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ABSTRACT:

The herbicide 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) is one of the most used in the world and can damage the environment and human health. The
microorganisms of the soil have important role in the degradation of chemicals compounds such as pesticides. Organic matter, like organic
fertilizers and plant secondary metabolites, can stimulate the growth of specific taxonomic groups in the soil. Among the plant secondary
metabolites, there are flavonoids. The process of the flavonoids degradation can result in the protocatechuic acid, which is an intermediate in the
degradation pathway of aromatics pesticides, such as 2,4-D. This study investigated the influence of organic matter on biodegradation of 2,4-D.
First, we analyzed the growth capacity of bacterial isolates, that can use 2,4-D as the sole carbon source, in the presence of biopirol, quercetin and
rutin. Then, we verified the influence of these organic molecules on the microbial community in soil with 2,4-D application history. The results
showed that the bacterial isolates were capable to use at least one model of organic matter applied in this study. The results generated in the
experiment conducted to verify the influence of organic matter on the microbial community and the degradation of 2,4-D suggest that the
association of 2,4-D with the organic matter could be extend their maintenance in the environment, or may represent a stage of adaptation for soil
microorganisms.
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RESUMO:

O herbicida acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢ um dos mais utilizados no mundo e pode causar prejuizos ao meio ambiente ¢ a satide humana.
Os microrganismos do solo tem importante fungdo na degradagdo de compostos quimicos como os pesticidas. A matéria organica, como adubos
organicos e metabolitos secundarios vegetais, podem estimular o crescimento de grupos taxondmicos especificos no solo. Dentre os metabolitos
secundarios vegetais, existem os flavondides. O processo de degradacdo de flavondides pode resultar no acido protocatecdico, o qual ¢ um
intermediario na rota de degradagdo de pesticidas aromaticos, como o 2,4-D. Este estudo investigou a influéncia da matéria organica na
biodegradagdo do 2,4-D. Em um primeiro momento, analizamos a capacidade de crescimento de isolados bacterianos, que podem utilizar 2,4-D
como Unica fonte de carbono, na presenca de biopirol, quercetina e rutina. Em seguida, verificamos a influéncia destas moléculas organicas sobre a
comunidade microbiana do solo com historico de aplicagdo do 2,4-D. Os resultados mostraram que os isolados bacterianos sdo capazes de utilizar
pelo menos um dos modelos de matéria organica empregados. Os resultados gerados no experimento conduzido para verificar a influéncia da
matéria organica sobre a comunidade microbiana e a degradagdo do 2,4-D sugerem que a associa¢do do 2,4-D com a matéria organica poderia
ampliar a persisténcia deste no ambiente, ou poderia representar um estagio de adapta¢ao dos microrganismos do solo.
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INTRODUCAO al., 2009). Sabe-se que a microbiota do solo
apresenta uma importante funcdo nos
A degradacdo e o comportamento dos  Processos de degradagdo de pesticidas
pesticidas no ambiente sao temas de grande (WITTICH, 1998; MESARCH et al., 2004,
interesse para a sociedade (FEST &  ANDRIGHETTI et al, 2014), e que a
SCHMIDT, 1973; BURNS, 1975;  diversidade destes microrganismos  esta
LANGENBACH et al., 2000; MADIGAN et intimamente relacionada ao manejo do solo
al., 2004a; MERINI et al., 2007; OSMAN et  (O’DONNELL et al., 2001).
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A manipulacdo da diversidade microbiana ¢&,
no entanto, um pensamento utopico devido as
inimeras variaveis relacionadas a esta
diversidade (SIQUEIRA & FRANCO, 1988;
YOUNG & RITZ, 2005). Podemos, talvez,
compreender um pouco melhor esta
dependéncia e buscar uma destas varidveis que
seja mais facilmente manejada. Estamos
inclinados a pensar que a resposta a este
pensamento ¢ a relacdo entre matéria organica,
microrganismos ¢ a degradacdo de pesticidas.

Sabe-se que, naturalmente, as plantas
sdo  responsaveis por mudancas  nas
comunidades microbianas (O'DONNELL et
al., 2001; HIRATA & ANDRADE FILHO,
2011) através da adigcao de carbono aos solos ¢
constru¢do de uma rede alimentar para os
organismos heterotroficos.

Devido as similaridades estruturais
existentes entre  compostos  aromaticos
oriundos do metabolismo secundario vegetal e
alguns pesticidas (SINGER et al.,, 2003),
supomos que podemos usufruir dos beneficios
da adubagdo organica ao solo e a plantagao
selecionando as populacdes microbianas com
capacidade de degradar pesticidas. A
implementacao desta pratica seria
relativamente simples, tendo em vista que a
adubacdo organica ¢ uma pratica antiga e
conhecida por produtores, que aporta com
nutrientes aos vegetais e melhorias fisico-
quimicas ao solo (AMABILE & CARVALHO,
2006; GONCALVES et al., 2013). Além disso,
existe a perspectiva de empregar residuos de
origem vegetal da agroindustria como adubos
organicos capazes de estimularem as
populagdes  microbianas  envolvidas na
degradacao de pesticidas, a exemplo do que
vem sendo realizado com o extrato pirolenhoso
(MENEGAL et al.,, 2012). Essa forma de
emprego poderia adicionar valor a residuos de
origem vegetal e tornar o seu descarte uma
pratica promissora na prote¢do dos recursos
naturais, principalmente da agua, frente a
aplicacdo dos pesticidas.
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O metabolismo secundario vegetal,
também denominado de metabolismo especial,
¢ a forma de resposta do vegetal frente as
variaveis ambientais. Dentre as moléculas
isoladas de vegetais, oriundas do metabolismo
secundario, as que se destacam sao do grupo
dos flavondides pela diversidade de fungdes
em plantas e pela sinalizagdo planta-
microrganismos (TAIZ & ZEIGER, 2006;
CAPRA etal., 2014).

A quercetina ¢ o flavondide mais
comum e possui relatada diferentes atividades
biologicas (KOKUBO et al.,, 2001; SOUZA,
2009; CAPRA et al., 2014), além de existir
uma grande variabilidade de derivados
metoxilados da quercetina (HARBORNE,
1965). A distribuicdo da quercetina ndo ¢
restrita a um género ou a uma familia botanica
(AMARAL et al, 2001; SANTOS et al,
2005), apresentando uma ampla ocorréncia
dessa molécula no reino vegetal (SIMOES et
al., 2013). Devido a sua abundancia no reino
vegetal, presenca em processos de sinalizacao
planta-microrganismo e por fazer parte da
regulacdo de auxinas, foram escolhidos o
flavonodide quercetina e seu raminoglicosideo
rutina para serem usados como modelo neste
estudo.

Outra forma de interacdo entre planta e
microrganismos ¢ o uso de flavonoides
exsudados como fontes de carbono. Segundo
HARBORNE (1965), grande namero de
fungos e bactérias sdo conhecidos pela
capacidade de degradarem flavonodides, como
a rutina, até fenol e monoxido de carbono. A
degradacao de flavondides pode acontecer
através de mais de um caminho e, em rizdbios
que colonizam espécies do género Lotus, a
degradacao de quercetina gera como produtos
floroglucinol e acido protocatecoico (RAO et
al., 1991). O 4cido protocatecoico estd
presente como um intermediario na rota de
degradacao de acidos humicos e de pesticidas
aromaticos, como 0 acido 2,4-
diclorofendxiacético  (2,4-D), um  dos
herbicidas mais comercilizados no mundo
(AGUIAR et al.,, 2007; EPA, 2014).
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Esse elo entre a degradacdo de moléculas
vegetais aromaticas ¢ pesticidas deve ser
investigada. Neste sentido, o presente estudo
teve por objetivo verificar a influéncia da
matéria organica na biodegradacao do 2,4-D,
sendo realizada primeiramente a verificagao da
capacidade de crescimento de isolados
bacterianos capazes de empregar 2,4-D como
unica fonte de carbono na presenca de biopirol,
quercetina e rutina; e, em seguida, a influéncia
destas moléculas sobre a comunidade
microbiana de um solo e a biodegrada¢ao do
2,4-D em um solo com historico de aplicacao
deste herbicida.

MATERIAL E METODOS

HERBICIDA 2,4-D, BIOPIROL, RUTINA E
QUERCETINA UTILIZADOS NO ESTUDO
O presente estudo foi realizado
utilizando o herbicida 2,4-D  obtidos da
Sigma-Aldrich com pureza > 98% (cddigo do
produto). O extrato pirolenhoso ¢ uma fracao
da sua versio comercial denominada
Biopirol®, que ¢ obtido a partir da
condensacdo da fumaga de -eucalipto. As
moléculas quercetina (Merck) e rutina (Merck)
foram empregadas como exemplos padrdes dos
flavonoides mais abundantes em vegetais.

EXPERIMENTO PARA VERIFICACAO DA
CAPACIDADE DE CRESCIMENTO
BACTERIANO EMPREGANDO
HERBICIDA 2,4-D, BIOPIROL, RUTINA OU
QUERCETINA COMO UNICA FONTE DE
CARBONO

ESTIRPES BACTERIANAS UTILIZADAS
NO EXPERIMENTO: Foi utilizado como
controle deste experimento a estirpe padrao
Ralstonia  eutropha  JMP134, que ¢
reconhecidamente descrita como uma bactéria
degradadora do 2,4-D e apresenta toda a rota
de degradacao deste herbicida elucidada
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(HOFFMANN et al., 2003). Também foram
usados nesse ensaio os isolados bacterianos
MF13 (Bacillus firmus), MF14 (Ochrobactrum
sp.), DC12 (Ochrobactrum intermedium) e
MGO08 (Bacillus simplex) obtidos pela
biprospec¢do de solos agricolas realizada por
DIREITO (2009) por apresentarem capacidade
de crescimento na presenca de 2,4-D como
unica fonte de carbono.

MONTAGEM E  CONDUCAO DO
EXPERIMENTO: As  estipes  foram
submetidas a um experimento “in vitro” em
tubos de ensaio com meio de cultura no intuito
de verificarmos a capacidade de utilizagdao de
modelos de matéria organica como unica fonte
de carbono. O meio de cultura descrito por
FUCHSLIN et al. (2003) foi utilizado tanto
como o que apresentava o 2,4-D como unica
fonte de carbono, assim como base para a
adicao das diferentes fontes de carbono, sendo
retirado o 2,4-D da sua formulacao e inserido o
biopirol, a rutina ou a quercetina na mesma
quantidade do herbicida, ou seja, 500mg.L-1.
Todo o experimento foi realizado em triplicata
(n = 3). Como controles foram empregados um
meio sem fonte de carbono e outro contendo
uma fonte de carbono de facil uso pelo
microrganismo, a glicose (500mg.L-1). A 4gua
foi utilizada para fornecer informacodes do
efeito do residuo de meio usado no in6culo no
crescimento do isolado. A glicose foi utilizada
para verificar a capacidade de crescimento do
in6éculo sob condi¢des de disponibilidade de
carbono. O 2,4-D foi usado para demonstrar a
capacidade de degradacdo do herbicida. Todos
os residuos testados foram adicionadas ao
meio por filtragdo usando filtro com
porosidade de 0,22 pm. O indculo inicial de
cada cultura foi preparado em erlenmeyer com
capacidade para 250 mL com 100 mL de meio
LB inoculado com uma coldnia do cultivo em
placa de petri. As culturas foram incubadas a
180 rpm e 30°C por 48h. A inoculacdo dos
tubos foi realizada com 50 PL do indculo
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preparado. O experimento foi conduzido
durante 21 dias a 30°C. O resultado deste
experimento foi analisado por turbidimetria do
meio de cultura utilizando espectrofotometro
para tubos (Spectronic 20D, Milton Roy) na
faixa da luz visivel (540 nm), aos 0, 1, 2, 3, 7,
14 e 21 dias apos a inoculacdo. A cada meio de
cultura testado o aparelho foi zerado com tubo
do respectivo meio sem adicao de indculo.

EXPERIMENTO PARA VERIFICACAO DE
INFLUENCIA DA ADICAO DO BIOPIROL
E QUERCETINA SOBRE A COMUNIDADE
BACTERIANA DO SOLO E A
BIODEGRADACAO DO HERBICIDA 2,4-D

SOLO: O solo empregado no experimento ¢
oriundo de um sistema de plantio direto com
histérico de aplicacdo do herbicida 2,4-D,
sendo proveniente da Fazenda Cruzeiro,
localizada no municipio de Castelandia/GO e
situada a 50°10°59”WGr. e 18°04°49”S. Nos
ultimos trés anos a propriedade realizou o
plantio de soja no verdo seguido de sorgo
safrinha e pousio em sistema de plantio direto.
A quantidade empregada do herbicida 2,4-D
foi 0,6L do produto comercial por hectare em
uma unica aplicagdo antes do plantio da soja.
As amostras de solo foram coletadas na
profundidade de O - 20 cm, sendo
acondicionado em  sacos  plasticos e
armazenado a temperatura ambiente até o
momento de realizacdo do experimento. O solo
¢ um Latossolo Vermelho Distroférrico com
textura muito argilosa na profundidade
amostrada. As caracteristicas quimicas do solo
foram  determinadas de acordo com
EMBRAPA (1979). Caracteristicas quimicas
do solo: pH (H20) 6.5; Na (cmolc.dm-3) 0.03;
Ca (cmolc.dm-3) 4.2; Mg (cmolc.dm-3) 2.1; Al
(cmolc.dm-3) 0.0; H+AI (cmolc.dm-3) 4.0; K
(mg.Kg-1) 281; P (mg.Kg-1) 33,9; C (%) 2,0.

MONTAGEM DO EXPERIMENTO: O
experimento foi montado na Casa de
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Vegetacdo Apparecida Esquibel do Programa
de Pos-graduacdo em Biotecnologia Vegetal da
UFRIJ. O objetivo foi submeter a comunidade
microbiana nativa do solo com historico de
aplicacdo do herbicida 2,4-D a pressao seletiva
gerada pela adicdo do 2,4-D padrao, biopirol e
quercetina. Foram usadas 4 repeticoes em cada
tratamento. Os tratamentos foram: solo sem
adi¢cdo do herbicida ou residuo (testemunha)
(T1); solo com uma aplicagdao de 2,4-D (T2);
solo com duas aplicagdes de 2,4-D com
intervalo de 7 dias entre elas (T3); solo com
adicao de biopirol (T4); solo com adicao
simultanea de biopirol ¢ 2,4-D (T5); solo com
pré-tratamento com biopirol e posterior adicao
de 2,4-D, 7 dias apos aplicagdo do residuo
(T6); solo com adicao de quercetina (T7); solo
com adi¢do simultanea de quercetina e 2,4-D
(T8); solo com pré-tratamento com quercetina
e posterior adigdo de 2,4-D aos 7 dias apos
aplicacdo do residuo (T9). O solo sem adi¢ao
de herbicida ou matéria organica foi
empregado como controle. O experimento foi
montado em potes plasticos (aproximadamente
1200cm3). A quantidade de 2,4-D aplicada foi
correspondente a recomendacao de 3,5 L por
hectare do produto comercial, ou seja, 2,35 Kg
de 2,4-D por hectare. A quantidade de biopirol
e quercetina foi a mesma que a utilizada de
2,4-D. A aplicagao foi através de pulverizagao
na superficie dos potes apos diluicdo em agua
destilada e pulverizados na superficie dos
potes. Para o biopirol foi considerado seu peso
para efeitos de quantidade a ser aplicada. A
distribuicao dos potes no interior da Casa de
Vegetacao foi inteiramente casualizada.

CONDUCAO DO EXPERIMENTO: A
irrigacdo foi realizada semanalmente no dia
seguinte a coleta com a aspersdao de 50 mL de
agua destilada por pote. Essa quantidade de
agua foi capaz de manter a umidade na
superficie do solo sem gerar acimulo de agua
e lixiviagdo. A variagdo da temperatura e
umidade do ar durante o experimento foi
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registrada pela Estacdo Meteorologica Data
Logger/ Clima Logger modelo 3030.15
(Incoterm) com intervalos de 1 h entre os
registros, sendo observada que a Umidade
Relativa oscilou entre 55% e 70%; enquanto a
temperatura média se manteve entre 20°C e
30°C.

MONITORAMENTO DO EXPERIMENTO:
O monitoramento do experimento foi realizado
pela determinacdo do numero de unidades
formadoras de colonia (UFC) em meio MEMB
(CHONG, 2005) e deteccao do herbicida 2,4-D
no solo por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). A extracdo do herbicida do
solo foi realizada através do método TCA
(DIREITO et al., 2009). O método e condicdes
cromatograficas sdo referentes ao método de
Direito (2009) descrito por SBANO et al.
(2013). O cromatografo utilizado foi o
WatersTM 600 Controller com Degasser,
contador automatico WatersTM 717 plus
Autosampler e detector WatersTM 486
Tunable Absorbance Detector acoplado ao
integrador WatersTM 746 Data Module. Foram
injetados 100 L de amostra.

ANALISE DOS RESULTADOS DOS
EXPERIMENTOS
A analise de wvariancia (ANOVA) foi

empregada com nivel de 5% de significancia
para comparagao entre métodos de extracao do
2,4-D do solo ¢ avaliacao dos tratamentos dos
experimentos “in vitro” e em casa de
vegetacdo. O teste de Tukey foi empregado
para a comparacao entre médias ao nivel de
5% de significancia.

RESULTADOS

CAPACIDADE DE CRESCIMENTO
BACTERIANO EMPREGANDO
HERBICIDA 2,4-D, BIOPIROL, RUTINA OU
QUERCETINA  COMO FONTE DE

CARBONO
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O experimento “in vitro” para avaliacdo da
capacidade de utilizacdo de  biopirol,
quercetina e rutina utilizou como controles o
meio sem adicdo de fonte de carbono
(identificado como agua), o meio com adi¢ao
de glicose e com 2,4-D. Os tratamentos que
consistiram em modelos de matéria organica
foram biopirol, quercetina e rutina. O meio
com quercetina apresentou um nivel de
turbidez muito alto que impediu o
monitoramento do crescimento por
turbidimetria. A avaliacdo do tratamento
quercetina foi realizado ao final dos 21 dias
através da diluicdo necessaria para que os
valores de absorbancia ficassem na faixa de
leitura do espectrofotometro.

Ralstonia eutropha IMP134
apresentou crescimento  significativo nos
meios com glicose, 2,4-D e rutina (Figura 1).
O crescimento ocorreu a partir dos 7 dias de
incubacdo para glicose e 2,4-D, sendo apds os
14 dias no caso da rutina. Foi verificado o
crescimento da bactéria no meio com
quercetina.
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Figura 1. Crescimento de Ralstonia eutropha JMP134
sob diferentes residuos avaliado por turbidimetria*. *O
experimento foi realizado em triplicata (n = 3). ANOVA
foi usada para andlise da variancia entre residuos ¢ Teste
de Tukey para comparacdo de médias ao nivel de 5% de

significancia. Barras de erros indicam desvio padrao.
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O isolado MF13 (Bacillus firmus) do solo
mostrou crescimento significativo nos meios
contendo como fonte de carbono 2,4-D,
biopirol, rutina e glicose (Figura 2). Com dois
dias de incubagdo os meios com 2.,4-D,
biopirol e rutina ja apresentavam crescimento.
O crescimento com biopirol foi observado a
partir do segundo dia, enquanto que com a
glicose aconteceu a partir de 14 dias de
incubagdo. MF13 (Bacillus firmus) nao cresceu
em meio com quercetina.

——AGUA
—& GLICOSE
—+—24-D

—+—BIOPIROL

Absorbéanciaa 540 nm
°
g

~e—RUTINA

Figura 2. Crescimento do isolado MFI13 (Bacillus

firmus) sob diferentes residuos avaliado por

turbidimetria*. realizado em

triplicata (n = 3). ANOVA foi usada para analise da

*O experimento foi

varidncia entre residuos e Teste de Tukey para
comparagdo de médias ao nivel de 5% de significancia.

Barras de erros indicam desvio padrio.

O isolado MF14 (Ochrobactrum sp.)
teve crescimento significativo com os meios
com glicose, 2,4-D e rutina (Figura 3). No
meio com glicose o crescimento ocorreu dos 2
aos 21 dias, enquanto que nos meios com 2,4-
D e rutina foi verificado dos 7 aos 21 dias. Foi

observado crescimento em meio com
quercetina.
O isolado DCI12 (Ochrobactrum

intermedium) cresceu significativamente nos
meios com glicose, 2,4-D e rutina (Figura 4).
O crescimento em meio com glicose ocorreu a
partir do terceiro dia. No meio com 2,4-D o
crescimento foi verificado no periodo de 7 a 21
dias, enquanto que no que apresentava a rutina
como fonte de carbono foi de 14 a 21 dias. Foi
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verificado 0 crescimento em meio com
quercetina.
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Figura 3. Crescimento do isolado MF14 (Ochrobactrum
sp.) sob diferentes residuos avaliado por turbidimetria*.
*O experimento foi realizado em triplicata (n = 3).
ANOVA foi usada para analise da varidncia entre
residuos e Teste de Tukey para comparacao de médias
ao nivel de 5% de significancia. Barras de erros indicam
desvio padrao.
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Figura 4. Crescimento do isolado DC12 (Ochrobactrum
intermedium) sob diferentes residuos avaliado por
turbidimetria*®.
triplicata (n = 3). ANOVA foi usada para analise da
variancia entre residuos e Teste de Tukey para

*OQ experimento foi realizado em

comparagdo de médias ao nivel de 5% de significancia.
Barras de erros indicam desvio padréo.

O isolado MGO8 (Bacillus simplex)
obteve crescimento significativo nos meios
com glicose, 2,4-D, biopirol e rutina (Figura
5). O crescimento no meio com glicose
ocorreu a partir do segundo dia. O crescimento
no meio com 2,4-D foi observado a partir do
terceiro dia. O crescimento em meio com
biopirol foi observado aos 7 dias. O isolado
também cresceu em meio rutina dos 14 aos 21
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dias. Foi observado o crescimento do isolado
no meio com quercetina.
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Figura 5. Crescimento do isolado MGO8 (Bacillus
sob  diferentes

simplex) residuos avaliado por

turbidimetria*. *O experimento foi realizado em
triplicata (n = 3). ANOVA foi usada para analise da
varidncia entre residuos e Teste de Tukey para
compara¢do de médias ao nivel de 5% de significancia.

Barras de erros indicam desvio padrao.

INFLUENCIA DA ADICAO DO BIOPIROL
E QUERCETINA SOBRE A COMUNIDADE
BACTERIANA DO SOLO E A
BIODEGRADACAO DO HERBICIDA 2,4-D

Foi observado o efeito da adi¢ao de
2,4-D ao solo em uma e duas aplicagdes sobre
a microbiota do solo (Figura 6, Tabela 1). Os
nimeros de UFC dos solos tratados com o
herbicida foram significativamente inferiores
ao solo sem adicao de 2,4-D e residuo no 14°
dia de conducao do experimento (Figura 7).
Aos 21 dias ap6s o inicio do experimento, a
UFC do tratamento com duas aplicacdes de
2,4-D foi significativamente inferior ao
controle. Nao ocorreu variacao significativa da
UFC dentro do tratamento com duas aplicagdes
de 2,4-D durante o experimento. O controle e o
tratamento com uma aplicagdo de 2,4-D
apresentaram UFC significativamente superior
a inicial aos 21 dias do experimento.

A analise cromatografica apresentou a
persisténcia do 2,4-D no solo apds a sua
aplicagdo. Nao foi detectado 2,4-D ou qualquer
substancia que apresentasse 0 mesmo tempo de
retengdo que o herbicida no solo sem adi¢do de
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2,4-D (Tabela 1). No tratamento com uma
aplicacdo de 2,4-D, a detec¢ao do herbicida
ocorreu principalmente at¢ os 14 dias,
enquanto que aos 21 dias o herbicida foi
detectado em wuma das quatro repeti¢des
(Tabela 1). No tratamento com duas aplicagdes
de 2,4-D o herbicida foi detectado em todas as
coletas. Este resultado pode ser entendido
como um controle para a comparacdo com o
efeito dos tratamentos empregando biopirol e
quercetina.

110E408

1,00E408

~—semadiciode24d [

9.00E407

8,00E407

7.00E407
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4.00E407

/
/ /
3.00E+07 /

1,00E407

0.00E+00

o 4 14 21
Dias

Figura 6. Contagem de heterotroficos totais no solo apds
enriquecimento com 2,4-D. O experimento foi realizado
em quadruplicata (n = 4). ANOVA foi usada para analise
da variancia entre tratamentos ¢ Teste de Tukey para
compara¢do de médias ao nivel de 5% de significancia.
Barras de erros indicam desvio padrdo. A aplicacdo de
2,4-D no tratamento com uma aplicacdo de 2,4-D foi
realizado no inicio do experimento. A adi¢do de 2,4-D
ao solo no tratamento com duas aplicagdes de 2,4-D foi

realizado no inicio do experimento e aos sete dias.

Tabela 1. Detecgdo e quantificagdo do herbicida 2,4-D
no solo ap6s enriquecimento com 2,4-D.

| - Detecgio € quantificacio do 2.4 i
0dia [ 7aias [ 14dias | 21dias |
1 N N N N
Semadiciode 2 N N N N
2,4D 3 N N N N
4 N N N N
1 D N D N
(1,96 pg g solo)
TR 2 D D D N
L ap:;gnde & D D N D
(115 pg £’ solo)
4 D D D N
(477 yegt solo)
1 D D D
@S6pgglsol) (101l pgglsol) (94pggisol)  (L1Bpgg’solo)
2 N D D D
2 aplicagbes de (1,46 pg g solo)
24D 3 D D D
(02pgglsoo) (154 pgg’ solo) (0,68 pg.g" solo)
4 ND D D
(450 pegt solo)

D: 2,4-D detectado; N: 2,4-D nio detectado; ND: Nao
determinado. Limite de quantificagdo = 0,01 pg.g-1
solo. Valores entre parénteses indicam a quantidade de
limite de

2,4-D mensurado quando superior ao

quantificag@o.
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O efeito do biopirol nas contagens de colonias
nao foi significativo. Os tratamentos biopirol
sem adi¢do de 2,4-D, adi¢do simultanea de
biopirol e 2,4-D e pré-tratamento com biopirol
ndo diferiram significativamente quanto aos
valores de UFC (Figura 7). Isso aponta uma
estabilidade na flutuacao da microbiota do solo
durante o experimento. Os tratamentos com

enriquecimento  do solo com  biopirol
apresentaram valores de UFC
significativamente inferiores a UFC do

controle aos 21 dias do experimento (Figura 7),
mas as contagens sdo de mesma magnitude.
Avaliando cada tratamento, ndo observamos
diferenga significativa entre as coletas.

110E408
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~#-adi¢ao simultanea de Biopirol e 2.4-D
9,00E+07 +— pré-tratamento com Biopirol e posterior adigiode 24-D |
-=-Biopirol
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Figura 7. Contagem de heterotroficos totais no solo apds
enriquecimento com 2,4-D e Biopirol. O experimento
foi realizado em quadruplicata (n = 4). ANOVA foi
usada para analise da varidncia entre tratamentos e Teste
de Tukey para comparacdo de médias ao nivel de 5% de
significancia. Barras de erros indicam desvio padrao. A
aplicacdo de 2,4-D no tratamento com adi¢do simultanea
de biopirol foi realizado no inicio do experimento. A
adic¢do de 2,4-D ao solo no tratamento com pré-
tratamento de biopirol foi realizado no inicio do

experimento e aos sete dias.

Na Tabela 2 s3o apresentados os
resultados de deteccao do herbicida 2,4-D no
solo para os tratamentos com biopirol. Foi
verificada a ocorréncia de uma ou mais
substancias com o mesmo tempo de retengdo
do 2,4-D na segunda coleta do tratamento com
biopirol e na primeira coleta do pré-tratamento
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com biopirol (Tabela 2). No tratamento com
adicao simultanea de biopirol e 2,4-D também
ocorreu um pico com mesmo tempo de
retencdo do 2,4-D nas quatro repeti¢des da
primeira e segunda coleta. Aos 14 dias metade
das repeti¢oes tinham 2,4-D detectavel e, ao
final do experimento, apenas uma delas
apresentavam um pico com mesmo tempo de
retencao do 2,4-D (Tabela 2).

Tabela 2. Detecgdo ¢ quantificagdo do herbicida 2,4-D

no solo ap6s enriquecimento com 2,4-D e Biopirol.

e oo |

30 ¢ quantificacac do 2,4 D durantce experimento |
- i

fdia dias 21 E
T N N N N
Semadigio de 2 N N N N
24D 3 N N N N
4 N N N N
T D D N N
Adigio 2 D D N N
St : asonggisn  ©3SugEson ® ~
Biopirole2,4-D A B B b b
2,45 pe.g’ solo) (031 pe 2! solo)
T N D D D
2 ©.01 pg g solo)
e (1,91 pe g’ solo)
posterior adigiio 3 N D D D
2D 4 N D D D
(2,19 e e solo)
1 N N - N N
o 2 N D N N
Baopnc 3 N N N D
4 N N N N

D: 2,4-D detectado; N: 2,4-D nao detectado; ND: Nao
determinado. Limite de quantificacio = 0,01 pg.g-1
solo. Valores entre parénteses indicam a quantidade de
limite de

2,4-D mensurado quando superior ao

quantificag@o.

Os tratamentos com quercetina sem
adicdo de 2,4-D, adi¢do simultdnea de
quercetina e 2,4-D e pré-tratamento com
quercetina  ndo  apresentaram  diferenca
significativa nos valores de UFC quando
analisados entre si (Figura 8). Por esta razao,
temos que a metodologia empregada ndo foi
sensivel o suficiente para mostrar a resposta da
microbiota do solo aos tratamentos aplicados.
Os valores de UFC entre as coletas nao
apresentaram diferencas significativas entre
elas (Figura 8). Neste sentido, o
comportamento da microbiota do solo foi
semelhante ao observado nos tratamentos com
biopirol. Foi verificado que o tratamento com
adicdo simultdnea de quercetina e 2,4-D
diferiu significativamente do controle aos 7 e
21 dias do experimento, sem que fosse alterada
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a ordem de grandeza nas contagens de
colonias. Aos 7 dias o valor de UFC do
tratamento foi superior ao do controle e aos 21
dias foi inferior. Nao foram observadas outras
variacOes inerentes aos tratamentos em relacao
ao controle.

1.10E+08

—— lica 4
RN — sem adigo de 2.4-D
adigéo simultanea de Quercetina e 2.4-D
9.00E07 +—  —a-pré-tratamento com Quercetina e posterior adigo de 24-D |
8.00E+07 — Quercetina /
7,00E+07 /

6.00E+07

5,00E+07 —

UFC.g" solo

4.00E407 ;

3.00E+07
|

2,00E+07

1.00E+07

0,00E+00
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Figura 8. Contagem de heterotroficos totais no solo apds
enriquecimento com 2,4-D e Quercetina. O experimento
foi realizado em quadruplicata (n = 4). ANOVA foi
usada para analise da varidncia entre tratamentos e Teste
de Tukey para comparacdo de médias ao nivel de 5% de
significancia. Barras de erros indicam desvio padrao. A
aplicacdo de 2,4-D no tratamento com adi¢do simultanea
de quercetina foi realizado no inicio do experimento. A
adi¢do de 2,4-D ao solo no tratamento com pré-
tratamento de quercetina foi realizado no inicio do

experimento e aos sete dias.

Na deteccao do 2,4-D no solo foi
verificada a ocorréncia de picos com 0 mesmo
tempo de retencdo do herbicida 2,4-D no
tratamento quercetina nas coletas aos 14 e aos
21 dias (Tabela 3). No tratamento com adicao
simultanea de quercetina e 2,4-D, o herbicida
foi detectado em todas as coletas. Na coleta
aos 7 dias foi observado que o herbicida estava
presente em apenas uma das repetigdes. No
pré-tratamento  com  quercetina  foram
detectados picos com o mesmo tempo de
retencdo do 2,4-D a partir da segunda coleta
aos 7 dias.
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Tabela 3. Deteccao e quantificacdo do herbicida 2,4-D

no solo apos enriquecimento com 2,4-D e Quercetina.

|Tnhmmln | Repeti cio I D’I”“i"_;';i:: i

Semadigio de
24D

5222125

o ol = < 4E
[

D D
©05pgg salo) .21 pgg? solo)
D D

zzz2s 202z 25zzzz24
gazzaﬁvzea oz 2z 2z 3

2 2 2 2|2 22 2

g
boworlb woels wo el we o
2oz oz

D: 2,4-D detectado; N: 2,4-D nio detectado; ND: Nao
determinado. Limite de quantificagdo = 0,01 pg.g-1
solo. Valores entre parénteses indicam a quantidade de

2,4-D mensurado quando superior ao limite de
quantifica¢do.

DISCUSSAO

CAPACIDADE DE CRESCIMENTO
BACTERIANO EMPREGANDO

HERBICIDA 2,4-D, BIOPIROL, RUTINA
OU QUERCETINA COMO FONTE DE
CARBONO

O experimento “in vitro” foi realizado
para verificar a capacidade de crescimento
microbiano usando o herbicida 2,4-D, biopirol,
rutina e quercetina como fontes de carbono. O
crescimento dos microrganismos, em meios de
cultura contendo estes modelos de matéria
organica como unica fonte de carbono, auxilia
na elucidacao de uma ligacao entre populagdes
degradadoras de matéria orginica e as
degradadoras de pesticidas. Os resultados
obtidos através desse experimento permitiram
a determinacdo dos tratamentos para o
experimento em casa de vegetacao.

A estirpe padrao degradadora do 2,4-D
(Ralstonia eutropha JMP134) e os isolados
bacterianos, como esperado, mantiveram a
capacidade de utilizar 2,4-D como unica fonte
de carbono. Os modelos de matéria organica

empregados nesse experimento (biopirol,
quercetina e  rutina) sdo  moléculas
frequentemente  depositados em  solos

agricolas. No caso da quercetina foi observado
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que o meio ficou extremamente turvo, gerando
um elevado valor de absorbancia e
inviabilizando a leitura da absorbancia. Essa
turbidez, provavelmente, ocorreu em funcao de
a molécula ter tendéncia apolar e, em meio
polar, essas moléculas tenderem a se agrupar
dando o aspecto floculado quando da anélise
da turbidez (MORRISON & BOYD, 1987). A
estirpe padrao R. eutropha JMP134 e os
isolados MF14 (Ochrobactrum sp.), DCI12
(Ochrobactrum  intermedium) e  MGO08
(Bacillus simplex) cresceram em meio com
quercetina. Nao foi observado crescimento nos
tubos com meio contendo quercetina do
isolado MF13 (Bacillus firmus). Todos os
isolados bacterianos foram capazes de utilizar
rutina, o raminoglicosideo da quercetina. Essa
observagao revela que o crescimento em MF13
(Bacillus firmus) esta relacionado com o uso
do aclicar raminose presente na molécula de
rutina, enquanto que as demais bactérias
podem fazer uso tanto deste acticar quanto da
estrutura da quercetina como fonte de carbono.

Outro aspecto a ser considerado ¢ a
toxicidade de flavondides em  alguns
microrganismos (SHAW & HOOKER, 2008).
Segundo WOENICKA et al. (2013) e SOUZA
(2009), os flavondides quercetina e rutina
possuem atividade bactericida, evidenciando
que a inibi¢do do crescimento do isolado
MF13 (Bacillus firmus) no meio contendo
quertina pode ter ocorrido pela agdo
antimicrobiana da quertina. Como dito
anteriormente, a degradacdo de quercetina
apresenta moléculas intermediarias
semelhantes as do 2,4-D (RAO et al., 1991). A
presenca de quercetina poderia ser responsavel
pela manutencdo de rotas de degradagao desse
herbicida no solo. Esse pode ser um elo de
grande interesse para o0s processos de
biodegradacdo, pois sugere a aproximacao
entre as rotas de degradacdo de matéria
organica e pesticidas como sugerido por
SHAW & BURNS (2005a,b). Essa hipotese
poderd ser verificada pelo isolamento de
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enzimas ou estudando a expressdo génica
durante o desenvolvimento microbiologico
nesses meios.

Outro exemplo de matéria de organica
que propiciou o crescimento microbiano foi o
biopirol em MF13 (Bacillus firmus) e MGOS8
(Bacillus simplex). Vale ressaltar que a analise
das fontes de carbono por cromatografia
liquida apresentou para o biopirol uma grande
quantidade de picos concentrados nos
primeiros 15 min de corrida (dados ndo
apresentados). Esses cromatogramas apontam
para a existéncia de diferentes substancias
aromaticas polares nesses materiais, que
podem conter também a quercetina e a rutina
devido ao tempo de retengdo apresentado por
essas moléculas sob nossas condigoes
experimentais (dados nao apresentados). A
sobreposicdo de picos dificultou a comparagao
entre os espectros ultravioletas das substancias
e os da quercetina e rutina.

Os resultados obtidos endossam a
teoria que microrganismos degradadores de
2,4-D podem ser mantidos no meio ambiente
utilizando moléculas presentes na matéria
organica (LEIGH et al., 2002; SHAW &
BURNS, 2005a,b). A similaridade entre as
rotas de degradacdo do 2,4-D com a de
substancias presentes na constituicdo da
matéria organica seria uma das possiveis

respostas  para isso. Se  futuramente
confirmada, essa similaridade podera nos
auxiliar no desenvolvimento de manejos

agricolas que, através da adubagdo organica ou
manejo dos restos culturais, possam fazer a
manutengdo de  populagdes e  genes
degradadores de pesticidas no solo visando
menor impacto destes produtos ao meio
ambiente.

INFLUENCIA DA ADICAO DO BIOPIROL
E QUERCETINA SOBRE A COMUNIDADE
BACTERIANA DO SOLO E A
BIODEGRADACAO DO HERBICIDA 2,4-D
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O monitoramento da microbiota do
solo por contagem de UFC foi realizado em
meio MEMB para que degradadores de 2,4-D
fossem identificados visualmente. Foram
observadas colonias azuladas, avermelhadas e
amarelas em todos os tratamentos durante a
conducdo do experimento (dados nao
apresentados). Nao houve predominio de
nenhum padrdo morfologico ou de coloracao
das colonias nos tratamentos (dados nao
apresentados).

O experimento foi montado no solo
oriundo do sistema de plantio direto com
historico de aplicacao do herbicida 2,4-D. Com
textura muito argilosa e 2% de carbono
organico, ¢ possivel identificar fatores que
colaboram para a adsor¢ao do pesticida ao solo
e, consequentemente, baixa biodisponibilidade
do 2,4-D para as populacdes microbianas
(LIPTHAY et al, 2007). Essa condi¢ao
determina maiores concentracdes do pesticida
no solo. Entretanto, em um solo com historico
de aplicacdo de 2,4-D como o usado nesse
experimento, seria esperada uma rapida
degradacao do 2,4-D (ARBELI & FUENTES,
2007). A aplicacao sucessiva de um composto
ao meio ambiente promove o enriquecimento
do meio e, consequentemente, a adaptagao da
microbiota do solo. Nessas condicoes, a fase
de adaptacdo da microbiota do solo a presenga
do herbicida ¢ reduzida, o que reflete na
biodegradacao mais rapida deste em fungao do
historico de aplicacdo (ARBELI & FUENTES,
2007).

Na primeira situacdo experimental, os
tratamentos consistem na realizacdo de uma ou
duas aplicacdes de 2,4-D ao solo sem adi¢do
dos modelos de matéria organica (Figura 7). O
tratamento com duas aplicagdes de 2,4-D,
sendo a primeira aplicagdo sete dias antes da
segunda, poderia estimular as populacdes
degradadoras de 2,4-D do solo e realizar o
fendomeno de degradacdo acelerada. O
resultado obtido foi um namero de UFC
significativamente inferior nos tratamentos em
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relacdo ao controle aos 14 dias do inicio do
experimento. Isso sugere um periodo de
adaptacao de pelo menos 14 dias da
comunidade microbiana a presenga do 2,4-D
no solo. Aos 21 dias o tratamento com uma
aplicacdo de 2,4-D ja ndo se diferenciava do
controle, apontando para a biodegradacao do
2,4-D e recuperagdao da microbiota do solo
ap6s a pressao seletiva. Era esperado que o
tratamento com duas aplicagdes de 2,4-D
apresentasse esse comportamento devido as
duas aplicagoes de 2,4-D, ao contrario do
observado. No experimento de MACUR et al.
(2007) em solo com historico de 2,4-D, o
periodo de adaptacao da microbiota do solo foi
curto para a aplicagao de 100 mg.Kg-1 (100
ppm) de 2,4-D e correspondeu a mais de 20
dias para o tratamento com 500 mg.Kg-1 (500
ppm) de 2,4-D. MACUR et al. (2007)
explicaram a longa fase de adaptacdo no
tratamento com a concentracdo mais elevada
de 2.4-D ao efeito toxico sobre alguns
microrganismos. Em  nossas  condicdes
experimentais, as duas situacdes podem ter
acontecido. No tratamento com uma aplicacao
de 2,4-D pode ter ocorrido a degradagao
acelerada que proporcionou a igualdade entre
este tratamento e o controle aos 21 dias. No
com duas aplicacdes de 2,4-D, a quantidade de
2,4-D aplicada pode ter apresentado um efeito
toxico sobre a microbiota do solo. Os dados de
deteccdo de 2,4-D no solo corroboram para
essa explicacdo, uma vez que no tratamento
com uma aplicagdo de 2,4-D o herbicida
praticamente nao estd presente no solo aos 21
dias (Tabela 2). No tratamento com duas
aplicagdes de 2,4-D o herbicida ¢ detectavel
em todas as repeticdes (Tabela 2). Cabe
comentar nesse momento que a resposta do
solo frente as variaveis foi muito variavel e
influenciou diretamente a quantificacdo do
2,4-D que apresentou uma  grande
variabilidade  nos  experimentos.  Essa
complexidade esta relacionada tanto a eventos
de adsor¢do do herbicida como a
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biodegradacao deste.

Os tratamentos com aplicagdo do
biopirol (Figura 8) e quercetina (Figura 9)
apresentaram picos com o mesmo tempo de
retencdo do herbicida 2,4-D. A auséncia de
substancias no controle com essa caracteristica
e o aparecimento destas nos tratamentos com
biopirol e quercetina sem adicdo de 2,4-D
sugerem que estas sao moléculas da
degradacao do biopirol e da quercetina
(Tabelas 3 e 4). Esses resultados sugerem a
existéncia de moléculas intermedidrias as rotas
de degradacdo de matéria organica com
propriedades quimicas semelhantes as do 2.,4-
D, e indicam a necessidade da investigacdo da
estrutura quimica dessas substancias. O
conhecimento mais detalhado dessas moléculas
pode vir a definir a ligagdo entre a degradacao
de flavonodides e matéria organica com a de
2,4-D, conforme sugerido por RAO et al.
(1991) e SHAW & BURNS (2005a,b).

Nao houve efeito dos modelos de
matéria organica testados sobre a microbiota
do solo com a metodologia empregada no
monitoramento. Os tratamentos com biopirol e
quercetina sem adicdo de 2,4-D, com adi¢ao
simultanea de matéria organica e 2,4-D e pré-
tratamento com matéria organica nao foram
observadas  diferencas significativas nos
valores de contagem de UFC, tanto para
biopirol como para quercetina. A uniformidade
observada pelas UFC pode ser interpretada
como a associagdo do 2,4-D a matéria organica
prolongando sua manuten¢do no ambiente. Da
mesma forma que também pode representar
uma fase de adaptacdo da microbiota do solo,
sendo necessario o prolongamento do
experimento para a observacdo. A dinamica da
matéria organica ¢ dificil de ser prevista em
funcdo da complexidade bioldgica, fisica e
quimica dos mecanismos que controlam a
transformag¢ao do carbono (GRANDY et al.,
2009). Nesses processos, a fracdo da matéria
organica associada a fracdo mineral representa
um grande reservatorio de carbono orgéanico no
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meio ambiente que ainda ¢ muito pouco
entendido (MIKUTTA et al., 2007).

Estudos que buscam a expansdao do
conhecimento da interacdo de pesticidas com
matéria organica abordam o impacto da
aplicacdo de esterco na biorremediagdo de
pesticidas (OSMAN et al., 2009), o efeito da
adicao de nutrientes minerais na
biodegradacao (MCGHEE & BURNS, 1995;
LI et al.,, 2005), a competicdo por sitios de
adsorcao entre pesticidas e matéria organica
(SPARK & SWIFT, 2002) e o efeito de
residuos culturais em pesticidas
(ZABLOTOWICZ et al., 1998). O trabalho de
ZABLOTOWICZ et al. (1998) merece ser
destacado por apresentar similaridades com o
que desenvolvemos e ser de grande valia para
a compreensdo de nossos resultados.
ZABLOTOWICZ et al. (1998) conduziram um
experimento para verificar a interferéncia de
residuos das culturas de Vicia villosa Roth e
Secale cereale Lineu na biodegradagao de 2,4-
D. O experimento foi conduzido em
microcosmos com solo e residuo para a
determinagdo da mineralizacdo do 2,4-D
usando 14C. Foram feitas inferéncias sobre a
adsorcao do pesticida pelo solo e pelo residuo
através dos resultados de extracdo do 2,4-D
com 14C desses materiais e mineralizacao
total do herbicida. Esses autores observaram
que as taxas de respiracdo microbiana foram 6
a 7 vezes maiores nos residuos das culturas de
Vicia villosa Roth e Secale cereale Lineu que
os obtidos no solo durante a degradacdao do
2,4-D, mas essa atividade maior nao se refletiu
em maior degradacdo do 2,4-D. Maiores
quantidades do herbicida foram extraidos dos
residuos que do solo, sugerindo que o pesticida
fica adsorvido aos residuos e que o processo
de biodegradacao ¢ postergado.
ZABLOTOWICZ et al. (1998) argumentam
que a lignina pode ser o fator de maior
adsor¢ao de pesticidas ao residuo e o
responsavel pela redugdo da
biodisponibilidade e da degradacdo. Esses
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autores também observaram que a maior parte
do 2,4-D ¢ mineralizado no solo, enquanto que
nos residuos a menor fracao ¢ mineralizada.

Em nossas condi¢des experimentais, a
manutencdao do 2,4-D no solo também pode
estar relacionada a adsorcdo do 2,4-D aos
modelos de matéria organica empregados. A
utilizacdo de metodologias diferenciadas entre
o experimento de ZABLOTOWICZ et al.
(1998) e o nosso ndao permite maiores
inferéncias. O emprego da mesma metodologia
de monitoramento empregado em NOSsos
experimentos foi observada em MERINI et al.
(2007) em experimento em microcosmos em
solo com historico de 2,4-D. Estes autores
observaram que com 24 h apoés a aplicacao de
2,4-D a concentragdo deste no solo era quase
nula, mas a UFC foi crescente até 5 dias. Esse
relato aponta que, embora a associacao dessas
metodologias ndo possa abrir a “caixa preta”
do solo no que se refere a biodegradacao de
2,4-D, elas podem auxiliar na compreensao dos
processos de biodegradacdo em nivel de
campo. Como menos de 1% dos
microrganismos  encontrados em  solos
agricolas sao cultivados, a interpretacdo de
métodos dependentes de cultivo devem ser
interpretadas cuidadosamente (ZABALOY et
al., 2008). Como em toda metodologia ¢
preciso saber trabalhar com as limitacOes e
inferir da melhor forma possivel as
observacoOes ambientais.

CONCLUSAO

A grande diversidade de bactérias
capazes de degradar 2,4-D corrobora para a
existéncia de um elo entre a degradacao de
pesticidas e a degradacao de matéria organica.
A degradagao/ciclagem de matéria organica ¢é
uma fun¢dao microbiana antiga que co-evoluiu
com os vegetais e a producdo de metabolicos
secundarios, sendo esperado que as bactérias
possuam as rotas necessarias a degradacao
desses compostos vegetais. Essa perspectiva
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foca na funcionalidade do solo e apresenta
preceitos fundamentais a serem considerados
na realizacdo de trabalhos futuros de
bioprospeccdo e biorremediacdo. A questdo
sobre o efeito dos residuos organicos sobre a
biodegradagdo de 2,4-D ainda nao foi
respondida, mas os resultados obtidos em
nossos experimentos sugerem que, embora
complexa quando se pense em sua aplicacao
para manejo de funcionalidade do solo, a
pratica da adubacdo organica usando residuos
tem potencial biotecnologico para a
remediacdo de poluentes como os herbicidas.
Muitos estudos sdo necessarios para que essa
idéia seja consolidada, mas os resultados
obtidos dao suporte para o desenvolvimento de
novos estudos nessa tematica.
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