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Microrganismos degradadores de petrdleo isolados de solos
rizosféricos da Provincia Petrolifera de Urucu, Coari, Amazonas

As atividades relacionadas a exploragdo do petréleo vém trazendo grande preocupagdo devido aos riscos de derrames acidentais. Na Provincia Petrolifera de Urucu
vem sendo realizada atividades de exploragdo e produgdo de petrdleo e gas natural desde 1986. O petrdleo de Urucu é transportado dos pogos para a planta
central através de um oleoduto construido em 1997. Ao longo do tempo o oleoduto pode apresentar desgaste, podendo ocorrer vazamentos e possiveis
contaminagBes no ambiente. O objetivo desta pesquisa foi determinar a existéncia de microrganismos do solo na rizosfera de plantas ao redor de oleoduto com
potencialidade para degradar o petrdleo de Urucu caso ocorra algum derramamento. Foram realizadas quatro coletas de campo em duas épocas diferentes, sendo
obtidos solos rizosféricos de duas espécies de gramineas (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), uma leguminosa (Mucuna pruriens) e um lacre (Vismia
guianensis). A adigdo de petrdleo ao meio de cultura resultou em aumentos significativos de microrganismos capazes de degradar esse complexo orgdnico, com
as populagdes de bactérias ultrapassando 4,5x108 UFC.g-1 de solo, fungos filamentosos ultrapassando 1,4x107 UFC.g-1 de solo e leveduras ultrapassando 6,0x107
UFC.g-1 de solo, populagBes essas, capazes de contribuir para a degradagdo do petréleo caso ocorra algum derramamento ao longo do oleoduto. Entre as quatro
espécies, a Brachiaria decumbens apresentou a maior ocorréncia de microrganismos degradadores de petréleo. As maiores concentragdes de UFC (Unidades
Formadoras de Col6nias) de bactérias, fungos filamentosos e leveduras ocorreram no periodo seco. No periodo chuvoso, a maior concentragdo de UFC de bactérias
ocorreu em Brachiaria humidicola e, de fungos filamentosos e leveduras em Mucuna prurinens. No periodo seco, a maior concentragdo de UFC de bactérias ocorreu
em Brachiaria decumbens, de fungos filamentosos em Mucuna pruriens e leveduras em Brachiaria decumbens.

Palavras-chave: Biodegradagdo; Contaminagdo do solo; Microrganismos; Petrdleo.

Petroleum degrading microorganisms isolated from rhizospheric soils
in the Urucu Petroleum Province, Coari, Amazonas

Activities related to oil exploration have been of great concern due to the risk of accidental spills. In the Petroleum Province of Urucu, oil and natural gas exploration
and production activities have been carried out since 1986. Urucu oil is transported from the wells to the central plant through an oil pipeline built in 1997. Over
time, the oil pipeline may wear out, leaks and possible contamination in the environment may occur. The objective of this research was to determine the existence
of soil microorganisms in the rhizosphere of plants around the pipeline with the potential to degrade Urucu oil in the event of a spill. Four field samples were taken
at two different times, with rhizospheric soils from two species of grasses (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), a legume (Mucuna pruriens) and a vismia
(Vismia guianensis). The addition of oil to the culture medium resulted in significant increases in microorganisms capable of degrading this organic complex, with
bacterial populations exceeding 4.5x108 CFU.g-1 of soil, filamentous fungi exceeding 1.4 x107 CFU.g-1 of soil and yeasts exceeding 6.0x107 CFU.g-1 of soil. These
populations can contribute to the degradation of oil in the event of a spill along the pipeline. Among the four species, Brachiaria decumbens had the highest
occurrence of petroleum degrading microorganisms. The highest concentrations of CFU (Colony Forming Units) of bacteria, filamentous fungi and yeasts occurred
in the dry period. In the rainy season, the highest CFU concentration of bacteria occurred in Brachiaria humidicola, and of filamentous fungi and yeast in Mucuna
prurinens. In the dry season, the highest CFU concentration of bacteria occurred in Brachiaria decumbens, of filamentous fungi in Mucuna pruriens and yeasts in
Brachiaria decumbens.
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INTRODUGAO

Na Provincia Petrolifera de Urucu, localizada no municipio de Coari, Amazonas, vém sendo realizadas
atividades de explorac¢do e producdo de petrdleo e gds natural desde 1986 pela Petrobras S.A. O petréleo de
Urucu é transportado dos pogos para a planta central (Polo Arara) através de oleodutos construidos em 1997.
Para facilitar os trabalhos de manutencao desses dutos, a Petrobras mantém uma faixa ao longo desses dutos
com uma vegetacdo rasteira, composta de gramineas como duas espécies de braquiaria (Brachiaria
humidicola, Brachiaria decumbens), uma leguminosa de ocorréncia esporadica (Mucuna pruriens) e o lacre
(Vismia guianensis), sendo este, um componente de plantas invasoras pioneiras que ocorrem
espontaneamente na regiao.

Ao longo do tempo, o oleoduto pode apresentar desgaste, podendo ocorrer vazamentos e
contaminacdes no ambiente. No sistema radicular das plantas ocorre uma diversidade elevada de
microrganismos, principalmente bactérias, que usam os exsudatos radiculares para crescerem e colonizarem
as raizes. Esses microrganismos, classificados genericamente de ‘rizosféricos’, apresentam metabolismo
capaz de usar diferentes fontes de carbono, podendo, inclusive, serem usados para a biorremediacao de
ambientes contaminados com xenobidticos (MURATOVA et al., 2003). Plantas que mantém altas popula¢des
de microrganismos degradadores de petréleo sdo desejaveis ao longo desses oleodutos, como forma de
prevencdo para o caso de ocorrer futuros vazamentos.

N3o ha pesquisas voltadas para a identificacdo e quantificacdo da presenca desses microrganismos
nas rizosferas das quatro espécies, como forma de validar ou ndo a contribuicdo de suas rizosferas para
possiveis tratamentos de derramamentos de petréleo ao longo do oleoduto. Desse modo, a presente
pesquisa teve como objetivo, verificar a existéncia de microrganismos do solo na rizosfera das quatro
espécies de plantas ao redor do oleoduto com potencialidade de degradar o petréleo e saber em qual solo
rizosférico coletado ha maior ocorréncia de microrganismos degradadores de petréleo em dois periodos

climaticos (seco e chuvoso).

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Provincia Petrolifera de Urucu, situada no municipio de Coari, no estado do
Amazonas, as margens do Rio Urucu, distante cerca de 650 km em linha reta de Manaus. O clima é classificado
como tropical imido, de acordo com a classificacdo de Koppen. A umidade relativa do ar é bastante elevada
em toda a regido, em torno de 80%. A tipologia florestal dominante é a Floresta Pluvial Tropical Densa de
Terra Firme. Apresenta chuvas relativamente abundantes durante todo o ano (média de 2.250 mm), sendo
gue a precipitacdo no més em que menos chove é sempre superior a 60 mm. A temperatura média anual da
regidao é de aproximadamente 26 °C (VIEIRA et al., 1987).

Para o presente estudo foram realizadas quatro coletas nos Campos de RUC e LUC. As coletas foram
baseadas no ciclo hidrolégico da regido, sendo duas na época chuvosa (29/01/2009 e 19/06/2009) e duas na
época de seca (24/09/2009 e 25/11/2009), sendo obtidas de plantas ao redor do oleoduto. Solos rizosféricos
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de duas espécies de gramineas (Brachiaria humidicola, Brachiaria decumbens), uma leguminosa (Mucuna
pruriens) e um lacre (Vismia guianensis) foram coletados até 20 cm de profundidade. Apds as coletas, as
amostras foram acondicionadas em sacos pldasticos de polietileno em caixas de isopor com gelo seco a
temperatura de 2-4 °C (ANDERSON et al., 1993).

As analises fisico-quimicas dos solos foram realizadas no Laboratério Tematico de Analise de Plantas
e Solo do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA) conforme recomendado pelo Manual de
Andlises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes (EMBRAPA, 2009).

O enriquecimento das amostras foi realizado no Laboratério de Ecologia e Biotecnologia de
Microrganismos da Amazonia do INPA (LEBMAM), onde foi dimensionada a populacdo de microrganismos
nos solos rizosféricos das quatro espécies capazes de degradar o petrdleo. Os ensaios enriquecidos foram
divididos em tratamentos (solos rizosféricos das quatro espécies citadas), com triplicata. Cada amostra foi
submetida a dois tratamentos diferentes: auséncia de petrdleo (testemunha) e adicdo de petrdleo. As
amostras de solo rizosférico (5g) foram adicionadas em erlenmeyers de 125 mL, contendo 50 mL de Meio
Mineral Bushnell Haas — BH (ATLAS, 1995) modificado, substituindo 1,0g de NHsNOs por 1,65g de (NH4)2S0,,
com ou sem (testemunha) a adicdo de 0,5 mL do petréleo de Urucu como fonte de carbono. Com esse
procedimento, os microrganismos capazes de degradar o petréleo apresentaram maiores populagées do que
nas amostras de solo sem a adicdo desse produto quimico (testemunha), onde os microrganismos usaram
apenas a matéria organica dos solos como fonte de carbono. Os tratamentos foram colocados em mesa
agitadora (125 rpm) a temperatura de 30°C = 1°C. Nas primeiras horas (dia 0) foi realizada dilui¢do seriada
para estimar a populagdo dos microrganismos que apresentaram crescimento na presenga de petréleo. O
mesmo procedimento foi realizado a cada 7 dias.

Para a contagem dos microrganismos capazes de degradar o petrdleo presentes nas amostras de
solos, foi realizada diluicdo seriada usando agua destilada esterilizada, colocando cada diluicdo em Placas de
Petri contendo meio de cultura BH sdlido (15g de agar por litro), usando petréleo como fonte de carbono
(0,AmL por placa), com trés repeticGes para cada diluicdo. Esse processo foi feito com as testemunhas
(suspensdo do solo sem petrdleo) e com os tratamentos enriquecidos com petrdleo. Em seguida, as placas
foram incubadas a temperatura ambiente de 30°C £ 1°C por um periodo de 48 a 72 horas. As contagens das
unidades formadoras de col6énia (UFC mL?) foram realizadas com auxilio de um contador de colénias.

O programa usado para as analises estatisticas foi o Assistat 7.5 Beta, utilizando-se as comparagdes
entre as médias das amostras para analise de variancia. Os dados foram submetidos a andlise de varidncia
com 5% de significancia pelo Teste ‘F’ e quando significativo, usou-se o teste de Tukey a 5%, para a

comparacdo das médias dos tratamentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos solos rizosféricos das plantas, a quantidade de carbono orgénico, nitrogénio e a relagdo C/N

foram semelhantes aos encontrados por Luizdo et al. (2004), Quesada et al. (2011) (Tabela 1).
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Tabela 1: Teores de carbono, nitrogénio, relagdo C/N e matéria organica dos solos amostrados das rizosferas de plantas

em épocas distintas de precipitacdo, na regido de Urucu-Coari-AM.
Amostras Epoca C I | cIN [ MO
------------- g kgl de solo--------------
Vismia guianensis chuva 3,38 1,07 3,15 4,06
seca 3,30 0,95 3,47 5,68
Mucuna pruriens chuva 0,95 0,45 2,11 1,57
seca 0,78 0,34 2,29 1,35
Brachiaria decumbens chuva 1,24 0,55 2,25 2,32
seca 1,99 0,70 2,84 3,42
Brachiaria humidicola chuva 1,37 0,64 2,14 2,35
seca 3,64 0,21 17,3 5,26

Os teores de C, N e MO foram menores no solo rizosférico de Mucuna pruriens e os maiores, nos
solos de Vismia guianensis, havendo uma interacdo na qual o solo da Brachiaria humidicola apresentou o
menor teor de nitrogénio quando coletado na época seca, resultando por isso, na maior relacdo C/N de todas
as amostras analisadas, sendo também, a que apresentou a maior quantidade de matéria organica (MO). Os
resultados apresentados a seguir sdo referentes as amostras de solos de plantas coletadas em duas épocas

distintas, na provincia Petrolifera de Urucu.

Tabela 2: Caracteristicas quimicas dos solos rizosféricos de plantas dos solos amostrados das rizosferas de plantas em
épocas distintas de precipitagdo, na regido de Urucu-Coari-AM.

Amostras Epoca | pH(H,0) | Ca++ | Mg++ | Al+++ [ K+ | P | Fe [ zn [ Mn
-------------------- cmolc kgt mg kg?

Vismia guianensis chuva 4,4B 0,5M 0,18B 0,41M 0,11B 0,01B 92,8A 1B 2,36B
seca 5,3B 2,3A 0,20B 0,13B 0,21M 10,2A 333A 1,3B 1,98

Mucuna pruriens chuva 6,8M 1,2M 0,11B 0B 0,15B 0,12B 103,4A 0,86B 3,84B
seca 7,5M 4,2A 0,108 0B 0,17B 109A 246A 1,98 1,8B

Brachiaria decumbens chuva 7,4M 0,5M 0,14B 0B 0,27M 0,3M 145,4A 1,48B 3,74B
seca 6,5M 5,9A 0,21B | OB 0,20M | 92A 188A 1,98 2,6B

Brachiaria humidicola chuva | 4,7B 0,6M 0,13B 0,3M 0,22M 0,004B 101,6A 0,76B 2,48B
seca 6,9M 5,2A 0,24B 0B 0,16B 12A 115A 1,8B 4,2B

A classificagdo dos valores segundo Cochrane et al. (1985): A = alto; B = baixo; M = médio; S = satisfatério

Através dos dados foi possivel perceber que houve aplicacdo de calagem nos solos rizosféricos ao
redor do oleoduto para favorecer o crescimento dessas espécies (Tabela 2), uma vez que mais de 96% dos
solos do Estado do Amazonas apresentam pH abaixo de 5,5 (MOREIRA et al., 2005). Com isso houve uma
reducdo do aluminio e manganés toxicos (MASCARENHAS et al., 1984; ESPER NETO et al., 2019), o que pode
resultar em aumentos da absorcdo de nitrogénio, fosforo e potassio (QUAGGIO et al., 1993). O pH no periodo
chuvoso dos solos rizosféricos de Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens apresentaram acidez mediana e
Vismia guianensis e Brachiaria humidicola sdo consideradas de baixo pH, segundo os critérios de Cochrane
et al. (1985). O pH no periodo seco dos solos rizosféricos de Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens e
Brachiaria humidicola apresentaram acidez mediana e Vismia guianensis é considerado baixo.

As concentragdes de Al no periodo chuvoso foram consideradas médio em Vismia guianensis e
Brachiaria humidicola e baixo em Mucuna pruriens e Brachiaria decumbens. Ja no periodo seco as
concentracoes de Al foram consideradas baixas em todas as amostras de solo. As concentragdes superiores
a 1,5 cmol kg de solo podem ser tdéxicas para a maioria das plantas cultivadas. Os teores de K no periodo
chuvoso nos solos rizosféricos de Vismia guianensis e Mucuna pruiens foram considerados baixos (<0,15
cmolc. de K kg de solo) e em Brachiaria decumbens e Brachiaria humidicola s3o considerados médio. Os
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teores de K no periodo seco nos solos rizosféricos de Mucuna pruiens e Brachiaria humidicola foram
considerados baixos (<0,15 cmolc. de K kg-1 de solo), e em Vismia guianensis e Brachiaria decumbens sdo
considerados médio. Os teores de P no solo no periodo seco foram superiores quando comparados ao
periodo chuvoso. Quanto aos teores de micronutrientes encontrados nos solos rizosféricos nos dois periodos,
observou-se alta variacdo para o Fe e pouca para o Zn e Mn. Os teores de Fe variaram de 92,8 a 145,4 mg kg
! de solo no periodo chuvoso e 115 a 333 mg kg de solo no periodo seco. Os teores de Zn e Mn sdo

considerados baixos, segundo Cochrane et al. (1985).

Enriquecimento das amostras

As populagdes de bactérias das quatro espécies vegetais coletadas no periodo chuvoso cresceram
até o 142 dia de incubacdo (Figura 1), independente da adicdo de petrdleo ou ndo como fonte de carbono.
No entanto, a adicdo do petrdleo resultou em maior crescimento nos tratamentos contendo solos
rizosféricos de Vismia (Fig. 1a), Mucuna (Fig. 1b) e B. humidicola (Fig. 1d), indicando que essas bactérias
usaram tanto as fontes de carbono presentes no solo como o préprio petréleo para crescerem. Esse
comportamento so foi diferente com a populagdo de bactérias presente na rizosfera de B. decumbens (Fig.
1c), que cresceu de forma significativamente semelhante, independente da adicdo ou ndo do petréleo
durante o periodo de incubac3o. E possivel, nesse caso, que a maioria da populagdo de bactérias presentes
na rizosfera dessa graminea esteja totalmente adaptada para consumir o petréleo colocado nas placas de
Petri, independentemente de estar ou ndo incubada previamente com esse componente organico.

Ja as populagGes presentes nas rizosferas das outras espécies, pelo menos em parte, ainda ndo
estavam adaptadas ao petréleo. Ao serem adicionadas nas placas de Petri contendo o petrdleo como fonte
de carbono, apenas aquela parte da populagdo dos frascos testemunhas, capaz de usar o petréleo, cresceu
no meio com sua adicao, sendo, portanto, menor do que as dos frascos incubados com esse componente
organico, que foi usado pela parte da populacdo adaptada, que por isso, apresentou maior populagdo até o
149 dia de incubacdo. Ao se analisar as escalas de valores nos eixos Y da Figura 1, percebe-se que a populacao
de bactérias capazes de usar o petréleo foi bem menor na rizosfera do lacre (Vismia guianensis), que ndo
chegou a atingir cerca de 2500x10° UFC g Solo, enquanto que as das outras espécies de plantas adicionadas
previamente com petréleo ultrapassaram 3500x10° UFC g solo e chegando, como no caso da B. humidicola,
a 4000x10° UFC g solo.

A menor populagdo de bactérias capazes de usar o petrdleo no solo rizosférico da Vismia pode ser
devido ao sistema radicular muito pouco desenvolvido pelas mudas coletadas no campo (menores do que 1
m de altura), com produg¢des muito baixas de exsudatos radiculares capazes de manter altas popula¢des de
microrganismos rizosféricos. Observou-se que as bactérias levam algum tempo para se adaptarem a nova
fonte de carbono (meio enriquecido), seguindo-se um aumento significativo desses microrganismos e de
mineraliza¢do do petrdleo. Foi detectada ainda uma queda significativa das populacdes de bactérias capazes
de quebrar o petréleo aos 21 dias de incubagdo, sugerindo que exauriram a maior parte das fontes de

carbono presentes nos solos, pressupondo-se assim, que os componentes do petréleo adicionado como
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contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertidos em CO, e dgua por essas bactérias nesse
periodo.

No 282 dia esse decaimento continuou em Brachiaria decumbens (c) e Brachiaria humidicola (d),
porém em Vismia guianensis (a) e Mucuna pruriens (b) ocorreu um pequeno aumento, sugerindo que
estavam usando as fontes de carbono presentes no solo (M.O. e petrdleo) de forma diferenciada das demais.
Esse processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido completado aos 35
dias de incubagdo, quando as populagdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram com valores

proximos ao zero.

Vismia guianensis Mucuna pruriens
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Figura 1: Populagdes de bactérias coletadas no periodo chuvoso, em meio enriquecido previamente ou ndo com
petrdleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Ao se analisar as populagdes rizosféricas de bactérias coletadas no periodo seco (Figura 2), observa-
se gue todas as quatro espécies de plantas apresentaram também, maiores crescimentos aos 14 dias de
incubacdo, mas nesse caso, houve uma pequena mudanc¢a de comportamento em relagdo a coleta do periodo
chuvoso. A pré-incubacdo com petréleo permitiu maiores populagdes de bactérias em todos os tratamentos
guando comparados com suas testemunhas sem a adi¢do prévia desse contaminante, sendo que as maiores
diferencas foram observadas pelas populagGes das braquidrias (Figura 2 c, d). Esses resultados mostram que
a adicdo do petrdleo estimulou o crescimento bacteriano presente nas rizosferas dessas espécies.

Observou-se uma queda significativa das populacdes de bactérias capazes de quebrar o petréleo aos
21 dias de incubacgado, sugerindo que esgotaram a maior parte das fontes de carbono presentes nos solos,
implicando-se assim, que o petréleo adicionado como contaminante tenha sido total ou quase totalmente
convertido em CO; e dgua por essas bactérias nesse periodo. No 282 dia esse decaimento continuou em
Brachiaria decumbens (c), porém em Vismia guianensis (a), Mucuna pruriens (b) e Brachiaria humidicola (d),
ocorreu um pequeno aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de carbono presentes no solo (M.O.
e petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse processo de exaurimento das fontes de carbono
presentes nos solos deve ter sido completado aos 35 dias de incubagao, quando as populagGes presentes nas

amostras de solos se estabilizaram com valores préximos ao zero.
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Figura 2: Populagdes de bactérias coletadas no periodo seco, em meio enriquecido previamente ou ndao com petréleo.
a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

As populacdes de fungos filamentosos presentes nas rizosferas das quatro espécies vegetais
coletadas no periodo chuvoso cresceram até o 142 dia de incubacdo (Figura 3) no tratamento testemunha
de Vismia guianensis (Fig. 3a) e Brachiaria decumbens (Fig. 3c) e, nos tratamentos enriquecidos de Mucuna
pruriens (Fig. 3b) e Brachiaria humidicola (Fig. 3d). J4 no tratamento com adicdo de petrdleo de Vismia
guianensis (Fig. 3a) e B. decumbens (Fig. 3c), as populacbes de fungos filamentosos cresceram até o 219 dia
de incubacdo. A adi¢do do petréleo resultou em maior crescimento fungico nos tratamentos contendo solos
rizosféricos de Vismia (Fig. 3a) e Mucuna (Fig. 3b), indicando que esses fungos filamentosos usaram tanto as
fontes de carbono presentes no solo como o préprio petrdleo para crescerem. Esse comportamento sé foi
diferente com a populacdo de fungos filamentosos presentes na rizosfera de B. humidicola (Fig. 3d), que
cresceu de forma semelhante, independente da adi¢cdao ou ndo do petréleo durante o periodo de incubagao
e, em B. decumbens (Fig. 3c), onde a populagdo de fungos filamentosos presente na rizosfera no tratamento
sem a adicdo do petréleo resultou em maior crescimento do que no tratamento enriquecido.

E possivel que a maioria da populacdo de fungos filamentosos na rizosfera de B. humidicola e de B.
decumbens esteja totalmente adaptada para consumir o petrdleo colocado nas placas de Petri,
independentemente de estar ou ndo incubada com esse componente organico. Ja as populagdes presentes
nas rizosferas das outras espécies, pelo menos em parte, ainda ndo estavam adaptadas ao petrdleo. Ao serem
adicionadas nas placas de Petri contendo o petréleo como fonte de carbono, apenas aquela parte da
populacdo dos frascos testemunhas, capaz de usar o petrdleo, cresceu no meio com sua adi¢do, sendo,
portanto, menor do que as dos frascos incubados com esse componente organico, que foi usado pela parte
da populagdo adaptada.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos Y, percebe-se que a popula¢do de fungos filamentosos
capazes de usar o petréleo foi bem menor na rizosfera de B. humidicola (Fig. 3d), que chegou a atingir um
maximo de 100x10° UFC g solo. Em seguida se encontram as populacdes observadas no solo rizosférico de
Vismia (Fig. 3a), que atingiram os maximos de 200x10° UFC g solo no tratamento testemunha e 330x10°
UFC g* solo no tratamento previamente enriquecido com o petrdleo. No caso dos fungos da rizosfera de M.

pruriens (Fig.3b), observa-se uma populacdo maxima aos 14 dias de incubacdo de 500x10° UFC g solo no
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tratamento previamente enriquecido com petréleo, mas uma que se manteve préxima ao zero no
tratamento testemunha, fato esse Unico em todo o experimento. No caso da populacdo de fungos
encontrados na rizosfera de B. decumbens (Fig. 3c), houve uma inversao de valores, no qual o petrdleo, ao
ser adicionado previamente no solo antes da incubacdo, retardou o crescimento dos fungos e o seu maximo
atingindo cerca de 360x10° UFC g solo aos 21 dias de incubag3o, sendo inferior ao méximo observado no

tratamento testemunha, de aproximadamente 500x10° UFC g solo aos 14 dias de incubac3o.
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Figura 3: Populagdes de fungos filamentosos coletadas no periodo chuvoso, em meio enriquecido previamente ou ndo
com petroéleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

A menor populacdo de fungos filamentosos capazes de usar o petréleo no solo rizosférico de B.
humidicola possivelmente deve-se a baixa competicdo dos fungos filamentosos com os microrganismos
(bactérias e leveduras). De acordo com Cunha et al. (2000) o crescimento de uma populagdo especifica causa
um desequilibrio na comunidade por competicdo por espacos fisicos, nutrientes e dgua, reduzindo para
pequenas quantidades, os microrganismos que tém o melhor desempenho na biodegradacado. Observou-se
uma queda significativa das populagdes de fungos filamentosos capazes de quebrar o petrdleo aos 21 dias
de incubagdo em M. pruriens (Fig. 3b) e B. humidicola (Fig. 3d), sugerindo que exauriram as fontes de carbono
presentes nos solos, pressupondo-se assim, que o petrdleo adicionado como contaminante tenha sido total
ou quase totalmente convertido em CO, e dgua por esses fungos filamentosos nesse periodo. Em V.
guianensis (Fig. 3a) e B. decumbens (Fig. 3c) ocorreu uma queda significativa das popula¢des de fungos
filamentosos capazes de quebrar o petréleo somente no 282 dia. Além disso, observou-se que em M. pruriens
(b) e B. humidicola (d) continuaram decaindo. No 352 dia esse decaimento continuou em V. guianensis (a) e
B. decumbens (c); ja em M. pruriens (b) e B. humidicola (d) esse processo de exaurimento das fontes de
carbono presentes nos solos deve ter sido completado, quando as populagdes presentes nas amostras de
solos se estabilizaram com valores proximos ao zero.

O processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos ocorreu em V. guianensis (a)
e B. decumbens (c) aos 42 dias de incubac¢do, quando foram observados os valores proximos ao zero,
indicando que as populacdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram. Ao se analisar as populag¢des
rizosféricas de fungos filamentosos coletadas no periodo seco (Figura 18), observou-se que a maioria das

espécies de plantas apresentou também, maiores crescimentos aos 14 dias de incubagdo, com excec¢do de
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Brachiaria decumbens no tratamento testemunha, que cresceu até o 212 dia de incubac¢do. Pode-se observar
gue ocorreu uma pequena mudan¢a de comportamento em relagdo a coleta do periodo chuvoso. As
popula¢des de fungos filamentosos nos tratamentos com e sem petrdleo permitiu maiores populagdes
guando comparados com o periodo chuvoso, sendo que as maiores diferengas foram observadas pelas
popula¢des de fungos encontrados nas rizosferas de Vismia guianensis, Mucuna pruriens e Brachiaria
decumbens (Figura 4a, b, c). A pré-incubacdo com petrdleo permitiu maiores popula¢ées de fungos
filamentosos somente em Mucuna pruriens quando comparado com a sua respectiva testemunha (Figura
4b). Esses resultados mostram que a adicdo do petréleo estimulou o crescimento fungico presente na

rizosfera dessa espécie.
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Figura 4: Populagdes de fungos filamentosos coletadas no periodo seco, em meio enriquecido previamente ou ndo
com petrodleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

Observou-se uma queda significativa das populagdes de fungos capazes de quebrar o petréleo aos
21 dias de incubagdo (exceto na amostra contendo solo rizosférico de B. humidicola), sugerindo que
exauriram as fontes de carbono presentes nos solos, pressupondo-se assim, que o petrdleo adicionado como
contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO, e 4gua por esses fungos nesse
periodo. Esse processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido completado
aos 35 dias de incubacdo, quando as populacdes presentes nas amostras de solos se estabilizaram com
valores préximos ao zero.

As populagdes de leveduras (fungos unicelulares) presentes nas rizosferas das quatro espécies
vegetais coletadas no periodo chuvoso cresceram até o 142 dia de incubacdo (Figura 5), independente da
adicdo de petrdleo ou ndo como fonte de carbono. No entanto, a adi¢do do petréleo resultou em maior
crescimento nos tratamentos contendo solos rizosféricos de M. pruriens (Fig. 5b) e B. decumbens (Fig. 5c),
indicando que essas leveduras usaram tanto as fontes de carbono presentes no solo como o préprio petréleo
para crescerem. Esse comportamento foi diferente com a populagdo de leveduras presente na rizosfera de
V. guianensis (Fig. 5a) e na populagao de B. humidicola (Fig. 5d), que cresceu de forma significativamente
semelhante, independente da adi¢3o ou n3o do petréleo durante o periodo de incubacio. E possivel, nesse
caso, que a maioria da populagdo de leveduras presentes na rizosfera dessa graminea esteja totalmente
adaptada para consumir o petrdleo colocado nas placas de Petri, independentemente de estar ou nao

incubada com esse componente organico. Ja as populagdes presentes nas rizosferas das outras espécies, pelo
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menos em parte, ainda ndao estavam adaptadas ao petrdleo. Ao serem adicionadas nas placas de Petri
contendo o petréleo como fonte de carbono, apenas aquela parte da popula¢do dos frascos testemunhas,
capaz de usar o petrdleo, cresceu no meio com sua adi¢cdo, sendo, portanto, menor do que as dos frascos
incubados com esse componente organico, que foi usado pela parte da populagdo adaptada, que por isso,

apresentou maior populacdo até o 142 dia de incubagao.

Vismia guianensis Mucuna pruriens
700 800
2 600 g 700 |
500 600
2 AN : A
= 7/ \\ = 400
) 300 7\ =] 300 / A\
= 200 2 = y/A \
@ 100 . 2 100
3 = o —a—m 3 o |-
2 © | 7 [1a][21]28]35 | S o 7 [ 14 [ 2a [ 28 | 35 | 4
—+—T1(Testemunha) | 0,45 | 40 | 600 | 83 | 50 | 3 | 08 [—+=T3 (Testemunha) [ 063 | 36 | 600 [ 70 2 o [o00a2
—8—T2 (Enriquecido) [ 0,41 | 47 | 430 | 20 | 61 |—m=T4 (Enriquecido) | 07 71 730 71 23 12 | 023
Brachiaria decumbens Brachiaria humidicola
700 R 700
9 o N\ 9 500 1\
] 500 3 500
= J X = /\
= 400 = 400
g 56 /[ \ g s / \
S 200 / -\ S 200 /\
2 2
3 / \ 3 / \
=l 100 2 100
o o > A—\-_ e 6 = —_
) 7 | 1a ] 21|28 | 35 | a2 ) 9 14 21 28 | 35 a2
[=e=T5 (Testemunha) [ 03 [ 0 [ 30 [ 27 | 1 [ 15 [oas |—#— 17 (Testemunha) | 025 | 41 | 600 | 70 75 | 3 09
—8—T6 (Enriquecido) | 05 | 66 | 660 | 0 [ 57 | 34 | 01 |—m=T8(Enriquecido) | 041 [ 673 | 600 | 40 | 29 | 33 | 033

Figura 5: Populagdes de leveduras (fungos unicelulares) coletadas no periodo chuvoso, em meio enriquecido
previamente ou ndao com petrdleo a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria
humidicola.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos y, percebe-se que a populagao de leveduras capazes de
usar o petréleo foi levemente maior na rizosfera da mucuna (Mucuna pruriens), que ultrapassou 700x10°
UFC g solo, seguida pela da B. decumbens, com aproximadamente 650x10° UFC g solo e chegando, como
no caso da M. pruriens, a 7300x10° UFC/g Solo. A menor populacdo de leveduras capazes de usar o petrdleo
no solo rizosférico da Vismia pode ser devido ao sistema radicular muito pouco desenvolvido pelas mudas
coletadas no campo (menores do que 1 m de altura), com produgdes muito baixas de exsudatos radiculares
capazes de manter altas popula¢des de microrganismos rizosféricos. Observou-se uma queda significativa
das populagdes de leveduras capazes de quebrar o petrdleo aos 21 dias de incubagdo, sugerindo que
exauriram as fontes de carbono presentes nos solos, pressupondo-se assim, que o petrdleo adicionado como
contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em CO; e agua por essas leveduras nesse
periodo. No 282 dia esse decaimento continuou em Mucuna pruriens (b) e Brachiaria humidicola (d), porém
em Vismia guianensis (a) e Brachiaria decumbens (c) ocorreu um pequeno aumento, sugerindo que estavam
usando as fontes de carbono presentes no solo (M.O. e petréleo) de forma diferenciada das demais. Esse
processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos deve ter sido completado aos 35 dias
de incubagdo, quando as populag¢des presentes nas amostras de solos se estabilizaram com valores proximos
ao zero.

Ao se analisar as populagdes rizosféricas de leveduras coletadas no periodo seco (Figura 6), observa-
se gque todas as quatro espécies de plantas apresentaram também, maiores crescimentos aos 14 dias de
incubagdo, mas nesse caso, houve uma pequena mudanca de comportamento em relacdo a coleta do periodo
chuvoso. A pré-incubacdo com petrdleo permitiu maiores populacdes de leveduras em V. guianensis (Fig.

6a), M. pruriens (Fig. 6b) e B. decumbens (Fig. 6¢) quando comparados com suas testemunhas sem a adicdo
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prévia desse contaminante, sendo que a maior diferenca foi observada pela populagdo de B. decumbens (Fig.
6¢). Esses resultados mostram que a adi¢cdo do petrdleo estimulou o crescimento de leveduras presentes nas
rizosferas dessas espécies.

Ao se analisar as escalas de valores nos eixos Y, percebe-se que a populagao de leveduras capazes de
usar o petrdéleo foi bem menor na rizosfera de B. humidicola, que atingiu 700x10° UFC g solo, enquanto que
as das outras espécies de plantas adicionadas previamente com petréleo ultrapassaram 1000x10° UFC/g Solo
e chegando, como no caso da B. decumbens, a 1730x10° UFC g solo.

Observou-se uma queda significativa das populacées de leveduras capazes de quebrar o petréleo aos
21 dias de incubacdo, sugerindo que esgotaram as fontes de carbono presentes nos solos, implicando-se
assim, que o petréleo adicionado como contaminante tenha sido total ou quase totalmente convertido em
CO, e agua por essas bactérias nesse periodo. No 282 dia esse decaimento continuou em Mucuna pruriens
(b) e Brachiaria decumbens (c), porém em Vismia guianensis (a) e Brachiaria humidicola (d), ocorreu um
pequeno aumento, sugerindo que estavam usando as fontes de carbono presentes no solo (M.O. e petrdleo)
de forma diferenciada das demais. Esse processo de exaurimento das fontes de carbono presentes nos solos
deve ter sido completado aos 35 dias de incubac¢do, quando as populagGes presentes nas amostras de solos

se estabilizaram com valores préximos ao zero.

Vismia guianensis Mucuna pruiens
1400 1200
1200
1000
800
600
400
200

0 0
0 7 |18 | 21| 28| 35 | a2 0 7 14 21 28 35 a2

UFC x 105/g SOLO
UFC x 105/g SOLO
3
8

—4—T1(Testemunha) | 0,25 | 76 | 630 | 30 | 41 | 45 | 14 ——T3 (Testemunha) | 041 | 73 | 700 | 10 40 3 | 0085
—8—T2 (Enriquecido) | 041 | 57 [1300| 30 | 70 | 35 | 12 —-T4 (Enriquecido) | 08 | 85 [1030 | 55 6 21 | 0025

Brachiaria decumbens Brachiaria humidicola

2000 1200
1800
1600
1400
1200
1000

800

1000

600

400

200
0 0

0 7 |14 | 21| 28 |35 | a2 0 7 14 21 28 35 42

UFC x 105/g SOLO
UFC x 105/g SOLO
2
8

——T5 (Testemunha) (0,125 | 40 [1.000| 44 | 47 | 18 | 04 —4—T7 (Testemunha) | 051 | 49 [1060 | 73 13 | 087 | 0,09

~8~T6 (Enriquecido) | 0,25 | 71 1730|290 | 14 | 4 | 03 —-T8 (Enriquecido) | 057 | 60 | 700 | 38 8s | 085 | 022

Figura 6: Populagdes de leveduras coletadas no periodo seco, em meio enriquecido previamente ou ndo com petrdleo
a) Vismia guianensis; b) Mucuna pruriens; c) Brachiaria decumbens; d) Brachiaria humidicola.

A populacdo predominante nos solos analisados foi a de bactérias, o que esta de acordo com o
encontrado em diversos trabalhos que afirmam que as bactérias sdo os organismos mais abundantes na
rizosfera de plantas (BECKER et al., 1988; CHANWAY et al., 1991; JACOBY et al., 2017). A habilidade de
degradacdo do petréleo é apresentada por diversos microrganismos, principalmente bactérias e fungos
filamentosos, embora a ubiquidade deles nos ecossistemas terrestres. Morgan et al. (1994) afirmam que
além das bactérias e fungos filamentosos, existem varios géneros de leveduras e algas unicelulares que
possuem capacidade de metabolizar hidrocarbonetos de petrdleo. Dessa forma, o conhecimento da
diversidade da comunidade rizosférica poderd ajudar nos processos de biorremediacdo de maneira a

estimular e acelerar a biodegradac¢ao dos ambientes que podem ser impactados com petroéleo.
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CONCLUSOES

A adicdo de petrdéleo ao meio de cultura resultou em aumentos significativos de microrganismos
capazes de degradar esse complexo organico, com as populacdes de bactérias ultrapassando 4,5x10% UFC.g"
Lde solo, fungos filamentosos ultrapassando 1,4x10” UFC g* de solo e leveduras ultrapassando 6,0x10” UFC.g"
! de solo, popula¢des essas, capazes de contribuir para a degradacdo do petréleo caso ocorra algum
derramamento ao longo do oleoduto. Entre as quatro espécies, a Brachiaria decumbens apresentou a maior
ocorréncia de microrganismos degradadores de petrdleo. As maiores concentragdes de UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) de bactérias, fungos filamentosos e leveduras ocorreram no periodo seco. No
periodo chuvoso, a maior concentracdo de UFC de bactérias ocorreu em Brachiaria humidicola e, de fungos
filamentosos e leveduras em Mucuna prurinens. No periodo seco, a maior concentracdo de UFC de bactérias
ocorreu em Brachiaria decumbens, de fungos filamentosos em Mucuna pruriens e leveduras em Brachiaria

decumbens.
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