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RESUMO

FRANCISCON, EMANUELE GIULIANI. Carbono da biomassa e atividade bioquimica em
solos do cerrado submetidos a aplicacao do nematicida Cadusafés. 2018. 56 p. Dissertacdo
(Mestrado em Meio Ambiente e Qualidade Ambiental) - Universidade Federal de Uberlandia,
Uberlandia — MG!

O cerrado € o segundo maior bioma brasileiro e considerado a dltima fronteira agricola do
planeta. Seus solos sdo predominantemente Latossolos, desprovidos de nutrientes e suscetiveis
a erosdo, mas que ndo foram empecilhos para a ocupagdo pela agricultura moderna, com
aplicacdes de grandes quantidades de produtos quimicos. Sem o uso destes produtos, o aumento
de pragas e doencas poderia acarretar perda significativa na produgdo agricola. O desafio &,
entdo, evitar a degradacgdo dos solos e reduzir a polui¢cao ambiental conciliando com a crescente
demanda por alimentos, fibras e energia. Os micro-organismos do solo participam de quase
todos os processos que ali ocorrem, e sao reconhecidos como sensiveis indicadores da saide
dos solos naturais e agricolas. A microbiota do solo pode ser afetada pelos pesticidas quimicos
utilizados no combate de organismos patégenos das culturas agricolas, ja que estes produtos
possuem baixa seletividade. Os efeitos que a aplicac@o de pesticidas organofosforados causam
na microflora do solo, ainda sdo pouco conhecidos e relatados. O objetivo foi, entdo, analisar o
efeito do nematicida organofosforado Cadusafos sobre a comunidade microbiana do solo, com
a ajuda de alguns parametros microbiologicos. Para isso, foram coletados solos arenoso e
argiloso representativos da regido do Cerrado do estado de MG. O cadusaf6s utilizado foi o
Rugby 200 CS, na taxa de concentracio de 0,4 mg i.a. Kg!' de solo, recomendada para a
aplicacdo em campo, e ainda em doses maiores para testar a concentracao minima inibitoria.
Em um ensaio com doses do cadusafds, as varidveis analisadas foram a respiracdo basal,
carbono da biomassa e quociente metabolico. Posteriormente, foi avaliado a resposta induzida
da comunidade microbiana a adicdo de glicose pela respiracdo basal, consumo de glicose,
atividade da desidrogenase e rendimento metabolico. Os ensaios foram realizados em 4
repeti¢des. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e normalidade, e as médias
testadas ao nivel de 5% de probabilidade pelos testes de Tukey e Kruskal-Wallis. Para os dois
solos amostrados e em todos os atributos testados, ndo foram verificadas diferencas
significativas entre os tratamentos que receberam cadusafds e o controle ndo contaminado.
Provavelmente o cadusafds foi adsorvido e ou biodegradado, ou que o efeito toxico sobre os
micro-organismos seja pequeno. Os nossos resultados indicam que a molécula de Cadusaf6s,
nao compromete a funcionalidade edéfica, mantendo a qualidade original do solo nas condi¢des
testadas. AvaliacOes mais profundas estrutural comunidade e a longo prazo devem ser
realizadas para fortalecer os dados aqui encontrados. Isso € importante porque o conhecimento
a respeito dos efeitos de pesticidas sobre a atividade da comunidade microbiana do solo pode
fornecer subsidios para o planejamento do uso correto da terra.

Palavras-chave: Respiracdo basal. Desidrogenase. Rendimento metabdlico. Glicose,
organofosforado. Micro-organismos do solo.

I Comité Orientador: Lucas Carvalho Basilio de Azevedo — Universidade Federal de
Uberlandia e Adao de Siqueira Ferreira - Universidade Federal de Uberlandia.



ABSTRACT

FRANCISCON, EMANUELE GIULIANI. Biomass carbon and biochemical activity in
cerrado soils subjected to the application of nematicide Cadusafé6s. 2018. 56 p. Dissertation
(Master Degree in Environment e Environmental Quality) — Federal Universtiy of Uberlandia,
Uberlandia — MG?

The cerrado is the second largest Brazilian biome and considered the last agricultural
frontier of the planet. Its soils are predominantly latosols, devoid of nutrients and susceptible
to erosion, but which were not obstacles to the occupation by modern agriculture, with
applications of large quantities of chemicals. Without the use of these products, increased pests
and diseases could lead to significant losses in agricultural production. The challenge is to avoid
soil degradation and reduce environmental pollution by meeting the growing demand for food,
fiber and energy. Soil microorganisms participate in almost all the processes that occur there,
and are recognized as sensitive indicators of the health of natural and agricultural soils. Soil
microbiota can be affected by the chemical pesticides used to combat pathogens of agricultural
crops, since these products have low selectivity. The effects that the application of
organophosphate pesticides cause on soil microflora are still little known and reported. The
objective was to analyze the effect of the organophosphate nematicide Cadusafés on the soil
microbial community, with the help of some microbiological parameters. For this, sandy and
loamy soils representative of the Cerrado region of Minas Gerais State were collected. The
cadusafos used was the Rugby 200 CS, at the concentration rate of 0.4 mg i.a. Kg-1 of soil,
recommended for field application, and at higher doses to test the minimum inhibitory
concentration. The parameters analyzed were basal respiration, biomass carbon and metabolic
quotient, afterwards the induced response of the microbial community to the addition of glucose
was evaluated through basal respiration, glucose consumption with time, enzyme activity
dehydrogenase and metabolic yield, all in quadruplicate. Data were submitted to analysis of
variance and normality, and the means tested at the 5% probability level, by Tukey and
KruskalWallis test. For the two soils sampled and in all the attributes tested, no significant
differences between the treatments that received cadusafés and the control were verified. The
hypotheses are that the cadusafés was biodegraded, has no toxic effect on microorganisms, or
that the molecule was not bioavailable by the various interacting forces that occur with the soil.
Our results indicate that the Cadusafos molecule does not compromise edaphic functionality,
maintaining the original quality of the soil under the conditions tested. Deeper structural and
residual assessments should be performed to strengthen the data found here. Knowledge about
the effects of pesticides on the activity of the soil microbial community can provide subsidies
for planning the correct use of land.

Keywords: Basal respiration. Dehydrogenase. Metabolic yield. Glucose. Organophosphorus,
Soil micro-organisms.

Supervising committee: Lucas Carvalho Basilio de Azevedo — Universtiy of Uberlandia and
Adaio de Siqueira Ferreira - Universtiy of Uberlandia.



INTRODUCAO

Para prover alimentos a uma populacdio mundial em crescimento (FAO, 2016), a
agricultura moderna usa técnicas de melhoramento genético, fertilizacdo do solo, irrigacao,
conservagao de solo, mas também de pesticidas. Sem o uso destes produtos, a incidéncia de
plantas daninhas, pragas e doencas poderia acarretar perda significativa na producdo agricola
(PASSOS; REIS, 2013). No entanto, o uso continuo e, as vezes, indiscriminado de agrotoxicos
pode levar a contaminacdo do ambiente (NAWAZ et al., 2016). O desafio é, entdo, evitar a
degradacao dos solos e reduzir a polui¢cao ambiental conciliando com a crescente demanda por
alimentos, fibras e energia (MARTINELLI et al., 2010; EMBRAPA, 2014).

Os patogenos vegetais comprometem o desenvolvimento e a produtividade das culturas
agricolas. Dentre os patdgenos, os nematoides fitoparasitas se alimentam do tecido vegetal do
sistema radicular, afetando a absor¢cdo e a transloca¢do de nutrientes e 4gua, alterando a
fisiologia da planta (MOREIRA et al., 2001). Esses organismos também podem predispor a
planta a doencas e a estresses ambientais ou atuarem como transmissores de outros patégenos,

diminuindo a produtividade vegetal NAWAZ et al., 2016).

O controle quimico de nematoides € realizado por nematicidas, dentre eles tem-se o
Cadusaf6s, que pertence ao grupo dos organofosforados, e tem sido utilizado extensivamente e
com sucesso sobre uma ampla gama de nematoides e outros insetos de vérias culturas
importantes (TOMLIN, 2003; GIANNAKOU et al., 2005; KARPOUZAS & SINGH, 2006). O
Cadusafés atua inibindo principalmente a acetilcolinesterase, aumentando o nivel de
acetilcolina nas sinapses, provocando depressdao do sistema nervoso central e em seguida a

morte dos nematoides (HORNE et al., 2002).

Apesar de sua eficadcia comprovada, os pesticidas sdo considerados um dos mais graves
poluentes ambientais, ocasionando problemas associados a contamina¢do de adgua superficial e
subterranea, e elevada toxicidade ao homem, animais e meio ambiente (STOLF, 2006;
HUSAIN et al., 2010). Outro problema grave, ocasionado devido a baixa seletividade dos
pesticidas quimicos, € que estes ndo atingem apenas o organismo-alvo, tornando-se toxicos para

outros que habitam o solo e as plantas, como os micro-organismos do solo.

Os micro-organismos sofrem efeitos adversos por serem sensiveis a mudangas no
ambiente (LARCHEVEQUE et al., 2006; CHU et al., 2007). No solo, os micro-organismos

participam de grande parte dos processos de transformagdes quimicas, e estdo associados



principalmente a rizosfera, em uma relacdo de interdependéncia com a vegetacdo, podendo
realizar interagdes benéficas ou prejudiciais (NANNIPIERI et al., 2003). Uma das principais
contribuicdes da microbiota do solo é para a fertilidade natural do solo, visto sua acdo na
decomposicdo de moléculas organicas e outras substancias, disponibilizando nutrientes para as

plantas (ARTIOM, 2016; FRIEDEL et al., 2001).

Os pesticidas afetam a dinamica da comunidade do solo de trés formas: primeiro,
ocasionando a morte de micro-organismos alvos e ndo-alvos; segundo, a utilizacdo direta destes
produtos por organismos capazes de degrada-los; e terceiro, surgimento ou desenvolvimento de
populacdes microbianas que dependem de fontes nutritivas secundarias, como os metabdlitos

produzidos a partir da decomposic@o dos pesticidas (GIANFREDA E RAO, 2008).

As alteracoes na composicdo da comunidade microbiana do solo podem levar a
mudancas que interferem na diversidade funcional e na qualidade do solo, na sustentabilidade
de ecossistemas terrestres, além do rendimento da produtividade agricola, associado a funcao
de fertilizacdo natural do solo (TURCO et al., 1994). No entanto, prever a relacdo entre a
estrutura do pesticida e a comunidade microbiana do solo em determinado solo ndo é facil. Ha
relatos de pesticidas que estimulam o crescimento de micro-organismos do solo (MORENO et
al., 2007; REIS et al., 2008; SANTOS et al., 2010), enquanto outros causam inibi¢ao temporaria
ou permanente de determinadas populacdes (JOHNSEN et al., 2001; GIANFREDA; RAO,
2008; KOOKANA et al., 2014). Mas é sabido que alguns atributos dos micro-organismos do
solo, como taxa de respiracdo e biomassa microbiana, diversidade e atividade enzimatica,
respondem rapidamente a essas mudangas e sdo sensiveis indicadores de qualidade dos solos
(JANGID et al., 2008; FERREIRA et al., 2010; BURNS et al., 2013; EPELDE et al., 2014).

O Brasil € considerado o maior consumidor mundial de pesticidas, no entanto, os efeitos
que a aplicacdo de pesticidas, principalmente os organofosforados, causam na microbiota do
solo ainda sdao pouco conhecidos e relatados (IBAMA, 2017). Esse entendimento € importante
na avaliacao de risco do pesticida e de seu uso, trazendo a necessidade de estudos e incentivos

ao desenvolvimento, oferta e consumo de pesticidas de menor periculosidade.

1.1 Hipoéteses
e Nos solos contaminados pelo nematicida Cadusafés a microbiota do solo € afetada, uma

vez que os efeitos que o agrotéxico causa nos nematoides também prejudica os micro-
organismos, pois estes irdo desviar a energia do crescimento e reproducdo para a
manutencao celular.

e As variaveis avaliadas (RBM, CBM, qCOg, atividade da enzima Desidrogenase, RIS,

2



consumo de glicose e rendimento microbiano) sofrem alteragdes e servem para indicar
contaminac¢do por Cadusafos.
e Ap0s aplicacdo do Cadusafos no solo, a comunidade bacteriana tende a se recuperar ao

longo do tempo, o que pode ser visto através da RBM, CBM e qCOa.

1.2 Objetivos
O objetivo do presente trabalho foi analisar o efeito do nematicida organofosforado

Cadusafds sobre a comunidade microbiana do solo, pela avaliagdo de varidveis microbioldgicas
indicadoras de perturbacdes e qualidade do solo, que foram RBM, CBM, qCO,, atividade da

enzima Desidrogenase, RIS, consumo de glicose e rendimento microbiano (Y).



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Solos do Cerrado

O solo é uma ocorréncia natural em que materiais organicos, minerais e biologicos
formam uma mistura heterogénea e estruturas complexas, fornecendo um ambiente favoravel
para o desenvolvimento da vida (JENNY, 1992; DITTERICH, 2016). Entre as diversas funcdes
que o solo desempenha, tem-se a de moderar a estocagem, liberacdo e ciclagem de nutrientes,
da 4dgua e outros elementos, habitat e suporte para o crescimento de diversos organismos vivos,
além de diversos servigos sociais, como fonte de alimentos, vestudrio e suporte para edificagdes
(ARTIOM, 2016). Sao compostos por trés fases: solida, liquida e gasosa. A parte sélida
inorganica € constituida por minerais primérios e secundarios, distribuidos nas fragcdes areia,

silte e argila.

O Cerrado € o segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 21% do territério, e
perdendo em termos de drea apenas para a Amazonia. E considerado a tltima fronteira agricola
do planeta (BORLAUG, 2002). O clima da regido € estacional, com um periodo chuvoso
durando dos meses de outubro a marco, € um periodo de seca de abril a setembro. A precipitacao
média anual varia de 750 a 2000 mm e temperaturas médias entre 22°C e 27°C (MORENO;
HIGA, 2005).

Os solos do Cerrado sdao predominantemente Latossolos, estando presente em cerca de
46% da area total do bioma (EMBRAPA, 2006). Latossolos sdo solos muito antigos, acidos,
intemperizados e, portanto, pobre em nutrientes e suscetiveis a erosio (MANZATTO, 2002;
KLINK; MACHADO, 2005). Também sao profundos e bem drenados, € na fracdo argila
predominam caulinitas, 6xidos de ferro e aluminio (FURLEY, 1999; MANZATTO, 2002).

A baixa fertilidade dos solos ndo foi um empecilho para a ocupacdo pela agricultura
moderna em grandes extensdes de areas, onde sdo aplicadas grandes quantidades de calcéario e
fertilizantes no solo para suprir a pobreza natural dos solos desse bioma (MULLER, 2003).
Além disso, as caracteristicas fisiograficas favordveis a mecanizagdo e irrigagdo, a
disponibilidade de terras a baixos custos e localizagdo geografica privilegiada para logistica,
também foram fatores que colaboraram para o ripido e intenso processo de expansdo agricola

do cerrado (BICKEL; DROS, 2003).

Dos aproximadamente 2 milhdes de km? de Cerrado originais, mais da metade ja foi

convertido em 4reas agricolas. Os principais usos agricolas do Cerrado sdo para pastagens e



culturas anuais, com destaque para as monoculturas de soja, cana-de-acucar, milho, café e
algodao (MACHADO et al., 2004; MARRIS et al, 2005).

Essas transformacdes intensivas acarretaram em danos ambientais, como a degradacio
de ecossistemas, fragmentacdo de hébitats, redu¢do da biodiversidade, invasdo de espécies
exoticas, erosao dos solos, polui¢do de aquiferos, desequilibrio no ciclo de carbono, entre outros
(KLINK & MACHADO, 2005). O Cerrado é considerado um dos lideres de biodiversidade
mundiais (MYERS et al., 2000; SILVA; BATES, 2002), e é relatado que expansdo agricola e
exploracdo de recursos naturais s@o as principais causas de ameaga dessa diversidade
(HILTON-TAYLOR, 2004).

E inegivel que a expansdo agricola moderna no Cerrado trouxe beneficios
socioecondmicos para a regido e para o Brasil, como ganhos na produtividade, aumento da
oferta de produtos agricolas para consumo interno e exportacdo, diversificacdo da economia
local, melhorias sociais, entre outras (BONELLI, 2001). Porém, um dos principais desafios € o
uso sustentavel do Cerrado, demonstrando a importancia que a biodiversidade desempenha no
funcionamento dos ecossistemas, e para isso a necessidade de sua conservacdo (KLINK &

MACHADO, 2005).

2.2 Microbiota do solo

Os micro-organismos do solo participam de diversos processos que ocorrem nesse
compartimento, como na decomposicao de residuos organicos e ciclagem de nutrientes
(COIMBRA et al., 2009). Estao associados principalmente a rizosfera em uma relagdo de
interdependéncia com a vegetacdo, podendo realizar interagdes benéficas ou prejudiciais
(NANNIPIERI et al., 2003). As associagdes benéficas ocorrem devido a liberagdo de exsudatos
pelas raizes das plantas e compostos orginicos que 0s micro-organismos utilizam para
sobreviver. Em troca, os microorganismos podem fixar nitrogénio, melhorar a absorcao de dgua
e nutrientes, produzir substancias reguladoras de crescimento para as plantas e ainda aumentar
a tolerancia a contaminantes e a fitopatégenos do vegetal (JENNY, 1992).

Uma das principais contribui¢cdes da microbiota do solo € para a fertilidade natural, que
€ a capacidade que os solos possuem de disponibilizar nutrientes vegetais. Isto € possivel pela
participacdo em processos-chave como mineralizacdo, imobilizacdo, nutri¢do, decomposicao
de xenobiodticos e moléculas orginicas, tornando assim muitos elementos essenciais disponiveis
para as plantas (ARTIOM, 2016; FRIEDEL et al., 2001). Além da participagdo nos ciclos
geoquimicos, os papéis que os micro-organismos realizam resultam em efeitos primordiais nas

propriedades quimicas e fisicas do solo (WARDLE 1992; SPARLING 1997; SEYBOLD et al.,



1999). Por outro lado, os tipos de manejo agricola e/ou a contaminagdo do solo por agrotoxicos

podem afetar a microbiota do solo.

2.3 Agrotoxicos

A evolucdo da industria agroquimica ocorreu durante a Segunda Guerra Mundial,
quando inseticidas orginicos sintéticos comecaram a ser usados para proteger soldados de
pragas transmissoras de doencas nas regides tropicais (BRANCO, 2003). Mas o marco de
expansdo foi apds este evento histérico, quando o aumento populacional pressionou os
investimentos sobre a agricultura, em termos de insumos e agrotdxicos, para suprir a demanda

por alimentos (BRANCO, 2003).

No Brasil, o uso de agrotdxicos se intensificou a partir da década de 1970, com o II
Plano Nacional de Desenvolvimento, que condicionava uma cota de agrotdxicos para cada
financiamento rural. Além disso, na mesma época acontecia a expansao agricola dos estados
do Norte do Brasil e da regido do cerrado (considerado a ultima fronteira agricola brasileira),

impulsionando o desenvolvimento da industria agroquimica no pais (PIRES et al., 2005).

A demanda por alimentos, fibras e energia ainda é crescente e requer aumento constante
da produtividade (EMBRAPA, 2014), obtido pela intensificacio dos sistemas agricolas
(FOLEY, 2011). Sem o uso de produtos quimicos, o aumento de pragas e doencas poderia
acarretar perda significativa na producao agricola (PASSOS E REIS, 2013). O desafio ¢, entdo,
evitar a degradacdo dos solos e reduzir a poluicdo ambiental em concilio com o aumento da
producdo (MARTINELLI et al., 2010). Em 1989, com a Lei n. 7.802/1989 foram normatizadas
exigéncias e procedimentos para a fabricacio e uso de agrotéxicos, para minimiza¢ao dos riscos
e perigos ao meio ambiente, a satide do consumidor e aos trabalhadores rurais (PELAEZ et al.,

2010).

O Decreto 4.074, de 4 de janeiro de 2002, que regulamenta a Lei 7.802/1989, dispde em

seu artigo 1°, inciso IV, a defini¢do de agrotdxico e afins:

“...sd0 produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou
biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens,
na protecao de florestas, nativas ou plantadas, e de outros ecossistemas e
de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar
a composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao danosa

de seres vivos considerados nocivos, bem como as substancias e produtos



empregados como desfolhantes, dessecantes, estimuladores e inibidores
de crescimento” (BRASIL, 1989).

Defensivos quimicos, pesticidas, praguicidas, remédios de planta e venenos, sdo
algumas das indmeras denominagdes relacionadas ao termo agrotéxico. (FUNDACENTRO,

1998). Os pesticidas podem ser classificados quanto a sua finalidade, como:

* Inseticidas (controle de insetos),
* herbicidas (controle de plantas invasoras),
» fungicidas (controle de fungos),
* fumigantes (controle de bactérias do solo),
* raticidas (controle de roedores),
* nematicidas (controle de nematoides),
* acaricidas (controle de acaros), e
* desfolhantes (controle de folhas indesejadas).
Também podem ser classificados quanto ao modo de acdo, como, por exemplo, por

ingestao e contato, e também quanto a origem em compostos inorganicos, organicos, de origem

vegetal, bacteriana ou fungica (CAVALHEIROS, 1993).

O Potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) para os agrotoxicos foi normatizado no
Brasil em 1996 pelo Ministério do Meio Ambiente, definindo classes que se baseiam em
caracteristicas intrinsecas do produto, seu comportamento e destino no ambiente, e nos efeitos

sobre organismos nao-alvo:

“ Classe I — Produto altamente perigoso;
Classe II - Produto muito perigoso;
Classe III — Produto perigoso;
Classe IV — Produto pouco perigoso” (BRASIL, 1996).

Em relacdo ao poder de toxicidade, a Lei 7.802/89 classifica os agrotoxicos em:

“Classe I — extremamente t0xicos;

Classe II — altamente toxicos;

Classe III — mediamente toxicos;

Classe IV — pouco ou muito pouco toéxicos (BRASIL, 1989).” Por
determinacdo legal, todos os agrotéxicos devem conter uma faixa em seu rétulo com a cor

indicativa de sua classe toxicoldgica (TABELA 1). Ainda se pode fazer uma classificacdo



quanto ao efeito na saide, decorrente da exposi¢cdo humana aos agentes e estabelecidas doses

letais (DL) em 50% dos animais utilizados em determinada concentragao.

N

Tabela 1. Classificacdo dos agrotoxicos quanto aos efeitos a saide de organismos vivos,
segundo a OPAS/OMS (1996).

Classe Toxicidade DLso Cor da faixa
toxicologica
I Extremamente Toxico <5mg.Kg1 Vermelha
11 Altamente Téxico Entre 5 e 50 mg.Kg'! Amarela
I Mediamente Toxico Entre 50 e 500 mg.Kg! Azul
v Pouco toxico Entre 500 e 5000 mg.Kg™! Verde

O registro e comercializacdo de agrotoxicos no Brasil € feito mediante avaliacdo de trés
orgdos federais de acordo com sua competéncia: Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), que avalia a eficiéncia e o potencial de uso na agricultura; Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), ao qual compete
a avaliag@o do potencial poluidor; e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que

visa a seguranca para a saide da populacdo (Decreto 4.074/2002).

As empresas detentoras de registros de produtos agrotdxicos apresentam relatorios
semestrais de comercializacdo destes produtos para o 6rgdo federal responsavel (IBAMA), por
obrigatoriedade do artigo 41 do Decreto 4.074/2002. O tltimo relatorio, atualizado no ano de
2017, mostra uma quantidade de 551.313,25 toneladas vendidos nesse ano, correspondentes a
325 ingredientes ativos, o que coloca o Brasil como maior consumidor desde o ano de 2008.
Além disso, os relatérios apontam para uma tendéncia do crescimento do consumo de

agrotoxicos da classe II nos tltimos anos, frente as demais classes (IBAMA, 2017).

As areas contaminadas por agrotdxicos no Brasil vém causando problemas crescentes
para o ambiente, sendo a agricultura uma das atividades contaminadoras. Os impactos da

contaminac¢do podem ser sentidos de forma direta, indireta, local, regional, imediato, temporério



e/ou permanente (SPADOTTO, 2004). O cenario de uso desses produtos no pais vem trazendo
a necessidade de estudos e incentivos ao desenvolvimento, oferta e consumo de agrotéxicos de

menor periculosidade ao meio ambiente (IBAMA, 2017).

2.3.1 Nematicidas organofosforados
Ha diversos patdgenos que comprometem o desenvolvimento e a produtividade das

culturas agricolas, entre eles, os nematoides fitoparasitas. Os nematoides prejudicam as plantas
pela acdo nociva sobre o sistema radicular que, por sua vez, afeta a absorcao e a translocacgao
de nutrientes e dgua, alterando a fisiologia da planta (NAWAZ et al., 2016). Esses organismos
também podem predispor a planta a doencas e a estresses ambientais ou atuarem como

transmissores de outros patogenos (FILETI et al., 2011).

Os sintomas de infestacdo desses parasitas no campo sdo percebidos pelas mudancgas
morfologicas nas plantas, como o amarelecimento e desfolhamento da parte aérea,
consequéncia do déficit nutricional ocasionado, e culminando com sua morte subita (NAWAZ
et al., 2016). Nos casos em que os nematoides ndo causam a mortalidade dos hospedeiros, hi
reflexos negativos na producao e comercializagdo das culturas, pois estas perdem o vigor, € 0s
frutos ndo atingem o tamanho e aparéncia padrao (MOREIRA et al., 2001). As perdas por
nematoides s@o contabilizados em até 12% de toda a produgdo agricola mundial, ocasionando
um prejuizo em termos monetarios de cerca de 157 bilhdes de dolares anualmente (SINGH et

al., 2013).

As formas de controle desses parasitas no campo envolvem a rotacdo de cultura com
culturas ndo hospedeiras de nematoide, utilizacdo de cultura resistente quando disponivel,
controle bioldgico, pousio, método de alqueive que mantem o solo sem a presenca de plantas
invasoras que possam hospedar os nematoides, dentre outras, como o controle quimico,
realizado por nematicidas (MAPA, 2013; MAPA, 2014; RITZINGER; FANCELLI, 2006). O
manejo integrado dessas formas de controle é importante para diminuir os custos, ndo agredir

o meio ambiente e aumentar a producdo (RITZINGER; FANCELLI, 2006).

Os nematicidas podem ser classificados de forma geral como fumigantes e nido
fumigantes. A maioria dos nematicidas sdo ndo fumigantes (organofosforados e carbamatos).
Os organofosforados, em especial, t€ém sido amplamente utilizados em todo o mundo nas
ultimas décadas devido a proibi¢ao do uso de inseticidas organoclorados em muitos paises

(DUNGAN et al., 2003).



Os organofosforados sdo ésteres de amido ou tiol derivados do 4cido fosforico,
tiofosférico ou ditiofosférico (SAVOY, 2011). Sao caracterizados por conter atomos de

carbono e fosforo em sua estrutura quimica (FIGURA 1).

FIGURA 1. Estrutura quimica de inseticidas organofosforados. (X= molécula de oxigénio ou
enxofre; R’ = CH3; ou CH2CH3).

RX — P —OR’

OR’

A acdo desses produtos € principalmente pela inibi¢do da enzima colinesterase, por
processo de fosforilizac@o, no sistema nervoso central do inseto (COUTINHO et al., 2005). A
inativacdo da colinesterase gera um acimulo de acetilcolina, que é um neurotransmissor
quimico, nas sinapses, com consequente bloqueio de transmissdo de novos impulsos nervosos.

Essa acdo ocasiona diversos danos aos organismos atingidos (MARONI et al., 2000).

Quando inalados, esta classe de inseticida causa diversos danos a sauide, como
dificuldade respiratdria, crises asmaticas, problemas de pele, nduseas, dores abdominais e de
cabeca, entre outros, porém os piores efeitos sdo sentidos no sistema nervoso central, devido a
inativacdo da enzima colinesterase, podendo causar problemas de coordena¢do motora,
psicoses, paralisia das extremidades e dos musculos, convulsdes e até levar ao coma (KAMRIN,
1997).

2.3.2 Cadusafos

O Cadusafo6s (S-di-sec-butil O-etil fosforoditioato) é um nematicida organofosforado,
amplamente utilizado contra insetos e nematoides do solo em diversas culturas (LAMBERTI
et al., 1998; GIANNAKOU et al., 2005; KARPOUZAS E SINGH, 2006). No Brasil ¢ indicado
para controle nas culturas de soja, algoddo, café, batata e cana-de-acucar, existindo trés
produtos formulados com esse ingrediente ativo registrados para comercializacdo (AGROFIT,
2018). O Cadusaf6s é classificado, pelos 6rgdos responsaveis, como altamente téxico e se

encontra na Classe II - Muito perigoso para o meio ambiente, constando em sua bula ser
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altamente movel, podendo atingir principalmente dguas subterraneas (ABO-AMER, 2012). O
Cadusaf6s ndo se encontra entre os 80 principios ativos mais usados no Brasil, e por isso nao
ha dados de seu consumo atual no pais (AGROFIT, 2018). Algumas propriedades gerais desse

produto estao descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades gerais do Cadusaf6s.

Propriedades Cadusafos
Férmula molecular Ci10H2302PS2
Solubilidade em agua (mg.L! em 25°C) | 245

Kow' 70800

Koc (para solos)? 227
Persisténcia em solos (PSso) em dias 38

Fonte: Kookana et al., 2014. 'K,w=coeficiente de particdo n-octanol-agua; *K..=constante de ionizago.

Mesmo o Cadusafos sendo amplamente utilizado em praticas agricolas durante varios
anos, ainda é defasada a avalia¢do de seus efeitos sobre o solo, principalmente sobre a sua
degradacao por micro-organismos. Os poucos resultados relatados sdo contrastantes quanto a
biodegradacdo do composto: os autores Abo-Amer (2012), Kookana et al. (2014), Karpouzas e
Singh (2006), Dimitrios et al. (2005) e Karpouzas et al. (2004) discorrem sobre a degradacao
acelerada da molécula de Cadusafos pela microbiota do solo, que o utiliza como fonte de
carbono e energia. Ja OliveiraVelona et al. (2008), reporta a baixa taxa de mineralizacdo do
Cadusaf6s, com apenas 10% do composto liberado na forma de C-CO- ao final dos 32 dias de
incubacdo realizados. Além disso, também ja foi inferido que em contato com o Cadusafos,
algumas populagdes de micro-organismos crescem a custa da degradacdo do composto,
enquanto, por competi¢do, outras diminuem, modificando a estrutura da comunidade local

(DIMITRIOS et al., 2005).

2.4 Destino e transformacoes dos pesticidas no ambiente
Quando um pesticida € aplicado, na maioria dos casos alcanga o alvo e pode seguir
diferentes destinos. Se a molécula de pesticida for absorvida pela planta ou pelos organismos

alvos, sua funcdo serd cumprida, porém esses compostos também podem sofrer processos de
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retencdo, transformacdo e/ou transporte para outros compartimentos ambientais (PRATA,
2000).

A persisténcia ou o destino que as moléculas de pesticida tomam no ambiente, depende
de suas propriedades fisico-quimicas, da quantidade e frequéncia de aplicagdo e caracteristicas
bidticas e abidticas do ambiente (KLINGMAN et al., 1982). Em virtude do tipo e nimero de
atomos e da estrutura da molécula de pesticida, cada um possui propriedades fisico-quimicas
diferenciadas, que irdo definir, juntamente com as propriedades do solo, seu comportamento
ambiental (NUNES; VIDAL, 2009; PRATA, 2002). Algumas dessas propriedades dos
pesticidas podem ser determinadas por método conhecidos em laboratério, e sdo: solubilidade
em 4gua (Sw), coeficiente de particdo n-octanol-dgua (Kow), pressdo de vapor (P), meia vida

(T12), constante de ionizagao acido (pKa) ou base (pKy).

No solo, o comportamento do pesticida depende fortemente dos fendmenos de
sor¢do/dessor¢do, que determinam a persisténcia deste no solo (SILVA, 2012). A sorcao
compreende os processos de retencdo da molécula, podendo ser através de adsorcao, absorcao
ou particdo hidrofébica por constituintes da parte solida do solo. Esse processo impede a
molécula de se mover, podendo também impedir a manifestacdo de sua acdo (SILVA, 2012).
As moléculas sorvidas podem retornar a solu¢do do solo, sendo o processo conhecido por
dessorcao, e acontece no equilibrio com a concentracdo de molécula adsorvida e em solugdo do
solo (GEBLER; SPADOTTO, 2008). Além disso, é preciso levar em consideracdo a energia de
ligacdo entre pesticidas e os coldides do solo. Dependendo do mecanismo de ligacio (quimico,
fisico ou interacdes hidrofdbicas), os pesticidas podem ser sorvidos em diferentes intensidades

no solo, tornando a molécula mais ou menos biodisponivel (SILVA, 2012).

7z

O conhecimento desses processos fisico-quimicos € importante para prever a
mobilidade e biodisponibilidade dos pesticidas nos solos, sendo possivel tomar medidas para

limitar seu impacto em ecossistemas nao visados (OLVERA-VELONA et al., 2008).

A molécula de pesticida também pode sofrer processos de transformacdo em outras
moléculas, conhecidas como produtos de transformacdo ou metabdlitos (PRESOTI, 2008). Os
processos abidticos de transformagao dos pesticidas se dao pela acdo de componentes fisicos e
quimicos do ambiente e pela extensdo da solubilidade em agua da molécula, por processos
como a fotélise, hidrolise e oxidacdo (LAVORENTI et al., 2003). Porém, na maioria dos casos,
as moléculas de pesticidas sdo transformadas por processos bidticos, pela acdo do metabolismo
dos micro-organismos do solo. O produto final dessas transformacdes € a mineralizacdo em

CO», H2O e ions minerais. Este processo também € conhecido pelo termo biodegradacao
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(MONTEIRO, 1997). Os processos microbianos envolvidos na biodegradacdao podem ser

divididos em:

Catabolismo: a molécula de pesticida serve como fonte de energia e/ou nutrientes para

o crescimento e desenvolvimento da microbiota.

Cometabolismo: o pesticida ndo serve como fonte primdria de energia e/ou nutrientes
para os micro-organismos, porém atuam na transformacdo das moléculas principalmente
quando hi a adi¢do de matéria orginica no solo. Geralmente a transformacdo nio é completa

(PRATA et al., 2000; PRATA et al., 2001).

Polimerizagdo ou Conjugagdo: a molécula de pesticida se junta a outra molécula de
pesticida ou com compostos naturais do solo, originando uma molécula mais polar e, portanto,

mais hidrolisavel (ROBERTS et al., 1998).

Actimulo: héa apenas a incorporacido da molécula de pesticida ao microrganismo, sem

transformagdes. E uma forma temporaria de retirada do pesticida (MONTEIRO, 1997).

No estudo de comportamento de pesticidas no solo, a dissipacdo e persisténcia sao
termos recorrentemente utilizados. A dissipacdo se refere a fracdo do pesticida que €
mineralizada ou permanece no solo em formas diferentes do original (PRATA, 2002). Ou seja,
a dissipac¢do envolve todos os processos ja citados: mineralizacdo, metabolizacdo, formacao de

residuo, absor¢do e transporte.

O tempo para que 50% do total de pesticida aplicado seja dissipado no solo, é chamado
de Indice de meia vida (T1), e representa o destino dos pesticidas na maioria das situacdes.
Tempos de permanéncia acima do necessario para que o pesticida realize sua funcdo, sdo uma
das principais formas de impactos sobre o solo e sua microbiota (RIBEIRO; VIEIRA, 2010).
Ja a persisténcia € quando ndo ha a dissipacao, ou seja, os processos que modificam a estrutura
quimica do pesticida ndo atuaram. Uma alta persisténcia do pesticida no solo ocasiona um efeito
negativo sobre a populacdo microbiana e a atividade enzimatica, causando uma perturbacao

ecologica com o tempo (MIN et al., 2001).

Caso o pesticida ndo tenha passado por nenhum processo de retencdo ou transformacao,
pode ocorrer entdo sua lixiviacdo (movimentacao vertical no perfil do solo), volatilizacdo ou
escorrimento superficial (ENFIELD; YATES, 1990). O transporte de pesticidas é preocupante
do ponto de vista de poluicio e contaminacdo ambiental, porque podem atingir outros
compartimentos, como aguas subterraneas e superficiais, onde o transporte dessas substancias

¢ facilitado, e provoca bioacumulacido e alteracdes na fauna e flora por longas distancias
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(ALVES; OLIVEIRA-SILVA, 2003). Além disso, a contamina¢do do sistema hidrolégico
causa efeitos sobre a saide humana, visto que sua utilizacdo € indispensavel em diversas

atividades, como, por exemplo, para abastecimento doméstico e industrial, atividades de lazer
(RIBEIRO; VIERIA, 2010).

Segundo Ribeiro e Vieira (2010), cerca de um terco das substdncias organicas
produzidas por atividades antrOpicas, acabam parando no ambiente como destino final.
Segundo os autores, grande parte dos agrotoxicos possui acdo bioquimica em organismos
ndoalvo também, portanto as informagdes toxicoldgicas e de transporte devem ser levadas em
consideragdo para evitar impactos indesejados (RIBEIRO; VIEIRA, 2010). No solo, a
preocupacio € referente ao efeito desses compostos em processos bioldgicos responsaveis pela
fertilidade natural dos solos (RIBAS; MATSUMURA, 2009).

2.4.1 Impactos de pesticidas sobre a microbiota do solo
Os efeitos e magnitude dos impactos ambientais causados pelos pesticidas no solo

dependem dos processos de retencdo, transferéncia, transformacao e transporte que ocorrem

entre cada componente do sistema (RIBEIRO; VIEIRA, 2010).

O conhecimento sobre a influéncia de pesticidas na comunidade microbiana do solo
ainda € pouco relatado, porém fundamental na avaliacdo de risco dos pesticidas (LO, 2010).
Estes compostos podem provocar desde a morte de micro-organismos do solo até alterar as

taxas de crescimento e processos metabdlicos da comunidade (EDWARDS, 1978).

Os diferentes tipos de solo podem apresentar resultados diferentes nas respostas
microbianas para aplicacdes de um mesmo pesticida (SCHUSTER; SCHRODER, 1990). O
pesticida organofosforado Clorpirifos foi estudado por diversos autores em diferentes tipos de
solo. Para Sarnaik et al. (2006), as respostas encontradas mostraram que 0 composto ndo alterou
o nimero de micro-organismos viaveis, ao contrario de Martinez-Toledo et al. (1992) e Menon
et al., (2005), que relataram significativa diminuicao das populacdes microbianas analisadas.
Em outro caso, foi constatado que o Clorpirifos causou modificacdo morfoldgica nas células

microbianas do solo, causando altas taxas de células pleomdrficas (MADHAIY AN et al, 2006).

Segundo Sato (1983), os pesticidas organofosforados afetam algumas reacoes
bioquimicas importantes para a nutricdo das plantas e fertilidade natural dos solos, como a

mineralizacio do nitrogénio.

Também ha relatos sobre a metabolizagdo de pesticidas organofosforados pela

microbiota do solo. As moléculas de pesticida podem ser utilizadas como fonte de carbono e
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energia, e até serem substratos para as reagdes de co-metabolismo (FOURNIER et al., 1997).
Torres et al. (2009) estudaram o organofosforado Paration-metilico e verificaram a
biodegradac¢do do composto logo nos primeiros dias. A biodegradacdo de Cadusafos também ¢é
relatada como acelerada em alguns estudos realizados internacionalmente (KARPOUZAS et
al., 2004; DIMITRIOS et al., 2005).

2.5 Microbiota do solo como indicadora de contaminacao

Além de participar de processos chave para o funcionamento dos ecossistemas, a
microbiota do solo é sensivel a mudancas de condi¢des ambientais (LARCHEVEQUE et al.,
2006; CHU et al., 2007). Alguns atributos da comunidade microbiana, como taxa de respiracao
e biomassa microbiana, diversidade de micro-organismos e atividade enzimatica, respondem
rapidamente a essas mudancas e sdo sensiveis indicadores de qualidade dos solos (JANGID et
al., 2008; FERREIRA et al., 2010; BURNS et al., 2013; EPELDE et al., 2014). A qualidade do
solo é, por definicdo, a capacidade do solo de sustentar a produtividade bioldgica, manter a
saude vegetal, animal e humana, e promover a qualidade do ar e da 4gua, funcionando, portanto,

como um sistema vital (DORAN; PARKIN, 1994; SPARLING, 1997; SEYBOLD et al., 1999).

Um bioindicador € uma medida final que avalia a saide de um ecossistema, por meio
de da biota ou componente bidtico (ROSENBERG; RESH, 1993). Esses indicadores, quando
avaliados para efeitos decorrentes do uso agricola, podem servir para orientar o planejamento e
avaliar as praticas de manejo utilizadas, contribuindo assim para a sustentabilidade agricola
(SHERWOOD; UPHOFF, 2000; TOTH et al., 2007).

Um atributo é considerado bom indicador biol6gico quando: sdo exatos e precisos para
obtencdo de respostas em uma grande e variada escala de tipos e condi¢des de solo; devem ser
sensiveis a estresse, mas robustos o suficiente para ndo fornecer alarmes falsos; devem ser
faceis e econdmicos de serem avaliados, devido ao grande volume de amostras analisadas;
devem ter validacdo cientifica (VISSER; PARKINSON, 1992; BROOKES, 1995). Os
indicadores individualmente, ndo fornecem uma descricao e quantificacdo de todos os aspectos
da qualidade do solo, devendo ser utilizados dois ou mais atributos relacionados, para uma

avaliacdo mais precisa (BROOKES, 1995; STENBERG, 1999).
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2.5.1 Atributos microbioldgicos indicadores de qualidade do solo
Um dos indicadores microbioldgicos mais utilizados é o carbono da biomassa

microbiana (CBM). Por defini¢do, € a parte viva da matéria organica do solo, formada por
bactérias, fungos, protozodrios e algas, excluindo rafzes e animais maiores que 5x107'5 m?
sendo promotor das transformagdes bioquimicas do solo (JENKINSON; LADD, 1981;
WARDLE, 1994; SPARLING, 1997). O CBM pode representar de 1 a 5% do carbono orgéanico
total do solo, em solos tropicais e subtropicais isso representa cerca de 2500 Kg.ha'
(NOGUEIRA;HUNGRIA, 2013). O CBM varia de acordo com o aumento dos niveis de
perturbacdo como uma constante, o que suporta a adocdo deste indicador como pardmetro da
qualidade do solo (WARDLE 1998; HUNGRIA et al., 2009). Entretanto, se faz necessario

também parametros que indiquem o estado metabdlico dos micro-organismos do solo

(BOWLES et al., 2014).

Os métodos de determina¢do do CBM podem ser diretos, como a microscopia e indiretos
como a fumigacdo-extracdo, fumigacdo-incubacdo e a respira¢do induzida por substratos
(ANDERSON; DOMSCH, 1978).

A respiracdo basal microbiana (RBM) pode ser usada como medida de atividade
microbiana do solo tanto em ambientes agricolas como naturais, e esti fortemente relacionada
ao conteudo de matéria organica do solo e o0 CBM, sendo definido como a soma de todas as
fungdes metabdlicas nas quais se produz CO», pela oxidacdo bioldgica da matéria organica
(ALEF, 1995; NOGUEIRA; HUNGRIA, 2013). A RBM ¢ fundamental no ciclo do carbono

nos ecossistemas terrestres (ALEF, 1995).

Os organismos aerobios sdo os responsaveis pela liberacdo de CO», sendo os fungos e
bactérias os principais responsaveis. As condicdes abidticas do solo como umidade,
temperatura e aeracdo, além da disponibilidade de substrato no solo, afetam a RBM
(CATTELAN; VIDOR, 1990). A disponibilidade de carbono no solo, por exemplo, contribui

para o aumento da RBM.

Outro parametro que permite verificar o estado metabdlico dos micro-organismos do
solo, € o quociente metabdlico (qCO»), derivado da relaciao entre a RBM e CBM (ANDERSON
& DOMSCH, 1993). Segundo Saviozzi et al. (2002), este atributo indica a eficiéncia da
comunidade microbiana na utilizagdo de carbono disponivel para crescimento. Neste caso,
valores maiores representam menor eficiéncia metabdlica, ja que a comunidade precisa desviar
energia do crescimento e reproducdo para manutencdo celular, sendo indicativo de uma
condi¢do de estresse para os organismos (ODUM, 1985). Esse valor elevado de qCOz pode estar

representando a mineralizacdo de formas estaveis de C do solo, emitindo maiores taxas de
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carbono na forma de CO; para a atmosfera, e consequentemente, o sistema estd contribuindo

para o aquecimento global (NOGUEIRA; HUNGRIA, 2013).

A diversidade metabdlica é outra importante ferramenta na analise da qualidade dos
solos. A capacidade de uso de diferentes fontes de carbono pode indicar se houve modificacao
no padriao de consumo destes substratos e, portanto, alteragdo no metabolismo da microbiota.
Esta intimamente ligada a CBM, pois as transformagdes de compostos organicos ocorrem por

intermédio de micro-organismos do solo (AJWA et al., 1999).

As enzimas também sdo bons indicadores do desempenho de func¢des do solo. Elas sao
biomoléculas que catalisam reagdes termodinamicas, e sdo principalmente de natureza protéica
(MELO et al., 2008). As enzimas existentes no solo sdo introduzidas pelos micro-organismos,
raizes e fauna, dentre as quais estdo os grupos de 6xido-redutases, hidrolases e transferases
(RESENDE et al., 2002). As enzimas externas, que sdo excretadas ou ficam ligadas 8 membrana
externa dos micro-organismos, sdo responsaveis por hidrolisar moléculas de alto peso
molecular, como amido, celulose e proteinas. As moléculas menores, oriundas dessa hidrolise,
sdo absorvidas e enzimas internas sao sintetizadas para a continuidade do processo metabolico

(MELO et al., 2008).

Alteracoes e fatores de estresse no solo, afetam a sintese de enzimas e a atividade
enzimatica ji existente através de alteragdao na configuragdo dos sitios ativos, por meio das
ligacdes quimicas com as moléculas de xenobioticos introduzidas (PEIXOTO, 2010). A
determinacdo da atividade de varias enzimas no solo € uma maneira de se medir a atividade
microbiana, indicando mudancas ocorridas na microbiota do solo, sem, entretanto, relacionalas
a algum grupo especifico de organismo. Alguns estudos relatam a influéncia dos fatores
edaficos e climaticos na atividade enzimatica do solo (JHA et al., 1992; JENSEN et al., 1997,
MAMILOV; DILLY, 2002).

A estrutura da comunidade microbiana também € outro importante indicador de
qualidade do solo. A diversidade de espécies € essencial para manter a estrutura da comunidade
do solo, pois contribui para a regulacdo de sobreposi¢des de espécies. Essa regulacdo promove
efeitos sobre a manutencdo dos ciclos biogeoquimicos do solo e de todas os papéis que a

microbiota realiza no solo, além de maior resili€éncia apés um distdrbio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta, preparacao e identificacao dos solos

Para os ensaios, dois solos sem histdrico de uso do Cadusafds e representativos da regido
do Cerrado do Tridngulo Mineiro provenientes do municipio de Uberlandia-MG, foram
coletados na profundidade de 10 cm: Latossolo vermelho distréfico tipico (LVd),de textura
argilosa, sob pastagem de Urochloa sp., localizado nas coordenadas (18°57735.88” S
48°12°13.18”0), e Latossolo vermelho distrofico tipico, de textura franco arenosa, sob
Urochloa sp. na entrelinha de eucaliptos em integracdo pecudria-floresta (18°50°22.96S
48°15°20.57”0). A partir deste ponto, o LVd textura argilosa serd chamado de solo argiloso e
o LVd textura franco arenosa de solo arenoso. As amostras foram homogeneizadas, para formar
uma amostra composta, e peneiradas em malha de 2 mm. Subamostras de 100 gramas foram
secas em estufa a 100° C por 24 horas, para anélises fisicas e quimicas. As caracteristicas fisico

quimicas dos solos arenosos e argilosos estdo expressos na TABELA 3.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimica dos Latossolos Vermelhos Distréficos coletados em
Uberlandia para os ensaios.

Caracterizacao Solo Argiloso Solo Arenoso
pH H20 5.8 4,9
Carbono (dag. Kg™) 1,9 1,0
K* (cmolc.dm™) 0,37 0,05
Ca* (cmolc.dm™) 2.6 0,5
Mg?* (cmolc.dm™) 0,8 0,2
AP** (cmolc.dm™) 0,0 0,4
H+Al 3,10 3,40
CTC 6,87 4,15
SB 3,77 0,75
V% 54,9 18,1
M 0,0 34,8
Areia (g.Kg™) 425 788
Argila (g.Kg") 450 175
Silte (g.Kg™) 125 37
Classe textural Argila Franco-arenoso

Meétodos de determinag¢@o segundo Embrapa (2011). CTC — capacidade de troca catidnica potencial
(K+Ca+Mg+H+Al); SB —soma de bases [K + Ca + Mg + (Na)]; V% - saturagdo da CTC por bases [(SB
x 100) / T]; m — saturagdo da CTC efetiva por Al [(100 x Al3) / T].
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O restante das amostras foi colocado em sacos plasticos fechados, mantidos sob

refrigeragdo a uma temperatura de 4° C até a realizag@o das anélises bioldgicas.

O teor de umidade do solo foi obtido pelo método gravimétrico (TABELA 3), onde
pesou-se amostras de 10 g de solo fresco que foram secas em estufa por 24 horas a 105° C, em

triplicata (EMBRAPA, 2011).

A capacidade de Retencio de Agua (CRA) também foi realizada por método
gravimétrico, em triplicata (TABELA 3). Para isso, 10 gramas de cada solo foram dispostos em
papel de filtro sobre um béquer e umedecidos com 4dgua destilada até o ponto de saturacdo. As
amostras foram deixadas dentro de um frasco hermeticamente fechado, a temperatura ambiente
por 24 horas, para drenagem da 4gua. Entdo, 10 gramas de cada amostra umida foram pesadas
e colocadas em estufa a 105° C por 24 horas. Ap0s esse periodo, o solo foi novamente pesado

e o percentual de CRA calculado pela formula:

CRA%= (Msat—Ms)x100
Ms

Onde, CRA%= porcentagem de Capacidade de Retencao de dgua do solo; Msat= massa

do solo saturado com agua; Ms= massa seca do solo.

Para ajustar a melhor correcao de umidade para os ensaios posteriores, foram testados
trés percentuais de umidade por meio de trés percentuais de CRA (40%, 50% e 60%). O teste
foi realizado com 100 gramas de solo e em recipientes de vidro, ajustando-se a umidade com
agua destilada. Apds decorrida algumas horas a consisténcia e pegajosidade dos solos foram

analisadas nas trés umidades, e selecionada a umidade que atingiu 50% da CRA.

Tabela 3. Umidade relativa e Capacidade de retencdo de 4gua do solo arenoso e argiloso.

Solo U (%) CRA (%)
Argiloso 10,34 55,87
Arenoso 1,92 33,42

U% - Umidade relativa do solo, de acordo com (EMBRAPA, 2011)> CRA% -Capacidade de Retencio

de Agua =Msat —Ms)x100 Qpde, Msat=massa do solo saturado com dgua; Ms=massa seca do solo.
Ms
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3.2 Nematicida Cadusaf6s

O Nematicida utilizado foi o Rugby 200 CS da FMC CORPORATION — Agricultural
Products Group, possuindo em sua formulagio comercial 20% (20g.L!) do ingrediente ativo
Cadusaf6s (S, S-di-sec-butyl O-ethyl phosphorodithioate). Foi utilizado como pardmetro para
os tratamentos a dose recomendada em bula para a cultura da soja (4,0 L p.c./hectare,
correspondente a 800 g i.a./hectare). Entdo, considerou-se uma profundidade de 10 cm de solo

e uma densidade de 1g/cm?3, sendo a dose de aplicagdo de 0,4 mg i.a/Kg de solo.

O produto foi diluido em dgua até as umidades desejadas, e a aplicacdo nas amostras de

solo foi realizada em superficie, com o auxilio de micro-pipetas.

3.3 Resposta da respiracao e biomassa microbiana do solo a doses de Cadusafés

3.3.1 Respiracao basal microbiana (RBM)
A respira¢do microbiana foi determinada por medicao do CO; liberado, segundo Stotzky

(1965), com modificacdes. Em recipientes de vidro de 300 ml foram distribuidos 100 gramas
de solo, e incubados em temperatura ambiente no escuro por 7 dias, para fins de aclimatacdo
homogénea dos micro-organismos do solo. Entdo, os solos receberam glicose (1,6 g de solo
seco C.kg! de solo seco), fosfato de sédio heptahidratado (400 mg de P.Kg™! de solo seco), e
nitrato de amdnio (200 mg de N.Kg! de solo seco) (FERREIRA et al., 2008). Os tratamentos
com Cadusaf6s foram: 0,2, 0,4, 0,8 e 1,6 mg de 1.a. Kg1 de solo (TABELA 4). Frascos com
solos contendo apenas os nutrientes, sem aplicacdo do Cadusafds serviram como testemunha.

A umidade foi1 corrigida para 50% da CRA e o ensaio realizado em 4 repeti¢oes.

TABELA 4. Distribuic@o dos tratamentos por dose do ingrediente ativo Cadusafos.

Nome Tratamento (Cadusafés; mg.Kg™! solo)
T1 0
T2 0,2
T3 0.4
T4 0.8
T5 1,6

Em cada frasco de vidro, foi colocado um copo de plastico com 10 ml de NaOH (1 mol
L) e vedados para incubacdo no escuro a temperatura ambiente por um periodo de 21 dias,

sendo a quantificacdo de C-COz; liberado realizada aos 1, 3, 7, 14 e 21 dias apds o inicio do

20



procedimento. Apds cada periodo de incubacdo, o C-CO> capturado foi determinado por
titulacio do NaOH residual com 4cido cloridrico (0,5 mol.L™!), depois da adicdo de 5 mL de
BaCl,.2H>0 (1 mol.L!) e 3 a 4 gotas de indicador fenolftaleina (1%). O COz produzido foi

expresso em ug de C-CO2.kg! de solo seco, calculado pela férmula:

RBM: [(B—A) xMcx MHCZ]
Ms x 2

Onde RBM = Respira¢do Basal Microbiana, expressa em quantidade de C liberada pelos
micro-organismos em ug C-CO.g ™! de solo seco; B= volume de HCI necessério para titular a
amostra branco; A= volume de HCI necessério para titular a amostra; Mc = massa atdmica do
C (12); MHCl= molaridade da solucio de HCI (0,5 mol.L™"); MS= massa seca do solo (em
gramas); 2 = proporcionalidade de massa na rea¢do entre o C liberado, na forma de CO2, e o

consumo de NaOH (STOTZKY, 1965).

3.3.2 Carbono da Biomassa Microbiana (CBM)
O CBM foi determinado pelo método de fumigacdo-extracdo conforme descrito por

Vance et al. (1987), com modificacdes. Apds os 21 dias de incuba¢do do ensaio anterior, cada
amostra foi dividida em duas subamostras de 10 gramas, uma amostra sendo fumigada com
cloroférmio P.A. em dessecador acoplado a uma bomba de vacuo, e outra sem o procedimento
de fumigacdo (controle). As subamostras foram mantidas no escuro por 24 horas, quando foi
feita a extracdo do carbono com 50 ml de K2SO4 (0,5 mol L!) submetidas a agitacdo de 200
rpm por 30 minutos. As aliquotas passaram por decantacdo e a suspensao foi filtrada em papel

filtro faixa azul (@=11pum).

A determinacdo da fragdo de carbono organico do extrato foi feita pelo método de
oxidagdo com dicromato de potéssio (K2Cr207), segundo Vance et al., 1987. Para isto, uma
quantidade de 8 mL de extrato foi misturada a 2 mL de dicromato de potéssio 0,0667M e 15
mL de uma mistura de acido sulfirico concentrado (H2SO4) e acido fosférico concentrado
(H3POs4) na proporcao de 2:1, e levados para bloco digestor por 30 minutos a 100°C. Depois
de esfriar, a solugdo teve seu volume completado com 4gua destilada para 50 mL, e foi

transferido para frasco de erlenmeyer de 125 mL para determinacio do dicromato residual.

O dicromato residual foi medido por meio de titulagdo com solucao de sulfato ferroso
amoniacal 0,0333M [(NH4)2Fe(SO4).6H>O] em acido sulfirico 0,4M e indicador ferroina
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composto por O-fenantrolina (0,075 mol/L) e sulfato ferroso (0,041 mol/L). A quantidade de
CBM foi calculada pela diferenca entre o carbono organico extraido de amostra de solo
fumigadas pela respectiva amostra ndo fumigada, utilizando o fator de correcdo (Kc) igual a

0,33, preconizado por Sparling e West (1988).

3.3.3 Quociente Metabdlico do solo (qCO2)
O quociente metabolico foi realizado calculando-se a razao entre o C-CO, acumulado

da respiracdo basal do solo e o C da biomassa microbiana (qCO> = [RBS/(C-BMSx107]).
Portanto o qCO» representa a quantidade de CO> que é liberada por unidade de biomassa
microbiana em determinado tempo. Tem sido utilizado para estimar a eficiéncia do uso de

substrato pelos micro-organismos (ANDERSON; DOMSCH, 1993).

3.4 Resposta induzida da comunidade microbiana pela adicao de glicose
O objetivo deste experimenmto foi avaliar o efeito do Cadusafés, na dosagem
recomendada para aplicacdo em campo, na biomineralizacdo de um substrato facilmente

assimilavel (glicose).

Foi realizado um teste prévio para verificar qual o melhor tempo para determinagdo do
teor de glicose remanescente no solo. Para tal, por¢des de 100 gramas de solo foram colocadas
em frascos de vidro de 300 mL com tampa de vedacdo hermética, e incubados os tratamentos
GNP e GNPC, em 4 blocos com 4 repeti¢des cada, nos tempos de 12, 24, 48, 72 horas. Foram
realizados os procedimentos descritos em “Teor de glicose”, em blocos incubado por tempo

descrito.

A resposta induzida da atividade microbiana foi realizada com 100 gramas de solo
distribuidos em frascos de vidro com tampas herméticas, que receberam tratamentos controle,

adicao de nitrogénio, fosforo e Cadusafés (TABELA 5).

As doses aplicadas de cada nutriente foram: glicose (1,6 g de solo seco C.kg! de solo
seco), fosfato de sédio heptahidratado (400 mg de P.Kg™!' de solo seco), e nitrato de amodnio
(200 mg de N.Kg™! de solo seco). O nematicida Cadusafés foi utilizado na propor¢io de 0,4 mg
i.a. Kg'! de solo seco. Os nutrientes foram diluidos em solucdo salina (NaCl 0,5%) e a correg¢io
de umidade dos solos foi realizada com aliquotas dessas solugdes para 50% da CRA de cada

solo. O experimento foi realizado com 4 repeti¢cdes por tratamento.
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TABELA 5. Distribuicao dos tratamentos de Resposta induzida da comunidade microbiana a

adi¢do de glicose.

Nome Tratamento
Controle 1 Adicao de NaCl 0,5%
NP Nitrogénio + Fésforo
NPC Nitrogénio + Fosforo + Cadusaf6s
GNP Glicose + Nitrogénio + Fosforo
GNPC Glicose + Nitrogénio + Fosforo + Cadusafos

Glicose - 1,6 g C.kg! solo seco; Fosfato de sédio heptahidratado — 400 mg P. kg™! solo seco; Nitrato de
amonio — 200 mg N. kg'! solo seco; Cadusafés — 0,4 mg. kg! solo seco.

3.4.1 Respiracao Induzida pelo substrato (RIS)
O ensaio foi efetuado segundo Stotzky (1965), conforme descrito no Item 3.3.1; no

entanto, a quantificacdo de CO; desprendido nos tempos de 24 e 48 horas.

3.4.2 Teor de Glicose
O melhor tempo para determinacao da glicose foi de 48 horas. Ap0Os esse tempo os solos

foram revolvidos, e 10g de solo foram colocados em tubos Falcon (50 mL). O teor de glicose

foi extraido conforme Ferreira et al. (2008).

Os tubos foram levados para forno micro-ondas por 1 minuto para serem expostos a
radiacdo eletromagnética (1,62.10°J). Em seguida, acrescentou-se 15 mL de NaCL (0,5%) em
cada amostra e transferido para banho-maria a 70°C durante 20 minutos, sendo agitados
periodicamente. Os solos foram centrifugados por 10 minutos para decantacdo de particulas
argilosas e posteriormente filtrados em papel filtro faixa azul (3=11um), de onde uma aliquota
de 2 mL deste filtrado foi passado para micro-tubos e centrifugados a 8000 x g durante 10

minutos.

Uma aliquota de 100 puL. do sobrenadante foram removidos para determinacdo da
quantidade de glicose remanescente no solo, pelo método da glicose oxidase-peroxidase,
seguindo recomendacdes do fabricante do kit (Sigma, EUA). A absorbancia das amostras foi
medida no espectrofotdmetro a 500 nm, e uma curva padriao foi gerada com quantidades de

glicose conhecida (0, 2, 4, 8, 16 e 32 pg.mL'l).

23



3.4.3 Rendimento microbiano (Y)
O rendimento metabdlico (Y) é descrito como a relacao entre absorcao de carbono do

substrato e a oxidacdo convertida para CO2 (PRESCOTT et al., 1993). Sua determinag@o € pelo
conteddo energético do substrato, pelas vias bioquimicas dos micro-organismos degradantes e

por outras condi¢des de crescimento (SHEN;BARTHA, 1996).

O rendimento microbiano oi calculado de acordo com Shen e Bartha (1996), com

adaptacdes, pela seguinte equacao:

Onde, Cr = carbono da glicose na forma C-COz liberado na RBM em 48 horas, em ug
C-CO..g" solo seco.h’; Cc = carbono assimilado pela microbiota, aqui expresso como a
quantidade de glicose que a comunidade consumiu no tempo de 48 horas em pg C-glicose.g™!

solo seco.

3.4.4 Atividade da Desidrogenase
A atividade da enzima Desidrogenase foi determinada pelo método descrito por Mersi

e Schinner (1991), com modifica¢des, sendo medida pela reducdo do cloreto de 2-p-iodo-

3nitrofenil 5-fenil-tetrazdlio (INT) para iodonitrofenil formazano (INTF).

Em tubos Falcons de 50 mL contendo 1g de solo de cada tratamento separados por
repeticdes, foram adicionados 1,5 mL de TRIS (1 mol.L!, pH 7.5) e 2 mL de INT 0,5%. Nos
controles, além do TRIS, foram adicionados 2 mL de solucdo controle, a qual é desprovida do
substrato INT. As amostras foram incubadas em banho-maria por 5 horas a 40°C. Apos este
intervalo, o produto da atividade enzimatica (INTF) foi extraido com adi¢do de 10 mL de
solucdo etanol-dimetilformamida (1:1) e lavadas novamente ao banho-maria por 20 minutos,

com posterior esfriamento e repouso no escuro durante 20 minutos.

Uma aliquota de 2 mL do sobrenadante de cada amostra foi transferido para micro-tubos
e centrifugadas a 10000 xg por 5 minutos. Estas foram entdo lidas em espectrofotometro a 490
nm. Uma curva padrido de INTF foi gerada em concentracdes de (0; 5,65; 11,3; 22,6; 33,9 e
45,2 ug INTF.mL™!) para a obtenciio da atividade da enzima nas amostras de solo. Os resultados

foram expressos em pg INTF.g™! soloseco. h™.

24



3.4.5 Estatistica
Os resultados foram submetidos a andlise de normalidade pelo teste de Kolmogorov-

Smirnov, e a homogeneidade das variancias pelo teste de Levene, ambos por meio do programa
ACTION (PORTAL ACTION). As variaveis paramétricas tiveram suas médias avaliadas pelo
teste de Tukey ao nivel de probabilidade de 5% (p<0,05), utilizando o programa SISVAR. As
médias dos resultados que ndo apresentaram distribuicio normal e/ou homogeneidade de
variancia, foram avaliadas pelo teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis (p<0,05) pelo

programa ACTION.
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4. RESULTADOS

4.1 Resposta da respiracao e biomassa microbiana do solo a doses de cadusafés

4.1.1 Respiracao basal microbiana (RBM)
Nenhuma das doses de Cadusafos aumentou significativamente a respiragdo microbiana

dos solos analisados, quando comparados aos seus respectivos tratamentos controles
(FIGURAS 2 e 3). Tanto o solo argiloso como o arenoso apresentam maiores taxas de RBM
nos primeiros 7 dias de incubacdo, sendo a média de RBM nesse tempo de 150,4 ug de C-
CO2.g!, € 169,63 pug de C-CO,.g"! para o solo argiloso. Até o 7° dia de incubagio hd maiores

taxas liberadas de C- CO; em solo argiloso em comparac¢do ao solo arenoso.

Ap6s os 21 dias de incubag@o do solo com o nematicida, a quantidade maxima de C-
CO: liberado foi de 278,947 ug de C-CO,.g™! de solo seco para solo argiloso e 228,1454 ug de

CCOz.g™! de solo seco para solo arenoso.

FIGURA 2. Respira¢do basal microbiana acumulada (RBM) em solo argiloso, nas diferentes
doses de Cadusaf6s durante 21 dias de incubagdo, em condi¢des de laboratério.
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FIGURA 3. Respiracdo basal microbiana acumulada (RBM) em solo arenoso, nas diferentes
doses de Cadusafés durante 21 dias de incubacgdo, em condicdes de laboratoério.
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4.1.2 Carbono da biomassa microbiana (CBM)

Os valores de CBM aos 21 dias de incubacdo variaram de 1123,917 a 1503,333 pg de
C. g'! para solo argiloso seco e de 1172,034 a 1808, 301 ug de C. g’ para solo arenoso seco
(FIGURA 4). Porém, nao houve diferencas de CBM entre doses de nematicida, nem entre o

solo argiloso e arenoso (Tukey p<0,05).
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FIGURA 4. Carbono da biomassa microbiana (CBM) nas diferentes doses de Cadusaf6s aos
21 dias de incubacdo, em condi¢des de laboratério. Série 1 - Argiloso; Série 2 - Arenoso. Letras
mindsculas comparam médias entre tratamentos. Letras maidsculas comparam médias entre
solos.
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4.1.3 Quociente metabdlico CO:2

Os valores de qCOxvariaram de 0,307 ug C-CO2.mg! C-CBM.h™" a2 0,529 ug C-
CO2.mg! C-CBM.h! para solo argiloso, e de 0,228 ug C-CO2.mg! C-CBM.h"! a 0,492 ug
CCO2.mg"!' C-CBM.h"! para os solos arenosos. No entanto, o qCO; indica que, a comunidade
microbiana dos solos analisados nao sofrem efeitos adversos com a aplicacdo do nematicida

Cadusaf6s em um periodo de 21 dias de incubacao (Kruskal-Wallis p<0,05) (FIGURA 5).
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FIGURA 5. Quociente metabdlico do solo (qCO:) nas diferentes doses de Cadusafés em 21
dias de incubacdo, em condicdes de laboratério. Letras mintsculas comparam médias entre
tratamentos. Letras maidsculas comparam médias entre solos.
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4.2 Resposta induzida da comunidade microbiana a adicao de glicose

4.2.1 Respiracao Induzida pelo substrato (RIS)

A liberagdo de C-COz nos tratamentos apenas com a adi¢do de Nitrogénio e Fosforo ao
solo (NP) se compara ao tratamento controle (FIGURA 6). Porém, a adi¢dao de Glicose resulta
em uma liberacdo de C-CO, substancialmente maior a ambos os solos. Para o solo argiloso, os
tratamentos com glicose presente geram uma RIS de 28 (GNP) e 34 (GNPC) vezes maior que
os tratamentos sem a presenca do nutriente (NP e NPC). Ja para o solo arenoso, a adicao de
glicose gera um acréscimo menor que o solo argiloso, de 9 vezes para GNP vs. NP e de 11
vezes para GNPC vs. NPC. No entanto, a aplicacdo do Cadusafdés ndo alterou a resposta
induzida de emissdo de CO2 a adi¢ao de glicose (GNP vs. GNPC), no tempo de incubagao de
48 horas (Kruskal-Wallis p<0,05).

Os tratamentos com glicose incluida (GNP e GNPC) ndo diferiram de solo para solo
(Kruskal-wallis p<0,05). Porém, para os tratamentos NP e NPC o solo argiloso apresentou uma

resposta cerca de 3 vezes maior que em solo arenoso (FIGURA 6).
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FIGURA 6. Efeito da adicdo da glicose e Cadusafés na repiracdo induzida pelo substrato (RIS)
dos tratamentos em 48 horas, em condicdes de laboratério. Série 1 - Argiloso; Série 2 - Arenoso.
Letras mindsculas comparam médias entre tratamentos. Letras maidsculas comparam médias

entre solos.
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4.2.2 Atividade de desidrogenase

ug INTF.g"! solo seco.h’!, sendo maiores (Teste de Tukey, p<0,05) que o solo argiloso, com
valores de 2,15 a 4,21 ug INTF.g"! solo seco.h”! (FIGURA 7). No solo arenoso, a atividade da
desidrogenase respondeu igualmente para todos os tratamentos (NP, NPC, GNP e GNPC), mas
superiores ao solo controle (Tukey p<0,05). A atividade da desidrogenase em solo argiloso
respondeu de forma diferente aos tratamentos, sendo o maior pico observado no tratamento
GNPC, com 4,21 (ug INTF g solo™! h'!), seguido dos tratamentos GNP (3,54 ug INTF. g'! solo
seco. h™); NP (3,14 ug INTF. g! soloseco. h'') e NPC (2,15 ug INTF. g'! soloseco. h'!).

30



FIGURA 7. Atividade da enzima Desidrogenase nos tratamentos em 48 horas de incubagdo,
em condicdes de laboratorio. Letras mintsculas comparam médias entre tratamentos. Letras
maiusculas comparam médias entre solos.
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4.2.3 Consumo de glicose
Nao foi observada mudanca no consumo de glicose com a adicdo do nematicida

Cadusafds para ambos os solos (Tukey p<0,05) (FIGURA 8). A média do consumo de glicose
ap6s 48 horas foi de 1,2832 pug C.mL"! solugio para solo arenoso e 0,9117 pg C.mL! solucio

para solo argiloso.

FIGURA 8. Padrio de consumo de glicose pela comunidade microbiana nos tratamentos GNP
(Glicose+Nitrogénio+Fosforo) e GNPC (Glicose+Nitrogénio+Fosforo+Cadusafés) em 48
horas de incubacdo, em condi¢des de laboratério. Letras mintdsculas comparam médias entre
tratamentos. Letras maidsculas comparam médias entre solos.
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O rendimento (Y) apresentou valores baixos para ambos os solos. Entre os tratamentos
sem adi¢do de Cadusafés (GNP) e com (GNPC) nao houve diferenga significativa na resposta

do rendimento microbiano (Tukey p<0,05), para os dois solos (TABELA 7).

A adi¢do de Cadusafés nao resultou em diferencas na RBM, Desidogenase e Y nos
tratamentos que receberam glicose (TABELA 7). Por outro lado, foi observada uma mudanca
significativa (Tukey p<0,05) nas médias entre os solos para a atividade da Desidrogenase e no
rendimento quando adicionado Cadusafés (GNPC), para os quais o solo arenoso apresentou

atividade significativamente maior que o solo argiloso.

TABELA 7. Resposta microbiana para adicdo de Cadusafés e glicose, em condi¢des de
laboratério.

RIS Desidrogenase %
(ug C-CO;.g! solo seco.h™) (ugINTF.g !solo seco.h™t
Tratamento Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso Arenoso Argiloso
GNP 6,60 aA 6,98Aa 10,06aA 3,54aB 0,048aA 0,040aA
GNPC 7,06 aA 7,23Aa 8,81aA 4,21aB 0,055aB 0,041aA

RIS — Respiragdo induzida pelo substrato segundo Stotzky (1965), com modificacdes; Desidrogenase-
segundo Mersi e Schinner (1991), com modificagdes; Y = ?— Rendimento microbiano segundo Shen
a

e Bartha (1996), com modificagdes. Médias seguidas de mesmas letras sdo iguais entre si pelo teste de
Kruskal-Wallis a 5% para RBM e Tukey a 5% para Desidrogenase e Eficiéncia. Letras mintisculas
comparam médias dispostas na vertical. Letras maiisculas comparam médias dispostas na horizontal.

Fonte: Os autores
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5. DISCUSSAO

A aplicagdo de pesticidas no solo pode ir além do seu efeito requerido, prejudicando
organismos ndo-alvos como os micro-organismos do solo (LARCHEVEQUE et al., 2006; CHU
et al., 2007). O conhecimento sobre a influéncia de pesticidas na comunidade microbiana do
solo ainda é pouco relatado, porém fundamental na avaliacdo de risco dos pesticidas (LO,
2010). As investigagdes a cerca de Cadusafés e micro-organism