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I11.1 Discussdo sobre riscos e 0s beneficios decorrentes da introducdo de microrganismos
exoticos para atuarem na recuperacdo de areas contaminadas ou como agentes de controle

bioldgico.

I11.1.1 Discussdo sobre riscos e 0s beneficios decorrentes da introducdo de microrganismos
exéticos para atuarem como agentes de controle bioldgico.

O interesse no uso do controle biolégico como uma alternativa ao controle quimico tem
crescido, de forma que essa técnica tem sido aplicada em mais de 30 milhdes de hectares ao longo
do mundo (Waage, 1996; Gillespie, 2016; Van Lenteren et al., 2018). No que diz respeito,
especificamente, aos agentes microbianos de controle biolégico, Van Lenteren e colaboradores
(2018) descrevem que a América do Norte é o mercado que mais vende esses produtos, mas existe
uma crescente demanda de seu uso por parte de paises da América latina, sequidos pela Asia. Esses
autores sugerem ainda que devido aos iniumeros casos de sucesso do controle bioldgico na producao
agricola, quando os agrotoxicos sintéticos falham ou ndo estdo disponiveis, o controle bioldgico
podera ser aplicado em uma area muito maior da que tem sido utilizada até hoje.

Aplicacdes bem-sucedidas incluem bactérias e fungos. Por exemplo, Agrobacterium
radiobacter ndo patogénico ja foi usado contra a doenca da galha da coroa; Fusarium spp. contra
murchas de Fusarium; Pseudomonas fluorescens contra o tombamento do algoddo causado pelo
fungo Pythium, Verticillium biguttatum contra dano a batata induzido por Rhizoctonia solani, dentre
varios outros casos (Van Veen et al., 1997).

Verifica-se, portanto, um crescente interesse na reducdo ou substituicdo de uso dos
agrotdxicos sintéticos por métodos mais sustentaveis e menos agressivos ao ambiente no manejo de
pragas (Waage, 1996; Tomasetto, 2017) por parte dos consumidores, varejistas e algumas
instituicGes ndo governamentais, ou seja, pela populacdo em geral. Em resposta a essa demanda ja €
possivel observar em alguns paises, incentivo ao uso do controle biolégico, como ocorre no governo
europeu. Além disso, tem sido muito utilizado a combinacdo do controle bioldgico em geral com
outras técnicas no manejo integrado de pragas, dentre as quais, a mudanca do habitat, alteracao das
praticas culturais e uso de variedades resistentes. Essas também sdo algumas das estratégias para
minimizar os riscos oferecidos pelas pragas a saude humana, aos organismos benéficos e ao meio
ambiente como um todo (Gravena, 1992).

O controle biologico utilizando tanto microrganismos (incluindo virus, bactérias e fungos)
quanto "macrorganismos"” (incluindo predadores e parasitoides de artropodes e nematdides
entomopatogénicos) ja é usado desde muitos anos para a supressao de pragas tanto na agricultura
quanto horticultura e silvicultura (DeBach, 1964; van Lenteren, 2008; van Lenteren, 2018). Séo

ainda relatados cinco diferentes tipos de controle bioldgico: o natural, o conservacional, o classico,



0 inundativo e o aumentativo (Johnson, 1994; Cock et al., 2010; Van Lenteren et al., 2018). Porém,
apenas o classico, o inundativo e o aumentativo sdo aqueles que, geralmente, introduzem
organismos no ambiente, sejam inimigos naturais ou patdgenos, para combater a praga alvo. O
controle bioldgico classico se baseia no uso de inimigos naturais conhecidos para 0 combate de
determinadas pragas. Esses agentes de controle biologico sdo, geralmente, coletados na area de
origem da praga e introduzidos no local em que ela esté se tornando invasiva. No controle bioldgico
aumentativo, os agentes de controle bioldgico também podem ser indigenas ou exaticos, estes sdo
liberados em grande quantidade visando a mortalidade da praga alvo. Entretanto, os agentes de
controle biolégico de um ciclo de cultivo ndo necessariamente persistirdo para o proximo cultivo, o
que leva a necessidade de re-inoculagdo em grande quantidade, o que faz com que ele também seja
chamado de controle biolédgico inoculativo sazonal. J& no controle bioldgico inundativo, os agentes
de controle sdo também liberados em grande quantidade visando obter um controle imediato de
pragas, entretanto ele é utilizado em um Unico momento, geralmente em determinado periodo do
ano ou nas lavouras com um ciclo de producdo curto. Para 0s agentes microbianos de controle
bioldgico, qualquer uma dessas estratégias pode ser utilizada, porém é mais comum se empregar 0
controle bioldgico inundativo (Eilenberg et al., 2001).

Muitas vezes o0 uso de agentes de controle bioldgico exoticos, sejam eles microrganismos ou
ndo, é necessario. Principalmente quando o interesse é o de combater uma praga que também é
exodtica, ou seja, que foi introduzida por diferentes vias, sejam elas intencionais ou ndo, e se
disseminou em um determinado local no qual ndo se encontra naturalmente um inimigo capaz de
combaté-la. Nesse caso realmente se faz necessario o uso de inimigos naturais também exaticos
para que a técnica possa ser empregada (Sa et al., 2016).

Independente da origem, os beneficios de uso dos agentes de controle bioldgico (ACB) em
geral sdo relacionados, principalmente, a reducéo das perdas das colheitas causadas pelas pragas, o
que evita 0s prejuizos agricolas e garante 0os meios de subsisténcia da populacdo. Outro importante
beneficio dos ACB é a reducdo no uso de agrotdxicos, o que por sua vez, beneficia a salde humana
e, consequentemente, reduz os gastos do sistema de saude decorrentes da exposicdo a essas
substancias (Cock et al., 2010). Além disso, o uso dos ACB em relacdo aos produtos sintéticos
reduz a contaminagdo de &gua e solo, diminui o impacto na biodiversidade das culturas e reduz os
gastos com mao-de-obra e equipamentos especializados, devido aos métodos de aplicacdo serem
mais facilmente adaptaveis do que os geralmente empregados para suas aplicacdes (Hoddle, 2004;
Cock et al., 2010). Outros beneficios do uso de ACB no controle de pragas compreendem a
possibilidade de controlar espécies exoéticas invasoras, que geralmente ndo possuem inimigos
naturais, conforme ja mencionado, e a reducdo da expansao das fronteiras agricolas (Cock et al.,

2010). Assim como a possibilidade de que uma dada area retorne com suas condigdes ecoldgicas



para uma forma mais semelhante a que possuia antes da chegada da praga invasora (Hoddle, 2004).
A possibilidade de utilizacdo de agentes de controle com alvos amplos ou estreitos, dependendo do
organismo utilizado, também é vantajoso (Whipps & Lumsden, 2001).

O uso dos ACB também pode ser considerado benéfico pelo fato de ndo demandarem
intervalo de colheita ou periodo de espera apds a liberacdo desses agentes nas culturas, 0 que ocorre
com os agentes quimicos (Van Lenteren et al., 2018). Além de ndo apresentarem dano fitotoxico as
plantas e resisténcia dos organismos alvo contra seus inimigos naturais apds o uso do controle
bioldgico (Van Lenteren et al., 2018). Outra vantagem é que resultam em baixos niveis de residuos
apos o seu uso, ficando dentro dos valores exigidos pelos 6rgaos reguladores (Van Lenteren et al.,
2018). No que diz respeito ainda aos beneficios econémicos, para alguns programas de controle
biol6gico, ganhos econdmicos sdo mensurados e esses programas vém sendo considerados bem
sucedidos (Jetter et al., 1997; Nordblom et al., 2001; Paine et al., 2015).

Em relacdo, especificamente, aos ACB de origem microbiana, dentre suas indmeras
vantagens Alves (1998) e Bueno e colaboradores (2015) destacam: A especificidade e seletividade
de alguns patégenos, como €é o caso de virus, alguns fungos e protozoarios, de forma que mesmo
sendo aplicados em doses maiores, ndo correm grandes riscos de causar desequilibrios ao meio e
nem afetar insetos benéficos a agricultura; O fato desses agentes possuirem a capacidade de
producdo em meios artificiais, multiplicacdo e dispersdo no ambiente, podendo permanecer nele por
longos periodos, afetando geracdes das pragas; Serem agentes que ndo poluem o ambiente, ndo sao
toxicos a0 homem, nem aos animais, desde que se respeite as recomendacdes e normas de
seguranca do produto e o fato de que os insetos dificilmente se tornam resistentes aos patdgenos.
Adicionalmente, apesar do custo de desenvolvimento ser aproximadamente o mesmo que 0s dos
produtos quimicos, 0s gastos de registros microbianos custam cerca de 80 a 90% menos que 0s
produtos quimicos. No trabalho de Usta (2013) também sdo listadas algumas caracteristicas
benéficas de se utilizar microrganismos como ACB, sendo algumas semelhantes as ja listadas
acima, incluindo a possibilidade de se utilizar estirpes com agdo toxica especifica para um Unico
grupo ou espécie de praga e o fato de que alguns ACB microbianos podem se estabelecer a partir da
interagdo com uma dada populacdo de praga e continuar a se multiplicar, garantindo assim o
controle dessa praga durante geracdes ou estacOes subsequentes. Adicionalmente, esse autor cita
também o fato de que esses microrganismos podem, alem de exercer o controle das pragas,
desempenhar funcGes que auxiliam no crescimento de raizes das plantas e a possibilidade de utilizar
ainda, e se necessario, 0s ACB microbianos em conjunto com inseticidas quimicos sintéticos, visto
que na maioria das vezes, o produto microbiano ndo serd afetado ou danificado por residuos de

inseticidas convencionais.



Segundo O’Callaghan & Brownbridge (2009) testes de laboratorio contra espécies benéficas
e de monitoramento de impactos pos-aplicacdo de ACB sustentam a visdo de que, embora ndo
estejam totalmente livres de riscos para organismos ndo alvo, em comparagdo com outros métodos
de controle, esses agentes de controle microbiano sdo ambientalmente benignos. Medidas rapidas
para mitigar ou erradicar a disseminacdo de pragas, cujo potencial de danos as culturas e/ou
impactos nos ecossistemas indigenas é enorme, devem ser tomadas. Em tais situacbes, oS
agrotoxicos biolégicos podem ser opgdes de controle atraentes e seu uso provavelmente terd um
impacto minimo nas espécies benéficas e outras ndo alvo. Tais vantagens foram claramente
demonstradas com Bacillus thuringiensis, que ndo ocasionou nenhum disturbio ecoldgico
importante, mesmo quando usado em programas de erradicagédo muito intensos e prolongados.

Quanto aos riscos relacionados a introducdo de ACB exoéticos em geral, segundo Van
Lenteren e colaboradores (2006), eles podem ser categorizados, principalmente, como riscos para a
salde humana, riscos para o meio ambiente e riscos econémicos. Os riscos para a saude humana sao
menos frequentes e representados, principalmente, pela possibilidade desses organismos
desencadearem processos alérgicos em humanos. Os riscos econémicos ocorrem pela possibilidade
dos agentes de controle bioldgico introduzidos poderem atacar outros inimigos de pragas, sejam
eles naturais ou até mesmo introduzidos intencionalmente anteriormente, este também é
considerado um risco ao ambiente. Por fim, 0s riscos para 0 meio ambiente podem ser considerados
como 0s mais relevantes e ocorrem pelo fato das introdugdes em geral poderem estar relacionadas a
possiveis mudancas na distribuicdo e abundancia de organismos nativos. Entretanto, é preciso
considerar que esse sO podera ser considerado como um efeito negativo se efetivamente afetar a
populacdo nativa a ponto de causar desequilibrios, pois se esse desequilibrio ocorrer sobre a
populacdo de outros organismos exéticos ndo alvo nao seria considerado como um problema. Os
riscos ambientais mais graves incluem a possibilidade de extingdo local ou global de uma espécie
nativa (alvo ou ndo), grandes reducbes na distribuicdo ou abundancia de organismos nativos,
vetorizacdo de patdgenos prejudiciais aos organismos nativos, perda de biodiversidade de espécies
nativas e, em geral, qualquer grande mudanga no equilibrio de espécies nativas por meio de
mecanismos diretos ou indiretos.

Considerando de forma mais especifica, os riscos associados a introdugéo e uso de agentes
microbianos no controle biolégico, Cook e colaboradores (1996) descrevem quatro categorias de
riscos principais. Dentre elas, a possibilidade de competicdo dos ACB com organismos nao alvo e o
surgimento de reacfes alérgicas em humanos e animais pelo contato com os ACB, como
mencionado anteriormente, além da toxicidade de antibidticos e outros metabolitos ativos
possivelmente produzidos por esses agentes e a sua patogenicidade para organismos néo alvo. Esses

autores sugerem ainda que o risco dos ACB microbianos estd associado a combinacdo do perigo



inerente ao produto, considerando suas caracteristicas intrinsecas, e do tempo de exposic¢do. No que
diz respeito a competicdo dos ACB, as interacbes microrganismo-microrganismo com 0S
microrganismos ndo alvo podem levar a disputa por espago ou disponibilidade de nutrientes e
resultar no deslocamento dos microrganismos ndo alvo de suas areas naturais (Cook et al., 1996).
Além disso, a possibilidade de causar reacOes alérgicas deve ser considerada como um item de
seguranca durante o desenvolvimento e a aplicagdo do ACB, embora apenas uma propor¢ao muito
pequena de espécies de microrganismos, como alguns fungos, sdo relatados por causarem alergias
em humanos via contato com seus esporos (Latge & Paris, 1991). J& foram registrados, por
exemplo, alguns casos de alergias em trabalhadores agricolas que foram expostos a altas
concentragdes de esporos dos fungos Beauveria e Metarhizium spp. (York, 1958).

Sobre os riscos referentes a toxicidade dos ACB em organismos nédo alvo, os antibidticos
produzidos pelos microrganismos introduzidos podem ser toxicos para organismos ndo alvo
indigenas, dado ao amplo espectro de acao de algumas dessas substancias (Cook et al., 1996). Outro
exemplo referente a toxicidade sdo injdrias causadas nas sementes contendo o produto de controle
biol6gico, essas injurias sdo causadas pelos efeitos toxicos dos metabdlitos produzidos pelo
microrganismo durante a germinacdo da semente e podem comprometer a viabilidade da cultura.
Para minimizar essa possibilidade, estudos em laboratério e casa de vegetacdo tentam estimar a
faixa de hospedeiros ecoldgicos que um dado ACB pode atingir para determinar a sua
especificidade com a praga alvo e, consequentemente a seguranca de seu uso (Cook et al., 1996).
Em adicdo, essa analise de seguranca deve ser reforcada quando a introducdo de microrganismos
com potencial para uso como agentes de controle biolégico se tratarem também de patégenos
oportunistas dos seres humanos. Esse é o caso, por exemplo, relatado para fungos como o
Aspergillus ochraceus que produz a Ocratoxina A, uma micotoxina de efeitos nefrotoxicos e
hepatotdxicos para seres humanos e animais (Sinski, 1975; Batista et al., 2000).

Winding e colaboradores (2004) também investigaram os riscos da introducdo dos ACB,
mais especificamente, sobre organismos ndo alvo. Nesta revisdo séo descritos ACB bacterianos
usados para suprimir fungos patogénicos de raiz de planta. Esses autores concluem que esses ACB
bacterianos afetam organismos ndo alvo pertencentes a cadeia alimentar tanto do solo quanto da
rizosfera, sendo que esses efeitos podem ser causados tanto pela producdo de compostos
antimicrobianos quanto por outros mecanismos desempenhados pelos ACB. Esses autores sugerem,
portanto, que a introdugdo direta de compostos antimicrobianos ao invés da introducéo das células
microbianas poderia ser uma alternativa para controlar a quantidade inoculada da substancia
fungicida produzida pelo ACB, o que podera trazer menor risco aos organismos ndo alvos. Em
outro trabalho, é demonstrado que os extratos celulares de Pseudomonas fluorescens DR54

contendo a substancia fungicida viscosinamida apresentaram efeito em organismos nédo alvo,



causando a diminuicdo da abundancia de protozoarios cultivaveis no solo (Andersen & Winding,
2004).

Brimnera & Bolandb (2003) também relataram que alguns mecanismos de a¢do dos agentes
fangicos de controle bioldgico podem representar riscos para espécies nao alvos, como fungos
micorrizicos e saprofitas, bactérias do solo, plantas, insetos, animais aquaticos e terrestres e
humanos. Tais efeitos incluem o micoparasitismo de micorrizas, a redu¢do na micorrizacdo das
plantas, alteracdes na producdo de cogumelos comerciais e na nodulagdo de Rhizobium spp, além de
alteracdes no crescimento das plantas. Para o género Trichoderma spp, utilizados com ACB, por
exemplo, ja foram associados esses efeitos.

Outra questdo de risco importante dos ACB que sdo aplicados vérias vezes e em altas
concentracdes nas areas agricolas € o risco associado ao potencial de recombinacdo genética entre
0S microrganismos, uma vez que estirpes recombinantes geradas a partir das estirpes iniciais
utilizadas podem apresentar fatores de viruléncia e faixa de hospedeiros distintas delas e se
tornarem mais perigosas (O’Callaghan & Brownbridge, 2009).

Os principais riscos e beneficios apresentados nesse topico podem ser visualizados na
Tabela 1.

Destaca-se que € possivel observar que a maioria dos riscos representados por ACB
microbianos ndo sao diferenciados em relagdo a origem deles, ou seja, se eles sdo ou ndo exoticos.
ACB microbianos, em geral, sejam exéticos ou ndo, podem vir a apresentar algum dos riscos
discutidos em sua introducdo, mas ndo se encontra na literatura um risco que seja especifico e
diferenciado para o0 ACB microbiano exético, que ndo seja no maximo uma maior inseguranga em
relagdo ao seu uso e a possibilidade de se tornar invasor. Por outro lado, além dos varios beneficios
gerais mencionados em comparacdo com as outras formas de controle de pragas disponiveis
atualmente, o uso deles apresenta como o principal beneficio adicional o fato de que para pragas
exoticas muitas vezes a Unica maneira de se realizar um controle microbioldgico eficiente seria com
0 uso de um microrganismo também exdtico. Assim, é necessaria a realizacdo de uma sistematica
avaliacdo de riscos ambientais, ja discutida no produto Il, antes da introducéo e utilizagcdo desses ou
de qualquer outro ACB no ambiente. Além de monitorar para acessar in Situ esses possiveis

impactos ao longo do tempo.



Tabela 1: Principais riscos e beneficios decorrentes da introducdo de microrganismos em geral, incluindo exéticos, para atuarem como agentes de

controle biolégico.

Controle biologico

Riscos

Beneficios

Possibilidade dos ACB desencadearem processos
alérgicos em humanos e animais pelo contato.

Possibilidade de extingdo local ou global de uma
espécie nativa (alvo ou ndo) ou reducdo da
distribuicdo ou abundancia de organismos nativos.

Interferéncia na eficacia de inimigos naturais de
pragas por meio de deslocamentos competitivos.

Toxicidade de antibioticos e outros metabdlitos
ativos possivelmente produzidos pelos ACB aos
organismos nao alvo.

Patogenicidade para organismos ndo alvo.

Disputa por espaco ou disponibilidade de nutrientes
com organismos ndo alvo.

Possibilidade de se tornar patdgenos oportunistas dos
seres humanos.

Potencial de recombinacdo genética entre 0s
microrganismos.

Reducdo das perdas agricolas.

Reducdo no uso de agrotoxicos quimicos, o que diminui 0s gastos
do sistema de saude decorrentes da exposi¢&o.

Reducdo da contaminacédo de agua e solo, diminuindo o impacto na
biodiversidade das culturas quando comparados aos métodos
quimicos.

Gastos menores com méo de obra devido aos métodos de aplicacdo
serem, geralmente, mais facilmente adaptaveis.

Controle de espécies exoticas invasoras.

Permitir o retorno as condicdes ecoldgicas de uma area que sofreu
dano de praga invasora.

Alto indice de especificidade e seletividade para o alvo por parte de
alguns virus, fungos e protozoarios.

N&o é preciso aguardar intervalo de colheita ou periodo de espera
apos a liberacdo dos ACB nas culturas, como ocorre com 0s agentes
quimicos.

N&o apresentam dano fitotdxico as plantas e resultam em baixos
niveis de residuos apds o seu uso, ficando dentro dos valores
exigidos pelos 6rgdos reguladores.

Podem ser produzidos em meios artificiais e em larga escala.




Capacidade de multiplicar e dispersar no ambiente, podendo
controlar novas geragdes das pragas.

Registros microbianos custam cerca de 80 a 90% menos que 0S
produtos quimicos.

Podem desempenhar fungdes que auxiliam no crescimento das
plantas.

Possibilidade de utilizar, se necessario, os ACB microbianos em
conjunto com inseticidas quimicos sintéticos, visto que na maioria
das vezes, o produto microbiano néo sera afetado ou danificado por
residuos de inseticidas convencionais.




111.1.2 Discussdo sobre riscos e 0s beneficios decorrentes da introducdo de microrganismos
exoticos para atuarem na recuperacgdo de areas contaminadas

A introdugdo de microrganismos ndo indigenas com capacidade de degradar um
determinado contaminante consiste na bioaumentacao ou bioadicdo (Simarro et al., 2013; Gupta et
al., 2016). Essa estratégia € comumente utilizada para acelerar a remocao de contaminantes quando
apenas a comunidade indigena nos locais contaminados ndo € capaz de promover a
descontaminacdo da &rea (Gupta et al., 2016). Isso ocorre porque além de condi¢cdes ambientais
favoraveis, a eficiéncia do processo de biorremediacdo depende, principalmente, da presenca de
microrganismos com enzimas habeis em degradar o contaminante e de mecanismos que aumentam
sua biodisponibilidade e que proporcionem tolerancia desses microrganismos aos mesmos (Singh &
Ward, 2004; Jurys et al., 2013; Mahmoudi et al., 2013).

Os microrganismos introduzidos séo especializados nos processos de degradacdo de
contaminantes de interesse e geralmente obtidos a partir de locais com a presenca desses
contaminantes, ja que esses locais possuem uma microbiota modificada na qual os microrganismos
degradadores podem corresponder a até 100% da microbiota viavel (Deziel et al., 1996; Andreoni &
Gianfreda, 2007; Cravo-leurau et al., 2011). Isso ocorre porque a exposicao frequente da microbiota
a contaminantes resulta na selecdo de espécies tolerantes aos mesmos e gque contém o aparato
enzimatico e demais adaptacOes necessarias para seu acesso e utilizacdo como fonte de carbono e
energia (Saikia et al., 2012). Como consequéncia, essas comunidades microbianas tém uma
proporcdo maior de bactérias capazes de responder a presenca dos contaminantes (Okerentugba &
Ezeronye, 2003). Adicionalmente, quando ha a necessidade da bioaumentacdo, em geral, ela €
realizada por meio da introducdo de consércios microbianos pré-adaptados, compostos por cepas
diversas (Mariano et al. 2008; Mukherjee & Chattopadhyay, 2017). Apesar de diferentes cepas
poderem desempenhar as mesmas funcGes ou fungdes semelhantes € mais provavel que
contaminantes alvos s6 possam ser degradados por uma mistura de microrganismos que abriguem
vias metabdlicas chaves para o processo e cooperem de forma sinérgica (Herrero & Stuckey, 2015).

A biorremediacdo pode ser extremamente benéfica, sendo que as principais vantagens mais
gerais consistem no fato de ser um tratamento que pode apresentar um melhor custo-beneficio,
simplicidade e baixo impacto ambiental, se comparado as técnicas fisico-quimicas (Lovley, 2003;
Grant et al., 2006; Lors et al., 2012; Kumar et al., 2010). Além de ter uma melhor aceitacdo publica,
poder ser realizado in situ e ser associado a outros métodos de tratamento fisicos ou quimicos
(Boopathy, 2000). Diferentes opc¢des de bioaumentagdo ja foram comprovadamente Uteis, seja com
0 uso de colecBes de culturas, microrganismos indigenas ou exdgenos ou consorcios sob medida
(Herrrero & Stuckey, 2015). Varios estudos tém demonstrado, inclusive, o uso bem sucedido de

uma variedade de produtos comerciais composto por cepas diversas e comercializados como



preparacdes secas, congeladas ou liquidas na biorremediacdo de diferentes contaminantes, tais
como hidrocarbonetos do petréleo, em varios paises (Seabra et al.,1997; Jyot et al., 2001; Mishra et
al., 2000; Herrrero & Stuckey, 2015).

Um exemplo de bioaumentacdo bem-sucedido foi reportado por Ogbulie e colaboradores
(2011) que avaliaram o efeito da interacdo de plantas e bactérias ndo indigenas na remediacéo de
solo contaminado com 6éleo bruto e constataram reducdo do contaminante mediante a adi¢do de
bactérias como inoculantes. Contudo, a introducdo de microrganismos exdgenos em uma
determinada area contaminada pode ser vantajosa mesmo nos casos de bioestimulacdo, quando esse
microrganismo possui um metabolismo especializado para uma dada via metabdlica que pode
auxiliar a comunidade indigena na degradacdo do poluente, como é o caso, por exemplo, de
bactérias redutoras de sulfato (Rocchetti et al., 2011).

Algumas caracteristicas sdo esperadas desses microrganismos ndo indigenas para justificar o
seu uso nos programas de biorremediacdo. Sdo elas: 1. A capacidade de degradar o poluente mais
rapidamente que as populacdes nativas e 2. Apresentarem um espectro mais amplo da degradagéo
de compostos poluentes quando comparados as populagfes nativas (Van Hamme et al. 2003,
Maduefio et al. 2011). Entretanto, o sucesso da adi¢do desses microrganismos ainda ira depender de
sua adaptacdo as condi¢es ambientais da area contaminada e eles devem ser compativeis com as
comunidades indigenas presentes (Yu & Mohn, 2002; Diaz-Ramirez et al., 2013).

Apesar de comumente serem reportados muitos casos bem-sucedidos de bioaumentagdo com
microrganismos exdgenos ndo € tdo comum que esses microrganismos exogenos sejam também
exoticos. Destaca-se que, considerando a definicdo nacional apresentada no produto II, o
microrganismo exotico que esta sendo considerado para essa discussao € aquele que foi isolado a
partir de substratos que ndo sejam do territorio nacional, do mar territorial, da zona econémica
exclusiva ou da plataforma continental. A introducdo de agentes de biorremediacdo exdticos
também poderia ser uma estratégia benéfica em situacfes nas quais a comunidade indigena nos
locais contaminados ndo é capaz de promover a descontaminacdo da area (Gupta et al., 2016).
Entretanto, os principais isolados comumente relatados na literatura quanto a capacidade de
degradar poluentes diversos e, consequentemente, utilizados em processos de bioaumentacao,
pertencem a géneros como Pseudomonas, Sphingomonas, Bacillus, Enterobacter, Mycobacterium,
Comamonas, Flavobacterium, Micrococcus, Rhodococcus e Arthrobacter. Por serem géneros
ubiquos é comum encontrar microrganismos aptos a degradar contaminantes naturalmente como
parte da microbiota nativa de nichos ambientais diversos, principalmente se os mesmos forem
contaminados (Kanaly & Harayama, 2000; Lors et al., 2010; Jurys et al., 2013; Azubuike et al.,
2016).
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Dessa forma, o uso de um microrganismo exotico na biorremediacéo, diferentemente do
controle bioldgico no qual a necessidade de seu uso é mais evidente, seria melhor justificado em
situacdes nas quais ndo se identificasse nenhum outro grupo de microrganismo indigena da area
contaminada ou exdgeno, mas ainda obtido em territério nacional, capaz de degradar com eficiéncia
semelhante o contaminante de interesse. 1sso porque a maioria dos autores destaca que a maneira
mais efetiva de superar quaisquer barreiras ao processo bioaumentagdo ainda € tentar localizar e
utilizar organismos que estejam naturalmente no mesmo nicho ecolégico que o poluente (Fantroussi
& Agathos, 2005). Nessa mesma linha de raciocinio, uma situacdo em que o uso de microrganismos
exoticos poderia ser vantajoso é na biorremediacdo de poluentes recalcitrantes, j& que por serem
poluentes de dificil degradacdo € menos comum a obtencdo de microrganismos indigenas capazes
de degrada-los com eficiéncia (Mariano et al., 2007).

Apesar de todas os beneficios mencionados e da bioaumentacdo ser uma técnica que vem
sendo usada a anos para o tratamento de ambientes contaminados ainda é considerado um
procedimento com resultados menos controlaveis e previsiveis do que outras técnicas de remocao
de contaminantes, sendo essa uma das suas principais desvantagens (Boon et al., 2000). Muitas
vezes capacidades nutricionais mais amplas permitem que o microrganismo bioaumentado altere
seu metabolismo sob condicdes reais de operacdo de forma a utilizar outros substratos organicos em
vez do poluente alvo, deixando de mostrar em condi¢bes ambientais naturais as habilidades
demonstradas em laboratério, o que diminui a eficiéncia do processo. Essas alteracdes sao
observadas até mesmo em nivel de linhagens, pois muitas vezes ap6s a introducdo in situ de
diferentes linhagens degradativas de uma mesma espécie apenas algumas mantém essas
caracteristicas. Assim, uma forma de aumentar a chance de uma bioaumentacao ser bem sucedida é
a utilizacdo de consorcios de microrganismos degradadores compostos por linhagens diversas ao
invés de um unico microrganismo (Herrero & Stuckey, 2015). Frequentemente também séo
relatados diversos problemas relacionados a condic@es limitantes de crescimento, inclusive a baixa
concentragcdo de substrato, presenca de substancias inibidoras, presenca de microrganismos com
efeitos antagonistas como a producéo de antibioticos e bacteriocinas, a presenca de bacteriofagos e
baixa capacidade de formacao de biofilme, os quais resultam na ineficiéncia do processo (Gentry et
al., 2004; Herrero & Stuckey, 2015).

Adicionalmente, a bioaumentacdo em geral, pode acarretar alguns riscos que devem ser
considerados antes da introdugdo do microrganismo. Um desses riscos seria 0 do microrganismo
introduzido desencadear processos alérgicos em humanos e animais pelo contato. Além disso,
podem se disseminar além da area de interesse e atingir outros ambientes ou colonizar
permanentemente o ambiente no qual foi introduzido. Isso pode levar a uma alteracdo da

composicdo da comunidade microbiana indigena por competicdo ou inibicdo por parte do
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microrganismo introduzido e causar desequilibrios no ecossistema, inclusive, nos ciclos
biogeoquimicos de nutrientes como o Nitrogénio. (Van Veen et al., 1997; Herrero & Stuckey,
2015).

Entretanto, € preciso destacar que microrganismos exdgenos em geral, exéticos ou nao,
quando introduzidos em outros ambientes nem sempre serdo capazes de sobreviver e colonizar
esses novos ambientes por um longo periodo devido a inumeros fatores fisico-quimicos, como
temperatura, pH, disponibilidade de nutrientes, além de competicdo com a comunidade indigena e
predacdo (Nwankwegu & Onwosi, 2017), os quais podem afetar o sucesso do estabelecimento do
microrganismo introduzido na area contaminada, caso ndo sejam adequados ao seu crescimento. Na
verdade, estudos tém demonstrando répido decréscimo de microrganismos exdgenos introduzidos
no ambiente devido principalmente a estabilidade apenas temporaria das cepas recém-introduzidas,
sendo muitas vezes necessario, inclusive, realizar sua introducao periddica, o que € considerado um
dos principais desafios a eficiéncia da bioaumentacdo (Wackett & Ellis, 1999; Boon et al., 2000;
Gentry et al., 2004). Adicionalmente, o crescimento de populacfes introduzidas em ambientes
microbiologicamente ndo perturbados é um fendmeno raro (Van Veen et al., 1997).

Além disso, ambientes impactados por contaminantes geralmente j4 possuem naturalmente
uma microbiota alterada e com desequilibrios. Ndo se espera que nesses ambientes haja um
equilibrio de funcgdes e dos ciclos biogeoquimicos. Dessa maneira, mesmo que 0 microrganismo
exotico seja capaz de persistir no ambiente e afetar a microbiota indigena o impacto negativo que
ird causar sera muito menor do que aconteceria caso essa introducdo tivesse sido realizada em um
ambiente natural equilibrado.

Outro risco a ser considerado é a respeito de introducbes de microrganismos que ja sao
relatados como patégenos para o ser humano (Singer et al., 2005). Adicionalmente as condicbes
diferenciadas dos locais contaminados podem selecionar microrganismos com propriedades
indesejaveis dentre os introduzidos. Sabe-se, por exemplo, que mecanismos de tolerancia ao tolueno
apresentados por bactérias do género Pseudomonas, envolvem bombas de efluxo e que essas
mesmas bombas sdo responsaveis pelo bombeamento de varios antibidticos e biocidas, o que é
chamado de resisténcia cruzada. Isso aumentaria a possibilidade de que a biorremediacéo in situ de
ambientes contaminados com tolueno, por exemplo, possa selecionar bactérias resistentes a
antibioticos e biocidas (Davison, 2005). Assim, nem todo microrganismo com potencial degradativo
pode ser utilizado para a biorremediacdo, como por exemplo, a espécie Burkholderia cepacia,
patdgeno humano envolvido na fibrose cistica e resistente a multiplos antibi6ticos, Pseudomonas
aeruginosa, um patégeno nosocomial, dentre varios outros (Davison, 2005). Assim como
microrganismos ndo patogénicos, mas que possam apresentar mecanismos de resisténcia cruzada.

Esse € um ponto extremamente importante e & preciso estudar minuciosamente as espécies
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candidatas a introducdo para garantir que ndo possuam determinantes de viruléncia e seleciona-las
com cautela (Davison, 2005; Herrero & Stuckey, 2015) principalmente se forem espécies exoticas a
area na qual se pretende utiliza-la.

No caso das bactérias, mesmo que elas ndo possuam potencial patogénico, uma vez
liberadas no meio ambiente podem ter potencial para se tornarem patdégenos oportunistas, devido,
por exemplo, a aquisicdo de genes de viruléncia e resisténcia a partir de plasmideos via
transferéncia horizontal de genes (transformacéo, transdugéo e conjugacdo) em uma variedade de
situacBes ambientais (Singer et al., 2005; Davison, 2005). Entretanto, destaca-se que nem todo
elemento genético mdvel com o qual um microrganismo possa ter contato necessariamente ira ser
incorporado. Dependendo das espécies bacterianas envolvidas e de mecanismos de transferéncia de
genes ativos varios processos limitam a transferéncia, absorcéo e estabilizacdo de moléculas de
DNA estranhas nas bactérias. Dentre eles destacam-se limitagcbes no desenvolvimento de
competéncias bacterianas e na captacdo e integracdo do DNA, pois processos de recombinacdo
homologa e de reparo, além de enzimas de restricdo do DNA, normalmente limitam a recombinagéo
apenas entre bactérias com DNAs semelhantes, fazendo com que a recombinacdo génica ocorra em
uma frequéncia baixa naturalmente. Em geral, genes relacionados a maquinaria celular central ou
com multiplas funcdes tendem a ndo se espalhar mesmo quando conferem alguma vantagem
adicional, como resisténcia a antibiticos ou outros. Apenas genes relacionados a funcbes
especificas tendem a se espalhar mais rapidamente (Thomas & Nielsen, 2005).

Adicionalmente, uma critica frequente ao processo de biorremediacdo quando o mesmo é
realizado pela técnica de bioaumentacdo e independente da origem do microrganismo € a
necessidade por parte dos paises que aplicam esses agentes do estabelecimento de LegislacGes para
que esse uso seja 0 mais seguro possivel, desde os métodos para selecdo dos microrganismos até o
planejamento, execucdo e monitoramento do processo. Inclusive a aplicacdo de medidas de
contencao de risco para o caso de algo sair do planejado. E na pratica, conforme apresentado no
Produto I, diferentemente dos ACBs, para 0s quais se encontram um grande nimero de Legislacdes,
poucas LegislacGes sdo destinadas ao controle e seguranca do uso dos agentes de biorremediagéo.

Os principais riscos e beneficios apresentados nesse tdpico podem ser visualizados na
Tabela 2.

Novamente, com excessao da possibilidade de se tornarem organismos invasores, nao foram
encontrados riscos especificos para a utilizacdo de microrganismos exoticos na biorremediacéo e
que sejam diferentes dos riscos gerais relacionados a introducdo ambiental de qualquer
microrganismo. Entretanto, € preciso também destacar que para a biorremediagdo, provavelmente,

poucos também seriam os beneficios especificos da utilizacdo desses microrganismos exoéticos e,
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caso ainda fosse necessario o seu uso, analises dos riscos mencionados acima precisariam ser feitas

antes dessa liberacdo.
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Tabela 2: Principais riscos e beneficios decorrentes da introducdo de microrganismos em geral, incluindo exéticos, para atuarem como agentes de

biorremediacao.

Biorremediacao

Riscos

Beneficios

Possibilidade de os microrganismos desencadearem processos
alérgicos em humanos e animais pelo contato.

Podem se disseminar além da area de interesse.

Possibilidade de o microrganismo colonizar permanentemente
0 ambiente no qual foi introduzido.

Possibilidade de o microrganismo alterar a composicdo da
comunidade microbiana indigena e causar desequilibrios do
ecossistema, inclusive, nos ciclos biogeoquimicos.

Possibilidade de selecdo de microrganismos com
propriedades indesejaveis dentre os introduzidos.

Podem se tornar patégenos oportunistas dos seres humanos.
Potencial de recombinacdo genética entre 0s microrganismos.

Caréncia de legislacdes direcionadas a seguranca Nno uso
desses microrganismos.

Melhor custo-beneficio, simplicidade e baixo impacto
ambiental, comparado as técnicas fisico-quimicas.

Melhor aceitagdo publica e possibilidade de realizacdo in situ

Possibilidade de ser associada a outros métodos de tratamento
fisico-quimicos.

Possibilidade de utilizagcdo para degradagdo de contaminante
de interesse para o qual ndo se identificou nenhum
microrganismo nativo capaz de degrada-lo.

Podem ser mais eficazes para eliminacdo de poluentes
recalcitrantes.
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111.2 Identificacdo e discussdo de procedimentos e metodologias, referenciados em publicacfes
cientificas, para contencéo e liberagéo controlada no ambiente de microrganismos destinados
ao uso como agentes de controle bioldgico ou ao uso como agentes biorremediadores.

A introducdo de microrganismos especificos em ambientes como solos € realizada ha
décadas (Van Veen et al., 1997). Entretanto, ainda existe uma controvérsia por parte dos estudiosos
da area de biogeografia de microrganismos sobre a existéncia ou nao de limites para sua disperséo e
distribuico cosmopolita e os possiveis efeitos ambientais dessas introducdes. Sendo assim, além de
medidas eficazes de contencdo uma das formas de minimizar os possiveis riscos decorrentes do
processo seria realizar essa introducdo de forma controlada, para que alem de eficiente seja também
segura. O que ¢ algo mais trivial e, relativamente, facil de planejar para macrorganismos acaba se
mostrando bem mais desafiador quando a necessidade de aplicacdo é para microrganismos, devido
ao tamanho microscopico. Ainda assim € possivel encontrar diretrizes gerais relacionadas a
contencao e liberacdo controlada principalmente de Microrganismos Geneticamente Modificados
(MGMs), tais como as Resolugdes Normativas N° 7 de 2009, N°18 de 2018 e N° 23 de 2019, mas
que podem vir a ser aplicadas a qualquer tipo de microrganismo, as quais serdo descritas a seguir.

Antes da introducdo ambiental em si € de extrema importancia a contencdo de organismos
vivos para fins de pesquisa de forma a limitar o escape ou liberacdo desses organismos para o
ambiente. No processo de importagdo de microrganismos que serdo utilizados no Brasil €
importante que eles sejam transportados bem embalados e protegidos, fiscalizados e passem por
procedimentos quarentenarios apds sua chegada, ou seja, sejam recebidos e processados em
Laboratorios de Quarentena. Esses microrganismos devem permanecer contidos em quarentena até
que tenham sua identificacdo taxon6mica comprovada, estejam livres de parasitas, patdgenos ou
outros organismos indesejaveis e que tenham sido testados quanto a seguranca através de
especificidade ao hospedeiro, para so entdo serem liberados.

O nivel de biosseguranca aplicado as pesquisas e atividades de contencdo de
microrganismos vai depender da avaliacdo de risco. Microrganismos que oferecem baixo risco a
satde humana e animal e ao meio ambiente podem ser manipulados em laboratdrios que possuem
nivel 1 de biosseguranca (NB-1). Para microrganismos que oferecem risco a salde e ao meio
ambiente os niveis de biosseguranca aplicados podem variar de 2 a 4 (NB-2, NB-3, NB-4).

Para a contencdo de microrganismos sao essenciais medidas que controlem a entrada e saida
de ar do ambiente em que esse microrganismo é cultivado ou manipulado por meio de filtro HEPA,
a descontaminacdo ou desinfeccdo de bancadas, materiais e equipamentos que tiveram contato com
esses microrganismos e também de residuos solidos ou liquidos de forma a impedir a replicacdo
desse microrganismo fora da area de contencdo. Além disso, todo o liquido efluente das instalacdes

das areas de manipulacdo do microrganismo deve ser descontaminado antes de ser liberado no
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esgoto sanitario, por meio do tratamento em caixas de contencdo. E importante também proteger
ralos ou outros dispositivos similares, quando presentes, para bloquear a entrada ou saida de
material contaminado.

Considerando a introducédo intencional de microrganismos no ambiente, dentre as analises
que devem ser feitas para que o processo ocorra de forma controlada é necessario fazer o
levantamento de informagdes referentes as “medidas de biosseguranca, praticas agrondmicas, coleta
de dados, descarte, armazenamento, origem do material desde a quarentena, se for o caso,
transferéncia desse material até o local de aplicacdo e eventual destinacdo do microrganismo. E
importante considerar também o periodo de monitoramento em campo.

A autorizacdo para uma liberagdo planejada de microrganismos no ambiente deve requerer
informacdes a respeito do microrganismo a ser liberado, do objetivo da pesquisa, desenho
experimental e avaliacBes que serdo realizadas. E importante fornecer uma descricéo sobre a forma
pela qual serd feito 0 monitoramento da presenca deste organismo no ambiente além de informar
datas de inicio e fim da liberacdo planejada, o periodo de monitoramento, incluindo um periodo
ap6s o término da liberacdo planejada e medidas de biosseguranca. O monitoramento apds o
término da liberacdo planejada é importante para verificar a permanéncia dos microrganismos no
ambiente ap0s o periodo de teste experimental e também de possiveis efeitos inesperados que
possam ter ocorrido. A liberacdo planejada também depende de uma avaliagdo de risco prévia que
deve identificar potenciais efeitos adversos da liberacdo de microrganismos no ambiente.

E essencial a identificacdo completa da area na qual o microrganismo sera introduzido,
incluindo mapas, orientacdo pela rosa dos ventos e coordenadas geograficas. A area em que
ocorrera a liberagdo planejada deve ser descrita considerando a presenca de areas de preservacao
permanente e reserva legal, unidades de conservagcdo num raio de 5 km, presenca de terras
indigenas, rede hidrogréafica, presenca de lencois freaticos, indicando sua profundidade minima e
méaxima. Além disso, deve haver uma descri¢do de areas circunvizinhas, bem como as vias que dao
acesso a area, dados climatoldgicos e pedolégicos e descricdo do bioma e tipo de vegetacdo de
acordo com o IBGE. A seguir serdo levantadas, com base em artigos cientificos, procedimentos e
metodologias referenciados e que possam ser aplicados mais especificamente & introducédo
controlada de microrganismos destinados ao uso como agentes de controle biolégico (ACB) ou

biorremediadores.
I11.2.1 Identificacdo e discussdo de procedimentos e metodologias, referenciados em

publicacbes cientificas, para contencéo e liberagdo controlada no ambiente de microrganismos

destinados ao uso como agentes de controle biolégico
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Quando se pretende fazer uma introducdo de ACB séo inumeros os fatores que precisam ser
considerados para que esse processo ocorra de forma controlada. Apos a obtencdo e selecdo do
produto que sera usado no biocontrole da praga e a certificacdo da sua seguranca e eficacia, serd
necessario a ado¢do de boas praticas para o seu langamento no ambiente, como a verificacdo de que
a inoculacdo esta ocorrendo no local apropriado, a adequacdo da quantidade e do nimero de vezes
que o agente de biocontrole sera aplicado e a melhor época do ano ou hora do dia para a aplicagao.
Em seguida, deve ser feito o monitoramento pos-lancamento para avaliar se houve o
estabelecimento do agente de biocontrole e qual a intensidade do controle exercido na planta alvo
em niveis de individuo e populacdo, além do efeito na flora e fauna nédo alvo e outras interagdes
entre o agente de biocontrole e o ambiente (U. S. Fish and Wildlife Service, 2019).

Kenis e colaboradores (2019) apresentam um guia descrevendo as diferentes etapas de um
controle bioldgico classico de pragas de insetos em florestas plantadas e naturais, este abrange
ACBs microbianos e artrépodes. Aqui, iremos abordar as questdes deste guia referentes aos agentes
microbianos e as proposi¢cdes direcionadas a ACBs em geral, mas interessantes de serem
consideradas para os ACB microbianos. Segundo esses autores, quando se pretende desenvolver
programas de controle biologico para determinadas pragas € necessario a pesquisa dos inimigos
naturais da praga em questdo no seu habitat natural buscando observar quais organismos sao e quais
impactos sdo capazes de causar a praga que se pretende controlar, bem como observar a biologia e
ecologia tanto da praga quanto de seus patdgenos para que a introducdo na area de interesse possa
ocorrer de forma mais assertiva e com menor impacto ao ambiente. Nesse contexto, alguns
procedimentos precisam ser seguidos, como coleta em campo de amostras que representem todas as
fases de vida da praga e posterior cultivo em laboratério dos patdgenos que ocorrem naturalmente a
partir das amostras de pragas doentes ou mortas. Contudo, nem todos os patdgenos irdo causar a
morte da praga, alguns podem reduzir a longevidade e fecundidade o que também pode ser de
interesse para o controle da populacdo. Além disso, no caso de controle de ervas daninhas, por
exemplo, um agente de sucesso geralmente ndo promove a erradicagdo dada a sua dependéncia da
praga, mas a reduz a niveis aceitaveis (CABI, 2019).

A investigacdo das diferentes fases de vida da praga contribuird para determinar os estagios
especificos em que o patdgeno ataca ou mata o hospedeiro, além de permitir identificar possivel
resisténcia das pragas ao agente de controle natural. Essa investigacdo no campo ainda permitira a
definicdo dos requisitos climaticos para o cultivo do patégeno em condi¢bes controladas e também
para a sua introducdo no ambiente. Além disso, serd possivel reunir informacfes importantes da
area nativa para a estruturacdo dos estudos de dindmica populacional que visam definir o potencial
de um patogeno controlar a praga mediante testes de densidades pela variacdo das densidades de
hospedeiro e patogeno, por exemplo (Kenis et al., 2019).
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Apbs a verificacdo do potencial de controle da praga pelo patogeno candidato ao programa
de controle bioldgico, uma das andlises importantes que devem ser feitas para garantir o menor
risco as espécies ndo alvo é os testes de especificidade de hospedeiro. Para realiz&-los, devem-se
consultar taxonomistas ou especialistas no grupo taxondémico da espécie alvo para deteccdo de
espécies ndo alvo em potencial como espécies filogeneticamente ou taxonomicamente relacionadas
ou espécies ecologicamente semelhantes, como espécies que ocupam um nicho semelhante as
espécies alvo ou tem habitos/caracteristicas similares (Kenis et al., 2019). Por exemplo, no
desenvolvimento do programa de controle bioldgico do acaro verde da mandioca, Mononychellus
tanajoa, na Africa, utilizando um isolado de fungo brasileiro (Neozygites floridana) foram
selecionados como organismos ndo alvo cinco espécies de insetos e dois &caros, estes foram
expostos aos esporos infecciosos (capiliconidios) de N. floridana. Ap6s a exposicao, os individuos
foram transferidos para unidades de criacdo e foram feitas observacbes diarias até 10 dias para
verificar se houve germinacdo dos esporos, desenvolvimento de hifas e sinais de infec¢do pelo
fungo (Hountondji et al., 2002). No caso das introducdes controladas de agentes virais para o
controle bioldgico, deve-se investigar também a possibilidade de ocorrer resisténcia ao agente de
controle exercida pelo hospedeiro. Os trabalhos relatam que esta resisténcia pode ocorrer ao longo
do tempo de exposi¢do, dessa forma o monitoramento pos introducdo dos agentes virais precisa ser
mais frequente, visando a deteccdo da presenca das particulas virais no hospedeiro e também nos
possiveis organismos nao alvo. Esse caso de resisténcia ao ACB ja foi relatado para os virus
MYXV e RHDV utilizados como agentes de controle bioldgico contra o coelho europeu na
Australia (Di Giallonardo & Holmes, 2015). Neste caso tem sido proposta a liberacdo futura de
cepas progressivamente mais virulentas do virus (McColl et al., 2016). Contudo, neste caso também
sera importante aumentar a frequéncia de monitoramento pds introducdo dos agentes virais tanto no
hospedeiro quanto nos possiveis organismos nao alvo como medida para se ter uma introducdo de
risco controlado.

Outro ponto importante que deve ser analisado é a escolha do local ideal para a introducéo
do ACB de modo a garantir que o controle biologico seja eficiente, mas também seguro para o
ambiente. De acordo com Kenis et al., 2019 deve-se considerar o habitat preferido do ACB e a
densidade da praga alvo. Na area ndo pode ter sido realizada outra atividades de controle de pragas
recente e também ndo pode ter sido feitas aplicacBes anteriores de inseticidas quimicos ou outros
produtos quimicos toxicos que possam inibir o desenvolvimento do ACB. Para aumentar a
seguranga da introdugdo desses agentes é interessante que os microrganismos sejam aplicados longe
de corpos hidricos, aquiferos ou demais aguas subterraneas, pois sdo ambientes capazes de
promover a mobilizacdo e dispersdo desses organismos (OECD, 2014). Além disso, deve-se
demarcar os pontos de liberacdo do ACB para que as analises dos experimentos de validacao do uso
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dos ACB e estudos de impacto sejam precisas. Dentre essas analises deve-se avaliar o potencial do
ACB de causar dano a praga em condi¢cdes de campo, os efeitos climéaticos durante e apos a
liberagdo, o estabelecimento e disseminacdo dos ACB no ambiente e a recuperacdo das plantas
atingidas pela praga, além da observacédo dos efeitos nos organismos néo alvo.

Em seguida, os diferentes métodos para liberacdo dos ACB devem ser avaliados tendo em
vista a seguranga ambiental. De modo geral, os ACB microbianos sdo aplicados utilizando as
estratégias inoculativas, aumentativas ou inundativas do controle bioldgico. A aplicacdo do ACB na
planta pode ser realizada utilizando estacas de madeira contendo 0 ACB que serdo usadas para
perfurar a area proxima ao sistema radicular, ou ainda mediante o revestimento de sementes ou
raizes de mudas antes do transplante, via insetos que auxiliardo na dispersdo do ACB, pulverizando
ou submergindo as plantas com o produto (Bonaterra et al., 2012). O método mais indicado
dependera de varios fatores como o tipo de ACB, seu ciclo de vida, e 0 mecanismo de dispersao que
0 ACB possui. Para realizar a liberacdo de agentes de biocontrole, ¢ comum sua aplicacdo e
liberagdo a partir de liquidos, matéria organica, sementes, vermiculita, argila, dentre outros
materiais (Fravel et al., 1985) que vdo garantir a sobrevivéncia do ACB inoculado, o que é
interessante para que ndo seja necessario novas introducdes. Outros sistemas de entrega incluem
varios sprays e algumas preparacdes a base de esporos e biomassa fingica também ja foram
formuladas em formas de pastilhas, comprimidos, granulos, pomadas, géis ou pastas e de bactérias
na forma de pds imidos ou secos (Lewis, 1991). Essa liberacdo controlada é vantajosa, pois além de
garantir a sobrevivéncia do ACB também facilita o seu transporte, armazenamento e controle local
para que ndo ocorra sua dispersdo desenfreada (Fravel et al., 1985; Van Veen et al., 1997). Para 0s
fungos entomopatogénicos, os métodos de liberacdo mais usados envolvem a pulverizagcdo ou
espalhamento de suspensdo de esporos em agua em varias plantas hospedeiras ou a adi¢do de vasos
contendo plantas hospedeiras pré pulverizadas no local da liberacdo (Kenis et al., 2019).

Os trabalhos indicam, inclusive, que o material e 0 método de aplicagdo mais vantajoso
podem variar de acordo com o microrganismo. Segundo Parikh & Adesemoye (2018) duas das
areas que ainda exigem atencdo imediata na pesquisa para melhorar a eficacia dos produtos
biolégicos sdo o desenvolvimento de um programa de triagem confiavel e a padronizagdo do
sistema de aplicacdo, sendo que o método de aplicacdo é um dos principais fatores que afetam o
sucesso do controle bioldgico como um todo. Ainda de acordo com Lee e colaboradores (2017) para
superar 0s problemas atuais relacionados ao uso de agentes de biocontrole, novos sistemas de
distribuicdo desses agentes devem ser desenvolvidos. A introducdo deve ser facil, eficaz, oportuna,
no local de acdo apropriado e compativel com o equipamento agricola disponivel e pode ser

realizada diretamente no ambiente, a partir de sementes ou por aplicagdo aérea (Lewis, 1991).
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Uma outra forma de se preservar e controlar a introducdo de células microbianas em geral,
seja para uso no controle biolégico ou biorremediacdo, é atraveés da microencapsulacdo, que se
caracteriza pela imobilizacdo de uma substéncia ativa em uma matriz sélida de polimero formando
uma microesfera (Chavarri et al., 2012). A imobilizacdo é um termo geral utilizado para descrever
diferentes formas de fixacao de células ou moléculas em suportes poliméricos. As técnicas classicas
de imobilizagdo podem ser classificadas em naturais ou artificiais. A imobilizacdo natural ocorre
espontaneamente por meio de interacOes eletrostaticas. JA no caso da imobilizacdo artificial, as
células sdo ligadas as matrizes por ligaces covalentes, utilizando-se agentes ligantes (Martins et al.,
2013).

As formas de imobilizacdo incluem floculacdo, adsorcéo a superficies, ligacdo covalente a
carreadores, ligacdo cruzada entre células, encapsulamento e aprisionamento em matrizes. Dentre
todos esses métodos, o encapsulamento é considerado o método que garante maior protecdo as
variacbes ambientais e maior viabilidade dos agentes microbianos (Woodward, 1988; Cassidy,
1996; Martins et al., 2013). O processo consiste na mistura de células microbianas com um
composto polimérico que apresenta cargas negativas. A mistura é gotejada em uma solu¢do com
fons Ca?* que promove a formacio de ligagBes idnicas, o que resulta na formacdo de uma matriz
polimérica, a qual possui poros de tamanho suficiente para permitir a difusdo de substratos em
direcdo as células, assim como dos produtos gerados pelo metabolismo celular para fora da matriz
(Jianlong & Yi, 1999).

Diversos materiais podem ser utilizados na imobilizacdo ou microencapsulacdo de
microrganismos, tais como goma arabica, agarose, copolimero de acrilato, alginato, maltodextrina,
derivados de celulose, gelatina ou goma de gelana, poliuretano, carragenina e alcool polivinilico,
dentre outros, e vérias técnicas tém sido empregadas com o proposito de prover formas
convenientes e viaveis desses inoculantes microencapsulados para introducdo na agua ou solo
(Tyagi et al., 2011; Krasaekoopt et al., 2004). Dentre esses materiais, o0 alginato, que é um
polissacarideo linear constituido por unidades de acido manurdnico ligado por ligacdes glicosidicas
do tipo B(1—4) e por unidades de acido gulurdnico, unidas por ligagdes do tipo a(1—4) (Lu et al.,
2006), € um dos mais utilizados nas técnicas de biorremedia¢do. Encontram-se também trabalhos
que demonstram maior eficiéncia do uso desse polimero em comparacdo com outros na
imobilizacdo de ACB (Fravel et al., 1985).

A imobilizacdo permite que os microrganismos sejam contidos em uma matriz relativamente
ndo toxica através da qual gases e liquidos podem difundir (Gentry et al., 2004). O uso de células
imobilizadas tem muitas vantagens em relacdo as formulagdes feitas com células livres, incluindo a
protecdo contra fatores de estresse biotico, como a predagdo por protozoarios e bacteriofagos e

contra os microrganismos indigenas, e de estresse abidtico, facilitando a sobrevivéncia do produto
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microbiano por um tempo maior (Tyagi et al., 2011). Esse fato auxilia na mitigacdo dos danos a
membrana celular (McLoughlin, 1994). Reporta-se também que a imobilizagdo diminui a
competicdo entre as culturas introduzidas e as populag¢fes autoctones (Lin & Wang, 1991), assim
como a perda de biomassa microbiana (Wang, 2000). Além disso, substratos ou compostos podem
ser adicionados a capsula para conferir uma vantagem ao inoculante incorporado (Gentry et al.,
2004).

No processo de encapsulamento de ACB um dos fatores importantes é o tamanho das
capsulas, porque esse tamanho influencia na liberacdo dos agentes, sendo mais apropriado o uso de
capsulas de grande escala. Uma caracteristica adicional interessante de um material carreador que
sera utilizado em campo é ser ativamente controlado para induzir a liberagcdo do produto no local
desejado, ou seja, que permita que essa liberagdo seja direcionada (Lee et al., 2017).

Mais recentemente, em 2017, Lee e colaboradores propuseram o uso de capsulas de alginato
biocompativeis e incorporadas também com nanoparticulas de 6xido de ferro para a encapsulacdo
de ACB, sendo uma forma diferenciada de introducdo ambiental, controlada por forcas magnéticas.
As céapsulas foram feitas por reticulacdo iénica de alginato e varias concentraces de nanoparticulas
de 6xido de ferro foram inseridas nas capsulas para testar seu efeito. Por fim, a reatividade das
nanoparticulas de 6xido de ferro aos campos magnéticos foi analisada para verificar o controle
espacial das capsulas. Mais estudos ainda sdo necessarios, mas além dos tamanhos das cépsulas
terem sido controlados com sensibilidade, alterando as concentracdes de alginato e ions, as capsulas
em grande escala foram ativamente movidas pelos campos magnéticos, indicando que pode vir a se
tratar de uma plataforma potencial de fornecimento de agentes bioldgicos para aplica¢6es agricolas.
No entanto, 0s nanomateriais manipulados também podem se tornar contaminantes gerando
preocupacles sobre a possibilidade de sua persisténcia, ingestdo e acumulagdo, sendo necessario
estabelecer critérios adequados para avaliacao de riscos do uso desses materiais (Brar et al., 2010).

Ap0s a implementacdo do programa de controle biologico, é importante implementar um
sistema de monitoramento pos-lancamento que avaliara a capacidade de estabelecimento do ACB
no ambiente e os niveis de controle sobre a praga alvo. Com esses dados sera possivel verificar se a
populagdo do ACB estd em niveis aceitaveis no qual ha um controle da praga, mas sem o risco de
ocorrer sua dispersdo descontrolada no ambiente. Para tanto, deve-se realizar amostragem do ACB
e da praga alvo visando a observacdo e registro periodico das populacfes do ACB, populacdes de
pragas, niveis de infestacdo e possiveis competidores ou inimigos naturais do ACB, sintomas de
danos causados pela praga, além dos registros das condi¢Bes climéaticas que poderdo ser
correlacionadas a esses resultados e a avaliacdo das espécies ndo alvo. Para os métodos de
amostragem populacional do ACB e da praga alvo pode-se considerar os célculos da densidade
populacional, populacdo relativa e indices populacionais. O calculo de densidade populacional
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avalia o numero de individuos por recurso alimentar disponivel; ja o calculo da populacéo relativa
avalia o numero de individuos por pontos de amostragem e os indices populacionais sdo medidas
indiretas da densidade do ACB, como gravidade dos danos e percentual de desfolhamento que pode
ser feito quando é dificil aplicar outros métodos de amostragem (Kenis et al., 2019).

Ainda segundo esses autores (Kenis et al., 2019), ap0s a coleta de dados durante o
monitoramento pos liberacdo do ACB deve-se realizar a avaliagdo do programa de controle
biol6gico considerando-se os parametros: 1. Estabelecimento do ACB; 2. crescimento populacional
do ACB e 3. dispersao do ACB. Espera-se que, de modo geral, um programa de controle biolégico
leve entre cinco a 10 anos a partir da primeira liberacdo para obter um controle bem-sucedido
(CABI, 2019). No que diz a respeito a capacidade de dispersdo, essa pode ser uma caracteristica
vantajosa para a eficiéncia dado que o controle pode ser mais rapido e ha a reducdo do numero de
pontos de liberacdo necessarios (Kenis et al., 2019). Entretanto, como apontado acima, os dados de
monitoramento devem ser avaliados para que esta dispersao ndo se torne descontrolada.

Também pode-se fazer uso de ferramentas de engenharia genética para controlar a
sobrevivéncia, disseminacdo e a transferéncia de genes de microrganismos introduzidos no
ambiente para 0s microrganismos nativos. Esses mecanismos envolvem tanto a excisdo de DNA
desnecessario, principalmente de genes relacionados a mecanismos de resisténcia, de modo que
apenas 0s transgenes de interesse permanecam ou a introducdo em seu préprio DNA de genes que
limitem o seu espaco e tempo de vida, como os genes de suicidio condicional que podem ser
ativados sob certas condicGes (Gaylarde, et al., 2005; Davison, 2005). Essa também seria uma
forma de realizar uma introducdo mais controlada e, consequentemente, minimizar 0s riscos
envolvidos na introducdo ambiental desses microrganismos. Existem casos praticos do uso desses
microrganismos. Um exemplo bem sucedido foi no controle da doenga da galha-da-coroa, causada
pela bactéria Agrobacterium tumefaciens, com o uso de uma espécie ndo patogénica de
Agrobacterium radiobacter. A. radiobacter produz uma toxina a qual A. tumefaciens é suscetivel e
0s genes de resisténcia a essa toxina sdo encontrados no plasmideo de A. radiobacter e poderiam ser
transferidos para A. tumefaciens ao longo do controle bioldgico, aumentando as chances de uma
populagdo do patdgeno alvo emergir com resisténcia. Para diminuir a chance desse processo
acontecer, 0s genes de resisténcia de A. radiobacter foram retirados antes da introdugdo, tornando-a
0 primeiro agente de biocontrole geneticamente modificado usado comercialmente (Amarger,
2002). Entretanto, o uso de MGMs levanta uma série de outras questdes relacionadas a incerteza
desse processo e do impacto que esses microrganismos podem ter no ambiente, além da necessidade
de liberac@es, licengas, controles e monitoramentos especificos. Isso faz com que 0 uso dessas
estratégias precise ser minuciosamente avaliado antes do uso desses microrganismos ser

considerado.
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I11.2.2 ldentificacdo e discussdo de procedimentos e metodologias, referenciados em
publicacbes cientificas, para contencéo e liberagdo controlada no ambiente de microrganismos
destinados ao uso como biorremediadores

Em relacdo aos agentes biorremediadores, apesar de sua introducdo ser relativamente mais
independente em relacdo a tempo e espaco em comparacdo com 0s ACBs (Van Veen et al., 1997), a
realizacdo de um processo controlado também é interessante para que eles s6 ocupem e se
desloguem por uma determinada area de interesse e ndo afetem negativamente o ambiente no qual
foram introduzidos e outras espécies ndo alvo e ainda, possam ser removidos com maior facilidade
apos o efeito desejado ser obtido. Nao foi encontrado um guia descrevendo medidas a serem
aplicadas em todas as diferentes etapas do processo de biorremediagéo, mas diretrizes dos principais
fatores a serem considerados e procedimentos para sua realizacdo foram levantados e discutidos a
sequir.

Antes da introducdo ambiental dos agentes de biorremediacédo é preciso formular de forma
clara quais seriam os objetivos preliminares da técnica, se visa a reduzir apenas um determinado
contaminante ou remover o carbono organico total (COT) do ambiente contaminado (Herrero &
Stuckey, 2015). E preciso mapear os indicadores do processo de remediaco natural para definir se
ha realmente ou ndo a necessidade de intervencgdo técnica, considerar 0s riscos e custo-beneficio
para determinar a viabilidade ou ndo da aplicacdo da biorremediacéo e, caso ela seja considerada
viavel, definir a melhor estratégia (Chandran et al., 2011; NRC - Eua, 1993) e as zonas de interesse
para realizacdo do processo.

Pelo fato da biorremediacdo ser um processo complexo, precisa ser minuciosamente
planejado, principalmente quando for realizada a bioaumentacdo, e consideravel experiéncia e
conhecimento podem ser necessarios para projetar e implementar um programa de biorremediagéo
bem-sucedido (Kumar et al., 2010). Vérios fatores devem ser considerados e avaliados criticamente
para cada caso. Um dos passos principais é realizar uma caracterizacao detalhada da area, conhecer
suas condicdes hidrogeoldgicas e geotécnicas, proximidade humana, a disponibilidade de substratos
por meio de analises quimicas, assim como demais fatores abioticos (NRC - Eua, 1993; Semprini et
al., 1995; Azubuike et al., 2016). No solo esses principais fatores sdo textura, pH, temperatura, teor
de umidade e tensdo de oxigénio e em ambientes aquaticos, adicionalmente, a profundidade,
direcdo, velocidade e fluxo da agua (Flathman et al., 1993; Semprini et al., 1995).

E preciso mensurar as concentracdes, profundidade, disponibilidade, biodegradabilidade e
caracteristicas fisico-quimicas do contaminante, além de avaliar também a extensdo e localizagéo da
contaminagdo (Flathman et al., 1993; Azubuike et al., 2016). Também €é importante realizar uma
modelagem matematica do processo como um todo, seguido da estimativa sobre o tempo total de

remediacdo, assim como uma analise de todos os possiveis riscos para 0 periodo de remediacéo
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estimado, ja discutidos anteriormente (NRC - Eua, 1993; Semprini et al., 1995). O conhecimento
profundo e abrangente da diversidade da microbiota nativa da area também é fundamental
(Semprini et al., 1995; Yang et al., 2016), assim como dos animais e vegetais ali presentes, 0s quais
também devem ser monitorados ao longo do tempo.

Apos a criteriosa selecdo das linhagens que serdo introduzidas considerando a gama de
riscos ja mencionados e, se possivel em nivel celular, é interessante aclimata-las as condicGes
abidticas e na presenca do contaminante antes da introducdo (Herrero & Stuckey, 2015). Alguns
autores destacam que para aumentar a seguranca do processo € interessante que 0s microrganismos
também sejam selecionados com cuidado, para sobreviver apenas dentro de uma gama limitada de
contaminantes quimicos (Kumar et al., 2010).

Outra questdo crucial para a bioaumentacdo é o armazenamento e preservacdo das culturas
sob as melhores condicdes para alcancar maior sobrevivéncia/atividade na inocula¢do. Como
condicdes climaticas ambientais e microrganismos introduzidos sdo variaveis ndo ha uma regra
geral da concentracdo da biomassa introduzida e de como essa introducéo deve ser realizada (Van
Veen et al., 1997). Entretanto, inoculantes microbianos para a biorremediacdo também tém sido
aplicados através de materiais de transporte, tais como biossolidos, carvéo, argila, esterco, dentre
outros. O uso desses materiais além de formar um nicho protetor fornece também um mecanismo de
nutricdo temporaria para o microrganismo introduzido, o que € vantajoso em ambientes hostis
(Gentry et al., 2004). Quanto a forma de introducdo vérios trabalhos também relatam preferéncia
pela utilizacdo de culturas secas em Spray Drying (Silva et al., 2002; Silva et al., 2003; Mujumdar,
2014). Estudos prévios ja demonstraram também que a pré-incubacdo do inoculante em um
transportador estéril pode melhorar sua sobrevivéncia final no ambiente (Van Veen et al., 1997;
Van Dyke et al., 2000; Temprano el al., 2002).

Conforme ja mencionado no tépico anterior é interessante que 0S microrganismos sejam
aplicados longe de corpos hidricos, aquiferos ou demais aguas subterraneas, que possam promover
a sua mobilizacdo e dispersdo. Outra possibilidade é a ndo aplicacdo das células microbianas na sua
forma livre, mas sim imobilizadas em agentes encapsulantes como o alginato, descritos no topico
anterior, pois isso minimiza a chance de dispersdo para além da area de interesse. Para 0s agentes
biorremediadores, pelo fato do potencial degradativo das populag¢Ges introduzidas no ambiente
natural poder ser limitado pelas condigdes fisico-quimicas do ambiente, a adicdo das células
imobilizadas ainda apresenta vantagem adicional. Isso permite que esses e demais fatores bidticos,
como a predacdo, sejam melhor controlados e ndo afetem negativamente o crescimento e atividade
dos microrganismos adicionados. (Alexander, 1999; Backman et al., 2004; Herrero & Stuckey,
2015). O sistema de imobilizacdo celular representa a capacidade de criar uma Unica comunidade,

com alta densidade de organismos especializados e que trabalham interativamente para decompor
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um componente fornecido ou adicionado (Gentry et al., 2004). Além disso, as celulas encapsuladas
tém apresentado um periodo de fase lag mais curto em relacdo as células livres, o que pode
melhorar 0 seu desempenho na taxa de degradacdo do contaminante (Moslemy et al., 2002). As
desvantagens sao 0s custos com a imobilizacdo ou as limitagcdes de transferéncia de massa criadas
pelo suporte ou pela alta densidade celular (Gentry et al., 2004).

Uma metodologia de introdugdo ambiental controlada e baseada em processos de
imobilizacdo microbiana é a biorremediacdo de aguas subterrdneas por meio das bio-barreiras
reativas permeaveis, nas quais 0s microrganismos degradadores do poluente sdo adicionados as
barreiras ao invés de se adicionar na forma livre e em toda a area contaminada. Os microrganismos
nessas bio-barreiras sdo aderidos a um suporte poroso através do qual passa o fluxo dos
contaminantes junto com a agua. Nessa barreira tem-se um composto reativo (carvao ativado,
apatitas, Ferro zero-valente (ZVI1) que retém os contaminantes permitindo assim o seu maior contato
com o0s microrganismos inoculados. E importante salientar que, além do potencial de degradar o
poluente, os microrganismos ou consoércio inoculados devem ser capazes também de formar
biofilme (Tiehm et al., 2008; Upadhyay & Sinha, 2018).

Outro exemplo do uso de células imobilizadas, porém associadas com nanoparticulas, na
biorremediacdo € a imobilizacdo de células microbianas que podem degradar ou biorrecuperar
produtos quimicos especificos, como o caso do revestimento da superficie de Pseudomonas
delafieldii com nanoparticulas magnéticas de Ferro. Essa interacdo permitiu a manipulacdo espacial
dessa bactéria para a parede do reator utilizando um campo magnético externo, o que auxiliou na
acdo de dessulfurar o enxofre organico do combustivel fossil pela bactéria (Shan et al., 2005).

E interessante se estabelecer uma zona de amortecimento, também chamada de zona
tamp3o, adjacente a zona onde os microrganismos foram introduzidos, a qual deve rodea-la. E
necessario que a zona tampao tenha extensdo adequada para evitar que 0 microrganismo se
propague para fora da zona de introducéo, ao mesmo tempo que possa filtrar impactos negativos das
atividade que ocorrem fora dela, como ruidos e poluicdo, e que poderiam interferir no processo
(Venosa, 1998).

Para os agentes de biorremediacdo também pode-se fazer uso de ferramentas de engenharia
genética para controlar sua sobrevivéncia, disseminacdo e a transferéncia de genes. No seu caso
mais simples, eles podem ser construidos para sobreviverem somente em condi¢6es de poluicéo ou,
ainda, até que um evento especifico, geneticamente projetado, ocorra na fisiologia do
microrganismo ou no ambiente (Gaylarde et al., 2005). O suicidio pode ser reprimido por um sinal
ambiental (por exemplo, o poluente a ser degradado), permitindo a sobrevivéncia celular e a falta
desse sinal, por outro lado, resulta na expressdo do gene suicida e desencadearia a morte celular

(Davison, 2005). Varios genes suicidas diferentes foram estudados, incluindo aqueles codificando
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DNases e RNases, genes de lise de bacteriéfagos, agentes que bloqueiam enzimas metabolicas
essenciais e genes desestabilizadores da membrana celular (Gentry et al., 2004).

Esse tipo de sistema suicida ja se mostrou efetivo em trabalhos de campo ao ar livre
envolvendo solos dentro e fora da regido da rizosfera, ndo sendo observada nenhuma evidéncia de
propagacdo das bactérias recombinantes fora das parcelas experimentais (Torres et al., 2003). Para
evitar que ocorra a perda da funcéo letal devido as mutagfes, € mais interessante o uso de varios
sistemas de exterminio, célculos mostram que um nivel de controle da disseminagdo dos
microrganismos so é atingido quando os organismos modificados carregam 8 mecanismos suicidas
separados, cada qual com um tipo de controle diferente (Gaylarde, et al., 2005). Entretanto,
conforme mencionado anteriormente, é sempre necessario considerar os riscos adicionais da
liberagdo ambiental de MGMs.

E preciso destacar também a importancia da realizacdo de monitoramentos frequentes ap6s a
introducdo, para entender como 0s microrganismos introduzidos evoluem na comunidade
microbiana onde foram introduzidos e respondem as mudangas no ambiente, 0 que é importante
tanto para a eficiéncia quanto seguranca do processo (Herrero & Stuckey, 2015). Estratégias
eficazes de bioaumentacdo devem alcancar uma rapida diminuicdo da toxicidade para a comunidade
microbiana presente (Herrero & Stuckey, 2015). E preciso acompanhar tanto a microbiota nativa,
avaliando sua composic¢do e indicadores de sua atividade, quanto os parametros fisico-quimicos do
ambiente onde o microrganismo foi introduzido e a concentracdo dos contaminantes. Isso €
fundamental para verificar se houve ou estd ocorrendo algum desequilibrio que esteja afetando a
funcionalidade dessa microbiota e o ecossistema como um todo, monitorar possiveis hospedeiros e
espécies ndo alvo que possam estar direta ou indiretamente sendo afetados e verificar se 0 processo
esta sendo eficiente. Pode-se considerar, inclusive, recalibrar o modelo utilizado, em funcdo dos
resultados obtidos (NRC - Eua, 1993; Cookson,1995).

111.3 Identificacéo e discussdo de procedimentos e metodologias, referenciados em publicacGes
cientificas, que permitam monitorar diferentes microrganismos no ambiente.

Existem algumas ferramentas e metodologias referenciadas que permitem monitorar a
sobrevivéncia, crescimento, colonizacdo, deslocamento e, em alguns casos, a atividade de
microrganismos introduzidos em ambientes para diferentes fins, sejam como agentes de controle
bioldgico, biorremediadores ou outros. Algumas delas tém sido desenvolvidas para detectar até um
pequeno numero de microrganismos no ambiente (Errampali et al., 1999). Esse monitoramento é
importante para prever o comportamento de espécies, como e onde eles podem se estabelecer e

espalhar e que impactos podem ter (Meyerson & Reaser, 2003). No caso da biorremediacédo
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entender o deslocamento de microrganismos adicionados em matrizes ambientais contaminadas e,

ainda, um fator critico para o sucesso de projetos de biorremediacdo (Errampali et al., 1999).

111.3.1 Monitoramento de microrganismos no ambiente a partir de técnicas tradicionais.

Para o estudo e monitoramento de microrganismos em amostras ambientais € possivel
utilizar apenas métodos mais tradicionais, baseados na coleta de amostras, sua diluicdo seriada e
plagqueamento para cultivo em meios ricos ou seletivos, quantificacdo e isolamento dos
microrganismos, seguido da realizacdo de triagens diversas voltadas para sua identificacdo
taxondmica ou compreensdo da sua funcionalidade. A quantificacdo de células viaveis e
metabolicamente ativas também pode ser medida pela transformacdo de sais de tetrazdlio em
produtos insollveis e coloridos ou fluorescentes, detectados por microscopia, espectrometria ou
fluorescéncia (Van Veen et al., 1997). Encontra-se disponivel, inclusive, Kits comerciais que
permitem mensurar in situ de forma simples e rapida a densidade de bactérias de um determinado
ambiente, tais como o Petri-film, Hach Peel Plate ® HPC test method e Aquacult, dentre outros.
Outra maneira de se avaliar, indiretamente, a estrutura funcional e genética de comunidades
bacterianas € com o uso de sistemas comerciais como o Biolog-Ecoplate (Biolog, Inc., Hayward,
CA, EUA). Esse sistema mede a intensidade de utilizacdo de 31 diferentes fontes de carbono pela
comunidade microbiana de amostras ambientais, fornecendo um perfil metabdlico comparativo
dessas comunidades (Garland & Mills, 1991).

O maior problema da utilizacdo desses métodos é a impossibilidade de se obter uma
informacdo completa de todos 0s microrganismos presentes em uma amostra ambiental devido a
impossibilidade de crescimento de alguns deles a partir das técnicas de recuperacédo, isolamento e
cultivo utilizadas (Amann et al., 1995; Sierra-Garcia et al., 2014), além de serem métodos
trabalhosos e demorados. Assim, de modo geral, sdo métodos muito limitados, mas que podem ser
interessantes e usados se o objetivo for apenas o de monitorar ou quantificar grupos de
microrganismos cultivaveis introduzidos ambientalmente, principalmente por demandam poucos
materiais e equipamentos, além de serem baratos.

Além disso, com 0 uso dessas técnicas, ndo se mensura especificamente os microrganismos
introduzidos no ambiente, mas sim as bactérias totais da amostra. Entretanto, realizando-se 0s
controles apropriados antes e apds a introducéo (ao longo do tempo) é possivel estimar se o indculo
introduzido foi capaz de se estabelecer e se manter na area por um determinado periodo de tempo,
caso seja possivel constatar o aumento do numero de células desse taxon apos essa introducao.

Outro parametro que pode ser mensurado, seja como forma direta ou indireta de se avaliar a
composicdo e funcionalidade de um ambiente no qual um microrganismo foi introduzido, é a

qualidade do ambiente onde foi realizada essa introducéo. A qualidade do solo € a capacidade do
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mesmo funcionar dentro dos limites de um ecossistema natural ou manejado de forma a sustentar a
produtividade bioldgica, manter ou aumentar a qualidade ambiental e promover a saude das plantas,
animais e dos homens (Doran & Parkin, 1994). A qualidade do solo € mensurada através do uso de
indicadores, que sdo atributos que medem ou refletem o status ambiental ou a condi¢cdo de
sustentabilidade do ecossistema (Aradjo & Monteiro, 2007). Além da biomassa microbiana ha
diversos outros indicadores de qualidade do solo utilizados para avaliar se as fungdes do solo estéo
sendo bem desempenhadas. Esses indicadores podem ser classificados como fisicos, quimicos ou
bioldgicos (Gomes & Filizola, 2006).

Segundo Doran & Parkin (1994), alguns dos principais indicadores quimicos sdo: A
presenca de toxinas no solo; A quantidade de matéria organica que representa a razdo entre
nitrogénio e carbono no solo, a decomposicéo da biomassa, entre outros; A Fertilidade do solo, que
é a quantidade de nitrogénio, nitratos, potassio, calcio, boro, magnésio, zinco e outros componentes
e substancias no solo; Os indicadores de pH e de condutividade elétrica. Dentre os indicadores
fisicos se encontram: A capacidade de retencdo de umidade, que representa a quantidade de agua
que ele é capaz de armazenar e fornecer para as plantacdes; A taxa de infiltracdo, que é a velocidade
com que a agua entra no solo; A estrutura do solo, incluindo sua densidade, que é calculada pela
razdo entre peso seco e 0 volume do solo. Por fim, além da biomassa microbiana propriamente dita
outros indicadores bioldgicos que medem indiretamente essa atividade sdo: A fixacdo bioldgica de
nitrogénio; A respiracdo do solo, que pode ser determinada pela producdo de CO2 ou 0 consumo de

O2; A quantidade e atividade enzimatica do solo. Além da quantidade de minhocas no solo.

111.3.2 Monitoramento de microrganismos no ambiente a partir de técnicas moleculares

Nos estudos mais atuais de microrganismos ambientais, os métodos tradicionais tém sido
complementados ou até mesmo substituidos por técnicas moleculares, tais como sondas de
hibridizacdo, Rea¢des de Polimerase em Cadeia (PCR) com primers especificos, genes reporteres e
as analises metagendmicas (Taylor et al., 2004; Andreoni & Gianfreda, 2007; Pysek & Richardson,
2010). Muitas delas ndo dependem do prévio cultivo dos microrganismos e sdo baseadas apenas no
estudo do DNA extraido diretamente das amostras ambientais, o qual é utilizado para realizar a
andlise da diversidade e fungdo dos microrganismos no ambiente (Amann et. al., 1995; Torsvik et.
al., 1998). O uso desses e outros métodos moleculares baseados em microscopia e citometria de
fluxo vém fornecendo uma enorme fonte de informacdo para o monitoramento, detecgéo,
quantificacdo e caracterizacdo de microrganismos em amostras ambientais e pode reduzir
dramaticamente o tempo de deteccdo e aumentar a sensibilidade do processo (Greer el al., 1993,

Van Veen et al., 1997). Devido aos seus rapidos avancos elas tém se tornado ferramentas para a
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compreensdo da distribuicdo, dindmica de comunidades microbiana ambientais, além de sua
abundancia relativa (Torsvik et al., 2002).

Dentre as técnicas moleculares, existem aquelas que ndo sdo tdo especificas, permitindo
confirmar apenas a presenca ou aumento de grupos de microrganismos de interesse em um
determinado ambiente em condi¢des especificas ou apos sua introducdo. Em contrapartida, outras
demandam a alteracdo genética dos microrganismos introduzidos, gerando os MGMs, 0 que permite
que eles sejam marcados e, posteriormente, detectados e monitorados de forma especifica no
ambiente.

Uma das técnicas moleculares mais gerais é 0 uso de sondas de hibridizacdo de genes de
interesse, sendo a abordagem mais comum a que utiliza sondas de hibridizacdo fluorescente in situ
(FISH). Essa técnica permite detectar a presenca e quantificagdo de microrganismos que possuam
genes de funcdes de interesse, sejam elas relacionadas a degradacdo de um contaminante ou com
mecanismos de controle de pragas, por hibridizacdo. Esse tipo de abordagem pode ser utilizada para
detectar a presenca de genotipos especificos na comunidade indigena, mas também para confirmar o
aumento de grupos de microrganismos de interesse em um determinado ambiente apds sua
introducao intencional.

As sondas sdo preparadas por meio de reacdes de PCR usando primers com pelo menos 30
nucleotideos desenhados a partir de sequéncias conhecidas do gene do RNA ribossomal (rRNA) dos
microrganismos de interesse ou seus genes catabélicos (Greer el al., 1993). Ap6s a amplificacdo a
sonda é marcada com uma molécula fluorescente, o que permite sua visualizacdo microscopica, e
purificada (Greer et al., 1993; Taylor et al., 2004). Para utilizacdo da sonda pode-se primeiro
cultivar os microrganismos da amostra, lisar as colonias e fixar o DNA desnaturado em membranas
de nylon para promover a posterior hibridizagdo. (Greer et al., 1993). Entretanto, ndo é a abordagem
mais comum, pois é mais pratico avaliar sua hibridizacdo diretamente a partir do DNA extraido das
amostras, 0 que permite detectar também os microrganismos nao cultivaveis (Gentry et al., 2004).

Outra possibilidade de técnica baseada na hibridizacdo de DNA é a de microarranjo. Ela se
diferencia por utilizar sondas marcadas com diferentes fluoréforos, possibilitando a avaliagdo
simultanea de varios genes diferentes (Taylor et al., 2004). Esses ensaios podem ser (teis para
determinar a quantificacdo e funcionalidade de microrganismos indigenas de amostras ambientais,
mas também j& foram usados para monitorar a sobrevivéncia e atividade de inoculantes
introduzidos (Dennis et al., 2003). Apesar da vantagem potencial da analise de maltiplos genes, 0s
microarranjos podem ser dificeis de usar em amostras ambientais devido a baixa sensibilidade de
detecgdo da técnica, j& que apenas 0 DNA de microrganismos dominantes consegue ser detectado
(Cho & Tiedje, 2002).
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Existem diversas sondas construidas a partir de genes chaves das vias de degradacdo de
contaminantes diversos e utilizadas para monitorar microrganismos em projetos de biorremediacéo,
por exemplo, mas essa é uma técnica relativamente trabalhosa e um pouco defasada. Outras técnicas
moleculares mais gerais para deteccdo, quantificacdo e monitoramento de microrganismos em
amostras ambientais tém sido mais utilizadas nos ultimos anos.

Os métodos baseados em PCR ainda estdo entre as mais importantes ferramentas para
investigagBes direcionadas a microrganismos ambientais, devido a sua especificidade e
sensibilidade, e diversas técnicas podem ser aplicadas, tais como PCR-TRFLP, PCR multiplex,
PCR-DGGE, RT-PCR e gPCR (Aoi et al., 2006; Logares et al., 2014). Dentre os métodos de PCR
mais simples estdo os que envolvem a amplificacdo dos genes do rRNA de bactérias e fungos de
interesse que sdo visualizados, posteriormente, em eletroforese em gel de agarose. No entanto, se
microrganismos similares ao inoculante estiverem naturalmente presentes no ambiente é necessario
analisar o produto da PCR por técnicas adicionais, seja por sequenciamento ou por analise de
polimorfismos de fragmentos terminais (T-RFLP), para aumentar a especificidade da deteccédo
(Taylor et al., 2004). Pode-se buscar também a detec¢do ou quantificacdo apenas de genes de
interesse presentes nos microrganismos introduzidos, buscando-se confirmar indiretamente a
presenca deles pelo enriquecimento dessas fungdes. Ensaios de PCR-TRFLP ja foram utilizados
para detectar a presenca e disseminagdo de um inoculante microbiano adicionado para
biorremediacdo de aquifero apdés 5 semanas da introducdo e, ainda, diferenciad-lo dos
microrganismos nativos (Lendvay et al., 2003).

A eletroforese em gel com gradiente desnaturante (PCR-DGGE) € um técnica de fingerpint
que pode ser usada para monitorar a comunidade microbiana de amostras ambientais (Wakase et al.,
2007). A PCR-DGGE possibilita a avaliacdo do perfil eletroforético de comunidades microbianas
por meio da amplificacdo de regiGes do gene de 16S rRNA a partir do DNA extraido diretamente de
amostras ambientais com o uso de oligonucleotideos iniciadores universais adicionados de grampo
G-C (Nocker et al., 2007). Os produtos gerados pela técnica de PCR possuem o mesmo tamanho,
porém sequéncias de bases nucleotidicas diferentes, que permitem sua separacdo em bandas durante
eletroforese em um gel de poliacrilamida com um gradiente linearmente crescente de agentes
desnaturantes (Muyzer, 1999). Essa separagdo é baseada na diminui¢do da mobilidade eletroforética
da molécula de DNA parcialmente desnaturada devido a presenca do grampo GC, o que faz com
que a migracdo do amplicom seja interrompida em uma posi¢do Unica, determinada também por sua
sequéncia nucleotidica, formando bandas no gel (Muyzer & Smalla, 1998). Cada uma dessas bandas
formadas no gel representa, em teoria, uma espécie ou um grupo de espécies de bactérias (Muyzer
& Smalla, 1998) e, consequentemente, o perfil da comunidade bacteriana pode ser visualizado em
fungdo do seu padrdo de bandas no DGGE (lwamamoto & Nasu, 2001). Entretanto, a técnica
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apresenta algumas limitacdes, tais como tendéncia em apresentar somente bandas correspondentes
aos amplicons provenientes de espécies predominantes na comunidade microbiana amostrada e a
possibilidade de co-migracéo de fragmentos de DNA com seqiiéncias diferentes, criando bandas em
posicBes idénticas no gel, mas que ndo sdo derivadas necessariamente das mesmas espécies
(Muyzer & Smalla, 1998; Muyzer et al., 1993; Muyzer, 1999). Outra importante limitacdo € o fato
de o padrdo da comunidade microbiana gerado ndo poder ser diretamente traduzido em informagdes
taxondmicas, o que sO6 pode ser obtido a partir da excisdo de bandas de interesse do gel, re-
amplificacdo e sequienciamento (Giraffa & Neviani, 2001). Assim, os perfis eletroforéticos
representativos da estrutura genética da comunidade microbiana sdo utilizados principalmente
quando o objetivo € a comparagdo entre diferentes comunidades amostradas e a abundancia de
individuos nas popula¢des dessas comunidades (Kent & Triplet, 2002; Ranjard et al., 2000).

Além da PCR-DGGE ha algumas outras técnicas de fingerprint baseadas em PCR que
também permitem monitorar e comparar o perfil da comunidade microbiana de amostras ambientais
sob diferentes condigdes, dentre elas o polimorfismo de conformacdo de filamento Unico
ou polimorfismo de conformacéo de fita simples (SSCP) e o polimorfismo do comprimento do
fragmento de restricdo terminal (TRFLP), mencionado anteriormente (Marzorati et al., 2008). O
processo de SSCP envolve a amplificacdo por PCR do fragmento de interesse, a desnaturacdo do
produto da PCR, que possui fita dupla, utilizando calor e o agente desnaturante formamida, seguido
da sua eletroforese em um gel de poliacrilamida ndo desnaturante. Durante a eletroforese, 0s
fragmentos de DNA de fita simples se dobram em trés dimensdes, de acordo com sua sequéncia
priméaria. A mobilidade eletroforética da separacdo passa a ser uma funcdo da forma das moléculas
dobradas. Pequenas divergéncias nas sequéncias dos fragmentos de interesse fazem com que pelo
menos uma das cadeias adote diferentes conformacdes tridimensionais e exibam mobilidade
eletroforética Unica (Nataraj et al., 1999). A TRFLP também envolve a amplificacdo de fragmentos
de interesse por PCR, mas os primers utilizados sdo marcados com fluoréforos. A digestdo
subsequente com o uso de endonucleases produz fragmentos terminais (que contém o primer
marcado) de diferentes tamanhos, ja que variagdes nas sequéncias dos amplicons, e
consequentemente, nos locais de corte das enzimas, resultam nesses fragmentos terminais de
diferentes comprimentos. Esses produtos sdo sequenciados e os diferentes perfis obtidos
comparados com bancos de dados (Dickie & FitzJohn, 2007).

Dentre as demais técnicas de PCR, a A PCR de transcri¢do reversa (RT-PCR) pode ser
usada para monitorar a expressao de um gene microbiano de interesse em amostras ambientais,
convertendo primeiro o mMRNA em cDNA para a posterior amplificacdo da PCR. Embora estudos
demonstrem que a RT-PCR de genes microbianos em amostras ambientais € possivel, ainda pode

ser um desafio significativo extrair e purificar 0 mRNA intacto de amostras complexas. A
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sensibilidade da técnica também pode ser um problema devido a natureza labil do mRNA (Gentry
et al., 2004).

A PCR quantitativa, particularmente a PCR em tempo real (QPCR), ¢é altamente eficaz para
monitorar quantitativamente bactérias em diferentes ambientes (Aoi et al., 2006). A técnica permite
a quantificacdo do numero de copias de determinados genes de interesse por meio do
monitoramento dos amplicons gerados em cada ciclo do PCR (Higuchi et al., 1992; Urich et al.,
2008), fornecendo informac6es da concentracdo inicial do DNA alvo (Zhang & Fang, 2006).
Comparada com as técnicas de hibridacdo e PCR convencional, a gPCR néo apenas possui melhor
sensibilidade e reprodutibilidade, como também € mais rapida de executar e tem um risco minimo
de contaminacdo (Zhang & Fang, 2006). O uso da qPCR j& foi reportado em varios trabalho para
quantificar de forma répida e sensivel microrganismos ap6s sua introducéo ambiental (Rodrigues et
al., 2002; Wang et al., 2004).

No trabalho de Aoi e colaboradores (2006), destaca-se a possibilidade de uso de uma outra
abordagem diferente e ainda mais simples da técnica de PCR em tempo real para monitorar
bactérias no meio ambiente, a amplificacdo isotérmica de DNA mediada por alca (LAMP) que foi
desenvolvido por Notomi e colaboradores em 2000. Nessa técnica, a reacdo de amplificacdo é
realizada com alta sensibilidade e especificidade em condi¢6es isotérmicas (60C°- 65C° por 1 a 2
horas), o que possibilita que seja realizada em banho maria apenas. O aumento da concentragéo do
DNA amplificado é medido pelo aumento da turbidez em funcdo da formacdo de pirofosfato de
magnésio, que é um bioproduto da reacdo. Assim é um método que combina a PCR e turbidimetria,
proporcionando mensurar a “turbidimetria em tempo real”, tornando-a mais simples e pratica ja que
pode ser realizada com o uso de um turbidimetro. Nesse estudo, os autores utilizaram essa técnica
para monitorar de forma quantitativa bactérias oxidantes de amdnia, monitorando especificamente o
gene amoA, gue codifica a enzima amdnia monooxigenase, uma enzima chave desse processo. Foi
demonstrado o potencial da LAMP para detectar e monitorar varios tipos de microrganismos
ambientais devido a sua simplicidade e relacdo custo-beneficio. As maiores desvantagens
observadas foram a baixa sensibilidade, com resultados anémalos na quantificacdo de grupos de
bactérias com baixas densidades e a complexidade no design de primers porque a técnica requer
mais de um par de primers para amplificar sitios distintos do DNA.

Os ensaios de amplificacdo, em geral, apresentam diversas vantagens por serem ensaios
simples e que podem ser utilizados sem a necessidade de cultivo dos microrganismos, diretamente a
partir do DNA extraido das amostras. Por outro lado, apresentam como principais desvantagens
alguns vieses introduzidos durante a PCR (Logares et al.,, 2014). Nos ultimos anos, outras
abordagens mais robustas para analise e monitoramento de comunidades microbianas de amostras

ambientais a partir do DNA ambiental tém sido desenvolvidas. As principais sdo as abordagens
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meta-6micas, sejam elas metagenémicas (a analise gendmica da comunidade de microrganismos de
um determinado ambiente, independente do seu isolamento e cultivo) (Nacke et al., 2011; Simon &
Daniel, 2011), metamobilémicas (metagenoma especificamente de elementos genéticos mdveis
presentes nos microrganismos de uma determinada comunidade) (Li et al., 2012) e
metatranscriptdmicas (o conjunto de mRNAs de uma comunidade microbiana). Dentre elas, a
metagendmica e a metatransciptomica séo as que mais vém sendo efetivamente utilizada para o
monitoramento de amostras ambientais.

O termo metagendmica é derivado do conceito estatistico de meta-analise (processo de
combinar estatisticamente analises separadas) e gendmica (analise ampla do material genético de
um organismo) (Schloss & Handelsman, 2003). Esses métodos baseiam-se na extracdo direta de
DNA a partir de amostras ambientais, seguido do sequenciamento de alto desempenho ou de nova
geracdo (NGS), a partir da qual milhares de sequéncias de DNA podem ser analisadas
paralelamente com o intuito de elucidar a composicdo da comunidade microbiana de sistemas
complexos (Amann et al., 1995; Greene & Voordouw, 2003; Goodwin et al., 2016). Isso permite
que a metagendmica seja uma ferramenta molecular que ultrapassa as limitagdes impostas por
abordagens classicas, possibilitando uma perspectiva mais ampla da variedade taxonémica,
ecologica e funcional de microrganismos no ambiente (Sierra-Garcia et al., 2014). Os recentes
avancos na tecnologia de sequenciamento de DNA de nova geracdo, como as plataformas ion
torrent e illumina, tém criado oportunidades de sequenciamento em uma profundidade sem
precedentes e estudos com o uso dessa técnica tém sido realizados em solos, oceanos, aguas
subterraneas, assim com varios outros ambientes (Berry, et al., 2011; Whiteley et al., 2012). O DNA
metagenomico pode ser submetido ao sequenciamento de alto rendimento “shotgun” e a anotagdao
automatica dos dados sequenciados (Venter et al., 2004). Isso tem tornado possivel a obtengédo de
conjuntos de dados proporcionais a complexidade dessas comunidades microbianas, resultado em
novas aplicacdes como analises comparativas do perfil metagenémico de comunidades microbianas
de diferentes ambientes ou sob diferentes condi¢Ges (Simon & Daniel, 2011, Carvalhais et al.,
2012).

Uma variacdo da abordagem metagendmica é a triagem baseada em sequéncias, também
chamada de metataxondmica (Marchesi & Ravel, 2015). Essa abordagem também envolve a
extracdo do DNA diretamente da amostra, mas € seguida da amplificacdo de regides especificas
desse DNA, geralmente o RNA ribossomal, por PCR. Ela permite o estudo e identificacdo de
microrganismos ali presentes, a determinacéo da abundancia de cada tdxon e, dessa maneira, uma
estimativa da diversidade taxondmica da amostra (Handelsman, 2004). Os novos estudos que vém
sendo desenvolvidos e o enorme volume de dados resultantes, que sdo analisados por meio de

analises de bioinformatica, tém revolucionado o entendimento acerca de muitos genes, regides
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gendmicas e vias bioquimicas de microrganismos, com consequente compreensdo da diversidade e
funcdo microbiana ambiental (Zhang et al., 2011b; Whiteley et al., 2012).

Vaérios estudos tém demonstrado que a funcionalidade de uma mesma comunidade microbiana
quando se avalia o DNA ¢ diferente da obtida com a utilizacdo de RNA (Myrold et al., 2013).
Recentemente, o0 sequenciamento e caracterizagdo dos metatranscriptomas, tem sido empregado para
identificar assinaturas bioldgicas expressas em ecossistemas complexos (Simom & Daniel, 2011).
Essa abordagem facilita a visao da expresséo potencial de genes no momento da amostragem e reflete
melhor respostas fisioldgicas em decorréncia de alteracbes ambientais (Moran, 2010; Carvalhais et
al.,, 2012). A metatranscriptbmica vem se destacando principalmente em estudos de amostras
ambientais com grande variagdo genética entre as linhagens e impactadas por compostos xenobiotico,
nas quais se avalia o efeito desses contaminantes na composi¢do funcional da comunidade, assim
como as respostas fisiologicas relacionadas a esse estimulo (Myrold et al., 2013; Jurelevicius et al.,
2013). Assim, promete substituir a maioria, sendo todos os estudos de expressdo génica, refinando
nossa compreensdo da regulacdo dos genes bacterianos e auxiliando na gestdo e monitoramento de
estratégias eficazes para o processo de biorremediacdo (Croucher & Thomson, 2010; Desai et al.,
2010; Carvalhais et al., 2012). Entretanto, esses estudos ainda sdo mais raros devido principalmente a
dificuldade de recuperar um mRNA de qualidade a partir de amostras ambientais, pois sdo moléculas
cuja meia vida dura um intervalo de segundos a minutos (Simom & Daniel, 2011). H& também
algumas dificuldades técnicas que precisam ser otimizadas como a natureza altamente variavel da
cobertura de genes e operons e necessidade de uma etapa de amplificacdo para construcdo das
bibliotecas de sequenciamentos que resulta em alto nimero de reads redundantes (Croucher &
Thomson, 2010).

As anéalises meta-dmicas associadas ao sequenciamento de alto desempenho estdo causando uma
revolucdo e abrindo novos caminhos de pesquisa na area da microbiologia ambiental, fornecendo
uma nova compreensao dos processos ecoldgicos e microbioldgicos e funcionamento da comunidade
(Logares et al., 2012). Aplica¢Bes do sequenciamento de célula unica em combinagdo com as analises
metagendmicas também ja se mostraram uma poderosa estratégia para analisar comunidades
bacterianas. Até alguns anos atrds o sequenciamento de DNA de uma unica célula ndo era viavel
devido a dificuldade de isolar células Unicas e pelas bactérias conterem apenas alguns fentogramas de
DNA, o que era insuficiente para o sequenciamento. No entanto esses obstaculos vém sendo
superados com a evolucdo de tecnologias para isolar células Unicas, como citometria de fluxo e
micromanipulacdo e o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitam a amplificacdo de
genomas completos. O uso dessas técnicas associado ao desenvolvimento de novas e poderosas

ferramentas de bioinformatica, que tem possibilitado melhorar a montagem e a predigdo de genes nos
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genomas de procariotos, vem permitindo a superacdo de gargalos até entdo existentes na analise dos
dados desses organismos (Lasken, 2012).

Adicionalmente, metodologias para monitoramento de microrganismos no ambiente baseadas em
nanoparticulas tem sido uma alternativa tanto para os métodos de cultivo quanto moleculares, uma
vez que sd@o metodos menos laboriosos, demandam menos tempo e podem apresentar melhor custo
beneficio (Li et al.,, 2017; He et al., 2007). Outras vantagens da nanotecnologia envolvem a
capacidade de detectar microrganismos no ambiente, incluindo diferentes alvos, de forma simultanea,
mesmo que em baixas concentracGes e a portabilidade da tecnologia para o local de interesse.
(Koedrith et al., 2015). A identificacdo do alvo depende das propriedades dos materiais usados para a
producdo da nanoparticula, que pode ser personalizada conforme o tipo de microrganismo que se
deseja detectar ou monitorar (Suppi et al., 2015). A criacdo de nanoparticulas como biosensores
envolve o planejamento de um bioreceptor e um transdutor. O bioreceptor € a biomolécula
responsavel por detectar o microrganismo alvo e o transdutor € responsavel por converter o
reconhecimento entre o bioreceptor e o0 alvo em um sinal mensuravel. Técnicas comuns usadas para
transducdo de sinais incluem as Opticas, como luminescéncia e colorimetria, as eletroquimicas, como
medida da corrente elétrica e voltagem, e as mecanicas, como por exemplo, a ressonancia magnética
(Suppi et al., 2015). Ja os bioreceptores podem ser moléculas como anticorpos, enzimas, acidos
nucléicos, moléculas sintéticas e até mesmo sistemas bioldgicos vivos como células e tecidos. Assim,
a ligacdo entre a nanoparticula e o alvo altera suas propriedades fisico quimicas que serdo detectadas
pelos transdutores. A magnitude do sinal identificado é proporcional a concentracdo de
microrganismos encontrados (Suppi et al., 2015). Embora a nanotecnologia possa ser util para a
deteccdo e monitoramento de microrganismos no ambiente, ainda pouco se sabe sobre a toxicidade
das nanoparticulas sobre organismos em ambientes naturais. Por isso, tem-se buscado também o
desenvolvimento dessa tecnologia numa perspectiva sustentavel, que minimize potenciais riscos tanto
para a sallde humana quanto para o meio ambiente (Suppi et al., 2015).

Dentre os métodos de monitoramento que envolvem engenharia genética destaca-se 0s genes
marcadores moleculares ou genes reporteres, que conferem fendtipos especificos ao microrganismo
e sdo usados para facilitar sua deteccdo e enumeragdo ap0ds a introducdo ambiental em relacdo a
microbiota indigena (Errampali et al., 1999). Experimentos mais antigos de marcacdo utilizavam
principalmente genes como lacZ, xylE e gusA, mas nas ultimas décadas eles foram substituidos
pelos genes gfp da proteina verde fluorescente e genes lux da bioluminescéncia (Davison, 2005).
Dentre as opgdes, genes gfp introduzidos permanentemente no DNA cromossdmico Sdo mais
estaveis do que genes plasmidiais e minimizam a possibilidade de transferéncia potencial do DNA
marcado para a microbiota indigena. O gene gfp e responsavel por sintetizar a proteina verde

fluorescente GFP, que converte a quimioluminescéncia azul da fotoproteina aequorina, que é
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sensivel ao Ca, em luz verde. Bactérias marcadas com GFP podem ser detectadas por varios
métodos: microscopia, exposicao de colbnias cultivadas em meio solido apds exposicao a luz UV,
fluorometria e citometria de fluxo. Em alguns trabalhos a deteccdo de células marcadas com GFP e
introduzidas em amostras de solo mesmo apds mais de um ano da introducdo demonstram que esse
sistema pode ser atil para monitoramento a longo prazo. As vantagens da técnica consistem em
permitir monitorar de forma inequivoca, répida e sensivel células bacterianas introduzidas no
ambiente, fornecendo informagbes sobre sua contagem, localizagdo espacial e sobrevivéncia.
Dentre as desvantagens do uso da técnica inclui-se a variabilidade da expressdo de GFP em
diferentes espécies, a influéncia das condi¢cdes ambientais na expressao da GFP ser desconhecida, o
fato do processo ndo poder funcionar em condi¢des anaerdbias e a manutencdo da fluorescéncia
mesmo ap6s a morte ou lise da célula (Errampali et al., 1999; March et al., 2003). Outra opcéo de
gene reporter é o sistema luciferase (lux) nos quais genes cassetes predominantes incluem os genes
luxAB ou luxCDABE derivados de Vibrio fischeri. Quando incorporado aos microorganismos
biorepérteres a bioluminescéncia é detectdvel por sensores de medicdo de luz, como
fotomultiplicadores (PMTSs), fotodiodos e dispositivos acoplados a carga. Devido a simplicidade e
sensibilidade das medi¢fes luminescentes, bactérias bioreporteres bioluminescentes se tornaram
importantes ferramentas de pesquisas (Sayler & Ripp, 2000).

Para se obter informac6es robustas sobre o destino de inoculantes introduzidos no ambiente
para diferentes fins, como a degradacdo de poluentes, nos trabalhos mais recentes ferramentas
moleculares multifasicas, com o uso combinado de diferentes técnicas, vém sendo cada vez mais
introduzidas na biotecnologia ambiental (Cycon et al., 2017).

Dueholm e colaboradores (2014), por exemplo, estudaram a sobrevivéncia e atividade de
Pseudomonas monteilli SB3078 introduzida em amostras de lodo ativado contaminado. Para tal
utilizaram quatro ferramentas moleculares diferentes. A PCR quantitativa (JQPCR) e a marcacao
aprimorada de GFP permitiram que os numeros de células fossem monitorados e visualizados
diretamente na amostra. JA& a RT-qPCR e a pesquisa isotdpica estavel (SIP), foram usadas para
estimar a expressao de genes que codificam enzimas envolvidas na degradacdo e crescimento dos

inoculantes nos compostos alvo.

111.4 Identificacéo e discussdo de procedimentos e metodologias, referenciados em publicacGes
cientificas, para mitigacdo de impactos decorrentes da introducdo de microrganismos no
ambiente.

Conforme discutido anteriormente, existem alguns possiveis impactos decorrentes da
introducdo de microrganismos no ambiente. Dentre os principais, pode-se citar a possibilidade de

causarem desequilibrios ecologicos se eles afetarem negativamente e, principalmente, causarem a
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morte de espécies ndo alvo. Caso as especies afetadas sejam outros microrganismos nativos isso
pode acarretar uma alteracdo da microbiota local e consequentemente do ciclo biogeoquimico de
nutrientes como nitrogénio, fdésforo ou outros. O microrganismo introduzido pode também
aumentar ou diminuir com o tempo sua viruléncia em relacdo ao hospedeiro, ou ainda, ampliar o
espectro de possiveis hospedeiros devido a mecanismos de transferéncia horizontal de genes. Por
fim, os microrganismos podem se disseminar para além da &rea de interesse de sua aplicacdo e
crescimento e afetar outras areas.

Dessa maneira, um dos passos importantes no processo prévio de avaliacdo dos riscos dessa
introducdo é a discussdo do gerenciamento de riscos, que inclui procedimentos para a mitigacdo ou
reducdo de riscos, que tem como objetivo diminuir o impacto ambiental ou econémico e a
probabilidade de ameaga que possa vir a ser representada por essa introducdo. Ou ainda medidas

para mitigar de efeitos indesejados pos introducéo, caso eles venham a ocorrer.

111.4.1 Medidas de mitigagdo para a reducdo de riscos decorrentes da introducdo de
microrganismos no ambiente.

A mitigacdo é uma questdo que deve ser abordada juntamente com a analise de risco da
introducdo dos microrganismos para prever os possiveis danos da sua exposicao a saude humana e
ao ambiente. Segundo Capalbo e Naldo (2000), se ap6s a avaliacdo do risco for concluido que
existe risco inaceitavel, os 6rgaos de controle devem aplicar medidas mitigadoras que podem ser a
restricdo do uso do produto ou a adocdo de medidas técnicas. As medidas técnicas podem ser a
alteracdo da forma como é feita a aplicacdo ou a formulacdo do produto, alterar a época de
aplicacdo ou a implementagdo do uso de equipamentos de protecdo individual que ainda ndo tenham
sido usados. Pode-se ainda designar apenas areas especificas, em que devido a particularidades
ambientais e/ou climaticas, essas restricdes de uso ou utilizacdo em condicGes especificas precise
ser realizada. No caso de microrganismos introduzidos como ACBs pode-se restringir, ainda,
culturas autorizadas e impedir a aplicagdo na época de floragéo.

E importante ressaltar também que o uso de metodologias para a introducdo e aplicagéo
controlada dos microrganismos no ambiente, as quais foram discutida no topico Il, e 0 uso de
medidas de monitoramento pds uso, discutidas no topico Ill, também sdo formas de se mitigar
varios possiveis riscos desse processo. Sejam eles relacionados aos impactos nos organismos nédo
alvo, ao equilibrio ecolégico das comunidades microbianas da area e ao potencial patogénico para
humanos e plantas de alguns microrganismos.

Para evitar o risco de que microrganismos introduzidos no ambiente se tornem espécies
invasoras, ou seja, com dispersao descontrolada e impacto negativo nos ecossistemas locais, € muito

importante a determinagdo prévia das caracteristicas que afetem seu potencial invasor, tais como
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relatado por Litchman et al (2010), as quais sdo: a presenca de alta taxa de transferéncia génica, alta
diversidade genética, apresentarem genomas grandes, além de diferentes modos de nutricdo ou vias
metabdlicas especificas. Esses autores também apontam algumas caracteristicas mais gerais de
invasividade de macrorganismos, as quais também podem ser investigadas para auxiliar na
avaliacdo de microrganismos com potencial de se tornarem invasivos. Dentre elas, pode-se destacar
a alta taxa de crescimento, se eles apresentam vias de dispersao auxiliada por vetores, se possuem
estagios inativos, como esporos, se apresentam estratégias de interacdo ecoldgicas mais generalistas
ou baixa especificidade de hospedeiro e se possuem elevado potencial para toxicidade. Dessa
forma, no caso dos ACB é fortemente recomendado que os organismos selecionados para atuarem
no controle biolégico das pragas apresentem altos niveis de fidelidade ao hospedeiro e ao habitat no
qual serd inserido (Hoddle, 2004).

Outra analise muito importante que deve ser feita para evitar a introducdo no ambiente de
microrganismos patogénicos aos humanos ou plantas é a investigacdo de caracteristicas génicas de
patogenicidade que ja sdo conhecidas, visto que mesmo estirpes que apresentam caracteristicas
benéficas para determinados processos no ambiente podem também conter genes de patogenicidade,
viruléncia ou resisténcia. Por exemplo, a bactéria Burkholderia cepacia apresenta capacidade de
biorremediacdo, promocdo do crescimento de plantas e de controle bioldgico de fitopatdgenos
(LiPuma et al., 1999; Zhao et al., 2014; Jung et al., 2018), mas é considerada um patégeno humano
oportunista que pode causar fibrose cistica em individuos imunossuprimidos, além de ser resistente
a inumeros agentes antimicrobianos (Holmes et al., 1998). Dessa forma, o sequenciamento do
genoma pode auxiliar na deteccdo do potencial patogénico dos microrganismos antes de serem
liberados no ambiente. Dentre as caracteristicas relacionadas a esse potencial pode-se citar a
presenca do sistema de secrecdo de proteinas do tipo 11, que é responsavel pela injecdo de proteinas
bacterianas especificas nas células eucarioticas e a presenca de bombas de efluxo que sdo capazes
de bombear para fora das células vérios tipos de antibidticos (Fernandes et al., 2003; Davison,
2005). Além da presenca de genes relacionados & expressao de toxinas, exotoxinas ou endotoxinas,
adesinas, receptores para interagdes com celulas de mamiferos, hemaglutininas, fimbrias, pilus tipo
I e tipo IV, proteinas relacionadas a invasdo da célula hospedeira (invasivinas) e ilhas de
patogenicidade, dentre outros (OECD, 2016). Para acessar as caracteristicas genéticas de
patogenicidade de fungos, pode ser realizada a busca de genes relacionados com inimeras doencas
fangicas pelo banco de dados DFVF (database of fungal virulence factors), como por exemplo, para
alergias, infec¢Bes cutaneas, criptococoses, além de manchas de folha, antracnose, dermatofitoses,
dentre outras (Lu et al, 2012). Para os virus, caracteristicas genéticas relacionadas ao seu potencial
de modificar as defesas do hospedeiro, elevada capacidade de multiplicacdo dentro do hospedeiro e
toxicidade ao hospedeiro devem ser avaliadas (Flint et al., 2009).
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Adicionalmente, Gentry e colaboradores (2004) citam a possibilidade de se utilizar a
bioaumentacdo de genes no ambiente ao invés de introduzir o microrganismo em si. Esse método
pode ser relevante quando se tem microrganismo com alto potencial de degradacdo de poluentes,
por exemplo, mas de géneros relatados como patdgenos oportunistas. Assim, para evitar a
possibilidade desse microrganismo causar doenca ao ser humano, pode-se utilizar apenas o seu
potencial genético de biorremediacdo. Nessa técnica, 0 microrganismo introduzido carregando
genes relacionados as vias de biorremediacdo ira transferir esses genes para 0s microrganismos
indigenas da area via processos de transferéncia horizontal. Pode-se explorar, por exemplo, o
processo de conjugacdo para a transferéncia de plasmideos contendo esses genes de interesse na
area a partir de células doadoras, visando a aumentar a disseminagdo de genes de degradacdo entre
as bactérias indigenas do solo (Garbisu et al., 2017). As células doadoras podem ser de
microrganismos indigenas isolados da area ou de microrganismos exdgenos que servirdo apenas
como vetores do plasmideo no ambiente. A vantagem de se utilizar microrganismos indigenas é o
fato deles serem adaptados para sobreviver e proliferar naquele ambiente. Entretanto, mesmo que se
utilize outros vetores a técnica pode ser vantajosa, pois ndo € necessario a sobrevivéncia desses
vetores a longo prazo, ja que o objetivo é apenas a transferéncia do plasmideo para as estirpes
indigenas da area (Newby et al., 2000). Com essa abordagem pode ser possivel melhorar a atividade
da populacéo indigena estabelecida, que pode mostrar melhores habilidades em tolerar as condic6es
prevalentes no sitio contaminado e degradar o contaminante, podendo também ter aplicacfes para
uso em locais contaminados por metais (Top et al., 2002; Herrero & Stuckey, 2015).

Outra estratégia que pode ser utilizada para evitar o uso de microrganismos com potencial
de se tornarem patogénicos é a fitoaumentacdo de genes de interesse, na qual esses genes sao
inseridos no genoma de uma planta e sem a necessidade, portanto, da adicdo do microrganismo. Por
exemplo, plantas de arroz contendo o gene da clorocatecol dioxigenase (cbnA) da bactéria
Ralstonia eutropha NH9 foram introduzidas para a degradacdo de poluentes organicos (Shimizu et
al., 2002). Arabidopsis thaliana também foi introduzida com os genes bacterianos da arsenato
redutase (arsC) e da y-glutamilcisteina sintetase (y-ECS), visando a remediacdo de Aareas
contaminadas com arsénio (Dhankher et al., 2002; Sarwar et al., 2017).

Outro exemplo cléssico de introducdo de genes microbianos em plantas € a introducdo dos
genes da bacteria Bacillus thuringiensis, por exemplo, no milho. Esses genes séo responsaveis pela
producdo de proteinas larvicidas Cry no genoma da planta, o que confere resisténcia a praga
(FlieRbach et al., 2011). Contudo a introducdo de organismos geneticamente modificados no
ambiente, seja microrganismos ou plantas, ainda € uma estratégia dificil de ser liberada pelos érgaos
reguladores dada a dificuldade de fazer previsdo dos impactos que serdo gerados a curto e longo

prazo, conforme ja discutido anteriormente.
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Pode-se observar que muitas das medidas de mitigacédo discutidas, sejam elas contra possiveis
impactos ambientais ou econdmicos, decorrentes da introducdo de microrganismos no ambiente ja
sdo propostas e utilizadas ha alguns anos. As estratégias mais interessantes de serem consideradas e
aplicadas no processo de liberacdo da introducdo dos microrganismos no ambiente devem ser
avaliadas minuciosamente e caso a caso, tendo em vista as especificidades relacionadas ao tipo de
microrganismo que se pretende introduzir, quais processos que eles irdo desempenhar, seja para
biorremediacdo ou controle bioldgico, o tipo de ambiente e principalmente, quais os principais

potenciais riscos relacionados a esse processo.

111.4.2 Medidas de mitigagdo de impactos ocorridos em decorréncia da introducdo de
microrganismos no ambiente.

Mesmo que todo o processo de utilizacdo de microrganismos, seja como ACB ou
biorremediadores, tenha sido minuciosamente avaliado e a introducdo ambiental desses
microrganismos realizada de forma controlada e com monitoramento frequente, ainda assim alguns
dos impactos negativos ja mencionados podem vir a ocorrer como consequéncia desse processo. E
importante considerar essa possibilidade antes da realiza¢do da introducdo do microrganismo em si
e estabelecer possiveis planos de mitigacdo de impactos para que 0s mesmos, se nao forem
totalmente eliminados, sejam ao menos controlados. Medidas de mitigacdo p6s introducéo eficazes
também devem ser elaboradas caso a caso, considerando as caracteristicas e 0 dano que esta sendo
causado pelo microrganismo introduzido. Apesar de ndo ser possivel estabelecer planos universais
de mitigacdo de impactos que possam ser aplicados em qualquer situacdo ha algumas premissas e
principios gerais que precisam ser seguidos para qualquer organismo, principalmente se ele for
exatico.

O Guia interino de principios para prevencdo, introducdo e mitigacdo de impactos de
espécies exoticas, desenvolvido pela Convencdo sobre Diversidade Bioldgica (CBD, 2000),
estabelece principios que devem ser seguidos para 0 manejo de impactos da introducdo desses
organismos, nos quais se incluem os microrganismos. A mitigacdo de impactos deve prever
medidas de contencdo e controle, erradicacdo e mitigacdo dos efeitos adversos da espécie
introduzida. A erradicacdo deve ser prioridade sobre as demais medidas considerando que é mais
facil erradicar espécies exoticas e invasoras no inicio do estagio de invasao, quando a sua populagao
€ menor e estd menos dispersa pelo ambiente. A maioria das tentativas de erradicacdo de espécies
introduzidas que j& estdo bem estabelecidas no ambiente ndo alcangam sucesso (Pimentel, et.al.,
2001).

Caso ndo seja possivel erradicar a espécie exotica, deve-se tentar utilizar medidas de

contencdo que minimizem a sua dispers@o ou seus efeitos danosos, como a escavagao e incineracao
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de plantas ndo alvo que estejam sendo afetadas pela espécie invasora ou alteracdo de alguma
propriedade fisica ou nutricional do ambiente que cause prejuizo a sobrevivéncia da espécie exotica.
Para isso é necessario determinar e conhecer a &rea de ocupacdo da espécie de interesse. O
monitoramento constante em volta dessa area € essencial para verificar a eficiéncia da medida de
contencdo e para agir de forma rdpida com o intuito de erradicar espécies que possam ter
ultrapassado os limites da &rea de contengdo. J& as medidas de controle devem focar tanto na
diminuicdo da populagdo da espécie introduzida quanto na redugdo do impacto dos efeitos adversos
causados pela introducéo. As medidas de controle, geralmente envolvem uma combinacgéo de varias
técnicas e devem ser regularmente aplicadas mesmo a longo prazo. Dessa forma, hd maior garantia
de alcancar e manter os resultados relacionados ao controle da espécie. As técnicas de mitigacao
devem ainda ter um bom custo beneficio e ndo devem causar riscos a0 meio ambiente, a saude
humana e agricultura. Além disso, devem ser social, cultural e eticamente aceitas (CBD, 2000).

Quando se constata algum dano ambiental causado especificamente por um microrganismo
que se tornou invasor, independente da sua origem e se foi introduzido intencionalmente ou néo,
essas premissas gerais de mitigacdo desses danos também sdo importantes e devem ser
consideradas. Entretanto, aplica-las efetivamente para os microrganismos definitivamente é um
processo mais complexo, pois apds a constatacdo da ocorréncia dos impactos indesejaveis, para
mitigar os danos é preciso encontrar formas de eliminar ou a0 menos conter esses microrganismos,
0 que é um processo dificil de ser realizado de forma eficiente e, principalmente, sem afetar outros
membros ndo alvo da comunidade indigena da area. Segundo Pickett e colaboradores (2018), na
verdade, a estratégia que contempla maior sucesso de combate microrganismos invasores ainda e,
em primeiro lugar, o impedimento de que eles sejam introduzidos, seja intencionalmente ou néo.

Poucos trabalhos ajudam com recomendagfes de estratégias que possam ser usadas para a
restauracdo ambiental ou mitigacdo dos efeitos de patdgenos invasivos depois que sdo introduzidos
no ambiente (Dickie et al., 2016) e a maioria deles sdo geralmente relacionados a agricultura ou
silvicultura (Pickett et al., 2018). Ainda assim, a seguir serdo abordadas algumas medidas e
procedimentos mais gerais que podem ou ja foram utilizados em ocasifes nas quais impactos
ambientais negativos causados por microrganismos foram constatados e que podem ser
extrapoladas para novas situagdes nas quais esses impactos venham a ocorrer ou servir como base
para a elaboracao de planejamentos mais especificos.

Na tentativa de minimizar o impacto causado pelo fungo fitopatdgeno Phytophthora
ramorum que se dispersou mediante a distribuicdo de plantas de viveiros infectadas causando morte
de carvalhos e infeccdo de mais de 70 espécies de plantas em florestas naturais na California
(EUA), o trabalho de Venette & Cohen (2006) buscou mapear regides geograficas do pais que

fossem mais e menos propensas ao estabelecimento desse fungo comparando parametros climaticos
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usando o software CLIMEX (Sutherst & Maywald, 1985). De acordo com 0s autores, esses
resultados poderiam ajudar na mitigagdo do impacto causado pelo fungo de duas formas, a primeira
pela deteccdo de periodos momenténeos de clima que ndo favorecem o crescimento do fungo em
um local onde ja ocorreu 0 seu estabelecimento, os quais poderiam ser usados como momentos
cruciais para introduzir métodos de controle visando aumentar o potencial de interromper a
progressdo da doenca. A segunda forma é que a modelagem pode ajudar a encontrar as areas para a
pesquisa das plantas infectadas nas quais deve ser feita a alocacdo de recursos financeiros para a
amostragem. Esse processo ajuda a aumentar a viabilidade econémica do controle da doenca, pois
possibilita que o investimento seja feito em locais prioritarios.

Esses procedimentos de rastreio e modelagem com o uso de drones, imagens de satélite e
usando softwares diversos sdo de extrema importancia para o controle de microrganismos
invasores, pois ajudam a direcionar qualquer estratégia no planejamento para controla-los.
Entretanto, apresentam a limitacdo de s6 poderem ser (teis em situacdes nas quais 0S
microrganismos estdo causando efeitos indesejaveis visiveis e mais facilmente detectaveis, como
infecgOes em plantas nédo alvo.

Em outro caso, para a restauracdo das florestas de castanheira na América do norte que
praticamente desapareceram ap6s a introducdo do fungo (Cryphonectria parasitica) causador da
ferrugem nesta planta foram propostas algumas medidas que envolveram o plantio de arvores mais
resistentes a ferrugem e o desenvolvimento de populacdes de fungo menos virulentas devido a
infeccdo causada por virus da familia Hypoviridae. A hipoviruléncia esta associada a propagacao
desse virus na populacdo dos fungos, sendo que o virus inibe a reproducédo fungica e interfere nos
mecanismos da doenca contribuindo para a reducdo do dano as arvores (Milgroom & Cortesi, 2004;
Jacobs, 2007).

Abordagens com o uso de virus para controlar distdrbios ambientais causados por bactérias
também tém sido relatadas. O uso de bacteri6fagos é uma importante estratégia porque a maioria
desses virus apresenta uma gama de hospedeiros restrita a uma ou poucas espécies bacterianas
relacionadas. Portanto, ndo apresentam risco ambiental para a cultura ou para a microbiota ao redor
da area afetada pelas bactérias de interesse (Jones et al., 2007). Por exemplo, o uso de bacteriéfagos
contra 0s patégenos da murcha causada pela bactéria Ralstonia solanacearum, R.
pseudosolanacearum e R. syzygii subsp. indonesiensis, que afetam tanto culturas como plantas
ornamentais, tem sido avaliado como método de controle (Alvarez & Biosca, 2017). Neste trabalho,
os bacteri6fagos foram capazes de controlar as estirpes R. pseudosolanacearum e/ou R. syzygii
subsp. indonesiensis. No trabalho de Jones e colaboradores (2012), foi discutido o uso de
bacteriofagos para o controle de doencas de plantas na filosfera, mas a necessidade do contato com
0 patdgeno aliado a baixa persisténcia do virus na folha sdo fatores que afetam a eficicia do
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controle. A incapacidade dos bacteriofagos de persistir nas superficies das plantas ao longo do
tempo ocorre devido a fatores ambientais como a inativacdo pela luz ultravioleta. Assim, é uma
técnica que apresenta grande potencial e pode ser utilizada como estratégia de mitigacdo de
bactérias introduzidas ambientalmente e que estejam causando danos, mas ainda precisa ser
aperfeicoada.

No caso do controle da invasdo de fungos ectomicorrizicos ja foi sugerida a construcdo de
valas ou aberturas no solo em locais nos quais a invasdo ainda estd em pequena escala, para romper
as conexdes das hifas com o hospedeiro e inserir uma barreira para impedir o crescimento dessas
hifas. Essa escavacdo foi proposta como um mecanismo para retardar a co-invasdo de fungos e
pinheiros (Thiet & Boerner 2007). Esse método visa cortar o suprimento de carbono do fungo, o
que resultard na sua morte, sendo necessaria a remoc¢do manual de esporocarpos no primeiro ano,
para impedir a dispersdo. Essa estratégia € recomendada para contencdo de fungos micorrizicos a
beira das areas onde foi detectada a invasao ou para proteger plantactes (Dickie et al., 2016).

Ainda é possivel considerar o uso de agrotdxicos como uma estratégia a se pensar quando se
trata de medidas de mitigacdo para o controle de pragas. Porém, embora essa seja uma medida de
custo relativamente baixo, como ja apresentado e discutido anteriormente, sdo varias as
desvantagens do seu uso, a garantia de que o controle sera efetivo pode variar muito e ainda deve-se
considerar os efeitos negativos em todos os organismos ndo alvo. (Dickie et al., 2016). Dessa
maneira, seria uma medida interessante apenas em carater mais emergencial, para tentar conter a
dispersdo de um microrganismo de interesse que esta se tornando invasor, e se ganhar tempo, por

exemplo, até que medidas mais direcionadas possam ser planejadas e colocadas em prética.

111.4.3 Custos financeiro relacionados as medidas de mitigacéo

Os maiores impactos econdmicos relacionados a introducdo de espécies exoticas que se
tornam invasoras estdo associados a agricultura e silvicultura (Pimentel et al., 2001). Calcula-se que
as perdas econdmicas relacionadas a essas invasGes possam somar nos seis paises (Estados Unidos
da América, Reino Unido, Australia, Africa do Sul, India e Brasil) mais de 336 bilhdes de dolares
por ano. Os custos para controlar esses impactos também sao altos, podendo chegar a 30 bilhdes de
dolares por ano. Porém, se os custos relacionados & perda de servigos ecoldgicos causados pela
invasdo de espécies a biodiversidade nativa pudessem ser estimados, esse valor ultrapassaria os 336
bilhdes de dolares anuais.

Na Australia, por exemplo, 15,2% das perdas de culturas sdo atribuidas aos microrganismos
que se tornaram patdgenos vegetais, 0 que equivale a um total de US $ 3,3 bilhdes por ano. Outro
exemplo sdo as perdas relacionadas a producéo de ruminantes na Nova Zelandia que podem chegar
a US$ 156 milhdes por ano devido a destruicdo das pastagens por ervas daninhas invasoras
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(Bourdét & Saville, 2010). Esses altos custos estdo associados a dificuldade, nesses casos, de conter
a dispersdo e reduzir a populagdo do organismo invasor (Gren, 2008). Na Nova Zelandia, por
exemplo, o custo da adicdo de uréia para substituir o nitrogénio na agricultura que foi perdido
devido a doencas causadas as plantas leguminosas de trevo pode chegar a US $148.74/ha por ano
(White & Gerard, 2006).

Marbuah (2014) discute que os custos associados ao controle ou mitigagdo de impactos
decorrentes da introducdo de espécies exoéticas e invasoras no ambiente sdo altos devido a
dificuldade em agir de forma rapida para impedir 0 aumento da populacdo do organismo e conter
sua dispersdo. 1sso pode ser ainda mais acentuado para os microrganismos devido a sua alta taxa de
crescimento. Além disso, os custos para erradicacdo de uma espécie sdo maiores do que 0s custos
de contencdo e manutencao da populacdo de espécies invasoras em niveis aceitaveis (Born, 2005).

Outro ponto a ser considerado é que devido as perdas econbémicas que esses danos
apresentam, como discutido anteriormente, pode-se perceber que 0s custos para ndo tomar as
medidas de mitigacdo também sdo altos, pois a depender da situacdo podem causar sérios danos
ambientais e, consequentemente, financeiros. Dessa forma, pode-se inferir que do ponto de vista
econémico e ambiental é mais eficiente investir em estratégias de prevencdo de impactos causados
pela introducdo de microrganismos do que em estratégias de mitigacdo, principalmente para

organismos que possam ter potencial de se disseminar, inclusive, para além da fronteira nacional.
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