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STEFANI, J. A. AVALIACAO COMPARATIVA DO EFEITO DE COMPOSTOS FUNGICIDAS
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RESUMO

O estudo da dinamica e dos aspectos ecotoxicolégicos dos agrotéxicos, bem como
de alternativas naturais, por meio de parametros biolégicos do solo e em organismos
edaficos é importante para o entendimento das possiveis consequéncias decorrentes da
utilizacdo dessas substancias quimicas nas praticas de cultivo agricola sobre a bioatividade
do solo. Neste sentido, o presente trabalho comparou os efeitos do fungicida sintético
clorotalonil e da fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia - planta com atividade
antifingica, na atividade biolégica de dois tipos de solo (Gley Himico Eutréfico - GHE e
Argissolo Vermelho Eutroférrico Chernossolico - AVEC), por meio da determinacdo da
atividade da enzima desidrogenase (DHA); da respiracdo do solo e por teste de rejeicdo de
minhocas Eisenia andrei aos solos tratados com os compostos fungicidas. Nos estudos de
atividade da microbiota edéfica as amostras dos solos foram reumedecidas sete dias antes
do inicio dos estudos, para reativacdo da sua atividade microbiana. Estas amostras foram
tratadas com clorotalonil (11 pg g™ de solo; T1) ou com a fracdo metandlica do extrato da
planta (300 pg g™ de solo; T2). A atividade da DHA nos solos foi medida em amostras de 3 g
imediatamente e 24 h e também aos 7, 14 e 28 dias apds os tratamentos, por meio de
medidas da conversdo do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em 1,3,5-trifeniltetrazoélio
formazan (TTF-formazan) por acdo da enzima e quantificada por espectrofotometria UV/Vis
a 485 nm. A respiracdo foi induzida pela adicdo de *C-glicose as subamostras dos solos
tratados, que foram acondicionadas em frascos biométricos. O 1c0o, formado pela
respiracdo da microbiota dos solos foi capturado em solucédo de NaOH (0,1 M) trocada de
duas em duas horas durante 10 horas; apés 24 h e também aos 3, 5, 7, 14 e 28 dias apos
os tratamentos. Sua quantificacdo foi feita por espectrometria de cintilagdo em liquido (ECL).

Observou-se inibicdo apenas temporaria da atividade da DHA nos dois solos tratados tanto
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com clorotalonil quanto com a fragdo metandlica do extrato de P. sonchifolia, demonstrando
a capacidade de recuperacéo da atividade da microbiota desses solos ao longo do periodo
de estudo. Tanto o efeito de inibicdo quanto o de estimulo da respiracéo dos solos GHE e
AVEC por acdo da fragdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia foram muito
pequenos. Porém, o composto fungicida sintético clorotalonil causou grande inibicdo da
respiracdo no solo GHE (16,4 %), mas praticamente ndo causou efeito na respiragdo do solo
AVEC. Isto pode ter sido causado pelas diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas dos
solos, pois os efeitos de ambos os compostos fungicidas foram maiores no solo GHE que
tem menor conteldo de matéria organica. Entretanto, a dissipacao do clorotalonil parece
nao ter sido influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas dos solos durante os 28 dias
de estudo, porque ela foi praticamente a mesma em ambos. No teste de rejeicdo de
minhocas aos solos tratados verificou-se que ambos compostos foram subletais as
minhocas, mas apenas o clorotalonil provocou rejeicdo a concentracao de recomendacéo de

uso agricola e ao dobro dela.

Palavras-chave : clorotalonil, Polymnia sonchifolia, desidrogenase, respiragdo do solo,

rejeicdo por minhocas.



STEFANI, J. A. COMPARATIVE ASSESSMENT OF THE EFFECT OF SYNTHETIC AND
NATURAL FUNGICIDE COMPOUNDS BY SOIL BIOLOGICAL PARAMETERS. Séo Paulo.
2009. Dissertation (Mestrado em Sanidade, Seguranca Alimentar e Ambiental no
Agronegdcio) — Instituto Bioldgico.

ABSTRACT

The study of the environmental dynamics and ecotoxicological aspects of pesticides
as well as of natural alternatives, by soil biological parameters and in soil organisms is
important to understand the possible consequences of using these substances in agricultural
practices on the soil bioactivity. In this sense, the present study compared the effects of
chlorothalonil, a well known synthetic fungicide, and the methanolic fraction from Polymnia
sonchifolia plant extract — a natural product with antifungal activity, on the biological activity
of two soil types (Eutrophic Humic Gley —GHE and Typic Eutroferric Chernosol — AVEC), by
the determination of the dehydrogenase activity (DHA-activity); the soil respiration and also
by the earthworms Eisenia andrei avoidance test to the soils treated with the fungicide
compounds. The reactivation of the soil microbial activity was done by remoistening of the
soil samples seven days before the studies on the edaphic microbial activity. These samples
were treated with chlorothalonil (11 pg g™ soil; T1) or the methanolic fraction from the plant
extract (300 pg g* soil; T2). The DHA-activity was measured in 3 g of soil samples
immediately and 24 h, and 7, 14 and 28 days after treatments, by measurements of the
conversion of 2,3,5-triphenyltetrazolium (TTC) in 1,3,5-triphenyltetrazolium formazan (TTF-
formazan) caused by the enzyme action, and quantified by spectrophotometry UV / Vis at
485 nm. The respiration was induced by *C-glucose addition to the treated soil samples,
which were placed into biometric flasks. The **CO, formed by the soil microbial respiration
was captured in NaOH solution (0,1 M), which was changed every two hours for 10 hours; 24
h, 3, 5, 7, 14 and 28 days after the treatments, and quantified by liquid scintillation counting
(LSC). Just a temporary inhibition effect was observed on the DHA-activity in the two soils
treated either with chlorothalonil or the methanolic fraction from P. sonchifolia extract, which

demonstrates the recovery capacity of the microbiota activity of these soils over the period of



study. Both inhibition and stimulation effects of the methanolic fraction from P. sonchifolia
extract treatment on the GHE and AVEC soil respiration were very small. However, the
synthetic fungicide chlorothalonil caused a strong inhibition of soil respiration of the GHE soil
(16.4 %), and nearly no effect on the AVEC soail respiration. This may be caused by the
differences in the soil physical and chemical characteristics, as the effects of both fungicides
were higher in the GHE soil, which has the lowest organic matter content. However, during
the 28 days period of study, the soil dissipation of chlorotalonil was probably not influenced
by the soil physical and chemical characteristics because it was almost the same in both
soils. The earthworms’ avoidance to the treated soil test verified that both compounds were
sublethal for earthworms, but only chlorothalonil caused avoidance when present in the

recommended or twice the recommended concentration for agricultural use.

Keywords : chlorothalonil, Polymnia sonchifolia, dehydrogenase, soil respiration, earthworm

avoidance
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1. INTRODUCAO

Entre os temas de grande interesse social, a sanidade vegetal e a seguranca
alimentar vém sendo amplamente discutidas considerando-se os efeitos causados ao meio
ambiente. E necesséario que se estabelecam novos critérios que garantam a expansdo das
atividades agricolas e, ao mesmo tempo, que ndo causem grandes impactos ambientais. A
sociedade tem exigido melhorias dos processos de produgéo de alimentos e por isso, varios
segmentos desta sociedade tém buscado o desenvolvimento de pesquisas técnico-
cientificas que abordem normas de certificacdo, rastreabilidade vegetal e animal, novos
sistemas de producdo, modelos fitossanitarios, de conservacdo e armazenamento;
melhoramento vegetal, biotecnologia e de utilizacdo de insumos.

Dentre esses assuntos, sabe-se que a utilizacdo de agroquimicos para a
manutencdo da produtividade agricola tem sido feita diante das necessidades de fornecer
alimentos para uma populacédo cada vez maior e de maximizar a eficiéncia no combate as
pragas e doencas. Porém, de acordo com Ebing (1987), dependendo do tipo e densidade da
cultura, em média 35 % a 50 % dos agrotdxicos aplicados por pulverizacdo sdo depositados
no solo, podendo causar impactos ao ambiente edéfico. Além disso, alguns agrotdxicos com
alta pressdo de vapor volatilizam facilmente durante as aplicacfes, sdo transportados a
longas distancias pelo vento e/ou depositados na agua e no solo (SPADOTTO et al., 2004).
Ao mesmo tempo, a variedade de moléculas quimicas de agrotoxicos usados e as
possibilidades de intera¢cdes com diferentes componentes do ambiente sdo enormes. Essas
moléculas podem interagir com diferentes organismos e ser transferidas para plantas nao
alvos, comunidades microbianas, meso e macrofauna (GARCIA, 2001). Deste modo, 0s
agrotoxicos contaminam cadeias alimentares, uma vez que seus residuos podem ser
bioabsorvidos e até bioacumulados de um nivel tréfico para outros (ANDREA, 2008).

Segundo Caporal e Costabeber (2006), o controle de pragas e doencas na
agricultura deve procurar alternativas ecoldgica e economicamente viaveis. Neste sentido, a
utilizacdo de controle biolégico € uma préatica altamente difundida como ecologicamente
correta em varias culturas de interesse do agronegécio. A exploragéo da atividade bioldgica
de compostos secundarios presentes no extrato bruto ou em oleos essenciais de plantas
nativas e/ou medicinais representa uma dessas alternativas. Compostos pertencentes a
varias classes distintas de substancias quimicas, como: alcaloides, terpenos, ligninas,
flavonoides, cumarinas, xantonas, esteroides, entre outras de muitas familias botanicas tém
apresentado atividade antimicrobiana (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).
Entre varios estudos realizados com plantas, as espécies Baccharis trimera, Eucalyptus
citriodora, Cymbopogon citratus e Polymnia sonchifolia foram relatadas como inibidoras do

crescimento micelial e esporulagdo de fungos, tais como: Rhizoctonia solani, Alternaria



alternata e Aspergillus flavus, mostrando que o uso de Oleos essenciais, extratos ou
substancias puras isoladas de plantas podem proteger plantas contra infec¢gdes causadas
por estes ou outros patdgenos. Por isso, estes produtos originarios de plantas podem ser
uma alternativa estratégica potencial para o controle fitossanitario (SCHWAN-ESTRADA,;
STANGARLIN; CRUZ, 2000; GONCALEZ, 2000).

Nesse contexto, cabe as pesquisas cientificas a abertura de novos caminhos para a
descoberta de substancias naturais menos impactantes e de produtos sintéticos menos
nocivos aos ecossistemas, para expandir as areas de cultivo e atender as necessidades
sdcio-ambientais.

O estudo da dindmica desses produtos por meio de parametros biolégicos do solo é
importante para o entendimento dos efeitos das variacbes dessas populacbes e de suas
possiveis consequéncias para as condi¢cdes agricolas. Desta forma, conhecer a agdo e 0s
aspectos ecotoxicolégicos de substancias quimicas sintéticas, bem como de alternativas
bioldgicas e/ou naturais e seus efeitos no ecossistema edafico contribuirdo para a
racionalizacéo das praticas de cultivos e disseminacdo de uma agricultura mais sustentavel
gue leve em conta as relag6es bioldgicas nela existentes.

Este trabalho verificou a sensibilidade dos parametros de respiracdo e atividade da
enzima desidrogenase do solo como bioindicadores do efeito fungicida de dois compostos,
sendo um produto quimico sintético (clorotalonil) e outro proveniente do extracdo da planta
Polymnia sonchifolia. Teste de rejeicdo de minhocas Eisenia andrei a diferentes doses das
substancias também foi utilizado para verificar possiveis reacfes biolégicas aos compostos

estudados.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais

Dentro do universo de riscos ambientais causados pela utilizacdo dos agrotoxicos
nas praticas de cultivo agricola, este trabalho teve como objetivo avaliar comparativamente
os efeitos do clorotalonil — um fungicida sintético — e da fracdo metandlica do extrato da
planta Polymnia sonchifolia — produto natural com atividade antifiingica — por parametros
bioldgicos de solos com diferentes caracteristicas. Os efeitos bioldgicos dessas substancias
também foram avaliados quanto a reacdo de rejeicdo de minhocas Eisenia andrei, como

bioindicadores da macrofauna edéfica.



2.2. Objetivos especificos

- Quantificar e comparar os efeitos dos compostos fungicidas clorotalonil e fracdo metandlica
do extrato de Polymnia sonchifolia sobre a atividade microbiana aerébica por meio de

medida da respiracéo do solo.

- Quantificar e comparar os efeitos dos compostos fungicidas clorotalonil e fracdo metandlica
do extrato de Polymnia sonchifolia sobre os processos oxidativos da atividade microbiana,

por meio da determinacdo da atividade da enzima desidrogenase.

- Verificar a sensibilidade de minhocas Eisenia andrei por rejei¢cdo a solo tratado com doses
subletais dos compostos fungicidas sintético — clorotalonil e, natural — fracdo metandlica do

extrato de Polymnia sonchifolia.

- Verificar a relagéo da atividade da enzima desidrogenase e respiragdo do solo com as

caracteristicas fisicas e quimicas dos solos estudados.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Agrotoxicos: dinamica e impacto no ecossistema edafico

Os agrotoéxicos, também conhecidos como pesticidas, sdo utilizados na agricultura
para controle de pragas e doencas que atacam culturas de interesse econémico. De acordo
com Brasil (1989), sao considerados agrotoxicos “os produtos e os agentes de processos
fisicos, quimicos ou biologicos, destinados ao uso nos setores de producdo, no
armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas, nas pastagens, na protecdo de
florestas, nativas ou implantadas, e de outros ecossistemas, e também de ambientes
urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a composicéo da flora e fauna, a

fim de preserva-las da a¢do danosa de seres vivos considerados nocivos”.

Entretanto, observa-se com muita frequéncia a ocorréncia de residuos desses
compostos quimicos, que persistem no ambiente mesmo apés exercerem a acao para a
qual foram aplicados (HAQUE, 1975).

De acordo com Luchini e Andréa (2002), o solo é o reservatério final para muitos
desses compostos quimicos e representa uma fonte a partir da qual residuos dos

agrotoxicos podem ser liberados para a atmosfera, dguas superficiais e subterraneas e



organismos vivos. Assim, o uso frequente e muitas vezes incorreto dos agrotoxicos oferece
riscos de contaminacgéo para solos agricolas e pode ter como consequéncia a contaminacao
de alimentos e aguas superficiais e subterraneas destinadas ao consumo humano e animal
(SPADOTTO et al., 2004). Além disso, seus residuos podem ser transferidos do solo para
organismos, como para plantas, através da absorcéo pelas raizes e para os componentes
da microbiota, da meso e macrofauna (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Isto pode causar a
morte de determinadas populagbes, diminuicdo do nimero de espécies, concentracdo de
residuos ao longo da cadeia tréfica e, com isso, o desequilibrio do ecossistema.

Os destinos dos agrotéxicos nas diferentes camadas do solo séo diversos. Segundo
Spadotto et al. (2004), o comportamento e o destino de um determinado composto no solo
dependem, principalmente, das propriedades intrinsecas da molécula do agrotdxico, da
estrutura quimica e seus aspectos funcionais. Seu destino no ambiente (Figura 1) é
governado por processos que abrangem: retencao nas particulas do solo; transformacao por
processos de degradacédo quimica e bioldgica; transporte (deriva, volatilizacéo, lixiviagdo e
carreamento superficial), e por interacdes entre esses processos (LUCHINI; ANDREA,
2002). Todos esses destinos podem gerar alteracées no ecossistema edafico e impactos no

meio ambiente.

Controle Quimico
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Residuos nas culturas

Volatilizacao

Runoff

Aguas
supetficiais

Aguas subterraneas

Figura 1. Vias de dissipacdo de agrotoxicos no agroecossistema (com permisséo de
LUCHINI; ANDREA, 2002)



E, principalmente, por meio de dois processos: adsorc¢éo e degradacéo, que se avalia
a maior ou menor persisténcia de um agrotéxico no ambiente (LUCHINI; ANDREA, 2002).
Conforme Moreira e Siqueira (2002), persisténcia pode ser definida como o periodo em que
um produto permanece inalterado no solo, inalterado e dissolvido na agua, vaporizado no ar,
adsorvido ou ocluso nas particulas minerais e organicas do solo. A persisténcia é, entdo, o
resultado da auséncia de processos fisicos, quimicos e biolégicos que podem modificar a
estrutura quimica dos agrotoxicos e promover sua dissipacéo (LUCHINI; ANDREA, 2002).
Pode ser avaliada pela taxa de desaparecimento e isto permite a determinacdo de sua meia
vida no ambiente. A meia vida corresponde ao tempo para que a concentracgédo inicial de um
composto quimico é reduzida a metade e depende de varios fatores ambientais (LUCHINI;
ANDREA, 2002).

Dentre os fatores de maior importancia na transformacédo de substancias no ambiente,
estdo os organismos e, principalmente, os micro-organismos, que produzem enzimas com
potencial para degradar véarias substancias (ANDREA; WIENDL, 1995). Porém, algumas
raz6es podem levar a persisténcia dos agrotdxicos, como por exemplo, a inibicao da sintese
de enzimas microbianas que atuam na degradacdo desses compostos; a impossibilidade do
agrotoxico penetrar na célula microbiana pela falta de enzimas adequadas; a insolubilidade
do agrotdxico na solucéo do solo, indisponibilizando-o para as reag6es bioquimicas, e o alto

poder de adsorcdo do agrotédxico as particulas do solo, entre outras (MUSUMECI, 1992).

De acordo com Luchini (1987), o termo sorcdo é usado para diversas associacbes
possiveis entre agrotdxicos e coloides do solo. Dentre elas, destaca-se a adsorgdo, um
fendbmeno quimico, que nao gera modificacdes nas substancias envolvidas, mas determina
maior ou menor disponibilidade dos agrotoxicos ao ataque microbiano e pode determinar
maior persisténcia desses compostos no solo. Esse processo se refere a ligacdo do
agrotoxico a superficie das particulas do solo, variando em funcdo das propriedades do
proprio composto e das propriedades fisicas e quimicas do solo, tais como: teor de matéria
organica, pH e teor de argila do solo (LUCHINI; ANDREA, 2002). De acordo com muitas
pesquisas a matéria organica dos solos é, de modo geral, o principal fator de adsorcao

(LUCHINI, 1987; SPADOTTO; MATALLO; GOMES, 2003; entre outros).

Desta forma, de acordo Luchini e Andréa (2002), o processo de adsor¢ao determina a
fracdo do agrotéxico que esta disponivel para sua acéo bioldgica, ja que resulta da particéo
do composto entre a fase solida (adsorvido as particulas) e a fase liquida do solo (disponivel
na solucdo). Ademais, no solo podem também ocorrer ligagées quimicas mais fortes entre
suas particulas e os agrotdxicos, que vao gerar residuos-ligados e, neste caso, o processo é
praticamente irreversivel (ANDREA, 1992).



Além dos processos de transporte e sor¢do, no ambiente os agrotéxicos podem ficar
sujeitos a degradacdo, que tem como consequéncia a alteracdo da estrutura quimica e é
decorrente de reacdes mediadas pelas vias quimica, fotoquimica e microbiana (BOLLAG,;
LIU, 1990; LUCHINI; ANDREA, 2002). Na degradac&o pode ocorrer a transformacéo total ou
mineralizacdo do agrotoxico, quando a molécula se degrada completamente em formas
inorganicas amplamente presentes na natureza (CO,, H,O, NHs;, CI', PO,3, S0O,% e outros);
ou apenas parcialmente, quando o produto resultante, pode perder ou ndo a atividade téxica
(LUCHINI; ANDREA, 2002).

A degradacéo por via fotoquimica ocorre sempre que a energia da radiagao solar é
absorvida pelas moléculas do agrotéxico havendo sua quebra; e € muito pouco significativa
no solo, devido & opacidade das particulas (LUCHINI; ANDREA, 2002). A via quimica é a
degradacao do agrotoxico por meio de reagdes com a agua (hidrolise), de reacbes de 6xido-
reducdo (em presenca de oxigénio e, portanto, em ambiente aerébico) ou de outros
processos no solo, sendo controlada essencialmente por fatores abiéticos ou do ambiente
fisico (KERLE; JENKINS; VOGUE, 2007).

A degradacdo microbiana tem sido considerada a principal via de desaparecimento
da maioria dos agrotéxicos no solo e ocorre pela acdo direta dos micro-organismos ou
indiretamente por meio de seus processos bioquimicos envolvendo atividades enzimaticas
(ANDREA, 1992). De acordo Musumeci (1992), os agrotoxicos podem ser utilizados pelos
micro-organismos do solo como fonte de carbono e energia, necessarios ao seu proprio
desenvolvimento e crescimento. Na maioria das vezes, a atividade da microbiota € um meio
pelo qual os agrotoxicos sdo eliminados dos ecossistemas. E por isso, portanto, que a
atividade microbiana se constitui um importante fator regulador da persisténcia de moléculas
xenobidticas no solo (SPADOTTO et al., 2004; ANDREA, 1992).

Apesar da ampla capacidade dos micro-organismos de degradar os xenobioticos,
muitos destes compostos sao recalcitrantes, isto €, resistem ou apresentam taxa de
degradacdo muito lenta (ANDREA, 1992), dentre os quais, inGmeros compostos
cloroaromaticos. O fendmeno de recalcitrancia ou baixa degradabilidade no solo pode ser
determinado pelas caracteristicas estruturais e toxicas da molécula do agrotoxico, pela
auséncia de fatores de crescimento e/ou de condicbes desfavoraveis ao crescimento dos
micro-organismos decompositores (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). Entretanto, € amplamente
sabido que a auséncia de micro-organismos pode ocasionar maior persisténcia de
agrotoxicos no solo, uma vez que, a taxa de degradacdo desses compostos pode ser
diminuida na auséncia de enzimas microbianas que poderiam atuar em diferentes etapas da
degradacado das moléculas dos agrotoxicos no solo (NAKAGAWA,; ANDREA, 2000; GEVAO;
SEMPLE; JONES, 2000; HOLTZE et al., 2008).

Segundo Moreira e Siqueira (2002), os efeitos dos agrotoxicos sobre 0os organismos



do solo devem ser avaliados quanto a sua magnitude e reversibilidade. Algumas vezes, a
aplicacdo ou a presenca desses xenobiéticos no solo causa efeito depressivo temporario na
comunidade microbiana. Silva; Fay e Vieira (2005) demonstraram esse efeito temporario na
atividade das enzimas desidrogenase e fosfatase acida da comunidade microbiana de solo
apos aplicacdo de metalaxil e fenarimol. Singh e Singh (2005) estudaram os efeitos dos
inseticidas diazinon, imidacloprido e lindano na atividade microbiana de solo sob cultivo de
amendoim, por meio da determinacdo da atividade das enzimas desidrogenase e
fosfomonoesterase. Os autores verificaram que repetidas aplicagcbes dos agrotéxicos
causaram efeito inibitdrio temporario sobre a comunidade microbiana e que a atividade

dessas enzimas foi restabelecida no solo apds o cultivo agricola.

Embora facilmente demonstraveis em condi¢bes controladas, os efeitos de
agrotoxicos sobre a microbiota podem ser ainda mais variaveis em condi¢fes naturais, e por
isso devem ser avaliados com muito critério e cautela. De acordo com Andréa e Wiendl
(1995), como os agrotoxicos interferem em processos bioquimicos e como todos os
organismos tém algumas reag¢fes metabdlicas em comum, percebe-se que ao ocasionar
efeito em alguns processos, todos os organismos, alvo e ndo-alvo, podem ser afetados.
Mesmo que os agrotoxicos atualmente empregados sejam, geralmente, muito especificos,
ainda assim podem causar efeitos sobre micro-organismos e outros organismos do
ambiente. Peres; Andréa e Luchini (2004), em estudo sobre o efeito de agrotéxicos
utilizados no cultivo de algodao sobre a atividade do solo e tendo como parametros a
atividade das enzimas desidrogenase e arilsulfatase, verificaram que ndo se pode
generalizar quanto ao efeito de um agrotoxico sob a microbiota de solos, porque um mesmo
principio ativo pode causar diferentes efeitos de acordo com as caracteristicas dos solos e,
isso tem relacdo com a bioatividade da microbiota edafica. Singh e Kumar (2008) estudaram
o efeito da aplicacdo do inseticida acetamiprido sobre a atividade microbiana de solo
também sob cultivo de algodao, por meio da determinacdo da atividade de diferentes
enzimas presentes no solo (nitrato redutase, arginina desaminase, urease e desidrogenase).
Verificaram que um mesmo agrotoxico pode causar diferentes efeitos sobre a atividade de

diferentes enzimas, isto é, pode estimular umas e inibir outras.

Conforme Spadotto et al. (2004) os agrotoxicos podem alterar ndo s6 a diversidade
de espécies microbianas do solo, como também sua biomassa, isto €, a quantidade total de
micro-organismos do solo. Como 0s micro-organismos tém atuacdo fundamental na
transformacao da matéria organica e liberacao de nutrientes para as plantas, efeitos sobre a
populacdo microbiana podem afetar a disponibilidade de nutrientes e, assim, a fertilidade do
solo pode ficar comprometida (SPADOTTO et al., 2004; PERES, 2000).



3.2. Atividade microbiana e os processos biolégicos do solo

O solo é um ambiente heterogéneo, composto por fase soélida, liquida e gasosa;
constituido de fracdes organicas e inorganicas e habitado por inUmeras espécies de
organismos, formando o ecossistema edafico. Os micro-organismos que compdem a
microbiota presente no solo sdo representados por bactérias, incluindo as actinobactérias
(actinomicetos), os fungos, algas e protozoarios, que desempenham papel fundamental na
formacdo, estrutura e qualidade do solo porque sao responsaveis por inidmeras reacfes
bioguimicas que ali ocorrem (ALEXANDER, 1977).

Sabe-se que a microbiota do solo desempenha papel essencial nos ciclos
biogeoquimicos e na estabilizagdo da estrutura do solo (NANNIPIERI; KANDELER;
RUGGIERO, 2002). As reacfes biolégicas da atividade microbiana incrementam o nivel de
fertilidade dos solos porque disponibilizam nutrientes essenciais as plantas (SCHUSTER;
SCHRODER, 1990). Como parte dessas dessas reacfes bioldgicas, a mineralizacdo da
matéria organica é realizada por grande parte da comunidade microbiana e envolve uma
vasta gama de processos metabdlicos (NANNIPIERI; KANDELER; RUGGIERO, 2002).

De acordo com Schinner et al. (1996), os processos enzimaticos dos micro-
organismos sao importantes nao s6 na degradacdo da matéria organica, como também na
ciclagem de compostos organicos aplicados nas camadas superficiais ou que caem sobre
elas. Ao mesmo tempo, as caracteristicas fisico-quimicas do solo e o cultivo agricola
influenciam diretamente as condi¢des do proprio solo, a manutencao da taxa de crescimento
de diferentes espécies de micro-organismos e seus processos metabolicos. Assim, de
acordo com Andréa (1992), verifica-se que, do ponto de vista de manutencédo das condicdes
ambientais, as operacdes de cultivo agricola, incluindo a aplicacao de agrotdxicos, deveriam
atuar apenas nos organismos-alvo sem afetar os demais seres presentes no ambiente. Apés
o efeito sobre estes organismos-alvo, os agrotoxicos deveriam idealmente passar por

processos de degradacéo e serem dissipados do meio; mas, nem sempre € isso que ocorre.

No solo, os micro-organismos podem ter a sua atividade metabdlica inibida pela
presenca de agrotoxicos e seus residuos; ou estimulada, quando esses compostos servem
de fonte de carbono, nitrogénio, etc. para seus processos metabolicos (SCHUSTER,;
SCHRODER, 1990). Muitas vezes e, conforme a magnitude da interferéncia, o solo é capaz
de manter seus processos biolégicos em equilibrio mesmo sob pressao de algumas
variacdes fisicas e bioquimicas, como por exemplo, por alteracbes climaticas, aporte de
matéria organica e até aplicacdo de agrotoxicos. Isso pode ocorrer devido a um efeito
tamponante ou de resiliéncia, que é a capacidade concreta do solo de retornar ao estado
anterior apds superar uma situagdo critica (BENITEZ; MELGAR; NOGALES, 2004). Essa



capacidade é decorrente da diversidade microbiana e seus constantes processos biolégicos
e ecoldgicos (ZILLI et al., 2003; BENITEZ; MELGAR; NOGALES, 2004). Porém, a reducao
na diversidade microbiana poderia ocasionar a perda da capacidade de resiliéncia e,
consequentemente, de caracteristicas que sé&o indispensaveis para manutencdo do

equilibrio ecoldgico e do potencial produtivo do solo.

Segundo Andréa e Hollweg (2004), as variacdes nos numeros de individuos ou na
comunidade de micro-organismos no solo podem ser medidas pela biomassa microbiana,
pela respiracédo do solo e por diferentes processos enzimaticos, entre outros. Varios estudos
foram feitos utilizando essas medidas como bioindicadores para se avaliar o efeito de
agrotoxicos como interferentes no ambiente edafico (ANDREA; PETTINELLI, 2000;
ANDREA; PERES; MATALLO, 2000; ANDREA et al., 2003; PEREZ; ANDREA; LUCHINI,
2004; ANDREA et al., 2004; SINGH; SINGH, 2005; SUKUL, 2006; SINGH; KUMAR, 2008;
BOUCARD et al., 2008; NIEMI et al., 2009; GONCALVEZ et al., 2009; EISENHAUER et al.,
2009; GOMES et al., 2009).

3.2.1. Atividade enzimatica do solo

De acordo com Dilly (2008), a atividade microbiana do solo pode ser estimada
observando-se as reacdes bioquimicas. O conhecimento das atividades enzimaticas do solo
juntamente com outros processos, como a respiracao tém contribuido para analise e
avaliacdo dos efeitos dos agrotdxicos e praticas agricolas sobre a microbiota edéfica.
Portanto, alteracbes na atividade enzimatica e na respiracdo microbiana do solo podem
ocorrer como resposta a presenca de agrotoxicos (PERES; ANDREA; LUCHINI, 2004).

SCHINNER et al. (1996) descrevem varios métodos para avaliar a qualidade do
ambiente edafico por meio de determinacédo da atividade de enzimas como, desidrogenase,

arilsulfatase, nitrato redutase e arginina desaminase, entre outras.

A atividade enzimatica e sua determinacao descrevem a relagdo existente entre as
enzimas do solo e as condicbes ambientais que afetam suas atividades; ademais, séo
importantes em termos de conhecimento sobre o funcionamento do ecossistema edafico
(SINGH; KUMAR, 2008). Assim, a mensuracao da atividade enzimatica pode ser utilizada
como bioindicador das mudancas que ocorrem no solo (ANDREA, 2008). Numerosos
estudos tém sido conduzidos para determinar alteracdes na atividade enzimatica do solo
causada por chuvas acidas, metais pesados, fertilizantes, antibiéticos, residuos industriais e
agrotoxicos (FRIEDEL; MOLTER; FISCHER, 1994; PERES, 2000; GIANFREDA; RAO,
2004; PERES; ANDREA; LUCHINI, 2004; THIELE-BRUHN; BECK, 2005;
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BHATTACHARYYA; CHAKRABARTI; CHAKRABORTY, 2005; KLOSE; MARTINEZ; AJWA,
2006; XIE et al., 2009; GRENNI et al., 2009; entre outros).

As diferentes enzimas tém especificidade de substrato, como por exemplo a
arilsulfatase que esta envolvida no metabolismo do enxofre e catalisa a hidrolise de ésteres
sulfatos que compdem uma das formas orgénicas do enxofre, sendo responsavel pela
ciclagem do enxofre por meio da mineralizagéo, liberando sulfato, que é a forma em que o
enxofre é assimilado pelas plantas (SCHINNER et al., 1996). J& a arginina desaminase tem
participacdo na liberacdo da aménia (NHz) a partir de catabolismo da matéria organica do
solo (ALEF; NANNIPIERI, 1998). As enzimas nitrato redutases catalisam a reducéo do NO,
(forma ndo assimilavel pelas plantas) disponibilizando o nitrogénio como NH; (ALEF;
NANNIPIERI, 1998).

A atividade da enzima desidrogenase esta envolvida nos processos de oxi-reducao
das células dos micro-organismos, tendo uma estreita correlagdo com a respiracao
microbiana (SCHINNER et al., 1996). Sua atividade reflete o potencial redox do solo e, como
esta € uma enzima intracelular de baixa atividade quando em estado livre no solo, reflete a
bioatividade de grande parte da populacdo microbiana ativa (NANNIPIERI; KANDELER,;
RUGGIERO, 2002). A atividade da desidrogenase é comumente estimada por meio da
conversao do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio (TTC) em 1,3,5-trifeniltetrazélio formazan
(TTF-formazan) por acdo da enzima (FRIEDEL; MOLTER; FISCHER, 1994). O produto TTF-
formazan é um composto de coloracdo résea na presenca de acetona, cuja quantificacéo
pode ser feita por espectrofotometria. Por ser um processo extremamente correlacionado
com o metabolismo dos micro-organismos edaficos, pode-se entéo, avaliar se ha influéncia
de curto ou longo prazo dos agrotoxicos na atividade microbiana do solo (PERES, 2000).

Sukul (2006) estudou a atividade das enzimas desidrogenase, fosfatase, urease,
arilsulfatase e B-glucosidase em solo tratado com metalaxil e concluiu que a dissipacéo do
fungicida no solo ocorreu principalmente por causa da atividade microbiana, porque a
guantidade total de nitrogénio e carbono foram alteradas, bem como as atividades de
diferentes enzimas. Estas alterac6es podem ter como consequéncias impactos diretos na
ciclagem dos nutrientes e no fluxo de energia no solo.

Também Pandey e Singh (2006) monitoraram durante um ano a atividade da
desidrogenase e arginina desaminase de solos sob cultivo de amendoim, avaliando os
efeitos das aplicacdes dos inseticidas clorpirifés e quinalfés utilizados no tratamento de
sementes. Eles observaram que a atividade da desidrogenase foi inibida em 37 % apés 15
dias do tratamento com quinalfés, e em 17,2 % apOs o tratamento com clorpirifés. Ja a
atividade da arginina desaminase foi estimulada apds o tratamento com clorpirifds, e inibida

apos tratamento com quinalfés. Portanto, verificou-se que diferentes inseticidas podem
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provocar efeitos diversos sobre a atividade de diferentes enzimas do solo, e por isso, a
utilizacdo nédo criteriosa destas substancias pode alterar a fertilidade do solo ao longo do
tempo.

Pozo et al. (2003) estudaram os efeitos de diferentes concentracbes de 3,3'-
diaminobenzidina sobre a microbiota do solo por meio da atividade das enzimas fosfatase
acida e alcalina, arilsulfatase e desidrogenase. Essa substancia quimica € um corante
bastante utilizado nas indistrias téxtil, de papel e alimentos e, geralmente, lancado em rios e
cOrregos podendo, desta forma, atingir o ambiente edafico. Nas condi¢des deste ensaio, a
atividade das enzimas no solo foi estimulada pelos tratamentos, mas os autores indicaram
gue o efeito deste xenobidtico sobre a microbiota do solo em condi¢cdes naturais pode ter

efeito diferente e potencialmente prejudicial aos micro-organismos edaficos.

3.2.2. Respiragdo do solo

A respiracéo do solo é o processo bioldgico de oxidagdo da matéria organica em CO,
por meio da atividade respiratéria de micro-organismos aerébicos no ambiente edafico que,
deste modo, atuam como o principal meio pelo qual o carbono fotossinteticamente fixado é
devolvido a atmosfera (ALEF, 1998).

A influéncia dos agrotéxicos na atividade microbiolégica do solo como um todo pode
ser estudada por meio da interferéncia na respiracdo microbiana do solo e consequente
producdo de CO, pela microbiota (LIU et al., 2006). De acordo com Paul e Clark (1996),
medidas de respiracdo microbiana refletem diretamente a atividade de micro-organismos
heterotrofos e informam quanto a bioatividade do solo. Os métodos para quantificacao
variam, sendo que a inducdo da respiracdo a partir da adicdo de um substrato de facil
metabolizagcdo, como a glicose, é bem aceita nas pesquisas que verificam a influéncia dos
agrotoxicos sobre a atividade microbiana do solo. Este método é conhecido como respiracao
induzida pelo substrato (“substrate induced respiration” — SIR) e sua resposta &€ sempre
proporcional a atividade da microbiota ativa no solo (ALEF; NANNIPIERI, 1998). A
guantificacdo do CO, produzido pode ser feita por diferentes métodos, incluindo
espectrometria de cintilacdo em liquido (ECL) quando se utiliza **C-glicose (ANDREA;
HOLLWEG, 2004).

A medida da respiracdo do solo é uma das mais antigas técnicas utilizadas para a
guantificacdo da atividade microbiana; como exemplo, os estudos de Bartha e Pramer
datados de 1965 (ANDREA et al., 2003). Bartha e Pramer (1965) idealizaram um frasco
biométrico utilizado para avaliacdo do efeito do agrotdxico na atividade de respiracao
microbiana. A partir deste trabalho inimeros estudos, inclusive em condi¢des tropicais,

foram feitos para avaliar a influéncia de agrotéxicos na respiracdo do solo e sobre sua
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mineralizacdo. Dentro deste contexto, Andréa et al. (2003) estudaram o efeito de repetidas
aplicacdes do herbicida glifosato sobre micro-organismos edaficos, por meio de medidas da
respiracdo e da atividade da enzima desidrogenase. Verificaram que a biomineralizacdo do
glifosato diminuiu quanto maior o nimero de aplica¢des do herbicida, indicando efeito direto
do agrotéxico sobre a atividade microbiana do solo; mas, o efeito do herbicida sobre a
atividade da desidrogenase foi apenas transitério e praticamente nao influenciou a atividade
desta enzima no solo estudado. Em outro estudo, Andréa e Pettinelli (2000) utilizaram o
método da respiragdo induzida pelo substrato e detectaram variacbes nas taxas de
respiracdo em dois tipos de solos tratados com diferentes agrotdxicos recomendados para o
cultivo do algoddo. Os autores observaram que as aplica¢des dos agrotoxicos provocaram
tanto estimulo quanto inibicdo da respiragdo microbiana do solo, mas que os efeitos foram

apenas temporarios e variaram conforme as caracteristicas fisico-quimicas do solo.

Goncalvez et al. (2009) estudaram o efeito do paclobutrazol, um regulador de
crescimento vegetal amplamente utilizado diretamente no solo sob cultivo de manga, sobre
a respiracdo do solo e observaram alteracdo da atividade microbiana ali presente em um
curto periodo de tempo, com diminuicdo da taxa de respiracdo. Eisenhauer et al. (2009)
também observaram que a respiracdo microbiana pode ser inibida por alguns agrotoxicos e
estimulada por outros. Esses autores verificaram que a aplicagédo de clorpirifés (inseticida) e
fostiazato (nematicida) estimulou a respiracdo microbiana, mas a aplicacdo de dimetoato
(inseticida) a diminuiu. Também, Pal et al. (2005) verificaram que a aplicacdo do fungicida
pencicuron no solo em diferentes concentracdes de recomendacdo para uso agricola
causou pequena e temporaria inibicdo da respiracdo microbiana. Os autores consideraram a
possibilidade do efeito negativo e de curta duracdo do composto em condi¢cBes controladas
de estudo poder ser diferente do que pode ocorrer em condi¢cdes de campo, onde o impacto

ecoldgico pode ser maior e mais realista.

3.3. Fungicida clorotalonil

No Brasil, o fungicida clorotalonil € comercializado para o controle de fungos
fitopatogénicos em muitas culturas, especialmente para hortalicas e frutiferas, entre as
quais: banana, café, tomate, batata e uva (BRASIL, 2007). A maioria das marcas comerciais
gue possui o clorotalonil como ingrediente ativo é classificada toxicologicamente como
produto medianamente téxico — com rétulo azul, ou extremamente téxico — rétulo vermelho,

e classificacdo ambiental de produto muito perigoso (BRASIL, 2007).

O clorotalonil é derivado da ftalonitrila conhecido quimicamente como 2,4,5,6—

tetracloroisoftalonitrila (CAS: 1897-45-6) com acdo por contato. Apresenta DLsg
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(concentragao necessaria para matar 50 % de um grupo de organismos teste) aguda oral
maior que 10.000 mg kg™ para ratos e é altamente irritante aos olhos. Suas propriedades
fisico-quimicas sdo: pressédo de vapor 1,3 Pa (40 °C) ou 0,076 mPA (25 °C); solubilidade de
0,9 mg L* em 4gua (25 °C) e 80 g L™ de xileno, 30 g L* de ciclohexanona ou
dimetilformamida, 20 g L™ de dimetil sulféxido e menor que 10 g L™ de querosene, a 25° C
(TOMLIN, 1995).

O clorotalonil é classificado como um fungicida de amplo espectro, pois inibe o
crescimento de diferentes fungos fitopatogénicos, como: Mycosphaerella musicola,
Alternaria solani, Phytophthora infestans, Botrytis cinerea, entre outros (BRASIL, 2007). O
modo de acdo do clorotalonil envolve sua combinacdo com uma molécula presente nas
células dos fungos chamada glutationa — composto tiol ndo proteico — encontrada nas
células da maioria dos micro-organismos aerobios. Com a formacdo da conjugacéo
glutationa-clorotalonil no interior das células, as enzimas dependentes da glutationa para a
realizacdo do processo de respiracéo celular ficam incapazes de funcionar e, assim, ocorre
o efeito tdxico do clorotalonil (COX, 1997; KIM et al., 2004).

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos, o clorotalonil
€ um fungicida policlorado aromatico atipico porque nao exibe alto grau de persisténcia
como a maioria dos compostos organoclorados (EPA, 1999a). Sua diferenca em relacdo aos
outros organoclorados € atribuida aos dois grupos nitrila que ativam sua molécula. Mesmo
assim, de acordo com Regitano et al. (2002), o clorotalonil é resistente a hidrélise, fotolise e
volatilizacdo, e sua adsorcdo no solo esta diretamente relacionada com o teor de matéria
organica presente, sendo apenas moderadamente suscetivel a degradacdo no solo sob

condicdes aerobias.

Entretanto, mesmo sendo recomendado para pulverizagdo aérea, as andlises de
solos de regifes onde o clorotalonil é utilizado tém apresentado valores residuais altos
(VIEIRA; SILVA; FAY, 2001), provavelmente porque, uma vez tendo alcancado o solo, este
fungicida pode persistir no ambiente edafico mas, de acordo com Scribner et al. (2006), o
modo de aplicac&o por pulverizacdo e o carreamento superficial provocado pelo excesso de
agua que chega no solo por chuva ou rega, podem facilitar o transporte do clorotalonil para
areas distantes do ponto de aplicacéo.

De acordo com Cox (1997), a meia-vida de um agrotéxico € o periodo necessario
para que metade da quantidade aplicada desapareca. Meias-vidas de dissipacdo do
clorotalonil variando de 0,4 a 43 dias ja foram verificadas (REGITANO et al., 2001;
CHAVES; SHEA; COPE, 2007; IPCS, 1996). Regitano et al. (2001) estudaram a dissipacéo
do clorotalonil em trés solos brasileiros em condi¢8es tropicais e observaram que a meia-

vida do clorotalonil foi muito rapida, variando de 0,4 a 13 dias. Por outro lado, Motonaga;
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Takagi e Matumoto (1996) verificaram que o clorotalonil persistiu no solo por até 12 meses
apos sua aplicacédo, e que, em alguns casos, dependendo dos teores de argila e matéria
organica do solo, a persisténcia chegou a 200 dias. Desta forma, verifica-se diferentes
resultados de persisténcia do clorotalonil e isto se deve as diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas dos solos e as condi¢bes ambientais.

De acordo com Andréa (1992), dissipacédo relativamente rapida poderia ser reflexo da
rapida transformacdo do composto pela microbiota ou da elevada formacao de residuos
ligados. Spessoto; Melo e Monteiro (2006), por exemplo, verificaram formacéo de até 60%
de residuos-ligados do fungicida *C-metalaxil e, muito provavelmente por isso, a
persisténcia do fungicida foi determinada como baixa. Nakagawa e Andréa (2000)
verificaram que a formacdo de residuos ligados de '*C-atrazina em solo foi elevada — até
55,7%. Grandes quantidades de residuos-ligados tém sido verificadas para varios
agrotoxicos, entretando, de acordo com Andréa (1992), sua formacéao também tem relacéo
com determinadas caracteristicas das moléculas. Por exemplo, quanto maior o nimero de
atomos de cloro na molécula, menor a formacgao de residuos-ligados.

Por outro lado, a degradacéo de compostos pode gerar a formacdo de metabdlitos
oriundos de processos de degradacao parcial da molécula original. Conforme Chaves; Shea
e Danehower (2008), os metabdlitos do clorotalonil sdo resultantes de reacbes que
substituem os atomos de cloro, e da conversdo do grupo funcional CN em grupos acidos,

tiazois e amidas.

A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos estudou a degradacdo do
clorotalonil em amostras de aguas subterraneas e verificou a formacéo de varios metabdlitos
também policlorados, sendo que estes foram mais persistentes e muito mais moéveis do que
o composto original (EPA, 1999b). Em condi¢cdes de laboratério, Motonaga; Takagi e
Matumoto (1998) estudaram solos tratados com clorotalonil e verificaram que o seu principal
metabdlito, o 4-hidroxi-2,5,6-tricloroisofitalonitrila foi mais persistente no solo do que o
proprio clorotalonil. De acordo com Cox (1997), este metabdlito € 30 vezes mais toxico que
a molécula original.

Desta forma, a acdo, degradacdo e persisténcia do clorotalonil e/ou de seus
metabdlitos dependem de condi¢des do proprio ambiente, tais como, caracteristicas fisico-
guimicas, teor de umidade do solo, dentre outras. Além disso, as caracteristicas da molécula
de clorotalonil, como a quantidade de atomos de cloro, podem indicar particularidades no

seu comportamento, e tal fato ainda foi pouco estudado no ambiente edafico tropical.

3.4. Polymnia sonchifolia
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Pesquisas tém sido desenvolvidas buscando nos produtos naturais uma alternativa
as aplicacdes de agrotoxicos para o controle de pragas e doencas no cultivo agricola, a
partir de observaces das relagbes alelopaticas entre plantas e de que algumas plantas
possuem alta resisténcia natural a pragas e doencas. Como exemplo, cita-se as pesquisas
efetuadas por GONCALEZ (2000) com a planta conhecida como Yacén, cujo nhome cientifico
€ Polymnia sonchifolia Poepp. & Endl. (Figura 2), pertencente a familia das Asteraceae
(ZARDINI, 1991).

(Fonte:http://www. pref.kyoto.jp/plant2/migoro/1612 (Fonte: http://amerique-l atine.com/al a/fr/ pltyacon.jpg)
/161210/kikaku/IMG_3756.jpg)

Figura 2. Parte aérea e tubérculos da planta Polymnia sonchifolia

Esta planta também recebe os nomes Polymnia edulis Wedd. e Smallanthus
sonchifolius (Poepp. & Endl.) H. Robison. De acordo com Pak et al. (2006), a Polymnia
sonchifolia € uma planta arbustiva nativa dos Andes e utilizada popularmente no controle da
diabettes melittus. Apresenta um sistema aéreo com aproximadamente 2 m de altura, folhas
pilosas e com marcas purpuras. As flores séo pequenas e vdo do amarelo ao alaranjado.
Suas raizes séo tuberosas, com variacdo na quantidade de agucares, formas e tamanhos
irregulares, pesando de 200 a 500 g, podendo atingir até 2 kg.

No género Polymnia spp, 19 espécies vém sendo estudadas por serem fontes de
compostos bioativos contra fungos de importancia econémica. Na sistematica vegetal, a
familia Asteraceae apresenta como caracteristica taxonémica a presenca em seus tecidos
de poliacetilenos, terpenos e flavonoides - substancias com alto grau de diversidade quimica
e amplo espectro de atividade biolégica. Alguns compostos ja foram isolados, como os
diterpenoides do tipo kaureno e os melampolideos (sonchifolin, polymatin, viverdalin e
enhydrin) que, de acordo com Pak (2002), sdo substéncias provavelmente envolvidas em
mecanismos de defesa dessas plantas.
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Observacbes realizadas nas partes aéreas da planta durante o seu cultivo
verificaram que se faz desnecessaria a aplicacdo de agrotéxicos para o controle
fitossanitario, levando a crer que suas partes aéreas poderiam conter substancias com
atividade antimicrobiana (GONCALEZ et al., 2003). Gongcalez (2000) avaliou o extrato de
Polymnia sonchifolia e relatou o seu efeito inibidor do crescimento do fungo Aspergillus
flavus e da bhiossintese de aflatoxina (Tabela 1) — micotoxina produzida pelo fungo.
Aflatoxina é substancia natural carcinogénica, sendo téxica aos animais e seres humanos,
podendo leva-los a morte. Pak (2002) isolou e identificou as substancias quimicas
responsaveis pela atividade da P. sonchifolia, mostrando que esta planta pode vir a ser
utilizada no controle do fungo A. flavus.

De acordo com os efeitos relatados por Gongalez et al. (2003), o extrato vegetal das
folhas de P. sonchifolia poderia representar também uma alternativa aos fungicidas
sintéticos. Verifica-se que as fracdes com maior potencial de uso como fungicida sdo a
hexanica e metandlica (Tabela 1). Entretanto, ha necessidade de se avaliar seu potencial no
controle de fungos fitopatogénicos, e ainda sua influéncia no ecossistema edafico e a

possivel influéncia de fatores edaficos na sua atividade.

Tabela 1. Inibicdo na producéo de aflatoxina e no crescimento de Aspergillus
flavus por diferentes fracbes do extrato da planta Polymnia
sonchifolia (adaptado de GONCALEZ, 2000)

Fracdes do extrato de Inibicdo de  Redugéo do crescimento
Polymnia sonchifolia aflatoxina de Aspergillus flavus
(100 pg mL?Y) B1 (%) (%)
Hexanica 96,91 37,82
Cloroférmica 8,84 0
Acetato de etila 78,99 34,08
Metandlica 87,04 56,86

3.5. Minhocas como bioindicador

As minhocas sao anelideos pertencentes a ordem Oligochaeta, incluindo mais de
8.000 espécies de cerca de 800 géneros que vivem no solo. Sua populacao varia muito em
termos de ndmero ou biomassa e diversidade e sao, provavelmente, 0 mais importante
componente da biota edéfica de invertebrados (EDWARDS, 2004). Sdo animais

subterraneos que escavam galerias e canais no solo, buscando abrigo e restos vegetais que



17

sdo seu principal alimento, ingeridos com grandes quantidades de terra (RUPPERT;
BARNES, 1996).

Minhocas sdo organismos da base de varias teias alimentares e, por isso, podem ser
consideradas bioindicadores em estudos ecotoxicolégicos que avaliam a contaminacgéo de
solos (ANDREA, 2008). Um bioindicador deve exibir alteragbes em resposta a agente
estressor, deve ser facilmente encontrado no ambiente que se deseja analisar, ndo morrer
sob efeito de doses subletais do contaminante e estar na base de teias alimentares e,
portanto, servir de alimento para outros organismos, indicando assim uma possivel
contaminacdo (BURGER, 2006). Segundo Berry (1994), algumas minhocas possuem
caracteristicas de tempo de geracgédo curto, alta taxa reprodutiva, facilidade para coleta em
fontes naturais, facil criacdo em laboratdrio, ingerem grande quantidade de solo e possuem
estreita relacdo com seus compartimentos. S&o ainda importantes na cadeia tréfica por
serem uma fonte de alimentos para diversos organismos e, 0s seus dados de crescimento,
sobrevivéncia e reproducéo podem ser obtidos em bioensaios (BERRY, 1994; ANDREA,
2008). Por isso, as minhocas tém sido cada vez mais empregadas como bioindicadores de
poluicdo do ambiente edafico (PAOLETTI, 1999).

A capacidade de adaptagdo das minhocas na exploragdo de diversos ambientes
evidencia sua importancia para as praticas agricolas, porque algumas espécies se movem
aleatoriamente, deixando fissuras e fendas de diferentes tamanhos, que favorecem a
aeracdo e drenagem de aguas nos solos (EDWARDS, 2004). Durante a alimentagdo, as
minhocas aceleram a taxa de degradacao e estabilizacdo das fracfes hlimicas da matéria
organica (BROWN; DOUBE, 2004). Devido ao seu habito alimentar e, principalmente, por
sua interacdo com a matéria organica, fragmentando-a e misturando-a as particulas
minerais do solo, as minhocas sdo de extrema importancia na formacao, estruturacéo e
fertilidade do solo; na decomposicdo dos residuos vegetais, ciclagem dos nutrientes e
formac&o de himus (ANDREA, 2008).

Entretanto, as minhocas podem ser fortemente afetadas por muitas das praticas
agricolas, em particular, pelos tratos culturais que utilizam fertilizantes e agrotoxicos
(PAOLETTI, 1999; ANDREA et al., 2004; ADESODUN; DAVIDSON; ROPKINS, 2005; XIAO
et al., 2006; LI et al., 2009). Embora a maioria dos agrotdxicos seja apenas ligeiramente
toxico as minhocas, alguns podem causar efeitos indiretos e drasticos sobre elas
(EDWARDS, 2004). Por meio do seu deslocamento e da ingestdo de solo ou serrapilheira
contaminados, as minhocas entram em contato com contaminantes ali presentes e que
permaneceram adsorvidos nas particulas ou disponiveis na solucao do solo. Desta forma,
elas podem ficar expostas ou absorver esses contaminantes, se intoxicar, morrer ou

sobreviver, incorporando-os e até bioacumulando-os em seus tecidos (ANDREA, 2008).
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Andréa et al. (2004) estudaram a acdo do herbicida glifosato sobre minhocas e
verificaram que as elas bioacumularam o herbicida em quantidades maiores, quanto maior
foi o tempo de permanéncia desses organismos em solo tratado com o agrotéxico. Ainda
outros trabalhos indicam que ndo s6 as caracteristicas das moléculas dos agrotoxicos, mas
também as caracteristicas dos solos, principalmente seu conteddo de matéria orgénica,
podem influenciar a bioacumulacéo de agrotdxicos nas minhocas (ANDREA; PAPINI, 2005;
PAPINI et al., 2006; PAPINI; ANDREA, 2004; VISWANATHAN et al., 1988). Slimak (1997)
avaliou os efeitos dos inseticidas lindano, clorano e endrim sobre o comportamento de
minhocas e concluiu que quanto maior a concentracdo dos agrotdxicos no solo maior a
rejeicdo das minhocas ao solo que os continha.

Loureiro et al. (2005) estudaram o comportamento de rejeicdo de minhocas Eisenia
andrei expostas a solos tratados com carbendazim, benomyl, dimetoato e sulfato de cobre e
observaram rejeicdo das minhocas a todos os tratamentos e seu deslocamento para o solo
sem tratamento. Os autores concluiram que o comportamento de rejeicao a doses subletais
foi um parametro tdo ou mais sensivel que os parametros de reproducao e de crescimento,
e indicaram o teste de rejeicdo de minhocas como ferramenta de triagem na avaliacdo de
solos contaminados. Sisinno et al. (2005) utilizaram o teste de rejeicdo com minhocas
Eisenia fetida na avaliacdo da contaminacdo de solo por mercurio e verificaram que as
minhocas rejeitaram as amostras de solo contaminado, sendo encontradas em sua
totalidade no solo controle. Os autores concluiram que, de fato, o resultado obtido por meio
de um organismo de real importancia no ecossistema edafico como as minhocas indicou o

impacto negativo da contaminacao de solo por metais pesados (em particular, 0 mercurio).

3.6. Testes de toxicidade

Testes de toxicidade ja estabelecidos avaliam potenciais efeitos toxicos de
substancias quimicas sobre organismos, possibilitando o estabelecimento de limites
permissiveis de varias moléculas no ambiente e de seus impactos nos organismos (ETC
EPS 1/RM/43, 2004). A Organizacéo Internacional para Padronizagéo (ISO) estabeleceu um
teste que tem como objetivo avaliar a rejeicdo de minhocas Eisenia fetida ou Eisenia andrei
a doses subletais de agrotoxicos por contato com solo em curto periodo de tempo (ISO
17512-1, 2007). Esse teste é definido como teste de fuga, rejeicdo ou evitamento, e tem sido
utilizado também como indicador de contaminacdo em situacdes nas quais se requer
analises iniciais rapidas e de baixo custo (LOUREIRO; SOARES; NOGUEIRA, 2005).

A Organizacao de Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD) estabeleceu

um teste de toxicidade em papel de filtro para avaliar a toxicidade aguda de substancias
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guimicas sobre minhocas Eisenia fetida ou Eisenia andrei, que se constitui em uma
ferramenta adicional para avaliacédo de riscos ecotoxicolégicos (OECD 207, 1984).

Assim, as minhocas tém sido usadas em testes de ecotoxicidade por serem
organismos resistentes a doses subletais, pela sua capacidade de escolher ou evitar um

determinado solo limpo ou contaminado e por serem bioindicadoras.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Solos

Dois tipos de solos agricolas foram coletados de 0 a 15 cm de profundidade do perfil
de localidades livres de aplicacdo de agrotéxicos. Os solos foram peneirados em malha 2
mm e tiveram suas caracteristicas quimicas e fisicas determinadas pelo Departamento de
Ciéncias do Solo da ESALQ/USP — no caso do Argissolo Vermelho Eutroférrico
Chernossoélico (AVEC) coletado na regido de Piracicaba (SP), e pelo Departamento de
Ciéncias do Solo da FCA/UNESP Botucatu — no caso do Gley Hlmico Eutréfico (GHE)

coletado na regido de Botucatu (SP) (Tabela 2).

Tabela 2. Principais caracteristicas quimicas e fisicas dos solos Argissolo Vermelho
Eutroférrico Chernossoélico e Gley Humico Eutréfico

Solo pH MO* Areia Total Argila Silte Textura
gkg™
Argissolo Vermelho Eutroférrico
Chernossolico - AVEC 6,2 (H,O) 42 310 480 210 argilosa
Gley Humico Eutréfico - GHE 5,5 (CaCly) 13 704 154 142 média

* Matéria organica

4.1.1. Reativacdo da atividade microbiana dos solos

Baseando-se nas recomendaces do protocolo OECD 217 (2000), as subamostras
de solos foram umedecidas e mantidas a 60 % da capacidade maxima de retencédo de agua
— CMRA, desde 7 dias antes do inicio dos estudos, para reativacao da atividade microbiana.

A determinacdo da CMRA foi feita basicamente conforme Monteiro e Frighetto
(2000): trés subamostras de 10 g dos solos foram colocadas em funis analiticos com

didametro de 5 cm contendo la de vidro na saida e apoiados sobre provetas graduadas. Dez
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mL de agua destilada foram adicionados repetidas vezes as subamostras dos solos, até que
o volume escoado para as provetas fosse constante. O volume de agua retido foi anotado e
somado apds cada adi¢cao. O volume total retido em cada subamostra indicou o 100 % de
CMRA nas subamostras de 10 g dos solos e, entdo, calculou-se o volume de agua
necessario para umedecer as amostras dos solos a 60 % de sua CMRA. Durante os estudos
o umedecimento foi mantido por meio de pesagens constantes e adicdo de agua destilada

guando necessario.

4.1.2. Determinagdo da umidade dos solos

No momento das andlises, a umidade presente nas subamostras foi determinada em
triplicatas de aproximadamente 3 g dos solos submetidas a 120° C por 20 minutos em
dessecador infra-vermelho (Mettler LJ16). Por intermédio destas determinacbes, os

resultados foram uniformizados para equivalente em peso seco dos solos.

4.2. Clorotalonil

O padrao analitico do fungicida clorotalonil (2,4,5,6-tetracloroisoftalonitrila, CgClsNy;
CAS: 1897-45-6. Figura 3) com pureza quimica de 99,3 % utilizado nos estudos foi adquirido
da Riedel-de Haén (Alemanha; Lote: 7296X). A partir de uma solucéo cetbnica de 1,0 mg
mL? foram preparadas solucées metandlicas de 1,0; 3,0; 5,0; 6,0; 7,0 e 8,0 ug mL?, para

analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE e elaboracéo de curva-padrao.

CN
Cl Cl

Cl CN

Cl

Figura 3. Férmula estrutural do fungicida clorotalonil
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4.2.1. Determinacao da curva de calibragdo do cloro talonil por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE)

Para determinacdo da curva-padrdo do fungicida e outras analises, utilizou-se
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, composto de detector
UV/isivel SPD 10AV, bomba LC-10AD, forno CTO 10A, médulo de integracdo CBM 20A e
“software LC solution”, todos da marca Shimadzu, e injetor Reodyne com loop de 20 uL. As
condicdes cromatograficas foram baseadas em ROJAS et al. (2004) e utilizacdo de coluna
(Phenomenex) Spherex C18 com dimensdes de 250 x 3,2 mm e tamanho de particula de 5
pm, mantida a 40° C. A fase mdvel usada foi acetonitrila:agua (70:30 v/v), sob fluxo de 0,8
mL min™ e a deteccdo foi feita a 231 nm. Sob estas condicdes o tempo de retencéo do
clorotalonil foi de aproximadamente 2,25 minutos (Figura 4).

As concentracbes das amostras experimentais foram feitas por intermédio das
concentracdes da curva-padrdo do clorotalonil determinadas por meio do método de Meier e

Zind (1993), utilizando as areas cromatograficas das concentracfes analisadas por CLAE.

mV
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Figura 4. Cromatograma do padré&o analitico do clorotalonil

4.2.2. Tratamento dos solos com clorotalonil

Baseando-se nas doses de tratamento preconizadas pelos fabricantes (BRASIL,
2007), isto é, de 1313 g ha de ingrediente ativo, a dose de tratamento com clorotalonil foi

convertida em 11 pg g* de solo, considerando-se a densidade média de solos de textura
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médiaem 1,2 g cm3, conforme Michelon et al. (2009); e 1,0 cm a altura das subamostras de

solos acondicionadas nos diferentes frascos utilizados nos estudos.

4.2.3. Recuperacéo do clorotalonil das subamostras dos solos

Baseando-se em Andréa; Papini e Nakagawa (2001), a recuperacéo do clorotalonil
das subamostras de solo foi testada por extracdo por micro-ondas de quatro replicatas de 3
g (equivalente peso seco) dos solos tratados com 11 pg clorotalonil g* de solo com 10 mL
de metanol. Utilizou-se 25 ciclos de 20 segundos e 160 Watts em cada ciclo de aparelho
comercial Panasonic 1600, intercalados com banho de gelo.

Os extratos de cada replicata foram filtrados em papel de filtro e os volumes
recuperados foram corrigidos para 10 mL com metanol. O clorotalonil presente nos extratos
foi analisado por CLAE nas condicdes descritas previamente, e quantificado por
comparacdo com as concentracdes obtidas na curva de calibracdo do padrao analitico por
meio do método de Meier e Ziind (1993).

4.3. Polymnia sonchifolia

De acordo com o Laboratério de Quimica e Farmacologia de Produtos Naturais (IB)
gue cedeu a fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia, as folhas secas e moidas
da planta foram submetidas a maceracé&o com etanol a frio por 7 dias. O solvente foi filtrado
e evaporado a secura. O residuo resultante foi submetido a cromatografia em coluna de
silica gel 60 eluida com os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. A
secagem do solvente levou a obtencao das fragcfes: hexanica, clorofdrmica, acetato de etila

e metandlica (GONCALEZ, 2000).

4.3.1. Tratamento dos solos com a fracdo metandlica do extrato da planta Polymnia

sonchifolia

Este estudo triplicou a dose de controle de Aspergillus flavus em meio de cultura
obtida por Gongalez (2000), tendo em vista os possiveis efeitos protetores das particulas
dos solos. Assim, solucdes da fragcdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia para
tratamento na dose de 300 pg g* de solo foram sempre preparadas imediatamente antes

dos tratamentos, solubilizando o residuo da fracdo com Tween 80 (0,7 %) em agua.
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4.3.2. Teste de sensibilidade por contato de minhoc as Eisenia andrei & fracdo

metandlica do extrato da planta  Polymnia sonchifolia

Para verificacdo prévia dos possiveis efeitos das diferentes concentracdes da fracéo
metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia no teste de rejeicdo com minhocas, realizou-
se teste de sensibilidade de minhocas por contato com o dobro da dose escolhida para
tratamento com a frac&o do extrato da planta nos estudos, ou seja, 600 pg g™ de solo.

O teste foi baseado em OECD 207 (OECD, 1984) e foi realizado em sistemas
compostos por cinco frascos de vidro de 9 cm de altura por 3 cm de didmetro, que foram
forrados internamente com papel de filtro sobre o qual pipetou-se 1,0 mL da solucdo aquosa
de 600 pg mL? da fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia. Cada frasco
recebeu um espécime de minhoca e foi vedado com filme plastico PVC perfurado para
permitir a troca gasosa. Os frascos foram acamados em bandeja (Figura 5) e permaneceram
no escuro a aproximadamente 22° C durante 48 horas, quando entdo, a mortalidade foi
avaliada. O tratamento controle foi realizado nas mesmas condi¢des anteriormente
descritas, com papel de filtro embebido apenas com solucédo aquosa de Tween 80 (0,7 %),
para certificar a auséncia de influéncia deste agente tensoativo no resultado do teste de

rejeicao.

Figura 5. Sistemas de estudo de toxicidade aguda de
solucdo da fracdo metandlica do extrato de
Polymnia sonchifolia

4.4. Rejeicdo de minhocas Eisenia andrei a solo contaminado com 0s compostos
fungicidas sintético e natural

Os possiveis efeitos de doses maiores ou menores do que a preconizada na pratica
agricola para aplicacdo de clorotalonil e a escolhida para tratamento dos solos com a fracéo
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metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia foram verificados em testes de rejeicdo de
minhocas baseados em ISO 17512-1 (2007).

Subamostra de 1,8 kg do solo Argissolo Vermelho Eutroférrico Chernossolico (AVEC)
foi umedecida a 60 % da CMRA. Porcdes de 450 g (equivalente peso seco) da subamostra
do solo foram separadas para tratamento com os compostos fungicidas. Em seguida, foram
subdivididas em por¢des menores de 150 g e colocadas em triplicatas de camara circular de
aproximadamente 20 cm de diametro e 8 cm de altura, dividida em 4 parcelas (Figuras 6 e
7). Cada parcela recebeu o solo tratado com diferentes concentracbes dos compostos
fungicidas (C1, C2 e C3), além do controle (CO).

Para o clorotalonil, as doses de tratamento utilizadas foram (em pg clorotalonil g* de
solo): 5,5 (C1); 11 (C2 - dose comercial); 22 (C3). A amostra controle foi tratada com 22 pL
acetona (C0). Para tratamento com a fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia,
também se utilizou amostra controle (CO — 1,0 mL de solugédo aquosa de Tween 80 a 0,7 %),
além dos seguintes tratamentos (em pg da fracdo metandlica do extrato g™ de solo): 150
(C1); 300 (C2) e 600 (C3).

SOLO

co|cC1 Co

C3 | C2 Cil] C3 y

camara X camara Y camara Z

Figura 6. Diagrama esquematico dos tratamentos no teste de
rejeicdo de minhocas Eisenia andrei aos compostos
fungicidas sintético e natural

Dez espécimes de minhocas Eisenia andrei adultas e cliteladas pesando mais que
300 mg foram selecionadas no minhocario do Laboratério de Ecologia de Agroquimicos (IB).
No laboratério, as minhocas foram lavadas e mantidas em frasco de vidro com o fundo
forrado com papel de filtro umedecido com agua, durante aproximadamente duas horas
antes do teste, para aclimatacdo. Em seguida, todas foram colocadas ao mesmo tempo no

centro de cada uma das camaras circulares (Figura 7), que foram vedadas com filme
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plastico perfurado e mantidas a aproximadamente 22° C sob iluminacédo constante, para

maximizar o contato das minhocas com o solo.

Figura 7. Colocacédo e migragdo das minhocas no solo

Apoés 48 horas de contato com solo tratado com as diferentes concentragcdes dos
compostos, efetuou-se a contagem das minhocas presentes em cada parcela de tratamento,
calculando-se a porcentagem de rejeicdo aos diferentes tratamentos em relagdo a porcao
controle (CO) pela formula: R(%) = [(C-T) / N] x 100, onde R = rejeicao; C = n° de individuos
na condi¢do controle; T = n° de individuos na concentracao teste e N = total de individuos
(1SO 17512-1, 2007).

Antes da colocacgdo das minhocas nas camaras e apés a desmontagem do sistema,
porcbes aleatérias de aproximadamente 3 g do solo tratado com as diferentes
concentracdes dos dois compostos fungicidas foram retiradas para o monitoramento do pH
do solo, a fim de verificar a ocorréncia de mudancas que poderiam interferir nos testes
propriamente ditos. Estas aliquotas de solo foram acondicionadas em tubos de vidro e
misturadas com 9 mL de agua destilada, para determinagéo do pH em peagémetro Quimis
(Q400MT).

4.5. Atividade da enzima desidrogenase — DHA

Subamostras de 100 g dos solos foram colocadas em recipientes de vidro e
umedecidas a 60 % da CMRA, 7 dias antes do inicio do estudo, para reativacéo da atividade
da microbiota (subitem 4.1.1). O tratamento com solu¢do aquosa da fracdo metandlica do
extrato de Polymnia sonchifolia foi completado com volume de agua destilada necessario

para umedecer as subamostras de solo a 60% da CMRA.
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Estas subamostras receberam tratamento com o clorotalonil (T1) e com a fragdo
metandlica do extrato de P. sonchifolia (T2), respectivamente nas doses de 11 pug e 300 ug
g’ de solo. A subamostra controle (TO) recebeu tratamento apenas com acetona. Todas as
subamostras dos solos foram mantidas em camara de temperatura e luminosidade
controlada a 25°+ 1°C e 12 horas de iluminagéo du rante todo o periodo do estudo (Figura
8). A umidade foi mantida a 60 % da CMRA por pesagens regulares e adicdo de agua

destilada quando necessario.

Conforme Peres; Andréa e Luchini (2004), triplicatas de aproximadamente 3 g foram
retiradas das subamostras imediatamente e 24 h, e aos 7, 14 e 28 dias ap0s os tratamentos.
Essas subamostras foram acondicionadas em tubos de centrifuga, nos quais se adicionou
1,0 mL de solucdo de glicose (30 mg mL™Y); 0,5 mL de solucdo de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazélio (TTC) a 3 % e 5,0 mL de solugdo “tris-buffer’ 0,1 mol L™* com o pH
corrigido a 7,6 - 7,8 por meio da adicdo de HCI 1 M. Os tubos foram tampados e incubados
a 37° C por 24 horas (Figura 8), para que ocorresse a reacdo de redugcédo do TTC pela
enzima, resultando em 1,3,5-trifeniltetrazélio formazan (TTF-formazan) (Figura 9). Outras
subamostras de aproximadamente 3 g foram retiradas para determinacdo da umidade dos
solos, para o calculo de equivalente em peso seco.

No dia seguinte, as triplicatas foram centrifugadas a 2500 rpm durante 15 minutos,
desprezando-se o0 sobrenadante. O TTF-formazan resultante do processo de reacdo e
presente nas subamostras dos solos foi extraido por agitacdo duas vezes com 10 mL de
acetona, durante 30 e 15 minutos, respectivamente (Figura 10). Em seguida, o volume de
extrato de TTF-formazan extraido foi elevado a 30 mL.

Conforme Peres (2000), os extratos de solos com os diferentes tratamentos foram
analisados por espectrofotometria UV/Vis a 485 nm (Quimis Q798U) e as concentragfes de

TTF-formazan formado foram determinadas por comparacéo com a curva de calibragéo.

4.5.1. Determinacgdo da curva de calibracdo do TTF-f ormazan

Conforme Peres (2000), para quantificagdo do TTF-formazan formado nos solos com
os diferentes tratamentos preparou-se uma solucdo de 10 mg mL™ de padréo técnico de
TTF-formazan em acetona e esta solucdo foi diluida até as seguintes concentracdes: 1,0;
3,0; 5,0; 7,0; 8,0 e 10,0 ug mL?, para analise por espectrofotometria UV/Vis a 485 nm em
espectrofotdbmetro Quimis (Q798U) e a determinacdo dos teores de TTC nas amostras foi
feita por comparacdo com esta curva de calibracao do padrdo por meio do método de Meier
e Zind (1993).



Figura 8. Subamostras de solo com diferentes tratamentos das quais se
retiraram amostras para o estudo da atividade da DHA

enzima DHA
Solo + glicose + TTC + “tris-buffer” » TTF-formazan

incubacéo (37° C - 24 h)

Figura 9. Esquema da reacdo de conversao do cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio
(TTC) em 1,3,5-trifeniltetrazdlio formazan (TTF-formazan) por acéo
da enzima DHA

Figura 10. Centrifugacdo das triplicatas das subamostras de solo tratadas com
diferentes tratamentos e extracdo do TTF-formazan com acetona por
agitacao

27
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4.6. Respiracao do solo

Subamostras de 50 g dos dois tipos de solos foram acondicionadas em frascos
biométricos (Figura 11. BARTHA; PRAMER, 1965) e umedecidas a 60 % da CMRA para

reativacdo da atividade microbiana, 7 dias antes do inicio do estudo (Figura 12) .

A- Borrachas

B- Agulha de aco inox

C- Tubo lateral

D- Solugdo de NaOH 0,1 M
E- Ligacao tubo lateral

F- Filtro de ascarite

G- Torneira

H- Erlenmeyer 250 mL

I- Solo

Figura 11. Frasco biométrico utilizado na determinagdo da taxa de
respiracéo do solo por producéo de **CO,

Figura 12. Frascos biométricos com subamostras de solos umedecidos
para reativacéo da atividade microbiana
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No dia do tratamento, as subamostras de solos receberam: clorotalonil (T1) - na dose
de 11 pg g™ de solo; ou fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia (T2) - na dose
de 300 ug g* de solo, ou os controles (TO) - com aplicacdo apenas dos respectivos
solventes das solugbes de tratamento, isto €, o controle do tratamento com clorotalonil
recebeu 11 pL de acetona g* de solo e, o controle do tratamento com a fragéo do extrato da

planta recebeu 21,5 pL de solucéo aquosa de Tween 80 a 0,7 % g™ de solo .

Em seguida, adicionou-se 1,0 mL de solu¢cdo aquosa contendo 4,0 mg de glicose e
5,18 Bq de *C-glicose g* de solo, que completaram o volume de &gua necessario para
atingir os 60 % da CMRA de cada subamostra. O *CO, produzido pela respiracdo da
microbiota presente nos solos foi capturado nos 10 mL de solucdo de NaOH 0,1 M
colocados no braco lateral dos frascos biométricos (Figura 11). A solugcdo de NaOH foi
trocada de duas em duas horas durante 10 horas; ap6s 24 h e também aos 3, 5, 7, 14 e 28
dias ap6s os tratamentos (Figura 13), baseando-se no protocolo OECD 217 (2000).
Conforme Andréa et al. (2003), os sistemas assim montados foram mantidos fechados em

camara de temperatura e luminosidade controlada a 25°+ 1° C e 12 horas de iluminagao.

Figura 13. Coleta de **CO,

Conforme Andréa et al. (1997), o **CO; coletado de pelo menos 5 replicatas de cada
tratamento foi analisado por espectrometria de cintilacdo em liquido (ECL) de aliquotas de
2,0 mL, em equipamento Packard (1600 TR), durante 10 minutos, apds mistura com liquido

cintilador preparado baseando-se em Mesquita e Riegg (1984).
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As medidas foram calculadas em porcentagem de radiocarbono recuperado em

relagéo ao radiocarbono aplicado como **C-glicose.

Triplicatas de frascos biométricos com solos tratados com clorotalonil (tratamento T1)
foram desmontados aos 0, 7, 14 e 28 dias, e o0 solo foi separado para analise da quantidade
de clorotalonil presente. Para isso, os solos retirados dos frascos biométricos foram
colocados em sacos plasticos e congelados, para determinagdes futuras de umidade
presente nas subamostras e extracdo de triplicatas de 3 g para quantificacdo de clorotalonil

por CLAE conforme subitem 4.2.3.

4.7. Andlise estatistica

No teste de rejeicdo, utilizou-se o teste exato de Fisher (p <5 %) para comprovagao
dos resultados obtidos pela aplicacéo da formula de porcentagem de rejeicéo (R% = [(C-T) /
N] x 100). As frequéncias de rejeicdo ou fuga foram comparadas entre as medidas no
controle e as trés concentracdes de cada fungicida. Esta comparacao permitiu o calculo da
probabilidade de associacfes entre as variaveis em andlise, possibilitando as conclusdes
sobre a rejeicdo a doses com efeito subletais pelas minhocas, admitindo-se apenas duas
alternativas sobre uma Unica variavel, ou seja, sim ou ndo para o0 comportamento de
rejeicao.

A analise estatistica dos resultados de atividade da enzima desidrogenase e de
respiracdo do solo, foram feitas pelo teste T (n < 30 e p < 1 %), que € aplicado para analise
da diferenca entre duas médias utilizando-se duas amostras independentes, ou seja, se 0s
valores sdo significativamente diferentes ou se a diferenca é nula entre as médias. Todos os
resultados foram apresentandos em figuras contendo as médias, desvios padrdo e

respectivas diferencas significativas, indicadas por letras minusculas.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A curva de diferentes concentrac6es do padrdo analitico do fungicida clorotalonil
obtida por cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE, com coeficiente de correlagdo r =
0,992 (Figura 14) forneceu informacdes para calculo das concentracdes presentes nas

solucBes ou nos extratos de solo tratado.
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Figura 14. Curva de calibracéo de clorotalonil por cromatografia liquida
de alta eficiéncia - CLAE

No teste de extracdo do clorotalonil por micro-ondas recuperou-se grande parte do
fungicida aplicado, isto é: 88,9 % £ 1,2 % no solo AVEC e de 89,5 % + 4,2 % no solo GHE
(Tabela 3). Por isso esta metodologia de extracdo foi adotada para extracdo e posterior

guantificac@o do clorotalonil nos extratos de solo por CLAE.

Tabela 3. Recuperacdo do clorotalonil das subamostras dos solos por extragdo com
metanol por micro-ondas (n=3)

Clorotalonil

4 CV (%)***
(% g~ de solo* £ d.p.**)

Solo

Argissolo Vermelho

Eutroférrico Chernossolico -
AVEC 889+11 1,2

Gley HUimico Eutréfico — GHE 89,5+4,2 47

* equivalente peso seco ** d.p. = desvio padrdo *** CV(%) = coeficiente de variagao



32

Também se determinou previamente uma curva com diferentes concentracfes de
padrao técnico de TTF-formazan em espectrofotdmetro UV/Vis (Quimis Q798U) a 485 nm
para quantificacdo da atividade da enzima desidrogenase (DHA) nas subamostras de solos
tratados com os compostos fungicidas clorotalonil e fracdo metandlica do extrato de
Polymnia sonchifolia. O coeficiente de correlacdo (r) desta curva foi 0,992 (Figura 15) e, por
isso, a curva foi utilizada nos calculos da concentracdo do TTF-formazan produzido nos
solos. Antes do estudo, realizou-se teste da atividade de DHA nos dois solos sem qualquer
tratamento, para verificacdo prévia da atividade natural desta enzima nesses solos (Tabela
4).

120 +
100+ Q... y=-7.0917x + 109.69
g 807 y =-7.0361x + 104.3
C ~ .
1 r=-0,9923
-‘*g 60 -y = .6.0806x + 98.923
2 40 +
9 [ J
o204+
0 1 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12
Concentracéo (g mL™?)
& Curva de melhor ajuste (YO0) ® Limite inferior (YO-LC95%)
X Limite superior (YO+LC95%)

Figura 15. Curva de calibracdo de TTF-formazan por espectrofotometria
UV/Vis a 485 nm

Tabela 4. Concentracbes de TTF-formazan formado pela atividade da enzima
desidrogenase em subamostras de solo sem tratamento (n=3)

Solo TTF-formazan CV (96)*

(1g g™ de solo* + d.p.*¥)

Argissolo Vermelho

Eutroférrico Chernossolico - 1148+ 4,6 4,0
AVEC
Gley HUumico Eutréfico -GHE 146,6 £ 3,0 2,0

* equivalente peso seco ** d.p. = desvio padrao *** CV(%) = coeficiente de variagdo
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Por meio do teste de toxicidade em papel de filtro, realizado previamente ao teste de
rejeicdo, verificou-se que a dose de 600 pug g™ de solo, que é o dobro da dose escolhida
para tratamento com a fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia nos estudos,
assim como, o Tween 80 ndo provocaram mortalidade das minhocas. Desta forma, verificou-
se que nao houve interferéncia do agente tensoativo no estudo e que mesmo o dobro da
dose escolhida para tratamento dos solos néo foi letal.

O teste de rejeicdo foi um indicador rapido da toxicidade dos compostos fungicidas
sintético e natural sobre as minhocas. Seus resultados (Tabela 5) mostraram que ndo houve
associacao significativa (p = 0,353) entre os diferentes tratamentos com a fracdo metandlica
do extrato de P. sonchifolia e o controle. Os resultados indicaram que as minhocas n&o
fugiram do solo tratado com nenhuma das diferentes concentracdes da fracdo metandlica do
extrato de P. sonchifolia que, portanto, ndo causou efeito de rejeicdo nas minhocas. Assim,
verificou-se que de acordo com a auséncia de toxicidade e de reacdo das minhocas, a
fracdo metandlica do extrato da planta poderia ser uma alternativa viavel aos compostos
fungicidas sintéticos.

No entanto, no teste com o fungicida clorotalonil, o teste de Fisher demonstrou uma
associacao significativa (p = 0,050) entre as concentracdes utilizadas na comparagdo com o
controle, indicando que as minhocas rejeitaram o solo tratado com o clorotalonil. Observou-
se pelo valor do residuo ajustado (1,85) que a dose recomendada na pratica agricola (C2)
teve uma taxa significativa de rejeicdo em relacdo a condicdo controle e, como era
esperado, a dose C3, que é o dobro do que se recomenda na agricultura, gerou o maior
efeito de rejeicdo das minhocas na comparacdo com as concentragbes menores (C1 e C2).

Os resultados mostraram que o teste de rejeicdo foi um indicador rapido da
toxicidade dos fungicidas sobre as minhocas e isso indica, conforme ja o fizeram Loureiro et
al. (2005), a possibilidade de uso deste teste na avaliagdo de risco de substancias presentes
no ambiente edafico.

O composto sintético clorotalonil causou rejeicdo nas minhocas, mesmo na dose
recomendada na pratica agricola. Ja as trés concentracdes utilizadas no tratamento com a
fracdo metandlica do extrato de P. sonchifolia ndo provocaram alteracdo neste
comportamento. Dada a importancia das minhocas em muitos processos que ocorrem no
solo, substancias que cheguem ao ambiente edafico e ndo sejam toxicas a elas podem
representar alternativas de uso na agricultura. Entretanto, compostos que sejam toxicos as
minhocas podem ter como consequéncia alteracbes de fertilidade do solo, pois, estes
animais aceleram a taxa de degradacdo da matéria organica (BROWN; DOUBE, 2004).
Assim, os resultados do presente estudo indicam que se o composto de origem natural
proveniente da planta P. sonchifolia apresentar atividade fungicida também para fungos

fitopatogénicos, ele podera ser usado em substituicdo a compostos sintéticos mais téxicos.
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Tabela 5. Rejeicdo de minhocas Eisenia andrei a solo Argissolo Vermelho
Eutroférrico Chernossoélico (AVEC) tratado com diferentes
concentracdes de clorotalonil e da fragdo metandlica do extrato de
Polymnia sonchifolia

Controle (CO) x Concentracdo Teste

Céamara

CO0-Co Co-C1 C0-C2 C0-C3

AVEC_CTL_X 6 6 6 2 6 1 6 1
AVEC_CTL_Y 3 3 3 5 3 1 3 1
AVEC_CTL_Z 5 5 5 4 5 1 5 0

Tot;I (N)_ 28 25 17 16
R% 0,0 12,0 64.7 75,0
AVEC_PS_X 3 3 3 0 3 3 3 4
AVEC_PS Y 2 2 2 2 2 2 2 4
AVEC_PS 7z 0 0 0 5 0 2 0 3
Total (N) 10 12 12 16
R% 0,0 -16,7 -16,7 -35,3
AVEC _CTL - tratamento do solo Argissolo Vermelho Eutroférrico

Chernossdlico com clorotalonil. AVEC_PS — tratamento do solo Argissolo
Vermelho Eutroférrico Chernossoélico com a fragdo metandlica do extrato de

P. sonchifolia. CO — conltroles. Cl- 55 pg g~ de 1solo (CTL): 150 pg g * de
solo (PS). C2-11 pg g de solo (CTL); 300 pug g~ de solo (PS). C3 — 22 ug

g'1 de solo (CTL); 600 pg g'1 de solo (PS). Porcentagem de rejeicao ao solo
contaminado: R%= [(C-T) / N] x 100, onde C = nimero de individuos na
condicdo controle; T = nimero de individuos na concentragéo teste e N =
nimero total de individuos

Os resultados do efeito dos compostos fungicidas sintético e natural sobre a
atividade da enzima desidrogenase (DHA) nos solos, por meio da quantificacdo da
concentracdo de TTF-formazan sdo apresentados nas figuras 16 e 17.

No solo GHE, observou-se inibicdo da atividade da DHA logo ap0s a aplicacéo, isto
€, o intervalo entre os tratamentos com os compostos fungicidas e o processamento da
amostra (aproximadamente 2 horas) ja foi suficiente para provocar uma inibicéo significativa
da enzima (p = 0,001), assim como se observou até 24 h apdés ambos os tratamentos
(Figura 16). Porém, o efeito foi mais acentuado pelo tratamento com clorotalonil (GHE_T1),
gue continuou inibindo a atividade da DHA até 7 dias apés tratamento (p = 0,001). A partir
dos 14 dias e até o final do estudo verificou-se atividade da DHA ligeira e significativamente
maior (p = 0,001) no solo tratado com clorotalonil do que 7 dias apos tratamento, o que

significa que houve recuperacéo da atividade microbiana ao longo do periodo estudado.
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Também no solo GHE, o tratamento com a fragdo metandlica do extrato de Polymnia
sonchifolia provocou apenas ligeira, mas significativa diminuicdo na producdo de TTF-
formazan nas primeiras 24 horas apds o tratamento (p = 0,001). Aos 7 dias do tratamento
ndo se observou diferenca significativa entre o tratamento com o extrato da planta (GHE_T2;
p = 0,28) e o controle. Mas, a partir dos 14 dias de incubacdo do solo com o tratamento
GHE_T2 observou-se ligeiro e significativo estimulo (p = 0,001) da atividade da DHA em
relacdo ao controle e, novamente, ndo mais se observou diferenca significativa (p = 0,67)
entre a amostra tratada com o extrato de P. sonchifolia (GHE_T2) e a amostra controle
(GHE_TO).
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Figura 16. Atividade na enzima desidrogenase (DHA) no solo Gley HUmico Eutréfico
(GHE) tratado com clorotalonil (GHE_T1), fracdo metandlica do extrato de
Polymnia sonchifolia (GHE_T2) e controle (GHE_TO). [Letras diferentes nas
barras indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos (p = 0,001)]

No solo AVEC tratado com os dois compostos observou-se, de imediato, efeito
inibitério estatisticamente significante (p = 0,001) da atividade de DHA por efeito de ambos
compostos fungicidas (Figura 17) sendo que o fungicida natural proveniente da planta P.
sonchifolia (AVEC_T2) provocou efeito ligeira e estatisticamente menor (p = 0,001) do que o

clorotalonil (AVEC_T1). No entanto, a atividade da DHA do solo foi retomada, mas foi menor
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na amostra controle (p = 0,001) do que nas tratadas com ambos compostos 24 horas apés
tratamentos. Aos 7 dias ap6s incubacgdo ndo foram verificadas diferencas significativas (p =
0,169) em relacdo ao tratamento com clorotalonil (AVEC _T1) e controle (AVEC _TO).
Entretanto, observou-se diminui¢éo da atividade da DHA no solo tratado com o extrato de P.
sonchifolia, que, no entanto, foi recuperada aos 14 dias apds tratamento, demonstrando
aumento estatisticamente significante (p = 0,001) da atividade da enzima em relacdo ao solo
sem tratamento a partir desse tempo e até o final do estudo. Também aos 14 dias de
incubacdo notou-se diminuicdo da atividade da DHA no solo tratado com clorotalonil
(AVEC_T1) e novamente aos 28 dias do estudo observou-se retomada bastante significativa

desta atividade.
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Figura 17. Atividade da enzima desidrogenase (DHA) no solo Argissolo Vermelho
Eutroférrico Chernossélico (AVEC) tratado com clorotalonil (AVEC_T1), fracéo
metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia (AVEC _T2) e controle
(AVEC_TO0). [Letras diferentes nas barras indicam diferencas estatisticas entre
os tratamentos (p = 0,001)]

A tabela 6 mostra que durante o periodo de 28 dias a producdo de TTF-formazan no
solo GHE tratado com clorotalonil (GHE_T1) diminuiu em até 13,8 % em relagdo a producéo

no solo sem tratamento (GHE_TO0), tendo diminuido apenas 0,2 % como consequéncia do
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tratamento com a fracdo do extrato da planta (GHE_T2). Isso indica que o clorotalonil inibiu
a atividade microbiana no solo GHE, diferentemente do que se detectou com o composto
natural que praticamente ndo provocou alteracdo nesta atividade microbiana no mesmo
solo.

No mesmo periodo de 28 dias, a producédo de TTF-formazan no solo AVEC tratado
com clorotalonil (AVEC_T1) praticamente ndo se alterou, pois diminuiu apenas 0,1 % em
relacdo a producdo no controle (AVEC_TO0). Entretanto, houve diminuicdo de 9,6 % na
producdo de TTF-formazan no solo tratado com a fragcdo metandlica do extrato de P.
sonchifolia (AVEC_T2), também em relagcdo a producdo no controle. Os resultados
demonstram que a atividade microbiana no solo AVEC tratado com clorotalonil foi
praticamente igual a do controle, mas, foi inibida pelo tratamento com a fracédo do extrato da

planta.

Tabela 6. Atividade da enzima desidrogenase (DHA) no solo AVEC e GHE em 28 dias de
incubacdo com diferentes tratamentos (n=3)

TTF-formazan (ug g de solo* + d.p.*¥)

Tratamentos 0 24 7 14 28
------------- horas ------------- dias
AVEC_TO 156,0 + 4,0° 109,4 + 5,9° 120,0+2,7% 1335+152® 96,4 + 6,6%
AVEC_T1 110,5 + 6,6° 121,7+7,1° 117,6 £9,0*°  110,5 + 7,0° 154,2 + 6,5
AVEC_T2 118,9 + 2,8° 118,7 £2,9° 946+7,7° 118,7+16,0° 1051+11,2°
GHE_TO 131.6+0,3% 1472 +0,4* 140,3+4,8? 145,5 + 3,8% 146,5 * 5,8°
GHE_T1 70,5 + 4,5 119,1+0,4°> 1155+2,9°  151,0 + 4,7° 157,2 + 1,2°
GHE_T2 127,2 +2,4° 140,3+1,7° 141,2+44% 153,8 + 1,7° 1472 + 8,9°

* equivalente peso seco ** d.p. = desvio padrao. AVEC — Solo Argissolo Vermelho Eutroférrico
Chernossdlico. GHE — Solo Gley Humico Eutréfico. TO — tramento controle; T1 — tratamento com
clorotalonil; T2 — tratamento com a fragdo metandlica do extrato da planta Polymnia sonchifolia. [Letras
diferentes nas colunas indicam diferencgas estatisticas entre os tratamentos (p = 0,001)]
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O tempo de incubacéo teve relacédo direta com a inibicdo e a retomada da atividade
da DHA. De qualquer forma, verificou-se que ambos os compostos fungicidas causaram
efeito inibitério apenas temporario sobre a atividade da DHA nos solos GHE e AVEC,
conforme ja verificado também por vérios autores (PERES; ANDREA; LUCHINI, 2004;
SILVA; FAY; VIEIRA, 2005; SINGH; SINGH, 2005; PANDEY; SINGH, 2006; entre outros).
Esses autores também observaram que a frequéncia de aplicacao de agrotéxicos no solo,
caracteristicas da molécula e caracteristicas fisico-quimicas do solo podem afetar a
disponibilidade dessas substéncias quimicas no ambiente edéafico e determinar diferencas
na composicdo da comunidade microbiana e, com isso, inibir ou estimular a atividade de
diferentes enzimas.

O estudo da atividade da DHA no solo GHE e AVEC também demonstrou a
capacidade de recuperacdo da atividade da microbiota ao longo dos 28 dias de estudo,
conforme também observado por Chen; Edwards e Subler (2001) em estudo para verificar
os efeitos dos fungicidas captan e clorotalonil sobre a atividade da DHA. Desta forma, pode-
se atribuir essa capacidade de recuperacao a retomada da atividade da microbiota presente
no solo, e/ou como consequéncia do aumento de populacbes e da atividade de espécies
microbianas resistentes aos compostos fungicidas testados, e ainda, pela utilizacdo do
clorotalonil e da fracdo do extrato da planta como fonte de carbono e energia por alguns
micro-organismos do solo.

Os resultados do estudo de respiracdo do solo induzida por adicdo de **C-glicose
como substrato nos solos GHE e AVEC tratados com os compostos fungicidas sintético e
natural sdo apresentados nas figuras de 18 e 23.

O solo GHE tratado com clorotalonil (CTL_T1) apresentou producdo de *CO,
estatisticamente menor (p = 0,001) que o controle até um dia apds tratamento (Figura 18),
embora as diferencas tenham sido muito pequenas até 6 horas apos tratamento. Das 8
horas e até um dia ap6s tratamento, a inibicdo foi notavel e significativamente grande (p =
0,001) em relagdo ao controle. Mas a partir dos 3 dias até os 7 dias ap6s tratamento com
clorotalonil notou-se pequeno e significante estimulo da producéo de **CO, (p = 0,001) em
comparagdo com o tratamento controle (CTL_TO), indicando a retomada da atividade
microbiana e a consequente maior biomineralizacdo da *C-glicose. Porém, de 7 até o final
dos 28 dias de estudo, novamente observou-se pequena mas estatisticamente significante
diminuic&o da producéio de **CO, (p = 0,001).

No solo GHE, o tratamento com a fragdo metandlica do extrato de P. sonchifolia
(PS_T2; Figura 18) praticamente ndo afetou a formacdo de “CO, até as 10 horas apds
tratamento, em comparagdo ao controle (PS_T0). Mesmo sendo valores significativamente
diferentes (p = 0,001) em relacéo ao tratamento controle (PS_T0), a liberacido de **CO, foi

apenas ligeiramente maior. Isto demonstra que, de modo geral, mesmo havendo diferencas
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significativas, o efeito do extrato de P. sonchifolia sobre a mineralizacdo da **C-glicose foi

muito pequeno (Figura 18).
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Figura 18. Respiracdo do solo Gley Humico Eutréfico (GHE) induzida pela adicdo de
substrato “C-glicose durante 28 dias apds tratamento com clorotalonil
(CTL_T1) ou com fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia
(PS_T2) e respectivos controles (CTL_TO e PS_TO0). (h = horas; d = dias)
[Letras diferentes nas barras indicam diferengcas estatisticas entre os
tratamentos (p = 0,001)]

Verificou-se também que no periodo de 28 dias, o tratamento com o clorotalonil inibiu
a producédo de 14C0, no solo GHE em até 16,4 % em relagdo ao controle, durante este
periodo de estudo (Figura 19). Mas, a producdo cumulativa de **CO, no solo GHE tratado
com a fracdo do extrato da P. sonchifolia (PS_T2, Figura 20) foi muito semelhante a do

controle, verificando-se efeito inibitério de apenas 2,2 % sobre a mineralizacao da e
glicose.
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Figura 19. Producdo cumulativa de **CO, no solo Gley Humico Eutréfico (GHE) tratado
com clorotalonil (CTL_T1 — clorotalonil e CTL_TO — controle). (h = horas; d =

dias)
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Figura 20. Producdo cumulativa de **CO, no solo Gley Humico Eutréfico (GHE) tratado

com a fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia (PS_T2 — fracéo
metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia e PS_TO — controle). (h =
horas; d = dias)
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O solo GHE tem textura arenosa, com 5,4 % de argila e apenas 13 g kg™ de matéria
organica e, portanto, de acordo com LUCHINI (1987) é de se esperar que compostos
guimicos permanecam mais disponiveis na solucdo deste solo. Consequentemente, em
solos deste tipo, os compostos ficam mais acessiveis aos micro-organismos e podem
exercer acao hioldgica ou até serem mais facilmente mineralizados (LUCHINI, 1987). Assim,
os resultados da respiragdo microbiana do solo GHE tratado com clorotalonil sugerem a
interferéncia bioldgica do clorotalonil nos processos oxidativos dos micro-organismos
aerébios, e consequentemente na producédo de **CO,, mesmo que essa inibicdo tenha sido
temporaria. J4 o tratamento do solo GHE com a fragdo metandlica do extrato de P.
sonchifolia praticamente ndo provocou alteracdo na mineralizagéo da *C-glicose e, portanto,
nao provocou grande interferéncia sobre a atividade respiratoria. A pequena inibicao
detectada sugere que o efeito biolégico do fungicida natural sobre a atividade microbiana do
solo foi pequeno.

Os resultados do estudo de respiracdo no solo AVEC tratado com clorotalonil
(CTL_T1) e com a fracdo metandlica do extrato de P. sonchifolia (PS_T2) sao apresentados
na figura 21. No tempo O, ndo se observou diferenca significativa (p = 0,815) entre o
tratamento com clorotalonil (CTL_T1) e o controle (CTL_TO), mas 4 horas apés o tratamento
detectou-se um aumento significativo da producdo de “CO. (p = 0,001) que ndo se
confirmou no decorrer do estudo. Isso pode significar um efeito apenas momentaneo
provocado por variagdes naturais da propria amostra de solo. Um dia e 5 dias apés
tratamento ndo se detectou diferenca significativa (p = 0,923) entre o solo tratado com
clorotalonil e seu controle. Porém, de 7 até o final do estudo notou-se significante diminuicéo
na producéo de **CO, (p = 0,001).

No mesmo solo AVEC tratado com a fracdo metandlica do extrato de Polymnia
sonchifolia (PS_T2, Figura 21), a producéio de **CO;, foi ligeiramente inferior (p = 0,001) logo
apos o tratamento, excetuando-se as 4 horas. Verificou-se que, apesar das diferencas terem
sido significativas, a producédo de *CO, foi pequena no controle e no tratamento desde os 3
dias até o final do estudo, indicando efeito pequeno da fracdo do extrato da planta sobre a
respiracdo microbiana deste solo.

A producdo cumulativa de **CO, no solo AVEC tratado com clorotalonil (CTL_T1,
Figura 22), demonstrou que o fungicida inibiu muito pouco a atividade respiratéria da
microbiota ao longo dos 28 dias de estudo, pois ela foi s6 2,6 % menor no solo tratado em
relacdo ao controle. Ja nas amostras de solo AVEC tratado com a fracdo metandlica do
extrato de P. sonchifolia (PS_T2, Figura 23), a quantidade de *CO; foi 1,8 % superior do
gue no controle (PS_TO). Isso significa que ao contrario do que ocorreu apos tratamento
com clorotalonil, o tratamento com a fracdo do extrato da planta estimulou a atividade

respiratdria da microbiota do solo.
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Figura 21. Respiracdo do solo Argissolo Vermelho Eutroférrico Chernossélico (AVEC)
induzida pela adicdo de substrato '“C-glicose durante 28 dias apos
tratamento com clorotalonil (CTL_T1) ou com fracdo metandlica do extrato
de Polymnia sonchifolia (PS_T2) e respectivos controles (CTL_TO e
PS T0). (h = horas; d = dias). [Letras diferentes nas barras indicam
diferencas estatisticas entre os tratamentos (p = 0,001)]
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Figura 22. Producdo cumulativa de #CO, no solo Argissolo Vermelho Eutroférrico
Chernossolico (AVEC) tratado com clorotalonil (CTL_T1 — clorotalonil e
CTL_TO — controle). (h = horas; d = dias)
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Figura 23. Producdo cumulativa de de #CO, no solo no solo Argissolo Vermelho
Eutroférrico Chernossolico (AVEC) tratado com a fragdo metandlica do extrato
de Polymnia sonchifolia (PS_T2 — fracdo metandlica do extrato de Polymnia
sonchifolia e PS_TO — controle). (h = horas; d = dias)

Apesar de Regitano et al. (2001) terem afirmado que a dissipacédo do clorotalonil se
relacionou principalmente com processos de sor¢do do fungicida no solo, este trabalho
demonstra o efeito do clorotalonil sobre a producéo de 14Co,e, portanto, sobre atividade da
microbiota dos solos. De qualquer forma, os resultados demonstraram que a respiracio
proveniente de **C-glicose adicionada no solo AVEC foi pouco inibida (diminuicdo de 2,6 %
da producéo de **CO, em comparacdo com o controle; Figura 22) pelo tratamento com
clorotalonil e pouco estimulada pelo tratamento com a fracdo do extrato da planta (aumento
de 1,8 % da producéo de **CO, em comparacéo com o controle; Figura 23). Portanto, ambos
compostos fungicidas influenciaram quantitativamente pouco a atividade microbiana deste
solo.

Conforme observado por Andréa e Pettinelli (2000) em estudo sobre os efeitos de
diferentes agrotéxicos na respiragdo microbiana do solo, as variagdes ocorridas na producao
de *CO; nos solos GHE e AVEC sem tratamento (CTL_TO e PS_TO0) podem ser atribuidas a
fatores intrinsecos da propria amostra, tais como, alteracdes naturais da atividade da
microbiota presente. Mas, neste estudo, as variagées na producdo de **CO, ocorreram por

efeito dos tratamentos dos solos com clorotalonil ou fragdo metandlica do extrato de P.
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sonchifolia porque houve diminuicdo ou aumento da producdo de **CO, nas amostras
tratadas em relacéo aos controles (Figuras 18 e 21).

Sabe-se que tanto as caracteristicas fisico-quimicas dos solos, como as
caracteristicas da prépria molécula dos agrotoxicos influenciam no comportamento da
substancia e na sua dissipacdo no solo (LUCHINI; ANDREA, 2002). Mas, a tabela 7 mostra
gue o clorotalonil se dissipou em até 40% durante os 28 dias de estudo em ambos os solos,
independentemente do contelddo de matéria organica e das outras caracteristicas fisico-
guimicas dos solos (WEED; WEBER, 1974).

Tabela 7. Recuperacdo do clorotalonil dos solos AVEC e GHE por extracdo com
mentanol por micro-ondas no periodo de 28 dias apds tratamento (n=3)

(% média g de solo* + d.p.*¥)

Solo
Tempo apo6s tratamento (dias)
0 7 14 28
Argissolo Vermelho Eutroférriico  103,9+22,1 91,1+12,7 785+9,8 655+ 159
Chernossdlico - AVEC
Gley HUmico Eutréfico — GHE 103,5+12,7 92,1+2,8 81,7+13,7 669+129

* equivalente peso seco ** d.p. = desvio padrao

Verificou-se que os dois compostos fungicidas atuaram sobre os processos aerobios
dos dois solos. Entretando, os efeitos foram maiores no solo GHE do que no AVEC. A
atividade da DHA foi inibida pelo clorotalonil em 13,8 % e 0,1 %, respectivamente, nos solos
GHE e AVEC. Ja a respiracao foi inibida em 16,4 % no solo GHE e apenas 2,6 % no AVEC.
Mas, quando o tratamento foi com a fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia a
inibicdo da atividade da DHA no solo GHE foi de apenas 0,2 %, e de 9,6 % no AVEC. A
inibicdo da respiracao pela fragdo metandlica do extrato da planta foi de 2,2% no solo GHE,

mas, foi estimulada quase na mesma proporc¢éo (1,8 %) no solo AVEC.
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6. CONCLUSOES

» Os efeitos quantitativos de inibicdo e de estimulo da respiracdo dos solos Gley
Humico Eutréfico (GHE) e Argissolo Eutroférrico Chernossoélico (AVEC) por acdo da
fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia foram estatisticamente
pequenos. Porém, o composto fungicida sintético, clorotalonil, causou grande
inibicdo da respiracdo no solo GHE e praticamente ndo causou efeito de inibicdo da

respiracdo do solo AVEC.

» Houve inibicdo apenas temporaria da atividade da enzima desidrogenase dos solos
GHE e AVEC tratados com clorotalonil e com a fracdo metandlica do extrato de
Polymnia sonchifolia, demonstrando a capacidade de recuperagcdo da atividade

microbiana.

» A fracdo metandlica do extrato de Polymnia sonchifolia ndo provocou rejeicéo de
minhocas ao solo tratado com nenhuma das concentracdes utilizadas. Ja o
clorotalonil, em concentracdo de recomendacdo para uso agricola e o dobro dela,

causou efeito de rejeicdo sobre as minhocas.

» Todas as concentracdes utilizadas para tratamento com os compostos fungicidas
sintético (5,5; 11 e 22 pg g™ de solo) e natural (150; 300 e 600 pg g™ de solo) foram

subletais as minhocas.

» As caracteristicas fisico-quimicas dos solos GHE e AVEC parecem ter determinado o
efeito dos compostos fungicidas sintético e natural, pois os efeitos de ambos foram
maiores no solo GHE, que tem menor conteddo de matéria organica. Entretanto, a
dissipacdo do clorotalonil ndo foi influenciada pelas caracteristicas fisico-quimicas

dos solos, pois sua dissipacao foi praticamente igual nos dois solos.
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