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COMUNIDADES MICROBIANAS, ATIVIDADE ENZIMATICA E
FUNGOS MICORRIZICOS EM SOLO RIZOSFERICO DE
“LANDFARMING” DE RESIDUOS PETROQUIMICOS™

André Shigueyoshi Nakatani®, José Oswaldo Siqueira®, Claudio

Roberto Fonséca Sousa Soares® & Marcio Rodrigues Lambais®

RESUMO

As raizes das plantas podem estimular a microbiota do solo, a qual pode
contribuir para o aumento da eficiéncia do processo de remediacio. Assim, avaliar
amagnitude dos efeitos das raizes sobre a microbiota do solo é de grande interesse
e de relevancia pratica e ecolégica. Neste trabalho, avaliaram-se a densidade
microbiana, a atividade enzimatica, a estrutura da comunidade bacteriana e a
presenca de fungos micorrizicos arbusculares (FMAs) na rizosfera de plantas de
ocorréncia espontanea em solo de sistema de “landfarming” de residuos
petroquimicos. Avaliaram-se também solos rizosféricos de cinco plantas e solo-
controle sem planta por meio de contagens de microrganismos em placas,
eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE) de fragmentos do gene
rRNA 16S, seqiienciamento genético, atividades enzimaticas, percentagem de
colonizacio radicular e contagem e identificacao de esporos de FMAs. As plantas
estimularam a densidade microbiana total e da populacio de degradadores de
antraceno, com contagens médias de 1,5 x 108 e 2,2 x 106 UFC g-!
no solo seco, respectivamente, enquanto, no solo sem planta, essas contagens foram
de 5,7 x 105 e 2,9 x 105 UFC g no solo seco para os respectivos grupos microbianos.
As espécies de maior efeito foram Bidens pilosa e Eclipta alba. Entretanto, esses
efeitos estimulantes nao foram verificados para a atividade enzimatica do solo. A
colonizag¢io micorrizica das raizes (em torno de 40 %) e a densidade de esporos nos
solos rizosféricos foram elevadas (entre 900 e 4.800 esporos por 50 cm3 de solo),
sendo maior na Brachiaria decumbens. Foram identificadas quatro espécies de
FMAs: Acaulospora morrowiae, Glomus intraradices, Paraglomus occultum e
Archaeospora trappei. Com excecéao de G. intraradices, essas espécies ndo foram
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observadas em areas contaminadas por hidrocarbonetos de petréleo. A analise
por DGGE revelou que os solos rizosféricos apresentaram comunidades bacteriana
diferente do solo sem plantas. As bactérias degradadoras de antraceno isoladas
apresentaram relacao filogenética com os géneros Streptomyces, Nocardioides,
Arthrobacter, Pseudoxanthomonas e com géneros nio identificados das familias
Cellulomonadaceae, Xanthomonadaceae e Rhodobacteraceae, sendo quatro destes
isolados pertencentes aos actinomicetos. Apenas Nocardioides e o género
relacionado com a familia Cellulomonadaceae foram relatados em areas brasileiras
contaminadas com hidrocarbonetos de petréleo. Conclui-se que as plantas
estimulam o aumento da densidade de células bacterianas e alteram a comunidade
microbiana do solo de “landfarming” de residuo petroquimico.

Termos de indexacéo: rizosfera, petroleo, microrganismos degradadores de
antraceno, micorriza arbuscular, DGGE, rRNA 16S.

SUMMARY: MICROBIAL COMMUNITIES, ENZYMATIC ACTIVITY AND
MYCORRHIZAL FUNGI IN RHIZOSPHERIC SOIL USED FOR
LANDFARMING OF PETROCHEMICAL WASTE

The presence of plants stimulates soil microbiota, which may contribute to soil
remediation. It is of great interest to quantify these effects on heterotrophic microorganisms
due to their practical and ecological relevance. The following factors were evaluated:
bacterial cell density, enzymatic activity, bacterial community structure and the
spontaneous occurrence of arbuscular mycorrhizal fungi (AMF) in the plant rhizosphere in
an area of land farming of petrochemical wastes, using a rhizospheric soil under five plants
and control soil without plants. The following evaluation methods were applied:
microorganism plate counts, molecular methods, denaturing gradient gel electrophoresis
(DGGE) and gene sequencing, colorimetric methods for enzymes and percentage of root
colonization, counting and identification of AMF spores. Total and anthracene degrading
microbial density were stimulated by the presence of plants, with average counts of 1.5x10°
and 2.2x10° CFU g dry soil'!, respectively, while soil without plants soil counts were 5.7x10°
and 2.9x10° CFU g dry soil! for the respective microbial groups. The species Bidens pilosa
and Eleusine indica had the highest stimulatory effects on microbial density. No
stimulating plant effects of soil enzymatic activity were verified. Root mycorrhizal
colonization (around 40 %) and AMF spore density was high in rhizopheric soils (between
900 and 4,800 spores 50 mL soil'!), especially in B. decumbens. Four AMF species were
identified in this soil: Acaulospora morrowiae, Glomus intraradices, Paraglomus occultum
and Archaeospora trappei. Aside from G. intraradices, this is the first report of the
occurrence of these species in petroleum hydrocarbon contaminated areas. The DGGE
analysis revealed existence of different bacterial communities in different treatments.
The isolated anthracene degrading bacteria were related with the genera: Streptomyces,
Nocardioides, Arthrobacter, Pseudoxanthomonas and non-identified genera of the families
Cellulomonadaceae, Xanthomonadaceae and Rhodobacteraceae. Four of the identified
genera belong to the actinomycetes. Only Nocardioides and the isolate related to the
Cellulomonadaceae family have already been reported in areas contaminated with
petroleum hydrocarbon in Brazil. In conclusion the presence of plants enhances soil bacterial
cell density and alters the bacterial community in landfarming of petrochemical wastes.

Index terms: rhizosphere, petroleum, anthracene degrader microorganism, arbuscular
mycorrhiza, DGGE, 16S rRNA.

INTRODUCAO

O “landfarming” é uma técnica de biorremediagdo
muito utilizada para o tratamento de residuos da
industria petroquimica (Sims & Sims, 1999). Essa
técnica consiste na aplicagao e incorporagio do residuo
na camada aravel do <olo nara rediizir ac

concentragoes dos constituintes de petrdleo por meio
de biodegradagdo microbiana. No entanto, ela ndo é
eficiente para remover todos os contaminantes,
especialmente os compostos mais recalcitrantes desses
residuos, os quais necessitam de técnicas
complementares para a sua total remocéo (Atagana,
2004 Miiitoe doe comnoctoe recaleitrantees comao
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varios hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs),
sdo toxicos, carcinogénicos e mutagénicos (Samanta
et al., 2002).

Uma alternativa para aumentar a eficiéncia do
“landfarming” é o emprego de plantas que possam
estimular a degradagdo desses contaminantes,
contribuindo para aumentar a eficiéncia do
tratamento de HAPs, de pesticidas, de solventes
clorados e de explosivos no solo (Susarla et al., 2002),
degradando certas fragdes de hidrocarbonetos mais
resistentes a biodegradacio e de elevado risco a satide
humana e ambiental (Pradhan et al., 1998). O efeito
estimulatério das raizes resulta, em parte, da
modificac¢io dos atributos fisicos, quimicos e bioldgicos
do solo, estimulando as populagdes microbianas
(Cunningham et al., 1996) a degradar contaminantes
(Kirk et al., 2005). A contribui¢do das plantas para a
eficiéncia do processo de remediacio varia de acordo
com as espécies e variedades vegetais (Siciliano et al.,
2003), com as condi¢des ambientais e propriedades do
solo (Robson et al., 2003) e com as caracteristicas fisico-
quimicas do contaminante (Binet et al., 2000a).

Embora ndo sejam empregadas plantas em areas
de “landfarming” em operagao, é comum a ocorréncia
de algumas espécies em areas (células) de
biorremediacdo desativadas ou em solos retirados de
células em atividade (Paula et al., 2006). Além de
influenciar a comunidade microbiana do solo, a maioria
das plantas forma associacio simbiética com alguns
fungos Glomeromycota, denominado micorriza
arbuscular. Ha evidéncias de que os fungos simbiontes
ocorrem em areas de “landfarming” (Paula et al., 2006),
podendo, entre outros, proteger as plantas contra os
efeitos toxicos desses poluentes (Binet et al., 2000b).
Liu et al. (2004) observaram que plantas micorrizadas
apresentam maior capacidade de estimular a
degradacio de hidrocarbonetos de petréleo no solo.
Embora ja empregado por varias industrias,
especialmente petroquimicas, no Brasil, ha poucos
estudos sobre “landfarming”, sobretudo quando se
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considera a possibilidade de utilizar plantas para
acelerar o processo de biorremediacao.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a densidade
microbiana, a atividade enzimatica, a estrutura da
comunidade bacteriana e a presenca de fungos
micorrizicos arbusculares (FMAs) na rizosfera de
diferentes espécies vegetais de crescimento espontaneo
em solo de “landfarming” de residuo petroquimico.

MATERIAL E METODOS

Caracterizagao do solo e amostragens

Foram avaliadas amostras de solo de células de
“landfarming” para tratamento de rejeitos da indutstria
petroquimica na empresa CETREL, em Camacari
(BA), em uso ha mais de 15 anos. Em janeiro e
fevereiro de 2004, as células receberam 153 t de borras
oleosas de residuos petroquimicos em uma area de
3.000 m2. Em abril de 2004, foram coletadas oito
amostras simples do solo das células, a uma
profundidade de 0—20 cm, para formar uma amostra
composta. Elasforam utilizadas para os experimentos
em casa de vegetacdo do Departamento de Ciéncia do
Solo da Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG).
O solo pertence a classe textural arenosa (580, 310 e
110 g kgl de areia, de silte e de argila, respectivamente).
Seus atributos quimicos sdo apresentados no quadro 1.
Amostras de solo foram desagregadas e peneiradas
em malha de 2 mm de diametro para uniformizacao e
colocadas em vasos de 3 dm®. Esses vasos foram
empregados em estudos com Medicago sativa L.
(alfafa), Pueraria phaseoloides (Roxb.) Benth. (kudzu
tropical), Brachiaria brizantha (Hochst. ex A. Rich.)
Stapf (braquidria), Styzolobium aterrimum Piper &
Tracy (mucuna-preta), Pennisetum purpureum
Schumach. (capim-elefante) e Sorghum vulgare Pers.
(sorgo), entre agosto e dezembro de 2004, para avaliagoes
de medidas biolégicas do solo (Paula et al., 2006).

Quadro 1. Caracteristicas quimicas do solo de célula de “landfarming” para tratamento de rejeitos da induastria
petroquimica da empresa CETREL, em Camacari, BA

pH H»0 P K Na* Ca* Mg? AI* H+ Al SB t T CE. P-rem
mg dm™ emole dm™ dSm” mg L'
6,8 80 53 217 7,5 0,8 0 1 9 9 10 9,4 41
v m ISNa MO N total COtotal Zn Fe Mn Cu B S
% g kg'1 mg dm™®
90 0 10 130 8 78 52 238 23 40 0,8 43

H + Al: acidez potencial; SB: soma de bases trocaveis; t: CTC efetiva; T: CTC a pH 7,0; CE,: condutividade elétrica a 25°C; V:
saturacdo por bases; m: saturacdo por Al da CTC efetiva; ISNa: indice de saturagdo por Na.

Fonte: Paula et al. (20086).
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Ao final desse experimento, todas as plantas foram
removidas e o solo foi completamente homogeneizado
e redistribuido nos vasos. Apds umedecimento,
surgiram plantas espontaneas, as quais cresceram
no periodo de janeiro de 2005 a mar¢o de 2006, quando
se procedeu a coleta de solo, solo rizosférico e raizes
para avaliacdo. Para isso, plantas inteiras foram
retiradas e agitadas levemente. O solo remanescente,
aderido as raizes, foi considerado como solo rizosférico.
Asraizes foram colocadas em sacos pldasticos e agitadas
manualmente até a recuperacdo maxima do solo
aderido ao sistema radicular. Foram coletadas
amostras de quatro espécies de acordo com a ocorréncia
e frequiéncia nos vasos: Eleusine indica (L.) Gaertn.
(capim pé-de-galinha), Bidens pilosa L. (picdo-preto),
Eclipta alba (L..) Hassk. (erva-de-botao), Cyperus sp.
(tiririca) e Brachiaria decumbens Stapf (braquidria),
sendo esta Ultima introduzida por semeadura em
dezembro de 2004. Como referéncia, coletaram-se
amostras de solo ndo-rizosférico (solo de vaso com
planta, porém fora da influéncia das raizes), e um de
tratamento-controle, constituido do mesmo solo
mantido em casa de vegetagao por igual periodo, porém
sem planta. As amostras de solo e de raizes foram
coletadas de forma inteiramente casualizada, de modo
a se obter sete tratamentos: solo rizosférico das cinco
espécies e dois controles, com trés repeticoes cada.

Também foram retiradas amostras compostas de
solo para andlises de teores de HAPs semivolateis.
Essas foram realizadas nos laboratérios da CETREL
(Camacari, BA), de acordo com o método EPA 8270D
(USEPA, 2008), apresentando as seguintes
concentracoes em mg kg'l: naftaleno 0,06 £ 0,04;
fluoreno 10,5 + 1,8; antraceno 57,5 + 10,6; fenantreno
2363,1 + 45,3; fluoranteno 317,1 + 43,5;
benzo(a)antraceno 68,5 + 12,3; benzo(a)pireno
38,9 + 5,1; indeno(1,2,3-cd)pireno 119,1 + 11,1; e
dibenzo(a,h)antraceno 6,4 + 0,9.

Avaliagdes microbiolégicas

A contagem de células viaveis de microrganismos
foi feita em placa pelo método de dilui¢oes seriadas de
suspensio de solo, utilizando os meios TSA para
crescimento de bactérias totais, agar extrato de malte
para fungos totais, agar Bushnell-Hass para bactérias
degradadoras de hidrocarbonetos, e meio seletivo para
fungos degradadores de hidrocarbonetos (Kirk et al.,
2005). Para actinomicetos totais, utilizou-se agar
amido caseina, conforme Wellington & Toth (1994).
Nos meios de cultivo para o crescimento de
microrganismos degradadores de hidrocarbonetos, foi
utilizado, como Unica fonte de C, o antraceno a 0,5 %,
dissolvido em benzeno, modificado de Clemente et al.
(2001), o qual foi uniformemente espalhado (2,5 mL
por placa) sobre a superficie do meio. O benzeno foi
evaporado por 20 min, formando uma fina camada de
antraceno sobre a mesma superficie. Nos meios de
cultivo para microrganismos heterotroéficos totais,
ocanalhoii-ece c1inerficialmente o mecmo volitme de
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benzeno, porém sem antraceno. As placas foram
incubadas a 28 °C em camara escura, e as contagens
de UFC foram efetuadas de 3 a 14 dias, de acordo com
o microrganismo avaliado.

A atividade enzimatica do solo foi avaliada pela
determinagao da hidrélise do diacetato de fluoresceina
(DAF), de acordo com Schntirer & Rosswall (1982), e
da atividade da lipase, conforme Margesin et al. (2002).

A ocorréncia de FMAs foi avaliada em amostras
de 50 cm3 de solo, por meio da contagem de esporos
em microscopico estereoscopico com aumento de até
40 vezes, apos peneiramento umido e centrifugacao
em solucio de sacarose (Gerdemann & Nicolson, 1963).
As raizes das diferentes plantas de ocorréncia
espontanea foram coradas, segundo Phillips &
Haymann (1970), e avaliadas quanto a percentagem
de colonizacdo micorrizica, de acordo com Giovannetti
& Mosse (1980). Os esporos foram contados, separados
por morfotipos e preparados para identificagdo em
laminas com alcool polivinilico lactoglicerol e reagente
de Melzer. A identificacio taxonomica foi realizada
pelo Dr. Sidney Sturmer (FURB, Blumenau, SC).

Analise da estrutura da comunidade bacteriana
do solo

A estrutura da comunidade bacteriana do solo
rizosférico foi avaliada por meio da separacio de
fragmentos do gene codificando o rRNA 168S,
amplificado por meio da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) por eletroforese em gel com gradiente
desnaturante (DGGE) (Muyzer et al., 1993). Para cada
tratamento, as trés repeticoes das amostras de solo
foram misturadas para formar uma amostra composta.

O DNA metagenomico de cada tratamento foi
extraido a partir de 0,5 g de solo, utilizando-se o Fast
DNA SPIN KIT para solo (Q-Biogene, EUA), de acordo
com as instrugdes do fabricante. A regido V3 do gene
codificando o rRNA 16S foi amplificada por PCR,
utilizando-se o DNA metagenoémico extraido e os
oligonucleotideos iniciadores (5' GCC CGC CGC GCG
CGG CGG GCG GGG CGG GGG CACGGA CTC CTA
CGG GAG GCA GCA G 3) e UN518r (5' ATT ACC
GCG GCT GCT GG 3') (Qvreas et al., 1997). A reagdo
foi realizada em um volume de 25 pl. com 1X Taq
Platinum DNA polymerase buffer, 0,1 mmol L1
dNTPs, 1,5 mmol L't MgCl,, 0,625 U Taq Platinum
DNA polimerase (Invitrogen, Brasil), 1 pmol dos
primerse 10 ng do DNA metagenomico. As condig¢oes
de amplificacao foram de 5 min a 95 °C; 30 ciclos de
1mina92°C;1minab5°C;edel mina72°C. A
extensdo final foi de 10 min a 72 °C.

Quantidades iguais de amplicons (300 ng) foram
analisadas por meio de géis com 8 % de acrilamida:
bisacrilamida (37,5:1, m:m), que continham um gra-
diente desnaturante de 15 a 55 %, preparado com
mistura de solu¢do desnaturante (7 mol L1 uréia e
40 cL L1 de formamida) e solucdo a 0 % (sem uréia e
formamida) (@vreis et al., 1997). A eletroforese foi
realizada a 200 V constantecs e 60 °Cvor4 h utilizan-
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do-se o sistema “DCode” (BioRad, EUA), em tampao
0,5X TAE. O DNA foi corado com “SYBR Green” (GE
Healthcare, Brasil). Os géis foram analisados por
densitometria usando um densitometro laser
“FluorImager” (GE Healthcare, Brasil) e o programa
“Diversity Database” (BioRad, EUA). Os perfis de ban-
das ap6s DGGE foram analisados por agrupamento
hierarquico utilizando-se o programa SYSTAT 11.0,
com base em dados binarios, pelo método de concordan-
cia simples (“simple matching”), com algoritmo de
Ward e distancia euclidiana como unidade de medida.

Seqiienciamento do gene rRNA 16S de
bactérias degradadoras de antraceno

Colébnias de bactérias degradadoras de antraceno
foram obtidas a partir do plaqueamento de dilui¢ées
seriadas da mistura de solos rizosféricos de Bidens pilosa,
Cyperus sp. e Eclipta alba, as quais apresentaram
maiores contagens de UFC de bactérias capazes de
utilizar antraceno como Unica fonte de C em placa.

Dezisolados bacterianos foram purificados em meio
dgar Bushnell-Hass com antraceno a 5 g L'l. As
células de colonias bacterianas foram suspensas em
50 pL de 4gua ultrapura e lisadas a 95 °C, por 5 min.
Para o PCR foi utilizado 1 pL do lisado celular nas
mesmas condi¢oes supradescritas, exceto para os
oligonucleotideos iniciadores 1541R
(5’ AAGGAGGTGATCCAGCCGCA3) e 8F
(5'AGAGTTTGATCCTGGCTCAG3) (Loffler et al.,
2000). O DNA foi precipitado com etanol a 98 cL L1,
que continha acetato de amonio (7,5 mol Li'1), e o pelete
foi lavado com etanol a 70 cL L. Para o
sequienciamento dos produtos da PCR, foram utilizados
200-500 ng do DNA purificado, 5 pmol do
oligonucleotideo iniciador 63F
(5°CAGGCCTAACACATGCAAGTC3") (Marchesi et
al., 1998), 1 uLL de “DYEmanic ET Terminator”
(Amersham Biosciences, Brasil), 3 ul. de tampéao de
seqiienciamento (200 mmol L'! Tris-HCI pH 9,0 e
5 mmol L't MgCl,.6H,0) e 4gua ultrapura para um
volume final de 10 uL, em 25 ciclos de 20 s a 95 °C,
de 15sab4 °Cede 1 mina60 °C. Os produtos da PCR
de sequenciamento foram precipitados em etanol a
98 cL L1, que continha acetato de s6dio (3 mol L-1)/
EDTA (0,5 mol Li'1), e lavado em etanol a 70 cL L1,
A eletroforese foi feita em um sequienciador automatico
ABI 3100, de acordo com as instrugoes do fabricante
(Applied Biosystems, Brasil). Foi seqiienciado o DNA
proveniente de trés colonias de cada isolado bacteriano.
As sequiéncias foram processadas no programa PHRED
para a remogao de bases com baixa qualidade (critério
de qualidade > 20, menos de um erro em 100
nucleotideos). Para a afilia¢do filogenética das
sequiéncias, utilizou-se o programa RDPquery (http://
rdp.cme.msu.edu/ - Release 9.51). As sequiéncias foram
depositadas no GenBank sob o niimero de acesso
EU541521 — EU541539. A arvore filogenética foi
construida por meio do método de neighbor joining,
11cando o nroorama MFE(IA 2 1
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As contagens das UFC foram transformadas em
logyg. Os dados de contagem, a atividade enzimatica
e os FMAs foram analisados pelo calculo do erro-padrao
das médias e por meio do teste t de Student para
correlacio linear de Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Densidade e atividade microbiana

Verificou-se que as plantas favoreceram a
microbiota heterotréfica total e degradadora de
antraceno em relagdo ao solo ndo-rizosférico e sem
planta (Figura 1). Em geral, todos os grupos
microbianos avaliados apresentaram maiores
populagdes nos solos rizosféricos: o nimero de UFC
de bactérias totais nos solos rizosféricos foi maior, em
média, 5,2 vezes; o de bactérias degradadoras de
antraceno, 8,7 vezes maior; o de fungos totais, 3,0
vezes maior; os fungos degradadores de antraceno, 2,8
vezes maior, e o de actinomicetos, 1,3 vez superior ao
valor obtido em vasos sem plantas.

Dentre as plantas, destacam-se Bidens pilosa e
Eclipta alba, que apresentaram maiores contagens de
UFC de microrganismos totais e degradadores de
antraceno. Em solos com essas plantas, o nimero de
UFC de bactérias degradadoras de antraceno foi de
7,56x108e 5,6 x 106 UFC g'! no solo seco, respectiva-
mente, enquanto o solo sem planta apresentou
4,9 x 105 UFC g'! no solo seco.

Maior densidade microbiana na rizosfera em solos
contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo tem
sido relatada em diversos trabalhos (Muratova et al.,
2003a,b). A introducio de alfafa e canico (Phragmites
australis (Cav.) Trin. ex Steud) em solo contaminado
com HAPs pode estimular o aumento das populacgoes
da maioria dos grupos microbianos avaliados e da
populagdo de microrganismos degradadores de
hidrocarbonetos, sendo o efeito mais pronunciado no
tratamento com alfafa (Muratova et al., 2003a).
Aumentos de até 11 vezes no namero de UFC de
bactérias totais na rizosfera de mostarda foram
observados em solo contaminado com hidrocarbonetos
de petroleo (Liste & Felgentreu, 2006).

Os valores relativamente elevados do nimero de
UFC de actinomicetos em todos os solos (média geral
de 7,3 x 105 UFC g'! no solo seco) foram semelhantes
aos encontrados em solos de cerrado ndo contaminados
(Pereira et al., 1999). No entanto, esses valores foram
menores que os observados em solos contaminados com
6leo diesel na Finlandia (Palmroth et al., 2005), nos
quais Pinus sylvestris L. e Populus deltoides Marshall
néo alteraram significativamente a populacgao de
actinomicetos. Neste estudo, a contagem de UFC de
actinomicetos apresentou relacdo positiva com a
contfaminacao do colo (4 =5R+ 008 v R2 =0 522
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Figura 1. Contagem de células viaveis de microrganismos totais e degradadores de antraceno em solos
rizosféricos de plantas de crescimento espontaneo em area de “landfarming” de residuos petroquimicos.
BP (Bidens pilosa), BD (Brachiaria decumbens), CY (Cyperus sp.), EI (Eleusine indica), EA (Eclipta
alba), NR (Solo nao-rizosférico) e CT (Solo- controle sem planta). Linhas verticais indicam o erro-

padrio da média (n =3).

p < 0,05), sugerindo algum estimulo dos
hidrocarbonetos sobre esse grupo de microrganismos.
A alta densidade de actinomicetos, inclusive nos solos
sem planta, indica a sua ampla ocorréncia em solos
contaminados com hidrocarbonetos de petrdleo, em que
apresentam vasta diversidade catabdlica e tolerancia
a condicoes estressantes (Pizzul et al., 2006). De fato,
Johnsen et al. (2002) relataram que, em alguns locais
contaminados com HAPs, os actinomicetos
representam o grupo dominante entre os degradadores
de fenantreno.

A qualidade e a quantidade de exsudados
radiculares, bem como a morfologia radicular, variam
entre as espécies vegetais, e isso tem grande influéncia
sobre as propriedades microbiolégicas da rizosfera
(Binet et al., 2000b; Landi et al., 2006), as quais podem
afetar a taxa de degradacdo dos compostos
contaminantes no solo. Portanto, a ocorréncia de
nlantacs em <oloe de dreac contaminadaces node

contribuir para a eficiéncia da descontaminacdo (Merkl
etal., 2004). Muratova et al. (2003a) observaram que
na rizosfera de alfafa, a densidade microbiana e a
degradaciao de HAPs no solo sdo maiores do que na
rizosfera de canico, mostrando que a espécie vegetal
pode ter efeito direto na taxa de degradacado de HAPs
no solo.

A atividade biolégica do solo, avaliada por meio da
hidrolise do DAF, foi pouco influenciada pelas plantas,
embora algum destaque possa ser atribuido ao solo
com Eleusine indica, com maior valor em relac¢io ao
solo-controle (Figura 2). A atividade do DAF nesse
solo contaminado com hidrocarbonetos de petrdleo foi,
em média, 35,7 ug g'! h't de F no solo, situando-se
entre os valores geralmente relatados na literatura
para essa situacao (Margesin et al., 2003a; Andreoni
et al., 2004). Como o DAF é hidrolisado por varias
enzimas (proteases, lipases e esterases), os valores de
atividade can0 infliienciados nor inTimeros fatores como
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Figura 2. Atividade enzimatica (hidrélise do
diacetato de fluoresceina — DAF e atividade da
lipase) em solos rizosféricos de plantas de
crescimento espontineo em area de
“landfarming” de residuos petroquimicos, sendo
pNP para-nitrofenol e F fluoresceina. BP
(Bidens pilosa), BD (Brachiaria decumbens), CY
(Cyperus sp.), EI (Eleusine indica), EA (Eclipta
alba), NR (Solo néao-rizosférico) e CT (Solo-
controle sem planta). Linhas verticais indicam
o erro-padrao da média (n=3).

a composicido do contaminante, o tempo de
contaminacio e a presenc¢a de compostos inibidores
dessas enzimas, resultando em atividades muito
variaveis (Margesin et al., 2003b).

Houve maior atividade da lipase no solo com Bidens
pilosa, com Brachiaria decumbens, com Cyperus sp e
com Eclipta alba (média de 37,4 ug g'! h'l de
PpNP no solo). Ja com Eleusine indica, a atividade da
lipase nao diferiu daquela observada no solo-controle
sem planta (Figura 2). A atividade média dessa
enzima ficou abaixo dos valores observados em solos
contaminados com 6leo diesel por Riffaldi et al. (2006)
(1992535 ug gt h'! de pNP no solo), porém na faixa
de valores relatados por Margesin & Schinner (2001).
De acordo com Margesin et al. (2002), solos com
histdrico recente de contaminagio apresentam elevada
atividade da lipase, comportamento este ndo observado
neste estudo, em que os solos amostrados recebem
HAPs h4 mais de 15 anos.

E possivel que o tipo de solo arenoso deste estudo e
o acumulo de metais pesados dos residuos
petroquimicos, que inibe a atividade da lipase
(Margesin et al., 2002), expliquem os baixos valores
dessa enzima encontrados neste trabalho. Verificou-
se relacao nocitiva sionificativa entre a atividade da
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lipase e o nimero de UFC de bactérias degradadoras
de antraceno e de actinomicetos totais (Figura 3a),
corroborando com os resultados de Margesin et al.
(1999), em solo contaminado com 6leo diesel. Ko et al.
(2005) observaram que cerca de 25 % das bactérias
totais e 65 % dos actinomicetos isolados do solo sdo
produtores de lipases. Neste trabalho, observou-se
também relagdo positiva significativa entre a
concentracdo de HAPs e a atividade da lipase
(Figura 3b), a qual se pode tornar ferramenta util para
monitorar a biodegradacgio de 6leos no solo. Isso pelo
fato de sua atividade nao ser reduzida a medida que o
tempo de contaminacdo aumenta ou a taxa de
biodegradagao diminui (Margesin et al., 1999).
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Figura 3. Equacdes de regressiao entre a atividade
dalipase e a contagem de bactérias degradadoras
e actinomicetos totais (a), e entre a concentra-
céo molar total de hidrocarbonetos semivolateis
extraiveis e a atividade da lipase (b) em solos de
area de “landfarming” de residuos petroquimicos.
BDA (Bactéria degradadora de antraceno), AT
(Actinomiceto total). Linhas pontilhadas repre-
sentam o intervalo de confian¢a da amostragem
a 95 % de probabilidade. *,** regressao signifi-
cativa pelo teste t de Student a 5 e 1 %, respecti-
vamente
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A colonizacdo micorrizica das raizes variou de 14
a 56 %, em Cyperus sp. e Brachiaria decumbens,
respectivamente (Figura 4), enquanto a densidade de
esporos de FMAs no solo variou de 895 a 4738 esporos
por 50 cm? de solo para Eleusine indica e Brachiaria
decumbens, respectivamente. No solo-controle, a
densidade de esporos foi de 65 esporos por 50 cm3 de
solo (Figura 4). Foram identificadas quatro espécies
de FMAs nas amostras: Acaulospora morrowiae,
Glomus intraradices, Paraglomus occultum e
Archaeospora trappel em todos os tratamentos,
apresentando A. morrowiae maior nimero de esporos.
As taxas de colonizagdo micorrizica encontradas sdo
semelhantes as observadas por Cabello (1997) em
plantas de ocorréncia natural em dois solos
contaminados com compostos organicos derivados de
petrdleo na Argentina e na Alemanha. Paula et al.
(2006), trabalhando com o mesmo solo deste estudo,
observaram que, apesar da baixa densidade de esporos
de FMAs (Glomus sp.), a colonizac¢io espontanea das
raizes de plantas introduzidas foi elevada (30 a 62 %).

60

50

COLONIZACAO
MICORRIZICA, %

40 e

30

20

BP BD (64 El EA
6.000

5.000 +
4.000
3.000

2.000

gl | FLTT

BP BD CY EI EA NR CT

ESPOROS, n° por 50 cm® de solo

Figura 4. Colonizacio e densidade de esporos de
fungos micorrizicos arbusculares em solos
rizosféricos de plantas de crescimento
espontianeo de area de “landfarming” de
residuos petroquimicos. BP (Bidens pilosa), BD
(Brachiaria decumbens), CY (Cyperus sp.), EI
(Eleusine indica), EA (Eclipta alba), NR (Solo
nao-rizosférico) e CT (Solo-controle sem planta).
Linhas verticais indicam o erro-padrio da média
(n =4 repetic¢des para colonizacgio e n = 3 para
esnoros) .
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O constante revolvimento do solo em sistema de
“landfarming” dificulta o estabelecimento de vegetacio
e, assim, a formacgdo de micorrizas. No entanto,
plantas que cresceram em solos retirados das células
biorremediadoras foram capazes de formar micorrizas
arbusculares e os FMA nativos esporularam
intensamente.

Os FMAs sido biotréficos obrigatdrios e os
mecanismos que regulam sua esporulagio sdo ainda
desconhecidos. Ha evidéncias de que certos compostos
organicos, como pesticidas e metabdlitos vegetais,
podem estimular a esporulagéo (Trappe et al., 1984,
Davies Jr. et al., 2005). Diversas espécies de FMAs
tém sido encontradas em solos contaminados com
HAPs, tais como: Glomus deserticola, G. mosseae, G.
agregatum, Gigaspora sp. (Cabello, 1997), G.
fasciculatum, G. microcarpum, Entrophospora
infrequens (Stahl & Williams, 1986), G. geosporum,
G. intraradices (Cabello, 1999) e Glomus sp. (Paula
et al., 2006). Com excec¢ao de G. intraradices, este é o
primeiro relato da ocorréncia de A. morrowiae, P.
occultum e A. trappei em areas contaminadas com
HAPs.

Estrutura da comunidade bacteriana e
seqiienciamento do gene rRNA 16S

A estrutura da comunidade bacteriana do solo,
avaliada por DGGE, foi influenciada pela presenca de
plantas (Figura 5). A anéalise de agrupamento
hierarquico, de acordo com a presenc¢a ou da auséncia
de bandas com diferentes mobilidades no gel de
poliacrilamida, revelou que os padrdes de bandas podem
ser divididos em dois grupos: o primeiro, que inclui os
solos nao-rizosféricos e sem planta; e o segundo, que
engloba todos os solos com plantas (Figura 5). Este
ultimo ainda pode ser dividido em dois subgrupos: um,
que engloba as quatro plantas de crescimento
espontaneo; e o outro, da Brachiaria decumbens, que
foi introduzida por semeadura. Esses dados indicam
que as espécies de ocorréncia natural nesses solos
apresentam estruturas de comunidade bacteriana
diferentes daquelas associadas a espécie introduzida.

Os padroes de distribuicao das bandas entre os
tratamentos foram diferentes, mostrando que a
rizosfera apresenta estrutura distinta das populagoes
bacterianas do solo sem planta. A aplicagao
continuada por 15 anos de residuos petroquimicos ao
solo pode ter alterado a composi¢do da microbiota,
selecionando populacées mais adaptadas a essa
situacdo estressante. Considerando que a intensidade
das bandas reflete a abundancia das populagées, pode-
se inferir que algumas populagdes bacterianas sio
mais abundantes nos solos com plantas em
comparacio ao solo-controle sem essas. A dominancia
de algumas espécies bacterianas pode ser favorecida
na rizosfera, enquanto a contaminagao favorece outras
espécies. Isto pode explicar a ocorréncia de espécies
dominantes na rizosfera de plantas em areas
contaminadacec (Kim ef al 2008)
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Aidentificacdo das bactérias de solo contaminado, degradadoras de antraceno classificados pelo
isoladas em meio com antraceno, e a arvore filogenética ~RDPquery foram relacionados com os géneros
gerada a partir das sequéncias obtidas, sdo Streptomyces, Nocardioides, Arthrobacter,
apresentadas na figura 6. Os isolados de bactérias  Pseudoxanthomonas e género nao identificado das
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Figura 5. Estrutura das comunidades de bactérias com base nos perfis de fragmentos do rRNA 16S de solo
rizosférico de plantas de crescimento espontidneo em sistema de “landfarming” de residuos
petroquimicos apés DGGE. BP (Bidens pilosa), BD (Brachiaria decumbens), CY (Cyperus sp.), EI
(Eleusine indica), EA (Eclipta alba), NR (Solo niao-rizosférico) e CT (Solo-controle sem planta).
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Figura 6. Arvore filogenética de isolados bacterianos degradadores de antraceno na rizosfera de plantas de
crescimento espontaneo em solo de “landfarming” de residuo petroquimico e isolados recuperados do
GenBank. A pesquisa foi baseada na analise neighbor joining, construida com base de 1.000 réplicas de
“bootstrap”. Os valores mostrados na arvore sio dados em percentagem de “bootstrap”. O taxon é
seguido pela sigla do isolado e, ou, de nimero de acesso no GenBank.
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familias Cellulomonadaceae, Xanthomonadaceae e
Rhodobacteraceae. Microrganismos que utilizam
hidrocarbonetos como fonte de C ou que apresentam
tolerancia aos contaminantes, tém sido identificados
em locais com diferentes historicos de contaminacao
com hidrocarbonetos de petréleo e em diversos tipos
de solos (Juck et al., 2000; Chaerun et al., 2004; Brito
et al., 2006). Jussila et al. (2006) identificaram 50
bactérias de 11 géneros na rizosfera de Galega
orientalis Lam., contaminada com 6leo cru, e
verificaram que 20 % delas foram capazes de degradar
m-tolueno.

Dos isolados seqlienciados neste estudo, quatro
pertencem a ordem Actinomycetales: Streptomyces,
Nocardioides, Arthrobacter e uma espécie nao
identificada da familia Cellulomonadaceae. Juck et
al. (2000) observaram que, em solo contaminado com
6leo diesel, 64 % das bactérias pertenciam a ordem
Actinomycetales. A capacidade desse grupo de micror-
ganismo degradar hidrocarbonetos de petréleo tem sido
reportada na literatura (Chaerun et al., 2004; Brito
et al., 2006; Jussila et al., 2006), indicando que ele
dispoe de mecanismos de adaptacao a essas condigoes
e que pode ser valioso para o desenvolvimento de no-
vas estratégias de biorremediacao (Brito et al., 2006).

No Brasil, ainda sio poucos os trabalhos com esse
objetivo. Dentre os géneros de bactérias degradadoras
de antraceno identificados neste estudo, apenas
Nocardioides e Cellulomonas (familia Cellulomonadaceae)
ja foram relatados em solos brasileiros contaminados
com hidrocarbonetos de petrdleo (S4, 2002; Brito et
al., 2006).

CONCLUSOES

1. As plantas de crescimento espontaneo em solo
de “landfarming” favoreceram a densidade microbiana
do solo, porém esses efeitos foram diferenciados para
grupos microbianos e espécie vegetal. Enquanto
bactérias e fungos totais e degradadores de antraceno
foram mais favorecidos por Bidens pilosa e Eclipta
alba, o estimulo das plantas sobre os actinomicetos
totais fol menos acentuado.

2. Apesar dos baixos valores de atividade da lipase,
os solos rizosféricos apresentaram maiores atividades
dessa enzima em relacéo ao solo sem plantas.

3. A colonizac¢do micorrizica foi elevada, enquanto
a densidade de esporos foi diferente entre as espécies
vegetais, destacando-se a Brachiaria decumbens, que
revelou elevada densidade. Foram encontradas quatro
espécies de fungos micorrizicos: Glomus intraradices,
Acaulospora morrowiae, Paraglomus occultum e
Archaeospora trappei. Destas, somente a primeira
espécie ja havia sido relatada em solos contaminados
com HAPa

André Shigueyoshi Nakatani et al.

4. Houve influéncia das plantas na estrutura da
comunidade bacteriana do solo, sendo encontradas
populagées microbianas distintas na rizosfera em
relacdo ao solo sem planta.

5. Dentre as bactérias identificadas, degradadoras
de antraceno da rizosfera (Streptomyces, Nocardioides,
Arthrobacter, Pseudoxanthomonas), e espécies nao
identificadas das familias Cellulomonadaceae,
Xanthomonadaceae e Rhodobacteraceae, quatro
pertenciam a ordem Actinomycetales e cinco foram
encontradas pela primeira vez em solos contaminados
com HAPs no Brasil.
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