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RESUMO

A agricultura tem grande destaque na economia do nosso pais, mas gera grandes impactos
ambientais causados pelo uso excessivo de agrotoxicos. A busca por aumentar a producéo
agricola muitas vezes negligencia esses impactos, prejudicando a microbiota do solo, levando
a busca de técnicas para a mitigacdo dos danos. A pesquisa teve como objetivo avaliar o uso de
linhagens microbianas na biorremediacdo de um solo agricola contaminado com herbicida
amicarbazone, utilizado no cultivo de cana-de-aglcar (Saccharum officinarum), além de
verificar a influéncia das linhagens na produtividade da espécie estudada. Foram realizados
ensaios de respirometria, a fim de verificar a viabilidade da microbiota em degradar o herbicida.
Posteriormente as linhagens isoladas foram submetidas aos ensaios de colorimetria, utilizando
o indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), o qual tem funcéo de medir a atividade
catabdlica na degradacdo de poluentes. Além disso foram realizados testes de inoculacdo das
linhagens em solo de cultivo de cana-de-acgUcar, o que enfatiza as interacfes complexas entre
microrganismos do solo, herbicidas e crescimento das plantas, bem como o teste para entender
a relacdo do agrotoxico estudado com o capim-corda-de-viola (Ipomoea purpurea). A partir
dos testes respirométricos foi possivel verificar que a microbiota presente no solo teve potencial
para degradar o herbicida, através da diferenca da producdo de CO do controle (176,24 mg)
em relacdo ao Grupo Herbicida 200mg/L (209,38 mg). No ensaio colorimétrico, observou-se
que as leveduras selecionadas foram capazes de degradar o herbicida, tendo como melhor
resultado o consorcio dos trés microrganismos. J&, quando inoculadas no solo, p6de-se observar
que a interacdo entre microrganismos A e B inibiu notavelmente gemas de cana-de-acUcar,
enguanto no tratamento contendo o microrganismo C foi possivel verificar um crescimento
positivo, sugerindo que ele ndo é agil em degradar o herbicida como também observado no
ensaio colorimétrico. Em relacdo ao teste realizado com o capim, foi possivel verificar que a
inoculacdo conjunta resultou em um aumento significativo no comprimento final das plantulas
em comparagao com os tratamentos que receberam apenas o herbicida. Em suma, foi possivel
concluir que os microrganismos séo capazes de degradar o herbicida, tendo as linhagens A e B
maior capacidade, contudo acredita-se que o produto desta degradacdo seja maléfico para o
desenvolvimento da cana-de-agucar, influenciando negativamente no crescimento. Sendo
assim, os resultados evidenciam o potencial dos estudos de biorremediacdo na agricultura,

ilustrando a capacidade da microbiota presente no ambiente.

Palavras-chave: Agrotoxico, biorremediacédo, colorimetria, ecotoxicidade, respirometria.



ABSTRACT

Agriculture plays a significant role in our country's economy, but it generates substantial
environmental impacts due to the excessive use of pesticides. The pursuit of increased
agricultural production often overlooks these impacts, harming soil microbiota and prompting
the search for techniques to mitigate the damage. The research aimed to assess the use of
microbial strains in the bioremediation of agricultural soil contaminated with the herbicide
amicarbazone, commonly wused in sugarcane cultivation (Saccharum officinarum).
Additionally, it sought to examine the influence of these strains on the productivity of the
studied species. Respirometry assays were conducted to verify the viability of soil microbiota
in degrading the herbicide. Subsequently, the isolated strains underwent colorimetric tests using
the redox indicator 2,6-dichlorophenol-indophenol (DCPIP), which measures catabolic activity
in pollutant degradation. Inoculation tests of the strains in sugarcane cultivation soil were also
performed, emphasizing the complex interactions among soil microorganisms, herbicides, and
plant growth. This included testing the relationship between the studied pesticide and purple
morning glory (Ipomoea purpurea). Based on the respirometric tests, it was observed that the
soil microbiota had the potential to degrade the herbicide, as evidenced by the difference in
CO2 production between the control (176.24 mg) and the Herbicide 200mg/L Group (209.38
mg). In the colorimetric assay, selected yeasts were capable of degrading the herbicide, with
the consortium of three microorganisms yielding the best result. When inoculated in the soil, it
was observed that the interaction between microorganisms A and B notably inhibited sugarcane
buds, while the treatment containing microorganism C showed positive growth, suggesting its
limited efficiency in degrading the herbicide, as observed in the colorimetric assay. Regarding
the test with the grass, it was evident that joint inoculation resulted in a significant increase in
the final length of seedlings compared to treatments that received only the herbicide. In
conclusion, it was determined that microorganisms have the capacity to degrade the herbicide,
with strains A and B demonstrating higher efficacy. However, it is believed that the by-products
of this degradation may be detrimental to sugarcane development, negatively impacting growth.
Thus, the results highlight the potential of bioremediation studies in agriculture, illustrating the

capability of the microbiota present in the environment.

Keywords: Pesticide, bioremediation, colorimetry, ecotoxicity, respirometry.
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1. INTRODUCAO

A agricultura é uma atividade de destaque na economia de nosso pais. Como
consequéncia, temos 0 uso excessivo dos agrotéxicos, 0s quais contaminam o ambiente
causando grandes impactos ambientais (BORSOI et al., 2014; LOPES; ALBUQUERQUE,
2018; OLIVEIRA et al., 2018; SPADOTTO et al., 2004). Nessa esfera, nota-se que a
intensificacdo da producéo de alimentos frequentemente leva ao uso de agrotoxicos, com a
intencdo de combater surtos de pragas (insetos e ervas daninhas), todavia, o uso inadequado e
indiscriminado desses produtos aumentou os riscos para a saide humana e o ambiente (LOPES;
ALBUQUERQUE, 2018).

Essa situacéo infelizmente néo é trazida como uma adversidade quando se trata da busca
por uma alta produtividade. Para isso usam-se agrotdxicos para os mais diversos tipos de
melhoria nas plantacdes, o que afeta diretamente a microbiota do solo, a qual acaba por ter a
sua biodiversidade degradada. Esses efeitos nocivos no solo, com a interferéncia no equilibrio
microbiano, comprometem a decomposi¢do dos compostos organicos e a ciclagem de nutrientes
(DEMARTELAERE et al., 2021).

A presenca de agrotoxicos nos solos pode ser decorrente da aplicacdo em plantas para
controle de pragas por meio de tratores ou de forma aérea, ou ainda podem ser transportados de
uma area para outra por meio da acdo dos ventos, pois ficam presentes na atmosfera (MORRO;
SCHNITZLER, 2021). A pulverizacdo de quimicos agricolas é feita em uma area alvo
especifica, compreendendo a folhagem das plantas, todavia, o solo podera ser atingido durante
a aplicacdo e, nesse processo, 0 solo pode ser contaminado (CONTIERO; BIFFE; CATAPAN,
2018).

Portanto, os agrotoxicos incorporados ao solo entram em um ecossistema dindmico e
sdo degradados, alterando ndo apenas a composicdo fisica e quimica, como também substancias
biologicamente ativas, envolvendo a quantidade total de microrganismos do solo (CARDOSO;
ANDRADE, 2016). Como os microrganismos tém como base a acdo essencial na transformacao
e liberacdo de nutrientes para as plantas, a composi¢do de nutrientes pode ser alterada e a
fertilidade do solo pode se comprometer (SPADOTTO, 2004).

Consequentemente, o0 que acontece acaba sendo controverso a vontade dos agricultores,
pois a mortalidade da microbiota existente acarreta numa baixa produtividade, o que ja tem sido
observado em algumas areas (SOUZA et al., 2005). Isso ocorre, pois um dos mais importantes
fatores que influenciam a relacéo entre solo e planta € a biodiversidade da microbiota presente
no solo (SILVA et al., 2019).
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Com isso, uma das diversas alternativas utilizadas na mitigacdo dos impactos
ambientais é a biorremediacdo, a qual consiste na utilizacdo de plantas ou microrganismos que
tém como papel biodegradar substancias presentes no solo, diminuindo consideravelmente a
poluicdo do local, principalmente nas areas que sofrem com a inser¢do constante de
agroquimicos (ALENCAR, 2020).

Um dos métodos utilizados para analisar a atividade microbiana em processo de
biodegradacdo de um composto, é o descrito por Bartha e Pramer (1965), o qual consiste em
um sistema semifechado com duas camaras, onde na primeira ocorre a biodegradacdo e a
liberacdo de didxido de carbono (COz), o qual é produto da descarboxilagdo de um substrato
organico, sendo possivel, com este método. O CO> produzido segue para a segunda camara
contendo hidroxido de potassio (KOH), solucdo na qual ele se solubiliza. Tal solucéo é titulada
para que se quantifique a atividade metabolica de respiracdo aerobia concluindo se a microbiota
presente no solo é capaz de degradar o composto analisado (MELLO et al., 2007).

Com a anélise microbioldgica do solo também é possivel analisar as diversas espécies
que vivem ali, e que podem interagir com compostos poluentes. Assim, tendo a ciéncia de quais
linhagens especificas sdo capazes de biodegradar substancias, elas podem ser utilizadas em solo
com a metodologia de bioaumentacdo em consorcio com a inoculagdo desses microrganismos
(BEE et al., 2015). Essas metodologias, em conjunto, consistem em uma das técnicas mais
utilizadas na recuperacio de areas degradadas (JERONIMO et al., 2012; MARIANO, 2006;
MONTAGNOLLI, 2015; TOMASSONI et al., 2014).

Existem outras diversas formas de analisar a relacdo da microbiota com um solo
contaminado, e uma delas consiste nos testes feitos com 0s microrganismos na inser¢ao de
quimicos em seus ambientes naturais. A microbiota do solo vive em constante interacdo entre
as espécies existentes, sendo possivel encontrar situacbes de sinergismo, antagonismo,
mutualismo, parasitismo e saprofitismo (CANCHIS et al., 2020).

Nos ambientes reais encontramos relacbes complexas geradas pela diversidade
microbiana, onde ha um beneficio metabolico quando temos diversas espécies microbianas
processando um poluente (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Devido ao fato dessa pesquisa
tratar da mitigacdo de impactos ambientais utilizando microrganismos, ela terd como foco a
analise de efeitos sinérgicos e antagbnicos da microbiota presente na area analisada. O
sinergismo como ferramenta utilizada em analises, consiste na relacdo de duas ou mais espécies
de microrganismos, que juntas, potencializam o efeito da biodegradacédo de um ou mais
poluentes do ambiente, j& 0 antagonismo mostra-se presente quando 0S microrganismos

estudados atuam melhor sozinhos do que em consorcio (PROCEDI, 2019).
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Assim, o presente estudo avaliou a viabilidade do uso de linhagens microbianas para
biorremediar um solo contaminado com o herbicida amicarbazone, e analisar os efeitos destas
linhagens na promocgdo do crescimento de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum). Esse
trabalho foi baseado na hipdtese de que a inoculacdo de microrganismos degradadores do
herbicida Amicarbazone, o qual é demasiadamente utilizado na cultura de cana-de-agucar,
poderia atuar na degradacdo deste agrotoxico promovendo a diminuigdo de impactos ambientais

e, potencialmente, auxiliar no crescimento da cana-de-acucar.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Histdrico de utilizacéo de agrotdxicos no Brasil

Os produtos agroguimicos, que englobam agrotoxicos e fertilizantes, aliados ao uso de
maquindrios especializados, constituem um elemento essencial na estratégia introduzida pela
Revolucéo Verde nas décadas de 1960 e 1970. Essa abordagem tinha como principal objetivo
impulsionar e aprimorar a agricultura, especialmente em regifes pouco exploradas do Brasil
(ARAUJO; MASCARENHAS; SILVA, 2020).

Navas, Hirai e Oliveira (2021) afirmam que especificamente no Brasil, houve uma
ampla difusdo do conceito de Revolucdo Verde na agricultura, sendo oferecidos incentivos para
que os agricultores adotassem modelos agroquimicos. Como resultado, observou-se a expanséo
da monocultura, o avanco do desmatamento, a adocdo de sementes transgénicas, a
intensificacdo da exploracdo do solo, a exposicdo dos trabalhadores a substancias toxicas e o
uso excessivo de produtos quimicos.

Sendo assim, a Revolucdo Verde ficou conhecida por aumentar os niveis de
produtividade no campo, por meio de mecanismos como o subsidio de créditos agricolas, a
influéncia das industrias agroindustriais, as empresas de maquinaria (como tratores) e de
produtos agroquimicos, e o estabelecimento de uma estrutura agricola voltada para a exportagdo
(DUTRA; SOUZA, 2017).

Com o intuito de impulsionar a producdo de agroquimicos nacionalmente, foi
implementado em 1975 o Programa Nacional de Defensivos Agricolas. Nesse programa,
conforme afirmado por Porto e Soares (2012), o0 Governo Federal destinou mais de US$ 200
milhdes para a criagdo e desenvolvimento de industrias nesse setor, resultando em mudancas
substanciais na configuracdo da infraestrutura industrial do pais.

Além disso, foi estabelecida uma conexdo entre o crédito rural e a utilizacdo desses
produtos nas plantacfes, e a tributacdo sobre os produtos quimicos foi deliberadamente
reduzida. Esses fatores, combinados com a ampliagdo das &reas agricolas do pais e
influenciados por outros elementos, incluindo a estabilizacdo da moeda durante os anos 1990,
culminaram na transformacéo do Brasil em um dos maiores consumidores de agrotoxicos em
escala global (ARAUJO; MASCARENHAS; SILVA, 2020).

Em 2022, o setor agropecudrio contribuiu com R$ 675,5 bilhes do Produto Interno
Bruto (PIB) (IBGE, 2023). No periodo de 2019 a 2022, aproximadamente dois mil novos
produtos agrotoxicos receberam autorizagdo para serem comercializados no Brasil, conforme

informado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (Mapa) (PASSOS, 2023).
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Dos 504 ingredientes ativos dos defensivos agricolas com aprovagéo para uso no pais
até agosto de 2022, um total de 107 (21,2%) provém de fontes bioldgicas, como
microrganismos, semioquimicos e feromonios, enquanto 0s restantes 397 sdo compostos
quimicos fabricados industrialmente. Dentro desse grupo, 146 ingredientes (36,8%) ndo eram
autorizados para uso na Unido Europeia (HESS; NODARI, 2022).

Diante desse cenério, segundo Navas, Hirai e Oliveira (2021) ndo se pode ignorar que
h& um reduzido nimero de corporacdes globais que domina o setor de cultivos e produtos
agroguimicos, uma realidade que culmina na centralizacdo de poder e, até mesmo, na
capacidade de moldar as regulamentac@es e politicas dos paises. Isso estabelece as bases para
a consolidacdo do modelo de producdo alimentar (e biocombustiveis) que se apoia nesse
conjunto tecnoldgico, cujos efeitos sociais e ambientais muitas vezes sao negligenciados.
Especialmente a luz da exaltada expansao do agronegocio e do constante apelo pela necessidade
de aumentar a producgéo de alimentos a um custo menor, essa dindmica merece atencéo.

Nesse contexto, particularmente quando se trata dos agrotdxicos, embora haja uma
ampla investigacdo dos potenciais impactos na salde humana e no ecossistema através de varios
estudos, ndo é evidente uma trajetoria definitiva em relacdo a transformacéo desse padréo de
producdo. Esse modelo foi adotado pela indUstria agropecuaria brasileira, seguindo a tendéncia
que também foi implementada em outras nagdes (ARAUJO; MASCARENHAS; SILVA,
2020).

2.2 Agrotoxicos

Os agrotdxicos sdao amplamente utilizados na agricultura para reduzir o ataque de
insetos, pragas e para minimizar as perdas na producéo agricola. Nesse contexto, o solo, como
resultado da interacdo com seu meio, tende a alcancar um equilibrio natural, que se transforma
guando algum dos componentes de seu ambiente varia. Todavia, é com a intervencdo direta do
homem, com o uso de agrotoxicos, que é possivel evidenciar os prejuizos, incluindo o impacto
do solo, com a sua modificagéo e degradagdo (OLIVEIRA et al., 2018).

Interessante notar que Carvalho e Podolan (2022) consideram o agrotoxico como um
agente politraumatico, uma vez que possui a capacidade de induzir danos em diversos tipos de
ambientes de maneira simultanea: (I) no ambiente natural, quando contamina solos e 0s rios,
por exemplo; (I1) no ambiente artificial, ao se espalhar pelo ar sobre pequenas comunidades
préximas a areas de cultivo; e (I11) no meio ambiente cultural, ao prejudicar ecossistemas
naturais, impactando negativamente o ecoturismo. Além disso, essa substancia também chega

a mesa da populagdo, que muitas vezes desconhece a nocividade dos produtos usados na
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producdo dos alimentos. Por ultimo, € inegavel que também afeta (V) o ambiente de trabalho,
comprometendo a saude e a vida de milhdes de trabalhadores e suas familias.

O solo é um componente imprescindivel do meio ambiente, justamente porque € a partir
dele que a vida se desenvolve, razdo pela qual € considerado um recurso essencial. Esse recurso
é empregado para os mais diversos fins: cultivo, pecuaria, florestas, mineracdo, dentre outras
atividades. Nesse viés, pode-se afirmar que a terra fornece importantes fun¢Ges ambientais,
dentre elas estdo as atividades agricolas, armazenamento de nutrientes, além de abrigar matéria
organica de restos de animais e plantas, portanto, o solo é considerado um sistema em
transformacédo (DUTRA; SOUZA, 2017).

Entretanto, as caracteristicas do solo podem se transformar em decorréncia, sobretudo
da agricultura, pois cada vez mais se faz uso de agrotdxicos para obter alimentos em larga escala
e para o processamento de produtos quimicos, como o etanol. Além da exposicdo de solos a
compostos poluentes, o ser humano tem enfrentado crescente contato a um maior numero de
xenobioticos, caracterizado por substancias quimicas presentes no ambiente em concentracdes
ndo naturais, sendo compostos quimicos alheios ao sistema bioldgico. Kustner, Suarez e Ramos
(2018) elucidam que a exposicdo a agentes quimicos ambientais pode levar a mudancas
prejudiciais nos processos de reproducado, funcionamento e/ou comportamental do homem, com

provavel influéncia em muitas manifestac6es patologicas.

2.3 Exposicéo a xenobidticos

As atividades produtivas usam a exposicao a xenobi6ticos consideravelmente, situacao
que esta levando a uma degradacédo cada vez maior. Morales e Gonzélez (2021) sublinham que
esta exposicao € praticamente inevitavel, no cotidiano, pois sao ingeridos alimentos como frutas
e vegetais, dgua e bebidas como refrigerantes, vinhos e sucos que possuem residuos de
xenobidticos. Observa-se que nas Ultimas décadas, a presenca de xenobidticos aumentou
consideravelmente devido a expansao urbana e as atividades humanas, principalmente afetando
a agua e solo. As fontes de contaminacéo por xenobioticos sdo variadas e englobam: (1) setores
da industria quimica e farmacéutica, (II) processos de branqueamento de celulose, (I1l) a
liberacdo de residuos provenientes da industria de mineragdo, como metais pesados, (IV)
acidentes que resultam em derramamentos da industria do petroleo e (V) a emissédo de
agrotoxicos na pratica da agricultura intensiva.

Nesse contexto, quando se trata dos efeitos dos agrotdxicos no solo, cabe destacar a
degradacdo microbiana, e, consequentemente, como sua mortalidade reflete na baixa

produtividade. Frente a isso, a degradacdo pode estar ligada a processos fisicos, bioldgicos ou
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quimicos. Estudos que abordam a alteracdo ou perda das propriedades do solo chamam a
atencdo para a degradacdo bioldgica, pois se manifesta pela perda ou diminui¢do da microbiota
e tem sido associada a degradacdo da matéria organica. Frente a isso, 0S compostos
xenobidticos, podem causar a inativacdo e morte de microrganismos que estdo presentes no
solo (BORSOI et al., 2014).

2.4 Herbicida Amicarbazone

Em funcéo do uso frequente de diversos agrotdxicos, os efeitos da degradacdo passam
a ser visiveis, incluindo a contaminacéo do solo. Dentre muitos contaminantes existentes, esta
0 herbicida amicarbazone, que pertence ao grupo quimico das triazolinonas, sendo, sua
aplicacdo, indicada na producdo de cana-de-agUicar, uma vez que proporciona o controle das
plantas daninhas dicotiledoneas e monocotiledéneas (TOLEDO et al., 2009).

Segundo Rodrigues e Almeida (2005) o amicarbazone tem como funcdo inibir a
fotossintese das plantas daninhas, agindo na reacdo de Hill (fotossistema Il), causando o
bloqueio do transporte de elétrons, além de interromper a fixacdo de CO> e a producdo de ATP
e NADPH, sendo considerados componentes indispensaveis para o crescimento das plantas.

Por sua vez, Gimenes (2004) explica que o amicarbazone é um herbicida sistémico que
pertence ao grupo quimico das triazolinonas e, conforme especifica o fabricante, é resistente a
seca e possui significativo periodo residual. Sua solubilidade em &gua é elevada, da ordem de
4.600 ppm, bem como apresenta baixa a moderada capacidade de adsorcéo, variando entre 32,4
e 42,6 mg g* de solo.

As aplicacdes de amicarbazone sdo divididas em pré-emergéncia, na qual ocorre a
absorcdo pelas raizes com deslocamento via xilema pelo fluxo de transpiracdo, bem como a
aplicacdo pds-emergéncia, prevalecendo a acdo de contato, com predominio da absorcéo foliar
(TOLEDO et al., 2004).

Devido a grande a quantidade de cana-de-agUcar produzida no territorio nacional, o
amicarbazone tornou-se um componente de uso extensivo, evidenciando um grande potencial
de risco ao meio ambiente, incluindo mudangas nas comunidades microbianas (TOLEDO et al.,
2019). Somando-se a isso, conforme especificam Araldi et al. (2011), cada cultivo pode ter uma
resposta distinta ao mesmo herbicida mesmo que na mesma concentracdo, tendo como
implicagdes problemas de fitotoxidade, por exemplo. Em situagdes envolvendo a cana-de-
acucar, ha registros de diminuigéo na produtividade do canavial.

Essa intoxicacdo, a depender do tipo e das caracteristicas do herbicida usado, além de

prejudicar a fotossintese em sua fase inicial (transporte de elétrons no fotossistema Il), pode
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afetar a producdo e a qualidade da matéria-prima da cana-de-agtcar (VELINI et al., 2000). Por
essas razoes, € necessario identificar métodos sustentaveis e eficientes para mitigar esses

impactos ambientais.

2.5 Biorremediacéo

Para mitigar esses impactos ambientais, o uso de linhagens microbianas para
biorremediar um solo contaminado com o herbicida torna-se um recurso para a recuperacao
desses espacos, revertendo a degradacao dos solos por meio da acdo de microrganismos que faz
a degradacdo de contaminantes sem a necessidade de utilizar produtos quimicos, ou seja, trata-
se de uma tecnologia sustentavel, que implica na degradacdo ou transformacdo de moléculas
poluentes em compostos menos toxicos (MARIANO, 2006).

Dessa forma, a biorremediacéo foi identificada como uma técnica efetiva que elimina
ou transforma diversos contaminantes em compostos menos prejudiciais, ou seja, 0 uso de
agentes bioldgicos altera ou decompde poluentes-alvo. Esse processo € considerado como uma
alternativa plausivel para o tratamento de matrizes contaminadas, como o solo (TOMASSONI
etal., 2014).

A biorremediacdo pode acontecer de maneira intrinseca ou natural, sem interferéncia
de tecnologias ativas de remediacdo. Por outro lado, ela pode ser bioestimulada com o
implemento de nutrientes, oxigénio e surfactantes, bem como pode ser bioampliada
(bioaumento) com a inoculacdo de consorcios microbianos enriquecidos (BISOGNIN et al.,
2018). Mello, Morita e Manfredini (2008) frisam que a biorremediacdo é uma técnica que tem
por finalidade o tratamento que utiliza organismos (bactérias, fungos, vegetais) para
biodegradar, diminuir ou eliminar os contaminantes no solo. A sua aplicagdo é favorecida por
ser ecologicamente apropriada, com custos baixos, simples aplicacdo em grande escala, baixo
consumo de energia e nao provoca alteracbes no equilibrio dos ecossistemas, mantendo a
conservacao ambiental.

Nota-se, dessa forma, que a estratégia da biorremediacdo podera minimizar os efeitos
ambientais e participar de forma significativa na eliminagdo ou diminui¢do acentuada dos niveis
de contaminacg&o nos solos gerada pelo abuso de herbicidas empregados na agricultura. Diante
dessa premissa, o desenvolvimento de estudos frente a essa tecnologia podera oportunizar o
aperfeicoamento do uso dessa técnica, principalmente em um pais com extensas areas agricolas,
priorizando a minimizacdo dos impactos ambientais e a descontaminacdo do solo
(TOMASSONI et al., 2014).
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Os elementos que compdem uma biorremediacéo efetiva séo nitratos, fosfatos, sulfatos,
formas amoniacais, H20, gés carbdnico e outros produtos inorganicos derivados do processo
de mineralizacdo. Estes compostos ndo proporcionam toxicidade e podem ser utilizados no
ambiente sem prejudicar os organismos vivos, desde que com cautela (MARIANO, 2006).

Os procedimentos relativos a biorremediacdo podem receber a classificagdo conforme
0 tratamento e a fase adotada. A depender do local de tratamento, os processos de
biorremediacdo sdo denominados in situ (situacdo em que € feito no proprio local) ou ex situ
(quando ocorre a remocao do contaminante para tratamento em outro lugar). Para cada processo
deve ser considerado qual tipo e quantidade de poluente, os valores para a execucao, além da
concentracdo final ao término do tratamento, porque é partir dessas especificidades que se
possibilitard o posterior uso desse espaco (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM, 2010).

Por conseguinte, para que a técnica de biorremediacdo produza bons resultados, é
necessario haver entendimento relativo aos fatores especificos do lugar para que seja adotada a
estratégia mais apropriada (atenuacao natural, bioestimulagdo ou bioaumentacéo), a escolha do
procedimento adequado vai depender das condi¢des proporcionadas pelo local, da estrutura da
comunidade microbiana e da toxidade presente do composto quimico (TOMASSONI et al.,
2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a viabilidade do uso de linhagens microbianas, em culturas puras e consorcios,
para a biorremediacdo de um solo do cultivo de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum)
contaminado com o herbicida amicarbazone, além dos potenciais efeitos de promocao de

crescimento da cana-de-acucar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Isolar e bioprospectar nos grupos microbianos predominantes das amostras ambientais
as linhagens com potencial para a biodegradacdo de amicarbazone;

- Determinar os efeitos sinérgicos dos isolados microbianos de solo entre si e com o
herbicida;

- Determinar possiveis efeitos antagdnicos entre os isolados;

- Investigar as condi¢des de estabelecimento de nicho das linhagens selecionadas na
rizosfera de Saccharum officinarum;

- Quantificar os efeitos das linhagens sobre a promocao do crescimento da Saccharum
officinarum.

- Analisar a degradacdo pelas linhagens selecionadas em relagéo ao crescimento de

Ipomoea purpurea
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 COLETADOSOLO

As amostras de solo foram coletadas da area de plantacdo de cana-de-agUcar da
Universidade Federal de S&o Carlos — campus de Araras (22°18°56.2”’S 47°22°53.4”W), como
mostra o marcador vermelho na Figura 1. O critério para a escolha deste local foi o fato do solo
dispor do intenso cultivo de cana-de-agUcar possuindo, assim, uma microbiota adaptada a esta

cultura, além do herbicida estudado ser utilizado no local.

Figura 1: Area de coleta das amostras.
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Fonte: Maxar Technologies, 2021.

Foi coletada uma amostra de solo rizosférico classificado por Yoshida e Stolf (2016)
como latossolo vermelho distroférrico, o qual possui coloracdo avermelhada escura. Este foi
coletado na época em que a cana-de-acucar plantada na regido estava em sua fase adulta com
raizes firmes ao solo, em uma profundidade de 10 a 15 cm. Posteriormente o solo foi peneirado,
para que se obtivesse a homogeneiza¢do do tamanho das particulas e retirada de possiveis
detritos, como galhos, palhas da cana-de-agucar, sujeiras, dentre outros.

4.2 RESPIROMETRIA

O método utilizado nesta etapa foi desenvolvido por Bartha e Pramer (1965) e teve como
intuito realizar a obtencdo de dados de CO: produzido a fim de que se pudesse quantificar a
atividade microbiana dentro dos respirdmetros, analisando a biodegradacdo do agrotoxico
inserido (Figura 2) — CETESB (1990). A concentracdo de aplicacao utilizada do herbicida foi
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ade 200 mg/L, que advém de resultados preliminares, nos quais foi possivel verificar que nesta
concentracdo obteve-se uma elevada taxa de degradacéo por parte da microbiota presente no
solo.

Figura 2: Esquema de um respirdmetro de Bartha e Pramer. A: Tampa da canula, B: Canula (didmetro de 1 a 2
mm). C: Rolha de borracha. D: Brago lateral (didmetro de 40 mm; altura de 100 mm). E: Solug&o de KOH. F: Solo
analisado. G: Frasco Erlenmeyer (250 mL). H: Valvula. I: Suporte (la de vidro ou algodéo). J: Filtro de cal sodada
(didmetro de 15 mm; altura de 40 mm).

75 mm

Fonte: CETESB, 1990.

O experimento foi realizado em triplicata, sendo trés respirdbmetros denominados
controle e trés com a concentracao selecionada do herbicida. Em cada uma das camaras maiores
(Figura 2G), foram adicionados 50 g de solo e 5 mL de &gua destilada para os trés
respirdbmetros Controle (Figura 2F). J& para os respirdbmetros nomeados de Grupo Herbicida
200 mg/L, foram também inserido 50 g de solo na cdmara maior junto a 5 mL de uma solucgéo
com concentragdo de 200 mg/L de amicarbazone. Posteriormente, na cdmara menor (Figura
2D), foram adicionados 10 mL de KOH, o qual foi produzido a partir da diluigéo de 11,2 g de
KOH em 1000 mL de &gua isenta de CO2 (ABNT 1999).

Apos a montagem dos respirdmetros, as valvulas foram devidamente fechadas, e os
frascos permaneceram incubados em BOD a 30 °C, durante os 60 dias de experimento, sendo
retirados apenas para a realizacdo das leituras de CO> produzido, as quais foram realizadas a
cada 7 dias, a partir do método de titulagdo (SIQUEIRA, 2021).
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Os valores obtidos nas titulagdes de cada um dos respirémetros foram anotados, e ap6s
0s 60 dias de experimento foram analisados. Primeiramente, foi realizado o calculo de CO>
gerado semanalmente através da Equacdo 1 (ABNT 1999). Os resultados obtidos foram
somados em sequéncia para se obter o valor de CO, acumulado, a fim de que a partir disso fosse
possivel elaborar uma curva referente a atividade microbiana em relacdo ao herbicida
amicarbazone. Posteriormente, estes resultados foram inseridos na plataforma SigmaPlot 11.0
para a realizacdo da analise estatistica dos dados e criacdo dos graficos referentes a
respirometria, através de uma modelagem matematica descrita na Equacdo 2
(MONTAGNOLLI, 2009).

Equacéo 1: Equacdo utilizada para calcular a emissdo de CO,, na qual GCO; é a geragdo de gas
carbonico, A é o volume de HCI gasto (em mL) na titulagdo do branco; B é o volume de HCI gasto (em

mL) na titulacdo da amostra; 50 é o fator para transformar equivalente em pmol de CO; e 0,044 é o fator
para transformar pumol em mg de CO..

GCO, = (A — B) * 50 0,044

Fonte: Montagnolli, 2015.

Equacao 2: Equacéo utilizada no SigmaPlot 11.0 para analise dos dados, na qual B é o CO; produzido,
Bmax é a producdo maxima de CO,, Bo é a producdo inicial de CO,, r é a taxa méxima de producgéo
associada a atividade microbiana e t é o tempo.
-1t
e”"")

B = Bmax/(1 + [

Fonte: Montagnolli, 2015.

Bmax— Bo]

Ao empregar a Equacéo 2 para ajustar os dados cinéticos relativos a producdo de COs,
é proposto estabelecer o conceito do limiar de Bmax em 0,99 nesse contexto. Este valor €
adotado como um modo pragmatico, considerando que o Bmax tedrico é representativo do
ponto de saturacdo maxima do sistema. Em outras palavras, € um valor conceitualmente
atingido em um ponto infinito no tempo. A escolha do limiar de 0,99 assegura uma aproximagao
ao ponto efetivo de estabilizacdo no processo de biodegradagéo, indicativo do momento em que
a producdo de CO- alcanga um patamar constante. Esse parametro marca o encerramento do
ciclo de biodegradacdo do herbicida amicarbazone, evidenciando uma producéo de CO> que se
aproxima do seu maximo pratico, sugerindo que o sistema nédo esta mais gerando quantidades
de CO: significativas provenientes da degradacdo do herbicida. Essa escolha do limiar,
portanto, proporciona uma representacdo mais precisa e significativa do comportamento da

fungéo conforme seu perfil sigmoidal.
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Os dados obtidos foram modelados matematicamente com o objetivo de prever o
comportamento da comunidade microbiana frente ao herbicida. O modelo preditivo
proporciona informacgdes importantes sobre a biodegradacdo, como a quantidade maxima de
CO- gerada e a resposta metabolica da comunidade microbiana ao poluente. Além disso, a
modelagem matemaética permite a previsdo do comportamento do sistema em diferentes
concentragOes de herbicida, identificando possiveis limitagdes ao processo de biodegradacéo.
Essa abordagem é uma ferramenta valiosa para a interpretacdo dos resultados obtidos e o
planejamento de experimentos futuros, promovendo uma melhor compreensdo dos processos

de biodegradacgéo nos ensaios.

4.3 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS

Para que fosse realizada a analise dos microrganismos degradantes, replicando
exatamente o que ocorria nos respirdmetros ao longo do tempo, também foram montados em
mesma quantidade de frascos Erlenmeyer de 125 mL, contendo 50 g de solo e a mesma
guantidade de solutos apresentados na etapa acima. Os mesmos foram abertos a cada 15 dias,
sendo retiradas 10 g de solo, as quais eram transferidos para outros frascos contendo 100 mL
de solugéo salina (0,85%) autoclavados anteriormente para o posterior plaqueamento.

Ap0s o processo de respirometria, 1 mL do contetdo de cada frasco Erlenmeyer, separado
com a amostra de solo na solugéo salina (0,85%), foi depositado em um tubo Falcon com 9 mL
de meio nutriente Batata Dextrose (BD — glicose e infusdo de batata, para que fossem mantidos
em incubadora shaker (Solab) a 30°C com agitacdo de 100 rpm por 24 horas promovendo,
assim, 0 aumento da quantidade de células. Posteriormente foi feita uma diluigdo seriada (102,
103,10* e 10°), sendo transferidos 100 puL, de cada tubo Falcon, para placas de Petri com meio
nutriente BDA (Agar Batata Dextrose) acrescido de cloranfenicol, a fim de inibir o crescimento
de bactérias no meio pelo fato de se ter dado preferéncia ao estudo dos fungos (MADIGAN et
al., 2016).

As placas de Petri foram mantidas em incubadora 30°C, e, entéo, foram observadas a partir
de 48 horas. Quando as coldnias comegaram a crescer, elas foram observadas para que houvesse
a selecéo de trés linhagens de microrganismos. Os principais requisitos para essa escolha foram
a quantidade de col6nias, o tamanho em diametro das col6nias e as caracteristicas morfologicas
das mesmas, estando fora do escopo do trabalho a identificagdo das linhagens selecionadas.
Apos a selecdo, as linhagens foram nomeadas como A, B e C, de acordo respectivamente com
a persisténcia de crescimento, e, assim, utilizadas em todas as fases subsequentes deste trabalho,

além de serem ferramentas de investigacdo em projetos futuros.
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4.4 ENSAIOS DE ANTAGONISMO

Para esta etapa, foi utilizado o metodo de crescimento misto, no qual os microrganismos
sdo cultivados simultaneamente no mesmo meio de cultura, permitindo a interacédo entre eles.
Todos os aspectos foram avaliados, como a sobrevivéncia e o crescimento dos microrganismos,
observando se ha inibicdo de um dos microrganismos pelo outro ou se eles sdo capazes de
coexistir (BEZERRA, 2022).

Para a realizacdo destes testes, foram utilizadas placas de Petri de 9 cm de diametro, as
quais receberam meio nutriente BDA para o crescimento dos microrganismos e uma alcada de
cada uma das linhagens anteriormente isoladas, sendo, em seus versos, feitas divisdes com
caneta retroprojetor. As espécies foram testadas em consércio, sendo 0s grupos denominados:
linhagens A e B, linhagens A e C, linhagens B e C e, por fim, as linhagens A, B e C (Figura
3). Posterior a montagem, todas as placas foram envoltas em plastico filme PVC para evitar
contaminagédo, e ficaram incubadas durante 5 dias a uma temperatura de 30°C em uma
incubadora BOD (BEZERRA, 2021). Apds o tempo de incubagdo, o desenvolvimento dos

microrganismos foi analisado e fotografado para posterior analise desses resultados.

Figura 3: Esquema dos testes de antagonismo com as 3 linhagens microbianas (A, B e C). 1: linhagens A e B; 2:
linhagens A e C; 3: linhagens B e C; 4: linhagens A, Be C.

Fonte: Autoria propria, 2023.

4.5 TESTES SINERGICOS DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Nesta etapa do trabalho foram realizados testes de colorimetria, método este que é capaz
de avaliar a biodegradacao baseado no indicador redox 2,6-diclorofenol-indofenol (DCPIP), 0
qual fornece dados sobre a utilizagdo de compostos quimicos como fonte de energia por

microrganismos (BIDOIA et al., 2010). Este indicador mede a atividade metabolica microbiana
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que, quando exposta a um unico substrato de interesse, promove a descoloracdo do DCPIP de
forma diretamente correspondida a degradacdo do poluente estudado (MONTAGNOLLI,
2019).

O DCPIP e um indicador que tem sua coloracéo alterada quando é reduzido, passando
de azul para incolor, assim, é possivel analisar a atividade microbiana. Isso ocorre, pois a
molécula do DCPIP possui nitrogénio, que funciona como um aceptor de elétrons o que
determina a mudanca de coloracio (MONTAGNOLLI et al., 2015). No caso do presente
trabalho, quando o herbicida é degradado o DCPIP recebe os elétrons interceptados quando
liberados aos carreadores de elétrons ao longo das rotas metabolicas oxidativas ficando, assim,
incolor.

Foram testadas as trés linhagens microbianas previamente selecionadas individualmente
e em consorcios distintos. Os experimentos foram observados durante 3 dias até que a solugéo
mudasse de cor. Para a realizacdo do ensaio, foi produzida uma solucéo do indicador DCPIP
dissolvendo o reagente em &gua destilada autoclavada, obtendo-se uma solucdo de
concentracdo 1 g/L, a qual foi homogeneizada e mantida em frasco &mbar protegida de luz.

Cada tubo de ensaio utilizado neste experimento foi esterilizado e tampado com
algodao. Posteriormente, em cada um dos tubos foram pipetados 7,5 mL de meio minimo salino
BH (Bushenell Haas) preparado a partir de 1 L de uma base de tampé&o fosfato conforme os
componentes da Tabela 1, bem como o herbicida amicarbazone na concentragédo de 200 mg/L,

e as linhagens selecionadas.

Tabela 1 — Componentes para a producdo do meio Bushenell Haas para ensaio colorimétrico.

MgSO4 CaCl: KH2PO4 K2HPO4 (NH4)2SO4 FeCls
(g9.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1) (g.L-1)
Bushenell 0,2 0,02 1,0 1,0 1,0 0,05
Haas

Fonte: Autoria prépria, 2023.

A Tabela 2 apresenta as concentragdes de cada componente utilizado nos ensaios de
colorimetria. Todas as solugdes descritas foram colocadas nos tubos, que posteriormente,
foram agitados em agitador de tubos (vortex) por 30 segundos em alta rotacdo para
homogeneizacdo. Os tubos, entdo, foram armazenados em incubadora Shaker Solab a 28 °C,
temperatura compativel com a variacdo sazonal média do solo amostrado, e com agitacéo de
180 rpm a fim de garantir biodisponibilidade do herbicida, aléem de se obter oxigenacdo

continua do conteudo liquido dos frascos por dissolucdo, sendo observados por um periodo de
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24 horas até a sua descoloracdo, sendo essa, posteriormente, classificada como: -, +, ++, +++

para nenhuma, pouca, média e completa descoloragdo respectivamente.

Tabela 2 — Tratamentos aplicados as linhagens selecionadas para colorimetria (indicador redox DCPIP) do
processo de biodegradacdo de amicarbazone

SEAEs  Gedpqn | MEC HERi'C'D INOCULO  INOCULO  INOCULO
H (mL) ) A (alcada) B (algada) C (algada)
Controle
DCPIP 400,0 75 - - - -
Controle
Herbicida 400,0 75 50,0 ) ) )
Controle A 400,0 7.5 - 1 - -
Controle B 400,0 7.5 - - 1 -
Controle C 400,0 7.5 - - - 1
Controle
AB 400,0 75 - 1 1 -
Controle
AC 400,0 75 - 1 - 1
Controle
BC 400,0 75 - - 1 1
Controle
ABC 400,0 75 - 1 1 1
Isolado A +
HERB 400,0 7,5 50,0 1 - -
Isolado B +
HERB 400,0 75 50,0 - 1 -
Isolado C +
HERB 400,0 75 50,0 - - 1
Isolado AB
+ HERB 400,0 7,5 50,0 1 1 -
Isolado AC
+ HERB 400,0 75 50,0 1 - 1
Isolado BC
+ HERB 400,0 75 50,0 - 1 1
Isolado
ABC + 400,0 7.5 50,0 1 1 1
HERB

Fonte: Autoria prépria, 2023.

46 ADICAO DOS MICRORGANISMOS SELECIONADOS EM SOLO E

INTERACAO COM Saccharum officinarum

Para determinar o ambiente mais propicio ao desenvolvimento das gemas de cana-de-
acucar, conduziu-se um teste para avaliar o progresso delas em relacéo a trés tipos diferentes
de solo: solo amostral, terra vegetal e solo amostral enriquecido com esterco bovino. O objetivo
era identificar qual desses ambientes proporcionava o melhor crescimento das gemas. As
bandejas de germinagé&o utilizadas no plantio foram mantidas a uma temperatura de 38 °C em

uma incubadora BOD, conforme descrito por Rodrigues (2013), sendo regados todos os dias
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para manter a umidade do solo, monitorando-se o desenvolvimento das plantulas ao longo de
um periodo de 10 dias.

Uma vez selecionado o substrato, iniciou-se o processo de adi¢do dos microrganismos
em solo. Para isso, precisou-se produzir solugdes contendo uma concentracdo maior de células
(1,8 x 10° células em suspensdo/mL) para posteriormente serem inoculadas. Para a producio
dessas solucdes foram colocadas 3 al¢adas de cada linhagem em 40 mL de meio nutriente BD,
sendo, no total 3 tubos Falcon para cada uma das linhagens. Os tubos ja contendo os
microrganismos foram mantidos por 24 horas em shaker (Solab) a 30 °C com agitacdo de 180
rpm. Posteriormente, as solucGes foram centrifugadas e o meio descartado, para, assim, serem
acrescentadas 10 mL de solucdo salina em cada um dos tubos, totalizando 30 mL de suspenséo
celular para cada uma das linhagens.

Ao todo foram 16 tratamentos (Tabela 3), sendo usados 5 células da bandeja para cada
um, totalizando 80 célulass. Os tratamentos foram nomeados: Controle (solo e gema); Controle
herbicida (solo, gema e herbicida); Controle das leveduras A, B e C (solo, gema e os isolados
A, B e C respectivamente); Controle Sinérgico AB, AC, BC e ABC (solo, gema e 0s sinérgicos
correspondentes); Levedura + Herbicida A, B, C (solo, gema, herbicida e isolados A, B e C,
respectivamente); e por fim os Sinérgicos + Herbicida AB, AC, BC e ABC (solo, gema, 0s
sinérgicos correspondentes e o herbicida). Bem como o teste anterior, os frascos também foram
mantidos a 38 °C em BOD, e o desenvolvimento das plantulas foi analisado, bem como também
foi realizado a medicdo do comprimento das mesmas no ultimo dia de experimento.
Posteriormente os dados obtidos foram analisados no software R (R CORE TEAM, versao

2023.06.1+524), no qual foi possivel plotar os graficos.

Tabela 3 — Esquema dos tratamentos realizados na etapa de adi¢do dos microrganismos selecionados em solo.

Agua AETEE e Levedura A Levedura B Levedura C

(200 mg/L)
Controle X

Controle
Herbicida
Controle A
Controle B
Controle C
Controle
Sinérgico AB
Controle
Sinérgico AC
Controle
Sinérgico BC

X

X | X | X [X|X]|X
X
X

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Tabela 3 (continuacdo) — Esquema dos tratamentos realizados na etapa de adicdo dos microrganismos
selecionados em solo.
Controle
Sinérgico ABC
Levedura A +
Herbicida
Levedura B +
Herbicida
Levedura C +
Herbicida
Sinérgico AB +
Herbicida
Sinérgico AC +
Herbicida
Sinérgico BC +
Herbicida
Sinérgico ABC
+ Herbicida

X X X X

X | X | X | X | X | X

X X X X

Fonte: Autoria prépria, 2023.

4.7 ENSAIO DE COMPETENCIA DAS LINHAGENS NA RIZOSFERA DE
CANA-DE-ACUCAR

Nesta etapa o intuito foi verificar a eficécia e a persisténcia das linhagens microbianas
inoculadas na rizosfera de cana-de-acUcar. Para isso, ap6s a finalizacdo da etapa acima, foi
retirada uma porcao do solo préximo a raiz de cada umas das gemas ja germinadas. O produto
obtido foi transferido para solucdo salina (0,85%), a fim de que todas as células se
desprendessem. Posteriormente foi feita uma diluicéo seriada (10, 102 e 10°%), das quais foram
inoculados 100 pl em placas de Petri contendo meio nutriente BDA com cloranfenicol. As
placas foram incubadas a 30°C em incubadora BOD e analisadas a partir de 48 horas.

Apbs o periodo de incubacdo, foi realizada a analise para verificar a presenca e
identificar as trés linhagens microbianas previamente selecionadas e inoculadas na etapa
anterior. Essa analise baseou-se na observacdo de suas caracteristicas morfoldgicas. Os
resultados obtidos foram essenciais para confirmar se 0s microrganismos escolhidos possuiam,
de fato, a capacidade de persistir e estabelecer-se na rizosfera da cultura de cana-de-agucar. O
estudo dessa interacdo entre as linhagens microbianas e a planta cultivada foi importante para
compreender o desenvolvimento da cultura, bem como para avaliar o potencial desses
microrganismos como agentes benéficos e promotores do crescimento vegetal (CARDOSO e
ANDREOTE, 2016).

4.8 ANALISE DA DEGRADACAO DO HERBICIDA PELAS LINHAGENS
SELECIONADAS EM RELACAO AO DESENVOLVIMENTO DE Ipomoea

purpurea
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Foi realizado um ensaio em placas de Petri, contento uma lamina fina de solo, no qual
foram inoculados os microrganismos selecionados e o herbicida. Esse ensaio analisou a
velocidade de degradacéo do herbicida pelas linhagens selecionadas, levando em consideragédo
a possibilidade de que ele ndo fosse rapidamente degradado antes mesmo de desempenhar seu
papel. Devido ao fato de o amicarbazone ter como alvo principal variadas espécies, foi
selecionada a corda de viola (Ipomoea purpurea) considerada uma daninha nas plantagcfes de
cana-de-acgucar. Assim, foram colocadas 5 sementes em cada uma das placas.

No total foram 16 tratamentos (Tabela 4), que foram denominados: controle, controle
herbicida, A, B, C, AB, AC, BC, ABC, A + herbicida, B + herbicida, C + herbicida, AB +
herbicida, AC + herbicida, BC + herbicida, ABC + herbicida, 0os quais tinham o0s
microrganismos correspondentes e 1,5 mL da solucdo de 200 mg/L do herbicida estudado. Apos
a montagem dos ensaios, as placas foram embaladas em saco preto plastico, para ndo haver a
interferéncia da luz no desenvolvimento das plantas, e levadas a estuda a 28 °C por 120 horas
(RAS, 2009). E valido lembrar que a corda de viola é fotoblastica negativa, significando que o

embalo das placas ndo trouxe nenhuma adversidade ao experimento.

Tabela 4 — Esquema dos tratamentos realizados na etapa de andlise de degradacdo pelos microrganismos
selecionados.

Sementes Solo Agua Herbicida Levta:iura Leveéjura Levect:jura
Controle X X X
e | x| X x
Controle A X X X X
Controle B X X X X
Controle C X X X X
Controle AB X X X X X
Controle AC X X X X X
Controle BC X X X X X
Controle ABC X X X X X X
A + herbicida X X X X
B + herbicida X X X X
C + herbicida X X X X
AB + herbicida X X X X X
AC + herbicida X X X X X
BC + herbicida X X X X X
nerbicida X % X X x *

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Além disso, também foi realizado um teste que envolveu a medicao dos hipocotilos e
das raizes das plantas apds a germinacao. Neste teste, foram feitos trés tratamentos distintos, 0s
quais foram: o sinérgico composto pelos trés microrganismos com a adi¢do do herbicida em
uma concentracdo de 200 mg/L, e dois grupos controle, sendo que um recebeu apenas agua e
outro submetido ao tratamento com o herbicida amicarbazone, também na concentracéo de 200
mg/L. Posteriormente os dados obtidos foram analisados no software R (R CORE TEAM,
versdo 2023.06.1+524), no qual foi possivel plotar graficos.

Dessa forma, tornou-se possivel verificar, por meio da germinacéo ou auséncia dela, se
0 aumento da quantidade de células das trés linhagens previamente selecionadas no ambiente
afetava a velocidade de degradacéo do herbicida no solo e, consequentemente, se provocava
alguma adversidade no desenvolvimento das plantulas. Durante o estudo, pdde-se observar o
crescimento e desenvolvimento das plantulas, permitindo uma melhor compreensdo da
capacidade de degradag@o dos microrganismos utilizados. Esses resultados séo valiosos para
avaliar a eficacia e seguranca desses microrganismos como agentes de degradacao do herbicida

e seu potencial para aplicacdo em praticas agricolas sustentaveis.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RESPIROMETRIA

Na Figura 4, pode-se observar a curva de aumento da biodegradacéo do herbicida por
meio da analise de CO. acumulado, a qual estd diretamente relacionada ao processo de
decomposi¢do do herbicida ao longo do experimento. Além disso, os graficos da Figura 4
apresentam a localizacdo do Bmax, 0 que se trata da producdo maxima prevista de CO., de
acordo com o modelo cinético aplicado aos dados experimentais do periodo de 60 dias.

Figura 4: Produgdo acumulada de CO; no interior dos frascos respirométricos nos ensaios Controle (acima) e
Teste 200 mg/L (abaixo). A curva corresponde ao ajuste a0 modelo matematico. O valor limite para Bmax foi
indicado por uma linha horizontal.

CONTROLE

180

Bmax= 176,24
160 —
140 &

120 4 /t
100 /./-

80 1 y

60

CO; acumulado (mg)

40 4 g

204"

Tempo (dias)

TESTE 200 mg/L

Bmax = 209,38

200
150
100 4
/

0 20 40 60
Tempo (dias)

CO, acumuladoe (mg)

L3

0

Fonte: Autoria propria, gerado pelo software SigmaPlot 11.0, 2023.

A partir da analise do perfil cinético de biodegradacéo, foi possivel observar uma alta
taxa de biodegradagdo no controle, resultado este que ndo era esperado. Contudo, devido ao

fato de a amostra de solo ter sido coletada de uma area de intenso cultivo, levanta-se a hipotese
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que a microbiota presente no solo utilizou da matéria organica (MO) presente como fonte de
energia, liberando uma alta concentracdo de CO- (FIERER et al., 2003).

A observacdo da taxa de biodegradacédo do tratamento Grupo Herbicida 200 mg/L em
comparacdo ao Controle, onde nédo foi adicionado o herbicida, € um importante resultado para
a compreensdo dos processos de biodegradacdo. O fato de que a taxa de produgéo de CO- foi
maior no Grupo Herbicida 200 mg/L do que no Controle sugere que 0S microrganismos
presentes no solo possuem a capacidade de degradar o herbicida. Além disso, essa observacéao
pode levar a uma discussdo mais ampla sobre o potencial de biodegradacdo de compostos
quimicos, e como a compreensdo desses processos pode ser utilizada para aprimorar a
remediacdo ambiental (RENER et al., 2022).

Além da taxa de CO2 acumulado, também foi possivel analisar outros pardmetros de
ajuste da modelagem matematica utilizada. Na Tabela 5 € possivel observar informacgdes como
0 Bmax, termo este que se refere ao ponto limite de degradago. E possivel observar que a taxa
de Bmax do Grupo herbicida (209,38 mg) é maior que a do Controle (176,24 mg), mostrando
que a presenca do herbicida aumenta a capacidade de degradacdo e da emissdo de CO2 pelos
microrganismos presentes no solo.

O “T de Bmax”, que também ¢é apresentado na Tabela 5, por sua vez, refere-se ao tempo
que levaria de experimentacdo para se alcangar o Bmax, o qual para o primeiro tratamento
levariam 68 dias para alcancar a taxa de Bmax, e para o segundo tratamento, precisaria de 65
dias. Sendo assim, considera-se que a atividade microbiana € mais intensa na presenca do
amicarbazone. Além disso, entender o tempo que o herbicida levaria para ser degradado € um

dado extremamente importante para se levar em conta aplicacbes mais racionais em campo.

Tabela 5 — Pardmetros obtidos através dos experimentos de respirometria. Bmax: valor maximo de produgdo de
COy; T de Bmax: quantidade de dias para alcancar o Bmax; R?: precisdo dos ajustes dos dados; BO e B: produgéo
inicial e final, respectivamente, de CO- ao longo do experimento.

Controle Teste (200mg/L)
Bmax (mg) 176,24 209,38
T de Bmax (dias) 68 65
R? 0,9939 0,9943
BO (mg) 20,8 20,5
B (mg) 164,167 173,367

O termo R? refere-se a precisdo do ajuste dos dados ao modelo matematico realizado, o

qual, quanto mais proximo de 1,0 melhor a exatidao dos resultados. Além disso, ainda é trazido

Fonte: Autoria propria, 2023.
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na Tabela 5 outros dois termos. O primeiro deles é o BO, que significa o valor de producéo
inicial de CO,. Como descrito, a taxa inicial do tratamento Controle foi de 20,8 mg. Ja o
tratamento Grupo Herbicida teve sua taxa de producdo de CO: inicial em 20,5 mg, a qual foi
menor que o Controle. Sendo assim entende-se que € mais facil para a microbiota autoctone
utilizar da matéria organica ja presente no solo como de forma costumeira.

No entanto, a taxa de producéo final de CO2 teve o resultado inverso. Ainda na Tabela
5, 0 termo B refere-se as taxas finais de producdo do CO, as quais foram 164,167 mg para o
tratamento Controle e 173,367 mg para o Grupo Herbicida. Sinalizando entéo, que a atividade
microbiana é maior na presenca do herbicida, do que em comparacdo ao tratamento Controle,
que apesar de possuir MO disponivel, ainda assim possui uma menor taxa de degradacdo final.

Sendo assim, pdde-se concluir que mesmo que o desempenho em degradar o herbicida
no inicio nao tenha sido tdo bom, ao final do experimento a maior taxa de producéo de CO>
ocorreu no tratamento que obtinha o amicarbazone, comprovando, mais uma vez, a capacidade
dos microrganismos em degrada-lo.

Devido ao fato de os herbicidas serem amplamente utilizados na agricultura, a
degradacéo de suas substancias se faz extremamente importante. Atravées dos estudos realizados
neste trabalho, bem como em outros encontrados na literatura (MEIRELLES et al., 2022;
MORAIS FILHO; CORIOLANO, 2016; SOUSA, 2021), é possivel se utilizar da capacidade
metabdlica dos microrganismos presentes no solo para sua remediacdo quando encontra-se
contaminado por quimicos.

Além disso, novos estudos na area de biodegradacdo de compostos sdo de extrema
relevancia, ja que, a partir deles, é possivel a descoberta e identificacdo de espécies de
microrganismos, como nesta pesquisa, e, até mesmo plantas, na degradacdo de poluentes. E
importante ressaltar que a microbiota é a primeira afetada na aplicacdo de agrotdxicos, sendo
indispensavel a conscientizacdo para diminuicdo na utilizacdo destes produtos e a constante
busca por uma agricultura sustentavel deve ser sempre colocada em pauta (MARTINS e
SILVA, 2021).

5.2 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DOS MICRORGANISMOS

Apds todo o processo de cultivo dos microrganismos presentes no solo coletado, os
mesmos foram selecionados ao longo do tempo na comunidade microbiana autdéctone. Como
descrito acima, foi analisada a persisténcia de crescimento do microrganismo durante todo o
processo. Foi possivel identificar algumas espécies que persistiram ao longo dos dias, podendo

identifica-las por conta das morfologias das col6nias como tamanho, bordas (regulares ou
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disformes), cor (rosada, avermelhado, esverdeada) e textura (filamentosa, rugosa, cremosa,
entre outras).

A persisténcia de microrganismos em um processo de poluicdo de um determinado
ambiente esta ligada a diversos fatores, como temperatura, pH, umidade e principalmente a
composigdo e concentragdo do poluente presente (ANDRADE, 2010). Vem crescendo o
nimero de estudos que investigam a persisténcia de atividade microbiana em solos
contaminados (ANDRADE; SILVEIRA, 2004; BRAGA, 2013; PORTILHO, 2014).

No contexto do delineamento experimental deste estudo, observou-se uma deteccdo
significativamente maior de espécies de leveduras. Com base nessa observacdo, foram
identificadas trés linhagens proeminentes que foram nomeadas como A, B e C, conforme

ilustrado na Figura 5.

Figura 5: Microrganismos selecionados e isolados, denominados A, B e C respectivamente.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Ja se tem conhecimento de algumas espécies de microrganismos com capacidade de
sobreviver em solos contaminados como bactérias do género Pseudomonas, espécies diversas
de leveduras, entre outros. Esses microrganismos, possuem alguns mecanismos de adaptacao
como producdo de enzimas que degradam poluentes, producdo de biofilmes que formam uma
espécie de capa protetora, entre outras diversas adaptacdes (CAVALCANTE et al., 2022).

Apbs serem visualizadas em microscopio 6ptico, foi possivel identificar que os
microrganismos selecionados eram leveduras, pertencente a classe dos ascomicetos. Também
se observou, como citado acima, que as linhagens B e C produzem uma espécie de um ‘gel’, o
qual, acredita-se ser uma adaptacdo que permite que suas células persistam no ambiente. Apos
o completo isolamento dos microrganismos escolhidos, eles foram e ainda serdo utilizados no

presente trabalho.
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5.3 ENSAIOS DE ANTAGONISMO

Apos as 120 horas de incubacdo foi possivel verificar a interagcdo dos microrganismos
(Figura 6), concluindo que eles ndo possuem interacdes antagdnicas, mas sim interacdes
sinérgicas. Foi possivel verificar que nos tratamentos A com B e A com C ndo houve tanta
interacdo entre os isolados, mas também ndo houve interferéncia em seus crescimentos. Em
contrapartida, nos tratamentos B com C e no sinérgico A, B e C, foi possivel verificar uma alta

interacdo entre 0s microrganismos selecionados.

Figura 6: Resultado dos tratamentos do teste de antagonismo entre as linhagens selecionadas, sendo: linhagens A
e B (1) sem interacdo ou competicdo, linhagens A e C (11) sem interacdo ou competic¢do, linhagens B e C (111) com

interacéo e. por fim o sinéraico das trés linhaaens A, B e C (1V) com interacdo.

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Sabe-se que 0s microrganismos, assim como outros seres Vvivos interagem das mais
diversas formas na natureza, com relacdes de competicdo, mutualismo, antagonismo, entre
outras. Contudo, a interacdo entre os microrganismos em solo afeta diretamente a produtividade
agricola impactando a satde do solo e plantas. Sendo assim, entender a relacdo que esses seres
tém entre si e com o0 ambiente estudado, € importante, ja que a partir dele é possivel organizar-
se e guiar as praticas agricolas para opcGes mais sustentaveis (SANTOS et al., 2020). As
linhagens aqui selecionadas se relacionaram de forma sinérgica, resultado este extremamente

relevante para as etapas subsequentes da pesquisa.
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A partir do que se observou nesta etapa do trabalho, foi possivel verificar e comprovar
gue 0s microrganismos sdo capazes de coexistir no ambiente em que foram expostos, sem
interferirem no crescimento uns dos outros. Diante deste contexto, a meta central da presente
pesquisa se tornou ainda mais tangivel, ja que os individuos isolados apresentaram uma resposta
positiva quando submetidos em um mesmo ambiente.

Testes como este sdo importantes, pois alem de compreender como diversos
microrganismos se comportam quando colocados no mesmo meio, competindo por espaco e
alimento, também d&o encorajamento na producao e desenvolvimento de novas tecnologias que
permitam a andlise da saude do solo, em relacdo a atividade microbiana presente (SANTOS,
2020). Considerando as condigdes experimentais desta pesquisa e o fato de as linhagens
selecionadas serem bioprospectadas para as etapas futuras no experimento visando sua
compatibilidade com a cultura de cultura de cana-de-acUcar, pode-se afirmar que o teste foi

bem-sucedido.

5.4 TESTES SINERGICOS DOS MICRORGANISMOS ISOLADOS

Sabendo que os microrganismos ndo obtiveram comportamentos antagbnicos, devido
aos resultados da etapa 5.3, e que no ensaio de respirometria foi possivel quantificar a producéo
de CO-, nesta andlise foi 0 momento de avaliar a capacidade de degradacdo do herbicida pelos
isolados através da descoloracdo, ou seja, através do método colorimétrico. Apds alguns testes
pilotos, verificou-se que o tempo para a efetiva degradacédo do herbicida era de 24 horas, entéo,
devido a isso, este ensaio foi padronizado a este periodo.

ApoOs os testes serem devidamente montados (Figura 7), esperou-se o periodo de 24
horas, sendo possivel observar a descoloracdo dos tubos (Figura 8). A partir disso, foi
elaborada uma tabela (Tabela 6) para melhor compreensdo dos resultados, facilitando a

discussdo dos mesmos.
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Figura 7: Testes colorimétricos apds a montagem na seguinte sequéncia: controle DCPIP, controle A, controle B,
controle C, controle AB, controle AC, controle BC, controle ABC, controle herbicida, A + herbicida, B +
herbicida, C + herbicida, AB + herbicida, AC + herbicida, BC + herb|0|da ABC + herb|C|da

CONT ABC

&ABC + HERB

Fonte: Autoria prdpria, 2023.

Figura 8: Testes colorimétricos ap6s 24 horas da montagem na seguinte sequéncia: controle DCPIP, controle A,
controle B, controle C, controle AB, controle AC, controle BC, controle ABC, controle herbicida, A + herbicida,
B + herbicida, C + herbicida, AB + herb|C|da AC + herbicida, BC + herbicida, ABC + herbicida.

A A 4 ‘Ma\ ofnnb » mt‘ fﬂ‘)"' ,-.«‘

-2 - J ‘ A &
Afad o e o, B0 SRS e Ada 2 ndh o
CONT HERB AB + HERB/ | AC + HERB

Fonte: Autoria propria, 2023.
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Tabela 6 - Resultados dos tratamentos apds as 24 horas, considerando — (destacado em vermelho) para falta de
descoloracdo, + (destacado em roxo), ++ (destacado em azul) e +++ (destacado em verde) para pouco, média e
muito descoloracdo respectivamente.

TRATAMENTOS ATIVIDADE MICROBIANA OBSERVACAO
Controle DCPIP - -

- e "
Controle A ++ -
Controle B ++ -
Controle C 3 -

Controle AB ++ Elevada turbidez
Controle AC ++ Média turbidez
Controle BC ++ Média turbidez
Controle ABC +++ Elevada turbidez
A+ HERB +++ -
B + HERB +++ -
C +HERB + -
AB + HERB +++ -
AC + HERB +++ -
BC + HERB +++ -
ABC + HERB +++ Pouca turbidez

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Apds a elaboracdo da tabela foi possivel observar que os tratamentos controles,
contendo os isolados, também obtiveram uma descoloracdo relevante. Acredita-se que esse
fendmeno ocorre devido ao processo pelo qual as células mortas presentes no ambiente servem
como fonte de alimento para as células que ainda estdo em atividade. Esse comportamento
sugere uma adaptacdo das células em um ambiente onde os recursos nutricionais sdo escassos,
jaque o meio BH utilizado é considerado baixo em nutrientes, tendo apenas a funcdo de manter
a viabilidade dos microrganismos.

Os tratamentos contendo o herbicida foram os que obtiveram melhor descoloragdo, bem
como transparéncia nos tubos, diferentemente dos grupos controles que ficaram turvos com o
passar das horas. Entretanto, os dois tratamentos contendo a linhagem C ndo obtiveram
descoloracdo alguma, ficando na mesma tonalidade que os controles (DCPIP e Herbicida),
podendo-se afirmar que o microrganismo isolado ndo é capaz de degradar o herbicida. Além
disso, também foi possivel afirmar que o herbicida amicarbazone ndo tem nenhum tipo de
interacdo com o DCPIP, j& que os controles permaneceram corados até o fim do experimento.

A biodegradacdo de um composto quimico no ambiente esta condicionada a presenca
de uma populacdo microbiana capaz de metabolizar tanto a molécula original quanto seus
subprodutos de degradacdo (CAUPER et al., 2021). Alguns poluentes podem ser biodegradados

por microrganismos, ou ainda por meio da acdo sinérgica de consorcios microbianos, nos quais
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cada microrganismo atua individualmente em diferentes etapas do processo de biodegradacao
(GAYLARDE et al., 2005).

No contexto desta pesquisa, foi possivel verificar bons resultados nos consorcios
contendo apenas duas linhagens. No entanto, os resultados encontrados, concluem que o melhor
obtido foi no consorcio dos trés isolados, onde se teve maior e mais rapida descoloracéo. Sendo
assim, a atividade associada entre as linhagens é promissora para o processo de biorremediacao
de um solo contaminado pelo herbicida amicarbazone.

Tais resultados corroboram a concluséo do teste de respirometria, sendo possivel, desta
vez visualmente, identificar rapidamente a biodegradacdo do agrotdxico estudado pelos
microrganismos isolados do solo anteriormente contaminado. Sendo assim, o método de
colorimetria utilizado foi de extrema importéncia, pois além de ser uma técnica de baixo custo
e de facil reprodutividade, é extremamente flexivel, podendo ser usada em diversos estudos

com as mais diversas substancias e microrganismos.

55 ADICAO DOS MICRORGANISMOS SELECIONADOS EM SOLO E

INTERACAO COM Saccharum officinarum

No estudo realizado sobre os tratamentos de controle (Figura 9A), foi possivel observar
que o herbicida impactou de forma negativa o desenvolvimento inicial da cana-de-agUcar,
resultando em uma taxa média de germinacdo e crescimento das plantulas mais baixa. No
tratamento envolvendo a levedura A (Figura 9B), observou-se que a combinacdo do
microrganismo com o herbicida afetou negativamente o desenvolvimento da planta. De maneira
similar, no caso do tratamento com a levedura B (Figura 9C), a combina¢&o do microrganismo
com o herbicida também prejudicou o progresso da planta.

Por outro lado, no tratamento envolvendo a levedura C (Figura 9D), foi observado um
padrdo oposto. A combinacdo do microrganismo com o herbicida resultou em um crescimento
médio mais alto. Este tratamento exibiu a maior média de crescimento entre todos os
tratamentos, superando os demais. No tratamento AB (Figura 9E), o grupo de controle, no qual
ndo foram adicionados os microrganismos A e B, apresentou resultados superiores ao teste que
foi submetido & adi¢do do herbicida, o que acabou resultando no menor crescimento médio em
comparagdo com todos 0s outros tratamentos realizados.

Ao analisar o tratamento AC (Figura 9F), o efeito sinergico dos microrganismos A e C
combinados com o herbicida apresentou um desenvolvimento da cana-de-agtcar melhorado em
comparagdo com o grupo de controle sem o herbicida, bem como ocorreu no tratamento com a

levedura C. Ja os tratamentos BC e ABC (Figura 9G e 9H), indicaram, assim como outros



43

tratamentos descritos acima que a combinacdo dos microrganismos com o herbicida, impactou

negativamente o crescimento da planta comparado com seus respectivos controles.

Figura 9: Comprimento das plantulas em diferentes condices de inoculagfes das linhagens selecionadas, sendo:
A: controles e herbicida; B: tratamentos com a inoculacdo da levedura A; C: tratamentos com a inoculacéo da
levedura B; D: tratamentos com a inoculacdo da levedura C; E: tratamentos com a inoculacdo das leveduras A e
B; F: tratamentos com a inoculacdo das leveduras A e C; G: tratamentos com a inoculacdo das leveduras B e C;
H: tratamentos com a inoculacédo das trés linhagens de leveduras.
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Em resumo, o estudo destacou a complexa interagéo entre o herbicida e diferentes cepas
de leveduras no que diz respeito ao desenvolvimento da cana-de-aclcar. A cepa de levedura C,
qguando combinada com o herbicida, teve um impacto positivo no crescimento, enquanto a
presenca conjunta de certos microrganismos com o herbicida geralmente resultou em resultados
inferiores. Essas descobertas ressaltam a relagdo complexa entre as interagdes planta-
microrganismo e agentes estressores externos, como herbicidas, em contextos agricolas.

Em concluséo, os resultados deste estudo destacam a sensibilidade da gema de cana-de-
acucar ao herbicida e como essa sensibilidade € modulada pela presenca de diferentes cepas de
leveduras. Ficou evidente que o herbicida afeta significativamente o desenvolvimento inicial
das plantulas, resultando em taxas de germinacgéo e crescimento mais baixas. No entanto, essa
influéncia pode variar dependendo da interacdo especifica com as leveduras.

Enquanto as leveduras A e B parecem amplificar os efeitos prejudiciais a plantula, a
levedura C mostrou um potencial notavel para melhorar o desenvolvimento das plantas quando
combinada com o herbicida. Essa resposta divergente destaca a complexidade das interagoes
entre microrganismos e plantas, assim como a importancia de considerar essas relacdes ao
implementar estratégias de manejo agricola, mesmo se tratando de um experimento em
laborat6rio com condicBes controladas e baixa concentracdo utilizada do herbicida.

Em suma, a adi¢do das leveduras A e B, tanto de forma isolada quanto em consorcio
com o herbicida, resulta em um impacto negativo no desenvolvimento da planta. No entanto, a
introducdo da levedura C em conjunto com o herbicida apresenta um efeito definidamente
positivo, conduzindo a um significativo aumento no crescimento da planta.

Em um contexto mais amplo, esse estudo reforca a necessidade de uma abordagem
holistica para a agricultura, considerando ndo apenas os efeitos diretos dos produtos quimicos,
mas também os impactos das interacfes bioldgicas no ambiente agricola. 1sso poderia levar a
praticas mais sustentaveis e eficazes de manejo de culturas, minimizando os efeitos negativos

no ecossistema enquanto otimiza o rendimento das colheitas (DIAS; VIDAL, 2019).

5.6 ENSAIO DE COMPETENCIA DAS LINHAGENS NA RIZOSFERA DE
CANA-DE-ACUCAR

Sabe-se que a comunidade microbiana presente na rizosfera desempenha grandes efeitos
na comunidade vegetal, agindo na produtividade e nas caracteristicas gerais das plantas,
trazendo uma resposta de retroalimentacdo que causa uma mudanca da biomassa da

comunidade microbiana (ZAK et al., 2003). Com isso, a planta acaba moldando a biomassa
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microbiana que se aproxima das raizes, promovendo a intensificacdo de fun¢bes microbianas
na rizosfera (CARDOSO; ANDREOTE, 2016).

A competéncia rizosférica é uma habilidade de microrganismos que se estabelecem na
area proxima as raizes das plantas, conhecida como rizosfera, a qual possui um ambiente
complexo onde ocorrem interagOes vitais entre plantas e microrganismos. Essa competéncia
ndo apenas envolve ocupacdo de espaco, mas também interacbes com plantas e
microrganismos, afetando a nutricdo, crescimento e resisténcia das plantas. O estudo da
competéncia rizosférica é fundamental para entender as relacdes cruciais entre plantas e
microrganismos nesse ambiente especifico (LOBO JUNIOR et al., 2019).

No &mbito deste estudo, os resultados obtidos revelaram diferencas no crescimento das
diferentes cepas de leveduras avaliadas, destacando a influéncia da competéncia rizosférica
nesse contexto. Foi notavel que a levedura B (Figura 10) demonstrou um bom desempenho,
tendo relevante destaque em seu crescimento, o qual foi significativamente superior em
comparagdo com as outras cepas. Esse crescimento robusto da levedura B pode sugerir uma
alta competéncia rizosférica, permitindo-lhe prosperar nas condicdes da rizosfera. Por outro
lado, a cepa A exibiu um aumento de crescimento, embora mais modesto em compara¢do com
a levedura B (Figura 11). Em contraste, a cepa C apresentou um crescimento praticamente
insignificante, indicando uma possivel falta de adaptacdo as interacGes rizosféricas.

Figura 10: Agrupamentos de coldnias da levedura B se destacando, comprovando sua competéncia rizosférica.

Fonte: Autoria prépria, 2023.
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Figura 11: Agrupamentos de col6nias da levedura A (I) em menor quantidade, e B (1I) em grande quantidade
guando comparada com as outras duas cepas.

Fonte: Autoria propria, 2023.

Esses resultados, portanto, ndo apenas corroboram uma disparidade notavel na
capacidade de crescimento entre as diferentes leveduras testadas, mas também ressaltam a
importancia da competéncia rizosférica na determinacdo do sucesso ou insucesso desses
microrganismos na rizosfera das plantas. A levedura B, por sua vez, pareceu capitalizar a
competéncia rizosférica para sua vantagem, enquanto a cepa C demonstrou uma necessidade

de adaptacdo ou interacGes mais favoraveis nesse ambiente especifico.

5.7 ANALISE DA DEGRADAC}AO DO HERBICIDA PELAS LINHAGENS
SELECIONADAS EM RELAQAO AO DESENVOLVIMENTO DE Ipomoea purpurea

Ao examinarmos exclusivamente o crescimento dos hipocotilos (Figura 12A),
observou-se que o tratamento que combinou 0s microrganismos com o herbicida apresentou 0s
resultados mais promissores. Logo em seguida, o grupo de controle exibiu um desempenho
relativamente bom. Por outro lado, o tratamento que consistiu apenas na aplicacdo do herbicida
demonstrou a menor média de crescimento, 0 que estava em linha com as expectativas dadas
as propriedades adversas do herbicida sobre a planta estudada (CARVALHO et al., 2011).

Quanto a avaliagéo das raizes isoladamente (Figura 12B), tanto o grupo controle quanto
0 tratamento que combinou o herbicida com os trés microrganismos manifestaram médias de
crescimento idénticas. Ja o tratamento somente com o herbicida exibiu uma média menor que
0s anteriores, embora essa diferenca ndo tenha sido t&o significativa.

Ao considerarmos o comprimento total da planta (Figura 12C), que abrange tanto as

raizes quanto os hipocotilos, fica evidente que o grupo controle alcangcou a maior média de
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desenvolvimento. O tratamento que envolveu a combinagdo do herbicida com os
microrganismos seguiu em termos de desempenho, enquanto o tratamento baseado unicamente

no herbicida registrou a menor média de crescimento.

Figura 12: Comprimento das plantulas nos diferentes tratamentos realizados sendo: A: trata-se dos resultados da
medicéo dos hipoco6tilos das plantas; B: trata-se dos resultados da medicéo das raizes das plantas; C: trata-se dos
resultados da medigdo completa, considerando a medida do hipocétilo e raiz das plantas.
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Fonte: Autoria prépria, gerado pelo software R (R CORE TEAM, 2023.06.1+524), 2023.

Esses resultados ressaltam a influéncia positiva da introducdo dos microrganismos em
conjunto com o herbicida, mitigando os efeitos negativos deste sobre o crescimento da planta.

O grupo de controle, sem a exposicdo ao herbicida, demonstrou o desenvolvimento mais
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robusto, destacando a importancia da presenca dos microrganismos no contexto do cultivo das
plantas sob condicdes desafiadoras.

Em sintese, os resultados desta analise apontam para uma clara relacao entre a presenca
de microrganismos, o uso do herbicida e o desenvolvimento da planta estudada. Ficou evidente
que a introducdo dos microrganismos em conjunto com o herbicida teve um efeito positivo
sobre o crescimento dos hipocotilos, atenuando os efeitos negativos causados pelo herbicida
guando usados isoladamente. Isso sugere uma potencial interacdo sinérgica entre 0s
microrganismos e o herbicida, resultando em beneficios para o crescimento das plantas.

Quando focamos exclusivamente nas raizes, observamos uma tendéncia similar, onde
0s tratamentos que envolveram os microrganismos e o herbicida em conjunto alcangaram um
nivel de crescimento equiparavel ao grupo de controle, indicando uma possivel mitigacdo dos
efeitos adversos do herbicida.

No que diz respeito ao comprimento total da planta, que considera tanto as raizes quanto
os hipocétilos, destacou o grupo de controle como o de melhor desempenho, seguido pelo
tratamento com os microrganismos e 0 herbicida. O tratamento com o herbicida isolado
novamente apresentou a menor média de crescimento como era esperado.

Em dltima andlise, esses resultados apontam para a importancia da interacdo entre
microrganismos e herbicidas no contexto do crescimento das plantas. Eles sugerem que essa
interacdo pode ter um papel significativo em mitigar os efeitos negativos dos herbicidas e
promover um desenvolvimento mais saudavel das plantas (OLIVEIRA; BRIGHENT]I, 2018).
No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender completamente 0s mecanismos
subjacentes a essa interacdo e para explorar seu potencial em praticas agricolas sustentaveis e

eficazes.
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6. CONCLUSOES

Foi possivel verificar nas curvas de respirometria 0 aumento da atividade microbiana na
presenca do herbicida amicarbazone, mostrando que a microbiota do solo agricola tem pré-
disposicao para a biodegradacédo de agroquimicos, em especial o agrotdxico testado.

Os microrganismos selecionados ndo apresentavam interaces antagonicas, mas sim
sinérgicas, o0 que levou aos testes colorimétricos utilizando o indicador DCPIP. Verificou-se
também que as linhagens selecionadas do solo sdo capazes de biodegradar o herbicida presente
no ambiente, principalmente quando em consarcio.

A colaboragao entre os microrganismos A e B revelou uma inibic¢éo no crescimento das
gemas de cana-de-acglcar quando combinada com o herbicida, evidenciando a potencial sinergia
de seus efeitos negativos. A insercdo do microrganismo C no solo resultou na média de
crescimento mais substancial das plantas, mesmo na coexisténcia com o herbicida. Esse
resultado sugere que esse microrganismo possa nao estar degradando o herbicida e,
consequentemente, ndo esteja causando efeitos prejudiciais no crescimento das plantas,
corroborando os resultados sobre a auséncia de resposta de biodegradacdo do herbicida pela
levedura C.

Ja nos ensaios onde o capim corda-de-viola foi testado, foi revelado um efeito benéfico.
A inoculagdo conjunta resultou em um aumento significativo no comprimento final das
plantulas em comparagdo com os tratamentos que receberam apenas o herbicida. Sendo assim,
conclui-se que os microrganismos podem ter desempenhado um papel fundamental na
degradacdo do composto ativo do herbicida.

Os resultados sugerem o uso de microrganismos benéficos para mitigar os efeitos
adversos dos herbicidas nas culturas, sendo necessarias investigacbes para compreender 0s
mecanismos subjacentes a essas interacbes em diferentes contextos agricolas. Ficou
demonstrado o potencial dos estudos de biorremediacdo na agricultura, além da capacidade da
microbiota existente no meio ambiente, sendo importante preserva-la e entender a relacdo que

linhagens desenvolvem frente a poluentes.
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