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RESUMO: Nesta pesquisa, objetivou-se isolar e caracterizar bactérias capazes de utilizar o
sulfentrazone como unica fonte de carbono. Foram realizados o isolamento de bactérias
potencialmente degradadoras do sulfentrazone a partir de amostras de solo com histérico de
aplicagdo do herbicida e a identificacdo dos isolados com base no sequenciamento de
rDNA. Posteriormente, avaliou-se a capacidade de degradacdo do sulfentrazone pelos
isolados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Foram obtidos 26 isolados
bacterianos, em cultura pura, potencialmente degradadores do sulfentrazone. Por meio da
analise das sequéncias de rDNA, constatou-se a predominancia de espécies de bactérias do
género Pseudomonas. Os isolados apresentaram capacidade diferenciada de degradacgéo
do sulfentrazone na presenca da formulacdo comercial ou do padrao técnico. Espécies do
género Pseudomonas, além de Burkholderia cepacia, isoladas do solo, sdo tolerantes e
potencialmente degradadoras do herbicida sulfentrazone. Pseudomonas putida,
Pseudomonas lutea, Pseudomonas plecoglossicida, mais trés isolados de Pseudomonas sp.
apresentaram maior capacidade de degradacao do sulfentrazone na formulagdo comercial.
A degradacdo do ingrediente ativo, na presenca do padrdo técnico, pelos seis isolados
variou de 4 a 15% apo6s dez dias de incubagao. Os isolados obtidos apresentam potencial

de uso em programas de biorremediagao de solos contaminados com o sulfentrazone.
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INTRODUCAO
A aplicagao de herbicidas que apresentam elevado efeito residual no solo, a exemplo
do sulfentrazone, embora seja eficiente por estender o periodo de controle, apresenta
problemas de intoxicacdo de espécies suscetiveis (carryover), inviabilizando o cultivo

nessas areas em decorréncia da presenca de residuos em niveis toxicos. Ademais, a



elevada persisténcia aumenta os riscos de lixiviagdo e contaminacdo de 4aguas
subterraneas, o que gera grande preocupagao ambiental.

A principal via de degradagdo do sulfentrazone é a microbiana (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2011), determinante para a persisténcia desse herbicida no solo. Como forma de
descontaminacido de solos submetidos a aplicagdes de herbicidas, técnicas de
biorremediacao tém sido utilizadas. A biorremediacdo consiste no emprego de organismos
vivos e suas enzimas na degradagdo de compostos toxicos, visando a sua erradicacéo,
reducéo ou transformagéo em substancias menos téxicas (LEONEL et al., 2010).

Os micro-organismos do solo, pela sua capacidade degradadora, participam ativa e
significativamente da biodegradacao de muitos pesticidas utilizados na agricultura. Contudo,
sdo escassas informacdes na literatura a cerca da eficiéncia de bactérias do solo na
degradacdo do sulfentrazone. Assim, objetivou-se com este trabalho isolar e caracterizar

bactérias capazes de utilizar o sulfentrazone como unica fonte de carbono.

MATERIAL E METODOS

Amostras compostas de solo com histérico de aplicagao do herbicida sulfentrazone
foram coletadas na profundidade de 0-10 cm. Quinze gramas de solo foram inoculadas em
150 mL de meio minimo (1 L agua; 3 g NaNO3;; 1 g K;HPO,; 0,5 g MgS0,4.7H,0; 0,5 g KCI;
0,01 g FeS0,.7H,0; pH=6,8) suplementado com a formulagdo comercial do sulfentrazone
Boral® (1000 pg i.a. mL") como unica fonte de carbono e energia. Os frascos foram
mantidos a 30°C, 150 rpm. Apds 1, 3, 7 e 15 dias de incubagédo realizaram-se diluicoes
seriadas de 10" a 10, em solugéo salina (NaCl 0,85%). De cada diluicdo foram retiradas 5
aliquotas de 0,1 mL para o plaqueamento em meio de cultura minimo sélido (acrescido de
15 g L") de agar suplementado com Boral® (1000 pg i.a. mL™). As placas de petri foram
incubadas a 30°C e as colbnias de bactérias repicadas para isolamento em cultura pura.

Para identificacdo dos isolados bacterianos foi realizada a extracdo de DNA,
utilizando-se o kit Wizard® Genomic DNA Purification. O gene rDNA 16S foi amplificado pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e o produto da reagcao de PCR sequenciado pela
empresa Macrogen (Korea). Para analise das sequéncias de bases utilizou-se o programa
“pblastN” e o banco de dados do Nacional Center for Biotecnology Information (NCBI).

Os isolados bacterianos obtidos e identificados foram testados quanto a capacidade
de degradacgado do sulfentrazone na formulagdo comercial. Frascos com 50 mL de meio
minimo liquido, suplementado com 1000 ug i.a. mL" de sulfentrazone, foram inoculados
com 1 mL de inéculo com densidade 6ptica (DO)=0,6 e incubados a 30°C, 150 rpm, por 10
dias. Posteriormente, aliquotas de 2 mL foram coletadas, acondicionadas em eppendorfs e
imediatamente congeladas. A concentracdo final do ingrediente ativo na solugdo foi

estimada por CLAE, segundo metodologia descrita por Silva et al. (2007) e adaptada para o



sulfentrazone (fase mével: 50:50 ACN/H,0 (v/v) + 0,1% de H3PO,; coluna C18 25 cm; fluxo
de 1 mL min" e comprimento de onda 214 nm). O experimento foi montado em
delineamento inteiramente casualizado (DIC) com 3 repeti¢cdes. Apds a triagem e selecdo
dos isolados mais eficientes, realizou-se outro ensaio seguindo as mesmas condi¢des
descritas acima utilizando o padrao técnico sulfentrazone 92% de pureza, na concentracio
de 0,7 ugi.a. mL" (dose de campo). O experimento foi montado em DIC com 4 repeticdes.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo

Teste de Tukey ou agrupadas pelo critério de Scott-Knott (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram obtidos 26 isolados bacterianos, em cultura pura, capazes de crescer na
presenca da formulagdo comercial do sulfentrazone. Foi possivel identificar, em nivel de
espécie, 9 dos 26 isolados bacterianos (Tabela 1). Com excecao do isolado 21, identificado
como Burkholderia cepacia, as demais bactérias pertencem ao género Pseudomonas
(Tabela 1). O meio de enriquecimento utilizado para o isolamento pode ter favorecido os
micro-organismos mais tolerantes ao herbicida, selecionando-os e inviabilizando o
crescimento daqueles sensiveis aos possiveis ingredientes téxicos presentes na formulagao.

A familia Pseudomonadaceae apresenta espécies amplamente distribuidas no solo e
comumente encontradas em associagdo com as plantas (DESHWAL; KUMAR, 2013).
Bactérias desse género também apresentam capacidade de biodegradar xenobiéticos em
ambientes aquaticos ou solos contaminados, com destaque para P. putida que é bastante
estudada (ABUHAMED et al., 2004; OTENIO et al., 2005). A capacidade de degradacgao do
sulfentrazone representa grande potencial de uso desses micro-organismos na
biorremediac&do de solos agricolas contaminados com o composto. Ademais, a associagao
desses com plantas fitorremediadoras pode potencializar a atividade degradadora no solo.

Na avaliagdo da capacidade de degradacdo do sulfentrazone pelos isolados, na
formulacdo comercial, verificaram-se habilidades distintas quanto a metabolizacdo da
molécula e a redugéo da concentragao inicial do principio ativo em meio de cultura (Tabela
1). Os 26 isolados foram agrupados em 4 grupos, sendo a maxima degradacéo observada
pelos isolados 4 (Pseudomonas plecoglossicida), 3 (Pseudomonas lutea), 5 (Pseudomonas
putida), 17, 22 e 15 (Pseudomonas sp.), com redugédo média de 5% da concentragao inicial
(Tabela 1). Somente 8 isolados ndo apresentaram a capacidade de degrada-lo nas
condigdes experimentais avaliadas (Tabela 1).

Martinez et al. (2008) isolaram bactérias com potencial de degradagdo do
sulfentrazone identificadas como Nocardia brasiliensis, Acinetobacter calcoaceticus,
Rhizobium radiobacter, Ralstonia picketti e Methylobacterium radiotolerans, contudo, a

capacidade de degradacgao dessas bactérias nao foi investigada.



Tabela 1. Isolados bacterianos identificados pelo sequenciamento do gene rDNA 16S e

concentracao final do sulfentrazone em meio minimo liquido apds o cultivo de
isolados bacterianos, na presenca do produto comercial Boral® (1000 ug i.a.
mL™"), por 10 dias de incubacdo a 30°C e 150 rpm.

Concentracéao sulfentrazone

Isolado Espécie (ug mL™)

4 Pseudomonas plecoglossicida 941,6798 (-5,83%) d’
17 Pseudomonas sp. 943,9897 (-5,61%) d
3 Pseudomonas lutea 952,2564 (-4,78%) d
5 Pseudomonas putida 953,2818 (-4,68%) d
22 Pseudomonas sp. 954,4537 (-4,56%) d
15 Pseudomonas sp. 955,2790 (-4,47%) d
8 Pseudomonas lutea 957,5155 (-4,25%) c
7 Pseudomonas putida 960,3685 (-3,97%) c
14 Pseudomonas sp. 960,7043 (-3,93%) c
24 Pseudomonas sp. 961,6727 (-3,83%) c
11 Pseudomonas sp. 965,4236 (-3,46%) c
6 Pseudomonas plecoglossicida 965,7633 (-3,42%) o}
1 Pseudomonas sp. 968,0413 (-3,20%) C
23 Pseudomonas plecoglossicida 973,5768 (-2,64%) b
10 Pseudomonas sp. 974,3055 (-2,57%) b
25 Pseudomonas sp. 975,0884 (-2,49%) b
9 Pseudomonas sp. 975,5928 (-2,44%) b
20 Pseudomonas sp. 979,4486 (-2,06%) b
19 Pseudomonas sp. 985,0841 (-1,49%) a
26 Pseudomonas plecoglossicida 993,7920 (-0,63%) a
2 Pseudomonas sp. 994,6529 (-0,53%) a
13 Pseudomonas sp. 996,9870 (-0,30%) a
18 Pseudomonas sp. 998,0056 (-0,20%) a
16 Pseudomonas sp. 999,2301 (-0,08%) a
12 Pseudomonas sp. 999,7382 (-0,03%) a
21 Burkholderia cepacia 999,8726 (-0,01%) a
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). Valores entre paréntesis referem-se ao percentual de redugao em relagédo a testemunha.

Na presenca do padrao técnico verificou-se redugao de até 15% do ingrediente ativo

pelo isolado 22 (Pseudomonas sp.), sendo as menores redugcdes observadas para P. putida

e P. lutea (Tabela 2). A degradagao de herbicidas pode ocorrer pelo metabolismo normal ou

através do cometabolismo, que requer outra fonte de carbono e energia para suportar o

crescimento microbiano. Assim, o potencial de degradagao do herbicida no solo podera ser

maior pela indugdo do cometabolismo em virtude da existéncia de fontes de carbono

prontamente oxidaveis nesse ambiente.



Tabela 2. Concentragao final do sulfentrazone em meio minimo suplementado com o padrao
técnico (0,7 ug i.a. mL™"), apds o cultivo de isolados bacterianos por 10 dias.

Concentracéao sulfentrazone

Isolado Espécie »
(Mg mL™)
3 Pseudomonas lutea 0,6666(-4,77%) ab’
5 Pseudomonas putida 0,6512(-6,97%) abc
17 Pseudomonas sp 0,6357(-9,20%)  bcd
15 Pseudomonas sp 0,6139(-12,3%)  bcd
4 Pseudomonas plecoglossicida 0,5983(-14,5%) cd
22 Pseudomonas sp 0,5948(-15,0%) d
Testemunha Sem inoculagao 0,7000 a
Ccv 3,60%

"Médias seguidas pela mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo Teste de Tukey (P<0,05).
Valores entre paréntesis referem-se ao percentual de redugao em relagéo a testemunha.

CONCLUSOES
Os isolados bacterianos oriundos de solo com histérico de aplicagdo do
sulfentrazone variaram quanto a capacidade de degradar o ingrediente ativo na formulacao
comercial ou no padrao técnico. Constatou-se que o género Pseudomonas foi predominante
entre os isolados obtidos e que existe potencial desses isolados serem utilizados em

programas de biorremediagado de solos contaminados com o sulfentrazone.
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