Embrapa Meio Ambiente - C.P. 69 - CEP:

13820-000 - Jaguaritina, SP.

1.S. Melo

Foto:



590 Microbiologia Ambienta!

|. Introducéo

As bactérias tém uma funcdo importante na atenuagdo do impacto ambiental
dos compostos organicos, uma vez que podem adaptar-se a presenga desses poluentes
e/ou utiliza-los como nutrientes.

A identificacdo de linhagens bacterianas envolvidas na biodegradacdo de
compostos orgéanicos recalcitrantes oferece uma oportunidade para utilizagéo pratica
visando a remediacdo de sitios contaminados disponiveis.

Arizorremediacéo inclui processos que envolvem abiodegradacdo de poluentes
organicos por microrganismos que colonizam as raizes de plantas.

A porgdo do solo imediatamente associada as raizes de plantas em crescimento
é conhecida como rizosfera, que é caracterizada, fundamentalmente pelo continuo
suprimento de compostos organicos de baixo peso molecular secretados pelas raizes.
Estes compostos servem como fonte de carbono e energia para a grande comunidade
de bactérias. A tecnologia de biorremediagdo baseada no sistema rizosfera (planta -
bactérias) é um processo atrativo, pois as raizes fornecem uma grande area superficial
para populacdes bacterianas e transporte de microrganismos envolvidos na
biodegradacdo de poluentes.

A maior diversidade e densidade de bactérias comumente observada na
rizosfera, comparada com comunidades microbianas menos diversas em solos néo-
rizosféricos, frequentemente, resulta em maiores taxas de metabolismo de xenobiéticos.
Na rizosfera, os microrganismos evoluiram mecanismos genéticos que lhes permitiram
degradar compostos naturais complexos, como por exemplo, diterpenos, lignina,
celulose, matérias humicos.

Compostos quimicos sintéticos, contendo novas estruturas, fornecem
oportunidades para que bactérias possam se adaptar e evoluir novas vias de
degradacdo, uma vez que a biodegradacdo pode requerer enzimas que estdo ausentes
nos microrganismos ou que tenham uma atividade extremamente baixa.

Dentro desse enfoque, tem sido ja bem documentado que existe incremento
da degradagdo de xenobioticos na rizosfera ocasionado por uma comunidade
microbiana sinergistica e diversa, fato este ndo verificado por uma simples linhagem
bacteriana.

Dentre as rizobactérias que colonizam a rizosfera e com potencial de uso em
biorremediagdo e na agricultura, visando aumento da produtividade, destacam-se:
Pseudomonas, Arthrobacter, Azotobacter, Azospirillum, Bacillus, Enterobacter,
Rhizobium, Bradyrhizobium, entre outras. Bactérias localizadas na rizosfera,
possuindo potencial catabdlico para diferentes tipos de poluentes podem servir como
base para biorremediacdo. Assim, bactérias dos géneros Pseudomonas e
Azospirillum sdo excelentes organismos para esse propdsito, pois colonizam o
rizoplano e a rizosfera, a0 mesmo tempo que apresentam propriedades extras como
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a capacidade de fixar nitrogénio atmosférico. Pseudomonas, no entanto, é o género
mais estudado devido, principalmente a sua capacidade de metabolizar diversas
substancias xenobioticas. Por exemplo, linhagens de Pseudomonas putida tem sido
envolvidas no catabolismo de produtos naturais (vanilina, 6-pipeno, limonenocéanfora,
mandelato e adamantanona) e compostos industriais (bromoxinil, estireno, metil-test-
butil éter (MTBE), tricloetileno e nitroglicerina). Genes codificando vias catabdlicas
para protocatecato, catecol, p-hidroxibenzoato, vanilina e anisulfonatos ja foram
identificados no genoma de P. putida K2440 (NELSON et al., 2002; JIMENEZ et
al., 2002).

O sequenciamento do genoma mostrou que o metabolismo dos acidos
aromaticos faz com que esta bactéria se associe com raizes de plantas. Genes que
poderiam contribuir com a capacidade de P. putida K2440 de associar-se com raizes
de plantas incluem aqueles responsaveis pela biossintese de celulose, biossintese de
carboidratos complexos e o catabolismo de opinas e outros produtos secretados pelas
plantas.

Ao contrario de P. aeruginosa, P. putida ndo é patogénica as plantas e nem
aos animais. Esta caracteristica faz com que esta bactéria apresente potencial
extraordinario para aplicagdes ambientais e industriais.

2. O ambiente rizosfera

O conceito “rizosfera” foi definido primeiramente por Hiltner em 1904 e
compreende aquela porcdo do solo sob influéncia direta das raizes de plantas
superiores, em méxima atividade microbiana (Figura 1). As raizes podem liberar
consideraveis quantidades de exsudados, lisados e mucilagens. E, portanto, estimado

20 mm

FIGURA 1. Diagrama da um
modelo de raiz mostrando a
origem de varios compostos
organicos presentes na rizos-

3b fera. 1. exsudados radiculares;
2. secrecOes; 3. mucilagens de
3a origem vegetal; 4. mucigel; 5.

lisados. (ROVIRA et al.. 1979).
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que plantas liberem 20 - 40% de seus fotossitetatos via raizes. A liberacdo de nutrientes
organicos, como acglcares, aminoacidos, acidos graxos, nucleotideos, vitaminas,
fitohormdnios e outras substincias fornecem a base para o crescimento e atividade
de microrganismos na rizosfera. Estudos microscopicos revelam que bactérias
dominam a rizosfera (Figuras 2 e 3). Colénias microbianas se desenvolvem ao longo
da superficie radicular, com maximo desenvolvimento naqueles sitios onde todos os
pré-requisitos para o crescimento sao encontrados.

A localizacdo sobre o sistema radicular em que esses compostos organicos
podem ser liberados pode ser melhor ilustrada na Figura 1

A rizosfera € um ambiente (nico do sistema solo. Os microrganismos
predominantes na rizosfera sdo habitantes do solo e, portanto, com caracteristicas da
microbiota do solo. Por sua vez, a composicdo da comunidade vegetal pode influenciar
adiversidade da comunidade bacteriana devido a variabilidade na composic¢ao quimica
dos exsudados (CHRISTENSEM, 1989). As bactérias com maior nimero de habitats
da rizosfera, as Gram-negativas, em forma de bastonetes ndo esporulantes e com
simples requisitos nutricionais, sdo mais estimuladas pelas raizes do que bactérias
Gram-positivas, em forma de bastonetes e cocos esporulantes (CURL & TRUELOVE,
1986).

PopulagcGes maiores do que 109 | solo rizosférico sdo comumente detectadas.
Estimulagdo seletiva de bactérias gram-netativas, de rapido crescimento, como, por
exemplo, Pseudomonas sp., Flavobacterium sp., Alcaligens e Agrobacterium ¢
observada na rizosfera. Estes géneros sdo encontrados como microcolénias cobrindo,
aproximadamente, 4-10% da superficie radicular. A competi¢do intermicrobiana na
rizosfera envolve taxa de crescimento, versatilidade metabdlica, fatores de
crescimento, area superficial disponivel para o desenvolvimento colonial e produgéo
de antibidticos.

FIGURA 2. Colonizacgao de raizes por
bactérias, a) coifa; b) colonizacédo
dos sulcos da epiderme da raiz; c)
detalhne da colonizagdo de
bactérias em raizes.
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FIGURA 3. Colonizacdo de pélos
radiculares por bactérias, a) pélos
radiculares; b) detalhe da colo-
nizagdo abundante de bactérias na
base dos pélos radiculares.

Tem sido demonstrado com muita
freqiéncia que a rizosfera difere do solo sem
vegetagdo de varias maneiras:

a) Composicdo de ions inorganicos: Geral-
mente ha uma diminuicdo na concentracdo de
fosfato préximo as raizes devido a rapida
absorgédo pelas raizes e baixa difusdo através do
solo (LEWIS & QUIRK, 1967).

b) pH: O pH da rizosfera é influenciado pela
forma de fertilizante nitrogenado aplicado as
plantas. Nitrato tende a elevar o pH da rizosfera,
visto que fertilizante amoniacal diminui o
pH. Essas diferengas no pH podem causar
grandes mudancas na microbiota (SMILEY,
1974).

¢) Niveis de oxigénio e dioxido de carbono:
Mudancas nas concentragdes de oxigénio e dioxio
de carbono na rizosfera sdo, muitas vezes,
acentuadas sob condi¢bes de baixa drenagem
dos solos. A ocorréncia de clostridio anae-
rébico na rizosfera sugere baixos niveis de
oxigénio em micrositios das raizes (ROVIRA,
1962).

O efeito rizosfera € um estimulo ao crescimento microbiano ao redor
das raizes. Substancias volateis podem se difundir no solo a distancias
maiores do que as substdncias solGveis em agua e podem estimular a
germinacdo de esporos fungicos ou atrair nematdides a maiores distancias das

raizes.

Uma grande variedade de compostos orgdnicos de origem vegetal
tém sido encontrados na rizosfera e foram classificados por Rovira et al.

(1979) como:

1) Exsudados - compostos de baixo peso molecular (aglcares, aminoacidos);

2) Secrecdes - compostos que sdo liberados ativamente pelas células da raiz;

3) Mucilagem

3.1 SecregBes produzidas pelo complexo de Golgi das células da coifa;

3.2 Hidrolisados da parede celular primaria localizada entre a coifa e a epiderme;

3.3 Secregoes pelas células da epiderme e pelas radiculas com parede primaria;

3.4 Compostos resultantes da degradagdo microbiana e modificagdo das células

mortas da epiderme;
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4) Mucigel - material gelatinoso da superficie radicular, composto de mucilagem
vegetal, células bacterianas, produtos metabolitos e material mineral e organico
coloidal.

5. Lisados - material liberado pela lise de células velhas da epiderme.

Ja é bem estabelecido que diferentes espécies de plantas liberam
diferentes compostos organicos na rizosfera. O estddio de desenvolvimento
da planta também pode afetar a composicdo de substancias liberadas pelas
raizes para a rizosfera. A medida que a planta envelhece, tanto a quantidade
como a composicdo de compostos orgdnicos que sdo exsudados freqiien-
temente mudam (HALE et al., 1978; VANCURA & STANEK, 1975).
Fatores outros, como temperatura, radiacdo, umidade do solo, condigdo
nutricional do solo e estresse as raizes podem alterar a quantidade e composigdo
de exsudados das raizes. Uma diminui¢do na iluminacdo, por exemplo, geralmente
diminui a exsudagdo, presumidamente por causa de um decréscimo na fixacgdo
de C.

3. Exsudados

A presenga de microrganismos na rizosfera incrementa a exsudagéo radicular.
Barber & Martin (1976) encontraram que 5-10% do C fixado fotossinteticamente foi
exsudado de raizes de cevada sob condicdes axénicas, mas quando microrganismos
foram introduzidos, a exsudagdo foi aumentada para 12-18%.

Exsudados de plantas sdo essenciais para a associacdo de bactérias com a
rizosfera, como mostrado por Belimov & Dietz (2000) que demonstraram que a adi¢do
de uma fonte alternativa de carbono ao solo, abole a promoc¢éo do crescimento da
planta em um solo contaminado.

A composicdo de exsudados radiculares € um parametro primario na selecéo
de espécies ativas quanto a comunidade da rizosfera e a diversidade daquela
comunidade. A composicdo de exsudados radiculares varia com as condicdes de
crescimento da planta e seu estadio de desenvolvimento. Os compostos organicos
acumulados nos exsudados incluem:

 Aminoéacidos: todos aminoacidos de ocorréncia natural;

« Acidos organicos: acidos acético, butirico, citrico, fumarico, glicélico, lactico, malico,
oxalico, propibnico, tartarico e valérico;

» Pentoses e hexoses: arabinose, deroxirribose, frutose, galactose, glucose, maltose,
manose, rafinose, ramnose, ribose, sucrose e xilose;

* Pirimidinas e purinas: adenina, timina, guanina, unidina;

« Vitaminas: p-aminobenzoato, biotina, colina, inositol, &cido nicotinico, pantotenato,
piridoxina e tiamina;

* Enzimas: amilase, invertase, fosfatase e protease.
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4. Rizobactérias promotoras de crescimento de plantas -
RPCPs

Rizobactérias sdo assim denominadas por colonizarem intensamente o sistema
radieular das plantas (SCHROTH & HANCOCK. 1981; KLOEPPER. 1983). Quanto
aos efeitos causados as plantas sdo divididas em benéficas, prejudiciais ou neutras
(SCHIPPERS et al., 1987). As bactérias de vida livre do solo que beneficiam as
plantas sdo, comumente, denominadas “rizobactérias promotoras do crescimento de
plantas” (RPCPs) (KLOEPPER et al., 1989).

A utilizacdo das RPCPs, visando ao aumento do crescimento de plantas e,
conseqientemente, da producdo, teve inicio na Russia na década de 30. Contudo,
somente na década de 60 respostas positivas no aumento de crescimento de plantas
foram obtidas com a bacterizagdo de sementes de algumas plantas agricolas com
Azotobacter sp. (ROVIRA, 1963; BROWN et al., 1962, 1964). Os mecanismos, no
entanto, pelos quais essas bactérias estimulam o crescimento de plantas ndo ficaram
claros na época.

Mais tarde, alguns pesquisadores detectaram a producdo de fitohormdnios,
como o acido giberélico e o acido indol-acético por algumas espécies bacterianas em
meio de cultura, sendo sugerida a sua produgdo como o possivel mecanismo na
promocdo de crescimento de plantas (KATZNELSON & COLE, 1965; BROWN,
1972).

Dentre as RPCPs, bactérias do género Pseudomonas, produtoras
de pigmentos fluorescentes sdo as mais estudadas com relagdo a varios aspectos
de aplicacdo, principalmente quanto a produtividade agricola e biorremediacéo.
Possuem também caracteristicas como suprimirem patdgenos de solo (WELLER,
1988); possuirem o solo como habitat natural, mais especificamente,
particulas de matéria orgénica e rizosfera (ROVIRA & SANDS, 1971); serem
de ocorréncia natural, apresentando-se em elevadas populacdes (KLOEPPER et
al., 1980a; SUSLOW & SCHROTH. 1982b; XU & GROSS, 1986); serem
nutricionalmente versateis e possuirem habilidade de crescer em uma
grande variedade de condi¢cdes ambientais (SCHROTH & HANCOCK. 1982).
Além destas vantagens, sdo capazes de produzir uma grande variedade de
antibiéticos (LEISINGER & MARGRAFF, 1979) e de sideréforos (KLOEPPER
et al., 1980b; MISAGH1 et al.,, 1982), que atuam inibindo bactérias e fungos
fitopatogénicos.

5. Mecanismos de promocéo de crescimento de plantas
por rizobactérias

Estudos da microbiota da rizosfera permitiram a identificacdo de processos
fisioldgicos especificos, como, por exemplo, a fixacao de nitrogénio por bactérias que
beneficiam a planta (KLOEPPER et al., 1989).
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Bactérias como A. chroococum e Azospirillum fixam nitrogénio atmosférico
e podem promover o crescimento de plantas, embora 0 mecanismo aceito como
responsavel por este efeito ndo seja apenas a fixacdo de nitrogénio (BROWN,
1974).

Outro mecanismo sugerido para a promocdo de crescimento de plantas por
bactérias benéficas é a mineralizacdo de componentes organicos fosfatados, ou a
solubilizagdo dos componentes inorganicos de fosforo (KLOEPPER et al., 1989).
Rizobactérias podem aumentar a disponibilidade de fésforo as plantas, ou por
solubilizagdo de fosfato orgénico via a acdo de fosfatase ou por solubilizacdo de
fosfato inorganico com acidos organicos. Algumas rizobactérias como Bacillus
megaterium e P. fluorescens tém mostrado, sob diversas condi¢fes ambientais, seu
potencial quanto ao aumento na disponibilidade de fosforo as plantas.

Além do fosforo e do nitrogénio, a bacterizagdo também tem proporcionado o
aumento de outros nutrientes nas plantas, como o boro e o potassio.

O mecanismo mais comumente aventado para explicar os varios efeitos das
rizobactérias sobre as plantas é a produgdo de fitohormonios, incluindo entre eles
auxina e giberelina. Estas substancias sdo produzidas por alguns microrganismos do
solo em resposta ao metabolismo de exsudados especificos das raizes (ARSHAD &
FRANKENBERGER, 1991). Auxinas sdo uma classe de hormonios vegetal, sendo o
mais bem caracterizado o acido indol-acético (AlA) que é conhecido por aumentar a
elongacgdo e a diferenciacdo celular.

Beyeler et al. (1997) determinaram o efeito da superproducéo de AIA por
uma linhagem de P.fluorescens sobre o crescimento vegetal. Uma linhagem mutante,
obtida a partir da linhagem selvagem de P. fluorescens (CHAO), que produzia
quantidades superiores de AlA, foi construida. Este mutante provou ser deletéria ao
crescimento de trigo e pepino cultivados em solo esterilizado. J& em solo ndo
autoclavado, esta linhagem ndo causou efeitos negativos, mas melhorou
significantemente o crescimento de pepino.

Recentemente foi descoberta em RPCPs a presenga da enzima
aminociclopropano-carboxilato (ACC) desaminase (JACOBSON etal., 1994; GLICK
et al.,, 1994, 1995). A funcdo dessa enzima € hidrolisar ACC, que € uma substancia
precursora do etileno, sintetizado nos tecidos de plantas (YUNG et al., 1982). A
presenca dessa enzima estimula o crescimento da planta e o alongamento da raiz
devido ao seqliestramento e hidrolise do ACC a partir de sementes germinadas,
conseqlientemente, reduzindo o nivel de etileno nas plantas (GLICK et ai, 1994,
1995). Essa hipotese foi comprovada pela utilizacdo de trés mutantes de P. putida
sem atividade de ACC desaminase. Estes ndo foram capazes de hidrolizar o ACC e
a planta produziu etileno. Foram ainda incapazes de promover o alongamento de
raizes de canola em condicdes gnotobidticas, diferindo do tipo selvagem (LIFSHITZ
et al., 1987; GLICK etal., 1994, 1995).

Além de mecanismos diretos, as RPCPs sdo capazes de promover o
crescimento de plantas pela supressdo de microrganismos prejudiciais, ocasionando
uma mudanga na composi¢do da microbiota da rizosfera ou uma substituicdo ou
exclusdo desses componentes (SCHROTH & HANCOCK, 1981; SCHROTH &
HANCOCK, 1982; SUSLOW & SCHROTH. 1982a).
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Sabe-se que os modos de acdo para a supressdo de patdogenos por RPCPs
devem-se & competicdo por nutrientes (p.ex. carbono, nitrogénio e ion férrico),
antibiose e indugdo de resisténcia (WELLER, 1988; LEMANCEAU &
ALABOUVETTE, 1993). Entretanto, a competicdo por ferro é relatada como
responsavel pela inibicdo do crescimento, ou mesmo a exclusdo de patégenos e
microrganismos deletérios no solo. Essa competicdo ocorre nos solos em que o
elemento ferro encontra-se em condic¢des limitantes, o que é geralmente observado
em solos com pH neutro ou alcalino. Nessas condi¢Ges, microrganismos e plantas
dependem de agentes quelantes para solubilizar e transportar o ferro inorgéanico
(LUCON, 2000).

A producdo de componentes tdxicos por RPCPs como antibiéticos e HCN
(hidrogénio cianida), ativos contra rizobactérias deletérias, também tem sido proposta
como um mecanismo de promocdo de crescimento (WELLER, 1988).

6. Colonizacéo de raizes por rizobactérias

A capacidade das RPCPs de colonizarem o sistema radicular é de fundamental
importancia para o seu efetivo estabelecimento na rizosfera e atuagdo como um
agente ativo em processos de biodegradacdo de pesticidas. A colonizagdo compreende
uma série de passos: migracdo de células bacterianas em dire¢do as raizes, ataque,
distribuicdo ao longo das raizes, crescimento e estabelecimento da populagdo. Apds o
contato inicial, vem a fase crucial que € a manutencdo ou persisténcia, onde a bactéria
utiliza exsudados das raizes para se multiplicar e sobreviver.

Quimiotactismo tem sido demonstrado em muitas bactérias associa-das,
particularmente linhagens de Pseudomonas, que migram ativamente em direcdo as
sementes.

A disperséo de rizobactérias ao longo das raizes em crescimento é controlada
pela motilidade e movimento passivo de bactérias (fluxo de agua). Quimiotaxia em
direcdo aos exsudados e motilidade ativa parecem prevalecer sobre 0o movimento passivo.

Para explicar o fendmeno de colonizagdo de raizes por rizobactérias, tem sido
proposto o uso de mutantes de Pseudomonas patida negativos (Agg“) para aglutinacdo
as raizes (ANDERSON et al.,, 1988; TARI & ANDERSON, 1988). Comparados a
linhagem selvagem, os mutantes Agg~ aderiram-se as raizes em menor extensao,
colonizando-as moderadamente e levando a uma menor protecdo de plantas de pepino
ao ataque de Fusarium oxysporum.

Com relagdo a motilidade, Howie et al. (1987) e Scher et al. (1988)
constataram que mutantes imdveis colonizaram as raizes de forma semelhante as
linhagens selvagens, de onde se concluiu que a motilidade ndo € requerida nesse
processo. Ja de Weger et al. (1987) observaram que um mutante ndo-mével de
Pseudomonas spp. foi incapaz de colonizar as regides inferiores das raizes de batata
quando comparado com a linhagem parental.

Moléculas de polissacarideos da superficie celular de Agrobacterium e
Rhizobium mediam seu ataque e subseqiiente interacdo com células de plantas
(HALVERSON & STACEY. 1986). As linhagens de Pseudomonas WCS 358 e
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WCS 374 apresentaram polissacarideos com longas cadeias laterais de O-antigénico.
Destas linhagens, de Weger et al. (1987) construiram mutantes que ndo produziam
as cadeias laterais de O-antigénico e que ndo diferiram das linhagens selvagens com
relacdo ao ataque a particulas de sefadex ou raizes esterilizadas de batata. Estes
achados conflitantes sobre o papel dos flagelos podem ser atribuidos a possiveis
diferencas nos isolados bacterianos, na espécie de planta e nas condicdes fisicas do
solo, particularmente a umidade. Outros fatores ndo inerentes a bactéria podem facilitar
ou ndo a colonizagdo de raizes; dentre estes, pode-se mencionar o potencial matricial,
embora a bactéria introduzida possa se difundir a partir do material semeado para as
raizes numa ampla faixa de potencial osmotico (WELLER, 1988).

De acordo com alguns estudos, as maiores populagfes de bactérias ocorrem
em pressdes na faixa de -0,3 a 0,7 bar, na qual Howie et al. (1987) observaram que
a disponibilidade de oxigénio e o potencial de turgor das células e/ou a disponibilidade
de nutriente seriam adequa-dos para o desenvolvimento de células bacterianas. A
area de percolacdo pode servir também para estender a populagdo bacteriana
introduzida na direcdo das extremidades das raizes.

O pH e a temperatura sdo também fatores importantes na colonizacdo. Para
0 crescimento in vitro de linhagens de P. fluorescens e P. putida, a temperatura
seria de 25-30°C. e o pH de neutro a alcalino. No solo, porém, a colonizacdo é
favorecida nas temperaturas de 12 a 18°C e em pH de 6,0 a 6,5. I1sso ocorre porque
temperatura e pH abaixo do ideal refletem uma menor competi¢do com a microbiota
indigena.

A colonizagdo de raizes, portanto, diz respeito ao crescimento da bactéria ao
longo das raizes. Essa caracteristica € pré-requisito primario na rizosfera, onde a
colonizagdo de novas superficies radiculares formadas é realizada pela migracdo da
microflora existente ou pelo inéculo do solo.

7. Biodegradacédo de xenobioticos por rizobactérias

Plantas usadas para fitorremediacdo (ver capitulo 25) deveriam ser capazes
de acumular altas quantidades do contaminante e também de produzir um grande
volume de biomassa. Contudo, muito freqlentemente, plantas podem ser
comprometidas por se desenvolverem em solos contaminados devido a toxidade
inerente do poluente. Assim, a inoculacdo de RPCP pode auxiliar o crescimento
dessas plantas. A sobrevivéncia e estabelecimento de RPCP sdo essenciais para
uso em fitorremediacdo. No entanto, tem sido comprovado que altos niveis de
contaminantes podem ter efeitos inibitérios ao crescimento de RPCP. Por exemplo,
0 crescimento de Enterobacter cloacae CAL2 foi inibido em 50% em solos
contaminados com 20 mM de arsenato (NIE et al., 2002). Estd também provado
que algumas bactérias sdo sensiveis a um contaminante, mas ndo a outro. E 0 caso
de Flavobacterium sp. que é muito sensivel a cadmium, mas ndo a chumbo
(BELIMOV et al., 1998). Na pratica, é essencial que bactérias usadas em
biorremediacdo sejam resistentes aos niveis dos contaminantes enddgenos do
ambiente a ser descontaminado.
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No entanto, alguns trabalhos tém mostrado que os exsudados radiculares sdo
estimulados na presenga de xenobio6ticos. Em cultivos hidrop6nicos de milho, a presenca
do herbicida simazina, causou um aumento na exsudacao de acidos organicos (KEIPER
& REBER, 1970). Quando microrganismos foram introduzidos a solugdo nutritiva, o
herbicida aumentou o peso e comprimento das raizes de milho. Os autores desse
estudo ndo explicam o fenbmeno sobre o aumento da exsudacdo, mas especulam que
pode ser uma resposta da planta ao ataque e nourish mais microrganismos ou pode
ser simplesmente um efeito fisioldgico do composto quimico sobre a planta.

A maioria dos herbicidas usados para controlar ervas daninhas sdo prontamente
metabolizados por plantas ndo-alvo. Por sua vez, as bactérias da rizosfera podem exercer
um papel fundamental quanto a protecdo da planta contra os efeitos toxicos dos poluentes.
Isso tem sido recentemente comprovado em pesquisas envolvendo alguns xenobioticos.
Herring & Berring, (1988) verificaram que os efeitos toxicos de ésteres fitalato sobre
plantulas de espinafre e ervilha foram sido abolidos pela presenca de microrganismos
do solo. Os estudos de Kruger et al. (1997) também mostraram que trés linhagens de
microrganismos capazes de degradar dicamba (acido 3,6-dicloro-2-metoxibenzoico)
poderiam ser usadas para reduzir a atividade desse produto na rizosfera de ervilha.

Em um estudo similar, Roque (2000) mostrou que uma rizobactéria,
Acinetobacter baumanii, envolvida na degradag¢do do herbicida diuron protege
plantulas de milho dos efeitos tdxicos desse herbicida em solos contaminados. De
fato, a biodegradagdo de certos herbicidas é acelerada na rizosfera de plantas que
sdo relativamente insensiveis aos efeitos herbicidas do composto quimico. Nesse
sentido, Sandmann & Loos 1984 constataram um aumento no ndmero de
microrganismos envolvidos na degradacdo de 2,4-D na rizosfera de cana-de-aglcar
comparados com cravo africano. Os autores sugeriram que 0 aumento no namero
dos degradadores foi o possivel mecanismo de protecdo da cana-de-agucar dos efeitos
de 2,4-D e que analogos fendlicos nos exsudados selecionaram microrganismos
responsaveis pela degradacdo de 2,4-D.

Os efeitos de 3-cloro e 4-clorobenzoato (3-CBA, 4-CBA) sobre a germinacéo
de sementes de berinjela e tomate foram estudos por Ajithkumar et al. (1998). Estas
plantas foram altamente sensiveis a 200 mg L 1 de 3-CBA e 4-CBA e mostraram
reducdo dréstica na germinagdo de sementes e vigor de plantulas. Na concentracéo
de 400 |lg L 1a germinacdo de sementes de tomate foi completamente inibida. Por
outro lado, quando solo contaminado com 3-CBA e 4-CBA foi tratado com P.
aeruginosa 3mT, envolvida na degradacdo de clorobenzoato, houve uma protecdo
completa de sementes e plantulas de tomate.

O grau de degradacdo de xenobidticos em solos rizosféricos parece relacionar-
se com as espécies de plantas envolvidas, pois estas variam em morfologia, metabdlitos
e interacBes ecolégicas com outros organismos. Espécies de plantas determinam a
composicdo da rizosfera. Lemanceau et al. (1995) mostraram a influéncia de espécies
de linho e de tomate sobre a diversidade de pseudomonas fluorescentes. A diversidade
de isolados de Pseudomonas do solo, determinada pela oxidacdo de 147 compostos
orgénicos e por “fingerprinting” PCR (REP-PCR) foi diferente da diversidade obtida
com isoladas da rizosfera dessas duas espécies de plantas. A capacidade de linhagens
de Pseudomonas em metabolizar compostos presentes nos exsudados radiculares
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deveria dar uma vantagem competiva sobre as bactérias do solo sem esta habilidade.
Assim, a agdo seletiva dessas plantas poderia ser causada pelos exsudados especificos
que elas produzem. As espécies vegetais ou tipo botanico (monocotitedéneas,
dicotileddneas, halo6fitas, leguminosas etc) determinaram os parametros que sdo
significantes em termos de degradagdo na rizosfera (SHANN & BOYLE, 1994). E,
pois, sugerido que exsudados radiculares podem influenciar a biodegradagéo, alterando
diretamente a comunidade microbiana.

8. Rizorremediacéao

Para entender a eficécia das tecnologias de biorremediagdo, tanto ex situ
como in situ, é necessario o conhecimento sobre a cinética da biodegradagdo. Estudos
em laboratorio visando determinar as taxas de biodegradagdo podem ser usados como
testes de varredura para determinar a rapidez e extensdo da biorremediacéo,
fornecendo, assim, um desenho criterioso na obtencdo de uma biorremediacdo dtima.
No entanto, nem todos os ensaios de laborat6rio sobre biodegradabilidade podem ser
usados para simular os complexos processos de biorremediacdo em condi¢des naturais
de campo. Os pardmetros mais importantes a serem avaliados antes da implementacéo
de um projeto nessa area sao determinar se 0 composto é biodegradavel e conhecer
0 mecanismo mais efetivo e a taxa de biodegradagéo.

A selecdo da estratégia mais efetiva de biorremediacdo estd baseada nas
caracteristicas dos contaminantes (solubilidade, lipofilicidade, estrutura molecular,
volatilidade, peso especifico e susceptibilidade ao ataque microbiano) e da &rea
contaminada. Além disso, outros fatores também interferem no sucesso da
biorremediacdo como, por exemplo, comunidade microbiana nativa, aeracéo,
suplementacdo nutricional, potencial de 4gua, dentre outros. Compostos que sdo mais
susceptiveis ao metabolismo microbiano apresentam estruturas moleculares simples,
sdo soluveis em &gua, ndo sdo tdxicos e servem como substratos para o crescimento
aerobio de microrganismos. Ao contrario, compostos que sdo resistentes ao
metabolismo microbiano exibem estruturas moleculares complexas, apresentam baixa
solubilidade, forte sorcéo, toxicidade e ndo suportam o crescimento microbiano.

A complexidade das técnicas de biorremediacdo requer que cada tratamento
seja adaptado a situacdo individual do local contaminado. Todo planejamento de
biorremediacdo deve comecar por definir os pardmetros de tratamento. No entanto,
mesmo tendo sido levantados esses parametros, ndo € uma tarefa facil o delineamento
experimental e o inicio dos trabalhos. Os pardmetros mais importantes séo:
concentracdo e lista de contaminantes a serem removidos e propriedades fisico/
quimicas (volatilidade, solubilidade, gravidade especifica, coeficiente de particdo
octanol/agua). Deve ser lembrado que os ensaios laboratoriais, sob condicdes
controladas, devem ser usados para predizer o que acontecerda em condigfes naturais.

Outras caracteristicas de importancia devem ser avaliadas em um
planejamento de biorremediacdo, para garantir o sucesso do tratamento. Skladany &
Metting Junior (1992), apontam alguns desafios para o sucesso do tratamento bioldgico
de solos contaminados:
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. Heterogeneidade do residuo: residuos organicos e inorganicos sao
heterogeneamente dispersos no solo. Os contaminantes podem estar presentes na
forma de sélidos, liquidos ou gases, livres na solugdo do solo ou fisicamente sorvidos
ou quimicamente ligados a particula.

. Efeitos de concentracdo: os contaminantes podem estar presentes em
concentragdes extremamente baixas (ppm ou ppb), ou em concentra¢des muito altas.
Baixas concentracGes podem ndo ser adequadas para suportar o crescimento
microbiano. Altas concentragdes, por outro lado, podem ser inibitorias ou téxicas a
vida microbiana.

- Persisténcia ou toxicidade: muitos contaminantes sdo relativamente resistentes a
biodegradacdo ou podem requerer esforcos metabdlicos combinados de vérias espécies
microbianas, com ou sem a presenca adicional de fontes de carbono.

. Condi¢fes adequadas para o crescimento microbiano: a atividade microbiana
adequada tera lugar somente sob condi¢cdes ambientais favoraveis. Criar e manter
essas condicBes 6timas é uma tarefa dificil e desafiadora. CondicGes especificas da
area contaminada podem limitar severamente a capacidade para se criar condicdes
aceitaveis para o crescimento microbiano, particularmente para aplicagdes in situ.

Entre os muitos métodos de biorremediagdo disponiveis, alguns podem ser
empregados para tratamento de grandes extensdes de solos agricolas contaminados.
O nivel de contaminacdo, para que haja intervencdo, pode ser simplesmente aqueles
onde os niveis de residuos presentes afetam o desenvolvimento de outras culturas
agricolas susceptiveis, ou que estejam além dos niveis aceitdveis. Dentro dessa
abordagem, a fitorremediagdo e a utilizacdo de rizobactérias aparecem como
alternativas mais praticas.

Um grande ndmero de pesquisas tem evidenciado um aumento na degradacdo
de pesticidas na rizosfera de uma variedade de espécies vegetais (Tabela 1). Mais
recentemente, essas pesquisas tém se voltado para compostos quimicos industriais,
como HAPs, petréleo, surfactantes, PCP etc.

O sistema “rizosfera” € uma tecnologia apropriada para contaminantes
dispersos préoximos a superficie do solo. O sistema radicular servindo,
portanto, como um meio para efetiva colonizacdo do solo, assim como uma fonte
prontamente disponivel de nutrientes. A rizosfera é particularmente atrativa quando
a capacidade metabdlica de interesse é restrita a certas bactérias, como no caso da
degradacdo cometabdlica de tricloroetileno (TCE) (WALTON & ANDERSON,
1990). TCE esta presente em 27,9% dos sitios com residuos toxicos nos USA,
sendo considerado um dos 10 poluentes mais comuns detectados nessas
areas (www.hsia.org/trichloro.htm). Esse mesmo poluente foi removido do
solo por meio de uso de uma rizobacteria, Pseudomonas fluorescens associada
as raizes de trigo. Essa bactéria expressa, portanto, os genes tom A+ (tolueno
o-monoxigegenase) de Burkholderia cepacia PR 1,t (TOM— ) envolvidos na
degradacdo de TCE (YEE et al., 1998). Embora rizobactérias indigenas e
plantas sejam empregadas para tratar solos contaminados, bactérias capazes de
colonizar plantas especificas podem ser transformadas geneticamente para
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TABELA 1 Exemplificagdo de trabalhos mostrando aumento da degradacgédo de pesticidas na rizosfera.

Microbiologia Ambiental

Xenobioticos Planta Referéncias

Atrazina Milho Hueck & Seibert (1981)
Atrazina

Metolachlor Kochia Anderson et al., (1994)
Tritlesalina

Atrazina Milho Piretti et al., (2002)
Atrazina Milho Alvey & Crowley (1996)
Mecoprop, 2,4D Trigo Lappin et al., (1985)

Mecoprop. 2,4D

Cana-de-agucar,
trevo

Sandmann & Loos (1984)

Diazinon, paraton Feijdo Hsu & Bartha (1979)

Tricloroetileno Trigo Yee et al., 1998

Parati Afroz Reddy & Sethumathan

aration (1983)

Hidrocarbonetos poliarométieos

(benzo[a]pireno, benzo[a)anthaceno, Gramineas Aprill & Sims (1990)

criseno e dibenzo[a,h] antraceno)

Propanil Arroz Hoagland et al., (1994)

Surfactantes Milho, soja Knaebel & Vestal (1992)
Graminea (Agropyron

Pentaclorofenol (Agropy Ferro et al., (1994)
desortorum)

Petréleo Leguminosas Gudin (1978)

melhor controle do processo. Uma linhagem de P. fluorescens colonizadora
de raizes foi construida por integracdo cromossomal dos genes bph (codificando
a degradacdo de PCB) com um vetor de integragdo suicida (BRAZIL et al.,
1995).

A degradacdo de PCB com esta bactéria recombinante foi demonstrada
em microcosmos contendo planta-solo-bactéria, usando um gene repdrter inserido
préximo aos genes envolvidos na degradacdo de PCB. Esse sistema foi eficaz
em remover 63% de TCE ap6s 4 dias, demonstrando a possibilidade da
rizorremediacdo para o tratamento de solos superficiais contaminados com TCE.
Uma diferente linhagem de P fluorescens capaz de colonizar raizes de feijdo foi
também construida.

A bactéria recombinante, quando aplicada a rizosfera de feijdo foi capaz de
degradar 2,5-diclorobenzoato, utilizando-o com fonte de carbono (CROWLEY et ai,
1996).

Varios estudos sob condic¢des controladas tém mostrado a influéncia de plantas
sobre a biodegradagdo acelerada na rizosfera. A adicdo de uma linhagem de P.
fluorescens capaz de degradar 2,5-diclorobenzoato causou o desaparecimento desse
composto em 3 dias na presenca de plantas de feijdo, visto que quantidades
consideraveis do poluente ainda permaneciam no solo sem plantas (CROWLEY et
al., 1996).
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Estudos feitos com atrazina, mostraram que as taxas de mineralizagdo desse
herbicida foi significantemente superior na rizosfera de milho do que em solo sem
vegetacdo (PIUTTI et al., 2002). A rizosfera do milho também mostrou um aumento
da biomassa de C microbiana. Analise do gene atzC, que codifica uma enzima envolvida
na mineralizacdo de atrazina, conduzida por PCR, revelou sua presenca em um nivel
superior na rizosfera do que no solo ndo vegetado. Estes resultados sugeriram que a
estimulagdo da mineralizagdo de atrazina na rizosfera depende da abundancia das
comunidades microbianas.

Do mesmo modo como a presenca de vegetacdo pode aumentar a
degradacdo de pesticidas, ela também pode aumentar a velocidade de degradacéo
de compostos recalcitrantes, como, por exemplo, hidrocarbonetos poliaromaticos
(HPA). Pesquisas comprovando esses efeitos tém sido publicadas mais
recentemente, mostrando o potencial da rizorremediacdo de varios compostos
quimicos industriais. Em um experimento em condi¢des controladas sob casa-de-
vegetacdo foi verificado que a degradacéo de HPA foi maior na presenca de plantas
do que na sua auséncia (SCHWAB et ai, 1995). HPAs alvo foram detectaveis nos
tecidos da planta, mas a quantidade total de absorcdo foi insignificante. A maior
atividade microbiana detectada foi aparentemente responsavel pela dissipagéo
aumentada dos HPAs.

Rizobactérias promotoras do crescimento de plantas podem também conter
altos niveis de metais pesados. A hiperacumulacdo de metais (até 1% do peso seco)
é comum para plantas que tém se adaptado a solos com alta concentracdo de Co, Cu,
Cr, Pb, Ni e Zn (BAKER e BROOKS, 1989). H& bactérias isoladas da rizosfera, no
entanto, que degradam xenobioticos e/ou bicacumulam metais, mas néo
necessariamente sdo consideradas RPCP Neste caso, raizes de plantas atuam como
sitios para transformacdo do contaminante pelas rizobactérias (ANDERSON et al,
1993). Kluyvera ascorbata (SUD165), por exemplo, uma rizobactéria, foi resistente
aos efeitos toxicos de Ni:+ Pb:+ Zn2+e Cr04~ Esta bactéria, quando inoculada em
sementes de canola e plantada sob altas concentracdes de cloreto de niquel, protegeu
parcialmente a planta contra a toxidade (BURD et al., 1998).

Segundo os autores, a bactéria ndo teve nenhuma influéncia mensuravel sobre
a quantidade de niquel acumulada nas plantas de canola. Entretanto, o efeito sobre a
promocéo de crescimento da planta na presenca do metal foi, provavelmente, ndo
atribuido a redugdo da absor¢do do niquel pelas plantulas, mas sim, a habilidade da
bactéria de baixar o nivel de estresse de etileno induzido pelo niquel.

As propriedades da planta que sdo melhoradas com a inoculacdo RPCPs
durante a biorremediagdo incluem biomassa, absor¢do do contaminante e nutrigdo e
salde da planta.

Algumas plantas acumulam mais contaminantes por grama de material vegetal
com a adicdo de RPCRs, conforme verificado por Hoflich & Metz (1997) e por
Whiting et al. (2001). Esses estudiosos mostraram que a inoculagdo bacteriana de
milho e Thlaspi caerulescens aumentou a absor¢do de metais pesados por essas
plantas. Do mesmo modo que os autores acima, de Souza et al. (1999) também
encontraram um aumento na acumulacdo de selenium por Brassica juncea apos
inoculagdo com rizobactérias.
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O sucesso da aplicacdo de RPCPs para biorremediacdo dependerad da
sobrevivéncia e estabilidade da bactéria em solos com altos niveis de contaminacao.
Nessas condigdes, a bactéria pode ser completamente inibida. Um exemplo que ilustra
bem esse efeito é a inibicdo do crescimento de, aproximadamente, 50% de
Enterobacter cloacae em solos contaminados com 20 mM de arsenato. Ja em solos
com somente 2mM arsenato, a bactéria foi inibida em 2% (NIE et al, 2002).
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