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Introducao

Os herbicidas do grupo quimico
imidazolinonas, imazapir, imazapique, e
imazetapir, sdo efetivos para o controle
de grande numero de monocotiledéneas
e dicotiledbneas ocorrentes em lavou-
ras de arroz irrigado dos estados do
Rio Grande do Sul e de Santa Catarina
(Reunigo..., 2016). Formulagbes co-
merciais com esses ingredientes ativos
(ia) tém sido extensivamente aplicadas,
devido ao grande espectro de controle
de plantas daninhas.

A persisténcia desses herbicidas é
afetada pelos atributos quimicos, fisicos
e biolégicos de diversos solos. Essa
influéncia foi verificada em estudo de
persisténcia de imazapique e imazapir
em solo argiloso cultivado com arroz, a
profundidade de 0 cm -10 cm, em que
as taxas de degradacéo de 26,26; 29,75;
e 25,30 dias foram observadas como os
valores de meia vida estimados para
imazapir; e 38,51; 34,15; e 25,02 dias
para imazapique, para as doses de 75,

150 e 300 g ia ha", respectivamente
(Bajrai et al., 2017).

Em solo hidromdrifico, textura are-
nosa, cultivado com arroz irrigado,
residuos de imazapique e imazetapir, a
profundidade de 0 cm - 20 cm, nao fo-
ram detectados aos 13 e 25 dias apods
a aplicagdo de 25 e 75 g L' ia e 90 dias
apos a colheita (Mattos et al., 2011).
Com relagdo a profundidade do solo,
onde ha persisténcia desses ingredien-
tes ativos, Mattos et al. (2013) relataram
que imazapique e imazapir acumulam-
se em Planossolo Haplico Eutroéfico, no
minimo sob profundidade de 0 cm - 5
cm, enquanto o imazapir individualmen-
te acumula-se sob profundidade de 0 cm
- 10 cm. Os autores verificaram também
que, apos 210 dias da aplicagdo desses
herbicidas, ndo ha deteccao de residuos
na camada de solo de 0 cm - 20 cm.

Esses resultados indicam a presencga
de residuos desses herbicidas na cama-
da superficial de solos e, consequen-
temente, a necessidade do emprego
de tecnologias de biorremediagédo para



minimizar o risco ambiental em lavouras
de arroz irrigado. Nesse contexto, rea-
lizou-se este trabalho, visando definir o
potencial de agentes bidticos para reme-
diacdo de solos com residuos de ima-
zapic e imazapir em arrozais irrigados
no Rio Grande do Sul. Buscou-se isolar
e caracterizar bactérias com capacidade
para degradacao de imazapic e imazapir
e avaliar a toxidade dessas substancias
quimicas.

Material e Métodos

Quimicos e meios
de cultura

A formulacdo comercial (FC) granula-
do dispersivel (WG) contendo 175 g kg™’
de imazapique (17,5%) e 525 g kg de
imazapir (52,5%) foi adquirida da BASF
S/A. Os padrdes analiticos de imaza-
pique (99,5% de pureza) e imazapir
(99,7% de pureza) foram adquiridos
da AccuStandard® Inc. O meio mineral
(MM) foi conforme Kaufman e Kearney
(1965), sem agar originando o caldo sais
minerais (CSM) e com adi¢do da dose
de 200 mg L' da FC o meio MSMK200.
O meio agar nutriente (AN) foi conforme
Wollum (1982).

Enriquecimento
e isolamento

Na safra 2013/2014, amostra com-
posta de solo foi coletada, na profundi-
dade de 0 cm - 5 cm, de uma parcela

experimental (Figura 1) que recebeu,
durante trés safras agricolas (2010/2011,
2011/2012 e 2012/2013), a aplicagéo de
0,14 kg ha' de uma formulagdo comer-
cial granulado dispersivel (WG) conten-
do 525 + 175 g kg' dos ingredientes
ativos imazapir e imazapique, oriunda
da Estacao Experimental Terras Baixas,
da Embrapa Clima Temperado, Capao
do Ledo, RS. Nessa profundidade de
solo, na safra 2010/2011, foram detec-
tados os residuais a seguir: 1) cinco
dias pés-aplicagéo: 4,38 e 5,56 ug kg™
de imazapique e imazapir, respectiva-
mente; 2) dez dias pos-aplicacédo: 1,39
e 2,22 ug kg de imazapique e imazapir,
respectivamente (Mattos et al., 2013).

O volume de 100 mL de CSM foi
transferido para frascos erlenmeyers de
500 mL. Apés autoclavagem dos frascos
e esfriamento sob temperatura ambiente,
foi adicionada a formulagdo comercial na
concentragdo de 200 mg L' (CSMK200)
e 1,0 de solo em cada frasco. Os frascos
foram incubados em um agitador orbital
(180 rpm) a 28 °C. Apds dez dias de
incubacéo, foi transferido 1,0 mL dessa
cultura para um novo CSMK200. Essa
cultura foi incubada por dez dias e o
procedimento repetido, totalizando 30
dias de enriquecimento do solo com o
herbicida. Como resultado, as culturas
com turbidez indicaram microrganismos
degradadores do herbicida.

Bactérias foram isoladas dessas
culturas pelo método de espalhamento
com alga de Drigalsky em placas con-
tendo MSMK200, que foram incubadas
a 28 °C por até 72 horas. Colbnias



foram purificadas em MSMK200 e NA,
sendo selecionadas para verificar suas
capacidades degradativas na presenca
da FC como fonte de carbono em placas
contendo MSMK200.

Identificacdo dos acessos

A caracterizagao fenotipica englobou
as caracteristicas tanto celulares, por
meio do teste da coloragdo de Gram,
quanto das col6nias, bem como as bio-
quimicas e fisioldgicas. A caracterizagao
morfolégica das colbnias incluiu: borda,
cor, densidade, elevagao, forma e super-
ficie. As caracterizagdes bioquimicas
e fisiolégicas foram realizadas, em
triplicata, por meio das seguintes anali-
ses: agar triplo agucar ferro, aerobiose,
catalase, crescimento e fluorescéncia
em King A e King B enddsporo, fermen-
tacdo de glicose, lactose e sacarose,
mobilidade, morofologia celular oxidase,
produgdo de H,S, produgéo de indol,
reagdo Gram e utilizagao de citrato. Em
todos os ensaios os materiais utilizados,
como placas de Petri, tubos, bem como
os meios utilizados, foram devidamen-
te autoclavados a 121 °C por 15 min.
Acessos foram identificados em nivel de
género com base em Bergey’'s Manual
of Determinative Bacteriology (Holt et
al., 1994).

Concentragcao minima
inibitria (CMI)

Esse teste foi realizado com o ob-
jetivo de avaliar o comportamento dos

ingredientes ativos imazapique e ima-
zapir como agentes antimicrobianos,
conforme procedimento descrito por
Gilbert e Al-Taae (1985). Os padroes
analiticos na concentragdo de 100
pg mL"' foram usados no teste CMI.
Solugdes-estoques dos agentes teste
foram preparadas, sendo constituidas
como a seguir: imazapique e imazapir:
1ug mL" em agua destilada estéril.

Os controles foram constituidos
como a seguir: Controle 1: positivo (CN
+ indculo); Controle 2: negativo (CN);
Controle 3: negativo (CN + solugéo
estoque).

Os inéculos foram preparados em
caldo DGYs (28 °C, 180 rpm, 24 horas).
Apobs 24 horas de incubagdo, 25 mL do
caldo foi centrifugado (10 mil g/5 min.), o
precipitado lavado em 25 mL de solugao
salina estéril (NaCl 0,9%), ressuspen-
dido e diluido em solugao salina estéril
(NaCl 0,9%) até a concentragéo de 107
UFC mL™.

Foram preparados 11 frascos (em
duplicata) com 2,0 mL de caldo nu-
triente, sendo que o 11° foi usado como
padrao (sem adigédo do herbicida), entao
autoclavados e incubados a 28 °C por
24 horas. Apoés, foi preparada uma dilui-
¢éo seriada de 1/2 — 1/1.024 com os pro-
dutos a serem testados. Os tubos foram
inoculados com 0,5 pL de um inéculo de
107 UFC mL"' com 24 horas de cres-
cimento (28 °C, 180 rpm) dos acessos
selecionados para o teste, e incubados
a 28 °C. Em 48 horas, foi realizada uma
avaliagdo do crescimento, por meio da
visualizagdo da turvagcdo do caldo de



cultura. Realizou-se a confirmagao por
meio do plagueamento das diluigdes em
meio agar nutritivo, que indicou as con-
centragdes que inibiram o crescimento
dos acessos bacterianos.

Resultados e
Discussao

Com base na analise morfolégica
dos acessos purificados, selecionaram-
se dez isolados com caracteristicas

diferentes (Tabela 1), os quais foram
submetidos as analises bioquimicas
e fisiologicas (Tabela 2). Os acessos
foram depositados na Colecdo de
Microrganismos  Multifuncionais  de
Clima Temperado (CMMCT) e recebe-
ram os cédigos CMM de 1091 — 1100.

Tabela 1. Caracteristicas morfoldgicas dos dez isolados de bactérias degradadoras de herbici-

da. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2018.

Acessos Borda Cor Densidade Elevagao Forma  Superficie
CMM 1091 Ondulada  Creme Opaca Convexa Circular Radiada
CMM 1092 Ondulada  Creme Opaca Convexa Circular Granular
CMM 1093 Ondulada  Creme Opaca Convexa Circular Rugosa
CMM 1094 Ondulada  Creme Opaca Convexa Circular Rugosa
CMM 1095 Ondulada  Branca Opaca Elevada Circular Granular
CMM 1096 Inteira Creme Opaca Convexa Circular Granular
CMM 1097 Inteira Creme Opaca Plana Circular Lisa
CMM 1098 Ondulada  Branca Opaca Elevada Circular Granular
CMM 1099 Ondulada  Creme Opaca Convexa Circular Granular
CMM1100 Inteira Creme Opaca Convexa Circular Granular
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Os isolados foram agrupados em
fungdo da reacdo Gram: Grupo 1:
Gram negativos (CMM1091, CMM1092,
CMM1093, CMM1094, CMM1096,
CMM1097, CMM1099 e CMM1100); e
Grupo 2: Gram positivos (CMM1095 e
CMM1098). Todos os acessos foram
negativos para a prova de coliformes
termotolerantes em caldo EC, que
tem como principal representante
Escherichia coli. A lactose presente
no meio favorece as bactérias lactose
positivas, especialmente coliformes e
E.coli. (Eaton et al., 1998). Sete acesos
do Grupo 1 (CMM1091, CMM1092,
CMM1093, CMM1094, CMM1096,
CMM1099 e CMM1100) apresentaram
caracteristicas morfolégicas, bioquimi-
cas e fisiolégicas tipicas de espécies da
familia Pseudomonadaceae. Espécies
de Pseudomonas (P. mandelii, P. mon-
teilli, P. putida e P. veronoii) ttm sido
associadas com a rizosfera do arroz
(Rangarajan et al., 2002). Além disso,
apresentam capacidade de degradar
herbicidas imidazolinonas, como ima-
zetapir, imazapir, imazapic e imazamox,
bem como mitigar efeitos fitotdxicos
de imazetapir sobre o milho, como
Pseudomonas sp. cepa IM-4 (Huang et
al., 2009). Os isolados ndo produziram
pigmento fluorescente em meio King B.
Somente CMM 1097 diferiu dos demais
do Grupo 1, por ndo crescer em KingA e
King B e com reagéo catalase negativa.

Os acessos do Grupo 2 apresentam
caracteristicas fenotipicas do género
Bacillus. Posteriormente, os acessos,
que estdo preservados na CMMCT,
serdo submetidos a anadlise polifasi-
ca para confirmacado da identificagdo
taxonémica.

Para o teste de concentragdo minima
inibitoria, selecionaram-se cinco aces-
sos que mostraram perfil fenotipico di-
verso (Grupo 1: CMM 1092, CMM 1094,
CMM 1097, CMM 1100; Grupo 2: CMM
1098). Os resultados da CMI s&o apre-
sentados nas Tabelas 3 e 4. Pode-se
observar que 100% dos acessos foram
resistentes aos dois agentes teste até
a concentracdo de 1 ug L. Ndo houve
acgao inibitéria para o crescimento des-
ses acessos na presenca dos agentes
teste, nas concentragdes avaliadas.

Os resultados mostram que, apesar
da toxidade desses ingredientes ativos,
com classificagdo toxicolégica Il (alta-
mente téxico) e ambiental Il (produto
perigoso) (Reunido..., 2016), as bacté-
rias degradadoras ndo apresentaram
susceptibilidade as concentragcbes que
foram inferiores as detectadas no solo
na profundidade de 0-5 cm (Mattos et
al., 2013). Este trabalho permite também
inferir na tolerancia desses acessos a
concentragdes superiores, em formula-
¢bes comerciais, usadas para o controle
de plantas daninhas.



Tabela 3. Concentragdo minima inibitéria do agente teste imazapique para acessos reagao
Gram positivo e Gram negativo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, 2018.

Concentragdo Acessos

(ng mL*) CMM 1092 CMM 1094 CMM 1097 CMM 1098 CMM 1100

1 + + + + +

0,5 + + + + +
0,25 + + + + +
0,125 + + + + +
0,0625 + + + + +
0,03125 + + + + +
0,015625 W W i + +
0,0078125 + + + + +
0,00390625 + + + + +
0,001953125 + + + + +
Controle 1 + + + + +
Controle 2 - - - - -
Controle 3 - - - - -

Controle 1= positivo; Controle 2 e 3= negativo.

Tabela 4. Concentragdo minima inibitéria do agente teste imazapir para acessos reacdo Gram
positivo e Gram negativo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2018.

Acessos

Concentragao
(ng mL™)

CMM 1092 CMM 1094 CMM 1097 CMM 1098 CMM 1100
1 + + + + +
0,5 + + + + +
0,25 + + + + +
0,125 + + + + +
0,0625 + + + + +
0,03125 + + + + +
0,015625 + + + + +
0,0078125 & & i + +
0,00390625 i % + + +
0,001953125 + + + + +
Controle 1 & < W + +
Controle 2 - - - - -
Controle 3 - - - - -

Controle 1= positivo; Controle 2 e 3= negativo.



Consideracdes Finais

A biorremediacdo € um método de
baixo custo e efetivo para degradacao
de compostos téxicos em produtos
inécuos. O sucesso na remogdo de
herbicidas do solo depende da implan-
tacao de bactérias com capacidade para
catabolizar os diferentes ingredientes
ativos. Neste estudo, obteve-se dez
acessos com potencial para remediacéo
de solos com histoérico de aplicagéo dos
herbicidas imazapique e imazapir em
arrozais irrigados, os quais, associados
a plantas fitorremediadoras, por meio
da aplicagédo da nanotecnologia, podem
reduzir a toxidade desses herbicidas e o
impacto ambiental.
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