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Caracteristicas Microbianas
e Degradacao do
Pirazosulfuron-Etil em um
Solo Cultivado com Arroz
no Sistema Pré-germinado

Maria Laura Turino Mattos’
André Andres?

RESUMO

Este trabalho refere-se a estudos de campo e laboratério realizados em
Rio Grande e Pelotas, RS, Brasil, de 1998 a 2002, para determinar a
influéncia do sistema de cultivo de arroz pré-germinado (SPG) sobre as
caracteristicas microbianas e degradacao do herbicida pirazosulfuron-
etil, em um GLEYSSOLO HAPLICO Ta Eutréfico tipico do ecossistema
de arroz irrigado por inundacao. Analisaram-se amostras de solo obti-
das de SPG comercial tratadas com o herbicida. A evolugcéo de CO, do
solo foi medida antes (outubro/2000) e apdés a aplicacao do herbicida
(novembro/2000), e apds a colheita (maio/2001). Nas trés épocas de
medicao constatou-se uma tendéncia linear negativa de evolucao de
CO, do solo. O aumento da atividade microbiana, ap6s a colheita, sug-
ere a presenca de microrganismos decompositores da matéria organica.
Os resultados evidenciam a importancia da adicao de matéria organica
no solo para a manutencao da diversidade microbiana. Em laboratério,
avaliou-se quanto da degradacao do pirazosulfuron-etil é influenciada
pelo SPG. Bactérias isoladas de arrozais cresceram na presenca de
pirazosulfuron-etil como Unica fonte de carbono e energia. Os isola-
dos compreenderam seis espécies de Pseudomonas e uma Raoultella
planticola e cresceram em concentracao de pirazosulfuron-etil maior do
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gue a existente em solo (200 mg.L"). Portanto, é possivel que exista
um grande potencial genético para biodegradacao deste herbicida na
natureza. Os dados apresentados demonstram a suscetibilidade de
pirazosulfuron-etil para ser utilizado por uma flora microbiana diversa.
encontradas as maiores proporcoes da fracao mais estavel da matéria
organica (humina) do solo.

Termos para indexacao: substancias humidas, sistemas de uso, solo de
varzea.



Microbial Characteristics
and Degradation of
Pirazolsufuron-ethyl in a
Soil Cultivated with Pre-
germinated Rice.

Maria Laura Turino Mattos
André Andres

ABSTRACT

Field and laboratory studies were conducted from 1998 to 2002 to
determine the influence of water seeded rice system (PGS) on micro-
bial characteristics and pyrazolsufuron-etyl degradation, in a Typic
Umbraqualfs Soil. Soil samples obtained from PGS commercial, were
analyzed. The evolution of CO, from field plots was measured before
and after pyrazolsufuron-etyl-treated paddy rice and after harvest.
Negative linear tendency was observed of CO, evolved from the sail,

in the times three measured. After the harvest, the increase microbial
activity suggested the presence of decomposited microorganisms of the
organic material and significance on nutrients ciclycal. The results sug-
gesting the importance of in put organic material in soil for maintenance
microbial diversity. A laboratory study assessed the degradation of
pyrazolsufuron-etyl as influenced by water seeded rice system. Bacte-
rial isolated from paddy rice was capable of growth on herbicide as the
sole carbon and energy source. The isolated comprise six Pseudomonas
species and an Raoultella planticola. Thus, the seven-member commu-
nity was capable of growing at pirazosulfuron-etil concentration which
was greater (200 mg.L") than the living in the soil. It may be, there-
fore, that a much wider genetic potencial for biodegradadation does
exist in nature. The data presented here demonstrate the susceptibility
of pyrazolsufuron-etyl to utilized by a diverse microbial flora.

Index terms: Oryza sativa, environmental fate, pesticides, bacteria,
biodegradation
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Introducao

Pirazosulfuron-etil [etil-5-(4,6-dimetoxiprimidin-2-il-carbomoil sulfamoil)-
1-metil pirazole-4-carboxilato] € um herbicida do grupo das sulfonilu-
réias, usado no controle de ciperaceas em lavouras de arroz pré-ger-
minado, nos estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil.
Herbicida sistémico seletivo aplicado em pds-emergéncia é absorvido
principalmente pelo sistema radicular, translocando-se pelo xilema,

das raizes a parte aérea. A persisténcia média no solo varia de 7 a1b
dias, sendo adsorvido aos coldides e apresentando lixiviacao reduzida
(RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). A degradacao microbiana e a hidrdlise
quimica sao consideradas os principais mecanismos de transformacao
de herbicidas sulfoniluréias, no solo e na agua (BRUSA et al., 2001).

No solo, a persisténcia e a mobilidade dos herbicidas sao muito influen-
ciadas pelas condicoes ambientais, tais como: temperatura, umidade e
caracteristicas fisico-quimicas e microbianas do solo. Porém, o com-
portamento no campo pode variar entre os diferentes tipos de solo e
épocas de aplicacao, considerando que a principal via de degradacao
dos herbicidas é a microbiana.

Também os sistemas de manejo podem afetar as caracteristicas qui-
micas, fisicas e biolégicas do solo. Solos pouco revolvidos tém mais
residuos de plantas sobre a superficie, maior conteddo de umidade, me-
Ihor estrutura e agregacao, quando comparados com solos manejados
no sistema convencional (LOCKE; BRYSON, 1997). Elevada atividade
microbiana e enzimatica sao observadas em solos cultivados no sistema
de plantio direto, que podem promover a biodegradacao de compostos
orgéanicos sintéticos como atrazina (LEVANON et al., 1994).

A microflora do solo participa na biotransformacao de herbicidas por
varios processos, incluindo o co-metabolismo, o metabolismo, a polime-
rizacao e a mineralizacao (BOLLAG; LIU, 1990). A atividade de enzimas
microbianas na polimerizacao e na adsorcao de herbicidas a matéria
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organica sao os mecanismos primarios de reducao do movimento dos
herbicidas sob condicées de reduzido revolvimento do solo (LEVANON
et al., 1994).

Como o sistema pré-germinado caracteriza-se pelo revolvimento do
solo, havendo, a necessidade da formacao de lama, envolvendo aracao,
gradagem, aplainamento e alisamento do terreno, com a utilizacao de
pranchoes de madeira (SOSBAI, 2007), nao ha deposicao de residuos e
matéria organica na superficie do solo que, em hipdtese, poderiam criar
pontos adicionais de adsorcao de herbicidas, reduzindo a biodisponibi-
lidade para a degradacao pelos microrganismos, aumentando a persis-
téncia no solo.

Embora o sistema pré-germinado apresente beneficios para o controle
de arroz vermelho, principal planta invasora da lavoura de arroz irrigado,
o efeito deste sistema de cultivo sobre as caracteristicas microbianas
de GLEYSSOLO HAPLICO Ta Eutréfico tipico tem sido pouco estudado.
Perante esta situacao, o objetivo deste trabalho foi examinar o efeito
do sistema pré-germinado (SPG), em conjunto com pirazolsufuorn-etil,
aplicado em pds-emergéncia, sobre as caracteristicas microbianas e
degradacao deste herbicida.
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Material e Métodos

Caracteristicas da area experimental

O estudo de campo foi conduzido em lavoura de arroz irrigado de granja
orizicola localizada no municipio de Rio Grande, RS, Brasil (Figura 1),
sendo a area experimental constituida de trés quadras de arroz cultivar
Supremo 1, denominadas de Qb5, Q6 e Q19. O solo é classificado como
GLEYSSOLO HAPLICO Ta Eutréfico tipico (SANTOS et al., 2006). A
area foi sistematizada e cultivada com arroz no sistema pré-germina-
do. O herbicida pirazosulfuron-etil, utilizado para o controle das cipe-
rdceas em pos-emergéncia, foi aplicado na dosagem de 75 mL ha', na
primeira quinzena de dezembro das safras agricolas de 1999/2000 e
2000/2001.

Foto: Maria Laura Turino Mattos

Figura 1. Lavoura de arroz cultivado no sistema pré-germinado. Granja Orizicola, Rio
Grande, RS. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 20009.
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Populacao microbiana

Estimou-se a populacao microbiana em amostras de solo (200 g) cole-
tadas, em outubro e novembro de 1999, antes e apds a inundacao na
quadras Q5 e Q6 de arroz pré-germinado, na faixa de profundidade de
0-10 cm, sendo cada amostra composta por 15 subamostras. Imediata-
mente apds a coleta, as amostras foram armazenadas sob refrigeracao
a +4°C. Para cada amostra de solo foram preparadas diluices deci-
mais sucessivas de 10" a 10°®°, partindo de 10 g de solo em 90 mL de
agua destilada. De cada diluicao, foram semeadas quatro placas, por
meio da técnica de espalhamento, utilizando-se o meio de cultura de
Thornton’s para bactérias. As placas foram incubadas por 24, 48 e 72
horas a 28°C, avaliando-se a populacao de bactérias neste periodo.

Atividade microbiana

A atividade microbiana foi determinada em amostras de solo, na faixa
de profundidade de O-10cm, da rizosfera do arroz irrigado, na Q19,
em outubro (pré- aplicacao do herbicida) e novembro (pés-aplicacao)
de 2000, e maio de 2001 (apds a colheita da lavoura), sendo cada
amostra composta por 10 subamostras. A analise da evolucao do
C-CO, foi determinada segundo o método descrito por (STOTZKY,
1965). O ensaio foi instalado em casa de vegetacao em frascos de
vidro hermeticamente fechados, com cinco repeticoes (Figura 2). A
respiracao do solo foi determinada apés 7, 14, 21, 28 e 35 dias de
incubacao.
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Foto:Maria Laura Taurino
Figura 2. Ensaio de evolucao de C-CO2, em microcosmos, segundo o método descrito por
(STOTZKY, 1965). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2009.

Degradacéao de pirazosulfuron-etil

O efeito do sistema pré-germinado sobre a degradacao do herbicida
pirazosulfuron-etil foi avaliado em laboratério. Empregou-se a técni-

ca de enriquecimento do solo com o herbicida para o isolamento dos
microrganismos, com capacidade para utilizar o pirazosulfuron-etil como
Unica fonte de carbono e energia. Um volume de 100 mL de caldo sais
minerais (KAUFMAN; KEARNEY, 1965) foi transferido para frascos
erlenmeyers de 500 mL. Apds autoclavagem dos frascos e esfriamento
a temperatura ambiente, foi adicionado o pirazosulfuron-etil, na con-
centracdo de 200 mg L' e 1,0 g de solo, em cada frasco. Os frascos
foram incubados em um agitador orbital (180 rpm) a 28°C. Apds dez
dias de incubacao, foi transferido 1,0 mL dessa cultura para um novo
caldo mineral. Esta cultura foi incubada por dez dias e o procedimento
repetido. Culturas turvas foram observadas, apds o procedimento de
enriquecimento, indicando que alguns microrganismos estao degradan-
do os herbicidas. Bactérias foram isoladas dessa cultura pelo método de
espalhamento em placas com meio sais minerais (8) suplementado com
pirazolsufuon-etil (200 mg L") (SMP200) e em meio de Thornton’s
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(MT). Para cada frasco foram feitas quatro repeticoes de placas, incu-
badas por 72 horas a 28°C.

Resultados e Discussao

Populacao microbiana:

A populacao bacteriana antes da aplicacao do herbicida pirazosulfuron-
etil, na Q6 (1,80 x 10° ufc mL"), apresentou uma pequena diferenca
em relacao a da Q5 (2,12 x 10° ufc mL"), apés a aplicacdao do herbi-
cida, apesar de ambas terem recebido o herbicida pirazosulfuron-etil na
mesma época. Nao foi observado um crescimento acelerado da popula-
cdo bacteriana apds a aplicacdo do herbicida. E provavel que pirazosul-
furon-etil tenha causado um efeito inibitério para determinados mem-
bros da populacao bacteriana. Considerando que o uso deste herbicida
€ pratica comum no cultivo de arroz no sistema pré-germinado no Rio
Grande do Sul e Santa Catarina, é relevante também obter informacoes
dos seus efeitos sobre a populacao de fungos, actinomicetos e ciano-
bactérias fixadoras ou nao de nitrogénio (N,).

Atividade microbiana:

A liberacdo de CO,, medida antes e apds a aplicacdo do herbicida
pirazosulfuron-etil e apds a colheita, encontra-se na Figura 3. Obser-
vou-se uma tendéncia linear negativa da liberacdo de CO,, ao longo do
periodo de incubacao, nas trés épocas de avaliacao. Houve um efeito
estimulatdério temporario da populacao microbiana apés a aplicacao do
herbicida, durante os primeiros sete dias de incubacao. Apds, ocorreu
uma acentuada diminuicdo na liberacdo de CO,, resultado de um pos-
sivel esgotamento das fontes de energia no solo ou perda da viabilidade
de microrganismos mais sensiveis ao herbicida, neste caso, provocando
um impacto ambiental negativo. Apds a colheita, em funcao do aporte
de material organico no solo, resultado do cultivo, a atividade microbi-
ana foi maior nos primeiros quatorze dias de incubacao, em relacao as
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medidas realizadas antes e apds aplicacao do herbicida, para 0 mesmo
periodo. Este comportamento indica a presenca de microrganismos
decompositores da matéria organica e da ciclagem de nutrientes na
populacao microbiana deste solo. Os resultados ressaltam a importéancia
do in put de material orgédnico no solo, visando a manutencao da diver-
sidade microbiana.

‘Tm 30
o 25 —
o

N 20
15 -

sl ke ln

mg C-CO,
o o1 O

7 14 21 28 35
Tempo (dias)

MAAH OAapAH OApColn

Figura 3. Atividade microbiana em um solo cultivado com arroz irrigado pré-germinado,
com a utilizacao do pirazosulfuron-etil, antes (AAH) e apds a aplicacao do herbicida
(ApAH), e apés a colheita (ApColh). Rio Grande, RS, 2001. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, RS. 20009.

Degradacéao de pirazosulfuron-etil

Houve recuperacao de bactérias degradadoras em placas com SMP200,
no entanto, observou-se maior diversidade de bactérias em placas com
MT. O numero de bactérias com caracteristicas coloniais distintas foi
maior na presenca de manitol como fonte de carbono (MT) do que na
presenca do herbicida como uUnica fonte de carbono. Considerando que
pirazosulfuron-etil foi seletivo para determinados grupos de bactérias,
possivelmente seja uma fonte de carbono de dificil assismila-
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cao pelas mesmas. Isolados bacterianos foram selecionados nestes
meios de acordo com as caracteristicas morfolégicas das col6nias. Os
acessos denominados de SMP1, SMP2, SMP3, SMP4, SMP5, SMP6
e SMP7, apresentaram caracteristicas distintas. Esses acessos encon-
tram-se preservados na Colecao de Culturas de Microrganismos Multi-
funcionais da Embrapa Clima Temperado (CCMMECT) (Figura 4).

Realizaram-se testes taxondmicos que revelaram as seguintes caracter-
isticas morfolégicas das col6nias:

1.Acesso SMP 1: creme, circular, elevada no centro, margem ondulada,
textura superficial lisa e diametro de 3,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes regulares, isolados e em pares.

2.Acesso SMP 2: branca, circular, convexa, margem inteira, textura
superficial lisa e didmetro de 3,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e em pares.

3.Acesso SMP 3: creme, irregular, convexa baixa, margem ondulada,
textura superficial lisa e diametro de 3,0-5,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e filamentos curtos.

4.Acesso SMP 4: creme translicida, circular, convexa baixa, margem
ondulada, textura superficial lisa e didmetro de 2,0-3,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e em pares.

5.Acesso SMP 5: creme, circular, convexa baixa, margem ondulada,
textura superficial lisa e diametro de 1,0-2,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e em pares

15
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6.Acesso SMP 6: creme transllcida, circular, elevada, margem ondula-
da, textura superficial lisa e didametro de 1,5-2,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e em pares.

7.Acesso SMP 7: creme, irregular, convexa baixa, margem levemente
ondulada, textura superficial lisa e didametro de 2,0-3,0 mm.

Morfologia celular: bastonetes curtos, isolados e em pares.

BACTERIAS DEGRADADORAS
DO HERBICIDA

PIRAZOLSUFUROMN-ETIL

Foto: Maria Laura taurino
Figura 4. Acessos SPM1, SPM2, SPM3, SPM4, SPM5, SPM6 e SPM7 preserva-
dos na CCMMECT. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2009.

Realizaram-se testes bioquimicos para a caracterizacao dos grupos bac-
terianos, a fim de compor parametros para enquadramento no Manual
Bergey “s (HOLT et al., 1994) de classificacao sistematica para bac-
térias (Tabela 1). Houve a predominancia de bactérias Gram negativo,
onde sao enquadradas bactérias da familia Pseudomonaceae. Bactérias
do género Pseudomonas podem usar cerca de 90 compostos organi-
cos diferentes como uUnica fonte de carbono e energia (STANIER et al.,
1987).
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Os testes moleculares foram efetuados na Fundacao André Tosello,
Campinas, SP, confirmando a indicacao dos testes bioguimicos, exceto
a cepa SMP3 que foi identificada como Raoultella planticola (Tabela

2). Xu et al. (2008) isolaram de solo contaminado com esse herbi-
cida dois acessos de Pseudomonas sp. e um de Bacillus sp., capazes
de degradar pyrazosulfuron-etil. O principal produto da degradacao

foi detectado e identificado como 5-(N-(4,6-dimethoxypyrimidin-2-
ylcarbamoyl)sulfamoyl)-1-methyl-1H-pyrazole-4-carboxylic acid, basea-
do nos dados do espectro de massas e no padrao de fragmentacao.

Tabela 1. Caracteristicas bioquimicas dos acessos bacterianos degradadores do
herbicida pyrazolsufuron-etil. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 20009.

Testes Bioquimicos

E 7 22 £ | ¥ 5 2F &g ¥ = S E=c Q < Q . P <
¢ 2 58 3 & B 5§ »>3 &5 35 958 s s g 28 38
@ > s®m = 2 & g2 2 8 E= =2 = 0 o o o 36 E o9
a o 8 2 o & s 2 > 2 » @ s Z =< = = S ® >
= o o ® 29 o o - = 3 =] ® a Q
o 179 = @ an ) ) T =~ o «Q «Q 5 2
3 ) @ o > o
- + + - - + + - + + + + + + +
SMP1
smMp2 . + + - - + + - - + + + + + -
SMp3 - + + - - + + - + + + + + + -
Smp4. - + + - - + + - + + + + + + +
SMP5 - + + - - + + - - + + + + + -
SMpPé - + + - - + + - + + + + + + +
SMP7 - + + - - + + - + + + + + + -

Cresc. = crescimento
+ Positivo

- Negativo
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Tabela 2. Identificacao molecular de bactérias degradadoras do herbicida pi-
razosulfuron-etil, por meio de sequenciamento e analise Filogenética de DNAr
16S. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS. 2009.

Acessos Identificacdo

SMP1 Pseudomonas sp.
SMP2 Pseudomonas sp.
SMP3 Raoultella planticola
Basénimo: Klebsiella planticola
SNMIP4 Pseudomonas sp.
SMP5 Pseudomonas sp.
SMP6 Pseudomonas sp.
SMP7 Pseudomonas sp.

(1)Bas6nimo: nome original de uma nova combinacao.

Os resultados demonstraram uma pobre diversidade de microrganismos
degradadores indigenas, predominando bactérias do mesmo género.
Porém, bactérias do género Pseudomonas tém a capacidade de utilizar
um grande numero de compostos organicos complexos e raros como
fonte de carbono e energia. Além disso, Pseudomonas sao capazes de
rapidamente desenvolver novas atividades metabdlicas em resposta a
mudancas nas condicdoes ambientais (BARBIERI, 1990).

Xu et al. (2008) verificaram que, apds um enriquecimento de trés me-
ses, 39 culturas puras resistentes a pirazosulfuron-etil foram isoladas
de amostras de solo de acordo com a sua morfologia. Desses isolados,
trés bactérias capazes de degradar pirazosulfuron-etil foram obtidas e
selecionadas para estudos subsequentes. Os resultados das analises
moleculares mostraram que os acessos eram espécies de Pseudomonas
e Bacillus. Esses géneros sao os principais na populacao microbiana de
ambientes poluidos.

Raoultella planticola (Basénimo: Klebsiella planticola) sao isoladas prin-
cipalmente de ambientes botanicos, aquaticos e solo. Algumas cepas
de K. planticola apresentam capacidade fixar nitrogénio (HOLT et al.,
1994). Um acesso que apresenta alta resisténcia ao cadmio (Cd) foi
identificado como Klebsiella planticola cepa Cd-1, sendo uma excelente
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opcao para biorremediacao acelerada de sistemas contaminados com
altas concentracoes desse metal (SHARMA et al., 2000).

Estudos de degradacao microbiana do herbicida pirazolsufuron-etil sao
muitos escassos no mundo. Em especial, utilizando culturas puras. Con-
tudo, os resultados obtidos nesta pesquisa corroboram com os estudos
de Xu et al. (2008) que avaliaram a degradacao desse herbicida por
espécies puras de Pseudomonas e Bacillus.

Embora pirazosulfuron-etil tenha sido escolhido como uma fonte de
carbono modelo, diferencas na degradacao deste herbicida devido ao
sistema de manejo podem ser usadas como um indicador para caracte-
risticas de outros herbicidas em um GLEYSSOLO HAPLICO Ta Eutréfico
tipico.

Consideracdes Finais

1.0s resultados indicam que pirazosulfuron-etil provoca um efeito esti-
mulatério temporario sobre a atividade dos microrganismos.

2.Bactérias degradadoras do pirazosulfuron-etil sao recuperadas, no en-
tanto, ha predominéancia de espécies do género Pseudomonas, indican-
do que o herbicida é seletivo para outros géneros.

3 Raoultella planticola (Basénimo: Klebsiella planticola) € um germoplas-
ma microbiano com potencial para bioprospeccao de caracteristicas de
interesse agrondmico e industrial.

4. A adocao do sistema de cultivo de arroz pré-germinado, como
pratica para a reducao da infestacao de arroz vermelho em GLEYSSO-
LO HAPLICO Ta Eutréfico tipico, pode ter um efeito limitado sobre as
caracteristicas microbianas e a biodegradacao de herbicidas aplicados
neste solo.
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