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RESUMO

MELO, Christiane Augusta Diniz, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2015. Biorremediacdo de solo contaminado com sulfentrazone associada a plantas
e micro-organismos. Orientador: Mauricio Dutra Costa. Coorientadores: Antonio
Alberto da Silva, Francisco Affonso Ferreira e Lino Roberto Ferreira.

O uso de herbicidas que apresentam elevado efeito residual no solo, a exemplo do
sulfentrazone, pode apresentar sérios problemas de intoxicacao de espécies suscetiveis e
risco de contaminagdo ambiental. A biorremediacdo ¢ ferramenta indicada para
descontaminagdo de solos com herbicidas, sendo que a associagdo de plantas
remediadoras com micro-organismos pode aumentar a eficiéncia da biodegradagdo do
sulfentrazone. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a eficiéncia da
associa¢do entre um consorcio microbiano e plantas remediadoras na biorremediacao de
solo contaminado com o sulfentrazone. Primeiramente realizou-se o isolamento de
bactérias capazes de crescer na presenca do sulfentrazone a partir de amostras de solo
com historico de aplicagdo do mesmo. O género Pseudomonas predominou dentre os 26
1solados bacterianos obtidos. Apds triagem, Pseudomonas putida, Pseudomonas lutea,
Pseudomonas plecoglossicida e trés isolados de Pseudomonas sp. foram selecionados
por serem mais eficientes na biodegradagcdo do sulfentrazone. Posteriormente, foi
montando um experimento em casa de vegetagdo em esquema fatorial 2x4x4, no
delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes. O primeiro fator
constituiu-se da inoculag@o ou auséncia do consércio bacteriano selecionado, o segundo
fator foi composto pelo monocultivo e cultivo misto das espécies fitorremediadoras
Canavalia ensiformis (feijdo-de-porco) e Helianthus annuus (girassol), além da
auséncia de cultivo e o terceiro fator pelo tempo de biorremediagdo (25, 45, 65 e 85 dias
ap6s o desbaste). Foram analisadas a capacidade de promogao de crescimento vegetal
pelo consorcio bacteriano, a biomassa e a atividade microbiana do solo, assim como a
eficiéncia da biorremediagdo por meio de bioensaio e cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A inoculagdo de solo com o consorcio bacteriano selecionado contribuiu para
a promoc¢ao do crescimento das espécies Canavalia ensiformis e Helianthus annuus,
bem como proporcionou aumento da biomassa e atividade microbiana de solos
contaminados com o sulfentrazone. Canavalia ensiformis na presenga de consorcio
bacteriano foi capaz de estimular maior atividade da microbiota associada e sustentar
maior biomassa microbiana. Contudo, esta apresentou menor eficiéncia na redugao dos

residuos de sulfentrazone no solo. O monocultivo de Helianthus annuus e o cultivo
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misto reduziram em 64 e 43% o tempo de meia-vida do sulfentrazone comparado ao
solo cultivado com Canavalia ensiformis sem e com inoculagdo, respectivamente. O
cultivo misto de Canavalia ensiformis e Helianthus annuus € o monocultivo de
Helianthus annuus, independente da inoculagdo do solo com consdrcio bacteriano, sao
as técnicas mais eficientes de biorremediacdo do sulfentrazone no solo. Os isolados
obtidos sao capazes de promover o crescimento das espécies fitorremediadoras
Canavalia ensiformis e Helianthus annuus ¢ apresentam potencial de uso em programas
de biorremediagdo do sulfentrazone. A fitorremediagdo associada a bioaumentagdo ¢

técnica promissora para descontaminagao de solos com o sulfentrazone.



ABSTRACT

MELOQO, Christiane Augusta Diniz, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February,
2015. Bioremediation of soil contaminated with sulfentrazone associated with
plants and micro-organisms. Adviser: Mauricio Dutra Costa. Co-advisers: Antonio
Alberto da Silva, Francisco Affonso Ferreira and Lino Roberto Ferreira.

The use of herbicides that have a high residual effect on soil, such as sulfentrazone, can
cause serious problems for toxicity of susceptible species and the risk of environmental
contamination. Bioremediation is an appropriate tool for herbicide decontaminated soil,
and the association of remediation plants with micro-organisms can increase the
efficiency of sulfentrazone biodegradation. Given the above, the aim of this work was to
evaluate the efficiency of a microbial consortium in association with remediation plants
in the bioremediation of soil contaminated with sulfentrazone. First, the isolation of
bacteria capable of growing in the presence of sulfentrazone from the soil samples with
application historic of the herbicide was undertaken. The Pseudomonas genus
predominates among the 26 bacterial isolates obtained. After screening Pseudomonas
putida, Pseudomonas lutea, Pseudomonas plecoglossicida and three isolates of
Pseudomonas sp. were selected because they were more efficient in the biodegradation
of sulfentrazone. We then, conducted an experiment in a greenhouse using a factorial of
2x4x4, distributed in a completely randomized design with four replications. The first
factor consisted of inoculation or the absence of the selected bacterial consortium; the
second factor was composed of the monocultivation or mixed cultivation, of
phytoremediator species Canavalia ensiformis and Helianthus annuus, as well as the
absence of cultivation; and the third factor was composed of the time of bioremediation
(25, 45, 65 and 85 days after thinning). The ability to promote plant growth by the
bacterial consortium, the biomass and the microbial activity, as well as the effectiveness
of bioremediation by bioassay and high performance liquid chromatography, were
determined. The soil inoculated with the selected bacterial consortium contributed to the
growth promotion of the species Canavalia ensiformis and Helianthus annuus, and it
contributed to an increase of microbial biomass and activity of soil contaminated with
sulfentrazone. Canavalia ensiformis, in the presence of the bacterial consortium, was
able to stimulate greater microbial activity and sustain higher microbial biomass.
However, this showed a lower efficiency in reducing sulfentrazone residue in the soil.

The monoculture of Helianthus annuus and the mixed cultivation decreased the half-life



time of sulfentrazone by 64 and 43% compared to the soil with Canavalia ensiformis
with and without inoculation, respectively. The mixed cultivation of Canavalia
ensiformis and Helianthus annuus and the monoculture of Helianthus annuus,
independent of soil inoculated with bacterial consortium, are the most efficient
techniques for bioremediation of sulfentrazone in the soil. The isolates are able to
promote the growth of phytoremediator species Canavalia ensiformis and Helianthus
annuus and have the potential for use in sulfentrazone bioremediation programs.
Phytoremediation associated with bioaugmentation is a promising technique for soil

remediation with sulfentrazone.
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INTRODUCAO GERAL

Os herbicidas sdo produtos quimicos utilizados na agricultura para garantir o
crescimento e desenvolvimento das culturas livres da interferéncia de plantas daninhas.
Muitos desses sao persistentes, a exemplo do sulfentrazone, e podem, decorrido o
periodo desejado de controle, permanecer por longo tempo no solo causando efeitos
indesejaveis e colocando em risco a seguranga ambiental.

A permanéncia desses herbicidas no solo por muito tempo pode acarretar sé€rios
problemas como intoxicagao de espécies suscetiveis cultivadas em sequéncia na mesma
area e intoxicac¢do de organismos ndo alvo, especialmente micro-organismos benéficos
do solo, além de elevar os riscos de lixiviagdo e contaminagdo de aguas superficiais e
subterraneas, o que gera grande preocupa¢do ambiental.

Técnicas de biorremediacao tém sido utilizadas como forma de descontaminacao
de solos com residuos toxicos de herbicidas. O cultivo de espécies vegetais
remediadoras de solos contaminados com herbicidas tem sido bastante estudado no
Brasil, contudo, a utilizagdo de micro-organismos para descontamina¢do de solos com
esses produtos € pratica incipiente no pais. Estudos envolvendo a fitorremediacdo de
solos com herbicidas geralmente utilizam uma tnica espécie remediadora. No presente
trabalho, testou-se a hipdtese que a capacidade de fitorremediacdo do sulfentrazone
pode ser incrementada com o cultivo simultaneo de duas espécies vegetais distintas.

Micro-organismos edaficos, especialmente bactérias e fungos, participam de
forma significativa na eliminagdo ou redu¢do dos niveis de herbicidas no solo pela sua
capacidade degradadora. A principal via de degradacao do sulfentrazone, assim como
de outros herbicidas com residual longo, ¢ a microbiana, a qual assume papel
importante na persisténcia desses produtos no solo. Baseado no potencial apresentado
por plantas e micro-organismos especificos em biodegradar herbicidas no solo, a
associacao desses pode acelerar o processo de remediacao, tornando o solo apto a
receber culturas sensiveis em menor tempo. No entanto, sdo escassos na literatura
trabalhos envolvendo a utilizagdo de plantas e de micro-organismos do solo na
biorremediacdo de herbicidas em condic¢des tropicais.

Assim, diante da frenquente utilizacdo do sulfentrazone no controle de plantas
daninhas em culturas de grande importancia econdmica para o pais, da preocupagdao em
impedir a contaminacdo de solos e aguas, da relevancia da biorremediagdo para

descontamina¢do de solos e da falta de informacdo a cerca da eficiéncia do processo



quando consércios microbianos sdo utilizados conjuntamente com plantas
fitorremediadoras, propds-se a realizagdo deste trabalho.

O objetivo geral do trabalho foi avaliar a eficiéncia da associagdo entre um
consorcio microbiano e plantas remediadoras na biorremediacdo de solo contaminado
com o sulfentrazone. No capitulo 1 foi apresentado o referencial teérico que serviu
como base para o desenvolvimento deste trabalho. Nele sdo abordados os papéis das
plantas e micro-organismos na biorremedia¢do de solos contaminados com herbicidas,
bem como a caracteriza¢do do herbicida sulfentrazone. No capitulo 2 objetivou-se isolar
e caracterizar bactérias capazes de utilizar o sulfentrazone como tnica fonte de carbono.
A partir deste estudo foi possivel selecionar os isolados mais eficientes na degradacdo
do sulfentrazone in vitro. No capitulo 3 foi comprovado o potencial de promogao de
crescimento de Canavalia ensiformis e Helianthus annuus, espécies fitorremediadoras
do sulfentrazone, pelos isolados selecionados. No capitulo 4 foi estudada a biomassa e
atividade microbiana associada a essas espécies vegetais, em monocultivo e em cultivo
misto, em solo com o sulfentrazone. Por fim, no capitulo 5 foi avaliada a eficiéncia da
biorremediacdo de solos com sulfentrazone pelo consorcio bacteriano previamente
selecionado, por plantas fitorremediadoras e pela associagdo desses. Neste, os residuos
do sulfentrazone no solo apds a inoculacdo e cultivo, por diferentes tempos e arranjos de
plantas, foram detectados por meio de bioensaio e cromatografia liquida de alta

eficiéncia.



CAPITULO 1



REFERENCIAL TEORICO: PLANTAS E MICRO-ORGANISMOS NA
BIORREMEDIACAO DE SOLOS COM HERBICIDAS

1. Introducao

O solo ¢ um ecossistema complexo onde diversos micro-organismos
desempenham papel importante na manuten¢ao da fertilidade e na produtividade das
culturas por meio de interagdes com componentes bioldgicos e fisico-quimicos
(AHEMAD et al., 2009; ILIEVA; VASILEVA, 2014; KOSEV; VASILEVA, 2014).
Além disso, os micro-organismos do solo, especialmente bactérias e fungos, atuam de
forma ativa e significativa na degradacdo de xenobidticos, sendo determinantes na
persisténcia dessas moléculas no ambiente (OHMES et al., 2000; DELLAMATRICE;
MONTEIRO, 2004; OTENIO et al., 2005; MARTINS et al., 2007; SILVA et al., 2007;
MARTINEZ et al., 2010; SHARMA et al., 2011; NITISAKULKAN et al., 2014).

Dentre as substancias quimicas estranhas a vida ou ndo encontradas
naturalmente no ambiente, ha diversos herbicidas utilizados na agricultura. Alguns
desses herbicidas apresentam longo efeito residual no solo. Tal comportamento ¢
importante em situagdes onde o periodo total de prevencdo da interferéncia (PTPI) das
plantas daninhas sobre as culturas € longo, exercendo controle efetivo durante o periodo
necessario, sem que haja necessidade de repetidas aplicagdes para manter a cultura livre
de competi¢do pelos recursos do meio (PROCOPIO et al., 2009). No entanto, apos o
término do PTPI, que muitas vezes coincide com a cobertura do solo pela cultura, a
presenca do herbicida neste ambiente passa a ser indesejavel. Herbicidas de longa
atividade residual no solo como picloram, tebuthiuron, imazapyr, imazaquin,
trifloxysulfuron-sodium e sulfentazone estdo entre os mais problematicos.

Problemas como carryover (ARTUZI; CONTIERO, 2006; DAN et al., 2010;
MANCUSO et al., 2011), intoxicacdo a organismos ndo alvo (VIEIRA et al., 2007;
LANE et al, 2012; SILVA et al., 2014), lixiviagdo e contaminacdo de &guas
subterraneas (SANTOS et al.,, 2015 [no prelo]), runoff e contaminacdo de aguas
superficiais (MARCHESAN et al., 2010; OTTO et al., 2012) podem ser ocasionados
por esses herbicidas.

Nesse sentido, aumenta-se a preocupacdo em impedir ou remediar tais efeitos
negativos causados pela presenca desses herbicidas no solo. A remediagao de uma area
contaminada pode ser quimica (quelatos, reagentes), fisica (retirada da camada

contaminada; injegdo de ar) ou bioldgica (micro-organismos e plantas) (PROCOPIO et
4



al., 2009), destacando-se esta ultima medida para aplicagdo em areas agricultaveis
submetidas a aplicagdo de herbicidas.

Dentro da biorremediacao, o emprego de espécies vegetais fitorremediadoras de
herbicidas tem sido bastante estudado no Brasil (SANTOS et al., 2004a; PIRES et al.,
2006; CARMO et al., 2008; PROCOPIO et al., 2008; BELO et al., 2011; MADALAO
et al., 2012; MONQUERO et al., 2013), contudo a utilizagdo de micro-organismos do
solo como bactérias e fungos para biorremediar areas contaminadas ainda ¢ pouco
pesquisada no pais.

A fitorremediacao destaca-se dentro das técnicas de biorremediagdo pelo baixo
custo e eficiéncia na descontaminagdo de solos. Comumente emprega-se uma Unica
espécie, que reune uma série de caracteristicas desejaveis, além da tolerancia,
devidamente escolhida em sele¢do prévia. Estudos envolvendo a utilizagdao de cultivo
misto formado por duas espécies distintas, embora escassos na literatura, permitem
explorar, a0 mesmo tempo € na mesma area, a capacidade fitorremediadora de ambas,
que além de melhorar a fitoestimulacdo da microbiota associada, pode aumentar a
rizodegradagao e a eficiéncia do processo de biorremediagao.

Ademais, a introducdao de micro-organismos comprovadamente degradadores de
herbicidas em campos agricolas, caracterizada pela bioaumentagdo, podera trazer

também beneficios diretos as plantas.

2. Biorremediacao

Dentre as inimeras tecnologias para remediagdo, ressalta-se a biorremediacdo,
como uma opg¢do para promover a destoxificagdo do local ou a remogdo de elementos
contaminantes do solo. A estratégia de biorremediacdo consiste na utilizacdo de
processo ou atividade bioldgica por meio de organismos vivos, se€jam micro-organismos
e, ou plantas, que possuam a capacidade de modificar ou decompor determinados
poluentes, transformando-os em substincias menos téxicas ou inertes (JACQUES et al.,
2010). Essa biotecnologia vem sendo utilizada ha anos em varios paises e, em certos
casos, apresenta menor custo € maior eficiéncia na remocao dos contaminantes do que
as técnicas fisicas e quimicas, sendo atualmente utilizada no tratamento de diversos
residuos e na remediagdo de areas degradadas (BAMFORTH; SINGLETON, 2005;
OTENIO et al., 2005; MARTINS et al., 2007; JESUS et al., 2009; XU et al., 2009;
ZHANG et al., 2013; NITISAKULKAN et al., 2014).



Para remog¢ao dos contaminantes do ambiente, técnicas de biorremediagdo in situ
podem ser utilizadas, como atenuacdo natural, bioaumentagdo, bioestimulagdo e
fitorremediacdo ou técnicas de biorremediagdo ex situ, como compostagem,
“landfarming” e biorremediadores (JACQUES et al.,, 2007). Devido aos riscos
ambientais envolvidos com as técnicas de biorremediagdo ex situ, tais como a
escavagdo, a manipulagdo, o transporte € o armazenamento de materiais contaminados,
as técnicas in situ tém sido mais empregadas (PROCOPIO et al., 2009).

A Dbiorremediacdo ¢ relatada por varios autores (PIRES et al., 2003ab;
PROCOPIO et al., 2005; CHELINHO et al., 2010) como pratica promissora para
descontaminagdo de ambientes que receberam a aplica¢ao de herbicidas. A selecdao da
estratégia mais efetiva de biorremediacdo estd baseada nas caracteristicas dos produtos
(solubilidade, estrutura molecular, volatilidade, peso especifico e suscetibilidade ao
ataque microbiano), da area contaminada, bem como da eficiéncia dos organismos vivos
isolados ou em consorcio.

O desenvolvimento de pesquisas com biorremediagdo pode gerar novas
tecnologias ou aperfeigoar aquelas ja& existentes, o que € essencial para o incremento de
novos projetos de descontaminagdo ambiental tanto de solos, quanto de outros

ambientes (LEONEL et al., 2010).

2.1. Fitorremediacio de solo com herbicidas

A fitorremediacdo, dentro da biorremedia¢do, ¢ uma técnica que envolve o
emprego de plantas e a microbiota associada, além de praticas agronomicas que, se
aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou tornam os contaminantes inofensivos
para o ecossistema (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

Nos ultimos anos, principalmente no Brasil, a pesquisa envolvendo a
fitorremediagdo, além do cunho ambiental (SCRAMIN et al., 2001), recebeu forte
impulso para utilizagdo em areas agricultaveis, com trabalhos que evidenciaram a
possibilidade de se empregar plantas para reduzir os residuos de herbicidas e,
consequentemente, a toxicidade a culturas suscetiveis, cultivadas em 4areas que
receberam tais compostos (SANTOS et al., 2007). Trabalhos tém difundido a utiliza¢ao
de plantas na remediacdo de poluentes e alguns apontam a eficiéncia dessas na

remediacao de herbicidas como tebuthiuron (PIRES et al., 2006, 2005), trifloxysulfuron



sodium (SANTOS et al., 2004a), picloram (PROCOPIO et al., 2008) e sulfentrazone
(MADALAO et al., 2012; BELO et al., 2011).

A utilizacdo da fitorremediagcdo ¢ baseada na seletividade, natural ou
desenvolvida, que algumas espécies exibem a determinados tipos de compostos ou
mecanismos de agdo (CUNNINGHAM et al., 1996). Esse fato pode ser de ocorréncia
comum em espécies agricolas melhoradas geneticamente e por varias espécies de
plantas daninhas, tolerantes ou resistentes a certos herbicidas ou grupos de herbicidas.
Essa seletividade deve-se ao fato de que os herbicidas podem ser translocados para
outros tecidos da planta e subsequentemente volatilizados; podem ainda sofrer parcial
ou completa degradacdo; serem transformados em compostos menos toxicos ou serem
combinados e, ou ligados a tecidos das plantas (compartimentalizagdao) (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2000; SCRAMIN et al., 2001).

Para selecdo de espécies fitorremediadoras sdo avaliadas um numero elevado de
espécies, cuja escolha ¢ baseada em caracteristicas desejaveis como tolerancia e
capacidade de reduzir os residuos toxicos de herbicidas, rapido crescimento, facilidade
de cultivo, propagag¢do e aquisicao, €, no caso de lavouras, que a espécie escolhida tenha
baixo potencial de tornar-se planta daninha (PIRES et al., 2003b; SANTOS et al.,
2007). No Brasil ja foram selecionadas plantas com capacidade fitorremediadora dos
herbicidas trifloxysulfuron-sodium (SANTOS et al., 2004b; PROCOPIO et al., 2004),
tebuthiuron (PIRES et al., 2003a), picloram (CARMO et al., 2008; SILVA et al., 2012),
sulfentrazone (MADALAO et al., 2012; BELO et al., 2011), diclosulam (MONQUERO
et al., 2013) e imidazolinonas (imazethapyr + imazapic e imazapyr + imazapic)
(GALON et al., 2014).

Apoés diversas etapas de um processo minucioso de selecdo, as leguminosas
Stizolobium aterrimum (mucuna-preta) e Canavalia ensiformis (feijao-de-porco)
mostraram-se capazes de reduzir os residuos do herbicida trifloxysulfuron-sodium no
solo, em casa de vegetagdo e posteriormente a campo (SANTOS et al., 2004ab; 2007;
PROCOPIO et al., 2006; 2007; BELO et al., 2007). Em procedimentos semelhantes, as
mesmas espécies também conseguiram fitorremediar ambientes com residuos de
tebuthiuron, todavia, em niveis menos expressivos (PIRES et al., 2005; 2006),
notadamente por seu maior espectro de acao e persisténcia no solo (MEYER; BOVEY,
1988). Belo et al. (2011) e Madaldo et al. (2012) selecionaram Helianthus annus e
Canavalia ensiformis, como as espécies mais eficientes na remediacdo de solos

contaminados com o sulfentrazone. Resultados preliminares evidenciaram que as



espécies Brachiaria brizantha, B. decumbens e Avena strigosa mostraram-se
indiferentes a presenca do picloram+2,4-D no solo (SILVA et al., 2006) ¢ Carmo et al.
(2008) selecionaram Eleusine coracana e Panicum maximum Jacq. cv. Tanzania-1
como espécies potencialmente remediadoras do picloram.

A eficiéncia do processo de remediacdo ¢ assegurada quando a fitoextragdo
seguida da fitotransformacao, resulta na mineralizagdo ou na formacao de metabolitos
ndo toxicos ou menos toxicos que a molécula original. Tal resultado ¢ desejavel
especialmente em areas agricolas que envolvam culturas importantes e sensiveis no
sistema de sucessao/rotagao.

A rizodegradagdo associada a fitoestimulagdo ¢ importante mecanismo de
fitorremediacdo, j4 que ¢ um processo que envolve a degradagdo da molécula no
ambiente rizosférico em resposta ao estimulo a atividade microbiana nas proximidades
das raizes por meio da liberagcdo de exsudatos e enzimas via planta (WILSON, et al.,
2000; BAIS et al., 2006). Além desta, pode ocorrer a rizovolatilizagdo ou
rizoestabilizacdo do herbicida no solo, as quais consistem, respectivamente, na
volatilizagdo do contaminante, transformando-o, na rizosfera, a uma forma volatil, a
qual ¢ liberada na atmosfera e na imobilizagdo, lignificagdo ou humificacdo do
contaminante na rizosfera da espécie vegetal, ficando o contaminante inativo no solo,
mesmo que preservando sua integridade molecular (PROCOPIO et al., 2009). Virios
trabalhos demonstram a contribui¢do das plantas na estimulagdo da atividade
microbiana para a degradacdo de herbicidas no solo (SANTOS et al., 2007;
FERNANDEZ et al., 2009; SANTOS et al., 2010).

Outros mecanismos biologicos da fitorremediagdo sdo a fitoacumulagdo e a
fitovolatilizagdo. A fitoacumula¢do consiste no armazenamento do contaminante nas
raizes ou em outros Orgdos, sem modificacio das moléculas do xenobiodtico
(aprisionamento). A fitovolatilizacdo, a semelhanga do que pode acontecer na rizosfera,
pode ocorrer apds a fitoextracdo e até mesmo apds a fitoacumulacdo. A afirmacgdo
precisa sobre quais mecanismos sdo mais atuantes na fitorremediagdo de determinado
herbicida, bem como a identidade e toxicidade dos subprodutos da transformagao e o
compartimento da planta em que sdo armazenados, ainda sdo gargalos a serem
desvendados pelos pesquisadores.

Algumas respostas que buscam elucidar a tolerancia de plantas e os mecanismos
de degradacdo de herbicidas foram obtidas por Merini et al. (2009), que atestaram a

eficiéncia de Lolium multiflorum na fitorremediacao do herbicida atrazine. Estes autores



observam que L. multiflorum apresentava alta taxa de degradacdo inicial do atrazine e
sua tolerancia a este herbicida estava relacionada ao aumento do seu metabolismo, por
meio de desintoxicagdao enzimatica via P450. Também Sulmon et al. (2007) verificaram
que a aplicacdo exdgena de sacarose em meio de cultivo e em solo cultivado com
Arabidopsis thaliana pode aumentar o crescimento, a tolerancia e a fitoacumulacdo do
atrazine por esta espécie.

A grande maioria dos trabalhos disponiveis na literatura investiga o efeito do
cultivo de uma unica espécie na remediacdo de areas contaminadas com herbicidas.
Contudo, a utilizacdo de duas ou mais espécies com potencial remediador do herbicida
em questdo, na mesma area, pode ser boa estratégia para aumentar a eficiéncia do
processo. Em trabalho realizado na China foi evidenciado que a comunidade mista
formada de Phragmites australis e Acorus calamus exibiu maior percentagem de
biodegradag¢do do butachlor comparado aos residuos encontrados em solos rizosféricos
de trés comunidades vegetais puras de P. australis, A. calamus e Zizania aquatica
(YANG et al., 2013). Segundo os autores, a meia-vida do butachlor nos solos
rizosféricos da comunidade mista foi 33, 51 e 57% mais curta em compara¢do com as
trés comunidades vegetais puras, respectivamente (YANG et al., 2013).

Embora a fitorremediacdo de herbicidas tenha despertado o interesse da
comunidade cientifica, sdo escassas as pesquisas associando a fitorremediagdo com a
introdu¢do de micro-organismos comprovadamente degradadores de herbicidas em
campos agricolas, especialmente em relacdo ao sulfentrazone, o qual ¢ amplamente

utilizado em extensas areas com culturas de grande importancia econdmica para o pais.

2.2. Micro-organismos na remediacio de solos contaminados com herbicidas

Bactérias e fungos sdo considerados os principais responsaveis pela
transformagdo dos herbicidas no solo (OLIVEIRA JR.; REGITANO, 2009). A
degradagdo de substancias xenobidticas por micro-organismos presentes no solo
depende da presenca de varias enzimas que realizam metabolismo para seu crescimento,
e dessa forma conseguem remediar os compostos quimicos, reduzir as concentragdes
presentes no ambiente ou torna-los menos téxicos (LEONEL et al., 2010).

Processos de biodegradagdo de substratos com herbicidas podem ocorrer de
acordo com a atuacdo de uma espécie, ou, mais comumente, de varias espécies de

micro-organismos do solo. A molécula herbicida pode ser utilizada pelos micro-



organismos como fonte de nutriente e energia. No entanto, a estrutura quimica do
produto pode ser modificada pela microbiota sem obtencdo de energia para o seu
crescimento, o que caracteriza o cometabolismo. Uma vez que micro-organismos
presentes em solos sdo capazes de degradar e mineralizar herbicidas, pode-se
desenvolver a biorremediagdo de sitios contaminados empregando-se micro-organismos
selecionados.

A degradacdo cometabodlica de tribenuron methyl, um herbicida do grupo
quimico das sulfonilureias, por uma estirpe bacteriana NyZ42 de Pseudomonas isolada
de solo contaminado, elevou a eficiéncia da degradacdo em cerca de 80% em meio
minimo liquido dentro de quatro dias, quando foi utilizada glicose ou succinato como
fonte de carbono suplementar. Os autores relatam que essa estirpe era incapaz de utilizar
tribenuron methyl como unica fonte de carbono (ZHANG et al., 2013).

A degradacdo de atrazina pode ocorrer por linhagens individuais de
Pseudomonas sp. (MANDELBAUM et al., 1995; KATZ et al., 2001), Rhodococcus
rhodochrous (SINGH et al., 2004), Aerobacterium sp., Microbacterium sp., Bacillus
sp., Micrococcus sp., Deinococcus sp. ou Delftia acidovorans (VARGHA et al., 2005),
bem como por um consorcio de espécies, tais como Agrobacterium tumefaciens,
Caulobacter crescentus, Pseudomonas putida, Nocardia sp., Rhizobium sp. e
Variovorax paradoxus (SMITH et al., 2005). Alguns micro-organismos podem,
enzimaticamente, levar a completa mineralizacdo do herbicida por meio de reagdes de
N-desalquilagao ou N-desaminacdo das cadeias laterais, produzindo subprodutos como
o desetilatrazina (DEA) e desisopropilatrazina (DIA).

A degradagdo do s-metolachlor foi detectada por diversas espécies de bactérias
identificadas como Klebsiella pneumoniae pneumoniae, Pseudomonas alcaligenes,
Enterobacter aerogenes (MARTINS et al., 2007). Apos 5 dias de incubacao a 35°C, o
consorcio bacteriano proporcionou diferenca média de 14,42% na concentragdo do
herbicida e em 10 dias diferenca de 35,01%. Além disso, os autores verificaram a
presenca de halos em torno das coldnias, comprovando a hipdtese da degradagdo do s-
metolachlor.

O 1solamento de dez fungos de solo contaminado com atrazina e de cinco fungos
em solo com atrazina + simazina foi realizado por Colla et al. (2008). Através da
identificacdo, constatou-se que esses pertencem aos géneros Aspergillus, Penicillium e

Trichoderma. Representantes dos dois primeiros géneros apresentaram maior
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velocidade de crescimento radial em solo contaminado com atrazine € com a mistura,
apresentando potencial para serem utilizados em processos de biorremediagao.

Bactérias e fungos envolvidos na degradacdo do sulfentrazone em solos sem
historico da aplicagdo do herbicida, mas suplementados com crescentes concentragdes
do mesmo, foram isolados e identificados (Martinez et al., 2008ab; 2010). Segundo os
autores, dentre as espécies de bactérias isoladas com potencial de degradagdo deste
herbicida estdo Nocardia brasiliensis, Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobium
radiobacter, Ralstonia picketti e Methylobacterium radiotolerans. Os fungos com
potencial de degradagdo do sulfentrazone pertencem aos géneros Cladosporium,
Eupenicillium, Paecilomyces, Penicillium, Chrysosporium e Metarrhizium.

Dellamatrice e Monteiro (2004) isolaram do solo um consoércio de trés espécies
de bactérias Acinetobacter johnsonii e duas espécies de Bacillus sp. cultivadas em meio
contendo diuron como fonte de carbono. Nesse estudo apenas a espécie 4. johnsonii foi
capaz de metabolizar a molécula.

Essas pesquisas demonstram a versatilidade metabolica ¢ a diversidade de
micro-organismos com potencial degradativo que podem ser empregados na remediacao
de solos com herbicidas. Dessa forma, o isolamento, caracterizagao e identificagao dos
micro-organismos com habilidade ou atividade enzimatica metabolizadora dos
herbicidas sdo essenciais para incorpora-los aos processos de biorremediagao.

A bioaumentagdo com micro-organismos comprovadamente degradadores de
uma molécula herbicida, em associacao com a fitorremediagdo pode acelerar o processo
de descontaminacdo de solos com herbicidas. Além da capacidade degradadora,
algumas bactérias isoladas de solos podem apresentar a habilidade de promover o
crescimento vegetal. (Rizo)bactérias promotoras do crescimento facilitam o crescimento
das plantas diretamente através do auxilio na aquisi¢do de recursos (nitrogénio, fosforo
e minerais essenciais) € da modulagdo dos niveis de hormonios vegetais, ou
indiretamente, através da diminuicdo dos efeitos inibidores de diversos fitopatdgenos
(AHEMAD:; KIBRET, 2014). Vérios estudos tém demonstrado o aumento da sanidade e
da produtividade de diferentes espécies de plantas pela aplicagdo de rizobactérias
promotoras de crescimento de plantas em condigdes normais e sob algum tipo de
estresse, como por exemplo, solos contaminados com herbicidas (AHEMAD; KHAN,

2010; 2011; AHEMAD; KIBRET, 2014).
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A possibilidade de isolar micro-organismos do solo que retnem tais
caracteristicas benéficas pode permitir grandes avangos nos estudos de biorremediagao

de herbicidas em solos agricolas.

3. Sulfentrazone

Dentre os herbicidas com longo efeito residual no solo e de larga utilizacao
destaca-se o sulfentrazone. O sulfentrazone (N- {2,4- dicloro- 5- [4- (difluorometil)-
4,5- diidro- 3- metil- 5- oxo- 1H- 1,2,4- triazol- 1- il] fenil} metanesulfonamida) ¢
recomendado para aplicagdo em pré-emergéncia nas culturas de soja, cana-de-agucar,
café, eucalipto, citros, fumo e abacaxi (AGROFIT, 2014). Apresenta como
caracteristicas fisico-quimicas: alta solubilidade em agua (780 mg L™ a pH 7,0), baixa
pressio de vapor (I x 10° mmHg a 25 °C), baixa sor¢do (Koc=43), constante de
dissociagdo (pKa) 6,56 e coeficiente de particdo (Kowpuy) 9,79 (IUPAC, 2014), tendo
como principal via de degradacdo no solo a microbiana (MARTINEZ et al., 2008ab;
2010).

O sulfentrazone possui amplo espectro de agdo e ¢ eficiente no controle da
maioria das plantas daninhas dicotiledoneas, de algumas gramineas anuais e perenes €
das ciperaceas. O controle se da através da ruptura da membrana celular, iniciando pela
inibi¢ao da enzima PROTOX (protoporfirinogénio oxidase) na biossintese da clorofila.

A persisténcia do sulfentrazone aplicado na cultura da soja foi determinada em
376 dias ap6s a aplicacio (DAA) de 0,6 kg ha™ do ingrediente ativo (i.a.), enquanto na
dose de 1,20 kg ha™ i.a., ndo foi possivel determinar o final da persisténcia, pois,
mesmo na ultima época amostrada (539 DAA), a beterraba, espécie utilizada como
bioindicadora, mostrou-se sensivel ao herbicida (BLANCO; VELINI, 2005). Em outro
estudo a persisténcia desse herbicida, aplicado na cultura da cana-de-agucar, foi
determinada em 601 DAA na dose de 0,6 kg ha™ i.a. e 704 DAA na dose de 1,20 kg ha”
"i.a. (BLANCO et al., 2010).

A meia-vida do sulfentrazone no solo foi reportada em experimentos de campo e
de laboratorio variando entre 24 e 302 dias, dependendo das condi¢des experimentais e
edafoclimaticas locais (OHMES et al., 2000; CHEN, 2003; MARTINEZ et al., 2008ab;
BRUM et al., 2013). A meia-vida do sulfentrazone foi estimada em 146,5 ¢ 172,4 dias
em Latossolo Vermelho e Argissolo Vermelho, respectivamente, mantidos a 27°C, 70%

de umidade e fortificados com 0,7 pg g’ i.a. (MARTINEZ et al., 2008ab). Em trabalho
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realizado por BRUM et al. (2013) sob diferentes condi¢des de umidade, temperatura e
profundidades avaliadas, a meia-vida do sulfentrazone variou de 34 a 116 dias.

A sorcao ¢ dessor¢ao do sulfentrazone foram estudadas em dez solos brasileiros
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas e texturais por meio de cromatografia
liquida de alta eficiéncia e bioensaio (PASSOS et al., 2013; FREITAS et al., 2014;
MADALAO, 2014). Em todos os solos foi verificado baixo potencial de sor¢do e
dessor¢ao do herbicida. De modo geral, a sor¢do nesses trabalhos foi maior em solos
com teores de matéria organica e argila mais elevados.

De acordo com Vivian et al. (2006), a maioria dos residuos de sulfentrazone
detectada em Argissolo Vermelho-Amarelo encontra-se na profundidade de 0-10 cm,
sendo baixo o potencial de lixiviagdo em solos argilosos. Por outro lado, os autores
encontraram elevada persisténcia do sulfentrazone nesse solo, com efeito negativo sobre
sua microbiota. Em trabalho utilizando colunas de solo, bioensaio e trés precipitagdes, a
presenca do sulfentrazone foi observada até a camada de 10 cm do Latossolo Vermelho-
Escuro, mesmo com a maior precipitagdo (106 mm) (BACHEGA et al., 2009). Contudo,
esses autores observaram aumento do efeito toxico do sulfentrazone em plantas de S.
bicolor com o aumento da precipitagdo. Também em ensaio de lixiviacdo, foi constatada
atividade residual do herbicida até 40 cm de profundidade, na precipitagdo de 80 mm,
nos solos de textura média e argilosa (MONQUERO et al., 2010).

Rossi et al. (2005), utilizando como planta teste o sorgo (Sorghum bicolor) para
avaliar a lixiviacdo do sulfentrazone em dois tipos de solo, submetidos a diferentes
regimes pluviométricos, determinaram que sob precipitagdo de 90 mm o herbicida foi
detectado até 12,5 cm de profundidade na coluna contendo Nitossolo Vermelho.
Comportamentos distintos do sulfentrazone foram verificados em trés solos com maior
movimentacio descendente do produto, na dose de 0,75 kg ha™ i.a., naquele de textura
franco-arenosa até 27,5 cm, seguido pelos solos de textura argilosa com baixo e alto teor
de matéria organica até 25 e 17,5 cm, respectivamente (MELO et al., 2010a). Elevado
efeito residual do sulfentrazone (0,5 kg ha™) apos 60 dias da aplicagdo nesses trés solos
também foi verificado (MELO et al., 2010b).

Além de persistente, o sulfentrazone apresenta mobilidade no solo e potencial de
lixiviagdo (IUPAC, 2014). Tais caracteristicas fazem com que este herbicida seja
bastante estudado pela comunidade cientifica, demandando, frente a inexisténcia de

informacgodes, pesquisas associando micro-organismos degradadores do sulfentrazone
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com plantas fitorremediadoras na tentativa de elevar a eficiéncia do processo de

biorremediacao de solos contaminados com o produto.

4. Consideracoes finais

A biorremediacdo ¢ importante ferramenta para descontaminacao de solos com
residuos de herbicidas. Embora o uso de plantas no processo seja bastante estudado, a
biaumentagdo com micro-organismos comprovadamente degradadores em solos
agricolas ainda ¢ pouco aplicada. Nesse sentido, novas perspectivas sdo apresentadas
nos proximos capitulos explorando o potencial de duas espécies fitorremediadoras do
sulfentrazone em cultivo misto e em associagdo com bactérias capazes de biodegradar

este herbicida.
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE BACTERIAS
DEGRADADORAS DO SULFENTRAZONE

RESUMO: O sulfentrazone apresenta longo efeito residual no solo, o que pode ndo s6
inviabilizar o cultivo de espécies sensiveis em sucessdo, como também aumentar 0s
riscos de contaminagdo ambiental. A principal via de degradagao ¢ a microbiana, sendo
determinante na persisténcia desse herbicida no solo. Contudo, ainda sdo escassas as
informacdes a cerca dos micro-organismos responsaveis pela degradacdo do
sulfentrazone no solo. Assim, objetivou-se isolar e caracterizar bactérias capazes de
utilizar o sulfentrazone, na formulacdo comercial, como unica fonte de carbono. O
isolamento de bactérias potencialmente degradadoras do sulfentrazone foi realizado a
partir de amostras de solo com histérico recente de aplicagdo do herbicida e os isolados
identificados com base no sequenciamento de rDNA. Posteriormente, avaliou-se, o
crescimento dos isolados e a capacidade de degradacdo do sulfentrazone utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Foram obtidos, em cultura pura, 26 isolados
bacterianos potencialmente degradadores do sulfentrazone. Por meio da andlise das
sequéncias de rDNA, constatou-se a predominancia de espécies de bactérias do género
Pseudomonas. Os isolados apresentaram capacidade diferenciada de degradacdao do
sulfentrazone. A presenc¢a do herbicida no meio de cultura reduziu a fase log de quatro
isolados. Pseudomonas putida, Pseudomonas lutea, Pseudomonas plecoglossicida e trés
isolados de Pseudomonas sp. apresentaram maior capacidade de degradacao do
sulfentrazone, a qual variou de 4 a 15%. Este ¢ o primeiro relato de espécies do género
Pseudomonas como degradadoras do sulfentrazone. Os isolados obtidos apresentam
potencial de uso em programas de biorremediacdo de solos contaminados com o

sulfentrazone.

Palavras-chave: herbicida, atividade residual, Pseudomonas, biodegradagao

ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF BACTERIA SULFENTRAZONE
DEGRADATION

ABSTRACT: Sulfentrazone has a high residual effect on soil, which can not only
derail the cultivation of susceptible species in cropping sequences, but can also increase

the risk of environmental contamination. The major route of degradation is microbial
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sulfentrazone, a determinant for the persistence of this herbicide in soil. However, there
is little information in the literature about the effectiveness of soil bacteria in the
biodegradation of sulfentrazone. This study aimed to isolate and characterize bacteria
capable of sulfentrazone use, in the commercial formulation, as the sole carbon source.
The isolation of potentially degrading bacteria sulfentrazone was performed on soil
samples with a recent history of herbicide application. The identification of isolates was
based on rDNA sequencing. Subsequently, we evaluated the growth rate of bacterial
isolates and the degradation ability of sulfentrazone for high performance liquid
chromatography. Twenty-six bacterial isolates, potentially degraders of the
sulfentrazone, were obtained in a pure culture. Through analysis of rDNA sequences,
there was a predominance of species of bacteria of the genus Pseudomonas. The isolates
showed different degradation abilities of sulfentrazone. The presence of the herbicide in
the culture medium decreased the log phase of four isolates. Pseudomonas putida,
Pseudomonas lutea, Pseudomonas plecoglossicida and three isolates of Pseudomonas
sp. showed a higher degradation ability of sulfentrazone, ranging from 4 to 15%. This is
the first report of the genus Pseudomonas species as sulfentrazone degraders. The
isolates have the potential for use in bioremediation of contaminated soils with

sulfentrazone programs.

Keywords: herbicide, residual activity, Pseudomonas, biodegradation

INTRODUCAO

O uso de herbicidas ¢ pratica comum na atual agricultura, permitindo o cultivo
de extensas areas devido a praticidade de aplicagdo, reducdo de custos e eficiéncia de
controle das plantas daninhas. O uso de herbicidas que apresentam elevado efeito
residual no solo, a exemplo do sulfentrazone, embora seja eficiente por estender o
periodo de controle, pode apresentar sérios problemas de intoxicacdo de espécies
suscetiveis em plantios sequenciais (carryover), inviabilizando o cultivo dessas espécies
na area em decorréncia da presenca de residuos no solo em niveis toxicos.

O sulfentrazone possui registro para aplicagdo em pré-emergéncia das plantas
daninhas em culturas como soja, cana-de-agtcar, café e eucalipto (AGROFIT, 2014), as
quais sdo largamente cultivadas no Brasil. Em conjunto, essas culturas ocupam area de,

aproximadamente, 45,8 milhdes de hectares (CONAB, 2014; ABRAF, 2013). A
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dindmica de herbicidas aplicados em pré-emergéncia das plantas daninhas depende de
caracteristicas do proprio produto, do solo, bem como do clima. Ao ser aplicado
diretamente no solo, iniciam-se os processos de retencao, transformagao e transporte,
podendo persistir por meses e até anos. O sulfentrazone apresenta meia-vida estimada
no solo entre 24 e 302 dias, variando de acordo com as condi¢des experimentais e
edafoclimaticas da regido (OHMES et al. 2000; CHEN, 2003; MARTINEZ et al.
2008ab; BRUM et al., 2013), além de baixa sor¢ao (PASSOS et al., 2013; FREITAS et
al., 2014).

A elevada persisténcia do sulfentrazone aumenta os riscos de lixiviagdo e
contaminagdo de 4guas subterraneas, o que gera, do ponto de vista ambiental, grande
preocupacdo. A principal via de degradacdo do sulfentrazone ¢ a microbiana
(MARTINEZ et al., 2010), a qual ¢ determinante da persisténcia desse herbicida no
solo. Assim, como forma de descontaminagdo de solos submetidos a aplicagdes de
herbicidas, técnicas de biorremediacdo tém sido utilizadas. A biorremediacdo consiste
no emprego de processo ou atividade bioldgica por meio de organismos vivos, sejam
plantas e, ou micro-organismos € suas enzimas, que possuam a capacidade de modificar
ou decompor determinados poluentes, transformando-os em substancias menos toxicas
ou inertes (JACQUES et al., 2010).

Os micro-organismos do solo, principalmente bactérias e fungos, participam de
forma significativa na eliminagdo ou reducdo de residuos de herbicidas pela sua
capacidade degradadora (OHMES et al., 2000; DELLAMATRICE; MONTEIRO 2004;
MARTINS et al., 2007; SILVA et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010). Processos de
degradacdo de herbicidas podem ocorrer mediante atuagdo de uma espécie, ou, mais
comumente, de vdrias espécies de micro-organismos do solo. Uma vez presentes no
solo, esses micro-organismos sdo capazes de degradar e até mineralizar herbicidas,
possibilitando a biorremediacdo de 4reas contaminadas. Assim, o isolamento, a
identificacdo e a caracterizacdo de micro-organismos edaficos com habilidade ou
atividade enzimética metabolizadora dos produtos quimicos potencialmente toxicos sao
essenciais para utilizacdo em programas de biorremediacao.

Extensa ¢ a gama de micro-organismos edaficos atuando na biotransformacao de
herbicidas no solo. O processo de biodegradagdo e mineralizacdo do atrazine envolve a
participagdo de diversos micro-organismos e suas enzimas, sendo Pseudomonas spp. as
espécies mais bem caracterizadas e amplamente estudadas como mineralizadora dessa

molécula (CHELINHO et al., 2010; EL-BESTAWY et al., 2013). Estudos detectaram a
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degradacdo do s-metolachlor pelas bactérias de solos Klebsiella pneumoniae
pneumoniae, Pseudomonas alcaligenes e Enterobacter aerogenes (MARTINS et al.,
2007). Bactérias e fungos capazes de utilizar diuron e 2,4-D como fonte de carbono,
respectivamente, também foram isolados de solos contaminados com estes herbicidas
(DELLAMATRICE; MONTEIRO 2004; SILVA et al., 2007). Nocardia brasiliensis,
Acinetobacter  calcoaceticus,  Rhizobium  radiobacter,  Ralstonia  picketti,
Methylobacterium radiotolerans, Cladosporium sp., Eupenicillium sp., Paecilomyces,
Penicillium, Chrysosporium e Metarrhizium cresceram em meio contendo o
sulfentrazone, indicando possibilidade de degradacao do herbicida e utilizagdo desses
micro-organismos em estudos de biorremediacdo (MARTINEZ et al., 2008ab; 2010).
Apesar da importancia da microbiota do solo na biotransformagdo do
sulfentrazone, sdo escassas as informagdes na literatura a cerca da eficiéncia de
bactérias na degradagdo desse herbicida. Diante da diversidade genética e da capacidade
de metabolismo integrado apresentada pela comunidade microbiana para a
transformagdo de herbicidas em substidncias menos tdxicas, objetivou-se isolar e
caracterizar bactérias capazes de utilizar o sulfentrazone, na formulagdo comercial,

como unica fonte de carbono.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e identificacdo de bactérias do solo potencialmente degradadoras
do sulfentrazone

Amostras compostas de um Argissolo Vermelho Amarelo de textura franco
argilo-arenosa com historico recente de aplicagdo (6 meses) do herbicida sulfentrazone
(1000 g ha) foram coletadas na profundidade de 0 - 10 cm no campo experimental
Diogo Alves de Melo da Universidade Federal de Vigosa, localizado a 20° 46” S e 42°
52> W. O solo apresentava as seguintes caracteristicas quimicas: pH (4dgua) 6,51;
matéria organica 4,06 dag kg'l; PeK 17,1 e 104 mg dm'3, respectivamente; Ca, Mg, Al,
H + Al e CTC efetiva 4,12; 0,87; 0,0 € 2,1 € 5,26 cmol. dm’ , respectivamente.

Posteriormente, 15 g da amostra de solo foram inoculadas em 150 mL de meio
minimo liquido (1,0 L agua; 3,0 g NaNOs; 1,0 g K,HPOy; 0,5 g MgS04.7H,0; 0,5 g
KCl; 0,01 g FeSO4.7H,0; pH 6,8) suplementado com 1000 pg mL™" do ingrediente ativo
(i.a.) sulfentrazone na formula¢io comercial Boral® (500 g L™ i.a.) como tnica fonte de
carbono e energia. Os frascos foram mantidos a 30°C, sob agitacdo a 150 rpm por 15

dias. Apos 1, 3, 7 e 15 dias de incubagdo realizou-se dilui¢des seriadas de 10" a 10
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preparadas em solugdo salina (NaCl 0,85%). De cada diluicdo foram retiradas 5
aliquotas de 0,1 mL para o plaqueamento em meio de cultura minimo soélido, na
composicdo descrita acima, acrescida de 16,0 g L™ de agar e de 1,0 mL de solucdo de
ciclohexamida (10,0 mg mL™), suplementado com a formulagio comercial do
sulfentrazone (1000 pg mL™ i.a.). As placas de Petri foram incubadas a 30°C por 5 dias.
As coldnias de bactérias que cresceram usando o produto comercial como Unica fonte
de carbono foram repicadas para isolamento de culturas puras através da técnica de
esgotamento de indculo em superficie.

Na identificagdo dos isolados bacterianos foi realizada a extracdo de DNA
bacteriano, utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification. O gene rDNA 16S
foi amplificado pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os primers
P027(5" - GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG - 3") e R1392 (5’ - ACG GGC GGT
GTG TAC - 3') em reagdes com volume final de 50 pL contendo 0,5 uL de cada primer,
0,5 uL de dNTPs, 2,25 pL. de MgCl, e 0,15 pL de Tag DNA Polimerase. O produto da
reacdo de PCR foi sequenciado pela empresa Macrogen (Korea). A reacdo de
amplificagdo foi conduzida em termociclador com os seguintes ciclos: 3 minutos de
desnaturagdo inicial a 95°C, 35 ciclos (um minuto de desnaturagdao a 95°C, um minuto
de hibridizacdo a 56°C e dois minutos de elongacdo a 72°C), e extensdo final a 72°C
durante cinco minutos. Para andlise das sequéncias de bases utilizou-se o programa

“blastN” do banco de dados do Nacional Center for Biotechnology Information (NCBI).

Capacidade de degradacdo do sulfentrazone na formulacdo comercial in vitro

As coldonias de bactérias isoladas e identificadas anteriormente foram testadas
quanto & capacidade de degradagio do sulfentrazone na formulagdo comercial Boral®”. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com trés
repeticdes e os tratamentos constituiram dos 26 isolados previamente identificados.

Os isolados foram cultivados em caldo nutriente (1,0 L 4gua; 2,0 g Na,HPOy;
3,0 g NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por 10 horas até a densidade
optica (DO) de 0,6. Frascos com 50,0 mL de meio minimo liquido, suplementado com
1000 pg mL™" i.a., foram inoculados com 0,1 mL de indculo e incubados a 30°C, 150
rpm, por 10 dias. Apds o periodo de incubacio, aliquotas de 2,0 mL foram coletadas,
em triplicata, acondicionadas em eppendorfs e imediatamente congeladas em nitrogénio
liquido. As amostras foram descongeladas, filtradas em membrana de 0,45 pm e

armazenadas em vials de 1,5 mL. A concentracdo final do ingrediente ativo na solugao
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foi estimada por um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, modelo
Shimadzu LC 20AT, detector UV-Vis (Shimadzu SPD 20A), coluna C;g de aco inox
(Shimadzu VP- ODS Shim-pack 250 mm x 4,6 mm d.i.) segundo metodologia descrita
por Silva et al. (2007) e adaptada para o sulfentrazone (fase mével: 50 : 50 (v/v) ACN :
H,0 + 0,1% de H3POy, fluxo 1,0 mL min™' e comprimento de onda 214 nm).

Crescimento dos isolados na presenga do herbicida

Apds a selecdo dos isolados mais eficientes, foram analisadas as taxas de
crescimento dos mesmos na presenca e auséncia do sulfentrazone (padrao técnico 92%
de pureza). O ensaio foi conduzido em placas de Elisa contendo 96 células com
capacidade de 250 pL cada. Utilizaram-se dois meios de cultura (140 pL), meio minimo
e caldo nutriente, suplementados com o herbicida sulfentrazone (40 pL) na
concentragdo de 0,7 pg mL™'. Os meios foram inoculados com os seis isolados (10 pL) a
partir de culturas com DO de 0,6. Como padrio de comparacdo, os isolados foram
também cultivados em meio caldo nutriente sem a presenca do herbicida. Ademais, na
mesma placa foram mantidas amostras branco sem a presenca de isolado bacteriano.

As placas foram incubadas a 30°C por 28 h, sendo o crescimento bacteriano
avaliado em intervalos de duas horas, por meio de leituras de absorbancia em
espectrofotometro a 560 nm. O experimento foi montado em esquema fatorial 3 x 14,
no delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os tratamentos
constaram da combinag¢ao, para cada isolado, dos trés meios de cultura e dos tempos de

avaliagdo (2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26 e 28 horas).

Capacidade de degradacdo do sulfentrazone padrdo técnico in vitro

Neste ensaio utilizou-se o padrdo técnico sulfentrazone, na concentracao de 0,7
ng mL" (correspondente 4 dose de 700 g ha™) e os isolados previamente selecionados.
A metodologia e condi¢gdes experimentais foram as mesmas descritas no estudo da
capacidade de degradacdo do sulfentrazone na formulagdo comercial. O experimento foi
montado no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes e seis

tratamentos.

Analise estatistica dos dados obtidos
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias agrupadas pelo

critério de Scott-Knott (p<0,05) no ensaio de capacidade de degradacdo do
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sulfentrazone na formulagdo comercial e comparadas pelo Teste de Tukey (p<0,05) no
ensaio similar utilizando o padrao técnico. No ensaio de crescimento dos isolados na

presenca do herbicida, as médias foram analisadas por regressao (p<0,05). As curvas de

. . . . . N a
crescimento bacteriano foram ajustadas no modelo sigmoidal § = ——=—5

1+4e b

em que: ¥ € a varidvel resposta de interesse (Abs 560 nm), X € o tempo em horas, a ¢
assintona correspondente ao valor maximo da variavel em questdo; b € a inclinacao da
reposta da variavel e X0 ¢ o ponto de inflexdo da curva e corresponde ao tempo, em

horas, necessario para a ocorréncia de 50% de resposta.

RESULTADOS

Em cultura pura, 26 isolados bacterianos foram capazes de crescer na presenga
da formulacdo comercial do sulfentrazone. As colonias isoladas, usadas na obtencao de
cultura pura, eram morfologicamente diferentes, apresentando caracteristicas distintas
como coloragdo, formato da borda, presenca de brilho, halo e rugosidade.

Ap6s o sequenciamento do rDNA e analise do banco de dados do NCBI foi
possivel identificar, em nivel de espécie, 9 dos 26 isolados bacterianos (Tabela 1). Com
exce¢do do isolado 21, que foi identificado como Burkholderia cepacia, as demais
bactérias pertencem ao género Pseudomonas (Tabela 1).

Na avaliacdo da capacidade de degradacao do sulfentrazone pelos isolados, na
formulacao comercial, verificaram-se habilidades distintas quanto a metabolizagdao da
molécula e reducdo da concentragao inicial do principio ativo em meio de cultura. Os 26
isolados foram agrupados em quatro grupos, sendo a méxima degradagdo observada nos
tratamentos compostos pelos isolados 4, 17, 3, 5, 22 e 15, todos do género
Pseudomonas, com redugdo média de 5% da concentracdo inicial (Tabela 1). Somente
oito isolados ndo apresentaram a capacidade de degradar o sulfentrazone nas condigdes
experimentais avaliadas.

Os seis isolados mais eficientes na degradacao do sulfentrazone na presenga do
produto comercial foram entdo selecionados para caracterizagdo quanto a taxa de

crescimento e a capacidade de metabolizacdo da molécula herbicida.
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Tabela 1: Isolados bacterianos identificados pelo sequenciamento do gene rDNA 168,
concentracdo final e percentual de redugdao de sulfentrazone em meio minimo liquido
cultivado com os isolados bacterianos e o produto comercial Boral® (1000 pg mL™ i.a.),

apos 10 dias de incubagdo a 150 rpm e 30°C.

Concentragao sulfentrazone Percentual

Isolado Espécie (ug mL™) de redugdio
Iso 4 Pseudomonas plecoglossicida 941,6798 d' 5,83%
Iso 17 Pseudomonas sp. 943,9897 d 5,61%
Iso 3 Pseudomonas lutea 952,2564 d 4,78%
Iso 5 Pseudomonas putida 953,2818 d 4,68%
Iso 22 Pseudomonas sp. 954,4537 d 4,56%
Iso 15 Pseudomonas sp. 955,2790 d 4,47%
Iso 8 Pseudomonas lutea 957,5155 c 4,25%
Iso 7 Pseudomonas putida 960,3685 Cc 3,97%
Iso 14 Pseudomonas sp. 960,7043 c 3,93%
Iso 24 Pseudomonas sp. 961,6727 c 3,83%
Iso 11 Pseudomonas sp. 965,4236 c 3,46%
Iso 6 Pseudomonas plecoglossicida 965,7633 c 3,42%
Iso 1 Pseudomonas sp. 968,0413 c 3,20%
Iso 23 Pseudomonas plecoglossicida 973,5768 b 2,64%
Iso 10 Pseudomonas sp. 974,3055 b 2,57%
Iso 25 Pseudomonas sp. 975,0884 b 2,49%
Iso 9 Pseudomonas sp. 975,5928 b 2,44%
Iso 20 Pseudomonas sp. 979,4486 b 2,06%
Iso 19 Pseudomonas sp. 985,0841 a 1,49%
Iso 26 Pseudomonas plecoglossicida 993,7920 a 0,63%
Iso 2 Pseudomonas sp. 994,6529 a 0,53%
Iso 13 Pseudomonas sp. 996,9870 a 0,30%
Iso 18 Pseudomonas sp. 998,0056 a 0,20%
Iso 16 Pseudomonas sp. 999,2301 a 0,08%
Iso 12 Pseudomonas sp. 999,7382 a 0,03%
Iso 21 Burkholderia cepacia 999,8726 a 0,01%
Testemunha Sem inoculagdo 1000,0000 a
CV 0,88%

"Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo critério de agrupamento Scott-Knott
(p>0,05).

O meio minimo enriquecido com o sulfentrazone nao foi capaz de suportar o
crescimento de nenhum dos isolados bacterianos, os quais apresentaram taxa de
crescimento bastante reduzida (Figura 1). A presenca do herbicida em meio caldo
nutriente afetou negativamente o crescimento de P. putida, P. lutea, P. plecoglossicida
e Pseudomonas sp. (Iso 17) com reducdo da fase log. Em meio caldo nutriente sem

herbicida, a fase estacionaria de tais isolados foi atingida em valores de absorbancia
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superiores aos observados nos tratamentos com adi¢do do herbicida (Figuras 1A, 1B,

1C e 1D).
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Figura 1: Crescimento de Pseudomonas Ilutea (A), Pseudomonas putida (B),
Pseudomonas plecoglocissida (C), e trés isolados de Pseudomonas sp. (Iso 17 (D), Iso
15 (E) e Iso 22 (F), respectivamente) cultivados em meio caldo nutriente sem (Meio
CN) e com herbicida (Meio CNH) e meio minimo (Meio MH) na presenga do

sulfentrazone (padrio técnico - 0,7 pg mL™) por 28 horas.

*k k0 e ™ gignificativo a 1, 5, 10% e néo significativo, respectivamente, pelo Teste t.

Na presenca do sulfentrazone P. [utea teve a fase lag reduzida e as fases log e
estacionaria antecipada em cerca de 2h (Figura 1A). P. plecoglossicida e Pseudomonas
sp. (Iso 17) ndo apresentaram fase estacionaria tipica em decorréncia do intervalo de
tempo amostrado, que ndo foi suficiente para detectar a interrup¢ao do crescimento dos
isolados (Figuras 1C e 1D).

Os isolados identificados como Pseudomonas sp. (Iso 15 e Iso 22) ndo tiveram
alteracdo na curva de crescimento na presenca do herbicida, mas por outro lado,
apresentaram taxas de crescimento mais baixas (Figuras 1E e 1F). P. plecoglossicida foi
o isolado com crescimento mais elevado, expresso pelos maiores valores de
absorbancia, porém foi também o mais sensivel a presenga do herbicida, com redugdo
de aproximadamente 21% da fase exponencial de crescimento apds 22 h de incubagdo
(Figura 1 C).

Na presenga do padrdo técnico verificou-se reducdo de até 15% do ingrediente
ativo pelo isolado 22 (Pseudomonas sp.), sendo as menores alteragdes observadas por P.

putida e P. lutea (Tabela 2).

Tabela 2: Concentragdo final e percentual de redu¢do do sulfentrazone em meio minimo
liquido cultivado com os isolados bacterianos e o padrdo técnico sulfentrazone (92% de

pureza), na concentracdo de 0,7 pg mL™', apos 10 dias de incubagio a 150 rpm e 30°C

Isolado Espécie Concentragao Percentual
sulfentrazone (ug mL™")  de redugdo
Iso 3 Pseudomonas lutea 0,6666 ab' 4,77%
Iso 5 Pseudomonas putida 0,6512 abc 6,97%
Iso 17 Pseudomonas sp. 0,6357 bced 9,20%
Iso 15 Pseudomonas sp. 0,6139 bcd 12,30%
Iso 4 Pseudomonas plecoglossicida 0,5983 cd 14,53%
Iso 22 Pseudomonas sp. 0,5948 d 15,03%
Testemunha  Sem inoculagao 0,7000 a
CV 3,6%

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05).
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O isolado de Pseudomonas sp. (Iso 22) apesar da pequena taxa de crescimento
(Figura 1F), foi o mais eficiente na degradac¢ao e diminui¢cdo da concentracao inicial do

ingrediente ativo (Tabela 2).

DISCUSSAO

O meio de enriquecimento utilizado no isolamento pode ter favorecido
determinadas bactérias mais tolerantes ao herbicida, impondo pressdao de selecdo e
inviabilizado o crescimento daquelas sensiveis aos possiveis ingredientes toxicos
presentes na formulacdo comercial. Dessa forma, possibilitou que espécies do género
Pseudomonas, mais adaptadas ao conjunto de condigdes estipuladas, se tornassem
dominantes no meio.

Neste estudo, 25 espécies do género Pseudomonas, além de Burkholderia
cepacia, 1soladas do solo, foram tolerantes e potencialmente degradadoras do herbicida
sulfentrazone (Tebela 1). A tolerancia desses 26 isolados a formulagdo comercial nao
resultou em habilidade de utilizacdo do ingrediente ativo como fonte de carbono e
energia por todos. A degradagdo do herbicida pode ser limitada pela presenca de
substancias toxicas e por condi¢des desfavoraveis a sobrevivéncia e a atividade dos
micro-organismos degradadores. Temperatura, oxigénio, pH e umidade sdo alguns
fatores importantes que podem interferir na eficiéncia e, ou capacidade de degradagao
de um composto em meio de cultura ou no solo. Martinez et al. (2010) verificaram
efeito da temperatura na degradacdo do sulfentrazone por micro-organismos em
amostras de solo fortificadas com o herbicida, sendo os maiores niveis de degradacao
encontrados em solos incubados nas temperaturas de 30 e 40°C.

A familia Pseudomonadaceae apresenta espécies amplamente distribuidas no
solo e comumente encontradas em associagdo com as plantas. Pseudomonas lutea, P.
plecoglossicida e P. putida foram relatadas na literatura como bactérias capazes de
promover o crescimento vegetal, seja por meio da solubilizacdo de fosfatos, producdo
de hormonios, sider6foros ou pela atividade antifiungica (PEIX et al., 2004; JHA et al.,
2009; DESHWAL; KUMAR, 2013). A capacidade de degradag¢ao do sulfentrazone por
bactérias representa grande potencial de biorremediagdo de solos agricolas
contaminados com esse herbicida. No solo, essas bactérias podem ter a atividade
degradadora potencializada pela associagdo com plantas fitorremediadoras.

Bactérias do género Pseudomonas também apresentam versatil capacidade de

degradar xenobioticos em ambientes aquaticos ou em solos contaminados. Sao relatadas
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na literatura a atuagdo de espécies desse género participando da degradacdo de carbaril,
atrazina, trifluralina, tolueno, benzeno, xileno, s-metolachlor, sulfonilureias e
cloroanilinas (CHAPALAMADUGO; CHAUDHRY, 1991; MANDELBAUM et al.
1995; BELINASSO et al., 2003; OTENIO et al., 2005; MARTINS et al., 2007; XU et
al., 2009; ZHANG et al., 2013; NITISAKULKAN et al., 2014). Pseudomonas sp. em 24
horas de cultivo foi capaz de mineralizar 80% de atrazina em cultura liquida
(MANDELBAUM et al.,, 1995). Trés estirpes de Pseudomonas reduziram a
concentragdo de trifluralina em torno de 5% em meio liquido durante 30 dias de
incuba¢do (BELINASSO et al.,, 2003). Também em meio liquido foi relatado a
completa transformagdo de carbaril a 1-naftol em 40 horas de crescimento de
Pseudomonas  sp. isolada de solo contaminado com esse inseticida
(CHAPALAMADUGO; CHAUDHRY, 1991). A degradacdo de s-metolachlor foi
verificada pelas espécies de bactérias Klebsiella pneumoniae pneumoniae,
Pseudomonas alcaligenes, Enterobacter aerogenes, as quais apos 5 e 10 dias de
incubagdo a 35°C, proporcionaram diferenga média de 14,42 e 35,01% na concentragao
do herbicida, respectivamente (MARTINS et al., 2007).

Bactérias com potencial de degradacdo do sulfentrazone foram isoladas e
identificadas como Nocardia brasiliensis, Acinetobacter calcoaceticus, Rhizobium
radiobacter, Ralstonia picketti e Methylobacterium radiotolerans, contudo, a
capacidade de degradagdo do herbicida por essas bactérias em meio de cultura ndo foi
investigada (MARTINEZ et al., 2010; 2008ab). Este ¢ o primeiro relato de espécies do
género Pseudomonas como degradadoras do sulfentrazone.

O insucesso do crescimento dos isolados em meio minimo (Figura 1)
provavelmente estd relacionado com a limitacdo de nutrientes advinda da concentragdo
de sulfentrazone muito baixa para suportar o crescimento microbiano, diferentemente
do meio caldo nutriente que ¢ meio rico em fontes de carbono e energia para os micro-
organismos.

A redugdo da fase de log na presenca do herbicida por quatro dos seis isolados
(Figura 1A, 1B, 1C e 1D), em caldo nutriente, pode estar associada a menor eficiéncia
de utilizagdo dos recursos disponiveis no meio. Na presenca do herbicida houve redugao
da capacidade de suporte do crescimento bacteriano. Tal resultado pode ser explicado
pelo fato que em condicdes de estresse, parte da energia disponivel ao organismo ¢
despendida para manter mecanismos moleculares e bioquimicos de tolerancia ao

estressor, em detrimento da produc¢dao de biomassa celular (SCHIMEL et al., 2007).
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Muitos sdo os relatos a cerca dos efeitos deletérios de herbicidas sobre o crescimento de
micro-organismos benéficos do solo. O crescimento de isolados bacterianos
solubilizadores de fosfato provenientes da rizosfera de cana-de-acucar foi reduzido pela
presenca dos herbicidas trifloxysulfuron-sodium e ametryn isolados ou em mistura
(TIRONI et al.,, 2009). Atrazine, alachlor e 2,4-D causaram redugdo da taxa de
crescimento da estirpe de G. diazotrophicus (PAL 5) em meio de cultura, levando este
ultimo a decréscimo de 50% do crescimento (MADHAIY AN et al., 2006). Santos et al.
(2006) avaliando o efeito de herbicidas sobre o crescimento de estirpes de Rhizobium
tropici evidenciaram maior inibi¢ao causada pelo paraquat seguido da mistura comercial
de fomesafen e fluazifop-p-butil (Robust®).

A degradacdo méxima do sulfentrazone por Pseudomonas lutea, P.
plecoglossicida, P. putida e trés isolados de Pseudomonas sp., na formulagcdo comercial
Boral®, foi em média de 5% (Tabela 1). Contudo, na presenca do ingrediente ativo
como Unica fonte de carbono a capacidade de degradagdo de alguns desses foi triplicada
(Tabela 2). A diferenga de concentragdo utilizada nos dois ensaios, bem como a
presenca de possiveis aditivos tdxicos na formulacdo comercial estdo diretamente
relacionadas a atividade dos micro-organismos e a degradabilidade do sulfentrazone no
meio. Os aditivos presentes na formulagdo podem afetar os micro-organismos e, em
certos casos, at¢ mesmo modificar o efeito do agroquimico (MALKONES, 2000).
Segundo esse autor, os aditivos atuam reduzindo a tensdo superficial e facilitando a
penetracao dos agroquimicos, o que pode tornar as bactérias mais sensiveis a sua agao.
Santos et al. (2005) observaram que a formulacdo comercial do glyphosate aumentava
seu efeito toxico contra Bradyrhizobium, quando comparado ao equivalente acido puro.

Através do segundo ensaio de degradag¢do do sulfentrazone foi confirmada a
capacidade de utilizacdo da molécula como unica fonte de carbono para o crescimento
bacteriano (Tabela 2). A degradagao de herbicidas pode ocorrer pelo metabolismo
central ou através do cometabolismo, que requer outra fonte de carbono e energia para
sustentar o crescimento microbiano. A degradacdo cometabolica de tribenuron methyl,
um herbicida do grupo quimico das sulfonilureias, por uma estirpe bacteriana NyZ42 de
Pseudomonas isolada de solo contaminado, elevou a eficiéncia da degradacao em cerca
de 80% em meio minimo liquido dentro de quatro dias, quando foi utilizada glicose ou
succinato como fonte de carbono suplementar. Os autores relatam que essa estirpe era
incapaz de utilizar tribenuron methyl como tnica fonte de carbono (ZHANG et al.,

2013). Assim, o potencial de degradacao do sulfentrazone no solo podera ser maior pela
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inducdo do cometabolismo em virtude da existéncia de fontes de carbono prontamente

oxidaveis nesse ambiente.

CONCLUSOES

E possivel isolar bactérias degradadoras do sulfentrazone a partir de solo com
histérico de aplicagdo do herbicida. Pseudomonas ¢ o género predominante entre os
isolados obtidos. Os isolados bacterianos variam quanto a capacidade de degradar o
ingrediente ativo na formula¢do comercial ou no padrdo técnico. Os isolados obtidos
apresentam potencial de uso em programas de biorremediacdo de solos contaminados

com o sulfentrazone.
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PROMOCAO DE CRESCIMENTO DE ESPECIES FITORREMEDIADORAS
DE SOLO COM SULFENTRAZONE POR Pseudomonas spp.

RESUMO: Bactérias degradadoras do sulfentrazone que apresentam potencial para
promover o crescimento vegetal podem trazer tanto beneficios diretos as plantas
remediadoras quanto ao solo no processo de biorremediacao. Diante disso, objetivou-se
avaliar a resposta da inoculacdo de bactérias do género Pseudomonas em solo
contaminado com o sulfentrazone sobre o crescimento das espécies remediadoras
Canavalia ensiformis (feijao-de-porco) e Helianthus annuus (girassol). O experimento
foi conduzido em casa de vegetacdo em esquema fatorial 2x2x4, para cada espécie
fitorremediadora, no delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes. O
primeiro fator constituiu-se pela presenca ou auséncia de inoculagdo com consorcio
bacteriano selecionado, o segundo fator foi composto pelo cultivo com a mesma espécie
ou com a outra espécie e o terceiro pelo tempo de biorremediagao (25, 45, 65 e 85 dias
ap6s o desbaste (DAD)). Avaliou-se, ao final de cada tempo e para cada uma das
espécies, a area foliar, o volume de raiz e a matéria seca da raiz, do caule e de folhas.
Ambas as fitorremediadoras apresentaram menor crescimento quando cultivadas
juntamente com uma planta da propria espécie. A inoculagdo proporcionou maior
acumulo de area foliar, matéria seca de folhas, caule e raiz e volume radicular de
Canavalia ensiformis e Helianthus annuus, com aumentos variando de 18 a 55%.
Girassol respondeu positivamente a inoculacdo somente no cultivo por 45 DAD, nao
sendo influenciado pela combinacdo de plantas. Feijado-de-porco apresentou
incrementos no crescimento quando cultivado em solo inoculado, em todos os tempos
estudados, a depender da combinagdo de plantas. Os resultados encontrados comprovam
a capacidade de promocdo de crescimento das plantas pelos isolados de Pseudomonas
spp. degradadores do sulfentrazone. Tal habilidade apresentada pelo consorcio
bacteriano e pelas plantas pode contribuir para o processo de biorremedia¢ao de solos

contaminados com o sulfentrazone.

Palavras-chave: Canavalia ensiformis, Helianthus annuus, herbicida, bactérias

promotoras de crescimento de plantas

GROWTH PROMOTION OF PHYTOREMEDIATOR SPECIES OF SOIL
WITH SULFENTRAZONE BY Pseudomonas spp.
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ABSTRACT: Degrading bacteria of sulfentrazone with the potential to promote plant
growth can bring direct benefits to both remedial plants and the soil in the process of
bioremediation. The objective of this paper was to evaluate the bacterial inoculation
response of Pseudomonas in soil contaminated with sulfentrazone on the growth of
remediating species Canavalia ensiformis (jack bean) and Helianthus annuus
(sunflower). The experiment was conducted in a greenhouse with a 2x2x4 factorial for
each phytoremediator species, in a completely randomized design with four replications.
The first factor consisted of the presence or absence of inoculation with the selected
bacterial consortium; the second factor consisted of cultivation with the same species or
with another species; and the third factor consisted of the time of bioremediation (25 45,
65 and 85 days after thinning (DAT)). At the end of each time period and for each
species, we evaluated leaf area, root volume and dry matter of root, stem and leaves.
Both phytoremediators showed lower growth when cultured together with a plant of
their own species. Inoculation provided an increase in leaf area, dry matter of leaves,
stem and root, and root volume of Canavalia ensiformis and Helianthus annuus,
ranging from 18 to 55%. Helianthus annuus responded positively to inoculation only in
cultivation for 45 DAT, not being influenced by the combination of plants. Canavalia
ensiformis showed increases in growth when grown in soil inoculated during the entire
study, depending on the combination of plants. The results confirm the growth
promoting ability of plants by isolates of Pseudomonas spp. sulfentrazone degraders.
This ability, of the bacterial consortium and of the plants, can greatly contribute to the

process of bioremediation of contaminated soils with sulfentrazone.

Keywords: Canavalia ensiformis, Helianthus annuus, herbicide, plant growth

promoting bacteria

INTRODUCAO

A fitorremediagdo, dentro da biorremediacdo, ¢ uma das técnicas mais
estudadas, destacando-se devido ao baixo custo e eficiéncia na descontaminacao de
solos com residuos de herbicidas. A aplicagdo desta técnica vem sendo consolidada e
impulsionada pelo crescente nimero de trabalhos que evidenciaram a possibilidade de

se empregar plantas para reduzir a toxicidade de herbicidas a culturas suscetiveis
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semeadas em sequéncia na mesma area (PIRES et al., 2006; SANTOS et al., 2006;
PROCOPIO et al., 2007; PROCOPIO et al., 2009).

O sulfentrazone ¢ um herbicida que apresenta longo efeito residual no solo, € por
esse motivo pode causar problemas de carryover, inviabilizando o cultivo de espécies
sensiveis em sucessdo. Ademais, a permanéncia do produto no solo por longo tempo
eleva os riscos de lixiviagdo e contaminacdo de aguas subterraneas. Nesse sentido,
aumenta-se a preocupacao em impedir ou remediar os efeitos negativos da presenca
desse herbicida no solo.

Canavalia ensiformis, uma leguminosa empregada comumente como adubo
verde e com potencial fitorremediador de diferentes herbicidas, e Helianthus annuus,
uma oleaginosa cultivada em diversas regides do pais, foram selecionadas como plantas
fitorremediadoras do sulfentrazone e testadas quanto a capacidade e eficiéncia de
reducdo dos residuos téoxicos do mesmo no solo, por meio de bioensaios (BELO et al.,
2011; MADALAO et al., 2012).

No Brasil, embora os estudos de fitorremediagdo de ambientes com herbicidas
tenham ganhado destaque e difusdo na comunidade cientifica, a associacdo entre plantas
e bactérias na biorremediagdo de solos contaminados ainda ¢ pouco investigada.

Muitas espécies de bactérias, em sua maioria associadas a rizosfera,
demonstraram a capacidade de promover o crescimento de plantas, sendo denominadas
(rizo)bactérias promotoras de crescimento vegetal. Essas bactérias podem induzir o
crescimento e desenvolvimento das plantas, direta ou indiretamente. A influéncia direta
inclui a producdo de fitohormonios, como por exemplo, acido indolacético, auxinas e
acido giberélico (AHEMAD; KHAN, 2012), a solubilizacdao de fosfatos (JHA et al.,
2009a), a producdo de sideroforos (JHA et al., 2009a) e a fixacdo biologica de
nitrogénio (JHA et al., 2009b). Indiretamente, essas bactérias podem atuar como agentes
de controle biologico de fitopatdogenos, liberando substancias como B-glucanases,
proteases, celulases, quitinases e dcido cianidrico (JAHANIAN et al., 2012;
ALMAGHRABI et al., 2013; HERNANDEZ-LEON et al., 2015).

Viérios géneros e espécies de bactérias ja foram relatados com tal capacidade.
Géneros como Bacillus, Pseudomonas, Rhizobium, Klebsiella, dentre outros, tém
demonstrado agdo promotora de crescimento em espécies agrondmicas perenes € anuais
(PIMENTEL et al.,, 2008; SHARMA et al., 2011; ZUCARELI et al., 2011,
ALMAGHRABI et al., 2013), bem como em espécies florestais (BRUNETA et al.,
2010; ANGULO et al., 2014). A inoculagdo de sementes de milho com isolados de
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Pseudomnas e Azospirillum foi capaz de promover o crescimento das plantas, em nivel
de campo, aumentando a altura, o peso de sementes, o numero de sementes por espiga, a
area foliar, bem como a matéria seca (GHOLAMI et al., 2009). Experimentos em casa
de vegetacdo e em campo demonstraram que o tratamento com inoculacdo de
Pseudomonas jessenii PS06 e Mesorhizobium ciceri C-2/2 aumentou a produtividade de
Cicer arietinum (grao de bico), sendo 52% maior do que nos tratamento ndo inoculados
(VALVERDE et al., 2006).

Embora reconhecida a importancia dos micro-organismos na degradagdo de
herbicidas no solo, pesquisas envolvendo a inoculagdo desses em solos contaminados
sdo ainda escassas. A sele¢do de bactérias degradadoras do sulfentrazone, aliada a
possiblidade de atuarem também como promotoras do crescimento vegetal podem
aumentar as chances de sucesso e otimizacao do processo de biorremediagdo. Diante do
exposto objetivou-se avaliar a resposta da inoculacdo de bactérias do género
Pseudomonas em solo contaminado com o sulfentrazone sobre o crescimento das

espécies remediadoras Canavalia ensiformis e Helianthus annuus.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido pertencente ao
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa - MG. Cada
unidade experimental correspondeu a vasos com capacidade de 12 dm® (28,5 cm de
diametro e 30 cm de altura) preenchidos com 10 kg de um Argissolo Vermelho Amarelo
distrofico de textura franco-argilo-arenosa (25% de argila, 12% de silte e 63% de areia)
com as seguintes caracteristicas quimicas: pH (dgua) 6,1; matéria organica 4,12 dag kg’
1; PeK 6,9 ¢200 mg dm'3, respectivamente; Ca, Mg, Al, H + Al e CTC efetiva 3,7; 1,0;
0,0 ¢ 1,15 ¢ 5,21cmol, dm™, respectivamente. Antes do preenchimento dos vasos o solo
foi previamente adubado com sulfato de aménio (0,20 g dm™ de N) e superfosfato
simples (1,80 g dm™ de P,0s), segundo Cantarutti et al. (2007).

Posteriormente, realizou-se a aplicagdo do sulfentrazone com um pulverizador
costal, com pressao constante mantida a CO,, acoplado de barra com duas pontas tipo
leque TT110 02, espacadas de 0,5 m, trabalhando a pressao de 250 kPa, com volume de
calda de aproximadamente 140 L ha', na dose de 1000 g ha' i.a. As condigdes
climaticas no momento da aplica¢do foram T =27 °C, UR = 72% e velocidade do vento

de 1,9 kmh™.
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Apds a aplicagdo do herbicida, realizou-se a semeadura das espécies
fitorremediadoras do sulfentrazone Canavalia ensiformis (MADALAO et al., 2012) e
Helianthus annuus (cultivar Tera 860 HO) (BELO et al., 2011). A semeadura foi
realizada a 5 cm de profundidade utilizando-se 6 sementes por vaso. Decorridos 15 dias
da semeadura realizou-se o desbaste deixando duas plantas da mesma espécie ou uma
de cada (cultivo misto) em cada unidade experimental.

Metade dos vasos foi inoculada com consoércio bacteriano selecionado com base
no potencial de degradagdo dos isolados realizado em estudo prévio. O consoércio foi
formado por seis isolados identificados como Pseudomonas putida, Pseudomonas lutea,
Pseudomonas plecoglossicida e trés isolados de Pseudomonas sp.. Estes foram
cultivados separadamente em meio caldo nutriente (1,0 L agua; 2,0 g Na,HPOy; 3,0 g
NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por, aproximadamente, 10 h a 30°C
e 150 rpm até densidade optica de 0,6. O meio foi submetido a centrifugacio (5000
rpm, 5 min, 4°C) e as células bacterianas suspendidas em solugdo salina (NaCl 0,85%).
O consorcio foi estabelecido pipetando-se volumes de solugdo de cada um dos seis
isolados de modo a garantir igual quantidade de unidades formadoras de colonia (UFC
mL™") de cada espécie, totalizando 12 mL de solugdo e inoculagio de 4,5 x 10* UFC g
de solo nos tratamentos correspondentes, apos o desbaste.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x2x4 para
cada espécie fitorremediadora. O primeiro fator foi composto pela presenca ou auséncia
de inocula¢@o com consorcio bacteriano selecionado, o segundo fator foi composto pelo
cultivo com a mesma espécie ou com a outra espécie, € o terceiro pelo tempo de
biorremediacdo (25, 45, 65 e 85 dias apds o desbaste (DAD)). Nos referidos tempos de
biorremediacdo, as plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) encontravam-se
nos estadios vegetativos V2 a V3, V4 a V5, V6 a V7 e V8 a V9, e as plantas de girassol
(Helianthus annuus) nos estadios V16 a V18, R1 a R3, R5.1 a R5.8 ¢ R 5.10 a R6,
respectivamente.

As plantas de feijao-de-porco e girassol foram cultivadas por 25, 45, 65 e 85
DAD, sendo ao final de cada tempo coletadas as folhas, o caule rente ao solo e o
sistema radicular das mesmas. Determinou-se a area foliar (AF - cmz/planta) utilizando-
se medidor de area foliar LI-3100 e com as raizes lavadas obteve-se o volume de raizes
(VR - cm’/planta) pelo método do volume de 4gua deslocado em proveta graduada

(CARRIGAN; FREY, 1980). O material vegetal foi acondicionado, separadamente, em
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sacos de papel e colocados em estufa com circulagdo forcada de ar a 65 + 2° C até
atingir massa constante, para obtengdo da matéria seca de folhas (MSF - g/planta), de
caule (MSC - g/planta) e de raizes (MSR - g/planta) em balanca semianalitica de
precisdo.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo Teste F a 5% de
probabilidade. Efetuou-se o desdobramento da interagdo significativa, sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os efeitos dos tempos de biorremediagao
foram avaliados por andlise de regressdo e a escolha dos modelos baseada na
significancia dos coeficientes, no fendmeno bioldgico e no coeficiente de determinagao.

Utilizou-se o teste de identidade de modelos da regressao (Littell et al., 2006).

RESULTADOS

Girassol

Como efeito da interagdo tripla, a area foliar acumulada por planta de girassol
foi maior quando esta conviveu com uma planta de feijao-de-porco por 45 DAD em
solo inoculado com consdrcio bacteriano. O mesmo comportamento foi evidenciado nas

plantas cultivadas por 65 e 85 DAD, independente da inoculagdo do solo (Tabela 1).

Tabela 1: Area foliar acumulada por planta de girassol em cultivo com a mesma espécie
ou com feijdo-de-porco, em solo com sulfentrazone, na auséncia e presenca de

consorcio bacteriano.

Area foliar (cm®/planta)

Cultivo Com inoculagdo Sem inoculagao

25 DAD

Girassol + Girassol 1451,67 Aa' 1470,82 Aa

Girassol + Feijdo-de-porco 144130 Aa 1802,31 Aa
45 DAD

Girassol + Girassol 3981,83 Ab 4029,00 Aa

Girassol + Feijdo-de-porco 5380,00 Aa 3719,50 Ba
65 DAD

Girassol + Girassol 4512,67 Ab 4653,17 Ab

Girassol + Feijdo-de-porco 6320,65 Aa 5990,67 Aa
85 DAD

Girassol + Girassol 3455,00 Ab 3443,67 Ab

Girassol + Feijao-de-porco 5713,31 Aa 5330,00 Aa

CV (%) 10,84

"Medias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna e maitusculas na linha, para cada tempo, nao
diferem entre si pelo Teste F (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.
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Efeito positivo da inoculacdo do solo com bactérias do género Pseudomonas
sobre o acimulo de area foliar do girassol foi verificado quando este conviveu com a
leguminosa por 45 DAD (Tabela 1).

Como resultado do desdobramento dos cultivos e da inoculagdo dentro dos
tempos de biorremediagdo, observou-se identidade entre os modelos Girassol + Girassol
com ¢ sem inoculacdo, sendo apresentado em uma curva comum. Estes tratamentos
acumularam, ao longo do tempo, menor area foliar do que aqueles compostos pelo
cultivo misto de girassol + feijdo-de-porco (Figura 1). Plantas de girassol, na presenca
de uma planta de feijdo-de-porco e inoculacdo, destacaram-se frente as demais
combinagdes ¢ chegaram a acumular 4rea foliar maxima de 6550,52 cm? aos 67 DAD
(Figura 1). Para todos os tratamentos, os dados de area foliar se ajustaram ao modelo

polinomial quadratico, com aumento até atingir um ponto maximo (Figura 1).
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Figura 1: Area foliar acumulada por planta de girassol em cultivo com a mesma espécie
ou com feijao-de-porco, por diferentes tempos, em solo com sulfentrazone, na auséncia

e presenga de consdrcio bacteriano.
Modelos que ndo diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de
Modelos (p < 0,05). **, * ° e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste

t.

Plantas de girassol submetidas a competicdo interespecifica por 45 DAD
apresentaram menor volume de raiz. A convivéncia com uma planta da mesma espécie

por 65 e 85 DAD foi mais danosa, com redugdes de 17 € 31% do volume de raiz do
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girassol, respectivamente (Tabela 2). A inoculac¢do proporcionou aumento do volume de

raiz do girassol cultivado por 45 DAD (Tabela 2).

Tabela 2: Volume de raiz (cm’/planta) de girassol em cultivo com a mesma espécie ou

com feijao-de-porco, em solo com sulfentrazone, na ausé€ncia e presenga de consorcio

bacteriano.
Volume de raiz (cm’/planta)
. Tempo (DAD)
Cultivo 25 45 65 85
Girassol + Girassol 17,92 a' 65,00 a 100,42 b 79,58 b
Girassol + Feijao-de-porco 22,50 a 41,65b 121,67a 115,83 a
Inoculagao 25 45 65 85
Com 17,08 a 62,50 a 106,25a 100,83 a
Sem 23,33 a 44,17 115,83 a 94,58 a
CV (%) 19,93

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna, para cada fator, ndo diferem entre si pelo
Teste F (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.

Desdobrando a interacdo cultivo x tempo, verificou-se que, a partir de 68 DAD,
houve reducao do volume de raiz do girassol cultivado com outro girassol. Plantas de
girassol cultivadas juntamente com o feijdo-de-porco, até o final do experimento,
apresentaram volume de raiz crescente (Figura 2A). Ao longo do tempo de
biorremediacdo, ndo foi verificada diferenca significativa no volume de raiz de plantas
de girassol cultivadas em solo inoculado ou ndo inoculado com o consorcio bacteriano

(Figura 2B).
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Figura 2: Volume de raiz (cm’/planta) de girassol em cultivo com a mesma espécie ou
com feijao-de-porco (A), por diferentes tempos, em solo com sulfentrazone, na auséncia

e presenca de consorcio bacteriano (B).
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Modelos que ndo diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de

Modelos (p < 0,05). **, *, °¢e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.

O actimulo de matéria seca de raiz pelo girassol, aos 65 ¢ 85 DAD, foi menor
nas plantas submetidas a competigao intraespecifica do que no cultivo misto (Tabela 3).
Aumento superior a 50% na MSR foi evidenciado nas plantas de girassol aos 45 DAD

como efeito da presenca de bactérias Pseudomonas no solo (Tabela 3).

Tabela 3: Matéria seca de raiz acumulada por planta de girassol, em cultivo com a
mesma espécie ou com feijao-de-porco, em solo com sulfentrazone, na ausé€ncia e

presenca de consorcio bacteriano.

Matéria seca de raiz (MSR - g/planta)

. Tempo (DAD)
Cultivo 25 45 65 85
Girassol + Girassol 1,06 al 6,02 a 10,10 b 13,51 b
Girassol + Feijao-de-porco I,15a 4,19 a 14,85 a 17,90 a
Inoculagao 25 45 65 85
Com 0,97 a 6,93 a 12,18 a 16,10 a
Sem 1,24 a 328D 12,78 a 1531 a
CV (%) 20,73

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna, para cada fator, ndo diferem entre si pelo
Teste F (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.

Ao longo dos 85 DAD, o tratamento girassol + feijdo-de-porco acumulou maior
MSR do que girassol + girassol evidenciado pela maior inclinacdo da reta (Figura 3A).
Com relagdo ao efeito da inoculacdo ao longo do tempo de biorremediagao, este ndo foi
significativo, sendo a MSR apresentada em uma unica curva linear crescente (Figura
3B).

Verificou-se para MSC significancia nas interagdes cultivo x tempo e cultivo x
inoculagdo. No desdobramento da primeira, maior acimulo de matéria seca do caule foi
observado nos cultivos de girassol + feijao-de-porco por 65 e 85 DAD (Tabela 4).
Contudo, nao foi constatada diferenca entre os cultivos ao longo dos tempos de

biorremediacdo, sendo a maxima MSC atingida aos 69 DAD (Figura 4).
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Figura 3: Matéria seca de raiz acumulada por planta de girassol, em cultivo com a
mesma espécie ou com feijdo-de-porco (A), por diferentes tempos, em solo com

sulfentrazone, na auséncia e presencga de consorcio bacteriano (B).
Modelos que nao diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de

Modelos (p < 0,05). **, * °¢e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.

Também na interagdo cultivo x inoculagdo, girassol + girassol apresentou menor
MSC em relacdo ao cultivo misto, independente da bioaumentagdo com consodrcio
bacteriano. Somente na combinag¢do girassol + feijdo de porco, a adicdo de micro-
organismos selecionados ao solo proporcionou maior acimulo de matéria seca do caule

(Tabela 4).

Tabela 4: Matéria seca do caule acumulada por planta de girassol, em cultivo com a
mesma espécie ou com feijdo-de-porco, em solo com sulfentrazone, na auséncia e

presenca de consorcio bacteriano.

Matéria seca do caule (MSC - g/planta)

. Tempo (DAD)
Cultivo 25 45 65 85
Girassol + Girassol 2,33 a' 13,46 a 28,31 b 19,89 b
Girassol + Feijao-de-porco 232a 11,11 a 42,40 a 35,73 a
Inoculagao Com Sem

Girassol + Girassol 16,26 Ab 15,74 Ab
Girassol + Feijao-de-porco 24,99 Aa 20,78 Ba
CV (%) 17,48

"Medias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna e maitusculas na linha, para cada tempo, nao
diferem entre si pelo Teste F (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.
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Figura 4: Matéria seca do caule acumulada por planta de girassol, em cultivo com a
mesma espécie ou com feijdo-de-porco, por diferentes tempos, em solo com

sulfentrazone, na auséncia e presencga de consorcio bacteriano.

Modelos que nao diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de

Modelos (p < 0,05). **, * °e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.

A MSF acumulada por planta de girassol foi 15, 34 ¢ 39% menor em cultivo
com a mesma espécie por 45, 65 e 85 DAD, respectivamente (Tabela 5). Assim como
para volume de raiz (Tabela 2) e MSR (Tabela 3), a inoculacdo do solo proporcionou

aumento da MSF do girassol cultivado até 45 DAD (Tabela 5).

Tabela 5: Matéria seca de folhas acumulada por planta de girassol em cultivo com a
mesma espécie ou com feijdo-de-porco, em solo com sulfentrazone, na auséncia e

presenca de consorcio bacteriano.

Matéria seca de folhas (MSF — g/planta)

. Tempo (DAD)

Cultivo 25 45 65 85
Girassol + Girassol 4,77 al 15,42 b 19.84 b 20,17 b
Girassol + Feijao-de-porco 5,48 a 18,08 a 29.85a 32.85a

Inoculagao 25 45 65 85
Com 5,02 a 19,08 a 24,81 a 26,38 a
Sem 5,23 a 14,43 b 24,98 a 26,83 a

CV (%) 11,42

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintisculas na coluna, para cada fator, ndo diferem entre si pelo
Teste F (p>0,05). DAD: dias apo6s o desbaste.

O cultivo de girassol com feijao-de-porco propiciou maior acimulo de matéria

seca de folhas no decorrer do tempo, como evidenciado na Figura 5A. A inocula¢do do
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solo com bactérias selecionadas proporcionou as plantas de girassol maior MSF do que

aquelas nao inoculadas (Figura 5B).
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Figura 5: Matéria seca de folhas acumulada por planta de girassol em cultivo com a

mesma espécie ou com feijdo-de-porco (A), por diferentes tempos, em solo com

sulfentrazone, na auséncia e presenca de consorcio bacteriano (B).

ik * 0 e™gignificativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.

Feijao-de-porco

Para as varidveis de crescimento do feijdo-de-porco verificou-se interagao tripla
significativa para volume de raiz, MSF e MSC, enquanto para area foliar e MSR
realizou-se o desdobramento das interagcdes duplas significativas.

O convivio com plantas da mesma espécie por 65 e 85 DAD provocou redugao
da 4rea foliar acumulada por plantas de feijado-de-porco (Tabela 6). Maior area foliar foi
observada em plantas de feijao-de-porco cultivadas em solo inoculado por 25 e 45
DAD, proporcionando aumento de 51 e 26%, respectivamente, em relacdo as plantas
cultivadas em solo nao inoculado (Tabela 6).

O tratamento feijdo-de-porco + girassol apresentou, ao longo do tempo de
biorremediacdo, aumento linear crescente da area foliar, diferentemente do que foi
observado na presenga de outra planta da mesma espécie, cujos aumentos foram
decrescentes a partir de 45 DAD (Figura 6A). Plantas cultivadas em solos inoculados
acumularam darea foliar superior as plantas de feijdo-de-porco cultivadas em solo ndo

inoculado com consdrcio bacteriano, por quase todo o tempo de estudo (Figura 6B).
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Tabela 6: Area foliar acumulada por planta de feijdo-de-porco, em cultivo com a mesma
espécie ou com girassol, em solo com sulfentrazone, na auséncia e presenca de

consorcio bacteriano.

Area foliar (cm®/planta)

. Tempo (DAD)

Cultivo 25 45 65 85
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 395,83a'  140529a 2006,13b 2301,83b
Feijao-de-porco + Girassol 537,75a  1818,25a 3241,00a 3455,50a

Inoculagao 25 45 65 85
Com 627,58a  1854,38a 2596,00a 2687,63a
Sem 306,00b  1369,17b 2651,13a 3069,50 a
CV (%) 18,69

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna, para cada fator, ndo diferem entre si pelo
Teste F (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.
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Figura 6: Area foliar acumulada por planta de feijio-de-porco em cultivo com a mesma
espécie ou com girassol (A), por diferentes tempos, em solo com sulfentrazone, na

auséncia e presenca de consorcio bacteriano (B).

*k * ©e ™ gignificativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.

Menor volume de raiz foi verificado nos tratamentos feijao-de-porco + feijao-de-
porco aos 25 DAD e 85 DAD, em solos com e sem inoculacdo, respectivamente (Tabela
7). Aos 25 DAD plantas de feijao-de-porco cultivadas juntamente com uma planta de
girassol exibiram aumento de 50% no volume de raiz pela adicdo de indculo ao solo.
Tal efeito benéfico da inoculagdo também foi observado aos 45 DAD e 85 DAD em
cultivos de feijdo-de-porco com a mesma espécie, com incremento de 41 e 36% no

volume de raiz, respectivamente (Tabela 7).
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Tabela 7: Volume de raizes de feijdo-de-porco, em cultivo com a mesma espécie ou

com girassol, em solo com sulfentrazone, na auséncia e presenca de consorcio

bacteriano.
Volume de raizes (cm’/planta)
. Com inoculagao Sem inoculagao
Cultivo 75 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 4,67 Ab' 3,75 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 10,00 Aa 5,00 Ba
45 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 11,25 Aa 6,67 Ba
Feijao-de-porco + Girassol 11,67 Aa 7,50 Aa
65 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 11,67 Aa 13,75 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 16,67 Aa 15,00 Aa
85 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 17,50 Aa 11,25 Bb
Feijao-de-porco + Girassol 17,51 Aa 17,50 Aa
CV (%) 24,28

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maitisculas na linha, para cada tempo, néo
diferem entre si pelo Teste F (p>0,05). DAD: dias apds o desbaste.

No desdobramento dos fatores inoculagdo e cultivo dentro dos tempos de
biorremediacdo, verificou-se igualdade entre os modelos de feijao-de-porco + girassol
sem inoculagdo e feijao-de-porco + feijdo-de-porco com inoculagdo, sendo os mesmos
representados por uma curva em comum (Figura 7A). Estes, além de feijao-de-porco +
girassol com inoculacdo, tiveram aumento linear do volume de raiz ao longo do tempo,
com superioridade deste ultimo. Na auséncia de inocula¢do e cultivo com a mesma
espécie, o volume de raiz maximo apresentado por planta de feijdo-de-porco foi de 12
cm’ aos 76,5 DAD (Figura 7A).

A Ttnica interacao significativa encontrada para MSR foi inoculagdo x tempo.
Observou-se maior MSR em plantas de feijao-de-porco cultivadas por 65 e 85 DAD em
solo com inoculacdo (Tabela 8). Ao longo do tempo, a inoculagdo proporcionou maior
incremento de matéria seca de raiz nessas plantas, em relacdo ao solo ndo inoculado

com isolados bacterianos (Figura 7B).
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Figura 7: Volume de raiz (A), matéria seca de raiz (B), de caule (C) e de folhas (D) de
feijdo-de-porco em cultivo com a mesma espécie ou com girassol, por diferentes

tempos, em solo com sulfentrazone, na auséncia e presenca de consorcio bacteriano.

Modelos que ndo diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de

Modelos (p < 0,05). **, * ° ¢ ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente.
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Tabela 8: Matéria seca de raiz acumulada por planta de feijao-de-porco, em cultivo com
a mesma espécie ou com girassol, em solo com sulfentrazone, na auséncia e presencga de

consorcio bacteriano.

Matéria seca de raiz (MSR — g/planta)

Inoculagao 25 Z;mpo (DAlgg 25
Com 0,45 a' 0,93 a 2,39 a 329a
Sem 0,50 a 0,67 a 1,96 b 2,170
CV (%) 19,82

"Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna nao diferem entre si pelo Teste F (p>0,05).
DAD: dias ap6s o desbaste.

Independente da inoculacdo do solo com o consércio bacteriano, plantas de
feijdo-de-porco crescidas na presenca de outra planta da mesma espécie por 65 e 85
DAD acumulou menor MSC do que na presenca de uma planta de girassol (Tabela 9).
Como efeito da inoculagdo, houve aumento ¢ redugdo da MSC aos 45 ¢ 65 DAD,
respectivamente, nos tratamentos de feijao-de-porco + feijao-de-porco. Aos 85 DAD
plantas de feijao-de-porco cultivadas com girassol apresentaram aumento de 18% na

MSC em solo inoculado (Tabela 9).

Tabela 9: Matéria seca do caule acumulada por planta de feijao-de-porco, em cultivo
com a mesma espécie ou com girassol, em solo com sulfentrazone, na auséncia e

presenca de consodrcio bacteriano.

Matéria seca do caule (MSC — g/planta)

. Com inoculagao Sem inoculagao
Cultivo 35 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 0,46 Aa' 0,38 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 1,01 Aa 0,74 Aa
45 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 2,61 Aa 1,17 Ba
Feijao-de-porco + Girassol 2,84 Aa 1,57 Aa
65 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 4,44 Bb 6,17 Ab
Feijdo-de-porco + Girassol 7,43 Aa 7,78 Aa
85 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 4,62 Ab 5,68 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 12,12 Aa 9,96 Ba
CV (%) 18,82

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maitisculas na linha, para cada tempo, ndo
diferem entre si pelo Teste F (p>0,05). DAD: dias apds o desbaste.
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O tratamento feijao-de-porco + girassol, independente da inoculagao, apresentou
maior MSC ao longo do tempo de biorremediagdo, seguido dos tratamentos de feijao-
de-porco + feijao-de-porco sem e com inoculagdo, todos com comportamento linear
positivo (Figura 7C).

Na auséncia de inoculagdo do solo, plantas de feijado-de-porco cultivadas com
uma planta de girassol, por 45 DAD, apresentaram maior MSF do que na presenca de
outra planta de feijao-de-porco. O mesmo comportamento foi observado aos 65 e 85
DAD, em solos inoculados e nio inoculados (Tabela 10). A inoculagdo proporcionou
reducdo da MSF de plantas de feijao-de-porco + feijao-de-porco, aos 65 DAD, enquanto
que aos 85 DAD verificou-se aumento da MSF de feijdo-de-porco + girassol (Tabela

10).

Tabela 10: Matéria seca de folhas acumulada por planta de feijao-de-porco, em cultivo
com a mesma espécie ou com girassol, em solo com sulfentrazone, na auséncia e

presenca de consorcio bacteriano.

Matéria seca de folhas (MSF — g/planta)

. Com inoculagao Sem inoculagao
Cultivo 25 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 2,25 Aa' 2,34 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 4,49 Aa 2,99 Aa
45 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 6,37 Aa 3,56 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 6,39 Aa 7,15 Aa
65 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 11,97 Bb 15,78 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 19.87 Aa 21,13 Aa
85 DAD
Feijao-de-porco + Feijao-de-porco 12,54 Ab 13,75 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 25,62 Aa 20,89 Ba
CV (%) 16,58

"Meédias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maitisculas na linha, para cada tempo, ndo
diferem entre si pelo Teste F (p>0,05). DAD: dias apds o desbaste.

Ao longo do tempo de biorremediagdo os mesmos cultivos com e sem
inoculacdo foram representados numa Unica curva, evidenciando maior acimulo de
matéria seca de folhas por plantas de feijdo-de-porco cultivada com uma planta de

girassol (Figura 7D).
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DISCUSSAO

Ambas as fitorremediadoras apresentaram menor crescimento quando cultivadas
juntamente com uma planta da propria espécie. O cultivo de duas plantas de girassol no
mesmo vaso por 65 e 85 DAD ocasionou reducdo de todas as variaveis de crescimento.
De modo geral, o mesmo comportamento foi constatado para plantas de feijao-de-porco.
Possivelmente, nesse periodo, os recursos de crescimento ja se encontravam limitantes
no solo, estabelecendo-se mais fortemente a competi¢ao intraespecifica.

A utilizagdo de duas plantas por vaso, equivalente a densidade de 31 plantas m~,
também contribuiu para o estabelecimento da competicdo e efeito prejudicial ao
crescimento das espécies. Em estudo sobre o efeito da densidade de semeadura (10, 20,
40, 80 e 160 plantas m™) sobre o acimulo de biomassa de espécies de adubo verde,
Fernandes et al. (1999) verificaram que o feijao-de-porco foi a unica espécie em que se
observou reducdo da MSPA, em funcdo do adensamento na semeadura. De acordo com
os autores, a limitacdo imposta ao crescimento pode ser de natureza nutricional ou
hidrica, bem como atribuida a competigao por luz.

Espécies que possuem caracteristicas morfofisiologicas semelhantes geralmente
apresentam as mesmas exigéncias, tornando a competi¢do mais intensa e as redugdes de
rendimento mais elevadas (SILVA; DURIGAN, 2006). Assim, no presente estudo, as
duas plantas da mesma espécie concentraram suas demandas ao mesmo tempo,
aumentando ainda mais a disputa pelos recursos do meio. O cultivo de duas espécies
com habitos de crescimento distintos como girassol e feijdo-de-porco reduziu a
intensidade da competicdo, permitindo melhor aproveitamento dos recursos e maior
crescimento e desenvolvimento individual das espécies.

O cultivo misto, além de ser menos danoso no contexto da competicao, pode ser
boa alternativa para a biorremediacdo de solos contaminados com herbicidas, por
explorar o potencial remediador de cada uma, contribuindo com beneficios multiplos.
Além da reducdo dos residuos de herbicida no solo, que pode ser incrementada em
cultivos mistos em relacdo aos cultivos puros (YANG et al., 2013), do aporte de
nitrogénio ao solo por leguminosas, como o feijao-de-porco, e da possibilidade de uso
do girassol como matéria prima para producdo de biocumbistivel, o cultivo de duas
espécies propicia aumento da atividade microbiana e da diversidade de micro-
organismos no solo, pela diversidade de exsudatos langados ao solo (MOREIRA;

SIQUEIRA, 2006; MELO et al., 2014).
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A inoculagao proporcionou maior acimulo de area foliar, matéria seca de folhas,
caule e raiz e volume radicular de Canavalia ensiformis e Helianthus annuus. Os
resultados encontrados comprovaram a capacidade de promocao de crescimento de
plantas pelos isolados de Pseudomonas spp. degradadores do sulfentrazone no solo.

Viarios estudos relatam a capacidade de diversos géneros de bactérias em
promover o crescimento vegetal. No entanto, o género Pseudomonas aparece
frequentemente na literatura. Pseudomonas spp. sdo habitantes comuns e abundantes de
diferentes regides geograficas e produzem uma série de enzimas e metabolitos de
importancia biotecnoldgica envolvidos no crescimento das plantas (VASSILEV et al.
2006; MISHRA et al., 2010; ZUCARELI et al., 2011; DESHWAL; KUMAR, 2013).

As cepas de Pseudomonas (P. aeruginosa, P. putida, P. cepacia e P. fluorecens),
inoculadas isoladamente em sementes de arroz, proporcionaram aumento no peso seco
da parte aérea, da raiz e da planta de arroz, variando de 52,80 a 157,72, 172,04 a 408,06
e 93,15 a 233,84%, respectivamente, em relacao ao controle (DESHWAL; KUMAR,
2013). Da mesma forma, Mishra et al. (2010) reportaram a promog¢ao de crescimento
por estirpes de Pseudomonas com aumento de 27,6% da produtividade em Pelargonium
graveolens L. Herit. Em estudo realizado com Mucuna pruriens, Pseudomonas MR-18
aumentou a matéria seca e altura da planta em 84 e 24%, respectivamente (DESHWAL
et al., 2011). Zucareli et al. (2011) verificaram aumento médio do didmetro de espigas
de milho em decorréncia da inoculagdo das sementes a base de P. fluorescens. No
presente estudo foram verificados aumentos de 31, 30, 53 e 24% no acimulo de éarea
foliar, volume de raiz, MSR e MSF, respectivamente, de girassol cultivado por 45
DAD. No caso do feijdo-de-porco, a resposta positiva da inoculacdo foi evidenciada em
todas as variaveis de crescimento e tanto na presenca de outra planta da mesma espécie
quanto na presenca de uma planta de girassol.

Para o girassol, efeito expressivo da inoculagdo somente aos 45 DAD (Tabelas
1, 2, 3 e 5) pode ser reflexo do estddio de desenvolvimento da planta, que se
apresentava no inicio do estddio reprodutivo com desenvolvimento do broto floral.
Nessa fase, pode ter ocorrido maior interagdo planta-micro-organismos do solo,
possibilitando a promogao de crescimento. Na promocao de crescimento vegetal estdo
envolvidos diversos mecanismos que podem ser ativados pelas bactérias como resposta
a estimulos advindos das plantas (BAIS et al., 2006). Assim, ¢ possivel que ocorra, em

determinada €poca, um sinergismo entre a producao e liberagao de substancias quimicas
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promotoras de crescimento no solo pelas bactérias e a capacidade de absor¢do e
utilizacao pelas plantas.

Efeito da inoculagdo do consorcio bacteriano em plantas de feijao-de-porco foi
constatada ja nas plantas cultivadas por 25 DAD com aumento de 51% no acimulo de
area foliar (Tabela 6) e de 50% no volume de raiz (Tabela 7) no cultivo feijdo-de-porco
+ girassol, sendo evidenciada em todas as épocas de estudo, a depender da variavel de
crescimento analisada. Tal comportamento pode estar relacionado a maior dependéncia
dos micro-organismos pela planta ou a grande capacidade dessa espécie em estimular a
microbiota associada em solos contaminados com herbicidas (PIRES et al., 2005;
Capitulo 4 da tese).

Estudos de isolamento e selecdo de isolados em diferentes espécies vegetais
demonstraram que a habilidade de algumas bactérias em produzir substancias
promotoras de crescimento de plantas pode ser altamente especifica a certas espécies de
plantas, ou at¢ mesmo de cultivares, como também a diferentes ambientes onde estdo
inseridas, ou ainda afetada em decorréncia do estresse imposto a comunidade
microbiana devido a alteragdes ambientais e antropogénicas (MENDES et al., 2007,
OLIVEIRA et al., 2009; JHA et al.,, 2009b; PRAKAMHANG et al., 2009). Neste
trabalho verificou-se ainda que tal habilidade pode estar relacionada ao tempo de cultivo
e a combinagdo de plantas. Tais evidéncias reforcam a complexidade das interacdes
entre plantas e micro-organimos do solo.

Bactérias simbioticas (Rhizobium, Bradyrhizobium, Mesorhizobium) e nao
simbioticas (Pseudomonas, Bacillus, Klebsiella, Azotobacter, Azospirillum, Azomonas)
estdo sendo usadas em todo o mundo como bioinoculantes para promover o crescimento
e o desenvolvimento das plantas sob vdarias condigdes de estresse causadas pela
presenca de metais pesados (WANI; KHAN, 2010; MA et al., 2011; OVES et al.,
2013), salinidade (ALI et al., 2014) e também de herbicidas (AHEMAD; KHAN, 2010;
2011). Alguns isolados bacterianos dotados de multiplas propriedades, dentre elas
tolerancia ao herbicida em questdo e capacidade de promover o crescimento vegetal,
foram utilizados para permitir o crescimento de Vigna radiata e Lens esculenta,
espécies sensiveis, em solos contaminados com quizalafop-p-ethyl e clodinafop na India
(AHEMAD; KHAN, 2010; 2011). Contudo, a capacidade de degradag¢ao dos herbicidas
pelos isolados nesses trabalhos ndo foi estudada.

Bano e Mussarat (2004) isolaram e selecionaram uma bactéria identificada como

Pseudomonas sp., a qual possui a capacidade de realizar multiplas atividades biologicas.
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No referido estudo Pseudomonas sp. exibiu eficiéncia na degradacdo de carbofuran,
além de agdo antagonica a fitopatdgenos pela producdo de 4acido cianidrico e
sider6foros, além de potencial para promover o crescimento vegetal pela producao de
acido indolacético e solubilizagdo de fosfatos inorganicos. A possibilidade de isolar e
selecionar bactérias capazes de degradar herbicidas no solo e ainda exercer algum efeito
sobre o crescimento e desenvolvimento de espécies remediadoras representa uma nova

perspectiva a ser explorada em programas de biorremediagao.

CONCLUSOES

A adigdo de consorcio formado por Pseudomonas spp. ao solo contaminado com
sulfentrazone promove o crescimento das espécies remediadoras girassol e feijao-de-
porco, sendo a resposta do feijado-de-porco a inoculagdo mais efetiva e duradoura. A
promogdo de crescimento estd relacionada ao tempo de cultivo e & combinagdo das
espécies vegetais. Tal habilidade apresentada pelo consorcio bacteriano e pelas plantas
pode contribuir para o processo de biorremediacdo de solos contaminados com o

sulfentrazone.
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ATIVIDADE MICROBIANA DE SOLO COM SULFENTRAZONE ASSOCIADA
A ESPECIES FITORREMEDIADORAS E INOCULACAO COM CONSORCIO
BACTERIANO

RESUMO: A fitoestimulagdo assume papel fundamental no processo de
rizodegradacdo de herbicidas no solo. Além disso, a bioaumentacdo associada a
fitorremediacdo pode aumentar a eficiéncia do processo de descontaminacdo de solos
com herbicidas. Diante do exposto, objetivou-se avaliar a biomassa e a atividade
microbiana de solo contaminado com sulfentrazone e cultivado com plantas
fitorremediadoras mais consorcio bacteriano. O ensaio foi conduzido em ambiente
protegido, realizado em esquema fatorial 2 x 4 x 4, no delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢des. O primeiro fator foi composto pela presenca ou
auséncia de bioaumentagdo com consorcio bacteriano previamente selecionado,
composto por bactérias do género Pseudomonas, o segundo fator pelo monocultivo ou
cultivo misto de duas espécies fitorremediadoras feijado-de-porco (Canavalia ensiformis)
e girassol (Helianthus annuus), além da auséncia de cultivo e o terceiro pelo tempo de
biorremediacao (25, 45, 65 e 85 dias apos o desbaste). Ao final de cada tempo foram
coletadas amostras de solo para estimativa da taxa respiratoria, do carbono da biomassa
microbiana, do quociente metabolico e do quociente microbiano. Solos sem cultivo
apresentaram baixos valores de carbono da biomassa microbiana e quociente
microbiano e altos quocientes metabolicos ao longo do tempo de biorremediacao,
evidenciando a importancia do cultivo das espécies fitorremediadoras para a
estimulagdo da microbiota do solo. A bioaumentacdo com consorcio bacteriano, de
modo geral, proporcionou aumento da biomassa e atividade microbiana de solos
contaminados com sulfentrazone. Canavalia ensiformis, na presenca de consércio
bacteriano, foi capaz de estimular maior atividade da microbiota associada e sustentar
maior biomassa microbiana. A fitorremediacdo associada a bioaumentagdo € técnica
promissora de biorremediagdo de solos contaminados com o sulfentrazone. Esta técnica

aumenta a biomassa e atividade dos micro-organismos do solo.

Palavras-chave: bioaumentagdo, fitoestimulacdo, herbicida, quociente metabdlico,

quociente microbiano
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MICROBIAL ACTIVITY ASSOCIATED WITH PHYTOREMEDIATOR
SPECIES OF SULFENTRAZONE IN SOIL INOCULATED WITH BACTERIA
CONSORTIUM

ABSTRACT: Phytostimulation plays a critical role in the process of rhizodegradation
of herbicides in soil. Additionally, the bioaugmentation associated with
phytoremediation may increase the efficiency of herbicides in soil decontamination
processes. Given the above, we aimed to evaluate the biomass and microbial activity of
soil contaminated with sulfentrazone and cultivated with phytoremediator plants plus
bacterial consortium. The trial was conducted in a greenhouse with a factorial of 2x4x4,
in a completely randomized design with four replications. The first factor was
composed of the presence or absence of bioaugmentation with the Pseudomonas
consortium previously selected; the second factor of monoculture or mixed cultivation
of two phytoremediator species Canavalia ensiformis and Helianthus annuus; and the
third factor of the time of bioremediation (25, 45, 65 and 85 days after thinning). At the
end of each time period, soil samples were collected for measuring the respiratory rate,
microbial biomass carbon, metabolic quotient and microbial quotient. Uncultivated soils
had low microbial biomass carbon values and microbial quotient, and a high metabolic
quotient over bioremediation time, indicating the importance of cultivating
phytoremediator species for the stimulation of soil microbes. Bioaugmentation with a
bacterial consortium, in general, provided increased microbial biomass and activity of
soil contaminated with sulfentrazone. Canavalia ensiformis, in the presence of the
bacterial consortium, was able to stimulate greater microbiota activity and sustain
higher microbial biomass. Phytoremediation associated with bioaugmentation is a
promising technique of soil bioremediation contaminated with sulfentrazone. This

technique increases the biomass and activity of soil micro-organisms.

Keywords: bioaugmentation, phytostimulation, herbicide, metabolic quotient, microbial

quotient

INTRODUCAO

O solo ¢ um ecossistema complexo e dinamico, no qual a atividade biologica ¢

governada, principalmente, por micro-organismos (ZHOU et al., 2011). Estes
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desempenham papel importante na ciclagem de nutrientes, no controle de pragas, na
manuten¢do da estrutura e qualidade do solo e, consequentemente, na produtividade das
culturas (LUPWAYT et al., 2012; GIL et al., 2011). Ademais, os micro-organismos
influenciam no comportamento dos herbicidas no solo, uma vez que apresentam
capacidade de obter energia e nutrientes para a sua sobrevivéncia a partir da
transformagao desses compostos em substancias menos toxicas ao ambiente.

Muitos estudos demonstraram o impacto de herbicidas sobre a comunidade
microbiana do solo. Os resultados sdo variados, com efeitos diretos ou indiretos, nulos
(ZILLI et al., 2008; PEREIRA et al., 2008; NAKATANI et al., 2014) ou negativos
(SANTOS et al., 2006; REIS et al., 2008; LANE et al., 2012), dependendo dos produtos
e suas propriedades fisico-quimicas, da dose, do tipo de aplicacdo ¢ do tempo decorrido
da aplicag@o. No entanto, existem poucos relatos sobre a atividade microbiana de solos
contaminados com herbicidas, e, em especial, com o sulfentrazone, submetidos a
biorremediacao.

A aplicagdo do sulfentrazone pode gerar efeitos maléficos na comunidade
bidtica do solo, principalmente sobre micro-organismos benéficos como bactérias
fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos (VIEIRA et al., 2007; SILVA et al.,
2014). Impactos negativos causados pelo sulfentrazone sobre a atividade e biomassa
microbiana de solo cultivado com soja e eucalipto também foram constatados (VIVIAN
et al., 2006; SILVA et al., 2014). Por outro lado, apos a aplicagdo de herbicidas, tende a
ocorrer processo de adaptacdo natural da microbiota nativa existente no solo,
selecionando aqueles micro-organismos com capacidade de tolerar e, ou degradar a
molécula, ocorrendo, assim, a redu¢do das concentragdes dessas substancias ao longo do
tempo.

O sulfentrazone apresenta elevada atividade residual, podendo persistir por anos
no solo (IUPAC, 2014). Em decorréncia dessa caracteristica pode causar intoxicacao de
culturas sensiveis cultivadas em sucessdo (ARTUZI; CONTIERO, 2006), bem como
aumentar os riscos de lixiviagdo e contaminacdo ambiental. Como forma de
descontaminagdo de solos com historico de aplicacdo desse herbicida, técnicas de
biorremediacdo associando plantas fitorremediadoras e micro-organismos selecionados
com potencial remediador podem ser utilizadas.

As plantas contribuem de forma significativa no processo de biorremediacdo de
solos contaminados com herbicidas. Canavalia ensiformis e Helianthus annuus, por

meio do processo de fitorremediagdo, sdo capazes de reduzir os niveis toxicos de
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sulfentrazone no solo (MADALAO et al., 2012; BELO et al., 2011). A fitorremediacio
pode ocorrer por extragdo, estabilizacdo, volatilizagdo, acumulagdo ou degradacdo do
herbicida em algum tecido vegetal ou com a estimulagdo da microbiota indigena
associada, conhecida como fitoestimulagdo. As plantas sdo capazes de sustentar grandes
populagdes microbianas na rizosfera através da exsudagdo de substancias pelas raizes,
como carboidratos e aminoacidos (TURPAULT et al., 2007), que fornecem importantes
fontes de nutrientes para os micro-organismos na interface solo-raiz com o consequente
estimulo a rizodegradagao.

A fitorremediagdo associada a bioaumentagdo, ou seja, a introdu¢do de micro-
organismos ou consorcios para acelerar e aumentar a eficiéncia de remog¢do dos
compostos toxicos in situ (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2012), pode promover a
descontaminagdo do solo mais rapidamente, tornando a area apta a receber culturas
sensiveis em menos tempo. Estudos confirmam que o aumento do nivel de biomassa
inicial pode melhorar a taxa de biodegradacdo de poluentes e aumentar a eficiéncia do
tratamento (MUKHERJEE; BORDOLOI, 2011; PIMMATA et al., 2013; SZULC et al.,
2014).

A respiracao do solo, bem como a atividade enzimatica, o carbono da biomassa
microbiana e a transformacao do nitrogénio sdo processos biologicos e bioquimicos do
solo considerados indicadores uteis da qualidade e satde desse ecossistema (XIONG et
al., 2013; CERNOHLAVKOVA et al., 2009). Além desses, o quociente metabolico e
quociente microbiano, sdo amplamente estudados por refletir a eficiéncia da microbiota
na utilizagdo do carbono e a qualidade da matéria organica do solo
(THIRUKKUMARAN; PARKINSON, 2000; SANTOS et al., 2006). Esses indicadores
estdo diretamente relacionados a atividade metabolica da microbiota do solo e podem,
consequentemente, relacionar-se com a taxa de degrada¢do do herbicida no solo. O
estudo de tais parametros em solos contaminados com sulfentrazone pode ajudar na
compreensdo do processo de biorremediacdo desse herbicida pelos micro-organismos
edaficos e plantas fitorremediadoras.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar a biomassa e atividade
microbiana de solo contaminado com sulfentrazone e cultivado com plantas

fitorremediadoras mais consorcio bacteriano.

77



MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em ambiente protegido, realizado em esquema fatorial 2
x 4 x 4, no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des. O primeiro
fator foi composto pela presenca ou auséncia de inoculagdo com consoércio bacteriano
previamente selecionado, o segundo fator pelo monocultivo ou cultivo misto de duas
espécies fitorremediadoras, além da auséncia de cultivo e o terceiro pelo tempo de
biorremediacdo (25, 45, 65 e 85 dias apds o desbaste (DAD)).

Vasos com capacidade de 12,0 dm’ foram revestidos com saco plastico e
preenchidos com 10,0 dm® de solo (Tabela 1), sem histérico de aplicacdo de herbicida,
previamente adubado com sulfato de amoénio (0,20 g dm™ de N) e superfosfato simples
(1,80 g dm™ de P,Os) (CANTARUTTI et al., 2007). Posteriormente, realizou-se a
aplicagdo do sulfentrazone, em todos os vasos, utilizando pulverizador costal, com
pressdo constante mantida por CO,, acoplado de barra com duas pontas tipo leque
TT110 02, espagadas de 0,5 m, trabalhando a pressao de 250 kPa, com volume de calda
de aproximadamente 140 L ha, na dose de 1000 g ha™' i.a.. As condigdes ambientais no

momento da aplicagdo foram T =27 °C, UR = 72% e velocidade do vento de 1,9 km h.

Tabela 1: Resultados das analises quimica e granulométrica do solo.

pH P K Ca® Mg~ AP’ H+Al SB t T V. m MO
H,0 mgdm” cmol, dm™ —=-%----  dagkg’
6,1 69 200 3,7 1,0 0,0 1,15 521 521 636 82 0 4,12
Argila Silte Areia Classificac¢ao Textural Tipo de solo
% . 1
25 12 63 Franco-argilo-arenosa Textura média

pH em agua; P - K : Extrator Mehlich I; Ca” - Mg2+ - A" Extrator: KCI - 1 mol/L; H + Al - Extrator
Acetato de Calcio 0,5 mol/L - pH 7,0; SB - Soma de Bases Trocaveis; t - Capacidade de Troca Catidnica
Efetiva; T - Capacidade de Troca Catidnica a pH 7,0; V - Saturagdo por Bases; m - Saturacdo por
aluminio; MO - matéria organica

Um dia ap6s a aplicagdo do herbicida, realizou-se a semeadura das espécies
remediadoras Canavalia ensiformis (MADALAO et al., 2012) e Helianthus annuus
(cultivar Tera 860 HO) (BELO et al., 2011). A semeadura foi realizada a 5 cm de

profundidade utilizando-se 6 sementes por vaso. Decorridos 15 dias da semeadura foi
realizado o desbaste, restando duas plantas da mesma espécie ou uma de cada (cultivo
misto), em cada unidade experimental.

O consorcio bacteriano utilizado foi selecionado com base no potencial de

degradacao apresentado pelos isolados em estudo prévio. O consoércio foi formado por
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seis isolados identificados como Pseudomonas putida, Pseudomonas lutea,
Pseudomonas plecoglossicida e trés isolados de Pseudomonas sp.. Estes foram
cultivados separadamente em meio caldo nutriente (1,0 L agua; 2,0 g Na,HPO4; 3,0 g
NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por aproximadamente 10 h a 30 °C
e 150 rpm até densidade optica de 0,6. O meio foi submetido a centrifugacdo (5000
rpm, 5,0 min, 4 °C) e as células bacterianas suspendidas em solugdo salina (NaCl
0,85%). O consorcio foi estabelecido pipetando-se volumes de solu¢do de cada um dos
seis isolados de modo a garantir igual quantidade de unidades formadoras de colonia
(UFC mL'l) de cada espécie, totalizando 12,0 mL de solugdo e inoculacdo de 4,5 x 10*
UFC g de solo nos tratamentos correspondentes, logo apods o desbaste.

As espécies fitorremediadoras foram cultivadas por 25, 45, 65 ¢ 85 DAD, sendo,
ao final de cada época, cortadas rente ao solo. Nos referidos tempos de biorremediagao,
as plantas de feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) encontravam-se nos estadios
vegetativos V2 a V3, V4 a V5, V6 a V7 e V8 a V9, e as plantas de girassol (Helianthus
annuus) nos estadios V16 a V18, R1 a R3, R5.1 aR5.8 ¢ R 5.10 a R6, respectivamente.
O sistema radicular das plantas foi removido e todo o solo homogeneizado para retirada
de amostras de cada vaso. As amostras foram acondicionadas em sacos plasticos e
mantidas sob refrigeragdo por 24 h até¢ determinagdo da umidade. Foram estimadas a
taxa respiratoria, o carbono da biomassa microbiana, o quociente metabolico do solo e o
quociente microbiano.

Na avaliagdo da taxa respiratoria, utilizou-se o método respirométrico de
avaliagdo do C-CO; evoluido do solo proposto por Curl e Rodriguez-Kabana (1972)
com adaptacdes, no qual amostras de 100,0 g de solo peneirado (malha 2 mm) e com
umidade equivalente a 60% da capacidade de campo, em duplicata, foram incubadas
durante 15 dias em frascos hermeticamente fechados, a temperatura ambiente. O C-CO,
liberado do solo foi carreado por fluxo continuo de ar isento de CO; até outro frasco
contendo 100,0 mL de solucdo de NaOH 0,5 mol L. Decorridos 15 dias de incubacio,
estimou-se o C-CO, evoluido a partir da titulacdo de 10,0 mL da solu¢do de NaOH,
acrescido de 5,0 mL de BaCl,, com solu¢ao de HCI 0,5 mol L' e3 gotas de
fenolftaleina (1%).

Apbs o periodo de incubagdo, pesou-se 18,0 g de solo de cada frasco para
determina¢do do carbono da biomassa microbiana (CBM), segundo metodologia
descrita por Vance et al., (1987) e modificada por Islam e Weil (1998), no qual as

amostras foram tratadas com radiagdo de micro-ondas por 60 + 60 segundos. O CBM
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foi extraido das amostras (irradiadas e¢ nao irradiadas) de solo com 80,0 mL da solugao
de K804 0,5 mol L™, em seguida submetidas a agita¢io em mesa agitadora horizontal
(150 rpm, 30 min) e mantidas em repouso durante mais 30 minutos. Apos o repouso, as
amostras foram filtradas em filtros de papel Whatman n°® 42. Em tubo digestor,
adicionou-se 10,0 mL do filtrado, 2,0 mL de solugdo de K,Cr,O7 0,0667 mol L'e10,0
mL de H,SO4 concentrado. Posteriormente, o volume da solugao foi completado para
100,0 mL em proveta, transferido para frascos erlenmeyers de 250,0 mL, adicionadas
oito gotas do indicador ferroim e titulado com solucao de (NHy),Fe(SO4), 0,033 mol L°
1.

A partir dos valores obtidos da evolugao do C-CO, ¢ CBM, calculou-se o
quociente metabolico (¢CO, - ug C-CO, pg” CBM d™), dividindo-se a média diaria do
C-CO; evoluido do solo pelo CBM determinado no solo, segundo Anderson e Domsch
(1985). O quociente microbiano (QMIC - %) foi calculado pela razdo entre 0 CBM ¢ o
carbono organico (CO) (ANDERSON; DOMSCH, 1989) de cada unidade experimental
obtido através do teor de matéria organica do solo (MO= CO x 1,724) estimado pelo
método Walkley-Black.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F a 5% de
probabilidade. Efetuou-se o desdobramento da interacdo significativa, sendo as médias
comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Para os tempos de biorremediacdo
ajustaram-se modelos lineares simples de primeiro grau, Y = o + ;.X + € e, também, de
segundo grau, Y = o + B1.X + Bo.X* + £. Os modelos foram ajustados e comparados

quanto a igualdade dos parametros a, ; € B, (LITTELL et al., 2006).

RESULTADOS

A interagdo tripla entre os fatores: cultivo, inoculagdo e tempo de
biorremediacdo foi significativa para todas as varidveis estudadas, efetuando-se os
desdobramentos possiveis.

A taxa respiratoria encontrada nos solos cultivados com as duas espécies
fitorremediadoras simultaneamente foi 42% superior aquela de solos cultivados com o
feijdo-de-porco, na auséncia de inoculagdo, aos 25 DAD. Aos 65 DAD, nos tratamentos
com inoculagdo do consdrcio bacteriano, o solo cultivado com girassol destacou-se

frente aos demais solos cultivados com maior taxa respiratdria (Tabela 2).
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A inocula¢do do solo com consoércio bacteriano promoveu efeitos pontuais a
depender da espécie cultivada e do tempo de biorremediagdo. Aos 25 DAD a inoculagao
proporcionou aumento de 44% da taxa respiratéria do solo cultivado com feijdo-de-
porco. O mesmo comportamento foi verificado para os solos com girassol e cultivo
misto aos 85 DAD. Por outro lado, verificou-se menor taxa respiratoria em solo

cultivado com feijao-de-porco, na presenca de inoculagao, aos 65 DAD (Tabela 2).

Tabela 2: Taxa respiratoria de solo com sulfentrazone cultivado com espécies
fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, na auséncia e presenga de

consorcio bacteriano.

Taxa respiratoria (TR) ug g'd”’

Inoculagdo Inoculagao
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 88,98 Aa' 49,87 Bb 90,44 Aa 87,39 Aa
Girassol 71,12 Aa 68,93 Aab 92,89 Aa 100,22 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 75,53 Aa 86,53 Aa 100,83 Aa 97,78 Aa
Sem cultivo 63,03 Aa 54,27 Aab 122,83 Aa 78,83 Aa

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 95,33 Bb 121,00 Aa 150,33 Aa 129,56 Aa
Girassol 134,44 Aa 115,50 Aa 163,78 Aa 129,56 Ba
Feijao-de-porco + Girassol 95,33 Ab 107,56 Aa 151,56 Aa 124,06 Ba
Sem cultivo 114,89 Aab 125,89 Aa 140,56 Aa 138,72 Aa
CV (%) 16,85

'Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.

Ao longo do tempo de biorremediagdo a taxa respiratoria do solo cultivado com
girassol e inoculacdo, assim como o solo sem cultivo, independente da presenga de
consorcio bacteriano, aumentou linearmente, sendo os tratamentos que apresentaram
maior evolucao de C-CO, (Figura 1A).

Solos cultivados com girassol e cultivo misto, ambos sem inoculagdo, também
apresentaram comportamento linear ao longo do tempo, porém, menor atividade
microbiana foi observada (Figura 1A). Os tratamentos de feijdo-de-porco e cultivo
misto, ambos na presenca de inoculacdo, ndo diferiram entre si e foram ajustados em
uma curva comum, com efeito quadratico e aumento da respiracdo microbiana a partir
de 40 DAD. O mesmo modelo foi ajustado para a taxa respiratéria de solo cultivado
com feijdo-de-porco sem inoculacdo (Figura 1A), apresentando maxima evolucao de C-

CO, aos 85 DAD.
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Figura 1: Taxa respiratoria (A), carbono da biomassa microbiana (B), quociente
metabolico (C) e quociente microbiano (D) de solo contaminado com sulfentrazone e
cultivado com espécies fitorremediadoras, isoladas ou em cultivo misto, por diferentes

tempos, na auséncia e presenga de consorcio bacteriano.

Modelos que ndo diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de
Modelos (p < 0,05). **, * °¢e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste

t.

Solos sem cultivo, independente da inoculagao e do tempo de biorremediagao,
apresentaram menor carbono da biomassa microbiana do que solos cultivados (Tabela

3). Quanto a presenca de cultivo, a espécie fitorremediadora feijdo-de-porco, aos 65 e
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85 DAD na presenga e auséncia de consorcio microbiano, respectivamente, foi capaz de
sustentar maior biomassa microbiana comparada ao girassol e ao cultivo misto. Aos 45
e 85 DAD, solos inoculados e cultivados com feijao-de-porco e girassol isoladamente

exibiram maior CBM (Tabela 3).

Tabela 3: Carbono da biomassa microbiana de solo com sulfentrazone cultivado com
espécies fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, na auséncia e presenga de

consorcio bacteriano.

Carbono da biomassa microbiana (CBM) ug g”' solo

Inoculagdo Inoculagdo
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 396,00 Aa' 36933 Aa 506,00 Aa 434,50 Aa
Girassol 396,00 Aa 440,00 Aa 429,33 Aab 432,67 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 454,00 Aa 379,50 Ba 381,33 Ab 429,00 Aa
Sem cultivo 262,50 Ab 209,00 Ab 38533 Ab 325,00 Ab

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 674,67 Aa 49500 Ba 892,67 Aa 795,00 Ba
Girassol 486,00 Ab 473,50 Aa 835,33 Aa 645,33 Bb
Feijao-de-porco + Girassol 539,00 Ab 533,00 Aa 626,67 Ab 674,67 Ab
Sem cultivo 341,50 Ac 278,67 Ab 245,00 Ac 220,00 Ac
CV (%) 10,99

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.

A inoculagdo propiciou aumento do CBM em solos cultivados pelas duas
espécies em conjunto aos 25 DAD, pelo feijao-de-porco aos 65 ¢ 85 DAD e pelo
girassol aos 85 DAD (Tabela 3).

Solos sem cultivo, inoculados e ndo inoculados, apresentaram decréscimo no
CBM a partir de 63 DAD e, em geral, baixa biomassa microbiana em relagdo aos solos
cultivados. Para os demais tratamentos observou-se aumento do CBM com o decorrer
do tempo de biorremediacao (Figura 1B). Com exce¢ao do CBM associado ao cultivo
misto e ao feijdo-de-porco, sem e com inoculagdo, respectivamente, o CBM associado
aos demais tratamentos ajustaram-se em equagdes de segundo grau (Figura 1B). Feijao-
de-porco na presenca de consorcio bacteriano propiciou estabelecimento de elevada
biomassa microbiana no solo ao longo dos 85 dias de cultivo (Figura 1B).

O quociente metabdlico do solo sem cultivo foi o mais elevado, independente da
inoculacdo aos 65 ¢ 85 DAD (Tabela 4). Aos 85 DAD a diferenca média entre solos
cultivados e solo sem cultivo chegou a 66% na presenca inoculacdo e 71% na auséncia

de consorcio bacteriano (Tabela 4).
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Tabela 4: Quociente metabolico de solo com sulfentrazone cultivado com espécies
fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, na auséncia e presenga de

consorcio bacteriano.

Quociente metabolico (¢CO,) pg pg' d'

Inoculagao Inoculagao
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 0,25 Aa' 0,14 Bb 0,18 Ab 0,20 Aa
Girassol 0,18 Aa 0,16 Ab 0,30 Aab 0,24 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 0,17 Aa 0,23 Aab 0,25 Aab 0,23 Aa
Sem cultivo 0,25 Aa 0,28 Aa 0,26 Aa 0,24 Aa

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 0,14 Bc 0,25 Ab 0,17 Ab 0,17 Ab
Girassol 0,28 Aab 0,25 Ab 0,20 Ab 0,19 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 0,18 Abc 0,20 Ab 0,24 Ab 0,20 Ab
Sem cultivo 0,34 Ba 0,45 Aa 0,58 Aa 0,65 Aa
CV (%) 22,70

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.

Aos 25 DAD, solo sem inoculagdo cultivado com feijdo-de-porco apresentou
menor gCO; (Tabela 4) de modo inverso e na mesma propor¢do que aos 65 DAD.
Diferenga significativa causada pela presenca de indculo bacteriano também foi
verificada aos 65 DAD em solo sem cultivo (Tabela 4).

Ao longo do tempo de biorremediacdo os solos sem cultivo exibiram valores
crescentes de quociente metabdlico a partir de 50 DAD (Figura 1C). Solos cultivados
com feijado-de-porco sem inoculagdo e girassol com inoculacdo foram ajustados em uma
unica curva e apresentaram redu¢do média do gCO; a partir de 55 DAD (Figura 1C). O
cultivo misto, independente da inoculacao, assim como feijao-de-porco com inoculacao
e girassol sem inoculacdo nio sofreram alteracdo do quociente metabolico ao longo das
épocas de cultivo, destacando-se com baixos valores, proximos a 0,20 pg pg” d’
(Figura 1C).

O quociente microbiano foi influenciado por todos os fatores estudados, sendo
menor em solos sem cultivo, independe da época e da inoculagdo (Tabela 5). Os
monocultivos de feijdo-de-porco e girassol, na presenga de inoculagdo, destacaram-se
com valores mais elevados de qMIC aos 45 ¢ 85 DAD. O gMIC associado a espécie
feijado-de-porco foi superior aos 65 ¢ 85 DAD, na presenca e auséncia de inoculagao,

respectivamente (Tabela 5).
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Tabela 5: Quociente microbiano de solo com sulfentrazone cultivado com espécies
fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, na auséncia e presenga de

consorcio bacteriano.

Quociente microbiano (qMIC) %

Inoculagao Inoculagao
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 2,04 Aa' 1,76 Aa 2,40 Aa 2,04 Aa
Girassol 1,75 Aa 1,89 Aa 2,14 Aab 2,05 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 2,08 Aa 1,62 Ba 1,79 Abc 1,97 Aa
Sem cultivo 1,23 Ab 0,97 Ab 1,61 Ac 1,48 Ab

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 3,36 Aa 2,22 Ba 4,14 Aa 3,69 Ba
Girassol 2,16 Ab 2,13 Aa 3,92 Aa 3,03 Bb
Feijao-de-porco + Girassol 245 Ab 2,30 Aa 2,84 Ab 3,10 Ab
Sem cultivo 1,66 Ac 1,28 Bb 1,08 Ac 1,00 Ac
CV (%) 12,20

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.

A inoculacdo provocou efeitos benéficos com aumento do qMIC em solos
cultivados simultaneamente com girassol e feijao-de-porco aos 25 DAD, com feijao-de-
porco e sem cultivo aos 65 DAD e com feijao-de-porco e girassol isoladamente aos 85
DAD (Tabela 5).

O cultivo de feijao-de-porco acrescido da inoculacdo de consércio microbiano
propiciou aumento do qMIC ao longo do tempo de biorremediagdo, destacando-se
frente aos demais tratamentos (Figura 1D). O gMIC de solo cultivado com as duas
espécies fitorremediadoras simultaneamente, sem inoculagdo, também aumentou
linearmente com o tempo. Em solos sem cultivo, independente da inoculag¢do, o qMIC
ajustou-se num modelo de segundo grau com queda de valores a partir de 54 DAD

(Figura 1D).

DISCUSSAO

A degradagdo microbiana de herbicidas no solo depende da presenca e atividade
de micro-organismos capazes de (co)metaboliza-los. A presenga de herbicida no solo, e,
principalmente, o cultivo de plantas fitorremediadoras pode suportar o crescimento
microbiano e induzir a liberacdo de C-CO, crescente ao longo do tempo de
biorremediacdo, como observado (Figura 1A). A taxa respiratéria do solo tem sido
bastante utilizada em estudos de decomposicdo de residuos e de biorremediacao,

associada a quantificagdo dos niveis do poluente no solo (THIRUKKUMARAN;
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PARKINSON, 2000; DILLY et al., 2011; LAMY et al., 2013). Isoladamente a evolucao
de CO, do solo ndo permite interpretacdes consistentes, ja que uma taxa respiratoria
elevada pode indicar tanto uma populagao ativa e degradadora em um ecossistema com
alto nivel de produtividade, quanto um distirbio ou perturbagdo ecoldgica. Este tltimo
pode explicar as altas taxas respiratorias verificadas ao longo do tempo nos solos sem
cultivo (Figura 1A).

O CBM mostrou-se muito sensivel a presenca das espécies fitorremediadoras,
sendo drasticamente reduzido na auséncia de cultivo (Tabela 3, Figura 1B). Em solos
sem cultivo ¢ comum encontrar menor quantidade de micro-organismos e menor
atividade metabolica em relagao aos cultivados, pelo fato de nao haver fornecimento de
carbono e energia via exsudagdo radicular das plantas (SANDMANN; LOOS, 1984).
Solos cultivados sdo capazes de sustentar maior biomassa microbiana por meio dos
exsudatos radiculares, que influenciam o crescimento de bactérias e fungos que
colonizam a rizosfera pela alteracdo do ambiente do solo circundante, servindo como
substrato para o crescimento seletivo de micro-organismos (CARDOSO; NOGUEIRA,
2007). Maior atividade e biomassa microbiana em solos rizosféricos tratados com
herbicidas, em relagdo a solos ndo vegetados, também foram constatadas em outros
trabalhos (PIRES et al. 2005; SANTOS et al., 2007; SANTOS et al., 2010), sendo este
efeito atribuido a fitoestimulagao da microbiota associada.

No presente trabalho, ndo foi possivel tirar conclusdes sobre a redugdo da
concentracdo de sulfentrazone no solo mediante atuacdo dos micro-organismos.
Contudo, existe relagdo entre o tamanho da biomassa microbiana do solo e a capacidade
de degradacdo de herbicidas e contaminantes neste ecossistema (VOOS; GROFFMAN,
1997, JONES; ANANYEVA, 2001; LAMY et al., 2013). No contexto da
biorremediacdo, alta e ativa biomassa microbiana associada as espécies
fitorremediadoras feijdo-de-porco e girassol ¢ de grande interesse, pois pode
potencializar o processo de descontaminagdo de solos com sulfentrazone.

Diante da complexidade do ecossistema solo, da variedade de compostos
exsudados pelas raizes e das inumeras interacdes estabelecidas entre plantas e micro-
organismos, muitas sao as possibilidades de transformacao de compostos xenobioticos,
bem como de degradagdo de compostos enddgenos do solo, como materiais humicos e
compostos organicos, por meio da rizodegrada¢do, mecanismo que contribui, de
maneira integrada, a fitoestimulagdo (SANTOS et al., 2007). Ademais, a variedade de

compostos exsudados, bem como o estddio fenoldgico e a idade das plantas, podem
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influenciar no maior ou menor sucesso dessas no processo de biorrremediacdo
(SANTOS et al.,, 2010). As espécies Helianthus annuus (girassol) e Canavalia
ensiformis  (feijdo-de-porco), ambas selecionadas como fitorremediadoras do
sulfentrazone, apresentam caracteristicas morfofisiologicas e de crescimento bem
diferentes, o que pode resultar em capacidades distintas de fitoestimulagdo, como
verificado neste estudo e, consequentemente, de rizodegradagao do herbicida no solo.

A diversidade da cobertura vegetal do solo pode favorecer a composi¢ao e a
biomassa microbiana, pela maior diversidade de compostos organicos secretados, os
quais, por sua vez, favorecerao o crescimento de micro-organismos com requerimentos
nutricionais mais diversos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Assim, esperava-se que o
cultivo misto de feijdo-de-porco e girassol proporcionasse maior atividade e biomassa
microbiana no solo com relagdo aos monocultivos das espécies. Contudo, tal
superioridade nem sempre foi evidenciada. Em resposta ao estresse gerado pela
competi¢ao interespecifica pode haver liberacdo de substancias alelopaticas pelos
vegetais, inibindo de certa forma a atividade dos micro-organismos edaficos (MELO et
al., 2014).

De modo geral, a bioaumentacao proporcionou resultados positivos, melhorando
a atividade e a biomassa microbiana associada a determinada espécie fitorremediadora,
em determinada época. Os efeitos observados ao longo do tempo sugerem a existéncia
de tolerancia e possivel degradagdo do sulfentrazone pela microbiota mais adaptada e
selecionada apds a aplicacao do herbicida. De acordo com Wang et al. (2014) uma das
limitagdes da bioaumentagao € que, muita das vezes, os sitios contaminados podem ser
deficientes em nutrientes e ndo suportar o rapido crescimento das bactérias adicionadas.
Entretanto, no presente ensaio, embora ndo tenha sido avaliada a sobrevivéncia do
consoércio bacteriano, acredita-se que a presenca de cultivo tenha sido fundamental para
garantir condi¢des favoraveis ao crescimento e viabilidade desses micro-organismos
inoculados. E carente a quantidade de informacdes na literatura a respeito da
bioaumentagdo na biorremediacao de solos contaminados com herbicidas.

O tratamento formado por feijdo-de-porco mais o consorcio bacteriano se
destacou frente aos demais cultivos com relacdo ao CBM e gMIC ao longo do tempo de
biorremediacdo. Tais evidéncias reforgam que Canavalia ensiformis € uma espécie
eficaz na estimulacdo da microbiota e muito promissora para remedicdo de solos
contaminados com o sulfentrazone. Pires et al. (2005) avaliando a atividade rizosférica

de espécies com potencial de fitorremediagdao do herbicida tebuthiuron, verificaram que
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a comunidade microbiana associada as raizes de feijao-de-porco foi a maior e mais ativa
dentre os tratamentos estudados. Nao obstante, esses autores ressaltam ainda que as
raizes do feijao-de-porco, talvez, possam liberar mais exsudatos, o que aumentaria os
compostos organicos na rizosfera e, consequentemente, a liberagdo de C-CO,, podendo
ndo exercer, dessa forma, a fitoextracdo do herbicida do solo. Por outro lado, maior
estimulo a respiracdo microbiana, aumentam as chances de ocorréncia do
cometabolismo.

Os baixos valores de ¢gCO, durante as épocas de biorremediagdo observados em
solos cultivados com feijao-de-porco mais consorcio bacteriano, girassol sem
inoculacdo, e cultivo misto, indicam economia na utilizacdo de energia pelos micro-
organismos e, supostamente reflete ambiente mais estdvel ou mais préximo do seu
estado de equilibrio. Ao contrario, os valores elevados verificados nos solos sem
cultivo, sdo indicativos de ecossistemas submetidos a condicdo de estresse ou de
distarbio (TOTOLA; CHAER, 2002), o qual pode estar relacionado & presenga do
herbicida e a exaustdo de nutrientes nesses solos. Assim, ressalta-se o prejuizo com
relacdo as perdas de carbono a longo prazo que podem ocorrer se solos contaminados
com sulfentrazone nao forem submetidos a nenhuma técnica de biorremedia¢ao, bem
como a importancia do cultivo para estimular os micro-organismos a promover a
rizodegradacdo e melhorar a eficiéncia de descontaminacdo do solo com herbicida.

O comportamento similar das curvas ajustadas para CBM e qMIC evidenciam a
grande influéncia do CBM sobre os resultados de qMIC e a pequena influéncia do
carbono organico do solo, que sofreu baixa variacao entre os tratamentos. A capacidade
de utilizagdo do carbono foi aumentada (>qMIC) ao longo do tempo no solo inoculado e
cultivado com feijdo-de-porco, no entanto, em solos sem cultivo, independente da
inoculagdo, o0s micro-organismos apresentaram metabolismo menos econdmico
(<gMIC). Em solos cultivados, de modo geral, menos carbono (C) organico foi
canalizado para o metabolismo energético e mais C foi fixado nas células microbianas.
Tais resultados evidenciam uma microbiota eficiente na utilizacdo e incorporagdao do
carbono a biomassa e uma populacdao ativa no solo, caracteristicas desejaveis e que

podem refletir na biodegradagao do herbicida.
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CONCLUSOES

Por meio de indicadores microbioldgicos pode-se constatar que solos sem
cultivo apresentam menor biomassa e atividade microbiana do que solos cultivados. As
espécies fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, t€ém capacidades distintas
de estimular os micro-organismos rizosféricos. Canavalia ensiformis na presenca de
consorcio bacteriano ¢ capaz de proporcionar maior atividade da microbiota associada e
sustentar maior biomassa microbiana. A fitorremediacdo associada a bioaumentagdo ¢

técnica promissora para a biorremediacao de solos contaminados com o sulfentrazone.
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BACTERIAS E PLANTAS NA BIORREMEDIACAO DE SOLO
CONTAMINADO COM SULFENTRAZONE

RESUMO: A associagdo entre plantas remediadoras e a bioaumenta¢ao com consorcio
bacteriano pode melhorar a eficiéncia e acelerar o processo de descontaminagdo de
solos com herbicidas. Diante disso, objetivou-se avaliar o potencial de biorremediagao
de solos contaminados com o sulfentrazone por consorcio bacteriano previamente
selecionado, por plantas fitorremediadoras e pela associagdo desses. Os tratamentos
constaram do monocultivo ou cultivo misto de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) e
girassol (Helianthus annuus), além de solo sem cultivo, associado a presenca ou
auséncia de inoculagdo com consorcio bacteriano ¢ de tempos de biorremediagao (25,
45, 65 e 85 dias apo6s o desbaste (DAD)). Ao final de cada época foi realizado um
bioensaio com a espécie bioindicadora Sorghum bicolor ¢ quantificado os residuos de
sulfentrazone no solo por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O monocultivo de
girassol e o cultivo misto reduziram em 64% o tempo de meia-vida do sulfentrazone
comparado ao solo cultivado com feijdo-de-porco sem inoculagdo e em 43% em relacdo
aos tratamentos compostos pelos solos sem cultivo € monocultivo de feijdo-de-porco na
presenca de inoculagdo, respectivamente. Apesar da reducdo da meia-vida do
sulfentrazone no solo, os niveis de residuos presentes ainda intoxicaram e reduziram o
acimulo de matéria seca da planta indicadora. O cultivo misto de feijao-de-porco e
girassol e 0 monocultivo de girassol, independente da inoculacao do solo com consoércio
bacteriano, sdo as técnicas mais eficientes de biorremediag¢ao do sulfentrazone no solo.
O monocultivo ou cultivo misto dessas espécies fitorremediadoras por 85 DAD
proporciona reducdes considerdveis na concentracdo do sulfentrazone no solo, porém,
esse tempo ndo ¢ suficiente para possibilitar o crescimento da planta indicadora sem a

ocorréncia de toxicidade.

Palavras-chave: bioaumentacao, fitorremediagdo, herbicida, tempo de meia-vida

BACTERIA AND PLANTS IN THE BIOREMEDIATION OF SOIL
CONTAMINATED WITH SULFENTRAZONE

ABSTRACT: The association between remediating plants and bioaugmentation with a
bacterial consortium can improve efficiency and speed up the process of

decontaminating soil with herbicides. This work aimed to evaluate the potential for
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bioremediation of soils contaminated with sulfentrazone by the bacterial consortium
previously selected, phytoremediator plants, and a combination of these. The treatments
consisted of a monoculture or mixed cultivation of Canavalia ensiformis and Helianthus
annuus and bare soil, associated with the presence or absence of inoculation with the
bacterial consortium, and times of bioremediation (25, 45 65 and 85 days after thinning
(DAT)). At the end of each time period, we conducted a bioassay with bioindicator
Sorghum bicolor and quantified the sulfentrazone residues in the soil by liquid
chromatography high efficiency. H. annuus monoculture and mixed cropping reduced
the half-life time of sulfentrazone by 64% compared to the soil cultivated with C.
ensiformis without inoculation, and reduced it by 43% compared to treatment composed
of uncultivated and C. ensiformis monoculture with inoculation, respectively. Despite
the reduction of the half-life of sulfentrazone in the soil, residue levels still caused
intoxication of the indicator plant and dry matter reduction. The mixed culture and H.
annuus, regardless of soil inoculation with the bacterial consortium, are the most
efficient techniques for bioremediation of sulfentrazone in the soil. The isolated or
mixed cultivation of these phytoremediator species for 85 DAT provides considerable
reduction in the concentration of sulfentrazone in the soil; however, the time is not

sufficient to enable the growth of the indicator plant without the occurrence of toxicity.

Keywords: bioaugmentation, phytoremediation, herbicide, half-life time

INTRODUCAO

Alguns herbicidas tém atividade residual no solo e tal comportamento ¢
importante em situagdes onde o periodo total de prevencao da interferéncia (PTPI) das
plantas daninhas sobre as culturas ¢ longo. Assim, o controle efetivo exercido por esses
herbicidas durante maior tempo reduz o niimero de aplicagdes necessarias (PROCOPIO
et al., 2009). No entanto, ap6s o término do PTPI, que normalmente coincide com a
cobertura do solo pela cultura, a presenga do herbicida nesse ecossistema passa a ser
indesejavel, pois pode resultar em carryover (DAN et al., 2010; MANCUSO et al.,
2011), contaminagdo de aguas subterranea pela lixiviacdo (SANTOS et al., 2015 [no
prelo]) e, ou superficiais via runoff (MARCHESAN et al., 2010; OTTO et al., 2012),
além de toxicidade a organismos nao alvos (LANE et al., 2012; SILVA et al., 2014).

Nesse sentido, tem aumentado o interesse por técnicas que visem impedir ou
remediar os efeitos negativos da presenca desses herbicidas no solo. Dentre as inimeras
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tecnologias para destoxificagdo do solo, destaca-se a biorremediacdo que consiste na
utilizacdo de micro-organismos e, ou plantas, capazes de degradar ou imobilizar
determinados poluentes, transformando-os em substancias menos toxicas ou inertes
(JACQUES et al., 2010). Diversas pesquisas destacaram o potencial de plantas na
remediacdo de solos com herbicidas como trifloxysulfuron-sodium (SANTOS et al.,
2010), diclosulam (MONQUERO et al.,, 2013), tebuthiuron (PIRES et al.,2006),
picloram (SILVA et al., 2012) e sulfentrazone (MADALAO et al., 2012; BELO et al.,
2011).

A fitorremediag@o consiste no uso de plantas e de sua microbiota associada, além
de praticas agrondmicas que, se aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou
tornam os contaminantes inofensivos ao ecossistema (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).
Dentro desta técnica, destaca-se como principal mecanismo atuante na descontaminagao
de solos com residuos de herbicidas a fitoestimulagdo, a rizodegradacdo e a
fitodegradacao (PIRES et al., 2005).

O sulfentrazone N-[2,4-dichloro-5-[4-(difluoromethyl)-4,5-dihydro-3-methyl-5-
oxo-1H-1,2,4-triazol-1-yl]phenyl] methanesulfonamide ¢ recomendado no Brasil para
uso em pré-emergéncia das plantas daninhas nas culturas da soja, cana-de-agtcar, cafe,
eucalipto, citros, fumo e abacaxi (AGROFIT, 2014). A baixa sor¢do (PASSOS et al.,
2012; FREITAS et al., 2014) e a longa persisténcia (BLANCO et al., 2010), tornam o
sulfentrazone passivel de movimenta¢do no perfil do solo (MONQUERO et al., 2010;
MELO et al., 2010), aumentando, consequentemente, os riscos de contaminacao
ambiental.

A decomposi¢do microbiana ¢ a via mais importante de degradagdo do
sulfentrazone no solo (MARTINEZ et al., 2010). Contudo, a bioaumentagdo, ou seja, a
introducdo de micro-organismos selecionados ao solo, como bactérias e fungos, para
biorremediar areas contaminadas com herbicidas ¢ ainda pouco estudada no Brasil.

Embora a fitorremediacdo de herbicidas tenha despertado o interesse da
comunidade cientifica, sdo escassas as pesquisas associando esta técnica com a
introducdo de micro-organismos comprovadamente degradadores de herbicidas em
campos agricolas. Diante do exposto, objetivou-se avaliar o potencial de biorremediagao
de solos contaminados com o sulfentrazone por consércio bacteriano previamente

selecionado, por plantas fitorremediadoras e pela associacdo desses.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em ambiente protegido. Cada unidade
experimental correspondeu a vasos com capacidade de 12 dm’ (28,5 cm de didmetro e
30 cm de altura) preenchidos com 10 kg de um Argissolo Vermelho Amarelo distréfico
de textura franco-argilo-arenosa (25% de argila, 12% de silte e 63% de areia) com as
seguintes caracteristicas quimicas: pH (4gua) 6,1; matéria organica 4,12 dag kg; P e K
6,9 ¢ 200 mg dm? , respectivamente; Ca, Mg, Al, H + Al e CTC efetiva 3,7; 1,0; 0,0 e
1,15 e 5,21cmol, dm'3, respectivamente. Antes do preenchimento dos vasos o solo foi
previamente adubado com sulfato de aménio (0,20 g dm™ de N) e superfosfato simples
(1,80 g dm™ de P,0s), segundo Cantarutti et al. (2007).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com
quatro repetigdes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2x4x4. O
primeiro fator foi composto pela presenga ou auséncia de inoculagdo com consorcio
bacteriano selecionado, o segundo fator pelo monocultivo ou cultivo misto de duas
espécies fitorremediadoras, além da auséncia de cultivo e o terceiro pelo tempo de
biorremediacao (25, 45, 65 e 85 dias ap6s o desbaste (DAD)). Adicionalmente, foram
mantidos vasos cultivados sem a aplicagdo de herbicida para coleta de solo e obtengao
da testemunha do bioensaio.

A aplicagdo do sulfentrazone foi realizada com um pulverizador costal, com
pressao constante mantida a CO,, acoplado de barra com duas pontas tipo leque TT110
02, espacadas de 0,5 m, trabalhando a pressdo de 250 kPa, com volume de calda de
aproximadamente 140 L ha™', na dose de 1000 g ha™ i.a. As condigdes climaticas no
momento da aplicagido foram T =27 °C, UR = 72% e velocidade do vento de 1,9 km h™".

Apds a aplicagdo do herbicida, realizou-se a semeadura das espécies
fitorremediadoras Canavalia ensiformis (MADALAO et al., 2012) e Helianthus annuus
cultivar Tera 860 HO (BELO et al.,, 2011). A semeadura foi realizada a 5 cm de
profundidade utilizando-se 6 sementes por vaso. Decorridos 15 dias da semeadura
realizou-se o desbaste deixando duas plantas da mesma espécie ou uma de cada (cultivo
misto) em cada unidade experimental.

O consorcio bacteriano utilizado foi selecionado com base no potencial de
degradacao dos isolados realizados em estudo prévio. O consoércio foi formado por seis
isolados identificados como Pseudomonas putida, Pseudomonas lutea, Pseudomonas
plecoglossicida e trés isolados de Pseudomonas sp.. Estes foram cultivados
separadamente em meio caldo nutriente (1,0 L 4gua; 2,0 g Na,HPO,; 3,0 g NaCl; 3,0 g
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extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por aproximadamente 10 h a 30°C e 150 rpm
até densidade optica de 0,6. O meio foi submetido a centrifugacao (5000 rpm, 5 min,
4°C) e as células bacterianas suspendidas em solugdo salina ((NaCl 0,85%). O consorcio
foi estabelecido pipetando-se volumes de solugdo de cada um dos seis isolados de modo
a garantir igual quantidade de unidades formadoras de colénia (UFC mL™) de cada
espécie, totalizando 12 mL de solucdo e inoculacio de 4,5 x 10* UFC g de solo nos
tratamentos correspondentes, apos o desbaste.

As espécies fitorremediadoras foram cultivadas por 25, 45, 65 e 85 DAD, sendo
ao final de cada época cortadas rente ao solo. O sistema radicular das plantas foi
removido, o solo homogeneizado e retiradas amostras para realizacdo do bioensaio e
quantificagdo dos residuos de herbicida no solo. Nos referidos tempos de
biorremediacdo, as plantas de feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) encontravam-se
nos estadios vegetativos V2 a V3, V4 a V5, V6 a V7 e V8 a V9, e as plantas de girassol
(Helianthus annuus) nos estadios V16 a V18, R1 a R3, R5.1 a R5.8 ¢ R 5.10 a R6,

respectivamente.

Bioensaio

Amostras homogeneizadas de solo de cada unidade experimental foram
transferidas para potes plasticos, com fundos vedados, com capacidade de 300 cm’.
Posteriormente foram semeadas dez sementes da espécie bioindicadora Sorghum
bicolor, deixando-se, apds desbaste, seis plantulas por pote.

Aos 21 dias apds a semeadura foram avaliados os sintomas de intoxicacao (%),
atribuindo-se notas de 0 a 100, para auséncia de sintomas na parte aérea e morte da
planta, respectivamente (ALAM, 1974). Neste mesmo dia, foi coletada a parte aérea das
plantas para determinagdo da percentagem de massa da matéria seca da parte aérea em

relacdo a testemunha apds secagem em estufa (65°C+ 2° C) até atingir massa constante.

Quantificacdo dos residuos de sulfentrazone em solo por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo do herbicida nas amostras do solo coletadas em cada unidade
experimental ap6s retirada da espécie fitorremediadora foi realizada utilizando-se a
técnica de extracdo sdlido-liquido com partigdo em baixa temperatura (ESL-PBT), de
acordo com a metodologia proposta por Vieira et al. (2007) e Goulart et al. (2008), com

modificagdes.
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Para confirmagdo dos resultados obtidos por estes autores, foram realizados testes
de extracdo e em seguida a quantificagdo dos extratos por CLAE. Pesaram-se dois
gramas de solo seco, previamente homogeneizado, em tubos de polipropileno com 50,0
mL de capacidade e adicionou-se 12,0 mL da mistura extratora, composta por 4,0 mL
de dgua e 8,0 mL de acetonitrila. Os frascos foram submetidos a agitacao vertical (140
rpm) durante 30 minutos. Posteriormente, as amostras foram deixadas em freezer por
cerca de 12 horas a temperatura de —20 °C.

Ap0s este periodo, as fragdes contendo solo e d4gua congelada foram descartadas e
a fracdo ndo congelada, composta de extrato organico contendo o herbicida, foi
transferida para um baldao de fundo redondo com 50,0 mL de capacidade, para
evaporacao do solvente em evaporador rotatorio (80 = 5 rpm) a temperatura de 50 + 1
°C. Posteriormente, o baldo foi lavado com duas aliquotas de 0,75 mL de acetonitrila,
sendo o extrato final filtrado em membrana de 0,45 um e armazenado em vials de 1,5
mL para analise por CLAE.

As determinagdes do sulfentrazone foram realizadas utilizando-se um sistema de
CLAE, modelo Shimadzu LC 20AT, detector de arranjo de fotodiodo (Shimadzu SPD -
M20A) e coluna C3 de ago inox (Shimadzu VP- ODS Shim-pack 250 mm x 4,6 mm
d.i.). A solugdo estoque do herbicida foi preparada a partir do padrao com 92,01% de
pureza, na concentragio de 1000 pg mL™ em acetonitrila e as solu¢des de trabalho
preparadas a partir desta.

As condigdes cromatograficas para a andlise foram: fase movel composta de dgua
(acidificada com 0,1% de acido fosfoérico) e acetonitrila na propor¢ao 60:40 (v/v); fluxo
de 1,0 mL min™'; volume de injecdo de 20,0 uL; temperatura da coluna de 30 °C,
comprimento de onda de 207 nm e tempo de corrida de 16 minutos. A identificagdo do
sinal do sulfentrazone foi feita por comparacdo do tempo de retencdo e a quantificagao

realizada pelo método de calibragdo externa.

Validacdo do método de extracdo do herbicida no solo

O método de extracdo do sulfentrazone foi validado considerando os parametros
de desempenho analitico: seletividade, linearidade, limites de detec¢ao (LD) e de
quantificagdo (LQ), precisdo e exatiddo de acordo com as recomendagdes do
INMETRO (2010) e ANVISA (2003).

A seletividade foi avaliada comparando-se uma amostra extraida de solo isento

de herbicida (branco) com uma amostra obtida de mesmo solo fortificado com 1,0 mg
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kg'1 do sulfentrazone (padrdo técnico 92,01% pureza). A linearidade do equipamento foi
testada injetando-se solucdes padrdes de sulfentrazone nas concentragdes de 5,0 a
1330,0 pg L e posterior construcdo da curva analitica. Para avaliar a linearidade do
método, amostras de solo foram fortificadas com concentragdes crescentes de
sulfentrazone (50,0 a 1000,0 pg kg') e submetidas a0 mesmo processo de extragdo
descrito acima. Os extratos obtidos foram injetados e a partir das areas proporcionais
obtidas foi construida a curva analitica.

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram determinados pelo método

baseado nos parametros da curva analitica. Os limites de deteccdao (LD) e quantificagdo

(LQ) foram calculados utilizando-se as equagdes LD = 3,3 X % eLQ =10x % onde, s ¢

a estimativa do desvio padrdo da equacdo da linha de regressdo e S ¢ a inclinagdo ou
coeficiente angular da curva analitica (RIBANI et al., 2004). Apds determinacao do LQ,
a concentragdo correspondente foi acrescentada na curva analitica, injetando-se
novamente os extratos.

A precisdo foi avaliada quanto aos niveis repetitividade e precisao intermediaria.
A repetitividade envolve vérias medigdes da mesma amostra, em diferentes preparagoes.
Sete amostras (repeticdes) de solo foram fortificadas com 133,0 pug kg (2 x LQ) de
sulfentrazone e injetadas para determinag¢do da percentagem de recuperacdo e do
coeficiente de variacdo (INMETRO, 2010). Para a precisdo intermediaria 0 mesmo
analista preparou amostras em trés dias (1°, 7° e 14°), em triplicata, fortificadas com
133,0 pug kg de sulfentrazone, injetou os extratos em cada um deles e calculou a
percentagem de recuperagdo do herbicida e o coeficiente de variagdo.

A exatiddo foi testada utilizando o método adi¢do padrdo. Para isso foram
fortificadas amostras de solo, em triplicata, com as concentra¢des correspondentes a 1, 2
e 10 x LQ. O sulfentrazone foi extraido do solo e os extratos injetados para obtencao da
percentagem de recuperagdo do herbicida e do coeficiente de variacao (RIBANI et al.,

2004).

Analise estatistica dos dados obtidos
Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia pelo Teste F a 5% de
probabilidade de erro. Efetuou-se o desdobramento da interagdo tripla significativa,
sendo as médias comparadas pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Os efeitos dos tempos de
biorremediacdo foram avaliados por andlise de regressdo e a escolha dos modelos

baseada na significancia dos coeficientes, no fenomeno biolodgico e no coeficiente de
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determinagdo. Utilizou-se o teste de identidade de modelos da regressdo descrito por

Littell et al. (2006).

RESULTADOS

Observou-se auséncia de interferente no tempo de retengao (tr) do sulfentrazone
(tr = 12,88 min.), evidenciando, no referido tempo, o pico de deteccdo do composto

bem separado dos demais picos presentes na amostra (Figura 1).

M A

12,88

Resposta do detector

Tempo (min)

Figura 1: Cromatograma do extrato obtido de solo isento de herbicida (A) e do mesmo

solo fortificado com 1,0 mg kg'] do sulfentrazone (B), onde trsyifentrazone = 12,88 min.

Tanto o equipamento quanto o método forneceram resultados de area
diretamente proporcionais a concentragdo do sulfentrazone utilizada. Ambas as curvas

analiticas foram ajustadas ao modelo linear com r*> 0,99 (Figura 2).
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Figura 2: Linearidade do equipamento para detec¢do do sulfentrazone em acetonitrila

(A) e linearidade do método para extragcdo do sulfentrazone em amostras de solo (B).
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O limite de detecgdo e quantificacdo do sulfentrazone em amostras de solo foi de

21,98 ng kg e 66,6 ng kg, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1: Limites de deteccdo e de quantificagdo do método proposto para o

sulfentrazone no solo estudado em pg kg™

Limite de detec¢ao (LD) Limite de quantificag¢do (LQ)

LD=21,98 pg kg LQ = 66,60 pg kg

Em um curto periodo de tempo houve concordancia entre os resultados no teste
da repetitividade, bem como para precisao intermedidria entre os dias de preparagdo das
amostras pelo mesmo analista e equipamento. Foram verificados alta percentagem de

recuperacao do herbicida e baixos coeficientes de variacao (Tabela 2).

Tabela 2: Percentagem de recuperacdo (% R) e coeficientes de variacdo (CV) obtidos

pela repetitividade, precisao intermediaria e exatidao.

Precisao % R CV (%)

Repetitividade 99,72 6,67
1° dia 95,89

Precisdo intermediaria 7° dia 103,19 4,17
14° dia 98,78

Exatidao % R CV (%)

~ 66,6 (LQ) 108,99
Conlier_lltragoes 133.0 2 LQ) 95.88 50
(kg ke™) 666,0 (10 LQ) 98,56 ’

A percentagem de recuperagdo do herbicida encontrada na validagdo pelo
parametro exatidao foi em média de 102,14%, com coeficiente de variagdo dentro dos
padrdes estabelecidos (Tabela 2).

Decorridos 25 DAD ndo houve diferenca de intoxicacdo do sorgo entre os
cultivos prévios, independente da inoculagdo (Tabela 3). Aos 45 DAD, notou-se menor
intoxicacdo do bioindicador em solos previamente cultivados com feijao-de-porco e
cultivo misto, com inoculagdo, em relagdo ao solo sem cultivo prévio. Comportamento
similar foi evidenciado nas plantulas de sorgo crescidas em solo previamente cultivado
com girassol por 65 DAD na presenca de inoculagdo (Tabela 3). Aos 65 e 85 DAD, na
auséncia de inoculagdo, em solo pré-cultivado com girassol e cultivo misto, a

intoxicacdo do sorgo foi a menor, em média de 56,6 e 57,7%, respectivamente.
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Tabela 3: Intoxicacdo de plantas de Sorghum bicolor, 21 dias apdés a emergéncia,
cultivadas em solo contaminado com sulfentrazone e pré-cultivado com espécies

fitorremediadoras, na auséncia e presenca de consorcio bacteriano.

Intoxicagdo de Sorghum bicolor (%)

Inoculagao Inoculagao
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 79,69 Aa' 83,88 Aa 68,54 Ab 67,71 Aa
Girassol 75,63 Ba 85,50 Aa 72,50 Aab 72,50 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 72,92 Aa 80,83 Aa 69,38 Ab 75,83 Aa
Sem cultivo 82,50 Aa 82,50 Aa 81,25 Aa 78,33 Aa

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 66,98 Bab 77,19 Aa 57,50 Ba 76,25 Aa
Girassol 60,00 Ab 57,19 Ab 55,63 Aa 57,81 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 66,56 Aab 61,56 Ab 57,50 Aa 57,50 Ab
Sem cultivo 74,84 Aa 82,50 Aa 59,06 Ba 81,67 Aa
CV (%) 8,87

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.

Verificou-se reducdo da intoxicagdo do sorgo cultivado em solo remediado por
25 DAD com girassol e inoculado com consoércio bacteriano (Tabela 3). Decorridos 65
DAD, em solo inoculado e cultivado com feijao-de-porco, o sorgo apresentou menor
intoxica¢do comparado ao solo nao inoculado. A intoxicacao do sorgo observada apds o
cultivo de feijdo-de-porco e auséncia de cultivo por 85 DAD também foi reduzida em
25% e 28%, respectivamente, em relagdo aos mesmos tratamentos sem inoculagdo
(Tabela 3).

Elevada intoxica¢do do sorgo (81%) foi evidenciada durante todo o tempo de
biorremediacdo em solo contaminado com sulfentrazone, sem cultivo de espécie
fitorremediadora e sem bioaumentagdo (Figura 3A). Com a adicdo do consoércio
bacteriano, a intoxica¢ao do sorgo em solo sem cultivo prévio foi reduzida com o passar
do tempo. Da mesma forma, os demais tratamentos cultivados propiciaram redugao dos
sintomas de intoxica¢do do sorgo até cerca de 58% no bioensaio realizado apds 85 DAD

(Figura 3A).
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Figura 3: Intoxicacdo (A) e percentagem de matéria seca (B) de plantas de Sorghum
bicolor cultivadas em solo contaminado com sulfentrazone e pré-cultivado com espécies
fitorremediadoras por diferentes tempos, na auséncia e presenca de consorcio
bacteriano. Concentragdo de sulfentrazone (C) em amostras de solo cultivado ao longo

do tempo com espécies fitorremediadoras em monocultivo ou cultivo misto.

Modelos que ndo diferiram entre si foram apresentados em uma curva comum pelo Teste de Identidade de

Modelos (p < 0,05). **, * e ™ significativo a 1, 5, 10% e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste

O pré-cultivo simultaneo das duas espécies fitorremediadoras por 25 DAD, e

inoculacdo com consorcio bacteriano, resultou em maior acimulo de matéria seca da
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espécie bioindicadora comparado ao pré-cultivo de girassol e do solo sem cultivo
(Tabela 4). Na auséncia de inoculagdo, aos 45 e 85 DAD, verificou-se melhor
desempenho do sorgo nos solos pré-cultivados com girassol e cultivo misto € menor
acimulo de matéria seca em solos que ndo foram previamente cultivados. Para os
demais tratamentos e épocas, solos pré-cultivados possibilitaram maior acumulo de

matéria seca de sorgo em relagao a testemunha do que solos nao cultivados (Tabela 4).

Tabela 4: Percentagem de matéria seca da parte aérea de Sorghum bicolor, em relagdo a
testemunha, cultivadas em solo contaminado com sulfentrazone e pré-cultivado com

espécies fitorremediadoras, na auséncia e presenga de consorcio bacteriano.

Matéria seca da parte aérea de Sorghum bicolor (% em relagdo a testemunha)

Inoculagao Inoculagao
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 23,04 Aab! 26,55 Aa 26,83 Aab 27,47 Ab
Girassol 22,75 Ab 25,12 Aa 2891 Aa 29,28 Aab
Feijao-de-porco + Girassol 29,65 Aa 25,41 Aa 31,25 Aa 35,76 Aa
Sem cultivo 19,49 Ab 16,22 Ab 21,18 Ab 21,06 Ac

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 30,67 Aab 30,78 Aa 41,52 Aa 31,55 Bb
Girassol 32,55 Aab 33,68 Aa 42,58 Aa 44,11 Aa
Feijao-de-porco + Girassol 37,01 Aa 37,17 Aa 46,59 Aa 47,33 Aa
Sem cultivo 27,71 Ab 21,79 Bb 28,23 Ab 25,44 Ab
CV (%) 12,41

'Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias apos o desbaste.

A inoculagdo de bactérias no solo contaminado com sulfentrazone causou
alteracdo no crescimento de Sorghum bicolor, sendo a sua presenga significativamente
positiva no solo que ndo recebeu cultivo por 65 DAD e no solo cultivado com feijao-de-
porco por 85 DAD (Tabela 4). Nesses solos a presenca de consorcio bacteriano
proporcionou aumento da matéria seca do sorgo em 21 e 24%, respectivamente (Tabela
4).

A matéria seca do sorgo crescido em solo pré-cultivado com feijado-de-porco sem
inoculagdo nao foi influenciada pelo tempo de biorremediacao (Figura 3B). Plantas de
sorgo apresentaram, ao longo do tempo de biorremediagdo, matéria seca reduzida em
solos ndo cultivados previamente e maior acimulo em solos pré-cultivados. Contudo,
independente do tratamento, a espécie bioindicadora teve acimulo de matéria seca
inferior a 50% em relacdo a testemunha sem herbicida (Figura 3B).

A concentragdo de sulfentrazone aos 25 DAD em solos com cultivo misto e

inoculados foi menor do que o solo cultivado com feijao-de-porco. Nesta mesma época,
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na auséncia de inoculacdo, solos cultivados foram igualmente superiores ao solo sem
cultivo (Tabela 5). Os cultivos de girassol e misto, para as demais condigdes de época,
cultivo e inoculacao, foram mais eficientes na degradagao e redugdo da concentracdo do

herbicida no solo (Tabela 5).

Tabela 5: Concentragao de sulfentrazone em amostras de solo cultivado com espécies
fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, na presenga e auséncia de

inocula¢do com consorcio bacteriano.

Concentracio de sulfentrazone (ug kg solo)

Inoculagdo Inoculagdo
Cultivo Com Sem Com Sem

25 DAD 45 DAD
Feijao-de-porco 478,57 Aa! 378,60 Bb 311,81 Aa 336,47 Aa
Girassol 416,45 Aab 335,19 Bb 211,07 Ab 207,46 Ac
Feijao-de-porco + Girassol 374,27 Ab 318,78 Bb 21434 Ab 234,99 Abc
Sem cultivo 43543 Bab 511,21 Aa 29749 Aa 284,78 Aab

65 DAD 85 DAD
Feijao-de-porco 265,55 Ba 323,41 Aa 240,25 Ba 318,54 Aa
Girassol 177,15 Ab 141,16 Ab 9424 Ab 105,16 Ab
Feijao-de-porco + Girassol 160,41 Ab 146,33 Ab 119,17 Ab 129,58 Ab
Sem cultivo 268,70 Aa 278,05 Aa 225,82 Aa 256,66 Aa
CV (%) 13,67

"Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas na coluna e maiusculas na linha, para cada época, ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p>0,05). DAD: dias ap6s o desbaste.

A bioaumentacdo com consorcio bacteriano provocou, aos 25 DAD, efeito
negativo, sendo verificada, em solos cultivados na auséncia de inoculagdo, menor
concentracdo do sulfentrazone (Tabela 5). Por outro lado, em solos sem cultivo, a
adicao de bactérias do género Pseudomonas contribuiu para a reducao de 15% dos
niveis de residuo de sulfentrazone no solo (Tabela 5). Nas duas ultimas épocas, 65 e 85
DAD, efeito positivo da inoculacdo foi observado em solo cultivado com feijao-de-
porco (Tabela 5).

A reducdo da concentragdo de sulfentrazone ao longo do tempo de
biorremediacdo foi maior e mais eficiente nos solos cultivados com feijao-de-porco e
girassol simultaneamente e com monocultivo de girassol, independente da
bioaumentac¢do. Solos sem cultivo e cultivado com feijao-de-porco tiveram, ao final do
tempo de biorremediacdo, em média, o dobro ou mais que a concentragdo verificada em
solo sob cultivo misto e de girassol (Figura 3C).

Considerando que foi aplicada uma dose de 1000 g ha™ de sulfentrazone numa

’ 2 N s . ~
area de 0,0638 m”, correspondente a area circular do vaso, tem-se que a concentragdo

inicial de sulfentrazone no solo ¢ de 637,9 ug kg'. Assim, observou-se que logo apos
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25 DAD, a cerca de 27 DAD, em solos cultivados com girassol e cultivo misto,
independe da inoculacdo, o herbicida j4 tinha atingido o tempo de meia-vida (t '2) no
solo (Figura 3C). Em solos sem cultivo, independe da inoculagdo, e naqueles cultivados
com feijdo-de-porco na presenga de inoculacdo, o t 2 do herbicida foi verificado
proximo aos 47 DAD, enquanto que para feijdo-de-porco na auséncia de consorcio
bacteriano o t /2 s6 foi alcangado aos 76 DAD (Figura 3C).

E importante ressaltar que o solo ndo foi esterilizado e apresentava, portanto,
uma populagdo nativa de micro-organismos. A atuacdo desses, atribuida ao franco
crescimento vegetativo das plantas e a biaumentacao, nos tratamentos cultivados e, ou
inoculados, ¢ que fizeram com que aos 25 DAD a concentragdo de herbicida no solo ja

estivesse abaixo da inicial, variando entre 474,0 e 334,0 pg kg (Figura 3C).

DISCUSSAO

A auséncia de picos coextrativos no mesmo tempo de retencao do sulfentrazone
na matriz isenta de herbicida caracterizou o método como seletivo. A seletividade avalia
o grau de interferéncia de espécies como outro ingrediente ativo, excipientes, impurezas
e produtos de degrada¢do que possam estar, porventura, presentes, garantindo que o
pico de resposta seja exclusivamente do composto de interesse. Se a seletividade nao for
assegurada, a linearidade, a exatidao e a precisdao podem ser comprometidas (RIBANI et
al., 2004).

Os valores de coeficiente de correlagdo encontrados na linearidade do método e
do equipamento estdo dentro dos padroes estipulados pela ANVISA (2003) e
INMETRO (2010), que recomendam que o mesmo seja igual a 0,99 e um valor acima
de 0,90, respectivamente.

Os limites de detec¢do e quantificagdo do sulfentrazone no solo indicam que no
presente trabalho foi possivel a detecgdo da concentragdo minima de 21,98 pg kg,
porém esta nao pode ser quantificada com exatiddo. J& concentragdes maiores ou iguais
a 66,6 ug kg™ podem ser quantificadas com exatiddo (INMETRO, 2010).

A taxa de recuperacgao pode variar de 70 a 120% e o coeficiente de variagdo até
20% (BRITO et al., 2003) para ser aceitavel. Os valores encontrados no presente estudo
estdo de acordo com a literatura, visto que as percentagens de recuperacao do
sulfentrazone encontraram-se entre 95,88 ¢ 108,99% e os coeficientes de variagao entre

4,17 e 6,80%.
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A bioaumentagdo com consorcio bacteriano apresentou resultados favoraveis em
determinadas épocas e cultivos, reduzindo a intoxicacdo de Sorghum bicolor e,
especialmente ao longo do tempo foi importante para o solo sem cultivo, contribuindo
para diminui¢do da intoxicag¢do a valor semelhante aos solos cultivados ap6s 85 DAD.
Contudo, até o final dos 85 DAD valores acima de 50% de intoxicagdo ainda foram
observados (Figura 3A). Residuos do sulfentrazone causaram clorose em plantas de
sorgo aos 7 dias apo6s a emergéncia (DAE), com evolucdo dos sintomas para necrose nas
folhas jovens aos 15 DAE (DAN et al., 2010), injurias, observadas neste trabalho,
tipicamente provocadas pelos herbicidas inibidores da PROTOX.

Os resultados encontrados para a intoxicagao e acimulo de matéria seca do
sorgo reforgam a sensibilidade exibida por Sorghum bicolor aos residuos de
sulfentrazone no solo. O bioensaio ¢ uma ferramenta muito Util na investigagdo da
atividade residual de herbicidas no solo, porque ¢ capaz de detectar concentragdes
pequenas, muita das vezes ndo quantificadas por métodos cromatograficos, mas que sdo
capazes de causar toxicidade nas plantas. Em estudo comparando a sensibilidade da
cromatografia com a sensibilidade de P. glaucum como bioindicadora, Oliveira et al.
(2014) concluiram que a espécie vegetal teve maior sensibilidade do que a técnica de
CLAE para o sulfentrazone, uma vez que as mudangas na concentracao do herbicida,
causada pelo efeito prévio da fitorremediacdo de Canavalia ensiformis ou Crotalaria
Jjuncea, foram melhor identificadas pelo bioindicador.

A presenca de residuos de sulfentrazone a niveis toxicos para espécies sensiveis
pode inviabilizar o cultivo e, ou provocar perdas de produtividade (ARTUZI;
CONTIERO, 2006; DAN et al., 2010). Elevada reducao no acumulo de matéria seca da
parte aérea em relacdo a testemunha (52,3%), em consequéncia do efeito residual de
sulfentrazone, foi verificada at¢ mesmo quando o sorgo foi semeado 115 dias apos a
aplicacdo do herbicida, no cultivo anterior de soja (DAN et al., 2010). Além disso, os
efeitos negativos causados pelo sulfentrazone no acumulo de fotoassimilados refletiram
na produtividade da cultura do sorgo, proporcionando uma reducdo de
aproximadamente 1.000 kg ha™ (DAN et al., 2010).

Os tratamentos foram capazes de reduzir a concentracdo do sulfentrazone no
solo, porém, os residuos remanescentes ainda causaram alta intoxica¢do e reducdo no
acimulo de matéria seca da espécie bioindicadora. O aumento do tempo de

biorremediacdo e, ou o aumento da carga de células bacterianas inoculadas pode ser
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uma possibilidade para aumentar o potencial da técnica e a eficiéncia da
biorremediagao.

O efeito negativo da bioaumentagao apds 25 DAD nos solos cultivados (Tabela
5) pode estar relacionado a incapacidade ou ineficiéncia, nos estadios iniciais de
crescimento das plantas, de estimular a microbiota, podendo ocorrer gastos energéticos
na tentativa de sustentar a populacdo microbiana aumentada em detrimento do
crescimento vegetal e da capacidade de extracao do sulfentrazone do solo pelas plantas.
Por outro lado, a adicdo de consdrcio bacteriano pode ter provocado mudangas na
comunidade microbiana indigena do solo, requerendo tempo para que um novo
equilibrio fosse estabelecido, comprometendo assim, o processo de degradagdo.
Pesquisadores relataram que a adicdo de micro-organismos exdgenos pode afetar tanto a
abundancia quanto a estrutura da comunidade microbiana no solo (XIE et al., 2011;
WANG et al., 2014). Wang et al. (2014) sugeriram que a inoculacdo da estirpe
Pseudomonas sp. WBC-3 no solo afetou principalmente a estrutura da comunidade
indigena bacteriana durante o processo de degradacdo do metil paration. Esses autores
relataram que a abundancia total de bactérias apresentada pelos perfis de DGGE
demonstraram que uma reducdo da complexidade microbiana foi causada pela
predominancia numérica das estirpes inoculadas no tratamento com bioaumentacao.

Na auséncia de plantas a bioaumentagdo pode assumir papel de maior
importancia do que em solos cultivados. Resultados de estudos de campo mostraram
que o bioaumento foi método eficiente para remocdo de O6leo diesel de solo
contaminado. Apés um ano de tratamento e concentragdo inicial 10.000 mg kg,
chegou-se ao valor final de 937 mg kg™’ nos solos com consércio bacteriano, enquanto
as parcelas sujeitas a atenuagao natural apresentaram residual de 6leo diesel de 4230 mg
kg (SZULC et al., 2014).

Apesar do baixo potencial para degradar o herbicida no solo apresentado nas
duas ultimas épocas, a inoculagdo mostrou-se importante para Canavalia ensiformis,
uma vez que solos cultivados com essa espécie e ndo inoculados apresentaram pequena
redugdo na concentracdo do herbicida durante as épocas de avaliacao (Figura 3C). Os
resultados favoraveis advindos da inoculacdo nos solos com feijdo-de-porco, indicam,
possivelmente, maior contribui¢ao e dependéncia desta espécie do consorcio bacteriano.
O fato do feijao-de-porco permanecer em estadio vegetativo até o final do experimento,
sugere que, se o ensaio fosse conduzido por mais tempo, essa espécie poderia

sobressair-se pela grande capacidade de fitoestimulagao (PIRES, et al.,, 2005) e,
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consequentemente, estimulo a rizodegradacdo. Por outro lado, o potencial maximo de
biorremediacao de solos cultivados com girassol pode ter sido alcangado, ja que ao final
do experimento este ja se encontrava em estadio R6, caracterizado pela fase final de
floragao.

No presente trabalho, o0 monocultivo de girassol e o cultivo misto, tratamentos
mais eficientes, reduziram em 64% o tempo de meia-vida do sulfentrazone comparado
ao solo cultivado com feijao-de-porco sem inoculacdo e em 43% em relacdo aos
tratamentos compostos pelos solos sem cultivo e monocultivo de feijao-de-porco na
presenga de inoculacdo (Figura 3C). Comparando os solos da rizosfera de trés
comunidades vegetais puras de Phragmites australis, Acorus calamus e Zizania
aquatica, a comunidade mista formada de P. australis e A. calamus exibiu maior
percentagem de biodegradagdo do butachlor (YANG et al., 2013). De acordo com esses
autores, a meia-vida do herbicida em solos rizosféricos da comunidade mista foi 33, 51
e 57% mais curta, em comparagdo com as trés comunidades vegetais puras,
respectivamente. O cultivo misto de espécies fitorremediadoras de herbicidas ainda ¢
pratica pouco estudada e, como demonstrado neste trabalho, tem grande potencial para
uso em programas de biorremediacgao.

O tempo de meia-vida ¢ o tempo necessario para que 50% da quantidade de
herbicida aplicada seja dissipada. Neste trabalho, a meia-vida do sulfentrazone variou
entre 43, 62 e 82 dias, de acordo com a combina¢do entre plantas e inoculacdo com
bactérias. Para o sulfentrazone, a meia-vida no solo foi reportada em experimentos de
campo e de laboratorio variando entre 24 e 302 dias, dependendo das condig¢des
experimentais e edafoclimaticas locais (OHMES et al. 2000; CHEN, 2003; MARTINEZ
et al. 2008ab; BRUM et al., 2013). A meia-vida do sulfentrazone foi estimada em 146,5
e 172,4 dias em um Latossolo Vermelho e Argissolo Vermelho, respectivamente,
mantidos a 27°C, 70% de umidade e fortificados com 0,7 pg g (MARTINEZ et al.,
2008a; 2008b). Sob diferentes condi¢cdes de umidade, temperatura e profundidades
avaliadas, a meia-vida do sulfentrazone variou de 34 a 116 dias (BRUM et al., 2013).

Um dos subprodutos da degradagdo do sulfentrazone por plantas e animais ¢ o
metabolito 3-hidroximetil sulfentrazone (HMS). Outros metabodlitos do sulfentrazone
incluem o acido sulfentrazone carboxilico (ASC) ¢ o 3-desmetilsulfentrazone (DMS)
(EPA, 2014). Considerando a indisponibilidade comercial do HMS, Martinez et al.
(2008b) isolaram esse composto a partir de urina de ratos. Assim, o metabolito HMS

pode ser identificado, porém nao quantificado, evidenciando a capacidade de bactérias e
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fungos em metabolizar o sulfentrazone no solo. Esses autores relatam que o
desaparecimento do composto de origem coincidiu com o aparecimento do metabolito
no final do periodo experimental. Pela auséncia e dificuldade de adquirir os padroes
analiticos de metabdlitos do sulfentrazone, neste estudo ndo foi analisado o

aparecimento de possiveis picos correspondentes.

CONCLUSOES

O cultivo misto de feijao-de-porco e girassol e o monocultivo de girassol,
independente da inoculagdo do solo com consorcio bacteriano, sdo as técnicas mais
eficientes no processo de biorremediacdo do sulfentrazone no solo. O cultivo dessas
espécies remediadoras por 85 DAD proporciona redugdes na concentracdo do
sulfentrazone no solo, porém, esse tempo ndo ¢ suficiente para possibilitar o

crescimento da planta indicadora sem a ocorréncia de toxicidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho avaliou-se a eficiéncia da associagdo entre o consoOrcio
microbiano e plantas remediadoras na biorremediacdo de solo contaminado com o
sulfentrazone. Por meio dos resultados obtidos conclui-se que:

E possivel isolar bactérias degradadoras do sulfentrazone a partir de solo com
historico de aplicagdo do herbicida. Pseudomonas é o género predominante entre os
isolados obtidos. Os isolados bacterianos variam quanto a capacidade de degradar o
ingrediente ativo na formulacdo comercial ou no padrdo técnico. Os isolados obtidos
apresentam potencial de uso em programas de biorremediacdo de solos contaminados
com o sulfentrazone.

A adi¢do de consoércio formado por Pseudomonas spp. ao solo contaminado com
sulfentrazone promove o crescimento das espécies remediadoras girassol e feijao-de-
porco, sendo a resposta do feijdo-de-porco a inoculacdo mais efetiva e duradoura. A
promogdo de crescimento estd relacionada ao tempo de cultivo e & combinagdo das
espécies vegetais. Tal habilidade apresentada pelo consércio bacteriano e pelas plantas
pode contribuir para o processo de biorremediacdo de solos contaminados com o
sulfentrazone.

Por meio de indicadores microbioldgicos pode-se constatar que solos sem
cultivo apresentam menor biomassa e atividade microbiana do que solos cultivados. As
espécies fitorremediadoras, em monocultivo ou cultivo misto, t€ém capacidades distintas
de estimular os micro-organismos rizosféricos. Canavalia ensiformis na presenca de
consorcio bacteriano € capaz de proporcionar maior atividade da microbiota associada e
sustentar maior biomassa microbiana.

O cultivo misto de feijao-de-porco e girassol € o monocultivo de girassol,
independente da inoculagdo do solo com consorcio bacteriano, sdo as técnicas mais
eficientes no processo de biorremediacdo do sulfentrazone no solo. O cultivo dessas
espécies remediadoras por 85 dias apdés o desbaste proporciona reducdes na
concentracdo do sulfentrazone no solo, porém, esse tempo ndo ¢ suficiente para
possibilitar o crescimento da planta indicadora Sorghum bicolor sem a ocorréncia de
toxicidade. A fitorremediagdo associada a bioaumentagdo ¢ técnica promissora para a

biorremediacdo de solos contaminados com o sulfentrazone.
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Os resultados obtidos contribuem para o avango nos conhecimentos sobre a
biorremediacao de solos contaminados com o sufentrazone, de modo a integrar plantas e
bactérias degradadoras ao processo. Como comprovado neste trabalho, a inoculag¢ao
com micro-organismos selecionados, dotados de multiplas habilidades, pode promover
o crescimento das espécies fitorremediadoras, potencializando o seu papel na
fitoestimulagdo e rizodegradacao de herbicidas no solo.

O cultivo de duas espécies vegetais distintas, associadas a bioaumentagao abre
novas perspectivas para o estudo da biorremediacdo de solos contaminados com
herbicidas no Brasil. O potencial fitorremediador, bem como a fitoestimulagdo da
microbiota do solo podem ser incrementados quando duas espécies sdo implantadas ao
mesmo tempo numa mesma area. Contudo, considerando que tanto a complexidade do
sistema, quanto as chances de interagdes entre plantas e micro-organismos sdo também
elevadas, a adogao dessa pratica deve ser estudada para cada situacao.

Assim, conhecendo-se melhor os efeitos da associacdo entre plantas
fitorremediadoras e micro-organismos na biorremedia¢do de solos contaminados com o
herbicida sulfentrazone, pode-se acelerar e otimizar o processo de descontaminacao,
disponibilizando a area para o cultivo de espécies sensiveis mais rapidamente, além de

reduzir os potenciais riscos de contamina¢do ambiental.
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