UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DE HERBICIDAS NA MICROBIOTA DO SOLO

EM SISTEMA FECHADO

Grisel Mariom Fernandez Childs
Engenheira Agrénoma

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Janeiro de 2007



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

EFEITOS DE HERBICIDAS NA MICROBIOTA DO SOLO

EM SISTEMA FECHADO

Grisel Mariom Fernandez Childs

Orientador: Prof. Dr. Robinson Antonio Pitelli
Co-orientador: Prof Dr. Galdino Andrade

Tese apresentada a Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias — Unesp, Campus de
Jaboticabal, como parte das exigéncias para a
obtengdo do titulo de Doutor em Agronomia
(Producao Vegetal).

JABOTICABAL — SAO PAULO — BRASIL
Janeiro de 2007



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

GRISEL MARIOM FERNANDEZ CHILDS nasceu na cidade de Paysandu -
URUGUAY, formando-se Engenheira Agrébnoma pela Facultad de Agronomia de la
Universidad de la Republica Oriental del Uruguay, em 1979. Concluiu seu mestrado em
Producao Vegetal pela Universidade Estadual Paulista Campus de Jaboticabal no ano
de 1995 e iniciou seu doutorado na mesma darea e local em 2003. Desde 1980
desempenha-se como docente e pesquisadora da Facultad de Agronomia de la
Universidad de la Republica Oriental del Uruguay. E atualmente Professora responséavel

da Unidade de Malezas do Departamento de Proteccidén Vegetal.



v

A Bernardo, pelo amor,
pelo apoio permanente

OFERECO

Aos meus adorados filhos, Martin e Pedro
A minha querida mae, Ida

DEDICO



AGRADECIMENTOS

Ao amigo e orientador professor Dr. Robinson A. Pitelli pelos ensinamentos
técnicos e pessoais.

Ao Dr. Galdino Andrade pelos aprendizados e pela solidariedade demonstrada.

Aos professores Dr. Joaquim Goncalves Machado Neto, Dr. Luiz Lonardoni
Foloni, Dr. Marcus Barifouse Matallo, pelas sugestdes feitas na banca examinadora
que contribuiram para melhoria do presente trabalho.

Ao professor Dr. Pedro Luis da Costa Aguiar Alves pelo incentivo, pelo apoio
constante.

Ao professor Dr. Wanderley José de Melo por disponibilizar materiais e
equipamentos tao importantes e essenciais para 0 andamento da presente pesquisa e a
Dra. Valéria Peruca de Melo pelos aportes e disposicao permanentes.

A turma toda do Laboratério Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em
Matologia pelo apoio, em especial aqueles com os que mais comparti Claudia, Elainne,
Lé, pelo carinho dispensado, pelos momentos convividos.

As minhas amigas Ana e Maria do Carmo pela compreenséo, pelo otimismo.

A Flavia que sempre esteve tio perto, pelo seu apoio, pelo carinho.

A Juona e @ Ménica pela sua incondicionalidade, por estar sempre ali, mesmo a
distancia.

A Fernando um uruguaio de lei, por todo quanto me ajudou, pela sua enorme
bondade.

A Brasil, a todos, o meu muito obrigado.



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGCAO

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A importancia da preservacao da microbiota
2.2 Impacto dos herbicidas sobre a microbiota

2.3 Métodos para avaliagao dos efeitos dos herbicidas sobre a microbiota e

processos biolégicos do solo

2.3.1 Parametros utilizados para a determinacdo de efeitos sobre a

microbiota do solo
2.3.1.1 Indicadores de atividade
2.3.1.2 Indicadores de quantidade
2.3.1.3 Indicadores de densidade/diversidade
2.3.2 Escala a utilizar nos estudos de avaliacao.
3. MATERIAL E METODOS.
3.1 Solo
3.1.1 Determinacao de peso seco e capacidade de campo
3.1.2 Herbicidas
3.2 Descrigédo dos tratamentos e delineamento experimental
3.3 Determinacdes
3.3.1 Determinacao de Respiracédo Basal.
3.3.2 Determinagéao da Mineralizacao do Nitrogénio
3.3.3 Determinacgéo da Atividade da Desidrogenase
3.3.4 Determinacao da Hidrolise de FDA
3.3.5 Determinagéo da densidade de microrganismos.
3.3.6 Analise estatistica
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Pagina

viii

aa ~ =

13
15
16
18
18
19
19
19
22
22
23
23
23
24
25
27

Vi



4.1. Experimento 1

4.2. Experimento 2

4.2.1 Respiracao basal

4.2.2. Atividades enzimaticas

4.2.3. Mineralizag&o de nitrogénio
4.2.4. Quantificacao de microrganismos
5. CONCLUSOES

6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

27
33
33
39
41
43
49
51

vii



viii
EFEITOS DE HERBICIDAS NA MICROBIOTA DO SOLO

EM SISTEMA FECHADO

RESUMO

Avaliou-se o efeito de oito herbicidas em duas concentracdes (2 e 10 vezes a
dose media recomendada por hectare) sobre a microbiota de solo. Os herbicidas
(bentazon, metolachlor, trifluralin, imazethapyr, imazethapyr+lactofen, haloxyfop-methyl,
glyphosate e chlorimuron-ethyl) foram selecionados em fungc&o dos resultados de um
estudo prévio. Como bioindicadores de atividade se utilizou: respiracao microbiana,
quantificando-se a emissao de CO, aos 2, 4, 8, 12, 16, 20, e 24 dias de incubacao,
mineralizacdo de nitrogénio, atividade da enzima desidrogenase e a hidrolise do
diacetato de fluoresceina (FDA), aos 8 e 28 dias. Também se estimou diversidade
microbiana. Bentazon e a mistura de imazethapyr+lactofen, na maior concentracao, € o
haloxyfop-methyl nas duas concentragbes, apresentaram efeitos inibitérios na
respiracdo microbiana, embora diferentes em época e duragdo do efeito. Na
mineralizacao de nitrogénio ndo foi possivel detectar efeitos dos tratamentos. Nenhum
dos tratamentos herbicidas afetou a hidrélise do FDA. A atividade da desidrogenase
mostrou comportamento variavel aos 8 e 28 dias, com resultados de inibicdo e de
estimulo. Somente o herbicida metolachlor 10x causou inibicdo na quantidade de
fungos, o0s restantes efeitos detectados resultaram em incrementos dos
microrganismos. A Unica correlacdo significativa encontrada foi entre a atividade da
desidrogenase e a respiracao basal aos oito dias de incubacao
Palavras-chave: bentazon, desidrogenase, FDA, haloxyfop-methyl, imazethapyr +

lactofen, respiragdo microbiana.
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HERBICIDES EFFECTS ON SOIL MICROBIOTA ACTIVITY

SUMMARY

The effects of eight herbicides on soil microorganism activity were evaluated at
two concentrations: 2x and 10x the recommended doses for each product in soybean.
These herbicides were selected through the results of a prior experiment were 17
herbicides were tested. The selected herbicides were: bentazon, metolachlor, trifluralin,
imazethapyr, imazethapyr+lactofen, haloxyfop-methyl, glyphosate e chlorimuron-ethyl.
To study the microorganism activity the following parameters were measured: CO. soil
production until 28 days of incubation, nitrogen mineralization rate, dehydrogenase and
FDA activities, at 8 and 28 days of incubation. The functional microbe diversity also was
investigated. Bentazon (10x) and the mix imazethapyr+lactofen (10x) and haloxyfop-
methyl at both concentrations, reduced the CO2 production, although with differences in
timing and duration. No effects of the herbicides could be detected on nitrogen
mineralization or FDA hydrolyses. Variable effects involving inhibition or stimulation were
detected in the dehydrogenase activity according on herbicide, concentration and period
of incubation. Only metolachlor (10x) had inhibition effects on the soil fungi population;
the other herbicides promoted increases on microorganism populations. Only
dehydrogenase activity and soil respiration at 8 days correlated significatively.

—Keywords: Bentazon, dehydrogenase, FDA, haloxyfop-methyl, imazethapyr+lactofen,

soil respiration.



1. INTRODUCAO

A produtividade liquida, assim como a sustentabilidade dos agroecossistemas, a
longo prazo, baseia-se na intermediacdo microbioldgica. A preservacao da integridade
da capacidade metabdlica da microbiota é considerada um requerimento fundamental
para a manutencao da qualidade de solo (Alef & Nannipieri, 1995). No entanto, tem-se
comprovado que as praticas de manejo associadas a intensificacdo da agricultura
(Giller et al., 1997) e, particularmente, as associadas a utilizacdo de pesticidas
(Waiwright, 1978, Moorman, 1989 e Wardle & Parkinson, 1991) podem alterar
expressivamente a funcionalidade da microbiota, pela influéncia tanto na quantidade
como na atividade dos microorganismos no solo.

O uso de herbicidas € um fator importante da agricultura atual. As elevadas
perdas de produtividade ligadas a interferéncia das plantas daninhas, assim como a
inexisténcia de alternativas de igual eficacia para a solucao deste problema, fazem dos
herbicidas uma pratica essencial e generalizada. Por igual razdo, o controle de plantas
daninhas tem-se constituido em um dos principais fatores antropogénicos com
potencialidade de alterar a microbiota dos solos agricolas (Sanino & Gianfreda, 2001).

Os resultados das pesquisas desenvolvidas nas ultimas décadas neste assunto
assinalam uma ampla variabilidade nos efeitos dos herbicidas na microbiota do solo,
tanto na natureza como na magnitude, em funcéo, principalmente, do herbicida e das
doses utilizadas.

Embora se considere que a maioria dos herbicidas é potencialmente tdéxica em
elevadas concentracdes, os impactos para doses reais estao relacionados com algum
grupo de microrganismos ou processo metabdlico especifico e sao transitérios, variando
no tempo requerido para a recuperacdo dos efeitos (Edwards, 1989; Wardle &
Parkinson, 1990). Por outro lado, o processo bioquimico do solo alterado pela agéao
herbicida pode ser fundamental na determinacao da produtividade de uma cultura ou
sistema de culturas em particular, independente do potencial de recuperacéo posterior.
O uso repetido de herbicidas do mesmo grupo quimico por extensos periodos, sem
considerar os intervalos requeridos para a devida recuperacdo da funcionalidade da



microbiota do solo, pode desencadear alteracdes de dificil reversibilidade (Wardle et al.,
1994).

Estas consideracdes enfatizam a necessidade de gerar informacédo especifica
para os distintos herbicidas.

Os estudos em laboratério, embora dificilmente considerem a multiplicidade de
fatores que atua nas condicdes reais, constituem uma primeira etapa de importante
valor exploratério e uma forma eficiente de revelar rapidamente efeitos potenciais
(Schloter et al., 2003).

Para este tipo de estudos é proposta a utilizacdo de bioindicadores genéricos,
tais como medidas da respiracao microbiana, mineralizacao de algumas substancias e
atividades de diferentes enzimas, que permitam a interpretacdo de reacbées nao so6 de
populacdes individuais, mas também de comunidades e biocenoses (Moorman, 1994,
citado por Andréa & Hollweg, 2004) e aportam informacbes de utilidade quanto a
atividade biolégica no solo (Paul & Clark, 1996). No entanto, considerando a
multiplicidade de componentes microbioldgicos e processos bioquimicos no solo, o mais
indicado é a utilizacdo de um grupo minimo destes bioindicadores (Carter, 1992).

No Brasil houve grande expansao e modernizacao da agricultura, especialmente
na cultura da soja, a qual é cultivada desde o Rio Grande do Sul até a Hiléia Amazbnica
e tabuleiros Maranhenses. A cultura da soja é caracteristica de grandes areas e de uso
intensivo de insumos, incluindo os herbicidas. Pela intensidade de uso e extensdo das
areas aplicadas com herbicidas na cultura da soja, a sociedade passa a demandar
informacdes que permitam inferir sobre possiveis efeitos ambientais de curto e longo
prazo, os quais, em Ultima analise, afetariam a sustentabilidade do agroecossistema e o
préprio agronegécio.

Assim, o presente trabalho foi conduzido visando avaliar os efeitos de
concentragdes referentes a 2x e 10x das doses recomendadas dos herbicidas
bentazon, metolachlor, trifluralin, imazethapyr, imazethapyr+lactofen, haloxyfop-methyl,
glyphosate e chlorimuron-ethyl sobre a evolugdo de CO,, mineralizacdo de nitrogénio,
atividades enzimaticas no solo e densidades de grupos funcionais microbianos em

amostras de solo. A selecdo dos herbicidas estudados resultou da analise de um



experimento prévio, no qual foram avaliados os efeitos de 17 herbicidas na

mineraliza¢ao de carbono.



2. REVISAO DE LITERATURA.

2.1. A importancia da preservacao da microbiota

Os microrganismos sédo de extrema importadncia nos processos biogeoquimicos
do solo, apesar de ocuparem menos que 1% do volume. A microbiota do solo é
responsavel pela execucao e controle de fungdes essenciais, como a decomposicao da
matéria organica, producao de humus, ciclagem de nutrientes, fluxo de energia, fixacdo
de nitrogénio atmosférico, solubilizagcdo de uma série de compostos essenciais, como o
fosforo, producao de compostos complexos que causam agregacao do solo,
decomposicao de xenobi6ticos e, também, controle biolégico de pragas e doencas
(Moreira & Siqueira, 2002).

O envolvimento nestes processos vitais do ecossistema edafico explica a
essencialidade da microbiota na determinacdo da qualidade do solo e,
conseguentemente, na producao agricola e salde ambiental.

Tanto a produtividade liquida como a manutencdo da sustentabilidade dos
agroecossistemas, a longo prazo, baseia-se na intermediacdo microbiologica. Deste
modo, a conservacdo da integridade da capacidade metabdlica da microbiota é
considerada como um requerimento fundamental para a preservacdo da capacidade
produtiva dos solos (Alef & Nannipieri, 1995).

A manutencao da integridade da capacidade metabdlica dos microrganismos no
solo, ao ponto que permita o normal desenvolvimento dos processos edéficos, implica a
preservagao tanto da densidade como da diversidade dos mesmos (Bromilow et al.,
1996). Ambas, quantidade e diversidade, variam fundamentalmente, em funcdo de
caracteristicas edaficas, climaticas e de colonizacdo bidtica e sdo, desta forma,
especificas para os distintos ambientes naturais.

No entanto, a acdo do homem, ao transformar zonas florestais em &reas
agricolas e, além disso, adicionando xenobibticos, pode alterar expressivamente os
tamanhos e as composi¢cées das comunidades de microorganismos adaptadas aos
diferentes solos (Paul & Clark, 1996).



As pesquisas desenvolvidas nesta area, nas ultimas décadas, tém comprovado
alteracdes significativas tanto na biomassa como na atividade microbiana dos solos por
efeito de praticas de manejo associadas a intensificacdo da agricultura (Giller et al.,
1997), perturbacdo de solo (Beare et al.,, 1995, Carter, 1992), adicdo de fertilizantes
(Kinney et al., 2005) e utilizacdo de agrotdxicos (Waiwright, 1978, Moorman, 1989 e
Wardle & Parkinson, 1991)

Segundo Powlson et al. (1987), mudancas nos parametros microbianos
constituem um alerta antecipado da perda de qualidade de solo. Por tanto, a partir dos
mesmos, € possivel, além das avaliagdes retrospectivas, a implementacao prospectiva
do manejo sustentavel para os fatores com impacto potencial, uma vez gerada a

informacao especifica (Hofman, 2003).

2.2. Impacto dos herbicidas sobre a microbiota.

A literatura neste tépico mostra uma grande variabilidade de resultados
registrando tanto efeitos de inibicado como de promocao, ambos de variavel magnitude
e, freqiientemente, de dificil interpretacao (Moorman, 1989).

Segundo Moreira & Siqueira (2002), as dificuldades ao abordar os estudos sobre
0s impactos dos pesticidas sobre a microbiota e processos biolégicos do solo
relacionam-se com a natureza, heterogeneidade e dindmica dos efeitos e respostas
adaptativas das populagdes microbianas do solo.

Em geral, os estudos “in vitro” revelam que a maioria dos herbicidas, quando
utilizados em altas concentracées sdo potencialmente téxicos para os microrganismos,
sendo freqliente a comprobacéao de efeitos inibitérios na quantidade de microrganismos
ou em sua atividade. Assim, Olson et al. (1984), citados por Moreira & Siqueira (2002),
estudando o efeito da trifluralina, em concentragdes de até 100 mg g de solo, sobre o
crescimento de vinte espécies de fungos e vinte e uma espécies de bactérias em
cultura pura, ndo observaram efeito inibitério apenas para os fungos Mortierella
isabellina e duas espécies de Penicillium.



Varias outras pesquisas avaliando impactos de herbicidas sobre a densidade de
espécies ou grupos de microrganismos corroboram com esta observacdo. Como
exemplos poderiam ser citados os resultados da inibicdo de bactérias anaerdbicas
fixadoras de N. (Allievi et al., 1996) e de bactérias e fungos celuloliticos (Marsh et al.,
1978) como conseqliéncia da acado do bentazon, as inibicdes de fungos micorrizicos
com trifluralina (Kelley & South 1978) assim como a toxicidade do imazethapyr ao
Rhizobium leguminosarum pv viciae (Royuela et al., 1997).

As respostas observadas para 0s processos microbianos sao menos
consistentes que as relacionadas a densidades de microrganismos. Devido a
caracteristica “redundancia funcional” que apresentam as biocenoses dos solos, mesmo
que um produto iniba certos microorganismos, funcdes globais como atividade
heterotréfica medida pela liberacdo de CO,, podem néo ser afetadas.

Assim, com freqUéncia, os estudos ndo conseguem detectar relagdes entre a
diversidade de microrganismos e parametros de atividade microbiana. A reducao de um
OU uns poucos grupos de espécies, pode ser compensada pelo crescimento de outros,
resultando minimamente afetado o total de processos no solo (Nannipieri et al., 2003).

Exemplo deste tipo de resposta ocorre com o glyphosate, o qual, mesmo inibindo
o crescimento de alguns fungos, pode incrementar, em altas concentracdes, a
biomassa (Stratton & Stewart, 1992; Wardle et al.,1994) ou a atividade microbiana do
solo (Haney et al., 2000; Busse et al., 2001) como resultado da ativa mineralizagéo do C
e do N por bactérias que utilizam o herbicida como fontes de carbono e energia.

A atividade dos microrganismos nos solos é a principal determinante da
degradacao dos herbicidas. Da mesma depende basicamente tanto a taxa como a
extensdo nas quais os herbicidas sdo degradados.

Na degradacao os herbicidas podem atuar de duas formas sobre a microbiota do
solo. De um lado podem atuar como substrato para o seu crescimento e por outro lado
também podem influenciar os microrganismos responsaveis pela degradacao. (Cork &
Krueger, 1991).

A participagdo microbiana na degradagdo de xenobidticos no solo, em geral,

envolve a utilizacdo de sistemas enzimaticos que, bioquimicamente, transformam o



agrotéxico em nutriente e fonte de energia. As enzimas podem ser intracelulares,
necessitando que o produto seja absorvido, ou extracelulares quando sdo secretadas
ou liberadas pelos microrganismos para a solucdo do solo circunvizinha, de onde se
encontram e, assim, podendo reagir com as moléculas de agrotoxicos (Bollag, 1974).

Bactérias e fungos tém sido descritos como os principais degradadores de
herbicidas sendo responsaveis pela transformacao completa do pesticida dando origem
a CO,, agua e sais minerais, ou incompleta, dando origem a metabdlitos. Normalmente,
os metabdlitos formados sdo menos tdxicos, embora ocasionalmente ocorra formacao
de produtos mais tdxicos do que a molécula original (Monteiro, 2001).

Os microrganismos exibem duas estratégias diferentes para a metabolizacao dos
herbicidas que sdo o catabolismo e o cometabolismo. No catabolismo o herbicida
absorvido é quebrado em moléculas menores gerando energia. Consequentemente, a
biomassa microbiana aumenta a custa do substrato e este diminui consideravelmente.
No cometabolismo, o pesticida é transformado por reagcdes metabdlicas, mas nao serve
como fonte de energia para os microrganismos. Por tanto, € necesséario um substrato
secundario biodegradavel como fonte de carbono e energia. Normalmente néo ocorre a
transformacao completa da molécula herbicida (Alexander, 1981).

A taxa de degradacdo de herbicidas assim com sua influencia sobre os
microrganismos é condicionada pela disponibilidade do herbicida em solo.

Lehr et al. (1996), avaliaram a mineralizagao do herbicida isoproturon em solo e
sua relacdo com a atividade e biomassa microbiana. Observaram que a biomassa e a
atividade correlacionaram-se com a mineralizacdo do isoproturon livre no solo,
enquanto na fracdo do composto ligado ndo houve correlacao entre mineralizagao e os
parametros microbianos.

Um aspecto adicional de importancia na avaliagdo dos impactos é a
consideracao da reversibilidade dos efeitos dos pesticidas no solo.

Domsch et al. (1983), citados por Moreira & Siqueira (2002), analisaram um total
de 48 estudos publicados para considerar o tempo necessario para a comunidade
microbiana se recuperar do estresse promovido pelos pesticidas. Verificaram que em 30
casos avaliados houve recuperacao em menos de 30 dias e que apenas em dois casos



foram necessarios mais de 60 dias para a recuperacdo da populacdo ao nivel da
testemunha. Concluiram que, de modo generalizado, os efeitos dos pesticidas sobre a
biota sdo de curta duracao.

Por outra parte, embora facilmente demonstraveis em condi¢des controladas, em
condiciones reais os efeitos sobre a microbiota apresentam grande variabilidade em
funcdo da complexidade das interagdes dos multiplos fatores envolvidos e, por isso, sdo
de dificil detecgao.

Fatores como a natureza quimica do herbicida em interacdo com a dose,
momento e forma de aplicacao, tipo de solo, cultura estabelecida e manejos culturais,

podem alterar fortemente as respostas.

2.3. Métodos para avaliacao dos efeitos dos herbicidas sobre a microbiota e

processos bioldgicos do solo

As detecgdes dos efeitos dos pesticidas dependem da maneira como 0s
impactos sdo avaliados. O grau de sensibilidade de um determinado parametro
depende do produto, da sua especificidade como biocida, modo de acdo e da
concentragéo, sendo, portanto, muito impreciso fazer generalizacées.

Nao existem respostas mais apropriadas para avaliar o impacto dos xenobioticos,
mas sempre se deve optar por aquelas relacionadas ou indicadoras de fungdes
essenciais a produtividade do ecossistema (Moreira & Siqueira, 2002).

Para estudos de tipo geral, e considerando a multiplicidade de microrganismos e
processos biolégicos no solo, o mais indicado é a utilizagdo de um grupo minimo destes
bioindicadores (Carter, 1992).

Em geral, os microrganismos de solo respondem rapidamente a estresses
através de mudancas nas taxas de atividade, na biomassa e na diversidade (Schloter et
al., 2003).

Como conseqléncia, os parametros utilizados para a determinagédo dos impactos
de xenobidticos na microbiota pertencem a alguma das seguintes categorias: (a)
indicadores de atividade ou funcionalidade dos microrganismos como respiracao global,



mineralizacao do nitrogénio ou atividades enzimaticas; (b) indicadores de quantidade,
como a biomassa microbiana e as contagens em meios de culturas, e (c) indicadores de
diversidade quando se determinam as alteragbes na estrutura das comunidades
microbiana (Hofman, 2003).

2.3.1. Parametros utilizados para a determinacao de efeitos sobre a microbiota do
solo

2.3.1.1. Indicadores de atividade

No caso das avaliagdes de atividade microbiana, os métodos se relacionam com
diferentes procedimentos bioquimicos que permitem detectar processos metabdlicos
das comunidades de microrganismos. Os mais frequentemente utilizados sdo as
determinacdes da respiracao basal, a partir da evolugdo de CO,, a mineralizacao do N
e ensaios enzimaticos, nos quais sao catalisadas transformacdes de substratos
especificos para a estimativa da atividade de enzimas.

A respiracdo basal e uma boa estimativa da respiracdo microbiana, sendo que a
contribuicdo de organismos ndao microbianos é desprezivel, e, geralmente representa a
decomposicdo do material organico (Garcia et al.1994). E medida sem a adigdo de
substrato ao solo, e é avaliada pela produgdo de CO. ou pelo consumo de O, em
amostras de solo intactas

Paul & Clark (1996) consideram a técnica de medicao de evolugdo de CO, como
a mais sensivel dentro das técnicas para quantificacao de respiracao.

Alteracbes da respiracdo microbiana podem refletir mudangas na matéria
organica do solo, mudangas na reciclagem de nutrientes, impacto de fatores de solo
assim como o impacto de xenobiédticos introduzidos ao solo. Por tanto, ao interpretar
resultados neste parametro deve-se ter em consideragdao também a possivel influéncia
das propriedades do solo (Hofman, 2003).

Os estudos de efeitos de poluentes em solos citam freqlientemente diminuicoes
na respiracao. No entanto, a interpretacdo desses decréscimos ndao sempre € facil, a
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medida em que os niveis de respiracao refletem também os requerimentos energéticos
da microbiota. A energia de manutencdo das comunidades microbianas se incrementa
em respostas a estresses de fatores antropogénicos ou naturais e, em consequéncia,
aumentam-se os requerimentos das fontes de energia (Killham, 1985).

As relacbes entre respiracdo e biomassa também podem apresentar dificuldades
de interpretacdo. Nsbimana et al. (2004) utilizaram a respiracdo basal e a biomassa
microbiana para avaliar o efeito de diferentes tipos de usos de solo. Os solos araveis
embora apresentando menores valores de biomassa microbiana, apresentaram maiores
estimativas de respiracao basal quando comparados com solos de menor perturbacao,
sugerindo a presenca de poucos grupos funcionais, mas de alta atividade metabdlica na
comunidade microbiana. Por outra parte, nos solos de menor perturbacédo, neste caso
solos sob florestas, embora apresentassem maiores conteludos de carbono organico
foram estimadas menores producdes de CO,. Segundo citam os pesquisadores deste
trabalho, é freqliente que exista inibicdo da atividade dos microrganismos devido a
presenca de aleloquimicos em solos florestados.

A mineralizacdo de nitrogénio é outra das caracteristicas propostas para
estimativa da atividade microbiana. E um processo essencial ao ecossistema solo e,
portanto, indicador de qualidade. Entretanto, com freqiiéncia, resulta em uma estimativa
de baixa sensibilidade.

Em experimentos de campo, a estimativa da atividade microbiana através de
avaliac6es de mineralizacdo de nitrogénio somente € possivel ap6s de longos periodos
de incubacdo. As mudancas significativas se produzem somente a partir da semana
quatro ou oito (Schloter et al., 2003). Em periodos tdo prolongados € inevitavel que
ocorram variacbes nas condigdes de solo, as quais terminam influenciando os
resultados.

A atividade de varias enzimas pode ser medida no solo “in situ” ou “ex-situ”
visando determinar atividade microbiana. Entre as mais estimadas encontram-se a
desidrogenase, a &-dicosidose, fosfatasses ou grupos variodos de enzimas, como NOo
caso da hidrolises do diacetato de fluoresceina, que permite obter informacao tanto de

exo-enzimas como enzimas ligadas as membranas (Hofman, 2003).
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A sensibilidade destes métodos € variavel. Partindo-se de uma analise empirica
das respostas relatadas em 734 estudos com 71 pesticidas diferentes e 25 processos
biolégicos Domsch (1984), citado por Moreira & Siqueira (2002), relata que a atividade
da fosfatase &cida, degradacdo da matéria orgénica e nitrificacdo sao indicadores
sensiveis e a atividade da urease e a fixagdo ndo simbiética de No sado insensiveis.
Outras caracteristicas como amonificacdo, producdo de CO,, absorcdo de O, e
atividade da desidrogenase sao de sensibilidade intermédia.

A andlise da atividade dos microrganismos de solo através de analises
enzimaticas sé permite avaliar a atividade potencial e, considerando-se a redundancia
funcional do ecossistema solo, o resultado pode nao ter estreita relacdo com a
biodiversidade microbiana.

Se as enzimas do solo sdo indicadoras de qualidade do solo, ndo esta claro
guantas enzimas seriam necessarias para representar uma boa qualidade.

Uma das andlises enzimaticas a partir da qual é possivel se obter informacao
sobre varias enzimas freglientes nos solo é a quantificacao da hidrélise de FDA.

As estereases, lipases e proteases que hidrolisam o diacetato de fluoresceina
FDA sao abundantes no solo e a capacidade de hidrolisar o FDA € generalizada entre
os fungos e bactérias. Portanto, a quantificacdo da hidrélise fornece boa estimativa da
atividade microbiana total (Silva et al., 2005).

A técnica da hidrolise do FDA foi descrita inicialmente como um método simples
para descrever e avaliar a atividade de lipases na presenca de outras estereases. Em
1980, Swisher & Carroll demonstraram que o total da producao de fluoresceina pela
hidrélise do diacetato de fluoresceina foi diretamente proporcional ao crescimento da
populacdo microbiana e em 1982, foi usado por Schnirer & Roswall para determinar a
atividade microbiana em solo (Adam & Duncan, 2001).

O diacetato de fluoresceina é hidrolisado pela atividade de ambos os tipos de
enzimas, livres e intracelulares, liberando fluorescéncia, a qual é quantificada por
espectrofotometria.

A quantificacdo do FDA para avaliacbes em solos tem limitacdes relativas a
textura. Tem-se observado uma baixa atividade em solos com elevado conteudo de
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areia dificultando a medicao, e variando para o tipo de solvente usado. Adam & Duncan
(2001), provaram que a combinac¢dao de methanol e cloroformio usada como solvente é
mais eficiente quanto a hidrélise e a quantificacdo no espectrofotobmetro para todo tipos
de solo, comparada com acetona, solvente tradicionalmente usado. Outros parametros
foram otimizados para a reagdo de hidrélise em amostras de solo, como pH,
temperatura de incubacéo, quantidade de solo, tempo de incubacao total e preparagao
de substrato.

As enzimas que hidrolisam FDA, por serem extracelulares, geralmente estdo
protegidas da degradacao pela adsor¢do as argilas ou substancias humicas e assim
podem se acumular. Essas enzimas imobilizadas pelos colbéides do solo podem nao ser
tdo sensiveis como as associadas as células microbianas (Nannipieri 1994, citado por
Silva et al., 2005).

Diferengas no uso do solo relacionadas as mudangas no conteudo de matéria
organica tém importantes efeitos na atividade e diversidade da comunidade microbiana
de solo. Nsabimana et al. (2004) confirmaram maior atividade hidrolitica de FDA em
milho e azevém comparado com outros usos menos intensivos do solo.

A atividade da desidrogenase € considerada indicador do metabolismo oxidativo
dos solos e, assim, da atividade microbiana. Malkome (1987) citado por Dick (1992),
recomenda seu uso como teste de rotina com agrotoxicos, uma vez que a
desidrogenase permite determinar com sensibilidade a atividade microbiana em 1 ou 2
dias em experimentos de laboratério.

Este parametro é especialmente importante em avaliagbes de solos com alta
porcentagem de areia e baixo conteldo de matéria organica, nos quais a atividade
enzimatica do solo depende fundamentalmente de enzimas intracelulares como a
desidrogenase (Burns, 1982).

O teste de desidrogenase pode também ser utilizado para quantificar a
respiracdo de microrganismos de solos in situ. Uma das limitantes da metodologia é o
cuidado que se deve prestar no momento das avaliagdes para ndo permitir a entrada de
oxigénio, porque atua como aceitador de elétrons, afetando a atividade da enzima.

Outra limitante esta relacionada com as variagdes na textura de solo, podendo causar
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dificuldade na obtencdo de uma boa estimativa. Testes conduzidos com amostras
saturadas de umidade evitam a entrada de oxigénio no sistema; por isso, € importante
na determinacédo da atividade da desidrogenase em amostras de solo a correcao por
contetdo de umidade (Casida et al., 1964).

As respostas observadas para 0s processos microbianos sao menos
consistentes que as relacionadas a densidades de microrganismos. Devido a
caracteristica “redundancia funcional” que apresentam as biocenoses dos solos, mesmo
que um produto iniba certos microrganismos, funcbées globais, como atividade
heterotréfica medida pela liberacdo de CO,, podem néo ser afetadas.

Assim, com freqléncia, os estudos ndo conseguem detectar relagdes entre a
diversidade de microrganismos e a decomposicao da matéria organica. A reducao de
um, ou, uns poucos grupos de espécies, pode ser compensada pelo crescimento de
outros, resultando minimamente afetado o total de processos no solo (Nannipieri et al.,
2003).

2.3.1.2. Indicadores de quantidade

A quantidade pode ser avaliada a partir de contagens ou a partir da estimativa da
biomassa microbiana. Os métodos de contagens podem ser diretos ou indiretos. As
contagens diretas apresentam importantes limitagdes na execucado, constituindo uma
técnica extremadamente trabalhosa. As contagens indiretas em meios de cultura
apresentam, por sua vez, outra limitagdo séria. Estima-se que s6 1% dos
microrganismos do solo seja cultivavel, e, portanto, este método apresenta sempre
resultados subestimados.

Por estas razdes o0 método mais utilizado para a determinagcédo de quantidades é,
ate o presente, a determinacao de biomassa microbiana (Moreira & Siqueira, 2002).

A biomassa microbiana é uma medida do total de microrganismos do solo
expresso em massa. E um bom indicador da significancia da microbiota do solo, desde
que é uma das poucas fragcdes da matéria organica dos solos de importancia biolégica,
com sensibilidade tanto ao manejo como a poluicdo, e, mensuravel (Schloter et al.,
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2003). Inclusive, uma vez que mudancas significativas na biomassa microbiana podem
ser detectadas muito antes que alteracbes na matéria organica possam ser percebidas,
tem-se proposto seu uso como um indicador inicial das alteracdes previsiveis por efeito
de praticas agricolas diversas, como fertilizacées ou aplicacao de pesticidas, dentre
eles, os herbicidas (Wardle & Parkinson , 1991; Kinney et al., 2005).

Os decréscimos na biomassa microbiana do solo pode ser um bom indicador da
perda da qualidade do solo e, a longo prazo, pode predizer tendéncias no contetudo
total de matéria organica (Powlson et al., 1987).

Os efeitos dos poluentes podem ser diretos, ocasionando a morte dos
microrganismos ou diminuindo o aproveitamento do substrato, resultando na diminuicao
da biomassa microbiana (Brookes, 1995).

Os principais métodos empregados atualmente para avaliagdo da biomassa
microbiana sdo os chamados da fumigacéao-incubacgao, desenvolvido por Jenkinson &
Powlson (1976) e o da fumigacao-extracdo proposto por Vance et al. (1987). Ambos
sdao métodos indiretos desenhados para a quantificacdo do carbono microbiano em
solos nos quais a biomassa microbiana € calculada a partir dos excessos de carbono
extraivel nas amostras fumigadas por subtracédo de carbono extraido desde amostras
nao fumigadas (Schloter et al., 2003).

Segundo os estudos de Andréa & Hollweg (2004) o método de Vance et al.
(1987) é a melhor opcao para a comparacao de quantidades de carbono microbiano
entre diferentes tipos de solos.

A biomassa microbiana também pode ser medida indiretamente por meio da
respiracao do solo (Nielsen & Winding, 2002, citados por Andréa & Hollweg, 2004). A
partir da respiracdo basal, método originalmente proposto por Anderson & Domsch
(1978) aplica-se um fator de conversdo aos valores da respiracao para obter a
biomassa.

A biomassa microbiana nem sempre tem relacédo direta com a qualidade de solo
(Schloter et al., 2003), desde que o tamanho da biomassa microbiana nao seja
necessariamente um indicador da atividade dos microrganismos. A determinacdo da

biomassa microbiana é uma aproximacdo e nao permite a diferenciacdo da
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heterogeneidade da comunidade de microrganismos. Mesmo assim, é um parametro de
ampla utilizagdo para a avaliacdo de qualidade de solo devido a relativa rapidez da
metodologia (Silveira et al., 2006).

Andréa & Pettinelli (2000) verificaram que, embora temporéarios, o efeito dos
pesticidas pode ser inibindo ou estimulando a biomassa microbiana, dependendo do
tipo de solo.

Segundo Hofman (2003), esta combinacao de efeitos estimulantes e inibidores
constituem uma forte critica & metodologia, conseqUéncia da reduzida sensibilidade do
parametro a poluicdo do ambiente solo.

Corroborando, Wardle (1998), considerou o tipo de solo como um fator
importante afetando o nivel de biomassa microbiana, ja que sdo muitas as propriedades
do solo com forte impacto sobre a taxa de crescimento da biomassa.

2.3.1.3. Indicadores de densidade/diversidade

A determinacdo da biomassa microbiana, mesmo quando interpretada como
estimativa grosseira da densidade, é uma aproximacgédo do tipo “caixa preta” e nao
permite a diferenciacdo da heterogeneidade da comunidade de microrganismos.

Os novos métodos de estudo, que nao requerem cultivar os microrganismos,
baseados em avaliacbes genotipicas e fenotipicas (Amann et al., 1995; Zelles, 1996)
permitem uma melhor compreensdo das reais composi¢gées da microbiota. No entanto,
a complexidade dos resultados com estas técnicas, com as quais € possivel detectar
até mais de 10000 espécies microbianas por grama de solo, torna, dificil o manejo
desta informacéo como indicador da qualidade de solos. Tem sido utilizada em varias
pesquisas avaliando efeitos do uso de pesticidas visando determinar os impactos
globais como aumento, manutencao ou reducgéo da diversidade.

As principais criticas sobre estudos de comunidades de microrganismos de solo
tém a ver com as dificuldades da técnica e a complexidade da interpretacao ligada a
dindmica do sistema biol6gico do solo. O problema central é conhecer a relacéao entre a
estrutura da comunidade e a diversidade genética. Isso requer de avaliagdes
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taxondmicas através de técnicas de identificagdo de DNA, assim como técnicas de alta
resolugdo para detectar células microbianas na matriz do solo (Nannipieri et al. 2003).

Um exemplo da dificuldade das interpretacdes seria a relagao inexistente entre
diversidade microbiana e decomposicdo da matéria organica: geralmente, o
desaparecimento de um grupo de espécies nao tem impacto, ou este € muito baixo nos
processos que ocorrem no solo, porque ha outros microrganismos que tomam essa
funcao. Entao, a determinacao da composicao da comunidade ndo é necessaria para a
melhor quantificagdo das transformacdes de nutrientes.

Uma alternativa, embora ndo permitindo a diferenciacdo em nivel de espécies,
mas, sim uma interessante aproximagao a biodiversidade das comunidades, é a
determinacado de grupos funcionais de interesse. Esta aproximacédo tem demonstrado
maior relevancia ecoldgica que as técnicas de determinacao taxonémicas

Estas técnicas baseiam-se em anadlises do funcionamento das comunidades
microbianas e utilizam seqiiéncias de substratos carbonados (Degens & Harris, 1997;
Degens et al., 2000).

Segundo Silveira et al. (2006), a potencialidade de utilizacdo dos parametros
microbiolégicos densidade e diversidade de grupos funcionais de microrganismos esta
explicada pela alta sensibilidade expressa as atividades antrépicas e também devido a

simplicidade na determinacao.

2.3.2. Escala a utilizar nos estudos de avaliacao.

Além da selegao dos bioindicadores a utilizar na avaliagdo deve se decidir a
escala de estudo. A prospectiva dos possiveis impactos ao ecossistema solo causado
por distintos fatores, incluidos os pesticidas, pode ser realizada em diferentes escalas.
Os biotestes em laboratério requerem o controle das condicbes de experimentagao e
dos niveis dos fatores de estresse, apresentam elevada estandardizacdo e baixa
variabilidade, embora também baixa relevancia ecologica (Hofman, 2003).
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Os estudos a campo, inversamente, podem ser considerados de maior relevancia
ecolégica, mas requerem maior numero de estimativas e resultam em maior
variabilidade, apresentando freqiientemente sérias dificuldades na hora de interpretar
os resultados devido a multiplicidade de fatores e interacdes atuando em condi¢des
reais.

Na avaliacdo de herbicidas sao muito utilizados testes de laboratério baseados
nos testes originalmente desenvolvidos para a determinacdo de efeitos colaterais de
pesticidas (OECD, 1999a e OECD, 1999b) Utiliza-se um solo ndo contaminado
previamente e uma comunidade microbiana natural. As propriedades do solo devem
respeitar alguns critérios, ter mais de 70% de areia, um pH entre 5,5 e 7, carbono
organico entre 0,5 e 1,5% e uma relacdo Cbio/Corg maior a 1%, de tal forma a
representar o "pior cenario" , a maxima biodisponibilidade, do contaminante.

Considerar a biodisponibilidade do herbicida no solo € outro aspecto importante
na avaliacao dos efeitos na microbiota do solo. A quantidade de herbicida disponivel
para os microrganismos no solo depende de varios fatores, como o pH, nivel de
nutrientes, temperatura e umidade, de influencia variavel dependendo do herbicida.

Ate o presente ndo existem evidencias conclusivas sobre o papel da adsor¢céo na
biodegradacdo e na biodisponibilidade dos herbicidas para os microrganismos. Os
mecanismos de adsorcao, a duragao do contato solo-herbicida, as caracteristicas fisico-
quimicas tanto do adsorvente como do herbicida e as caracteristicas especificas dos
degradadores sdo determinantes importantes da biodisponibilidade dos herbicidas.
(Guerin & Boyd,1993, citados por Haney et al. , 2000).

Uma importante propor¢cdo da pesquisa desenvolvida com herbicidas tem
utilizado, de forma padronizada, concentracées do produto na base de uma
incorporacdo em 15 cm de solo, para herbicidas sujeitos a forte adsorcédo, nos quais a
incorporacao dificilmente ocorra além dos primeiros milimetros de solo. A padronizagcéao
leva a importantes subestimacdes dos possiveis efeitos na microbiota (Haney et al.,
2000).
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3. MATERIAL E METODOS.

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Impacto Ambiental do
Nucleo de Estudos e Pesquisas Ambientais em Matologia da Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Veterindrias da UNESP Jaboticabal/SP. As analises de mineralizacdo de
Nitrogénio foram realizadas no Laboratério de Fertilidade de Solos e os
correspondentes &s atividades enzimaticas com auxilio do Laboratério de Bioquimica do
Solo da mesma Faculdade

3.1. Solo

Utilizaram-se amostras de solo colhidas em uma area que nunca recebera
herbicida. As amostras foram coletadas de um Latossolo Vermelho Escuro, de textura
arenosa, sob pastagem. A composicdo quimica do solo utilizado apresenta-se na
Tabela 1.

Tabela 1. Principais caracteristicas quimicas da terra utilizada nos experimentos.
FCAV/UNESP. Jaboticabal/SP, 2004.

P resina |[M. O. |pH K Ca Mg H+ Al |SB. |C.T.C. |V
mg/dm® |g/dm® mmolc/dm® (%)
2,0 6,0 4,6 0,10 4,33 1,00 (20,0 5,43 25,33 |21

As amostras de solo foram deixadas a secar a temperatura ambiente e na

sombra, e depois foram peneiradas em tamis de dois milimetros.

3.1.1. Determinacao do peso seco e da capacidade de campo do solo
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Amostras de 10 g de solo foram levadas para secar em estufa a temperatura de
105 2 C por 24 horas, em trés repeticoes. A umidade foi determinada, em porcentagem,
pela diferenca dos pesos dos solos antes e apds a secagem na estufa.

Na determinacédo da capacidade de campo, foram colocados 150 g de solo em
um béquer de 500 mL de capacidade e adicionou-se gota a gota 2 mL de agua
destilada , com auxilio de uma pipeta, por 40 segundos. O torrdo formado foi colocado
em uma placa de Petri e levada a estufa para secar a temperatura de 105 °C por 24
horas. A capacidade de campo foi calculada pelo peso seco do solo que absorveu os 2

mL de agua adicionados, (Costa, 1983).
3.1.2. Herbicidas

Os herbicidas, 17 no Experimento 1 e oito no Experimento 2, foram adicionados
nas amostras de solo, em concentracdes equivalentes a 100 vezes (100 x) a dose
recomenda por hectare no Experimento 1 e, duas (2 x) e dez (10 x) vezes a dose
recomendada por hectare no Experimento 2.

O calculo das quantidades de herbicidas aplicadas se baseou numa
profundidade de incorporacdo de um centimetro de solo com massa especifica de 1.3
g/cm?®, que resultou em 7,69 i gia g' de solo para cada 1000 g ha” de ingrediente
ativo. As quantidades calculadas foram adicionadas ao solo diluidas em agua em um
volume equivalente ao necessario para atingir 60% da capacidade de campo

3.2 Descricao dos tratamentos e delineamento experimental
O Experimento 1 compreendeu 18 tratamentos, 17 herbicidas avaliados a 100 x

da dose recomendada comercialmente e a testemunha. Os 17 tratamentos +
testemunha foram dispostos em delineamento de blocos ao acaso, com trés repeticdes.
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Os principios ativos e a dose recomendada por hectare estdo apresentados na
Tabela 2 e na Tabela 3 seguindo, apresenta-se um resumo das principais
caracteristicas destes herbicidas.

Tabela 2. Tratamentos herbicidas e doses recomendadas. FCAV/UNESP - Jaboticabal

(SP), 2004. Adaptado de Rodriguez & Almeida

HERBICIDA PRODUTO ia )
COMERCIAL (gHa.”")
bentazon Basagran 600 720
chlorimuron-ethyl Classic 15
diclosulam Spider 840 35
flumetsulam Scorpion 120
fomesafen Flex 250
glyphosate Round up Original 720
haloxyfop-methyl Verdict-R 60
imazaquin Scepter 290
imazethapyr Pivot DG 100
imazethapyr + chlorimuron ethyl Pivot DG +Classic 50+15
imazethaoyr + fomesafen Pivot DG + Flex 60+125
imazethapyr + lactofen Pivot DG + Cobra 50+80
lactofen Cobra 180
metolachlor Dual Gold 1920
metribuzin Sencor 480 480
sulfentrazone Boral 500 600
trifluralin Trifluralina Milenia 534




Tabela 3. Principais caracteristicas dos herbicidas estudados. FCAV/UNESP - Jaboticabal (SP), 2004.
(adaptado de Rodrigues & Almeida, 2005; WSSA, 1994).

familia quimica solubilidade Koc . vida media
HERBICIDA B P pKa Kow degradacao .
modo de acdo agua(mgL™) mL/g dias
bentazon Tiadiazinas 500 nd 34 35 microbiana 20
inibicao do fotossistema Il fotodegradacao
chlorimuron - Sulfoniluréias 1200 43 110 320 (pH 5), 2,3 (pH 7) hidrolises 40
ethyl inibigdo da ALS
diclosulam Sulfoanilidas 124 4,09 nd 1,42 microbiana 33-65
inibicdo da ALS
flumetsulam Sulfoanilidas 5600 4.6 700 1,62 microbiana 30-90
inibicdo da ALS
fomesafen Difeniléteres 50 2,7 60 794 a1 fotodegradagao 100
inibigao da PPO microbiana
glyphosate | - 15700 2,6-56y10,3 | 24000 0,0006-0,0017 microbiana 47
inibicao da EPSPs
haloxyfop- Avriloxifenoxipropionatos 9,3 4,33 33 11700 hidrolises 60-90
methyl inibigdo de ACCase
imazaquin Imidazolinone 60 38 20 2,2 microbiana 210
inibidores da ALS fotdlises
imazethapyr Imidazolinonas 1400 3,9 nd 11(pH 5), 31 (pH 7), 16 (pH 9) |microbiana 60
inibidores da ALS fotdlises
lactofen Difeniléteres 0,1 0 10000 nd microbiana 3
inibicdo da PPO
metolachlor Amidas 488 0 200 794 microbiana 15-50
inibigdo da divisao celular fotodegradagao
metribuzin Triazinas 1100 nd 60 447 microbiana 30-60
inibicdo do fotossistema Il
sulfentrazone Ariltriazolinonas 490 6,56 43 1,48 microbiana 180
inibicdo da PPO
trifluralin Dinitroanilinas 03 0 7000 118000 fotodegradagao 45
inibicdo da formagao microbiana

de microtubulos

nd: ndo disponible

IC
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Baseando-se nos resultados do Experimento 1, foram selecionados os oito
herbicidas estudados no Experimento 2: bentazon, metolachlor, trifluralin, imazethapyr,
imazethapyr+lactofen, haloxyfop-methyl, glyphosate e chlorimuron-ethyl, Este
experimento totalizou 16 tratamentos constituidos pela combinacéao de oito herbicidas e
duas concentracdes (duas e dez vezes a dosagem média recomendada), mais a
testemunha sem aplicacao de herbicida.

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualisados, com 16
tratamentos em esquema fatorial 8X2 (8 herbicidas e 2 concentragdes) + a testemunha,

em trés repeticoes.

3.3 Determinacoes

3.3.1 Determinacao de Respiracao Basal.

Para a determinacdo da respiragdo basal, amostras de 100 g de solo foram
enriquecidas com os herbicidas e incubadas, durante 20 dias no Experimento 1 e 28
dias no Experimento 2, em frascos de vidro com capacidade para trés litros,
hermeticamente fechados e incubados em camara BOD a 25°C no escuro. A umidade
das amostras incubadas foi mantida em 60% da capacidade de campo. A respiragao
microbiana global foi estimada cada dois dias no Experimento 1 e aos 2, 4, 8, 12, 16,
20, 24 e 28 dias de incubagao, por meio da mobilizacdao de CO, em 20 mL de NaOH
(1N) e posterior titulacdo com solucao de HCI (0,65 N) apéds a precipitacdo do carbonato
com BaCl, (Jenkinson & Powlson, 1976).

O mesmo procedimento descrito acima foi utilizado para testemunhas sem
adicao de solo, os brancos, para determinar a quantidade de COs..

Para a determinacdo da quantidade de CO. liberado utilizou-se a foérmula
(IBAMA, 1990):

CO, (mg kg'1 de solo) = ((mL HCI 4,56 No branco) - (mL HCI 4., no tratamento)) x N x E x 10
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onde:
N: normalidade do HCI
E: equivalente grama do C (6 g)

10: para expressdo em mg kg™ de solo

3.3.2 Determinacao da Mineralizacao do Nitrogénio

A avaliacdo da mineralizacdo do nitrogénio foi realizada no Laboratério de
Analise de Solo do Departamento de Solos e Adubos seguindo a metodologia descrita
por Cantarella & Trivelin (2001) baseada no procedimento originalmente proposto por
Bremner & Keeney (1966).

3.3.3 Determinacao da Atividade da Desidrogenase

Avaliou-se a atividade enzimatica da desidrogenase no solo segundo a técnica
descrita por Alef (1995). Foram pesados 5 g de solo, com a umidade proveniente de
campo, em tubos testes e misturados com 5 mL da solugcdo de cloreto de trifenil
tetrazolio (TTC) a 0,3%. Os tubos foram selados e incubados no escuro por 24 h a
302 C. Os tubos controles continham somente 5mL de tampao Tris-HCI 100 mM, sem o
TTC. Decorrido o periodo de incubacao, adicionaram-se 40 mL de acetona aos tubos,
que foram agitados por 1 minuto e, posteriormente, centrifugados a 2000 rpm por 10
min. Mediu-se o trifenil formazan (TTF), formado pela reducdo do TTC, no
espectrofotdmetro a 546 nm contra o branco.

3.3.4 Determinacao da Hidrolise de FDA

Para a determinagéo da hidrolise de FDA utilizou-se a metodologia descrita por
Schnurer & Rosswall (1982). Depois da determinacéo do teor de umidade, amostras de
1 g de solo incubado por oito e 28 dias foram colocadas em Erlenmeyers de 125 mL de
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capacidade juntamente com 12,5 mL de tampao fosfato de sddio 60 mM (11,9 g de
NaHPO,4 e 9,08 g de KH,PO4.L'de 4gua destilada; pH 7,6). A reacdo de hidrélise de
FDA (Sigma Chemical Co.) foi iniciada adicionando-se 1,25 mL de uma solucdo 1:18 de
agua destilada de solucdo estoque de FDA em acetona (2 mg mL™ de acetona).

Os Erlenmeyers foram imediatamente fechados com papel aluminio e incubados
a 24 °C por 3 horas. Apés esse periodo, a reacao foi paralisada adicionando 12,5mL de
acetona e procedeu-se a centrifugacédo a 4000 rpm por 15 minutos. A seguir, efetuou-se
a filtragem em papel de filtro tipo Whatman n® 1, sendo os filtrados recolhidos em tubos
de cultura. Logo apoés, determinou-se em espectrofotbmetro a absorbancia dos filtrados
a 490 nm.

Para o calculo da quantidade de FDA hidrolisado foi utilizada a equagéo da curva
padrao correspondente a regressao linear entre o FDA hidrolisado e a absorbancia para
concentragdes de 0, 100, 200, 300 e 400 yL de FDA com igual procedimento ao
descrito anteriormente e os valores resultantes foram expressos em pg de fluoresceina

g de solo seco h™"
3.3.5 Determinacao da densidade de microrganismos.

Na determinagdo de microrganismos no solo, utilizou-se a técnica de numero de
unidades formadoras de colbnias de fungos e microrganismos amiloliticos, celuloliticos
e proteoliticos, em plaqueamento por gotas tal como sugerem Brigatto & Andrade
(2006). As diluigdes para os grupos funcionais foram de 10 e para fungos de 10°°.

O detalhe dos meios de cultura utilizados é apresentado na Tabela 3.

O plaqueamento foi realizado com gotas do meio de cultura em aliquotas de 0,02
mL, com auxilio de micropipeta, utilizando 5 gotas de cada diluicdo, uma do lado da
outra, em placas de Petri estéreis. Em seguida, as placas foram vedadas com
Parafilm™ e incubadas de trés a cinco dias a 28°C.

Apbs este periodo, foram feitas observacbes da presenca de unidades
formadoras de colénias (UFC).
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Tabela 3. Meios de cultura e técnicas de revelagdo dos halos de degradacao.
FCAV/UNESP. Jaboticabal (SP), 2004. (Adaptado de Brigatto & Andrade, 2006).

Meio BDA para fungos Agar batata dextrose 39 g e dgua destilada 1000 mL,
pH=5,6.

Meio minimo para amiloliticos (Pontecorvo et al., | Amido soldvel 10 g, extrato de levedura 0,1 g,

1953) NH4NO; 0,1 g, MgS0,.7H,0 0,5 g, KH,PO, 1,5 g,

agar 15 g. , extrato de solo (v/) 950 mL, pH=7,0.
Revelagdo do halo de lise: Cobrir a superficie do meio
com solucdo salina (0,85%) 50 mL, eliminar o
excesso, contar as coldnias que formaram halo.

Meio com celulose para celuloliticos (Wood, 1980) Carboximetil celulose 5 g, NO;NH, 1.0 g, solugdo
salina (0.85%) 50 mL, extrato de solo (v/v) 950mL,
dgar 15 g, pH="17,0.

Revelagdo do halo de lise: Cobrir a superficie do meio
com solugdo de NaCl IM e esperar 5 minutos;
eliminar; adicionar solu¢do de vermelho Congo 0.1%
por 30 minutos, lavar com &dgua destilada até o
aparecimento dos halos ao redor das colonias, contar
as coldnias que formaram halo.

Meio caseina para proteoliticos (Wood, 1980 |Caseina hidrolisada 10 g, extrato de levedura 0,1 g,
modificado por Andrade) KH,PO, 1,5 g, MgS0O,.7H,O 0,5 g, solu¢do salina
(0.85%) 50 mL, agar 15 g, extrato de solo (v/v) 950
mL pH=7,0.

Revelagdo do halo: Adicionar solugdo de 0,IN HCI
sobre a superficie do meio por 2 min, eliminar, contar
as coldnias que formaram halo.

3.3.6 Analise estatistica

Os dados das avaliacdes nas diferentes datas foram submetidos a anélise de
variancia pelo teste F. Para a comparacdo geral das médias de respiracao basal,
quantidade de TPF e de diacetato de fluoresceina foi aplicado o teste de Tukey (5%).
Para as comparagdes dos tratamentos com a testemunha foram avaliados contrastes

ortogonais.
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Com o objetivo de analisar o comportamento dos tratamentos através do tempo,
processou-se, complementarmente, um andlise de varidncia de dados longitudinais e,
para tanto, foi utilizada a correcdo AR(1) para a consideragdo das possiveis auto-
correlacbes dos dados no tempo. Para o estudo das evolugdes do CO, acumulado
durante o periodo de incubacdo, também se ajustaram curvas de regressao
exponencial, do tipo COzacum = & * € % 43 para cada herbicida no Experimento 2 e
logaritmicas,do tipo COzqcum = & + &4 log (dias) no Experimento 1. Estas, linearizadas,
foram comparadas mediante o teste de homogeneidade de coeficientes de regressao,
utilizando-se intervalos de confianga a 95% para a separagao dos coeficientes 41, e
consequente, diferenciacdo das curvas.

No Experimento 2, para estudar possiveis associacées entre os bioindicadores

estimados, foram realizadas analises de correlagdo simples.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Experimento 1

Os resultados obtidos para os acumulos de CO. no periodo de incubacéo
apresentam-se na Tabela 4. Na mesma, pode-se apreciar que, em geral, a respiracao
ocorreu a taxas importantes na fase inicial de incubacao até o oitavo ou décimo dia e, a
partir dai, constatou-se uma tendéncia a estabilizacdo das quantidades de CO,
desprendidas do solo. As regressdes ajustadas em todos os tratamentos
corresponderam, como consequéncia, com um modelo logaritmico do tipo COzqcum = Go
+ &y log (dias).

Em funcdo destes resultados é possivel afirmar que a mineralizacdo do C teve
um padrao similar ao longo do periodo experimental, tanto na testemunha como nos
tratamentos com herbicidas.

No entanto, embora com padrdes similares, o estudo comparativo das curvas
detectou evolugdes diferentes. O calculo dos intervalos de confianca para os
coefidentes & das curvas ajustadas permitiu diferenciar a testemunha (limites inferior=
595,8 e limite superior= 667,1) do tratamento com glyphosate (limite inferior= 785,4 e
limite superior=850,4), e dos tratamentos com bentazon e metolachlor (limite inferior=
439 e limite superior= 488,4; limite inferior=468,7 e limite superior=512,8;
respectivamente)(Figura 1).

Os acumulos no tratamento com glyphosate evolucionaram em forma
semelhante a testemunha inicialmente, mas foram crescentemente superiores no final
do periodo de incubacao. No entanto, os tratamentos com bentazon e com metolachlor,
de comportamento muito similar entre eles, apresentaram sempre acumulos menores
que os da testemunha, embora n&o significativos no inicio do periodo de incubagéo.

Existiram, por tanto, notérias diferencas nos niveis de atividade respiratoria entre
a testemunha e estes trés tratamentos. Os maiores e menores acumulos totais aos 20

dias detectados pela andlise estatistica correspondente sao reflexo



Tabela 4. Médias dos acimulos de CO, (mg CO. .kg'de solo) para todas as datas e todos os tratamentos, CV e
DMS(5%) correspondentes para cada estimativas. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

DIAS DE INCUBACAO

TRATAMENTO
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

bentazon 257 ab 501 be 817 de 962 ef 1057 f 127 d 1182 d 1233 e 1297 f 1324 f
chlorimuron-ethyl 452 ab 933 ab 1205 abc | 1474 abc | 1637 abc | 1743 ab 1825 ab 1935 ab 1989 ab 2023 ab
diclosulam 469 ab 956 a 1255 ab 1514 a 1668 ab 1745 ab 1824 ab 1922 ab 1962 ab 1996 ahc
flumetsulam 504 a 997 a 1268 a 1500 ab 1636 abc | 1719 ab 1797 ab 1889 ab 1940 abc [ 1965 abed
fomesafen 435 ab 831 abc | 1080 abcd | 1271 abcdef] 1432 abcde | 1545 be 1634 be 1694 bed | 1761 bede | 1798 bede
glyphosate 457 ab 939 ab 1271 a 1535 a 1756 a 1905 a 2024 a 2120 a 2221 a 2277 a
haloxyfop-methyl 118 b 503 ¢ 705 ¢ 943 f 1129 ef 1263 cd 1396 cd 1517 cde | 1579 def | 1634 def
imaz+chlorimuron 435 ab 927 ab 1217 abc | 1483 abc | 1641 abc | 1711 ab 1801 ab 1901 ab 1953 abc [ 1978 abed
imaz+fomesafen 388 ab 756 abc 975 abcde | 1154 bedef | 1342 bedef | 1468 bed | 1558 be 1632 bed | 1708 bede | 1740 bede
imaz+lactofen 257 ab 653 abc 888 cde | 1115 def 1281 def 1402 bed | 1506 bed | 1608 bed | 1664 bede | 1664 cdef
imazaquin 394 ab 882 ab 1173 abc | 1447 abcd | 1602 abed | 1697 ab 1770 ab 1879 ab 1930 abcd | 1957 abed
imazethapyr 408 ab 835 abc | 1098 abcd | 1296 abcde | 1437 abcde | 1529 be 1600 be 1684 bcd | 1746 bede | 1786 bede
lactofen 292 ab 669 abc 910 bede | 1148 bedef | 1302 cdef | 1420 bed | 1536 be 1669 bcd | 1729 bede | 1766 bede
metolachlor 375 ab 671 abhc 891 cde | 1040 ef 1179 ef 1258 cd 1330 cd 1383 de 1444 ef 1459 ef
metribuzin 386 ab 695 abc 920 abcde | 1118 def 1305 cdef | 1408 bed | 1476 bed | 1517 cde | 1602 cdef | 1632 def
sulfentrazone 383 ab 814 abc | 1125 abcd | 1301 abcde | 1430 abcde | 1515 be 1581 be 1629 bed | 1679 bede | 1709 bede
trifluralin 327 ab 658 abc 895 cde | 1134 cdef | 1317 bedef | 1435 bed [ 1539 be 1631 bed | 1731 bede | 1792 bede
testemunha 485 a 909 ab 1235 abc | 1428 abcd | 1561 abed | 1652 ab 1752 ab 1804 abc | 1867 bed | 1924 bcd
|CV(%) 11,46 7,62 9,51 7,57 6,89 6,38 6,04 5,91 6,05 6,24
DMS (5%) 134 185 307 296 303 300 301 309 329 346

! Valores seguidos das mesmas letras nas colunas, néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

8¢C
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dos comportamentos diferenciais observados para os solos tratados com glyphosate,
bentazon e metolachlor, respectivamente.

2500 - Y bentazon  =-36,04 + 463,7 log(dias)
Y metolachlor = -29,40 + 468,7 log(dias)
Y glyphosate =-151,8 + 8179 log(dias)
Y testemunha = 70,25+ 631,4 log(dias)
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Figura 1. Representacbes graficas da evolucdo de CO, acumulada em amostras de
solo enriquecidas com os herbicidas, bentazon, metolachlor, glyphosate e
para a testemunha. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

Pela Tabela 4 observa-se que o solo tratado com glyphosate liberou 18% a mais
de CO. que no solo nao tratado. No entanto, com bentazon e metolachlor, os totais
produzidos foram 31 % e 24% menores, respectivamente.

Analisando os resultados da producao de CO, por data de avaliagao (Tabela 5)

pode-se confirmar a consisténcia do comportamento destes trés tratamentos em
relacao a testemunha.
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No tratamento com glyphosate determinaram-se maiores quantidades de CO.
praticamente em todas as datas, embora esta superioridade s6 atingisse significancia
estatistica na avaliacao aos 10 dias.

Também nos casos de bentazon e metolachlor constatou-se menor atividade em

quase a totalidade das avaliagdes.

Tabela 5. Médias da respiracdo (mg CO, kg'de solo) por data de avaliagdo para
todos os tratamentos. CV(%) e DMS (5%) correspondentes para cada
estimativa. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

DIAS DE INCUBACAO

TRATAMENTO 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
bentazon 257 d1 345 b 216 a 145 ¢ 95 ¢ 70 ab 54 d 51 cd 64 abc 27 ab
chlorimuron 452 ab 481 a 271 a 269 a 163 ab 106 ab 82 bed 110 abc 54 ¢ 34 ab
diclosulam 469 a 487 a 298 a 260 abc 153 be 77b 80 bcd 98 abcd 40 ¢ 34 ab
flumetsulam 504 a 494 a 270 a 232 abcd 136 bc 83 ab 78 bed 92 abcd 51 ¢ 26 ab
fomesafen 435 ab 397 ab 249 a 191 abcde 161 ab 113 ab 89 bed 60 bed 67 abc 37 ab
glyphosate 457 ab 483 a 331 a 264 ab 221 a 149 a 118 ab 96 abcd 101 a 56 a
haloxyfop-methy] 118 e 385 ab 202 a 238 abc 186 ab 134 ab 133 a 121 ab 62 abc 55 a
imaz+chlorimurd 435 ab 492 a 289 a 266 a 159 abc 70 ab 90 abcd 100 abcd 52 ¢ 25 ab
imaz+fomesafen| 388 abcd 368 ab 219 a 179 bede 188 ab 126 ab 90 abcd 74 abced 76 abc 32 ab
imaz+lactofen 257 d 396 ab 234 a 227 abcde 166 ab 121 ab 104 abc 101 abcd 56 bc 0b
imazaquin 394 abc 488 a 291 a 274 a 155 be 95 ab 73 cd 109 abc 51 ¢ 28 ab
imazethapyr 408 abc 426 ab 263 a 198 abcde 141 be 92 ab 71 cd 84 abcd 62 abc 40 ab
lactofen 292 cd 377 ab 241 a 238 abc 153 be 118 ab 116 ab 133 a 61 abc 37 ab
metolachlor 375 abcd 297 b 219 a 149 ed 139 be 79 ab 72 cd 54 cd 61 abc 15 ab
metribuzin 386 abcd 308 b 225 a 198 abcde 187 ab 103 ab 68 cd 41d 85 abc 29 ab
sulfentrazone 383 abcd 431 ab 311 a 176 cde 128 be 85 ab 66 cd 48 cd 50 ¢ 30 ab
trifluralin 327 bed 331 b 237 a 239 abc 184 ab 118 ab 104 abc 92 abcd 100 ab 62 a
testemunha 485 a 424 ab 326 a 193 abcde | 133 be 91 ab 100 abc 52 cd 63 abc 57 a
CV(%) 11,46 10,65 20,62 12,87 13,24 22,65 16,00 25,62 22,84 43,76
DMS (5%) 133,51 134,79 165,38 86,58 64,44 70,80 43,44 66,32 45,08 46,95

! Valores seguidos das mesmas letras nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

No tratamento com bentazon as diminuicées significativas ocorreram aos dois e
aos quatorze dias e corresponderam a reducdes de importante magnitude, da ordem de
50%. Entretanto, com metolachlor o menor acimulo parece ser o resultado da soma de
diminuicdbes de menor magnitude ao longo do periodo experimental, que ndo puderam
ser detectadas pelo teste estatistico.

Os resultados obtidos para o glyphosate estdo em concordancia com os obtidos
em varias outras pesquisas, (Haney et al., 2000; Busse et al., 2001). Como a microbiota

do solo é capaz de utilizar o glyphosate como fonte de carbono para seu metabolismo é
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facil compreender que, com as concentracées utilizadas, se comprovaram incrementos
na respiragao microbiana.

No entanto, a evolucdo da degradacdo do herbicida no presente experimento
mostrou caracteristicas destacaveis. Como se mencionara anteriormente, a atividade
respiratéria no solo enriquecido com glyphosate foi praticamente igual a avaliada na
testemunha até os oito dias e superior a partir de esse momento, indicando a
continuidade de uma efetiva mineralizacdo do herbicida. Este resultado pode ser
considerado contrario ao esperado.

Glyphosate é um composto forte e rapidamente adsorvido pelos componentes de
solo. Portanto, afirma-se que a degradacao deste herbicida ocorre de forma imediata
logo apés aplicagéo e diminui acentuadamente depois, a medida em que diminui sua
biodisponibilidade. Isto explica os resultados de varias pesquisas, como a de Sprankle
et al (1975) e a de Haney et al. (2000). Inclusive, segundo Hart & Brookes (1996) e
Olson & Lindwall (1991) o fato dos efeitos serem iniciais pode ser a explicagao para a
nao comprovacao de estimulos na mineralizacdo de C em pesquisas nas quais as
determinacdes foram realizadas sé a partir do sétimo dia.

Por outro lado, segundo Haney et al. (2000), a evidencia associando os efeitos
da adsor¢cdo na biodegradacdo e na biodisponibilidade de herbicidas para os
microrganismos do solo ndo € conclusiva. Entre outros fatores, a biodisponibilidade de
compostos adsorvidos depende fortemente das caracteristicas especificas dos
microrganismos responsaveis pela degradacdo em cada situacao e isto ndao sempre é
conhecido.

Quanto ao bentazon, os resultados de inibicdo obtidos sdo similares aos de
outros autores (Marsh et al., 1978; Allievi et al.,1996) nas primeiras semanas apés
aplicagdo e com concentragbes elevadas. Com metolachlor, na literatura citam-se
diminuicdes com a utilizacao de este herbicida em altas concentracées da ordem de 10
a 15% , em todos os casos menores a 25%.

Quando se considera 25% de alteracdo na respiracdo como valor limite para a
categorizacao de pesticidas com riscos ecotoxicologicos, tal como propdéem a maioria
das normas atuais (i.e. OECD, 1999a), metolachlor; sem reducdes significativas nas
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avaliacGes por data de avaliacdo e apresentando uma diminuicdo embora significativa
de sé 24% no acumulo final; ndo seria considerado como diferente da testemunha, tal
como se estabelece na literatura para este herbicida.

Com base em esta ultima consideracao, haloxyfop-methyl, lactofen, trifluralin e o
tratamento de imazethapyr+lactofen, embora nédo se diferenciaram da testemunha no
total acumulado, diminuiram a mineralizagdo de C em magnitudes superiores a 25% em
alguma das avaliagdes.

Como se pode observar na Tabela 5, estes quatro tratamentos mostraram efeitos
de inibicdo no inicio da incubacao. O efeito foi drastico no caso do haloxyfop-methyl, no
qual o CO. desprendido representou apenas 24% do estimado na testemunha.
Também Andréa et al. (2000) estudando este herbicida determinaram inibicdo na
atividade respiratéria unicamente no dia seguinte a aplicagdo. Quanto a magnitude do
impacto, Santos et al. (2006) avaliando o fluazifop-p-butil, herbicida com igual modo de
acao, obtiveram resultados similares e colocam que se trata de potentes inibidores da
sintese de acetil coenzima A carboxilase (ACCase), presente também no metabolismo
microbiano, o que poderia explicar a magnitude dos efeitos observados.

Ainda na Tabela 5, observa-se também a transitoriedade dos efeitos inibitorios
estimados aos dois dias. Em patrticular, destaca-se a recuperacao da respiracao no solo
enriguecido com o haloxyfop-methyl, que triplicando a taxa respiratéria, igualou a
producdo de CO., da testemunha na avaliacdo seguinte. Similar tendéncia
apresentaram bentazon, lactofen, imazethapyr+lactofen e, menos expressivamente, o
trifluralin.

Tanto bentazon como a mistura de imazethapyr+lactofen apresentaram em uma
segunda avaliacdo, aos 14 e 20 dias, respectivamente, novamente redugdes na
mineralizacdo, superando 25% em relagédo a testemunha.

Este primeiro experimento procurou selecionar os herbicidas de maior interesse
que justificaram incrementar o detalhamento nas avaliacbes. Em consideracdo a este
objetivo e dos resultados obtidos, selecionaram-se os seguintes herbicidas: bentazon,
metolachlor, haloxyfop-methyl, trifluralin, imazethapyr+lactofen e glyphosate.
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Considerando a frequéncia de utilizacdo na cultura de soja, adicionaram-se o

imazethapyr e o chlorimuron.

4.2. Experimento 2

4.2.1 Respiracao basal

A analise de variancia de dados longitudinais, que permite a consideracado do
comportamento dos tratamentos através do tempo, destacou um efeito de inibicdo na
atividade respiratéria do solo ao longo do periodo experimental para os tratamentos
com bentazon e com haloxyfop-methyl, na maior dose. Nestes tratamentos, a respectiva
emissao de CO- foi, em média, 31% e 33% menores que a determinada na testemunha.
Os restantes dos tratamentos, ndo afetaram a respiracdo no periodo considerado,
apresentando produgdes de CO, similares a da testemunha (Figura 2).

0 T T T T T T T T T T T \ \ \ \ \ \
T1 T2 T3 T4 T5 Té6 T7 T8 T9 T10 T T12 T8 T4 TI15 T16 Test.

T1=bentazon(2x),T2=metolachlor(2x), T3=trifluralin(2x), T4=imazethapyr(2x), T5=imazethapyr+lactofen (2x),
T6=glyphosate(2x) T7=haloxyfop(2x), T8=chlorimuron(2x), T9=bentazon(10x), T10=metolachlor(10x),
T11=trifluralin(10x), T12=imazethapyr(10x) T13=imazethapyr+lactofen (10x), T14=glyphosate(10x),
T15=haloxyfop(10x), T16=chlorimuron(10x), T17=testemunha

Figura 2. Efeitos dos herbicidas e concentragdes nas evolugcées de CO, das amostras
de solo ao longo dos 28 dias de incubacdo. Dados expressos em percentuais
em relacao a testemunha. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.
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No entanto, a andlise do comportamento dos tratamentos por data de avaliacao,
assim como os estudos das curvas de evolucdes dos acumulos, revelaram que, embora
com efeitos médio de inibicbes similares, os herbicidas bentazon 10x e haloxyfop-
methyl 10x influenciaram diferencialmente a atividade respiratéria.

Para o bentazon 10x o efeito inibitério, de grande magnitude, determinando uma
reducdo de 62% em relacdao a testemunha, ocorreu inicialmente, na primeira data de
avaliagao aos dois dias (Tabela 6). Posteriormente, com excecado da avaliagdo aos 12
dias, na qual se constatou também diminuicdo, o tratamento apresentou recuperacao

da atividade, igualando os valores de producédo de CO, aos estimados na testemunha.

Tabela 6. Médias da quantificacdo de CO» (mg kg'de solo) por data de avaliagéo para
os tratamentos diferindo da testemunha segundo as comparacbes dos

contrastes ortogonais (Pe0,05) e paa o hdoxyfop-methyl (2x).
FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.
Avaliacao imazethapyr + haloxyfop- haloxyfop-
testemunha  bentazon (1o
(dias) lactofen (19x) methyl (195 methyl 5,
2 50,18 A 19,07(38%) B 34,00(68%) B  35,73(68%) A 36,92 (74%) A
4 24,61 A 24,09(98%) A  25,74(105%) A  30,19(123%) A 28,43 (116%) A
8 27,56 A 22,62(82%) A 22,97(83%) A 1,82(7%)B 21,49 (78%) A
12 23,60 A 13,43(57%) B 17,16(73%) A 15,69(66%) A 18,59 (79%) A
16 23,31 A 25,13(108%) A  14,04(60%) A  22,97(99%) A 11,18 (48%) A
20 29,47 A 23,40(79%) A 32,93(112%) A 9,53(32%)B 17,33 (59%) A
24 28,80 A 25,55(89%) A 30,73(107%) A  21,97(76%) A 22,93 (80%) A
28 32,93 A 44,20(134%) A 27,53(84%) A  22,00(67%) A 22,53 (68%) A

*entre parénteses encontram-se o0s valores estimados para os herbicidas expressos como

porcentagem da testemunha.
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Pese a recuperacdo imediata observada em este tratamento, a magnitude da
reducao inicial determinou que as diferencas nos acumulos com a testemunha se
mantivessem quase ate o final do periodo de incubacao (Tabela 7).

Tabela 7. Médias dos actimulos de CO, (mg kg 'de solo) por data de avaliagdo para os
tratamentos deferindo da testemunha segundo as comparagdes dos
contrastes ortogonais (Pe 0,05). FCAV/UNESP - Jdboticaod /SP, 2004.

Avaliacéo haloxyfop- haloxyfop- imazethapyr +
Testemunha bentazon (1o
(dias) methyl (g5 methyl () lactofen (1ox)
2 50 A 19 (38%) B 36 (/2%) A 37 (74%) A 34 (68%) B
3 75A 43 (57%)B 66 (88%) A 65 (87%) A 60 (80%) A
8 102A 66 (64%)B 68 (66%)B 87 (85%) A 83 (81%)A
12 126 A 79 (63%) B 83 (65%) B 105 (83%) A 110 (87%) A
16 149 A 104 (69%) B 106 (71%) B 117 (78%) B 114 (76%) B
20 179 A 128 (71%) B 116 (64%) B 134 (74%) B 147 (82%) A
24 208 A 153 (73%) B 138 (66%) B 157 (75%) B 178 (85%) A
28 232 A 182 (78%) A 141(60%) B 178 (76%) B 194 (83%) A

*entre parénteses encontram-se o0s valores estimados para os herbicidas expressos como

porcentagem da testemunha

Para o haloxyfop-methyl 10x as redugdes ocorreram mais tardiamente. A
primeira ocorreu aos oito dias, quando a atividade resultou minima, sendo o decréscimo
em relacao a testemunha de 93% (Tabela 6), e a segunda aos vinte dias. As maiores
reducdes observadas neste tratamento e também valores de mineralizacdo sempre
mais baixos que a testemunha explicam a permanéncia da deteccao dos efeitos nos
acumulos (Tabela 7).
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Os outros dois tratamentos destacaveis foram o imazethapyr + lactofen (10x) e o
haloxyfop-methyl 2x. No primeiro detectou-se menor atividade aos dois dias e, aos 16
dias uma importante diminuicido nos valores médios calculados, a qual, embora nao
significativa, foi determinante da diferenciacdo com a testemunha nas estimativas dos
acumulos.

Para o haloxyfop-methyl na menor dose observou-se algo similar. Excetuando a
avaliagdo aos quatro dias, os niveis de atividade respiratéria neste herbicida foram
sempre inferiores aos estimados na testemunha, sem atingir a significancia estatistica.
A somatoéria destes efeitos explica as diferencas encontradas a partir dos 16 dias e até
final da incubacao.

A andlise das curvas ajustadas para a evolugcdo da atividade respiratoria
corroborou as apreciacoes realizadas em relacdo a bentazon e haloxyfop-methyl. Na
comparacao dos coeficientes, o a1 estimado para o fratamento de bentozon 10x foi 0
unico que diferiu do correspondente estimado para a curva do tratamento controle. No
entanto, os coeficientes estimados para haloxyfop-methyl nas duas doses (Tabela 8),

assim como os dos restantes tratamentos, nao diferenciaram da testemunha.

Tdoela 8. Vdores de Gl estimodos e vdores oorrespondentes dos limites inferior e
superior dos intervalos de confianga a 95%, para o bentazonoy a
testemunha e o haloxyfop-methyl nas concentragdes correspondentes a
dose 2x e 10x. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

Tratamento al estimado Limite inferior Limite superior
Testemunha 0,0553 b 0,0445 0,0662
Bentazon 0,0786 a 0,0667 0,0894
haloxyfop-methylox) 0,0524 b 0,0405 0,0623

haloxyfop-methyl 0,0507 b 0,0398 0,0616
(2x)
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No tratamento com bentazon 10x apds a inibicdo inicial foram observados
incrementos nas taxas de liberacdo de CO, Esta recuperacao da atividade respiratéria

explica a diminuigdo da diferenga relativa com a testemunha (Figura 3).
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Figura 3. Representacbes graficas da evolucdo de CO, acumulada em amostras de
solo enriquecidas com os herbicidas bentazonoy (T9), haloxyfop-methyl oy
(T7) e haloxyfop-methylox (T15) e para a testemunha. FCAV/UNESP —

Jaboticabal/SP, 2004.

No vigésimo oitavo dia de incubacdo, o acumulo de CO, no tratamento de
bentazon 10x diferente do que ocorreu nos tratamentos com haloxyfop-methyl, nao
diferiu da testemunha (Tabela 7). Desta forma, e de acordo com os resultados de outros
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autores (Allievi et al., 1996; Marsh et al., 1978; Grossbard & Davies, 1976) para o
bentazon sé foram observados efeitos inibitérios em dose elevada, e estes foram
transitorios.

Segundo Huber e Otto (1994) este herbicida é rapidamente degradado pela
microflora aerébica na camada superficial do solo, resultando que parte consideravel do
herbicida é mineralizada a CO. (24-50%) e o restante caracterizado por produtos
intermediarios instaveis, os quais sao imediatamente fixados, bibtica ou abioticamente.

Marsh et al. (1978) estudando a resposta de distintos grupos de microrganismos
ao bentazon em doses de 10 a 100 ppm, observaram diminui¢des temporarias de varias
populacdes de bactérias e de alguns fungos celuloliticos, mas, também, incrementos de
populacdes de outros fungos e de actinomicetes.

A combinagdo destes efeitos do tipo diferencial dos herbicidas sobre a
biodiversidade original do solo e as dindmicas induzidas pela alteracao, pode explicar a
variabilidade observada em bioindicadores da atividade global, como a respiragcao
basal, em curtos espacos de tempo. A velocidade e natureza da fixacao do xenobidtico,
influenciando a evolugdo das quantidades biodisponiveis, também contribuem para
explicar diferengas dos niveis de atividade no tempo.

Para o haloxyfop-methyl, a deteccdo dos efeitos inibitérios sobre a respiracao
basal nas duas doses e a magnitude dos mesmos, poderiam ser considerados como
indicativos de um maior potencial biocida comparativo com o0s outros herbicidas
testados neste estudo.

No trabalho de Andréa et al. (2000) também foram detectados efeitos inibitérios
na atividade respiratéria com este herbicida. A diferengca do encontrado no presente
experimento, na pesquisa citada a inibicdo foi detectada unicamente no dia seguinte ao
da aplicagéo.

Segundo os mesmos autores é possivel que haloxyfop-methyl e o composto
haloxyfop-acido que resulta da rapida hidrélise do primeiro, exibam efeitos diferenciais
sobre a microbiota do solo. Diferencas na composicdo das comunidades de

microrganismos e suas evolugdes nos solos poderiam, por tanto, explicar as variacoes
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entre momentos na deteccao dos efeitos. Para as condicbes deste experimento pode se

interpretar que se expressou uma maior sensibilidade ao composto hidrolisado.

4.2.2 Atividades enzimaticas

Nao foram observados efeitos significativos dos herbicidas na hidrolise de FDA
(P>0.05), mas sim na atividade da desidrogenase tanto na avaliagdo das amostras com
oito como com 28 dias de incubacdo (Pe0,0001 e P=0,0216, respectivamente),
indicando a ocorréncia de alteragdes nos processos oxidativos do solo (Tabela 9).

Aos 28 dias de incubacdo, a maioria dos herbicidas inibiu a atividade da
desidrogenase. Em todos os tratamentos na dose 10x, excetuando o tratamento de
imazethapyr 10x_a quantidade de TPF foi menor que a estimada na testemunha.

Existe algum grau de concordancia com as estimativas dos acumulos de CO;
nos tratamentos de bentazon 10x, haloxyfop-methyl 10x e imazethapyr + lactofen 10x
pese a que, na determinacdo aos 28 dias, todos estes tratamentos mostraram
recuperacao na atividade respiratéria, igualando-se a testemunha.

No entanto, destaca-se o fato de ndo se ter detectado efeito na atividade da
desidrogenase para amostras de solo enriquecidas com haloxyfop-methyl 2x, assim
como de se detectar acentuada reducdo em tratamentos que nao apresentaram
alteragdes na respiracdo, como o metolachlor 10x.

Na avaliacdo das amostras com oito dias de incubagdo constataram-se tanto
efeitos de inibicdo como de estimulo. Como era esperado, o bentazon 10x e o
imazethapyr+lactofen 10x reduzeram, expressivamente no caso do primeiro herbicida, a
atividade da desidrogenase, mostrando mais uma vez algum grau de concordancia com
as determinacdes de respiragdo. Entretanto, no haloxyfop-methyl 10x, no qual a
diminuicdo da respiragao fora drastica este bioindicador n&do mostrou efeitos.
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Tabela 9. Valores médios obtidos nas estimativas da atividade da desidrogenase (i g
TPF. g de solo seco h™) por data de avaliagdo para os tratamentos diferindo
da testemunha segundo as comparagdes dos contrastes ortogonais (Pe0,05).
FCAV/UNESP - Jaboticabal/SP, 2004.

8 dias 28 dias
Tratamento  ; (7pr l4e  valordeP  1QTPF.g'de  Valorde P
solo seco h solo seco h
TEST. 1,75 1,48
™ e e 0,50 0,0062
T2 2,26 0,0098 0,54 0,0084
T3 1,33 072 e —
T4 2,24 0,0050 e e
21> 0,82 0,0492
T8 e 0,69 0,0450
T9 0,62 <0,0001 0,14 0,0006
T10 e e 0,19 0,0008
T11 e e 0,66 0,0185
T13 1,10 0,0004 0,35 0,0023
T14 2,11 0,0314 0,55 0,0087
T15 e e 0,66 0,0179
Ti16 - e 0,74 0,0298

(*) os valores em sombreado destacam tratamentos com inibicdo da desidrogenase

T1=bentazon(2x), T2=metolachlor(2x), T3=trifluralin(2x), T4=imazethapyr(2x), T5=imazethapyr+lactofen (2x),
T6=glyphosate(2x) T7=haloxyfop(2x), T8=chlorimuron(2x), T9=bentazon(10x), T10=metolachlor(10x),
T11=trifluralin(10x), T12=imazethapyr(10x) T13=imazethapyr+lactofen (10x), T14=glyphosate(10x),
T15=haloxyfop(10x), T16=chlorimuron(10x), T17=testemunha
Os resultados de estimulo detectados nos tratamentos de metolachlor 2x
imazethapyr 2x e glyphosate 10x estariam indicando efeitos de promog¢ao da atividade
oxidativa do solo para estes herbicidas.
Estes tipos de efeitos tém sido reportados na literatura para herbicidas com
potencial de rapida mineralizacdo e de serem utilizados como substrato para o
crescimento de populagcbes de microrganismos quando aplicados em altas

concentragdes. Para glyphosate, em particular, existem varias referencias de
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incrementos temporarios na atividade da microbiota do solo (Wardle & Parkinson, 1990;
Haney et al., 2000; Busse et al., 2001; Araujo et al., 2003). Em geral, trata-se de efeitos
iniciais e transitérios (Haney et al., 2000; Araujo et al., 2003), como ocorreu com 0s
resultados do presente trabalho.

A analise da atividade da desidrogenase mostrou, no presente estudo, ter maior
sensibilidade para a deteccdo de efeitos de herbicidas quando comparada com os
resultados obtidos com a analise da hidrélise de FDA. As enzimas responsaveis da
hidrolise do FDA s&o ubiquas no ambiente solo. A habilidade para hidrolisar FDA esta
amplamente difundida, especialmente entre os principais decompositores do solo,
fungos e bactérias, razao pela qual a quantificacao deste processo deveria prover uma
boa estimativa da atividade da microbiota (Schniirer & Rosswall, 1982). No entanto, a
determinacado da fluoresceina apresenta dificuldades em solos com baixa atividade
microbiana relacionadas, segundo Adam & Duncan (2001), com limitacdes no
desempenho do solvente utilizado no método tradicional de avaliacdo. O solo do
presente estudo pode ser considerado nesta categoria.

Quanto as correlagcdes entre a atividade respiratéria e as atividades enzimaticas,
s6 foi significativa a correlacdo com a atividade da desidrogenase estimada aos 8 dias
de incubacao (P=0,017) embora de baixa magnitude (r = 0,57).

4.2.4 Mineralizacao de nitrogénio

Na Tabela 10 encontram-se os resultados da quantificacdo de N-NO3 e N-NH4
para a testemunha e os tratamentos, apos oito e 28 dias de incubacgao.

Considerando a somatéria das quantidades de N-NO3 e N-NH4 como uma
estimativa aproximada do N inorgénico total, observa-se que os valores para a
testemunha, embora baixos, resultam dentro do esperavel dadas as caracteristicas do
solo utilizado no experimento.

Observa-se também que nado existiu efeito de tratamento nesta variavel aos oito

(Pr.F= 0,16) nem a aos 28 dias (Pr.F= 0,81). E possivel afirmar, entdo, que a

mineralizacao do N néo foi afetada por nenhum dos herbicidas estudados.
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Para alguns autores como van Beelen & Doelman (1997), a mineralizacdo do N é
um indicador de baixa sensibilidade na deteccdo de efeitos de pesticidas sobre a
microbiota do solo. No entanto, nas normas internacionais para a avaliacdo de
ecotoxicidade de pesticidas sobre microrganismos recomenda-se minimamente a
determinacdo da respiracdo e da mineralizagdo do N. Também para Haney et al.
(2000), baseados nos resultados de seu trabalho, a mineralizagdo tanto de carbono
como de nitrogénio foram estimativas de maior sensibilidade que a biomassa na

deteccdo da atividade microbiana.

Tabela 10. Valores de NH4, NO3; e da soma de NH4;+NO3 para os solos enriquecidos
com os herbicidas estudados e para a testemunha. FCAV/UNESP —
Jaboticabal/SP, 2004.

8 dias 28 dias
TRATAMENTO NH4 NO3 NH4+NO3 NH4 NO3 NH4+NO3
mg.kg ! de solo mg.kg ' de solo

bentazon (2x) 14,8 6,4 21,2 32,1 8,9 40,9
metolachlor (2x) 17,3 6,1 23,3 27,5 6,1 33,7
trifluralin (2x) 17,2 5,8 23,0 28,5 8,9 37,4
imazethapyr (2x) 16,7 6,3 23,0 30,0 10,1 40,1
imaz+lactofen (2x) 14,6 5,9 20,5 30,1 7,3 37,3
glyphosate (2x) 18,6 55 24 1 28,6 7,5 36,1
haloxyfop (2x) 14,7 5,8 20,6 30,3 8,4 38,7
chlorimuron (2x) 16,5 4.8 21,2 30,4 7,6 38,0
bentazon (10x) 13,4 59 19,4 23,2 4,7 27,9
metolachlor (10x) 14,0 4.5 18,4 30,0 6,3 36,3
trifluralin (10x) 14,4 4,3 18,7 29,7 6,9 36,6
imazethapyr (10x) 14,4 4.4 18,9 29,5 9,2 38,7
imaz+lactofen (10x) 15,5 5,8 21,3 29,9 7,8 37,7
glyphosate (10x) 17,7 5,8 23,5 29,2 7,3 36,4
haloxyfop (10x) 18,1 6,7 24,7 30,3 7,3 37,5
chlorimuron (10x) 18,3 6,0 24,4 29,8 71 36,9
TESTEMUNHA 9,1 4.1 13,3 24,3 7,3 31,6
Pr F. 0,08 0,38 0,16 0,91 0,19 0,81
CV (%) 19,7 22,5 18,6 18,2 24,5 18,1

! Valores seguidos das mesmas letras nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade
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A diferenca do relatado para o N inorganico total, a contribuicdo relativa das
formas N-NOs; e N-NH; nao resultou o esperavel. Os valores de N-NOjz; foram
expressivamente baixos em comparacado com os determinados para N-NHj.

Entretanto, observa-se na Tabela 10, que nédo se detectaram diferencas entre a
testemunha e os tratamentos herbicidas para nenhuma das duas variaveis. Inclusive a
relagdo N-NO3/N-NH4, também analisada estatisticamente, foi nao significativa
(Pr.F=0.13 e Pr.F=0.14 para a avaliacao aos oito e 28 dias, respectivamente) .

Este dUltimo resultado estaria indicando que a limitagdo na nitrificacao
demonstrada pela baixa relacdo N-NO3/N-NH4, ndo teria associacdo com a aplicacao
dos herbicidas. Mesmo que as bactérias quimioautotréficas, Gram-negativas,
responsaveis pela oxidagao do amdnio a nitrato tem mostrado alta sensibilidade frente a
varios herbicidas, a generalizacdo do efeito neste experimento assim como a
similaridade do resultado com a testemunha indicaram que existiram condicionantes
préprias ao experimento.

Muito possivelmente, nas condicdes do presente experimento, a nitrificacao foi
limitada pela combinacdo de varios fatores. Por uma parte, é possivel que tenham
existido caréncias na disponibilidade de oxigénio, como conseqiéncia direta de um
consumo ativo ou indiretamente, resultado de uma excessiva umidade nos solos.
Inclusive, o0 excesso de umidade afeta diretamente, podendo retardar expressivamente
0 processo da nitrificacdo. Também o baixo pH do solo pode ter constituido uma
importante limitante. Os microrganismos responsaveis pela nitrificacdo sao sensiveis a
valores baixos de pH; a nitrificacdo € maxima em pH 6,6 a 8,0, mas, muito reduzida em

pH menores a 6 e praticamente nula em menos que 4,5

4.2.4 Quantificacao de microrganismos

As contagens de microrganismos realizadas aos oito dias e no final do periodo
de incubacao, aos 28 dias, apresentam-se nas Tabelas 11 e 12.
Como se observa nas tabelas mencionadas, em nenhum dos grupos avaliados,

fungos, microrganismos proteoliticos, amiloliticos ou celuloliticos, observou-se grande
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variacao nas quantidades entre os oito e 28 dias. Os valores nas testemunhas mostram
contribuicoes similares dos grupos em ambas as datas, sendo o grupo dos celuloliticos
0 menos abundante.

Esta apreciacao foi corroborada pela analise estatistica nos casos dos fungos e
do grupo dos celuloliticos, nos quais tanto o efeito dias como o correspondente a
interacao dias x tratamento foram nao significativos. Por tanto, é possivel afirmar que os
efeitos mantiveram-se os mesmos entre as duas avaliagdes.

No entanto, para o grupo dos microrganismos proteoliticos assim como para o
dos amiloliticos, embora ndo resultando significativo o efeito da data de avaliacdo
(dias), detectou-se efeito da interagao tratamento x dias.

Houve efeito de tratamento em todos os grupos e pode-se notar que com uma
Unica excec¢ao; com independéncia do grupo analisado e dos tratamentos responsaveis
do efeito, a variacdo observada se correspondeu com incrementos nas quantidades de
microrganismos.

A interacdo dia x tratamento tem igual explicacdo nos proteoliticos e nos
amiloliticos (Tabela 11). Em ambos os grupos funcionais as densidades dos
microrganismos variaram com 0s tratamentos aos oito dias e ndo se diferenciaram aos
28 dias resultando, em todos os herbicidas, similares a testemunha.

Quanto a determinacao aos oito dias nos proteoliticos, o Unico herbicida diferindo
da testemunha foi o bentazon (2x). Nao entanto, os valores das médias para a maior
dose de bentazon e para metolachlor nas duas doses, que resultaram intermédias sem
diferir da testemunha nem do bentazon (2x) destacam, também para estes tratamentos,
uma tendéncia a maiores nimeros de microrganismos.

O efeito observado de aumento nas populacdes foi transitorio. Nos tratamentos
com bentazon nas duas doses, e também no metolachlor nas duas doses, constaram-
se decréscimos significativos nas densidades dos oito aos 28 dias resultando os

valores, nesta data, similares ao avaliados ma testemunha.
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Tabela 11. Quantidades de microrganismos dos grupos funcionais proteoliticos
e amiloliticos. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

log UFC g de solo
TRATAMENTO PROTEOLITICOS AMILOLITICOS
8 DIAS 28 DIAS 8 DIAS 28 DIAS

bentazon (2x) 6,85 A 6,05 A 6,33 A 575 A
metolachlor (2x) 6,50 AB 5,52 A 5,48 C 5,78 A
trifluralina (2x) 5,75 B 5,73 A 597 B 5,75 A
imazethapyr (2x) 6,41 AB 6,05 A 5,56 BC 5,87 A
imaz+lactofen (2x 5,37 B 5,97 A 5,80 BC 5,64 A
glyphosate (2x) 5,37 B 5,48 A 5,43 C 5,70 A
haloxyfop (2x) 5,56 B 595 A 5,67 BC 552 A
chlorimuron (2x) 5,52 B 5,88 A 5,95 B 5,56 A
bentazon (10x) 6,58 AB 5,85 A 5,67 BC 6,00 A
metolachlor (10x) 6,58 AB 5,56 A 6,17 A 5,75 A
trifluralina (10x) 5,70 AB 5,87 A 5,80 BC 5,90 A
imazethapyr (10x) 5,73 B 5,70 A 5,64 BC 5,67 A
imaz+lactofen (104 5,52 B 5,73 A 597 B 5,80 A
glyphosate (10x) 5,56 B 592 A 5,82 BC 5,82 A
haloxyfop (10x) 5,70 B 5,95 A 5,88 BC 5,73 A
chlorimuron (10x) 5,43 B 5,87 A 5,88 BC 5,67 A
TESTEMUNHA 512 B 5,64 A 5,43 C 5,48 A

! Valores seguidos das mesmas letras nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

O aumento inicial das populagdes dos microrganismos apds a aplicacdo de
herbicidas é freqlente (Kunc et al., 1985). A microbiota mineraliza temporariamente os
herbicidas utilizando-os como fonte de energia o qual permite 0 aumento da populacéo.
Em geral estes incrementos iniciais sdo seguidos de decréscimos. Em ocasides as
populacdes microbianas embora resultando tolerantes aos herbicidas aplicados sao
susceptiveis aos produtos resultantes da interacdo solo-herbicida liberados
posteriormente (Taiwo & Oso, 1997)

Segundo Huber & Otto (1994) o bentazon é, em geral, rapidamente degradado e
seus metabdlitos adsorvidos imediatamente em solo. Isto poderia ser a explicacao do
aumento inicial observado neste tratamento assim como da inexisténcia de efeitos

posteriores
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O numero de tratamentos diferindo da testemunha no caso dos amiloliticos foi
maior. Alem do bentazon (2x) e do metolachlor nas duas doses, também o trifluralin, o
chlorimuron-ethyl e a mistura de imazethapyr+lactofen apresentaram quantidades de
microrganismos superiores a da testemunha. Ressaltou o fato de nédo se ter
comprovado efeitos com a dose 10 x de bentazon.

Ao igual que acontecera com os proteoliticos, detectaram-se decréscimos
significativos no ndmero de unidades formadoras de colénias entre a primeira € a
segunda avaliacado no tratamento de bentazon a dose 2x e do metolachlor a dose 10x.
Nos restantes tratamentos diferindo da testemunha, também se verificou uma
diminuicdo nos valores das médias entre as avaliagdes, o qual, embora ndao sendo
significativo, pode explicar a diferenciagdo com a testemunha, que apresentara
praticamente iguais valores médios nas duas avaliagdes.

Para as avaliacdes de fungos e o grupo dos celuloliticos, como se antecipara o
efeito dos tratamentos sobre os microrganismos foi similar tanto aos oito como aos 28
dias. Por tanto é possivel considerar que os efeitos nestes grupos foram de mais
permanéncia que os observados nos proteoliticos e amiloliticos.

Pela Tabela 12 observa-se que também o grupo dos celuloliticos incrementou
com o bentazon e o metolachlor. Soma-se com igual efeito o imazethapyr+lactofen,
para o qual ja se tinha observado comportamento similar nos amiloliticos, e o haloxyfop-
methyl pela primeira vez.

Nas avaliacbes dos fungos detectou-se o Unico resultado de diminuigcdo na
densidade nestas avaliagdes. O metolachlor na dose de 10x proporcionou uma reducao

significativa do numero de unidades formadoras de col6nias em relagdo a testemunha.
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Tabela 12. Quantidades de microrganismos dos grupos funcionais celuloliticos e
fungos. FCAV/UNESP — Jaboticabal/SP, 2004.

log UFC g de solo

TRATAMENTO CELULOLITICOS FUNGOS

8 DIAS | 28 DIAS MEDIA 8 DIAS | 28 DIAS MEDIA
bentazon (2x) 5,85 5,90 5,87 AB 6,43 6,80 6,61 B
metolachlor (2x) 5,22 4,82 5,02 D 6,37 5,82 6,10 C
trifluralina (2x) 5,22 5,12 517 D 6,12 6,37 6,25 C
imazethapyr (2x) 5,00 5,12 5,06 D 6,30 6,22 6,26 C
imaz+lactofen (2x 5,12 5,48 5,30 CD 6,43 6,43 6,43 BC
glyphosate (2x) 4,82 5,52 5,17 D 6,12 6,30 6,21 C
haloxyfop (2x) 5,70 5,37 5,53 BCD 6,22 5,82 6,02 C
chlorimuron (2x) 5,22 5,52 5,37 CD 6,43 6,22 6,32 BC
bentazon (10x) 5,99 5,97 5,98 A 6,94 7,01 6,98 A
metolachlor (10x) 5,80 5,60 5,70 ABC 5,52 6,12 5,82 D
trifluralina (10x) 5,43 5,52 5,47 CD 6,30 6,22 6,26 C
imazethapyr (10x) 4,52 5,30 491 D 6,00 6,37 6,18 C
imaz-+lactofen (10 5,37 6,01 5,69 ABC 6,00 6,00 6,00 C
glyphosate (10x) 5,12 5,00 5,06 D 6,22 6,12 6,17 C
haloxyfop (10x) 5,67 5,78 5,72 ABC 6,00 6,22 6,11 C
chlorimuron (10x) 5,30 5,43 5,36 CD 6,00 6,30 6,15 C
TESTEMUNHA 5,00 5,12 5,06 D 5,82 6,22 6,02 C

! Valores seguidos das mesmas letras nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

O outro tratamento diferindo da testemunha foi o bentazon, que neste caso
apresentara, inclusive, efeito da dose, determinando incrementos de maior magnitude
em relagdo a testemunha, a 10 x que a 2 x.

Estes resultados para o bentazon incrementando as populacées de fungos séo
coincidentes com os obtidos por outros autores (Marsh et al. 1978). No entanto, as
pesquisas destes mesmos autores também comprovaram redugdes significativas de
microrganismos celuloliticos. As redugdes foram observadas com baixas concentracoes
de bentazon, aproximadas a dose de 2 x utilizada no presente estudo, que resultara em
significativos incrementos.

Os estudos de correlacdo nado detectaram nenhuma associacdo entre estes
resultados de quantidade de microrganismos e os indicadores de atividade microbiana

(respiracéo, atividade da desidrogenase e hidrolise de FDA).
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Como se apresentara anteriormente, excetuando a diminuicdo provocada pelo
metolachlor a dose 10 x, os efeitos detectados foram todos de promocéo do niumero de
microrganismos. Na avaliagdo da respiragdo basal n&o foram determinados
incrementos significativos em relacdo a testemunha e, na quantificacdo da
desidrogenase os tratamentos nos quais foram determinadas promocdes da atividade
(metolachlor e imazethapyr na dose de 2x e glyphosate a dose 10 x, aos oito dias) nao
coincidem com os que determinaram incrementos no niumero de microrganismos. Pode-
se inferir, por tanto, que ndo existiu nenhuma associacao entre a atividade microbiana e
as quantidades dos microorganismos avaliados.

Ressalta-se que os herbicidas que afetaram a densidade dos microrganismos
(bentazon, metolachlor, imazethayr + lactofen e haloxyfop-methyl) foram os mesmos
que determinaram alteragdes na respiracao basal ou a desidrogenase, em alguma das
avaliagdes.

Com as determinacdes realizadas no presente experimento nao foi possivel
encontrar uma explicagcdo para os resultados. Os incrementos podem ser devidos a
promocao de microrganismos com capacidade de aproveitar os herbicidas ou seus
metabdlitos como fonte de carbono, energia e nutrientes. Mas ndo se pode excluir a
possibilidade de que estes microrganismos que proliferaram sejam sobreviventes,
utiizando residuos dos herbicidas ou inclusive material celular de outros
microrganismos mortos. De uma forma ou outra se destaca que estes aumentos nao
foram detectados nas determinacdes de respiracao basal.

Tampouco € possivel inferir sobre o impacto das mudancas observadas, a
medida que se desconhecem aspectos de importancia, tais como a permanéncia dos
efeitos e a real transcendéncia dos mesmos. No entanto, se corroboram algumas

afirmagbes gerais, como a sensibilidade dos pardmetros que estimam diversidade.



49

5. CONCLUSOES

Dos resultados obtidos e nas condicoes em que se desenvolveu a presente

pesquisa, conclui-se que:

o Quanto a determinagbes de atividade da microbiota, a respiragdo basal e a
atividade da desidrogenase apresentaram maior sensibilidade na deteccado de efeitos
dos herbicidas sobre a microbiota do solo que as determinag¢des da hidrélise de FDA ou

mineralizagao de nitrogénio.

o Todos os herbicidas na dose 10 x, exceto imazethapyr, apresentaram efeitos de
inibicdo da atividade microbiana afetando a respiracdo ou a atividade da desidrogenase.

o Na menor dose (2 x) detectaram-se efeitos de inibigdo da atividade em bentazon,
metolachlor, haloxyfop-methyl e trifluralin.

o As avaliacbes de diversidade microbiana também apresentaram importante
sensibilidade na deteccao de efeitos dos herbicidas e resultaram em incrementos nas
populacdes de todos os grupos microbianos determinados a excecdo da diminuicao
provocada pelo metolachlor em dose de 10 x nos fungos.

o Os efeitos nas densidades dos microrganismos proteoliticos e amiloliticos foram
iniciais e transitorios. No entanto, as mudangas promovidas por bentazon e metolachlor;
bentazon, metolachlor, imazethapyr+lactofen e haloxyfop-methyl; nas populacées de
fungos e celuloliticos, respectivamente, prolongaram-se até o final do periodo

experimental.

o S6 encontrou-se correlacao significativa entre a atividade da desidrogenase e a

respiracao basal aos oito dias de incubacao.



50

o Os resultados destacam a importancia da consideracao de mdltiples indicadores
na avaliacao dos efeitos de herbicidas na microbiota do solo.
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