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INTRODUCAO

A composicéo das populages de microrganismos presentes no solo é um dos fatores
gue podem afetar, também, o destino dos agrotéxicos no ambiente. Algumas bactérias,
como as do género Pseudomonas, podem degradar até 60% de residuos de agrotoxicos.
Portanto, além de importantes promotoras da estabilidade do solo e manutengdo de
nutrientes, as bactérias podem ser aliadas na descontaminacdo de ambientes e como
consequéncia, na diminuicao do langamento de residuos em efluentes.

Bactérias promovem o equilibrio e sustentabilidade do solo em agroecossistemas,
metabdlica e fisiologicamente (Wakelin et al., 2008), porém, alguns estudos em ambientes
aquaticos tém relatado que comunidades bacterianas séo afetadas pela contaminacéo de
agrotoxicos, causando inclusive a diminui¢cdo na diversidade de espécies (Barreiros et al.,
2011; Pesce et al, 2008). Através da modificacdo na composi¢cdo de espécies
bacterianas, a estabilidade do solo também pode ser afetada.

A combinacéo de diferentes estratégias € necessaria para que a caracterizagdo da
populacdo de microrganismos seja bem representada (Muller et al., 2002). Métodos
convencionais sdo menos eficientes quanto a caracterizagdo da diversidade de micro-
organismos, porém sdo importantes aliados na formacédo de bancos de isolados com
potencial de aplicacdo em controle biolégico, biotecnologia e formulados que podem ser
utilizados diretamente na agricultura (Bascom-Slack et al., 2009; Vaz-Moreira et al., 2011).
Assim como técnicas de PCR e sequenciamento trazem resultados interessantes quanto
a identificacao de espécies.

Devido a importancia econdmica dessa cultura e, constante aumento na produtividade
e areas plantadas, estudos sobre a manutengdo de recursos naturais séo indispensaveis
para a sustentabilidade da produgéo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
residuos de agrotoxicos sobre a dindmica de comunidades de grupos funcionais
bacterianos na agua.

MATERIAL E METODOS

Amostras de agua foram coletadas em duas lavouras orizicolas, cultivadas sob o
sistema pré-germinado, e agudes utilizados como fonte de irrigacéo situados no municipio
de Viam@o, Brasil. Durante o ano agricola 2012/13 foram realizadas amostragens em trés
periodos: apds o preparo do solo, na fase vegetativa e na fase reprodutiva da planta. Em
cada lavoura foi coletada uma amostra composta da lamina de agua das parcelas
orizicolas (até 10 cm) e amostras em duas estratificagcdes dos acudes (até 10 cm e de 50-
100 cm), acondicionadas em frascos esterilizados e conservados a 4°C até serem
realizadas as analises. No momento da coleta foram feitas as medi¢6es da temperatura
da agua e pH utilizando o equipamento Intelligent Meter (INSTRUTHERM PH-1300). As
analises de residuos de agrotéxicos foram realizadas pelo Laboratério de Andlise de
Residuos de Agrotéxicos (LARP), da Universidade Federal de Santa Maria.
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As amostras foram diluidas em solugdo salina estérii em 102 para bactérias
actinomicetos e solubilizadoras de fosfato e, 102 para bactérias heterotréficas e
Pseudomonas, que foram inoculadas em meio Agar Amido de Caseina, meio NBRIP, meio
Agar Plate Count (HIMEDIA) e meio de King B Base (HIMEDIA) respectivamente, em
triplicata. As Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foram contabilizadas com auxilio
de contador de coldnias e posteriormente realizadas as provas bioquimicas de catalase,
uréase, glicose, amido, caseina, esculina, frutose, lactose, galactose, manitol e sacarose.

Foram aplicados os testes de Andlise de Variancia para a comparagao da abundancia
entre 0s grupos, entre grupos e locais e entre grupos e fases da cultura e comparacao das
médias feita através do Teste de Tukey. Ja para a comparacao entre os grupos funcionais
e os residuos de agrotdxicos foi aplicada uma Analise de Correspondéncia Canbnica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os grupos funcionais avaliados neste trabalho foram encontrados tanto nas
lavouras quanto nas fontes de irrigagcdo, porém a abundancia se deu de forma diferente
entre os locais. O maior nimero de Unidades Formadoras de Col6nias (UFC) foi
encontrada nas lavouras, essa diferenca foi comprovada estatisticamente através da
Andlise de Variancia (F= 9,859; gl=1; p<0,005). Demostrando que esse ambiente
heterogéneo é favoravel ao crescimento dos grupos avaliados.

A distribuicdo dos grupos funcionais também foi comparada em relacéo as fases da
cultura, porém estas nao influenciaram os grupos heterotréficas (F=0,264; gl=2; p=0,771),
Pseudomonas (F=0,392; gl=2; p=0,682), Actinomicetos (F=1,655; gl=2; p=0,222) e
bactérias Solubilizadoras de Fosfato (F=0,344, gl=2; p=0,714). A abundéancia, ou seja, a
UFC variou entre os grupos funcionais (F=12,759; gl=3; p<0,001), sendo mais abundantes
as bactérias heterotréficas e género Pseudomonas e, em menor nimero, as bactérias
actinomicetos e solubilizadoras de fosfato. Um pequeno nimero de bactérias do grupo
fluorescentes foi encontrado, mas como estavam em abundancia muito baixa nao foram
incluidas nas analises estatisticas.

Em solos tropicais, a maioria das bactérias séo Gram-positivas, em torno de 70%
(Venkatachalam et al., 2015). Nas amostras de agua, a maior abundancia encontrada foi
de bactérias do género Pseudomonas, que sdo Gram-negativas. Dentre as bactérias
heterotroficas, que também foram abundantes, ndo foi feita a coloragdo pelo método
diferencial de Gram para identificar a frequéncia de Gram-positivas e negativas, mas Van
Bodegom et al. (2001) reporta bactérias do género Pseudomonas como as bactérias
heterotroficas mais abundantes em solo de lavoura de arroz. Fatores como adigdo de
fésforo e nitrogénio através de fertilizantes podem provocar um aumento de bactérias
heterotroficas em lavouras de arroz (Barreiros et al.,, 2011), dentre elas as do género
Pseudomonas.

O perfil bioquimico dos grupos funcionais demonstrou requisicdo nutricional
diferenciada entre os grupos. Bactérias heterotréficas apresentaram frequéncia mais baixa
de resultados positivos para a prova de uréase (38,2%), enquanto os demais grupos
estavam todos acima de 70%. Bactérias solubilizadoras de fosfato tiveram frequéncia de
resultados positivos, mais baixa para as provas de catalase (77,4%), glicose (75,5%),
amido (43,4%), caseina (52,8%), esculina (60,3%), frutose (64,1%), galactose (52,8%) e
lactose (64,1%). Para a produgdo de gas na prova de glicose, onde todos os grupos
ficaram com resultados abaixo de 14% enquanto bactérias que solubilizam fosfato
apresentaram cerca de 40% de resultados positivos. O grupo com maior frequéncia de
resultados positivos foi de bactérias actinomicetos. Elas tiveram maior frequéncia positiva
para catalase (98,9%), amido (68,8%), frutose (95,7), lactose (91,4%), manitol (76,3%) e
sacarose (91,4%).

A soma dos dois primeiros eixos da CCA foi de 74,1%. Apenas propoxur mostrou ter
uma correlagdo média com o eixo 2 (0.389), influenciando bactérias solubilizadoras de
fosfato e Pseudomonas spp. (Figura 1). Carbendazin teve correlacéo baixa e negativa com



o0 eixo 1 (-0.257), assim como temperatura (-0.225). Metrsulfuron apresentou correlagéo
baixa e positiva ao eixo 2 (0.170) assim como pH (0.162).
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Figura 1. Diagrama de ordenacéo produzido pela Andlise de Correspondéncia Candnica
(ACC). As espécies estao representadas por circulos (¢), os locais por tridangulos (A ) com
abreviacdo: L1 (lavouralocal 1), L2 (lavoura local 2), V (fase fenoldgica vegetativa), R (fase
fenologica reprodutiva). Os residuos representados pelo simbolo (+) com abreviagdo
Carbenda (carbendazim), Propoxur (propoxur), Metsulfu (metsulfurom metilico), Carbofur
(carbofurano), Clomazon (clomazone). Analise realizada através do software PCord 6.

A quantidade aplicada, o tempo de exposi¢édo ao produto, assim como o nimero de
repeticbes também gera uma resposta diferenciada dos microrganismos. Bactérias
normalmente tem uma resposta de recuperagao rapida a aplicagdo, até mesmo podem ter
uma resposta adaptativa da comunidade quando a frequéncia da aplicacdo é alta,
tornando-se mais resistentes a toxicidade (Imfeld and Vuilleumier, 2012).

Nesse trabalho, as maiores concentragbes de residuos de agrotoxicos foram
encontradas na fase fenolégica da planta correspondente a vegetativa. Apenas para o
grupo de actinobactérias foi possivel perceber que ocorre decréscimo nas atividades de
catalase, glucose, esculina, galactose, manitol e sacarose, justamente na fase de maior
concentracdo de quimicos. Pois essas atividades aparecem em niveis altos antes da
aplicacao, baixam no periodo de maior concentragéo de quimicos e tornam a aumentar na
fase reprodutiva. Para os demais grupos esse efeito néo fica evidenciado.

Testes mais especificos com actinobactérias podem inferir mais diretamente se o
efeito da diminui¢do na atividade metabdlica € decorrente da aplicacdo de agrotoxicos e,
se confirmado, elas poderiam ser utilizadas como bioindicadoras em ambientes agricolas,
j& que sdo mais sensiveis a alteracdes quimicas e bioldgicas no ambiente, provocadas por
agrotéxicos.

CONCLUSAO

Os resultados gerados pela CCA indicam que os residuos de agrotdxicos pouco afetaram a
abundancia dos grupos funcionais avaliados. Somente Propoxur mostrou ter correlacao
média com bactérias solubilizadoras de fosfato e Pseudomonas spp. Porém, a diminuicdo do



metabolismo de bactérias actinomicetos durante a fase vegetativa. Nesse periodo, foram
encontradas as maiores concentragdes de residuos de agrotoxicos na lamina d’agua das
lavouras.
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