar fungos com potencial de biorremediacdo é o
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isolamento proveniente de locais contaminados, solos e sedimentos sdo uma
excelente fonte de microrganismos que podem ter alta tolerancia, uma vez que
esses ambientes sdo seletivos para os fungos adaptados ao poluente (DE LIMA
SOUZA et al., 2016).

A fitorremediacdo versa sobre a capacidade que algumas espécies vegetais
possuem de retirar compostos toxicos do ambiente (solo e agua), promovendo sua
descontaminacdo (RODRIGUES; ORLANDELLI, 2018), podendo contar ainda com o
auxilio de sua microbiota associada e amenizantes (corretivos, fertilizantes e matéria
organica)(TONINI; REZENDE; GRATIVOL, 2010). Essa técnica representa
importante ferramenta para a remediacdo de solos contaminados, uma vez que
viabiliza a descontaminacdo do local, a manutencdo da atividade bioldgica,
promovendo assim a recuperacdo da éarea a baixo custo (RODRIGUES;
ORLANDELLI, 2018)

“‘Relagbes simbidticas significam parcerias criativas” René Dubos (1901-

1982), Bacteriologista.

A partir do uso de plantas ndo podemos deixar de considerar a rizosfera, o
ndamero de microrganismos na raiz e a sua volta € muito maior do que no solo livre;
0s tipos de microrganismos na rizosfera também diferem do solo livre de raiz, este é
um ecossistema capaz de viabilizar crescimento microbiano extremamente
especializado, moldando populacbes até 100 vezes maiores do que as
habitualmente encontradas em ambientes isentos de raizes (MACHADO et al.,
2011). Assim, a rizosfera pode ser um otimo sitio de degradacdo de compostos
organicos nocivos, em razdo da comunidade microbiana associada (fungos,
bactérias e actinomicetos), que muitas vezes pode utilizar as moléculas presentes
como fonte de carbono primario e nutrientes. Ainda que os agrotoxicos possam ter
efeito negativo na populacdo microbiana, estudos mostram que bactérias podem
resistir, e até mesmo proliferar, na presenca de agrotoxicos. A acdo desses
organismos simbiontes com as raizes das plantas, aceleram a degradacdo de
compostos no solo, sendo conhecida como fitoestimulacdo e compfde um dos
principais mecanismos de fitorremediacao de herbicidas no solo (CUNNINGHAM et
al., 1996; ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).
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A fitoestimulacdo baseia-se na rizodeposicdo de compostos organicos
(aminoécidos e polissacarideos), que auxiliam os microrganismos na degradacédo de
poluentes, principalmente porque esses compostos estimulam a atividade
metabdlica da microbiota existente no entorno das raizes, conferindo a planta,
muitas vezes, uma aptiddo rizosférica para a biorremediacdo, bem como a
multiplicagdo dos microorganismos existentes. Ocorre entdo a transformacgéo das
substancias quimicas persistentes nos solos por acdo microbiana, viabilizando sua
captura pelas plantas, ou atuando sobre os produtos ja metabolizados pelas plantas,
resultando em remediagcdo. (VASCONCELLOS; PAGLIUSO; SOTOMAIOR, 2012).

Assim, existe uma grande gama de estudos que evidenciam que a eficiéncia
na remediacao feita por microorganismos ou plantas depende da composicdo da
molécula a ser degradada e que a associacdo entre plantas e microorganismos
compondo a rizosfera tem demonstrado maior eficiéncia em processos de
fitorremediacao/fitoestimulacdo. A fitorremediacdo por meio da fitoestimulacdo tem
despertado interesse, em razado de resultados positivos de remediacédo obtidas com
o0 emprego de plantas que, comprovadamente, viabilizam a degradacdo microbiana
de compostos organicos nocivos no solo (FERREIRA, 2016; GONCALVES;
SAKAMOTO, 2014; MULLER SOUTO et al., 2013) e das altercacdes observadas,
quando sao confrontados solos vegetados e nao vegetados (SILICIANO &
GERMIDA, 1999; ARTHUR et al., 2000). Pires et al. (2005) analisando a rizosfera de
feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), milheto (Pennisetum glaucum), mucuna-ana
(Estizolobium deeringianum) e mucuna-preta (Estizolobium aterrimum) em solo
tratado com o herbicida tebuthiuron além de uma testemunha sem planta, em
relacéo a evolucdo do CO,, constatou que a rizosfera de feijdo de porco apresentou
a maior taxa de evolucdo de CO, em relacdo as demais espécies e ao solo
testemunha, provavelmente que a maior atividade observada nos solos cultivados e
contaminados com o herbicida, em comparacdo com o solo sem cultivo, se deva a
maior populacdo de microrganismos, devido a capacidade que, possivelmente,
essas plantas apresentam em rizodepositar uma gama de substancias, que resulta
na maior proliferacdo de microrganismos(MULLER SOUTO et al., 2013). Outra
possibilidade é que a microbiota associada as raizes dessas plantas possam, além
de tolerar os herbicidas utiliza-los como substrato para seu metabolismo (MULLER
SOUTO et al., 2013). Destacando assim a especificidade dos organismos presentes
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neste nicho e a possibilidade de que ocorra também a degradacao microbiologica do
herbicida tebuthiuron. Corroborando a possibilidade de emprego da fitorremediagao
em solos rizosféricos de K. scoparia, onde a meia-vida da atrazine foi de 50 dias
enguanto que em solos ndo vegetados, de 193 dias. Esses resultados comprovam o
potencial do emprego de plantas e sua rizosfera associada como fitorremediadoras
de agrotoxicos.

2- Diversidade de Microorganismos em solo rizosférico e sua influéncia

na fitorremediacao/fitoestimulacao.

Vale lembrar que os herbicidas podem modificar a dindmica da microbiota do
solo, acarretando efeitos nocivos, benéficos ou mesmo nulos (FARIA et al., 2014).
No entanto, a atividade dos microrganismos no solo € a principal responséavel pela
degradacéo dos herbicidas (FERREIRA, 2016). Herbicidas atuam na microbiota do
solo de duas formas, primeiro, servindo de substrato para o seu crescimento e,
segundo, interferindo nos microrganismos responsaveis pela degradacdo da
molécula, por meio de sistemas enzimaticos, que transformam o agroquimico em
nutriente e fonte de energia. (FERREIRA, 2016). A caracterizagédo da diversidade
microbiana nos solos tem extrema relevancia, uma vez que, viabiliza o
conhecimento de fontes de diversidade genética na comunidade em estudo,
possibilitando entender a distribuicdo relativa dos microrganismos e o papel
funcional dessa diversidade, permitindo identificar peculiaridades em diversidades
associadas a disturbios de praticas de manejo e o envolvimento da biodiversidade
no funcionamento e na sustentabilidade de ecossistemas (LAMBAIS; DE
CARVALHO; DE CAMPOS BULL, 2005).

Procurando verificar as alteracbes causadas pelo herbicida clomazone a
microbiota de solo rizosférico com Inga marginata, assim como o potencial
fitorremediador da arbdérea, (CABRAL, 2012) se valeu de andlises de T-RFLP e da
realizacdo de bioensaio para a deteccdo de residuos do poluente no solo. O autor
observou que neste solo houve um aumento consideravel no numero de UTO’s
(unidades taxond6micas operacionais) detectados para o dominio Bacteria, quando
comparado a testemunha, representando acréscimo de 30% em média na rigueza.

Além disso, nesta amostra, foi encontrado o maior numero de UTO’s exclusivos. Por
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meio do bioensaio foi constatado que houve reducdo da quantidade de residuos
quando comparado &s testemunhas. Foi apurado que a microbiota associada a
rizosfera de Inga marginata difere das amostras analisadas e, portanto, podem ter
contribuido para o processo de degradacdo do contaminante( Figura 1) (CABRAL,
2012).

B Numero de UTO's Archaea W Ndmero de UTO's Bacteria B Ndmero de UTO's Fungi

i3

23

55C5P 55CCl SCCO SCCSP

Figura 1 - Riqueza de Unidades Taxondomicas Operacionais (UTO's) detectadas
com as técnicas de T-RFLP. SSCSP- solo sem clomazone e sem planta; SSCCI-
solo sem clomazone e cultivado com l.marginata; SCCCI- solo com clomazone e
cultivado com l.marginata e SCCSP- solo com clomazone e sem planta (CABRAL,
2012).

Nas ultimas décadas, pesquisas tém dado importancia as medidas da
variacdo da diversidade de microrganismos no solo e ao seu papel na saude e no
funcionamento dos ecossistemas. Desta forma, tem se procurado confirmar que a
organizagdo e o funcionamento das comunidades microbianas governam as
transformacdes bioquimicas que ocorrem no solo. As atividades da microbiota do
solo sdo essenciais para a reciclagem da matéria organica (FARIA et al., 2017;
FERREIRA, 2016; STERREN; UHRICH; BENINTENDE, 2016) Assim o
conhecimento da diversidade microbiana nos solos constitui ferramenta importante
para a definicho de estratégias de preservacdo de biomassa e para o
desenvolvimento de sistemas indicadores de alteracdes ambientais associadas a
distarbios, como a presenca de poluentes ou a utilizagdo néo sustentavel de solos
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agricolas (FARIA et al, 2017; FERREIRA, 2016; STERREN; UHRICH,;
BENINTENDE, 2016).

Neste sentido, estimativas da diversidade e da riqueza dos microrganismos
presentes no ambiente sdo de principal importancia, pois servem de conhecimento
basico da funcdo e do papel das comunidades bacterianas. Por meio de tais
estimativas pode ser possivel obter informacdes a respeito do manejo adequado do
solo e sobre a adequada exploracdo da biodiversidade de sistemas agricolas
(ROESCH, 2007).

De forma geral, rigueza de espécies refere-se a quantidade de espécies num
dado local, e se conseguimos identificar tais espécies que compdem determinada
comunidade rizosférica, poderemos relaciona-la com comunidades rizosféricas
construidas em situacGes peculiares (como a de contaminagdo por herbicidas) e
tracar o perfil da comunidade verificando-se a presenca de espécies exclusivas que
podem conferir aquele nicho a capacidade de degradacdo de determinadas
moléculas e portanto influenciar a fitorremediacdo/rizodegradacédo. Quanto maior a
riqgueza da microbiota associada a rizosfera de uma planta fitorremediadora maior a
possibilidade de se encontrar organismos especializados na degradacdo ndo sé do
poluente alvo, mas também dos subprodutos da primeira degradacao, aumentando o
espectro de deterioracdo das substancias presentes no meio viabilizando a ciclagem
de nutrientes e portanto influenciando o] processo de
fitorremediacao/rizodegradacdo. Quando um herbicida é aplicado no solo, hd um
periodo de enriquecimento do meio com uma fonte de carbono. Nesta fase inicial a
taxa de degradacdo depende do herbicida aplicado, sendo na maioria das vezes
baixa. Este periodo parece corresponder a adaptacdo dos microrganismos, que
produzem as enzimas importantes para degradar o novo substrato. Em seguida, a
populacdo microbiana aumenta, acelerando o processo de decomposicdo dos
substratos (PIRES et al., 2005).

3-Marcadores moleculares e diversidade microbiana do solo, o que usar?

O avanco das metodologias de biologia molecular empregadas ao estudo do
meio ambiente tem dado grande contribuicdo para o progresso do conhecimento em
relacdo a diversidade microbiana (MENDES; SOUSA; JUNIOR, 2017). O
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conhecimento dos recursos genéticos da microbiota dos solos pode colaborar para a
descoberta de genes que codificam novas enzimas, que possuem atividade 6tima
em condi¢cbes ambientais extremas (BARROS et al., 2019)

Anteriormente, a diversidade das comunidades de microrganismos era
estudada por meio de técnicas baseadas no cultivo e isolamento, as quais exercem
carater seletivo, ndo abrangendo de forma representativa parte da comunidade
microbiana nos solos. Avancos no campo da ecologia molecular microbiana,
incluindo extracdo de DNA, reacdo de polimerase em cadeia - PCR, clonagem e
sequenciamento, tém permitido o desenvolvimento de técnicas que dispensam
processos de cultivo, o que reduz os problemas associados as técnicas
convencionais (MENDES, 2009).

As inovacdes em técnicas de biologia molecular tém revelado uma ampla
diversidade microbiana que nao era detectada previamente com as técnicas
dependentes de cultivo e identificacdo morfologica (BARROS et al.,, 2019).
Adicionalmente, essas inovacfes tém permitido 0 aumento da pesquisa com menor
custo e tempo, e com um montante de producédo de dados maior ((MENDES, 2009)

A andlise T-RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism) é
uma técnica usada para estudar comunidades microbianas complexas no solo com
base na variacdo no gene 16S- rRNA (BLAUD et al., 2015) , essa técnica acopla
PCR e filogenia baseada no rRNA para identificacdo de comunidades microbianas,
incluindo organismos nao cultivaveis. A analise de T-RFLP pode ser usada para
examinar a comunidade microbiana, em estrutura e dinamica, em resposta a
mudancas em diferentes parametros ambientais ou para estudar populacdes
bacterianas em habitats (CHAPMAN et al., 2016).

A técnica T-RFLP é independente de cultura, rapida, sensivel, sendo método
reprodutivel. Se presta a avaliacdo da diversidade de comunidades complexas sem
a necessidade de informacédo de sequéncia gendmica (TIEDJE et al.,, 1999). A
técnica fornece informacdes sobre uma cole¢cdo de microorganismos que podem
estar presentes em uma determinada amostra. Ela determina o polimorfismo no
comprimento dos fragmentos terminais de uma reacéo de restricdo, derivados de um
produto de amplificagdo de PCR, sendo um dos primers marcado com fluorescéncia
(TIEDJE et al., 1999). Trata-se de método muito sensivel a mudancgas nas estruturas

de comunidades microbianas do solo, além de possuir grande capacidade de
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processamento disponivel, permitindo a andlise de uma grande quantidade de
amostras (TIEDJE et al., 1999).

O alto rendimento, € uma das principais vantagens desta técnica pois mesmo
no complexo T-RFLP os dados dos perfis podem ser quantificados de forma
satisfatoria por sistemas de eletroforese, tornando-os acessiveis para analises por
varios métodos estatisticos, como indices de similaridade, algoritmos hierarquicos de
agrupamento e métodos de ordenacdo (CAFFARO-FILHO; FANTINATTI-
GARBOGGINI; DURRANT, 2007). Cabral (2012), se valeu de dados obtidos em
andlise de T-RFLP para a comparacédo de solo rizosférico cultivado com a espécie
arborea Inga marginata na presenca e auséncia do herbicida clomazone para
calculo da Riqueza, indice de Pielou além de Andlise dos Componentes Principais
(PCA), neste estudo foi verificado que a microbiota associada a rizosfera de |I.
marginata diferiu das amostras analisadas e, portanto, podem ter contribuido para o
processo de degradacdo do contaminante. Embora em andlises qualitativas dos
perfis de T-RFLP apenas leva-se em consideracdo a presenca / auséncia de
fragmentos, analises quantitativas podem ser viabilizadas considerando a altura do
pico como uma medida de abundancia(CAFFARO-FILHO; FANTINATTI-
GARBOGGINI; DURRANT, 2007), permitindo a comparacdo entre diferentes
comunidades de microrganismos oriundos de diferentes ambientes (MENDES;
SOUSA; JUNIOR, 2017). Este método de avalia¢cédo foi empregado para caracterizar
as comunidades microbianas em diferentes ambientes, como solos de floresta, solos
poluidos, sedimentos, estruturas de plantas, trato digestivo de minhocas, entre
outros (BLAUD et al., 2015; CHAPMAN et al., 2016; LYNCH et al., 2012). A técnica
pode ser empregada como um screening rapido de algum gene, para a procura de
diferencas entre comunidades em amostras ambientais(MENDES, 2009).

Outros métodos vém sendo utilizados para analise da diversidade microbiana
e compreendem: Single strand conformational polymorphism (polimorfismo
conformacional de fita Unica)(VITAL-LOPEZ et al., 2017), Real-time - PCR (PCR em
tempo real), microarrays (microarranjos) e “gene libraries” (bibliotecas genémicas).
As bibliotecas genbémicas sdao uma colecdo de fragmentos de DNA (obtidos por
fragmentacdo do genoma completo) clonados e que, em conjunto, representam o
genoma completo de um dado organismo, permitindo o estudo de genes individuais.
A técnica de microarranjos de DNA (DNA microarrays) pode ser usada para avaliar o
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genoma completo de um Unico organismo, tanto para a expressdo génica, como
para a descoberta de novos genes. Esta técnica também vem sendo empregada
para identificacdo da funcdo ecologica e afiliacdo genética de comunidades
microbianas(“MoreiraSiqueira2006 Microbiologia d solo.pdf”, [s.d.])

Outro método de caracterizacdo de comunidades microbianas que se vale de
técnicas moleculares € a RISA — rRNA Intergenic Spacer Analysis, esse exame
constitui técnica simples e segura onde o objeto de estudo € o0 espaco intergénico, a
qual procura a variabilidade do comprimento do espaco intergénico entre
subunidades do gene rRNA no operon rrn. Uma metodologia, foi desenvolvida para
aperfeicoar a resolucdo e a analise dos dados, proporcionando resultados mais
robustos, essa metodologia foi denominada ARISA (RANJARD et al., 2001).

ARISA e T-RFLP sao técnicas similares, fundamentadas na marcacéao
terminal de um fragmento de amplificacdo usando primers marcados com
fluorescéncia, sendo entdo avaliados diretamente em um sequenciador automatico
para determinar o tamanho do fragmento em pares de bases (RANJARD et al.,
2001).

No T-RFLP, os fragmentos amplificados sé&o primeiramente submetidos a uma
reacdo de restricdo e entdo somente o fragmento terminal é analisado no
sequenciador, etapa que ndo € necessaria no ARISA, pois a regidao amplificada
nesta técnica ja apresenta polimorfismos no seu comprimento (KLAMER, 2002). A
analise de ARISA é baseada na amplificacdo da regido intergénica entre 16S e 23S
para bactérias e na regido do DNA ribossomal que contém os dois espacos
intergénicos transcritos (ITS) e o gene 5,8S rRNA (ITS1-5,8S-ITS2) no caso de
fungos, regidbes que sao caracterizadas por uma significante variabilidade no
comprimento e sequéncia de nucleotideos entre diferentes genétipos microbianos
(DANOVARO et al., 2006). Contudo, informacdes disponiveis sobre as seqiéncias
ITS1 bacterianas na base de dados do GenBank s&o ainda limitadas, considerando
que a andlise T-RFLP permite uma comparagdo com uma grande base de dados
(Projeto de Banco de Dados Ribossomal), que pode fornecer referéncias para a
identificacdo de taxons bacterianos ao nivel de género ou espécie(DANOVARO et
al., 2006)

Muitos estudos, envolvendo a diversidade de microrganismos e sua

importancia em solos, vém sendo realizados, porém sua presenca e funcdo ainda
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sdo pouco conhecidas. Faz-se necessario a descricdo e a distribuicdo da
diversidade microbiana nesses ambientes 0 que nos permitira um maior

entendimento das interacfes desses organismos com 0 ecossistema.

Consideracfes Finais

A relacao solo/planta é de suma importancia, quando tratamos de qualidade
do solo o0s exsudados produzidos beneficiam 0s microrganismos e
consequentemente viabiliza a degradacdo de xenobidticos no solo. A ciéncia da
diversidade associada a rizosfera nos possibilita a inferéncia acerca de fontes de
diversidade genética na comunidade em estudo, permitindo entender a distribuicéo
relativa dos microrganismos, o papel funcional dessa diversidade, e 0 seu

envolvimento no funcionamento e na sustentabilidade de ecossistemas.
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