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RESUMO

O glifosato € considerado um potente herbicida pds-emergente bastante utilizado na agricultura,
principalmente no cultivo da soja, no entanto ndo é metabolizado nas plantas, sendo os
microrganismos responsdveis pela sua degradagdo. A microbiota do solo é responsavel pela
execugdo e controle de vérias fun¢des fundamentais, e a contaminagdo do solo por agrotéxicos
pode tanto inibir parte da microbiota pela toxicidade de seus componentes, mas também
impulsionar populacdes autdctones capazes de degradar tais compostos. Nesse sentido, € de
grande importincia a avaliacdo dos pardmetros microbioldgicos, pois proporcionam
informacdes sobre a presenca e a atividade de microrganismos, assim como também sobre a
intensidade, tipo e duracdo dos efeitos da contaminagao por agrotdxicos na atividade metabdlica
do solo. O objetivo deste trabalho foi avaliar diferentes parametros microbianos em Latossolo
Vermelho sem histérico recente de contaminagdo sob aplicacio de glifosato em microcosmos.
Para o célculo da dose utilizada, foi considerada a concentragcdo de ingrediente ativo (i.a) como
equivalente acido de glifosato (36,5%) e a dose maxima indicada na bula de produto comercial
formulado (6 L ha''), sendo avaliadas duas concentracdes de glifosato: dose recomendada (DR;
2,37 mg ia kg'!' de solo) e 10 vezes a dose recomendada por hectare (10X; 23,70 mg ia kg™ de
solo). Os microcosmos foram montados utilizando frascos de vidro estéreis (3,5 L) com
fechamento hermético, sendo adicionados 1,250 kg de solo em cada frasco, contemplando uma
camada de 7,5 cm. Para cada dose foram mantidos microcosmos em quadruplicata, além de
microcosmos sem aplicacao do herbicida (SA), também em quadruplicata. As incubacdes foram
realizadas por 28 dias em temperatura ambiente, sem incidéncia de luz. Como indicadores de
atividade microbiana utilizou-se a respiracdo do solo, atividade hidrolitica total, atividade de
desidrogenase, contagem de heterotréficos totais, carbono da biomassa microbiana e quociente
metabolico. Nas condi¢des experimentais utilizadas, os resultados indicaram tendéncia de
maior respiracdo nos microcosmos com aplicacao de glifosato, sendo 15% e 54% superior nos
tratamentos DR e 10X do que em SA. Os resultados de atividade hidrolitica, desidrogenase e
contagem de heterotréficos totais oscilaram ao longo dos 28 dias, no entanto, sem diferenca
significativa entre os tratamentos. O carbono da biomassa microbiana apresentou tendéncia de
diminui¢do logo apds a aplicagdo de glifosato em comparacdo com SA; contudo, valores
similares foram observados ao final dos 28 dias. No inicio das incubacdes, o quociente
metabdlico demonstrou tendéncia de valores superiores na presenca de glifosato,
potencialmente indicando maior estresse da microbiota. No entanto, este parametro apresentou-
se similar entre os tratamentos ao final dos experimentos. Nas condi¢des do experimento
realizado, os resultados indicam que, na maior dose recomendada do herbicida formulado (6 L
ha!) e, ainda, em dose dez vezes maior (60 L ha™), os potenciais efeitos sobre a microbiota sao
transitorios.

Palavras-chave: agrotoxico, atividade microbiana, contaminacao do solo, Latossolo Vermelho.



ABSTRACT

Glyphosate is considered a potent post-emergent herbicide widely used in agriculture,
especially in soybean cultivation, but is not metabolized in plants, and the microorganisms are
responsible for its degradation. The soil microorganism is responsible for the execution and
control of several fundamental functions, and soil contamination by pesticides can both inhibit
part of the microbiota by the toxicity of its components, but also boost native populations
capable of degrading such compounds. In this sense, it is of great importance to evaluate the
microbiological parameters, since they provide information on the presence and activity of
microorganisms, as well as on the intensity, type and duration of the effects of pesticide
contamination on soil metabolic activity. The objective of this work was to evaluate different
microbial parameters in Red Latosol without recent history of contamination under application
of glyphosate in microcosms. The concentration of active ingredient (ai) as glyphosate acid
equivalent (36.5%) and the maximum dose indicated in the formulated commercial product
package (6 L ha-1) were considered for calculation of the dose used, and two concentrations of
glyphosate: recommended dose (DR: 2.37 mg ai kg-1 soil) and 10 times the recommended dose
per hectare (10 x 23,70 mg ai kg-1 soil). The microcosms were assembled using sterile glass
bottles (3.5 L) with hermetic closure, adding 1,250 kg of soil in each flask, contemplating a
layer of 7.5 cm. For each dose, the microcosms were maintained in quadruplicate, as well as
microcosms without application of the herbicide (SA), also in quadruplicate. Incubations were
performed for 28 days at room temperature, with no incidence of light. As indicators of
microbial activity, soil respiration, total hydrolytic activity, dehydrogenase activity, total
heterotrophic counts, microbial biomass carbon and metabolic quotient were used. In the
experimental conditions used, the results indicated a tendency of greater respiration in the
microcosms with application of glyphosate, being 15% and 54% higher in DR and 10X
treatments than in SA. The results of hydrolytic activity, dehydrogenase and total heterotrophic
counts fluctuated over the 28 days, however, with no significant difference between the
treatments. The carbon of the microbial biomass presented a tendency of decrease soon after
the application of glyphosate in comparison with SA; however, similar values were observed
at the end of 28 days. At the beginning of the incubations, the metabolic quotient showed a
trend of higher values in the presence of glyphosate, potentially indicating greater stress of the
microbiota. However, this parameter was similar between the treatments at the end of the
experiments. Under the conditions of the experiment, the results indicated that, at the highest
recommended dose of the formulated herbicide (6 L ha-1) and also in a dose ten times higher
(60 L ha -1), the potential effects on the microbiota are transient .

Keywords: agrotoxic, microbial activity, soil contamination, red latosol.
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1 INTRODUCAO

Devido ao aumento da populacdo mundial e para atender as necessidades nutricionais,
criou-se uma demanda pela amplia¢do da produgdo agricola global, impondo que a mesma area
agricola produza alimentos para um nimero cada vez maior de pessoas. As perdas ocasionadas
por pragas, doengas e plantas daninhas podem contribuir significativamente para a reducdo da
produtividade, tornando os agrotéxicos itens essenciais para a obten¢do de maiores rendimentos
(STEFFEN et al., 2011).

Entre os agrotoxicos mais utilizados estdo os herbicidas. As elevadas perdas
relacionadas a perturbagdo causada pelas plantas daninhas, bem como a caréncia de alternativas
de igual acdo, fazem dos herbicidas uma pratica fundamental, fazendo com que se torne um dos
principais fatores antropogénicos com potencial para alterar a microbiota dos solos agricolas
(BUSSE, 2001).

O glifosato € considerado um potente herbicida pds-emergente bastante utilizado na
agricultura, principalmente no cultivo da soja e plantas transgénicas, para o controle de ervas
daninhas tanto anuais como perenes, sendo absorvido pelas plantas por difusdo através da
cuticula, contudo ndo € metabolizado nas plantas, sendo os microrganismos responsaveis pela
sua degradacao (RODRIGUES, 2009).

A microbiota do solo é responsdvel pela execug¢do e controle de varias fungdes
fundamentais, como a decomposi¢do da matéria organica, produ¢cdo de himus, ciclagem de
nutrientes, fluxo de energia, fixacdo de nitrogénio atmosférico, decomposicao e, também,
controle bioldgico de pragas e doencas. Diante disso, a contaminagdo do solo por agrotéxicos
pode tanto inibir parte da microbiota pela toxicidade de seus componentes, mas também
impulsionar populagdes que habitam naturalmente ali, por serem capazes de degradar esses
compostos (MOREIRA, 2006).

Virias pesquisas vém sendo desenvolvidas nas ultimas décadas envolvendo esta
temdtica e revelam uma ampla oscilacdo nos efeitos dos herbicidas sobre a microbiota do solo,
tanto na natureza como na magnitude, em func¢do, especialmente, do herbicida e das doses
utilizadas. A utiliza¢do do uso repetitivo de herbicidas do mesmo grupo quimico por longos
periodos, sem levar em consideracao os intervalos requeridos para que ocorra a recuperagdo da

funcionalidade da microbiota do solo, pode desencadear alteracdes de dificil reversibilidade.
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Estas consideracoes ressaltam a necessidade de gerar informacao especifica para os distintos
herbicidas (WARDLE et al., 1990).

A partir das constatacdes descritas anteriormente, percebe-se a importancia da
avalia¢do dos parametros microbioldgicos, como a respiracao do solo, atividades enzimadticas e
carbono da biomassa microbiana, pois proporcionam informagdes sobre a presenca e a atividade
de microrganismos, assim como também sobre a intensidade, tipo e duracdo dos efeitos da
contaminacdo por esses produtos agricolas na atividade metabdlica do solo. Por isso, a atividade
microbiana do solo se mostra como uma forma bem-intencionada de avaliar a perturbagao do

solo (WOLINSKA; STEPNIEWSKA, 2012).
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar diferentes parametros microbianos em Latossolo Vermelho sem histdrico

recente de contaminagdo sob aplicacdo de glifosato em microcosmos.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Mensurar a respiragcao do solo com e sem a aplicacao de glifosato;

- Investigar a atividade enzimatica da desidrogenase em solos com e sem a aplicacdo de
glifosato;

- Determinagdo da atividade hidrolitica total dos solos, com e sem a aplicacdo de
glifosato, através da hidrélise de diacetato de fluoreceina (FDA);

- Enumerar a populacdo microbiana heterotréfica cultivavel total do solo em condigdes
de aplicacdo e ndo-aplicacdo de glifosato;

- Avaliar o efeito do glifosato no solo sobre o carbono da biomassa microbiana;

- Calcular o quociente metabdlico frente a contaminacdo por glifosato no solo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AGROTOXICOS NA AGRICULTURA

O aumento da populacdo mundial juntamente com a necessidade de elevar a producdo
de alimentos modificou as técnicas utilizadas na agricultura. Dentre uma das mais relevantes
mudancas ocorridas na produgdo agricola foi a utilizacdo de agrotéxicos, produtos utilizados
para o controle de insetos, doengas e plantas invasoras que danificam o crescimento das culturas
(SILVA, 2017).

Segundo Jobim et al. (2010), no Brasil a utilizacao de agrotéxicos iniciou-se na década
de 1960, ano em que o governo adotou o chamado Plano Nacional do Desenvolvimento (PND),
onde for¢ou os agricultores a comprar uma cota de agrotoxicos para se ter o crédito rural. Diante
disso, a utilizacao de agrotoxicos aumentou excessivamente, contribuindo para a quase extingao
de praticas alternativas para o manejo de pragas.

O agrotéxico muitas vezes € conceituado como um insumo necessdrio para a
viabilidade dos sistemas produtivos rurais. Uma cultura agricola, segundo produtores e
trabalhadores rurais, sem a presenca de agrotoxicos ndo seria vidvel. O beneficio, mais plausivel
associado ao uso de agrotoxicos seria 0 aumento na produtividade da lavoura, diminuindo
assim, a demanda por recursos naturais e tecnoldgicos para a producdo de uma mesma
quantidade de produtos agricolas a ser ofertada (VEIGA, 2007).

Assim, estes fatores poderiam acabar beneficiando os consumidores finais, ja que ha
um aumento na oferta e uma reducio dos custos unitarios de produgdo, proporcionando uma
reducdo nos precos desses produtos a serem ofertados. Com isso, além de tornar os produtores
locais relativamente mais competitivos, propiciaria que uma parte da populagdo, com um nivel
de renda mais baixa, pudesse ter acesso a produtos que anteriormente nao teria sem a
diminui¢ao desses precos (VEIGA, 2007).

E bem sabido, porém, que a utilizacio destes insumos provoca contaminac¢io
ambiental, bem como, também € a causa de muitos problemas de saide publica (BOHNER et
al., 2013). Segundo Cassal (2014), como o produtor rural € ou podera ser diretamente afetado,
ele deve ser o primeiro a tomar medidas preventivas, pois a sua atividade de renda depende de
praticas que conservem o meio ambiente e consequentemente a sua saide, sendo indispensdvel

0 uso consciente desses produtos em suas lavouras.
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2.2 O HERBICIDA GLIFOSATO

De acordo com o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovaveis IBAMA, 2016), as vendas anuais de agrotéxicos e afins no Brasil entre os anos de
2000 e 2012 tiveram um crescimento de 194,09%, tendo destaque a ocorréncia de um
crescimento mais acentuado na Regido Centro-Sul do pais. Em 2012, o RS estava em 4° lugar
no ranking de comercializagdo de agrotdxicos, totalizando 46.778,99 toneladas de ingredientes
ativos. E em 2016, o herbicida glifosato aparece na primeira colocacdo com a venda de
185.602,22 toneladas de ingrediente ativo no Brasil.

Os herbicidas sdo considerados agentes bioldgicos como fungos, ou compostos
quimicos, sdo usados na agricultura para controlar e evitar o desenvolvimento de espécies
especificas (ROMAN, 2007).

Nesse sentido, é de grande relevancia a resisténcia dessas espécies especificas a
herbicidas, pois hd um nimero pequeno de herbicidas alternativos no controle de bidtipos
resistentes, sendo um desses o herbicida glifosato (VARGAS; ROMAN, 2006).

O glifosato (N-(fosfonometil)glicina)) € um composto organofosforado, ndo seletivo,
sist€émico, pds-emergente, e possui uma rapida absor¢do foliar e translocacao. Foi desenvolvido
para o controle de mais de 180 plantas daninhas incluindo as anuais e perenes para diversas
culturas. O volume aplicado e a frequéncia variam de 0,5 a 6,0 L/ha que sdo dependentes de
cada cultura (DORR, 2015).

Atualmente, existem algumas plantas daninhas, que por algum fator manifestam esta
dificuldade de controle com o uso do glifosato, como por exemplo a trapoeraba (Commelina
benghalensis) e a corda-de-viola ou corriola (Ipomoea spp.). Em virtude disso, essas espécies
demandam maiores doses do herbicida e por isso sdo consideradas espécies de dificil controle,
por se tornarem resistentes ao herbicida aplicado, como € o caso da buva (Conyza bonariensis).
(PEDROSO; SIQUEIRA, 2016).

As plantas daninhas, diferem das culturas por apresentarem uma grande variabilidade
genética entre si. Considerando uma mesma drea geogréfica, quanto maior for a variabilidade
genética e maior for a densidade da infestagdo, as chances de surgir resisténcia a um
determinado herbicida ou a mecanismos de acdo aumentam expansivamente (PEDROSO;
SIQUEIRA, 2016).

Quando o glifosato € aplicado sobre as plantas, ele € absorvido através das folhas e
depois € translocado para as outras partes da planta. A Figura 1 apresenta a sua férmula

estrutural, onde possui em sua molécula uma ligagdo covalente carbono-fésforo (C-P)
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altamente estdvel. Seu mecanismo de acdo € muito peculiar porque ele é considerado o tnico
herbicida que faz a inibi¢ao da enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPs) que
catalisa a condensacao do acido chiquimico e do fosfato piruvato, fazendo com que a sintese de
trés aminodcidos essenciais — triptofano, fenilalanina e tirosina nao seja realizada (GALLI;

MONTEZUMA, 2005).

0 0

'l '
COOH-CH;—NH-CH;-P-OH  COOH-CH;—NH-CH-P-OH

oOH OH

| C-P liase I

]

]
CJDOH—CHz—HH—CH;: NHE—CH:.‘II:'-DH
oH
: acido aminometilfosfonico
Sarcosing (AMEA)

Figura 1: Vias de degradagdo do glifosato. (Fonte: Adaptado de De Amarante Junior; Santos,
2002).

O principal metabdlito do glifosato € o dcido aminometilfosfonico (AMPA), sendo este
degradado pela populacdo microbiana do solo, depois é degradado para diéxido de amonio e
finalmente em carbono. Na presenca de agrotoxicos, a atividade e a populacdo de
microrganismos sdo alteradas, devido ao aumento da fonte de carbono que auxilia no
crescimento microbiano (WARDLE; PARKISON, 1990). Cerca de 50% da molécula original
€ metabolizada e o restante € adsorvido, aprisionado no solo, sendo a quantidade adsorvida
influenciada pelo teor de matéria organica, nivel de P e textura do solo (ALMEIDA, 1985).

De acordo com Liu et al., (1991), sdo duas as vias de degradacdo microbiana do solo: a
primeira se relaciona com a clivagem da AMPA e a segunda € pela clivagem da ligacao C-P,
por acdo da enzima C-P liase, transformando em sarcosina, como mostra a Figura 1.

Quando os herbicidas sdo aplicados durante vérios anos, possuem degradacdo mais
acelerada do que quando sdo aplicados a primeira vez, pois 0s microrganismos estdo mais
adaptados para metabolizar o composto (ROBERTSON; ALEXANDER, 1994).

As plantas transgénicas criadas para serem resistentes aos herbicidas foram

desenvolvidas para simplificar o manejo de ervas daninhas dentro do sistema de producao
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agricola com uso de agrotéxicos. As empresas de transgenia afirmam que as atuais variedades
de transgénicos reduzem substancialmente o uso de agrotéxicos (MONQUERO, 2005).

Quando o glifosato é aplicado sobre a planta, os primeiros sintomas sao a clorose foliar
seguida de necrose. Além destes, sdo encontrados outros sintomas como o enrugamento ou
malformacdes, principalmente em regides de rebrote. Os sintomas fitotoxicos de danos
causados pelo glifosato em geral ocorre lentamente, com a morte da planta em vérios dias
(GRUYS; SIKORSKI, 1999).

O glifosato em contato com o solo, pode ser adsorvido pelos coloides. A sor¢do do
herbicida € muito importante, porque indica quanto do produto ficard contido no solo e quanto
estard disponivel em sua solucdo. Isso se deve ao fato do composto possuir afinidade com os
6xidos e hidréxidos de ferro e aluminio, formando assim o chamado residuo-ligado. E
considerado um processo definitivo, pois por causa dessa ligacdo, as moléculas ficam
indisponiveis, sendo desprezivel a acdo na planta. Alguns estudos indicam também, que a
matéria organica, temperatura e pH, influenciam na sorcao do glifosato (FLORIDO, 2015).

Em se tratando das propriedades do glifosato, ele € classificado com baixa mobilidade,
sendo insignificante 0 movimento da molécula abaixo de no perfil do solo (FLORIDO, 2015).

O glifosato, muitas vezes, € retratado com capacidade de contaminar o ambiente, por
ser altamente hidrossoldvel, existindo a possibilidade de ser detectado em dguas superficiais.
No entanto, por ser pouco mével no solo, sé se constatard presenca do herbicida em rios e lagos,

ap6s uma chuva muito forte ou erosdo (AMARAL, 2009).

2.3 IMPORTANCIA DA MICROBIOTA DO SOLO

Os microrganismos existentes no solo, também denominados de microbiota, sdo assim
caracterizados por cinco grupos: bactérias, actinomicetos, fungos, algas e protozodrios. Os
microrganismos vivos do solo também s3o chamados de biomassa microbiana e
aproximadamente 90% da atividade microbiana do solo € realizada por bactérias e fungos (DA
SILVEIRA; DOS SANTOS FREITAS, 2007).

Os atributos quimicos e fisicos do solo, bem como a meso e microfauna sio
diretamente afetados pela atividade desses microrganismos, por isso da importancia de
preserva-los contribuindo, para a melhoria dos sistemas agricolas. A disponibilidade de dgua,
nutrientes, energia, distribui¢do dos agregados do solo e a radiac@o s@o alguns dos fatores que

limitam a atividade microbiana (HUNGRIA, 2000).
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Um fator relevante para o solo e consequentemente para o desenvolvimento das
plantas, € o nitrogénio (N). Em se tratando dos sistemas de produc¢do, a disponibilidade desse
nutriente pode ser um fator limitante para o sucesso de uma plantacio (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006).

O processo de mineralizacdo € resultante de interacdes entre substratos distintos,
diversidade dos organismos e condi¢des especificas do solo. Algumas condi¢des como
temperatura baixa e niveis de d4gua baixos no solo, fazem com que a atividade microbiana seja
afetada e consequentemente reduzem as taxas de mineralizacdo. Outro fator relevante € o
manejo do solo, pois também afeta a qualidade do solo, a quantidade de matéria organica,
interferindo também no processo de mineralizagdo (MOREIRA; SIQUEIRA 2006).

A degradacdo de vérios compostos, desde os mais simples, como aminoacidos e
proteinas, até os mais complexos como residuos de plantas e ceras sdo realizados pelos
microrganismos, tendo importincia também na degradacdo dos compostos quimicos
sintetizados pelo homem (TORSTENSSON, 1980).

Um fator fundamental nessa questdo estd a acdo do homem em querer transformar
areas florestais em dreas agricolas por meio da adi¢do de xenobidticos que podem modificar
gradativamente tanto o tamanho como a composi¢do da comunidade de microrganismos
adaptadas aos diferentes solos (CHILDS, 2007). Os estudos relacionados ao uso de parametros
microbianos para indicar a polui¢do do solo e do ambiente t€ém sido desenvolvidos com o
objetivo de certificar qual € a acdo desses elementos contaminantes, que sdo oriundos de
fertilizantes, pesticidas, residuos organicos, bem como do manejo do solo sobre a comunidade
e a atividade microbiana do solo. Nesse sentido, vérios estudos estdo sendo pesquisados,
relacionados ao fato dos microrganismos possuirem uma intensa relagcdo com as propriedades
do solo e também porque sdo eles os responsaveis por vdarios processos biologicos e
bioquimicos do solo, sendo assim, vulneraveis as alteracdes ocasionadas naturalmente ou pelo

homem (DA SILVEIRA; DOS SANTOS FREITAS, 2007).

2.3.1 Parametros utilizados para a determinacio de efeitos sobre a microbiota do solo

De acordo com alguns trabalhos, o parametro microbiano a ser analisado deve
apresentar algumas caracteristicas importantes, entre elas ser avaliado de forma minuciosa;
possuir variedade nos tipos e condi¢des de solo; ser vulnerdvel a acdo do agente em estudo e
possuir confiabilidade cientifica. Essas andlises s@o muito utilizadas para avaliar a qualidade do

solo, no entanto, ha necessidade de realizar diversas andlises a0 mesmo tempo para obter um
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resultado mais preciso da interferéncia do agente com o solo (DA SILVEIRA; DOS SANTOS
FREITAS, 2007)

Para se determinar os efeitos dos contaminantes e do manejo do solo sobre a atividade
microbiana, as andlises mais utilizadas sao a liberagdo de CO» pela respiracdo microbiana,
atividades enzimdticas, mineralizac¢do de nitrogénio e carbono, contagem de microrganismos e
biomassa microbiana (DA SILVEIRA; DOS SANTOS FREITAS, 2007).

Segundo Gregorich (1994), a quantificacio da biomassa microbiana do solo é o
parametro mais utilizado em estudos para determinar o impacto ambiental sobre a microbiota
do solo. Ela é uma das responséveis por controlar fun¢des chaves no solo, como a decomposi¢do
e 0 acimulo de matéria organica, ou transformagdes envolvendo os nutrientes minerais. Solos
que possuem um alto conteudo de biomassa microbiana sdo capazes de estocar e ciclar mais
nutrientes no sistema (DE ARAUJ O; MONTEIRO, 2007).

O método de fumigagdo-extracio é o mais utilizado para determinar a biomassa
microbiana do solo. Esse método € baseado na esterilizacao parcial (fumigacdo) de amostras de
solos com cloroférmio, fazendo com que as populagdes microbianas sejam mortas rapidamente,
rompendo assim a membrana celular e liberando os constituintes internos, causando pouca
interferéncia na matéria organica do solo e podendo ser facilmente removido do solo. A partir
da extracdo e quantificacdo do carbono das amostras fumigadas e ndo-fumigadas apds 24 h, é
realizada a estimativa (VANCE et al., 1987).

A respiragdo microbiana € um método que determina a quantidade de carbono liberado
na forma de COz, resultante da decomposi¢ao da matéria organica pela comunidade microbiana
aerébia do solo. Essa andlise permite quantificar o carbono que estd sendo degradado no solo e
também verificar se as condi¢des climdticas, o manejo do solo e a presenca de elementos
poluentes estdo ou ndo comprometendo a atividade microbiana durante a decomposicdo e a
mineralizacao do carbono no solo (DA SILVEIRA; DOS SANTOS FREITAS, 2007).

A atividade microbiana representa todas as reacdes metabdlicas celulares, incluindo
suas interacdes com os organismos do solo (SIQUEIRA et al., 1994). A hidrdlise de diacetato
de fluoresceina (FDA) € um método que avalia a atividade hidrolitica total do solo. O FDA ¢é
hidrolisado por vérias enzimas microbianas, sendo a maioria extracelulares (lipases, proteases
e esterases) representando a atividade que essas enzimas exercem no solo (SILVA et al.,2004).

Outro parametro importante de se analisar € a atividade da desidrogenase. Sdo enzimas
intracelulares, produzidas por microrganismos vivos, indicam a capacidade oxidativa da
microbiota e desempenha papel importante na degradagdo da matéria organica (DICK, 1997).

Alguns pesquisadores recomendam o seu uso nos testes com agrotoxicos, pois a desidrogenase
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permite avaliar com sensibilidade a atividade microbiana em um ou dois dias em experimentos
de laboratério (CHILDS, 2007).

A enumeracdo de microrganismos pode ser avaliada através de contagens ou a partir da
estimativa da biomassa microbiana. Representam a popula¢do de organismos cultivdveis no
solo e s3o um indicativo de efeitos positivos, neutros ou negativos sobre esta parte da microbiota
do solo. Pode ser realizada pela técnica do nimero mais provdavel (NMP) em placas de 96 pogos

em Caldo Soja Tripticaseina (TSB) (CHILDS, 2007).

2.4 IMPACTO DOS HERBICIDAS SOBRE A MICROBIOTA DO SOLO

A microbiota do solo pode ser afetada de forma direta ou indiretamente através da
ampliacdo de pesticidas em dareas agricolas. Segundo a literatura, quanto menor a solubilidade
em agua de uma molécula de pesticida, maior € a capacidade de sor¢do desta no solo. Porém,
para o glifosato, produto utilizado neste trabalho, essa regra nao se encaixa, pois € uma molécula
muito solivel em dgua e extremamente sorvida. A sorcdo do glifosato relaciona-se com as
forcas de van der Waals, ou seja, pode apresentar carga positiva e negativa a0 mesmo tempo €
também com a formacdo de ligagcdo covalente, fazendo com que o glifosato permaneca no solo
como residuo-ligado (PRATA; LAVORENTI, 2002).

O glifosato possui uma caracteristica muito peculiar de ser adsorvido pelas particulas
de solo e permanecer inativo até sua completa degradacdao (GIESY, 2000). Alguns estudos
realizados em solos brasileiros mostram que, em Latossolo argiloso, a meia vida do glifosato é
influenciada pelo histérico de aplicacdo do produto, onde hd uma pequena variacdo, mas
geralmente em solos tropicais € muito curta, ficando em torno de 12 dias no solo sem histérico
de aplicacio e de 22 dias no mesmo solo, apés 11 anos de aplicacdo do produto (ARAUJO et
al., 2003).

Ao analisar a meia-vida de um certo produto no solo, é preciso reconhecer que muitos
desses valores se referem a pesquisas em laboratério. Em condi¢des de campo, certamente
existem fatores que contribuem na alterag@o desses valores. Nesse sentido, quando realizamos
uma aplicacdo, devemos considerar que somente uma parte da dose que aplicamos vai atingir
o solo, pois a outra parte do produto € absorvida pelas plantas. Depois € liberado de forma
gradativa, podendo ser bastante lento, pois é influenciado pela relacdo C/N, que no caso de

algumas plantas € bastante alta (GALLI; MONTEZUMA, 2005).
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Outros estudos apontam que a influéncia de repetidas aplicacdes de glifosato influencia
no aumento do tempo da meia-vida do glifosato extraivel e do mineralizavel. Desse modo,
percebe-se um efeito negativo do herbicida sobre a atividade microbiana do solo por haver
maior efeito residual (ANDREA, 2003).

Em experimento realizado por Faria (2014), em um solo classificado como Latossolo
Vermelho Amarelo, observou-se que os herbicidas sulfentrazone e tebuthiuron reduziram a
respiracdo do solo, e o metilarsonato monossddico, tebuthiuron, clomazone influenciam
negativamente no carbono da biomassa microbiana, sendo o clomazone o herbicida que causou
0 maior impacto na atividade da microbiota.

Outro trabalho, realizado por Zilli (2008) em Latossolo Vermelho distroférico, onde
foi utilizado como herbicidas o glifosato e o imazaquim, mostraram que ambos os herbicidas
nao ocasionaram alteracdes significativas no teor de carbono da biomassa microbiana do solo,
na respiracdo basal do solo e no quociente metabdlico, porém, a comunidade bacteriana foi
afetada.

Existem varios estudos mostrando grande variabilidade de resultados, alguns revelam
efeitos de inibicdo e outros de estimulagio da atividade microbiana. E recorrente a dificuldade
ao realizar estudos onde avaliam os impactos dos pesticidas sobre a microbiota e processos
bioldgicos do solo, pois estes sdo afetados por intimeros fatores, relacionados ao préprio
herbicida, a forma de aplicacdo, o tipo de solo, o manejo e a populagdo de microrganismos

existentes no local (MOREIRA; SIQUEIRA 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA, CARACTERIZACAO E PREPARO DAS AMOSTRAS DE SOLO

Para a implantagao do experimento foi coletado solo na profundidade de 0 a 10 cm
(Horizonte A), de uma area sem histérico recente de contaminacio conhecido por agrotéxicos,
localizada na Area Experimental da Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS), municipio
de Cerro Largo/RS. O solo € classificado pelo Sistema Brasileiro de Classificacao dos Solos
como Latossolo Vermelho, com classe textural argilosa (EMBRAPA, 2006).

A area utilizada para a coleta do solo se encontrava durante 6 anos em pousio e alguns
dias antes do inicio do experimento, foram implantadas algumas arvores frutiferas, sendo entao
este solo pouco cultivado e manejado.

O solo foi submetido a secagem (22 + 5 °C por 2 dias) e peneirado utilizando peneira
com malha de 2 mm (COLLA et al., 2014), posteriormente homogeneizado, este solo foi
utilizado para a montagem dos microcosmos.

Uma amostra do solo foi encaminhada para caracterizacdo quimica no Departamento

de Solos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Campus Santa Maria (Tabela 1).

Tabela 1: Resultado da andlise do solo utilizado no experimento. Cerro Largo, RS.

Camada pHem Ca Mg Al H+Al CTC ef. Saturagdo  Satur. por N
dgua  (cmoleddm®) (cmoledm®)  (cmoledm®)  (cmoledm®)  (cmoledm®)  por Al (%)  bases (%) (%)
0-10 5,0 3,7 1,3 0,5 6,2 6,2 8,1 47,7 0,167
Camada Indice MO Argila Textura P-Mehlich K CTC pH7 K C
SMP (%) (%) (mg dm?)  (cmolddm?) (cmoleddm?)  (mg dm) (%)
0-10 5,7 2,8 64 1 10,7 0,675 11,9 264 1,768

3.2 PREPARO DO CONTAMINANTE

Amostra do herbicida foi adquirida de um agricultor que gentilmente cedeu a quantidade

desejada para este experimento. Para o calculo da dose utilizada, foi considerada a dose méxima

®
indicada na bula do produto, Glifosato Atanor 48 (35,6% de equivalente acido de Glifosato),
sendo esta de 6 L/ha. A partir disso, procedeu-se os cdlculos referentes a capacidade dos
microcosmos. Foi calculada para dose recomendada e dez vezes a dose recomendada, sendo

2,37 mg ia/kg de solo (0,03 mL do produto comercial) e 23,70 mg ia/kg de solo (0,3 mL do
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produto comercial), respectivamente. O solo foi alocado em bandejas e adicionado o

contaminante utilizando micropipetas.

3.3 MONTAGEM E INCUBACAO DOS MICROCOSMOS

Os microcosmos foram montados utilizando frascos de vidro estéreis, com tampa de
fechamento hermético com capacidade de 3,5 L. Foram adicionados 1,250 kg de solo em cada
frasco, contemplando uma camada de 7,5 cm (REIMER; FARENHORST; GAULTIER, 2005).
A umidade foi previamente ajustada para 60% da capacidade de campo, conforme Tedesco et
al. (1995), através da adicao de dgua destilada estéril.

O solo utilizado foi revolvido com espatula estéril para a homogeneizacao. Para cada
contamina¢do foram mantidos microcosmos em quadruplicata, além de microcosmos sem a
adicao do herbicida, também em quadruplicata e, dois frascos sem solo (brancos), totalizando

14 microcosmos, distribuidos da seguinte forma:

Tratamentos:

SA — Controle (sem contaminacao);

DR — Dose Recomendada;

10 X — Dez Vezes a Dose Recomendada.

As incubagdes foram realizadas por 28 dias em temperatura ambiente, sem incidéncia
de luz. Esse fator foi determinado devido a meia vida do glifosato no solo ser relativamente
curta, sendo que em latossolo ela pode chegar a 12 dias (ARAUJO, 2003).

Foram registradas periodicamente ao longo do experimento temperaturas minima e
maxima (Figura 2). A umidade gravimétrica foi monitorada ao longo do periodo de incubagio
do solo a partir de pesagens dos microcosmos. Havendo necessidade, dgua destilada estéril foi
adicionada aos microcosmos. Durante a incubac¢do foram realizados revolvimentos periddicos,
em ambiente estéril, para a homogeneizacao e aeracdo dos microcosmos.

Para todas os parametros a seguir, com excec¢do da atividade respiratdria, foram
retiradas amostras compostas, ou seja, hd repeticdes dentro de uma mesma amostra.

Posteriormente seguiu-se com o procedimento das andlises.
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Figura 2: Registro das temperaturas ao longo do experimento.

3.4 ATIVIDADE RESPIRATORIA

A atividade respiratéria microbiana nos microcosmos foi avaliada com base na
liberacao cumulativa de C-CO> (ALEF, 1995). A liberacdao do CO: pode, indiretamente, indicar
a potencial degradacdo do contaminante (JACQUES et al., 2007, LABUD et al., 2007). Os
microcosmos foram equipados com um sistema para a captagdo do CO; liberado, constituido
de um recipiente pldstico contendo 20 mL de NaOH (0,5 mol L") (Figura 3). Dois frascos sem

solo, porém contendo recipiente com NaOH, foram utilizados como provas em branco.

.

Figura 3: Microcosmo hermeticamente fechado contendo recipiente com NaOH.
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Os microcosmos foram mantidos hermeticamente fechados, sendo somente abertos
periodicamente para a retirada dos recipientes contendo NaOH e o CO: capturado, bem como
para a imediata substitui¢do por novo recipiente contendo NaOH.

Aos recipientes retirados foi adicionado 1 mL de solugio de BaClz (30%, m v'!) e duas
gotas de fenolftaleina 1%. Apds, a quantidade residual de NaOH foi titulada com HCI (0,5 mol
L!). Amostras de solo dos microcosmos foram utilizadas para determinag¢do da massa seca de
solo. A quantidade de CO; liberado foi determinada pela seguinte equacdo (STOTZKY, 1965;
COLLA et al., 2014):

C-CO; (mg kg™! solo seco) = [(B — T) x eq x MHCI x Fc] / Mc
onde:
B = volume (mL) de HC1 0,5 mol L™ usado na titulagdo da prova em branco;
T = volume (mL) de HCI 0,5 mol L! usado na titulacdo do tratamento (microcosmos);
eq = equivalente-grama do carbono (igual a 6);
MHCI = concentra¢cdo molar da solu¢do padronizada de HCI;
Fc = fator de correciio da molaridade de dcido/base (mol L™! HC1/ mol L' NaOH);
Mc = massa de solo seco (em kg) no microcosmo.

A respiracdo foi avaliada diariamente nos primeiros 10 dias do experimento e,
posteriormente, a cada dois dias. Os resultados sd@o apresentados na forma de respiracao

acumulada.

3.5 ATIVIDADE HIDROLITICA MICROBIANA DO SOLO

O diacetato de fluoresceina (FDA) ¢ um composto incolor utilizado para avaliar a
atividade hidrolitica em solos. Este substrato ¢ hidrolisado tanto por enzimas extracelulares
quanto parietais, liberando como produto a fluoresceina que ¢ mensurada em espectrofotdometro
(ADAM; DUNCAN, 2001).

Amostras de solo (2,0 g) foram coletadas semanalmente dos microcosmos, de forma
asséptica, e acondicionadas em frascos Erlenmeyer (125 mL). Em seguida, foram adicionados
15 mL de tampdo fosfato (60 mmol L!; pH 7,6) e 0,2 mL de solugdo de FDA (1000 pg mL™,

preparada em acetona), em triplicata. Os frascos foram fechados, agitados manualmente e entdo
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incubados em agitador orbital (30 °C; 100 rpm) por 20 min. A reagdo foi finalizada com a adi¢do
de 15 mL de solugio de cloroférmio/metanol (2:1, v v'') e os frascos agitados vigorosamente.
Apos, o conteudo foi alocado em tubos de centrifuga (50 mL) e centrifugados por 10
min a 7.000 rpm. O sobrenadante foi coletado, filtrado utilizando papel filtro, e a absorbancia
do filtrado foi mensurada em espectrofotometro a 490 nm. Foram realizados controles contendo
solo e tampao, mas sem FDA. Estes controles foram utilizados como “zero” para a mensuragao
da absorbancia. A quantidade de fluoresceina liberada (ug fluoresceina g solo seco) foi

determinada através de curva padrao de fluoresceina (ADAM; DUNCAN, 2001).

3.6 ATIVIDADE DE DESIDROGENASE

A atividade de desidrogenase foi estimada semanalmente, durante a incubagdo dos
microcosmos, pela reducdo de 2,3,5-cloreto de trifeniltetrazélio (TTC). Cinco gramas de solo
foram acondicionados em tubos do tipo Falcon de 50 mL e, na sequéncia, foram adicionados 5
mL de tampao Tris-HCl (100 mmol LY pH 8,0) contendo TTC (1%, m v, em triplicata.
Foram realizados controles com solo e tampdo, mas sem a adi¢do de TTC.

As amostras foram incubadas a 30 °C por 16 h. O produto da acdo da desidrogenase
(2,3,5-trifenilformazan) foi extraido com a adicdo de 20 mL acetona. Para tanto, apds a adi¢ao
da acetona, os tubos foram mantidos no escuro por 2 h e agitados manualmente a cada 20 min.
Logo apods, foram mensuradas as absorbancias dos sobrenadantes a 485 nm. Os resultados
foram expressos como atividade relativa (%), referente ao tempo de incubacdo dos

microcosmos onde foi observada maxima absorbéancia (100%).

3.7 CARBONO DA MASSA MICROBIANA

No inicio e no fim do experimento, o carbono (C) da biomassa microbiana no solo dos
microcosmos foi determinado pelo método modificado da fumiga¢do-extracdo (VANCE et al.,
1987). A fumigagao foi realizada através da adi¢@o de cloroférmio isento de etanol diretamente
a amostras de solo (BROOKES et al., 1982; WITT et al. 2000). O cloroférmio, além de matar
os microrganismos, rompe as células microbianas, liberando constituintes microbianos
citoplasmaticos para o solo, permitindo assim sua extracdo (JENKINSON; POWLSON, 1976).

Os procedimentos a seguir foram realizados em capela de exaustdo. Amostras de solo

(20 g), em triplicata, foram adicionadas 1 mL de cloroférmio isento de etanol em frascos que



27

foram mantidos hermeticamente fechados. Apds incubagdo no escuro, por 24 h, os frascos
foram abertos para evaporacdo do cloroférmio. Procedeu-se, entdo, a extracdo do carbono
organico com 50 mL de solucdo aquosa de sulfato de potdssio (0,5 mol L''). Amostras de solo
ndo submetidas a fumigacdo foram, logo apds a pesagem, adicionadas da solucdo extratora.

Seguindo-se a extragdo, o carbono dissolvido no extrato foi submetido a oxidagdo por
via imida, utilizando uma mistura de dicromato de potdssio (2 mL), 4cido sulftrico (10 mL) e
acido ortofosférico (5 mL) concentrados, com aquecimento externo. Apos o resfriamento foram
adicionadas 70 mL de 4gua destilada e quatro gotas de difenilamina (1% m/v em 4cido
sulfirico). O excesso de dicromato foi entdo titulado com sulfato ferroso amoniacal
(BROOKES; JOERGENSEN, 2005).

Para a padronizacdo da molaridade exata da solucido de sulfato ferroso amoniacal,

utilizou-se a seguinte equagao:

M = [(Mz2 x V2) x 6]/ Vi

onde:

M; = molaridade exata padronizada do sulfato ferroso amoniacal;

M, = molaridade exata do dicromato de potdssio (0,066 mol L1);

6 =razao estequiométrica (K>Cr207);

V1 = volume de sulfato ferroso amoniacal gasto na titulacdo da amostra controle (branco);

V2 = volume da aliquota de dicromato de potdssio utilizada.

O teor de C nos extratos de solo foi calculado pela seguinte equagao:
C (mg C kg solo) = [(Vb - Va) x M x 0,003 x V1 x 10°] / (Ps x V2)

onde:

C = carbono extraido do solo;

Vb (mL) = volume do sulfato ferroso amoniacal utilizado para a titulacdo da solug¢do controle
(branco);

Va (mL) = volume do sulfato ferroso amoniacal utilizado para a titulagdo da amostra;

M = molaridade exata do sulfato ferroso amoniacal;

V1 = volume do extrator (K2SO4) utilizado;

V2 = aliquota do extrato utilizada para a titulacao;

Ps (g) = massa de solo seco.
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O calculo do carbono da biomassa microbiana (BMS-C) do solo € dado pela férmula
BMS-C (mg C microbiano kg solo seco) = FC x k¢!
onde:

FC = diferenca entre a quantidade de C (mg kg™!' solo) recuperada no extrato da amostra
fumigada e aquela recuperada no extrato da amostra nao fumigada;

ke = fator de correcdo, igual a 0,33 (SPARLING; WEST, 1988).

3.7.1 Quociente metabdlico

O quociente metabodlico (¢gCO2) foi calculado pela razdo entre respiragdo e o carbono
da biomassa microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 1993). Os valores encontrados foram

expressos em mg C-CO> mg C mic™! dia™!, conforme a férmula:

gCO, = C-CO; (mg C-CO; kg'! solo seco dia!) / BMS-C (mg C microbiano kg™! solo seco)

3.8 ENUMERACAO DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS TOTAIS

Amostras de solo, semanalmente coletadas de forma asséptica a partir dos
microcosmos, passaram por diluicdes decimais seriadas, de 102 a 10, em salina estéril (8,5 g
L' NaCl). Posteriormente, 25 uL destas dilui¢des foram inoculadas, em triplicata, em 200 pL
de Caldo Soja Tripticaseina (TSB) estéril, contidos em pocos de placas de poliestireno de 96
pocos estéreis. As placas foram incubadas por 5 dias a 30 °C, envoltas em papel aluminio para
proteger da luz. Avaliagdes foram realizadas através da verificacdo da turbidez do meio,
indicando crescimento microbiano. O Numero Mais Provavel (NMP) de microrganismos
heterotréficos das amostras foi obtido a partir de tabela de referéncia (BLODGETT, 2010). A
quantificacdo de microrganismos foi expressa como Log NMP g! solo seco, considerando o

volume de amostra e o fator de diluicao.
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3.9 ANALISE DOS DADOS

Os célculos referentes as férmulas descritas foram realizados utilizando o software
Microsoft Excel 2013 (Microsoft, EUA). Os resultados das repeti¢cdes foram utilizados para
célculo de médias e erro padrao. Foram submetidos também a andlise de variancia (teste F),
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey considerando-se o nivel de significincia de

5%.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os tratamentos empregados para a aplicagdo no solo do herbicida glifosato, conduzidos
em microcosmos, foram realizados no intuito de verificar o potencial de contaminag¢io ou ndo,
do referido herbicida, em diferentes doses em um solo sem histérico de aplicacdo de

agrotoxicos.

4.1 ATIVIDADE RESPIRATORIA

O resultado referente a respiragcdo acumulada ao longo de 28 dias de incubagdo dos
microcosmos pertencentes aos trés tratamentos estd apresentado na Figura 4. Observou-se que
todos os tratamentos com contaminag¢do apresentaram niveis de atividade respiratoria
superiores ao controle, sem adi¢cdo do herbicida (SA), que acumulou apenas 80,50 mg C-COz
kg solo™!. Com relagio aos tratamentos contaminados, foram similares, sendo que a maior dose

aplicada (10 X) apresentou atividade mais elevada 124,65 mg C-CO: kg solo™.
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Figura 4: Produgdo cumulativa de COz por tratamento respirométrico nos trés tratamentos ao
longo de 28 dias de incubagio.
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A atividade respiratdria representa a degradacdo do material e € avaliada pela produgio
de COz ou pelo consumo de Oz em amostras de solo (GARCIA et al.1994). Alguns autores
consideram essa técnica como a mais sensivel dentro das técnicas para quantificacdo de
respiracdo (PAUL; CLARK, 1996).

A temperatura de incubacdo durante os 28 dias de experimento foi monitorada,
apresentando média minima de 17,5 °C e maxima de 20,7 °C. Essa temperatura nao ¢é a ideal,
pois a atividade microbiana € muito mais elevada em temperaturas altas. As elevadas
temperaturas do solo sdo essenciais para que os microrganismos especializados possam
degradar pesticidas e outros contaminantes no solo (BRADY; WEIL, 2009).

O maior acimulo de CO; verificado nos microcosmos contaminados com o herbicida
em relacdo ao controle (Figura 4) ja foi constatado em diversos estudos. Aratjo et al., (2003),
estudaram, in vitro, mudancas na atividade microbiana de solos com e sem glifosato aplicado.
O glifosato foi aplicado a uma taxa de 2,16 mg kg™!' de solo durante um periodo de 32 dias, € os
autores observaram aumento de 10 a 15% no CO; envolvido.

Esse comportamento também foi evidenciado em outros trabalhos. De Souza (1999),
sob doses crescentes do glifosato e do imazapyr (0; 4; 8 e 12 L ha! do produto comercial
Roundup e Arsenal, respectivamente), em solos latossélicos, sob trés contetidos de umidade
(40, 70 e 100% do equivalente de umidade). Os resultados obtidos concluiram que a microbiota
do solo foi capaz de utilizar o glifosato e o imazapyr como fontes de carbono.

Ap6s 28 dias de incubagdo, apesar da respiracdo didria ter reduzido e logo aumentado
novamente, os microcosmos ainda ndo apresentavam sinais de tendéncia a estabilizacdo da
respiragdo acumulada.

Em outro estudo, Wardle, Parkison (1990), utilizando trés herbicidas pds-emergentes
(2,4-D, picloram e glifosato) nas concentragdes de 0, 2, 20 e 200 pg g- !, mostrou que todos os
herbicidas causaram o aumento da respiracdo microbiana, mas apenas por 9 dias apds a
aplicagiio, e apenas para concentragdes de 200 ug g- !, indicando assim que a produgio de CO»
estd relacionada com a decomposicao direta do herbicida no solo.

De forma similar, Dallmann (2010), avaliando o impacto do glifosato na microbiota do
solo nas concentracdes 960 g ia ha!, 1.920 g ia ha! e 3.840g ia ha aplicados 28 dias apés a
semeadura (DAS) cultivado com soja geneticamente modificada resistente ao glifosato (GM
rr) conduzido a campo num solo classificado como Pdozdlico vermelho-amarelo distréfico,

indicaram que as condi¢des utilizadas no experimento exerceram efeito sobre o CO; liberado,
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com as maiores doses de herbicida apresentando maiores taxas de respiracdo em comparagdo

ao controle.

4.2 ATIVIDADE HIDROLITICA MICROBIANA DO SOLO

A atividade hidrolitica microbiana do solo € uma medida da atividade das enzimas do
solo sendo a maior parte delas enzimas extracelulares. Utilizam diacetato de fluoresceina (FDA)
como substrato enzimatico (ADAM; DUNCAN, 2001).

A Figura 2 apresenta os resultados referentes a atividade hidrolitica total do solo nos
trés tratamentos ao longo de 28 dias de incubacdo. A hidrélise do FDA foi utilizada com o
objetivo de avaliar a atividade microbiana frente a contaminac¢do com o glifosato. Foi possivel
observar que a atividade hidrolitica total do solo controle (SA) se manteve inferior aos demais
tratamentos durante as primeiras avaliagdes, sendo que posteriormente houve uma elevagao.
Com relagdo aos tratamentos com aplicagdo do glifosato, o tratamento com a dose recomendada
(DR) apresentou-se maior nas avaliacdes iniciais € em seguida houve um decréscimo. J4 o
tratamento com maior dose do herbicida (10 X) se manteve, inicialmente, intermediario, e mais
tarde similar ao controle (SA), porém nao houve diferencga significativa entre os tratamentos

(p>0,05).
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Figura 5: Atividade hidrolitica total do solo nos trés tratamentos ao longo de 28 dias de
incubacao.
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Estudos feitos por Scopel (2014) onde avaliaram a capacidade de biodegradacdo do
glifosato em solos de pomares de macieira, com diferentes histdricos de aplicacdo do produto
durante 32 dias, bem como quantificando os residuos de glifosato e seu metabdlito, o dcido
aminometilfosfonico (AMPA), no inicio e no final do periodo. Os resultados evidenciaram que
houve degradacdo do glifosato pelos microrganismos edaficos durante o periodo avaliado com
formacdo do metabdlito AMPA. Ocorreu um aumento significativo da atividade microbiana
analisada pela técnica FDA para a maioria dos solos analisados. Os solos que receberam
aplicagdo de glifosato antes da incubag@o evidenciaram atividade microbiana maior do que os
solos sem aplicacdo. A partir desses resultados, supde-se que os microrganismos utilizaram o
glifosato como fonte de nutriente.

Em estudo realizado em sistema fechado (sacos pldsticos) utilizando solos Podzdlico
vermelho-amarelo e Latossolo vermelho, ambos com e sem historico de aplicagdo do glifosato
e em doses recomendadas, observou-se que a atividade enzimdtica apresentou resultados
superiores em relacdo ao controle, sugerindo que o glifosato € utilizado pelos microrganismos
do solo para seu crescimento. Também foi notou que os solos com historico de aplicacdo do
glifosato apresentaram atividade microbiana maior se comparados com os solos sem historico,
evidenciando que os solos com histérico de aplicagao possuem uma microbiota mais eficiente
e que proporcionam adaptacdo dos microrganismos 2 presencga do produto (ARAUJO, 2002).

Tal comportamento também foi evidenciado em solos argentinos. Zabaloy et al. (2008)
ao 1investigar os impactos de trés herbicidas pds-emergentes (glifosato, 4cido 2.4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e metsulfuron-metil), em dose recomendada e 10x a dose, usando
incubacdes de solo de curto prazo (3 semanas), verificou que somente o hebicida 2,4-D mostrou

efeitos transitorios nos solos, inibindo a hidrélsie do FDA.

4.3 ATIVIDADE DE DESIDROGENASE

A atividade da desidrogenase nos trés tratamentos ao longo de 28 dias de incubagdo é
apresentada na Figura 3. No tempo zero, a atividade da desidrogenase foi similar em todos os
tratamentos. ApOs a primeira semana houve uma elevagdo da atividade em SA e, no mesmo
periodo, ocorreu um declinio em DR e 10 X se comparando com o controle. No 14° dia, todos
os tratamentos obtiveram um decrescimento e a partir do 21° dia, o tratamento controle se
manteve mais elevado do que os demais tratamentos em todas as avaliacOes seguintes. No
entanto, novamente ndo se verificou diferenca significativa entre os tratamentos, nem em

relac@o ao controle (p>0,05).



34

120
S ~
1S
E=J 80
[~ 72!
s &
-2
L o0
T i
.-g-c 40
<
0

0 7 14 21 28
Tempo (dias)

—-SA —4&DR —-10X

Figura 6: Atividade da desidrogenase nos trés tratamentos ao longo de 28 dias de incubacdo.

Resultados de estimulo foram detectados em trabalhos de Childs et.al. (2007), onde nos
tratamentos de metolachlor 2x, imazethapyr 2x e glifosato 10x estariam indicando efeitos de
promocdo da atividade oxidativa do solo. Para o glifosato, existem referéncias de incrementos
tempordrios na atividade da microbiota do solo (HANEY et al., 2000; BUSSE et al., 2001).

As desidrogenases ocorrem em todas as células microbianas, e sua mensuracao esta
relacionada a capacidade oxidativa de microrganismos (ANDREONI et al., 2004). Dessa
maneira, se houver decréscimos na atividade da desidrogenase estaria indicando uma
diminui¢do da atividade microbiana, que consequentemente relaciona-se ao efeito inibitério do
herbicida sobre a microbiota (OGBOLOSINGHA et al., 2015). Foi o que aconteceu na Figura
6, em todo o periodo avaliado a atividade da desidrogenase se manteve inferior ao solo controle

(SA), porém, sem diferenca significativa.

4.4 CARBONO DA BIOMASSA MICROBIANA E QUOCIENTE METABOLICO

A Tabela 2 apresenta os dados referentes ao carbono da biomassa microbiana nos trés
tratamentos ao longo de 28 dias de incubacdo. A BMS-C mostrou tendéncia de diminuic¢ao logo
apos a aplicacdo das diferentes concentragdes de glifosato em comparagdo ao tratamento sem a
adicao do herbicida.

Ap6s 28 dias de incubagdo SA, DR e 10X apresentaram elevagdo, sendo o BMS-C em

10X superior ao tratamento controle, e a BMS-C em DR inferior ao controle. Em contrapartida,
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apos 28 dias houve aumento acentuado do BMS-C em ambos os tratamentos com glifosato (DR
e 10X). Ao final dos 28 dias de incubacao, 0 BMS-C no controle se manteve similar ao inicial;
porém ambos os tratamentos (DR e 10X) aumentaram em relagc@o aos valores iniciais, com uma
biomassa maior no microcosmo com maior dose do herbicida (10X), no entanto, ndo se

constatou diferenca significativa nos tratamentos aplicados (p>0,05).

Tabela 2: Carbono da biomassa microbiana nos trés tratamentos avaliados no 1° e 28° dias de
incubacdo.

1 28
Tratamentos
mg C kg solo seco’!
Sem aplicaciao 155,73 164,61
Dose recomendada 92,66 158,62
10 X a Dose recomendada 101,69 194,44

Segundo Nguyen (2016), as aplicacdes de glifosato em conjunto com as varidveis do
solo influenciam de forma significativa a biomassa microbiana e sua atividade. Um estudo
realizado por Haney (2000) mostrou que o glifosato estimulou significativamente a atividade
microbiana do solo, medida pela mineralizacao de C e N, mas nao afetou a biomassa microbiana
do solo, nas doses 47, 94, 140 e 234 pgia g'! de solo sendo similar ao observado na Tabela 2.

Dallmann (2010), também avaliou o nivel de carbono organico total (COT) e verificou
que este nao diferiu (p<0,05) com a aplicagdo do glifosato, corroborando com os resultados
encontrados neste experimento onde também nao houve diferenca significativa.

O quociente metabdlico (qCOz), quantificado através da razao entre a quantidade de
CO:z liberado pela respiracao e a quantidade de carbono da biomassa microbiana em fun¢do do
tempo, representando o estresse da populacdo, quanto maior o quociente, maior o estresse
(ISLAM; WEIL, 2000). A Tabela 3 apresenta os valores do qCO: nos trés tratamentos ao longo
de 28 dias de incubacio.

O tratamento controle (SA) apresentou, de inicio, os menores valores para o quociente
e, ao final dos 28 dias de incubagdo, mostrou-se intermedidrio. Inicialmente, 0s microcosmos
contaminados com glifosato apresentaram os maiores valores do quociente metabdlico no inicio
do experimento (0,0659-0,0644 mg C-CO2 mg C mic™! dia™!), mas similares entre si (Tabela 3),

potencialmente indicando estresse inicial da populagdo microbiana.
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Os microcosmos com menor dose de aplicagdo (DR) apresentaram qCO: inferior
(0,0129 mg C-CO2 mg C mic™! dia™!) em relagio aqueles com maior dose (10X) e controle ao

final dos 28 de incubacdo (Tabela 3).

Tabela 3: Quociente metabdlico nos trés tratamentos avaliados no 1° e 28° dias de incubagdo.

1 28
Tratamentos
mg C - CO, mic”' dia™
Sem aplicacao 0,0099 0,0208
Dose recomendada 0,0659 0,0129
10 X a Dose recomendada 0,0644 0,0253

Os valores do tratamento com maior dose do herbicida (10X) diminuiram ao final do
experimento, explicados pelos teores relativamente baixos de CO> emitidos nos experimentos
respirométricos € o alto valor de biomassa microbiana. Tal fato também foi observado no
tratamento com menor dose de glifosato (DR). Nesse sentido, se observa também na Tabela 3,
que, ao final dos experimentos, 0 qCO2 nos tratamentos com aplicac¢do do glifosato foi reduzido
em 80% na DR e em torno de 60% no tratamento 10 X, em rela¢do ao tempo inicial.

Trabalhos realizados por Barwald Bonh (2011), corroboram parcialmente com o
relatado acima onde a aplicacdo isolada ou sequencial de glifosato na cultura da soja em
Argissolo Vermelho Amaelo distréfico, aumenta a atividade microbiana, a taxa de respiracao
basal e o quociente metabdlico. Conforme a tabela 3, este tltimo parametro, houve uma ligeira
diminui¢do, evidenciando que a populacdo ali presente conseguiu se recompor, porém doses
mais elevadas (10x) a populagdo permaneceu em estresse.

Segundo Castilho (2016), nenhuma dose de glifosato (240; 420; 740 e 1440 kg ha!)
afetou o carbono da biomassa microbiana e nem na respiracdo microbiana apds um periodo de
28 dias de incubagd@o. O mesmo ocorreu para qCO:, indicando assim, que os tratamentos
testados ndo causaram impacto significativo nos microrganismos do solo da Floresta Nacional
de Carajas.

Dallmann et al. (2010), também encontrou aumento nos valores do quociente
metabdlico (p<0,05) para doses maiores do herbicida, que segundo ele, este fato pode ser
explicado pela relacdo entre os maiores valores da atividade respiratéria e de carbono da

biomassa microbiana.
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4.5 ENUMERACAO DE MICRORGANISMOS HETEROTROFICOS TOTAIS

A técnica do NMP foi utilizada para estimar o tamanho das populacdes microbianas e
monitorar seu crescimento ou redug@o ao longo de 28 dias de incubag¢do dos microcosmos. No
periodo avaliado, os nimeros de microrganismos heterotréficos (Figura 4) sofreram um
decréscimo logo ao sétimo dia de monitoramento em todos os tratamentos, incluindo o controle,
com relag@o ao tempo zero (dia em que os microcosmos foram montados e o solo contaminado
com o herbicida). Apds esse periodo, os numeros de heterotréficos totais em SA sempre
mantiveram uma pequena elevacio, chegando ao final do periodo de incubag¢do com 10,35 log
NMP g! solo.

Os microcosmos DR e 10 X apresentaram contagens variadas, sendo que no 21° dia de
avaliacdo o tratamento com a maior dose ultrapassou o controle (SA). No final do periodo de
incubacdo, o tratamento DR manteve-se com valores inferiores (7,77 log NMP g! solo), ja o
tratamento 10 X conservou-se com nimeros intermedidrios entre os tratamentos (9,40 log NMP
gl solo). Também se constatou que nido houve diferenca significativa entre os tratamentos

realizados (p>0,05).
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Figura 7: Contagem de microrganismos heterotréficos totais pelo NMP nos trés tratamentos
ao longo de 28 dias de incubaco.
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O glifosato pode apresentar efeito positivo as bactérias do solo como efeito
bioestimulador sobre os microrganismos do solo, provavelmente ao fato de que as moléculas
do herbicida podem se converter em fontes de nutrientes, como C, N e P para os microrganismos
do solo (GOMEZ et al., 2009).

Outro estudo realizado por Aradjo, Monteiro e Abarkeli (2003), mostrou que a
contagem do niimero mais provdvel (NMP) apés 32 dias de incubacdo, na dose 2,16 mg kg™ de
solo, o ndmero de actinomicetos e fungos aumentou, enquanto o ndmero de bactérias
apresentou uma ligeira reducdo, sendo similar a analisada na Figura 7.

Quando ocorre a aplicacdo de herbicida, o aumento inicial das populacdes dos
microrganismos € rotineiro. A microbiota do solo mineraliza os herbicidas utilizando-os como
fonte de energia permitindo o aumento da populacdo. De um modo geral, sdo seguidos de
decréscimos. Dessa forma, as populagdes microbianas embora tolerantes aos herbicidas
aplicados s@o susceptiveis aos produtos resultantes da interacao solo-herbicida (WANG et al.,
2010).

Esse comportamento pode ser comparado ao de Araujo (2002), onde se observou que
nos solos sem histdrico de aplicagdo apresentou pequena diminuicdo do nimero de bactérias
apo6s o periodo de 32 dias com aplicagdo de glifosato. Ja em solos com histérico de aplicacgdo,
mostram que ndo ouve diminuicdo no nimero de bactérias, apds o periodo de incubacdo,
sugerindo, desta forma, uma comunidade bacteriana ja adaptada em Latossolo e Podzdlico.

De Castro Junior et al. (2006) também avaliaram a quantificagdo da populagdo de
bactérias do solo com glifosato e de acordo com os resultados obtidos, a adicdo do herbicida
ndo exerceu efeito negativo na populacdo de bactérias e fungos. Nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos sem ou com adi¢do do glifosato, assim como entre o nimero

de microrganismos quantificados no solo com aplica¢do do produto puro e o comercial.



39

5 CONCLUSAO

Nas condi¢des experimentais utilizadas, os resultados demonstram que em Latossolo
Vermelho sem histdrico recente de aplicacdo do herbicida glifosato, a respiracdo do solo
apresentou tendéncia de incremento pela adi¢dao de glifosato. Outros parametros analisados,
como a atividade hidrolitica microbiana, atividade de desidrogenase, e contagens de
heterotréficos totais ndo diferiram significativamente entre o controle e os tratamentos com
glifosato.

Tendéncia de diminuig¢do inicial do carbono da biomassa microbiana foi observado com
a aplicacdo de glifosato. De forma similar, o qCO2 indicou tendéncia de maior estresse da
microbiota do solo logo apods a aplicacdo de glifosato. No entanto, para ambos parametros, os
efeitos observados se mostraram transitorios. Essas observagdes evidenciam que mesmo
utilizando a maior dose do herbicida indicada na bula, 6 L/ha e, ainda a aplicando na dose dez
vezes maior (60 L/ha), ndo houve interferéncia (negativa ou positiva) sobre a microbiota do
solo avaliado.

Sendo assim, mesmo em um solo com poucas condi¢cdes de qualidade e manejo ndo se
verificou interferéncia relevante das doses do herbicida aplicado no solo. Neste sentido, os
efeitos de aplicagcdes de glifosato sobre parametros da microbiota do solo devem ser melhor
investigados a médio e longo prazo e em diferentes condi¢cdes de solo. Sugere-se que estudos
subsequentes possam avaliar o efeito do glifosato em solos melhor estruturados, com rotacao

de cultura, e elevados indices de matéria organica, para comparacoes.
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