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RESUMO

Comportamento da associagao entre os herbicidas glifosato e atrazina em um
Latossolo vermelho-escuro do bioma cerrado brasileiro

O uso da associagdo entre glifosato e atrazina para a cultura do milho
geneticamente modificado tolerante ao glifosato € uma das op¢des de controle de
plantas daninhas nesta cultura. Portanto, o objetivo principal desse trabalho foi avaliar a
influéncia do uso desta associacdo em um Latossolo vermelho-escuro proveniente do
bioma Cerrado do Brasil através dos ensaios de degradagédo e mineralizagdo desses
herbicidas, carbono da biomassa microbiana e carbono mineralizado pelo solo. Os
tratamentos para os ensaios de mineralizagao e degradagéo constaram da combinacao
entre "C-glifosato na dose de campo (2,88Kg ha™) a 0, 1/2, 1 e 2 vezes a dose de
campo de atrazina (3,00Kg ha™') e *C-atrazina na dose de campo a 0, 1/2, 1 e 2 vezes
a dose de campo de glifosato. A mineralizagdo dos herbicidas foi medida aos 0, 3, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias e a degradagao aos 0, 7, 28 e 63 dias apods o inicio
do experimento. A avaliagao do carbono da biomassa microbiana foi realizada aos 21 e
63 dias apods o inicio do ensaio e foram utilizados os mesmos tratamentos com a
inclusdo de uma prova em branco (solo sem herbicida). O ensaio de mineralizagao de
carbono pelo solo foi feito através da quantificacdo do CO, desprendido aos 3, 7, 14,
21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias apds o inicio do ensaio, e também teve a inclusao de
uma prova em branco. Os resultados demonstraram influéncia na degradacao e
mineralizacao da atrazina devido a presenca do glifosato. A meia-vida de mineralizagéo
de atrazina teve uma variacdo de aproximadamente 100 dias quando foi comparada a
aplicacao individual de atrazina a associacdo com o dobro da dose de glifosato. A
influéncia da atrazina na degradacdo e mineralizacdo de glifosato nao foi nitida. A
presenca de atrazina provocou queda no carbono da biomassa microbiana do solo e
ocorreu um aumento na velocidade e quantidade de carbono mineralizado pelo solo.
Nao houve alteracdo no carbono da biomassa microbiana do solo e mineralizacdo de
carbono pelo solo devido a adigdo de glifosato. Nos tratamentos em associacao, a
presencga do glifosato no sistema impediu a reducédo da biomassa microbiana devido ao
efeito da atrazina. A associacao entre glifosato e atrazina favoreceu a mineralizagcao de
carbono pelo solo comparada a aplicacdo individual de glifosato. Esses resultados
demonstram a necessidade por parte da pesquisa em considerar a possibilidade de
interacdo entre os diversos xenobidticos, o que pode alterar seus comportamentos
individuais no solo.

Palavras-chave: Atrazina; Glifosato; Associagao; Comportamento
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ABSTRACT

Behavior of glyphosate and atrazine herbicides applied in association in a Oxisoil
from Brazilian Cerrado

The use of glyphosate and atrazine in association for transgenic corn tolerant to
glyphosate is an option to weed control in this case. Therefore, the aim of this work was
to assess the influence of this association in an Oxisoil from Brazil through the
degradation, mineralization, microbial biomass and carbon mineralization of soil tests.
The treatments of mineralization and degradation tests consisted of the combination
between “C-glyphosate in the field rate (2,88Kg ha™) and 0, %, 1 and 2 times the field
rate of atrazine (3,00Kg ha™). The mineralization of herbicides was measured at 0, 3, 7,
14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, and 63 days and the degradation was measured at 0, 7, 28
and 63 days after the beginning of the tests. The evaluation of microbial biomass was
performed at 21 and 63 days after the beginning of the test and was used the same
treatments of the degradation and mineralization tests, but it was included a control (soil
without application of herbicides). The test of carbon mineralization of soil was done by
measuring the CO, evolved at 0,7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 and 63 days after the
beginning of the test and had the same control of the microbial biomass test. The results
showed an influence on degradation and mineralization of atrazine due to the presence
of glyphosate. The half-life of atrazine mineralization had a variation of about 100 days
when it was compared the atrazine application alone to its association with glyphosate
at double rate. The influence of atrazine in degradation and mineralization of glyphosate
wasn’t clear. The presence of atrazine caused decrease in the microbial biomass of soll
and occurred an increase in speedy and amount of carbon mineralized by soil. No
change was observed in microbial biomass and carbon mineralized by soil due to
glyphosate application. In the treatments that was used the association, the presence of
glyphosate in the system prevented decrease of microbial biomass due to the effect of
atrazine. The association between glyphosate and atrazine favored the carbon
mineralization by soil when compared to glyphosate applied alone. These results
demonstrate a need to consider the possibility of interactions between several
xenobiotics, wich can modify their behaviors in the soil.

Keywords: Atrazine; Glyphosate; Association; Behavior
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1 INTRODUGAO

“A personalidade criadora deve pensar e julgar
por si mesma, porque o progresso moral da
sociedade depende exclusivamente da sua

independéncia.” (Albert Einstein)

A utilizagédo de substancias quimicas destinadas a controlar agentes indesejaveis
nas atividades agricolas proporcionou, juntamente com o0s demais avangos
tecnolégicos, incrementos produtivos e redugdo nas perdas ocasionadas por pragas,
doencas e plantas daninhas. O uso desses compostos foi intensificado a partir dos
anos 70 com a chamada Revolucédo Verde. Esse periodo foi marcado pela invencao e
disseminagao de novas praticas agricolas com a promessa de aumento consideravel na
produtividade agricola, principalmente nos paises em desenvolvimento. O objetivo foi
suprir a demanda crescente por alimentos. De fato, o conjunto de tecnologias que
surgiram nesse periodo garantiu o proposto. Porém, os problemas ambientais
relacionados a exposicdo a esses produtos quimicos, denominados no presente
trabalho como pesticidas, geraram a necessidade por parte da ciéncia em adotar
medidas que minimizassem seus efeitos ao meio ambiente. Atualmente, a comunidade
cientifica esta envolvida em definir e quantificar efeitos nocivos ao meio ambiente e
também, selecionar tecnologias agricolas que cumpram os requisitos agronémicos
propostos pelo seu uso e a0 mesmo tempo, causem o menor efeito negativo possivel
ao meio ambiente.

Estima-se para safra 2009/2010 que o milho corresponda a aproximadamente
30% do total em area plantada no Brasil e sua produgéo seja responsavel por 35% da
producao total do pais, considerando o somatdrio entre cereais e oleaginosas
(COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2010). Sua expressao
econdmica sugere importantes mudangas nos sistemas de produgao, buscando a
redugdo de impactos ambientais e custos monetarios. Uma das praticas de manejo
relevantes na producao de milho é o controle de plantas daninhas. O objetivo desse
manejo € evitar perdas devido a competicao entre a cultura de interesse e a cultura

infestante e também, permitir melhores condi¢cdes de colheita. Através da biotecnologia,
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hoje é possivel utilizar herbicidas de agao total em pds-emergéncia, o que constitui uma
nova ferramenta para o manejo de plantas daninhas. A tolerancia das plantas ao
glifosato é o exemplo mais difundido onde se destacam as culturas da soja, milho e
algodao.

O amplo espectro desse herbicida exclui a necessidade de utilizagdo de varios
principios ativos seletivos a determinadas plantas daninhas. Portanto, espera-se que os
efeitos negativos ao meio ambiente sejam menores, devido ao glifosato ser um produto
de baixa persisténcia e baixa mobilidade, e também, pelo uso de um numero menor de
moléculas herbicidas. O glifosato € um herbicida que n&o possui efeito residual e na
cultura do milho faz-se necessario o controle de plantas daninhas em pds-emergéncia.
Neste caso, uma das alternativas cabiveis é a utilizagdo do glifosato combinado a um
herbicida residual. O grupo das triazinas é largamente utilizado para esta cultura e pode
ser utilizado em associagao ao glifosato. Isso garante a prote¢cdo do cultivo em todo o
periodo de interferéncia cultura x planta daninha, anulando o efeito negativo em seu
potencial produtivo relacionado a competicdo com as plantas daninhas. Visto que o uso
dessa nova tecnologia sera frequente no Brasil, € necessario o estudo das interagdes
entre o glifosato e a atrazina (principal herbicida do grupo das triazinas utilizado para o
milho) no compartimento solo. A literatura sobre o comportamento de pesticidas no solo
€ limitada ao estudo individual de cada molécula. Porém no ambito agricola, o solo € o
destino de um numero variado de pesticidas e embora nao prevista na legislagao
brasileira, a mistura de tanque € uma pratica comum.

Portanto, o objetivo principal desse estudo foi elucidar as possiveis interacoes e
interferéncias no comportamento entre essas duas moléculas no compartimento solo,

definindo ambientalmente os efeitos dessa pratica.

1.1 Milho geneticamente modificado tolerante ao glifosato

De acordo com James (2003), aproximadamente 75% das culturas
geneticamente modificadas sao desenvolvidas para conferir tolerancia a herbicidas. As

culturas tolerantes ao glifosato sdo as de maior popularidade em funcédo da eficacia,
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baixo custo e baixo impacto ambiental deste herbicida (FRANZ et al., 1997). O milho
tolerante ao glifosato comegou a ser utilizado nos Estados Unidos em 1996 com a
aprovagao comercial do material GA21 (AGBIOS, 2009). Nos anos seguintes ocorreram
varias libera¢des de diversos materiais que conferem resisténcia ao glifosato. No Brasil,
as aprovagbes comerciais pela Comissdo Técnica Nacional em Biosseguranga
(CTNBio) do milho GA21 e NK603 ocorreram no ano de 2008 e no ano seguinte trés
materiais que conferem tanto a resisténcia a insetos da ordem Lepdoptera quanto ao
glifosato.

O gene que codifica para tolerdncia ao glifosato forma a enzima 5-
enolpiruvilchiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS). No caso do NK603 esse gene foi
isolado da bactéria Agrobacterium (tipo CP4) e transformado no milho por biobalistica
(Aceleragao de Particulas). O milho NK603 ja foi liberado para cultivo na Argentina,
Brasil, Canada, Japao, Filipinas, Africa do Sul, Estados Unidos e China entre os anos
de 2000 e 2008 (AGBIOS, 2009). O milho GA21 foi obtido pela transformagao de
cultura de células de linhagem de milho também pelo método de biobalistica e expressa
uma proteina sintase duplo mutante 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato de milho
(mEPSPS), que confere tolerancia ao herbicida glifosato. Para o cultivo este milho foi
aprovado na Argentina, Brasil, Canadda, Japao, Filipinas e Estados Unidos entre os
anos de 1997 e 2009 (AGBIOS, 2009).

As perdas na cultura do milho influenciadas pela competicdo com as plantas
daninhas variam de 13 a 85% em fungcdo da ado¢do ou ndo de alguma medida de
controle (CARVALHO et al., 2007). O milho é muito sensivel a presenca de plantas
daninhas nos seus primeiros estagios do crescimento (6 a 8 semanas) pois ocorre
competicdo por agua, nutrientes e luz. Portanto, o controle de plantas daninhas nesse
estagio é fundamental (DEWAR, 2009). Essas perdas sao caracterizadas pela
diminuicao do numero e tamanho de espigas (BALBINOT Jr.; FLECK, 2005), conferindo
a redugao da produtividade da cultura. Por isso, o controle de plantas daninhas para o
milho assume notavel importancia quando se deseja alcangar o maximo do potencial
produtivo das plantas.

O uso de (glifosato isoladamente ou em combinagdo com

outros herbicidas convencionais em culturas resistentes ao herbicida glifosato
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constitui uma importante ferramenta para o controle de plantas daninhas (PLINE-
SRNIC, 2005). Tharp e Kells (2002), estudaram diversas formas de controle de plantas
daninhas incluindo a aplicacéo de glifosato ou glufosinato e herbicidas residuais em pré
e pos-emergéncia. A associagao entre glifosato ou glufosinato e herbicidas residuais
em pos-emergéncia se mostrou uma alternativa viavel. De acordo com os autores, o
uso de glifosato ou glufosinato em pds-emergéncia promove um bom controle, porém
ocorre emergéncia de plantas daninhas pouco tempo apds as aplicagdes. Portanto, a
associagao entre glifosato ou glufosinato e herbicidas residuais tende a estender o
controle de plantas daninhas.

O uso do glifosato em associagdo a herbicidas residuais € uma importante
ferramenta no controle de plantas daninhas na cultura do milho, portanto, € necessario

avaliar quais sao os impactos dessa pratica ao meio ambiente.

1.2 Principais propriedades fisico-quimicas dos pesticidas

As principais propriedades fisico-quimicas dos pesticidas relevantes aos estudos
ambientais sdo: solubilidade em agua (Sy), pressdao de vapor (P), coeficiente de
particdo n-octanol-agua (K,.), constante de ionizagao acido (pK,) ou base (pKp) e
constante da Lei de Henry (LAVORENTI et al., 2003).

A solubilidade em agua é definida como a quantidade maxima da molécula pura
que pode ser dissolvida em agua (LAVORENTI et al., 2003). De acordo com Chlou et al.
(1986), é a propriedade fisica mais importante relacionada com o transporte e destino
de moléculas orgéanicas em sistemas aquaticos e também, € um dos determinantes do
coeficiente de sor¢do no solo. Pesticidas com elevada solubilidade, possuem a
tendéncia de serem menos sorvidos aos coldides do solo (LAVORENTI et al., 2003). A
sor¢cao ao solo e a solubilidade em agua s&o importantes parametros para prever a
tendéncia do pesticida em se movimentar horizontalmente ou verticalmente no solo
(EXTOXNET, 1998).

A pressao de vapor (P) é a medida de saturagdo em termos de concentragéo ou
pressdao de um soluto na fase gasosa (MACKAY et al.,, 1997). Essa propriedade é

relevante em estudos de comportamento de pesticidas, pois a partir dela é possivel
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prever a tendéncia de volatizagdo de uma molécula (LAVORENTI et al., 2003). Em
muitas situacdes, a capacidade de volatilizagcdo de uma molécula é tdo importante no
processo de dissipagdo quanto sua degradacdo nos solos e também, a deposi¢do a
partir da atmosfera € uma importante fonte de contaminagéo por pesticidas em alguns
ambientes. (GLOTFELTY; SCHOMBURG, 1989).

O coeficiente de particdo n-octanol-agua (K.w) mede o carater hidrofébico ou
hidrofilico de uma molécula. Este parametro é definido como a relacido entre a
saturacdo na fase n-octanol saturado em agua e sua concentragédo na fase aquosa
saturada em n-octanol e é expresso na forma logaritmica (LAVORENTI et al., 2003).
Em estudos ambientais, esse parametro é correlacionado com a solubilidade em agua,
coeficiente de sor¢do no solo e sedimentos e, bioconcentragdo em organismos
aquaticos (RAN et al., 2002; SABLJIC et al., 1995; LYMAN et al., 1990). Pesticidas com
valores de log Kow elevados (>4,0) ou lipofilicos tendem a se acumularem em materiais
lipidicos, como, por exemplo, a matéria organica do solo e como consequéncia,
apresentardo baixa mobilidade (LAVORENTI et al., 2003). Ao contrario, pesticidas
hidrofilicos (log Kow<1,0), sdo mais soluveis em &gua, e consequentemente
apresentarao baixa sor¢ao (LAVORENTI et al., 2003).

A constante de ionizagao acido/base (K, e Kp) mede a tendéncia de ionizagao de
pesticidas acidos ou basicos, respectivamente. Esses valores indicam em qual faixa de
pH ocorrera a ionizagao do pesticida, sendo de extrema importancia, pois as formas
ionizadas muitas vezes se comportam de maneira diferente das formas neutras (ou
nao-ionizadas) (LAVORENTI et al., 2003). De uma forma resumida, os pesticidas na
forma molecular sdo neutros e capazes de formar ions positivos (carater acido) ou
negativos (carater basico) (HORNSBY et al., 1995), de acordo com as vari¢des de pH
do meio. Os diferentes comportamentos das moléculas com carater acido ou basico de
acordo com as alteragdes do pH do meio séo descritas por (LAVORENTI et al., 2003).

A constante da Lei de Henry é definida como a constante de parti¢cao ar-liquido
ou vapor-liquido (LAVORENTI et al.,, 2003). Essa constante €& importante para
determinar a volatilizagdo de pesticidas quando dissolvidos em agua. Em uma

determinada temperatura, existe um equilibrio entre as concentragdes na agua e no ar
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de determinada molécula. Portanto, a constante da Lei de Henry & dependente da
temperatura do meio (STENERSEN, 2004).

De acordo com Briggs et al. (1990), a complexidade da interagdo entre os
produtos quimicos e o ambiente pode ser descrita em termos de coeficiente de sorcéo,
pressdo de vapor, solubilidade e persisténcia no solo. A solubilidade em agua e a
pressdo de vapor sdo caracteristicas intrinsecas dos pesticidas, ja descritas
anteriormente. O coeficiente de sorg¢ao e a persisténcia referem-se a interacao dessas
moléculas com o meio sendo medidos através dos ensaios de sorcao/dessorcao,

degradacéo e transporte dos pesticidas nos diferentes compartimentos ambientais.

1.3 Destino dos pesticidas no solo

Na década de 90 a industria brasileira de pesticidas apresentou um consideravel
crescimento dobrando seu consumo em valores monetarios de US$ 1 bilhdo em 1990
para US$ 2,3 bilhdes em 1999 destacando-se o segmento dos herbicidas que
corresponde a 50% do mercado global (MARTINELLI; WAQUIL, 2002). As culturas de
maior expressao na utilizacdo de herbicidas sdo a cana-de-agucar, soja e milho
(FERREIRA; VEGRO; CAMARGO, 2008). A demanda crescente por alimentos, em
funcdo do aumento da populagdo mundial, sugere o uso de grandes quantidades de
pesticidas devido as perdas em produtividade ocasionadas pelos diversos tipos de
pragas e plantas daninhas nas lavouras.

A utilizacdo frequente e muitas vezes incorreta de pesticidas pode causar a
contaminagdo dos solos, da atmosfera, dos alimentos, das aguas superficiais e
subterraneas, ocasionando efeitos negativos em organismos terrestres e aquaticos
além da intoxicagao humana por contato indireto (consumo de alimentos contaminados)
ou direto (intoxicagdao ocupacional de trabalhadores e produtores rurais) (SPADOTTO,
2006). Por isso, tornam-se necessarios estudos que viabilizem o monitoramento de
possiveis contaminagdes no meio ambiente, pois o uso indiscriminado desses produtos
vem ocasionando o aparecimento de residuos nos diferentes compartimentos
ambientais (agua, solo, ar) e nos alimentos, ressaltando a problematica de inUmeros

casos de intoxicagao em trabalhadores rurais.
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Estima-se que menos de 0,1% dos pesticidas aplicados nas culturas atinjam
efetivamente o organismo-alvo, o restante contamina o solo, a agua e o ar. (PIMENTEL,
LEVITAN, 1986). Quando um pesticida entra em contato com o ambiente, o seu
provavel destino € o solo, seja por aplicacdo direta ou pela incorporagcdo de restos
culturais. No solo, podem ocorrer processos de retengdo (adsorgdo, absorgao),
transformagdo (decomposicdo, degradacédo) e transporte (deriva, volatilizagao,
lixiviagdo, escoamento superficial) os quais determinam seu destino, persisténcia e
eficiéncia agronémica (SPADOTTO, 2002). Os principais fatores que influenciam estes
processos sdo: as condicdes climaticas, as propriedades fisico-quimicas do produto e
as caracteristicas fisicas, quimicas e microbioldgicas do solo (DAMIN, 2005). De acordo
com Oliveira (2001), o complexo fenbmeno de retengdo, por meio dos processos de
sor¢cao e dessorcao, influenciam direta ou indiretamente a atividade dos outros fatores.
A retencdo € considerada um fenédmeno complexo em fungcdo da heterogeneidade
fisico-quimica dos solos e de suas relagdes com os sistemas bioldgicos, atmosféricos e
aquaticos. Portanto, o conhecimento da composi¢ao do solo é fundamental para que se
entendam os processos de retengdo. Os processos de transporte (deriva, volatilizagao,
lixiviagao e escoamento superficial) de pesticidas no solo dependem dos processos de
retencéo (sorgéo) e de transformacao (decomposi¢cao e degradagao), e das interagdes
desses processos (SPADOTTO, 2002). As propriedades quimicas e fisicas dos
pesticidas sdo de grande importancia para prever as interacbes com o solo, a
possibilidade de contaminacgao e transporte quando dissolvidos em agua ou associados
a sedimentos sendo de fundamental importancia o seu conhecimento (SANCHES et al.,
2004).

1.3.1 Retengao

Os pesticidas utilizados na agricultura, muitas vezes tém como destino final o
solo e ao atingirem-no, podem ser retidos por seus coldides ou permanecerem em
solugao (OLIVEIRA, 2001). O processo de retengdo € o mecanismo pelo qual ocorre
apreensdao de uma molécula impedindo seu movimento no perfil do solo. Este

mecanismo pode ser reversivel ou irreversivel (residuos ligados) o que pode afetar os
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processos de transporte e transformacéo (LAVORENTI et al., 2003). A mobilidade de
pesticidas no solo, e também sua biodisponibilidade e transferéncia para outros
compartimentos do ambiente (atmosfera, corpos d'agua), depende do mecanismo e
cinética de sorgcao e dessorgao pelas particulas do solo (MOORMAN et al., 2001).

Sorgdo é um termo geralmente utilizado quando o mecanismo de reten¢do na
superficie do solo € desconhecido (SPARKS, 2003). Este termo é usado para definir o
processo de retengcdo de moléculas organicas, pois ndo é possivel definir se ocorre o
fendmeno de adsorg¢ao, absorgéo, precipitagdo ou particdo hidrofébica (LAVORENTI et
al., 2003). Portanto, a sorgéo representa a apreensdao de um soluto pelo solo e seus
constituintes sem indicar o mecanismo envolvido (BOUCHARD et al., 1989). O
fendmeno inverso a sorcdo € denominado dessorcdo. Consiste no retorno de uma
fracdo de moléculas sorvidas para a solucdo do solo. Na dessorcdo, determinada
concentracdo do pesticida sorvido entra em equilibrio com a concentracdo na solucéo
do solo.

Esses residuos podem ser a molécula original ou seus metabdlitos, que podem
estar na forma extraivel ou ligada ao solo (CALDERBANK, 1989). As formas ligadas ao
solo, denominadas residuos ligados, sdo espécies quimicas originadas dos pesticidas
as quais nao sao extraidas da matriz do solo por métodos que nao modifiquem
significativamente a natureza quimica desses residuos e a natureza da matriz (solo,
plantas, animais, etc) (FUHR et al., 1998). A matéria organica é o principal constituinte
do solo responsavel pela formagédo de residuos ligados de pesticidas. A formagao do
residuo ligado € uma importante forma de dissipagdo de um pesticida no solo, pois de
uma forma geral, essas moléculas ficam indisponiveis no solo (LAVORENTI et al.,
2003). A formacao do residuo ligado afeta diretamente o processo de transformacéao de
um pesticida no solo, pois ocorre a diminuigdo da sua disponibilidade aos
microrganismos do solo (KAWAMOTO; URANO, 1989).

1.3.2 Transformacgao
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O processo de transformacdo de um pesticida no solo pode ocorrer desde a
remocdo de um atomo até a completa mineralizagao da molécula. Esse processo é
fundamental para atenuar os niveis de residuo de pesticidas no solo (GUO et al., 2000)
e é governada por fatores abioticos e bidticos. A degradagao abidtica, biodegradagéo e
mineralizacdo sédo as principais formas de transformagdo de um pesticida no solo. A
degradagao abidtica ocorre sem a participagdo de microrganismos no processo atraveés
de reagbes fotoquimicas e de hidrdlise (KONRAD; ARMSTRONG, 1981). A
fotodegradacao ocorre pela agao da luz que assume um comportamento de catalisador
de reacgdes quimicas como a hidrolise, oxidagéo, redugao entre outras (LAVORENTI et
al., 2003). A hidrodlise é a reagado quimica mais importante na degradacgao de pesticidas,
sendo influenciada pela agua, pH, temperatura e sor¢ao do pesticida. Os mecanismos
de sorcdo sao considerados importantes catalisadores das reacdes de hidrélise de
acordo com estudos de Armstrong et al. (1967) e Armstrong e Konrad (1974). Muitos
processos de degradagao abidtica no solo resultam em uma degradagao parcial da
molécula pesticida que posteriormente sofrera degradacéo microbiana (RACKE, 1990).
De acordo com Rao et al. (1983), as taxas de degradacdo dependem de fatores
microbioldgicos, fisicos e quimicos do solo, bem como as propriedades do pesticida.

A atividade microbiana é reconhecida como um dos fatores mais importantes na
eliminacdo dos produtos quimicos do ambiente. A fungdo dos microrganismos na
transformacao dos pesticidas vem sendo demonstrada através de comparagdes entre
as proporgdes de degradacao de solos ativos e esterilizados e também, pelo isolamento
de microrganismos. As condigdes do ambiente que influenciam a atividade microbiana
(umidade, temperatura, pH) também afetam a degradagcao dos pesticidas (CHAPMAN
et al.,, 1986 apud MONTEIRO, 1997). Esse fato evidéncia a relacdo entre os
microrganismos do solo e a degradacao de pesticidas.

As transformacgdes influenciadas pelos microrganismos sao resultado de reagdes
bioquimicas diversas que abrangem desde a remog¢édo de um unico atomo da molécula
até a sua completa mineralizacdo (BOLLAG, 1974). De acordo com Moreira e Siqueira
(2006), essas reacdes sdo compostas pelos seguintes processos:

e Detoxificagdo: consiste na conversdao de uma molécula téxica a um

produto de menor toxicidade ou até mesmo atoxico;
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Degradacéo: é a alteragao na estrutura quimica da molécula envolvendo
microrganismos, plantas ou enzimas. O produto gerado n&o
necessariamente € uma molécula menos téxica;

Mineralizagdo: € a degradacdo completa de uma molécula a formas
inorganicas (CO,, H20, NHs;, entre outros). Bioquimicamente difere do
conceito de biodegradagédo, pois este ndo inclui necessariamente o
processo de mineralizagao;

Conjugacao: é a adicao de metabdlitos microbianos ou outros materiais do
solo (substancias humicas e argilas). De maneira geral, a molécula torna-
se menos toxica e mais recalcitrante;

Ativacdo: é a conversao bidtica de uma molécula atdéxica a toxica que
apresente acao biocida;

Mudanca de espectro de toxicidade: ocorre quando uma molécula toxica
para um grupo de organismos torna-se toxica para outros organismos

devido ao processo de transformacao.

De acordo com Frehse e Anderson (1983) os fatores de maior influencia na

degradagcdo microbiana de pesticidas sao: a disponibilidade da molécula para os

microrganismos ou o0s sistemas enzimaticos e a quantidade e atividade desses

microrganismos ou sistemas enzimaticos. Moreira e Siqueira (2006) afirmam que, em

relagcdo a caracteristicas do solo, os fatores de maior importancia no processo de

biodegradacgao sao:

Temperatura: influencia os processos de sorcao, solubilidade e viscosidade os
quais sao determinantes na taxa de reacgao e na atividade da populagao do solo;
Reacdo do solo (pH): depende das condigdes do solo como a capacidade
tampao e o tipo de argila e também, das caracteristicas do contaminante e das
popula¢des degradadoras;

Caracteristicas fisicas: afeta diretamente o mecanismo de retencado que por sua
vez influéncia a biodisponibilidade do pesticida no solo;

Matéria organica e nutrientes: garante maior biomassa microbiana influenciando

a biodisponibilidade. Os nutrientes estimulam a degradacao, especialmente de N
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¢ Receptores de elétrons: determinam o tipo de populagédo ativa na degradagao
(anaerdbia ou aerobia);

e Metais pesados: influencia na biomassa e atividade degradadora. Funcionam
como inibidores enzimaticos ou do crescimento microbiano;

e Comunidade microbiana: adaptacdo para a degradacdo de uma molécula

especifica (biodegradacao acelerada).

A biodegradacao é essencial para permitir a reciclagem de nutrientes tais como
carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio e enxofre, pois sem ela esses nutrientes
podem ficar retidos em complexos ndo biodegradaveis (BOLLAG; BOLLAG, 1992). Os
mais importantes agentes da biodegradag¢ao sao as bactérias e os fungos e, em geral,
estes decompbéem as substancias organicas com o propdsito de gerar energia e
nutrientes para o seu crescimento (BOLLAG; BOLLAG, 1992). Portanto, uma
consequéncia da biodegradacdo de um composto é um aumento no numero de
microrganismos degradantes desta substancia (BOLLAG; BOLLAG, 1992).

Porém, algumas vezes a degradacao de um pesticida nédo € acompanhada pelo
crescimento da populagdo microbiana. Isso ocorre pela incapacidade de determinada
comunidade microbiana utilizar o pesticida como fonte de energia. Embora ocorra a
quebra da molécula pela influéncia bidtica, os microrganismos ndo a usam como fonte
de nutrientes. Esse fenébmeno é denominado cometabolismo e resulta de uma falta de
especificidade de certas enzimas microbianas que embora modifiquem a molécula
quimicamente n&o geram produtos que possam ser metabolizados pela comunidade
microbiana (BOLLAG; BOLLAG, 1992). As principais consequéncias do cometabolismo
sdo: 0s microrganismos responsaveis pela transformagdao nado se proliferam na
presenga do pesticida e como resultado, a taxa de transformagdo do composto nao
aumenta de acordo com o tempo e os produtos da transformagao podem se acumular
no ambiente (BOLLAG; BOLLAG, 1992). A transformagcdo de um pesticida por
cometabolismo por um grupo de microrganismos pode servir como substrato para outro
grupo e desta forma a molécula pode ser completamente degradada por uma série de

reagcoes cometabolicas por varias espécies microbianas (BOLLAG; BOLLAG, 1992).
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A denominacao de biodegradagao acelerada ocorre apds sucessivas aplicagdes de
determinado pesticida e é resultado de uma adaptacdo metabdlica dos microrganismos.
Suas consequéncias sdo: desaparecimento acelerado do pesticida evitando seu
acumulo no solo (importante mecanismo para remediagcéo de areas poluidas); reducao
da persisténcia no solo o que diminui a eficacia do produto no controle dos organismos-
alvo (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

1.3.3 Transporte

A lixiviagdo (movimentacédo vertical), o escoamento superficial (“‘runoff’) e a
volatilizacdo sdo as formas de transporte de pesticidas no ambiente. O escoamento
superficial, definido como a movimentagdo do pesticida ao longo da superficie do solo,
favorece a contaminagdo das aguas superficiais, pois o pesticida €& carreado e
adsorvido as particulas do solo erodido ou em solugao. O transporte por escoamento
superficial é dependente de padrdes de uso, condi¢des climaticas e geografia. Por isso,
este ndo é tao previsivel como o processo de lixiviagao.

A lixiviacao de pesticidas é a principal forma de transporte de moléculas nao
volateis e soluveis em agua. Sua ocorréncia resulta em contaminacdo das aguas
subterraneas e neste caso, as substancias quimicas s&o carreadas em solugao
juntamente com a agua que alimenta os aquiferos. A permanéncia dos pesticidas no
solo agricola é inversamente proporcional da taxa de ocorréncia dos processos de
transporte. Em geral, os principais fatores que governam o processo de lixiviagdo sao: a
solubilidade em agua da molécula, a textura e estrutura do solo e o indice pluviométrico
da regidao em questdao (PRATA, 2002; SPADOTTO, 2002). Em geral, pode-se esperar
correlagdo positiva entre a precipitagao pluvial e a lixiviagdo de herbicidas, e as
precipitagdes intensas podem incrementar a lixiviagdo desses produtos e contaminar as
aguas subsuperficiais (MONQUERO et al., 2008).
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1.4 Comportamento e influéncia nos aspectos microbianos do solo pelo glifosato

O (lifosato [N-(fosfonometil) glicina)] € um herbicida pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas, n&o-seletivo e sistémico, utilizado para o controle de
plantas daninhas em pré-emergéncia ou pos-emergéncia em culturas resistentes, como
dessecante em sistemas de plantio direto e para eliminacdo de plantas daninhas em
ambientes aquaticos (RODRIGUES; ALMEIDA, 1995). E absorvido pelas folhas e
translocado via floema fazendo ligagcdo com a enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato
(EPSPS) inibindo a sintese de aminoacidos pela planta (ROBERTS, 1998). Nos solos, o
glifosato é caracterizado pela sua elevada sorgdo com os coldides organicos e minerais
e devido a elevada energia de ligagdo com o solo, este herbicida € pouco dessorvido
(CHEAH et al., 1997). De acordo com Sprankle et al. (1975) os valores de pK, para o
glifosato séo 2; 2,6; 5,6 e 10,6. A presenca de varios valores de pK, sugere que a
sorgao do glifosato é dependente do pH do solo. Em geral, valores elevados de pH sao
desfavoraveis para a sor¢ao de glifosato pois os componentes organicos e inorganicos
do solo bem como o glifosato ficam carregados negativamente (De JONGE et al.,
2001).

Prata et al. (2000), estudaram a influéncia da matéria organica na sorgdo do
glifosato em solos. De acordo com os autores, a sorgdo do glifosato esteve relacionada
principalmente com a fragcdo mineral dos solos estudados. Para os solos com elevados
teores de Oxidos de Fe e Al, a matéria organica nao influenciou a sor¢ao do glifosato. Ja
para os solos com baixos teores de oxidos de Fe e Al a matéria organica desempenhou
um importante papel na sorcdo deste herbicida. Nao houve dessor¢do para nenhum
dos solos estudados, o que demonstra que o glifosato ficou em sua totalidade na forma
de residuo ligado. De acordo com Tomlin (1997), espera-se que o glifosato ndo seja
sorvido a matéria organica do solo, pois seu valor de log Ko € negativo (-3,4).
Entretanto, estudos recentes conduzidos por Albers et al. (2009), demonstraram que
em diferentes fragdes da matéria organica do solo ocorre significativa sorcdo do
glifosato, apds 80 dias aproximadamente 40% do total adicionado de glifosato estava

associado com acidos huimicos e fulvicos em um solo arenoso.
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O processo de transporte do glifosato é bastante discutido. De uma forma geral,
o risco de lixiviagdo do glifosato € minimo em fungdo da rapida degradacao e elevada
sorgao nos solos (RUEPPEL et al., 1977; De JONGE; De JONGE, 1999; AAMAND;
JACOBSEN, 2001; BORGGAARD; GIMSING, 2008). Shipitalo et al. (2008), avaliaram
as perdas por runoff de glifosato e glufosinato, comparando as perdas de herbicidas
residuais comumente utilizados nas culturas de soja e milho (alachlor, metribuzin,
linuron e atrazina). De acordo com os autores, as perdas de glifosato e glufosinato
foram minimas e a utilizacdo de culturas transgénicas tolerantes a estes herbicidas
tende a diminuir o impacto ambiental proveniente do transporte de herbicidas residuais
por runoff.

Na degradacgao do glifosato observa-se a auséncia de lag fase. Isto indica que a
degradacgao deste herbicida ocorre por um processo co-metabdlico (TORSTENSSON,
1985). A rapida degradacgéao do glifosato em solos é resultado da agdo microbiana, tanto
no meio aerdbico como no meio anaerdbico (RUEPPEL et al., 1977). A degradacao do
glifosato é caracterizada por uma fase inicial rapida seguida de uma segunda fase de
lenta e prolongada mineralizagdo (RUEPPEL et al., 1977; ACCINELLI et al., 2005;
GRUNDMANN et al., 2008). As ligacbes C-P da molécula de glifosato sao bastante
resistentes a degradagao quimica, sendo a degradacao biolégica, através da enzima C-
P liase a responsavel pela quebra dessas ligagdes (OBOJSKA et al., 1999). De acordo
com Liu et al. (1991), muitos microrganismos podem degradar o glifosato formando
AMPA (acido aminometilfosfénico) e sarcosina como produtos de degradacao. Gimsing
et al. (2004), encontraram correlagéo positiva entre a mineralizacdo de glifosato e o
tamanho da populacéo de Pseudomonas spp. nos solos estudados. De acordo com os
autores, esses microrganismos sao os principais controladores da mineralizagao de
glifosato no solo. Prata et al. (2005) avaliaram a mineralizagdo de glifosato em solos
que estavam sob sistema de plantio convencional e plantio direto por um periodo de 23
anos. Apds 63 dias do inicio do experimento, o solo sob sistema de plantio direto
apresentou os maiores valores de '“CO, desprendido, indicando que a mineralizacdo
do glifosato foi maior neste sistema de plantio. Os autores explicam que a maior
atividade microbiana do solo sob sistema de plantio direto foi responsavel pela maior

mineralizacdo da molécula. Alexa et al. (2009) conduziram estudos de mineralizagao
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de glifosato em diferentes tipos de solos observando que a mineralizagao foi rapida nos
primeiros dias decrescendo de acordo com o tempo. Os autores atribuiram a fase inicial
de rapida mineralizagdo a agdo microbiana sob o glifosato em solucéo e a fase lenta ao
ataque microbiano ao glifosato sorvido aos coldides do solo. Newton et al. (1994)
conduziram estudos de dissipagédo de glifosato em solos florestais demonstrando que
os residuos foram encontrados em maiores concentragcées no solo quando este estava
descoberto. Nao foram detectados residuos de glifosato no solo apds 409 dias do inicio
do ensaio e de acordo com os autores, ndao houve movimentagcdo desse pesticida
abaixo de 15cm de profundidade no perfil do solo.

A influéncia do glifosato sobre a microbiota do solo € bastante discutida. De uma
forma geral, os efeitos citados na literatura, quando existentes, sdo de curto prazo.
Haney et al. (2000), avaliaram o efeito do glifosato na atividade e biomassa microbiana.
De acordo com os autores, o glifosato estimulou a atividade microbiana (medida pela
mineralizagdo de carbono e nitrogénio), porém nao afetou a biomassa microbiana. A
mineralizacédo de C e N foi proporcional a dose de glifosato utlizada. Em 14 dias a
mineralizacdo de C voltou ao nivel basal. Houve relagao linear entre o C e N adicionado
e 0 C e N mineralizado indicando que o glifosato é rapidamente degradado. Resultados
semelhantes para a influéncia do glifosato na biomassa microbiana também podem ser
vistos nos trabalhos de Wardle e Parkinson (1990), Hart e Brookes (1996).

Gomez et al. (2009) avaliaram a biomassa microbiana e o quociente metabolico
da microbiota do solo apds aplicagdo de doses crescentes de glifosato. As analises
foram realizadas aos 4 e 45 dias. A biomassa microbiana aos 4 dias foi
significantemente menor nas maiores doses utilizadas (1,92 e 3,84 L i.a ha™'). Apds 45
dias a biomassa microbiana para a dose 3,84 L i.a ha” foi menor. Diferencas
significativas foram encontradas no qCO; (quociente metabdlico) entre as doses em
todos os periodos de incubagao. A atividade da deidrogenase foi maior nas menores
doses (0,48 e 0,96 L i.a ha™') e menor nas doses superiores. Os autores observaram
que os efeitos na microbiota do solo foram transitérios tanto para as doses préximas as
usadas em campo como para as maiores doses. Araujo et al. (2003) encontraram um
aumento de 10-15% no CO; evoluido do solo comparando com o mesmo tipo de solo

gue nunca recebeu glifosato. Os autores também encontraram um aumento no nimero
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de fungos e actinomicetos e uma diminuicdo no numero de bactérias. Esses resultados
indicaram que o glifosato foi degradado pelos microrganismos com a formacao de
AMPA e que o herbicida teve um efeito positivo na atividade microbiana a curto e longo
prazo. Lancaster et al. (2009), reportam que ocorre incorporagdo de residuos de 4C-
glifosato a biomassa microbiana, indicando uma forma de utilizagdo por via metabdlica.
Porém, os ensaios de degradacdo nao apresentaram incrementos em fungdo da
incorporagao na biomassa microbiana, indicando que a degradagao do glifosato ocorre
por uma via co-metabolica.

O glifosato, de uma forma geral, é considerado um herbicida seguro ao meio
ambiente principalmente devido sua rapida inativacdo no solo (pela formagao de
residuos ligados) e rapida degradagcédo no solo. Porém, em fungcdo da utilizacdo de
elevadas quantidades dessa molécula em diferentes situagdes ambientais, sao

necessarios estudos continuos sobre o comportamento desse herbicida.

1.5 Comportamento e influéncia nos aspectos microbianos do solo pela atrazina

A atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina] € um herbicida
pertencente ao grupo quimico das triazinas, seletivo, utilizado no controle de plantas
daninhas na cultura do milho, sorgo, cana-de-acgucar, entre outras (TOPP et al., 2000).
Atua como um inibidor da fotossintese sendo transportado via xilema e acumulando-se
em meristemas apicais (ROBERTS, 1998).

A atrazina é considerada uma molécula recalcitrante no ambiente, considerada
moderadamente persistente no solo e, embora possua baixa solubilidade em agua
(33ug L a 22°C) apresenta elevado potencial de mobilidade no solo (WINKELMANN;
KLAINE, 1991). Seu principal mecanismo de dissipagao € através da degradacao
microbiana (KAUFMAN; KEARNEY, 1970). O baixo coeficiente de particao (Kq= 0,19 —
2,46), também faz com que a molécula possua potencial de transporte em superficie e
subsuperficie (HUBBER, 1993; SOLOMON et al., 1996). Diversos autores destacam a
problematica da contaminacdo de aguas superficiais e subsuperficiais pela atrazina
(BUSER, 1990; PICK et al.; 1992; DORFLER et al., 1997; YASSIR et al., 1999; entre
outros) tanto que seu uso foi banido na Unido Européia em 2003 (SASS; COLANGELO,
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2006). Jablonowski et al. (2009), conduziram estudos de persisténcia de atrazina
passados 22 anos da Uultima aplicacdo deste herbicida. Foram detectadas
concentragbes em média quatro vezes maiores em subsuperficie comparado a
superficie do solo (0-10cm), indicando elevado risco de contaminagdo de aguas
subterraneas, mesmo apds 22 anos de exposicao desse herbicida.

Nos solos a atrazina apresenta sorcao relacionada ao conteudo de matéria
organica (NOVAK, 1999), pH (MA; SELIM, 1996), densidade de carga superficial de
argilas e, em argilas expansiveis, a densidade de carga entre camadas (GILCHRIST et
al., 1993). De acordo com Ma e Selim (1996), a hidroxiatrazina (produto da degradagao
quimica da atrazina), € mais fortemente sorvida no solo que a atrazina. A desetilatrazina
e deisopropilatrazina (produtos da degradacao biolégica da atrazina) possuem maior
mobilidade que a atrazina. Correia et al. (2007) avaliaram a sorgdo de atrazina em um
solo tropical. Os resultados indicaram baixa capacidade de sorcao atribuido a textura
arenosa do solo e a presenca de minerais altamente intemperizados com baixa
superficie especifica e capacidade de troca catiénica. Prata et al. (2003), conduziram
ensaios de sorgao de atrazina sob sistema de plantio direto e convencional também em
um solo de clima tropical. A porcentagem de atrazina sorvida foi por volta de 43% para
os dois sistemas de cultivo. No ensaio de dessorgao, os autores reportam a presencga
de aproximadamente 91% de atrazina sorvida, indicando que houve uma pequena
histerese comparada aos dados da literatura. Isto significa que sorgéo de atrazina nao é
completamente reversivel e requer menor energia que a dessorgao. Peixoto et al.
(2005), avaliando a remobilizacédo de residuos ligados de atrazina em acidos fulvicos,
observaram que grande parte dos residuos de '*C-atrazina em &cidos fulvicos
permaneceu nesta fracdo, sendo a remobilizacdo para os acidos humicos e humina
insignificante e também, ocorreu baixa mineralizagao deste herbicida. Kleinschmitt et al.
(2006), observaram elevada sorcdo de atrazina em seus estudos independente da
mineralogia e teor de carbono em um argissolo e um vertissolo. Em média 65 a 70% do
total do herbicida aplicado permaneceram sorvidos. Os autores também observaram
que a dessorcao de atrazina decresceu com o tempo, relacionando isto a degradagcao
da atrazina disponivel na solugdo do solo. Correa et al. (2007), avaliaram a sorgcao de

atrazina em um Latossolo Vermelho distroférrico de textura argilosa sob sistemas de
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plantio direto, plantio convencional, vegetacdo nativa e solo subsuperficial, onde os
teores de matéria organica foram 33,3; 59,0; 31,3; 31,3 g.dm? respectivamente. O
sistema de plantio direto apresentou o0 maior potencial de adsor¢cao de atrazina, em
relacdo aos outros sistemas. Isso indica que nao s6 a quantidade, mas a qualidade e o
grau de humificagcdo da matéria organica incorporada ao solo devem ser levados em
consideracao nos estudos de retengao de pesticidas. De acordo com os autores, as
diferencas na qualidade da matéria organica do solo podem explicar resultados
controversos como, por exemplo, o estudo de Prata et al. (2003).

O transporte de atrazina no solo se da através do transporte lento através da
matriz do solo ou rapido, através dos macroporos (MA; SELIM, 1996). Correia e
Langenbach (2006), reportam perdas de atrazina por lixiviagdo de 4 a 11% em um
argissolo sob a condigao de clima tropical umido. Os autores atribuiram essa variagao
ao fluxo preferencial causado por fissuras no solo. A textura arenosa e o baixo teor de
matéria organica do solo estudado, possivelmente foram os responsaveis pela
diminuicao da capacidade de retengdo de agua, o que favorece a lixiviagdo da solugéo
do solo contendo atrazina. Com relacdo ao runoff, aos dois dias, foi observado um
percentual de 1,6 e 0,4 do total aplicado na fase liquida e sorvida nas particulas de solo
erodidas, respectivamente. Essa diferenca € atribuida a solubilidade da atrazina
(<10mg L™, o que caracteriza uma tendéncia de permanecer na fase liquida.

A degradacao de atrazina nos solos ocorre por via quimica ou bioldgica
resultando na formacéao principalmente dos metabdlitos hidroxiatrazina, deetilatrazina e
deisopropilatrazina. Estes metabdlitos possuem diferentes potenciais de mobilidade e
toxicidade e, portanto, diferentes potenciais de contaminacdo (BARRETT, 1996). A
degradacao bidtica é considerada a maior rota de degradagao de atrazina nos solos
(BARRIUSO; HOUOQOT, 1996), sendo a N-dealquilagdo a primeira reagdo da rota de
degradacdo, com a remogao do grupo etil seguido da remogao do grupo isopropil
(RADOSEVICH et al., 1995). De acordo com Haney et al. (2002), microrganismos
especificos sdo capazes de detoxificar a atrazina por reacbes de N-dealquilagédo ou
dehalogenacgao, e estes sdo capazes de utilizar o nitrogénio do anel triazinico como

fonte de energia. E importante destacar que a hidrélise quimica, com a formacéo de
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hidroxiatrazina (ARMSTRONG et al., 1967), € um importante meio de dissipagéo desse
herbicida em solos acidos (PIMENTEL; ROSIM,2000).

Barriuso e Houot (1996) realizaram um estudo comparativo entre a mineralizagao
de atrazina em solos com microbiota adaptada (com histérico de aplicagdo) e néo-
adaptada (sem historico de aplicagdo) concluindo que a taxa de mineralizagéo foi
sempre inferior na situagdo ndo-adaptada. Hang et al. (2007) avaliaram a mineralizagéo
de atrazina em superficie e subsuperficie em solos com aplicagdes prévias de atrazina.
De acordo com os resultados, os autores sugerem que 0s microrganismos responsaveis
pela mineralizagdo de atrazina ficam distribuidos tanto em superficie como em
subsuperficie em solos adaptados, indicando que a aplicacdo freqlente de atrazina
aumenta a mineralizacido em subsuperficie sendo considerado um mecanismo natural
de biorremediagdo. Estudos conduzidos por Krutz et al. (2009) indicam uma lag fase
cinco vezes menor € mineralizagao da atrazina por volta de trés vezes maior quando se
compara solos adaptados a solos ndo-adaptados. Krutz et al. (2010) afirmam que em
um ponto de vista ambiental, os residuos de atrazina no ambiente podem ser super
estimados em aproximadamente 13 vezes em solos adaptados pois a persisténcia e
rotas metabdlicas nao refletem o destino e o transporte deste herbicida.

Houot et al. (2000), observaram em seus estudos que quando o pH do solo foi
menor que 6,5, menos de 25% de '*C-atrazina inicialmente aplicada foi mineralizada
em solos adaptados. Em contrapartida, quando o pH do solo foi superior a 6,5 houve
mineralizacdo de aproximadamente 80% aos 35 dias de incubagdo. De acordo com os
autores, a acidez do solo diminui a biodisponibilidade dessa molécula, pois seu
metabdlito hidroxiatrazina em meio acido apresenta elevada sor¢cdo. Behki e Khan
(1986), afirmam que uma fragao consideravel de atrazina é degradada por espécies
nao fungicas. O grupo Pseudomonas foi responsavel por 25 a 30% da biodegradacao
de atrazina através da N-dealquilagdo removendo o grupo isopropil ou etil da molécula
de atrazina. A formagdao de deisopropilatrazina foi maior que a formagao de
deetilatrazina. A razdo da preferéncia pela n-dealquilagdo do grupo isopropil ndo é
conhecida. Goswami e Green (1971) avaliaram a degradacdo de atrazina em um
ambiente anaerdbio. A degradacéo foi lenta em funcao do elevado pH e aeracgao restrita

do meio.
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De Queiroz e Monteiro (2000), reportam elevados valores de mineralizagdo de
atrazina (em média 36%) em seus estudos, atribuindo esses resultados principalmente
a alternancia da temperatura entre o dia e a noite, o que pode favorecer diferentes
populagdes microbianas ao ataque deste herbicida. Associando a elevada
mineralizacdo com o aumento dos residuos nado-extraiveis de atrazina conforme o
tempo, os autores afirmam que a fracdo mineralizada de atrazina se deve a fragao
extraivel. Roeth et al. (1969), observaram que a cada aumento de 10°C na faixa de 15 a
35°C causa um incremento na taxa de degradagao de atrazina na ordem de 2 a 3 vezes
nos solos estudados.

A influéncia da atrazina nos aspectos microbianos do solo é extensamente
discutida e apresenta resultados controversos. Por exemplo, com relagao a influéncia
da atrazina no carbono da biomassa microbiana, Song et al. (2009) e Moreno et al.
(2007) reportam um aumento em solos de regides de clima semiarido e, Ghani et al.
(1996) constataram em seus estudos que o carbono da biomassa microbiana ficou
inalterado. Mahia et al. (2008), também observaram que ndo houveram incrementos no
carbono da biomassa microbiana em seus estudos a partir de dois tipos de
Cambissolos. A mineralizagdo de carbono pelo solo (baseado no desprendimento de
CO; pelo solo) € um parametro bastante avaliado quando se busca entender as
relagcdes entre pesticidas e microbiota do solo. Em relagdo a influéncia da atrazina
nesse parametro Gan et al. (1996), utilizando uma faixa de concentragdo de 500 a
5000mg Kg™ solo observaram que houve um aumento na taxa de CO, desprendido.
Mahia et al. (2008), estudaram a mineralizacao de carbono pelo solo em Cambissolos
influenciado pela adigdo de atrazina. Os autores afirmam que o aumento nesse
parametro foi mais pronunciado nos primeiros sete dias, porém manteve-se em menor
extensao durante todo o periodo de incubacgao, indicando um efeito residual da atrazina
na comunidade microbiana do solo.

A elevada persisténcia associada ao potencial de mobilidade no ambiente da
atrazina caracteriza seu elevado risco de contaminagcdo do meio ambiente. Também,
seus efeitos toxicos a microbiota do solo sugerem a busca de alternativas que

viabilizem a diminui¢do do seu uso.



33

1.6 Associacgoes entre pesticidas e o comportamento no solo

As associagdes entre herbicidas, mais conhecidas como misturas de tanque, tem
a finalidade de reduzir o numero de pulverizagdes. Essa pratica tem sido preferida pelos
produtores, pois requer menos tempo e custo de aplicagdo comparada a cada herbicida
aplicado individualmente (SHAW; ARNOLD, 2002). A pratica mais comum consiste em
aplicar simultaneamente herbicidas de agao total e residual, objetivando aumentar o
espectro de espécies controladas ou seu periodo de controle. Essa pratica pode
resultar, em termos de controle da espécie desejada, reagbes antagbnicas ou
sinérgicas que dependem dos herbicidas utilizados e das plantas a serem controladas
(VIDAL et al.,, 2003). Varios estudos elucidam a questdo de efeitos sinérgicos e
antagonicos no controle de plantas daninhas, relativos a mistura de ingredientes ativos.
Em relacéo ao herbicida glifosato, por exemplo, destacam-se: Vidal et al. (2003); Shaw
e Arnold (2002), Selleck e Baird (1981). Porém, o efeito das associagdes no destino dos
pesticidas no solo é pouco discutido.

White et al. (2010), estudaram os efeitos do fungicidas chlorothalonil,
tebuconazole, flutriafol e cyproconazole na cinética de dissipacdo do herbicida
metolachlor. O chlorothalonil diminuiu significativamente a dissipagdao do metolachlor
comparado ao solo nao tratado ou tratado com os outros fungicidas. Ocorreu uma
reducéo significante na formagdo de metabdlitos de metolachlor e os autores atribuem
isto, a influéncia do fungicida na atividade da enzima glutationa S-transferase. De uma
forma geral, o chlorothalonil aumentou a persisténcia em duas vezes do metolachlor.
Ke-Bin et al. (2008) estudaram a degradacdo dos herbicidas atrazina e bentazone
aplicados em associagdo na cultura do milho. Comparando a degradacdo das
moléculas aplicadas individualmente e em combinagcdo notou-se uma lag fase maior e
também, uma redugcdo na degradagcdo quando aplicados em combinacédo. De acordo
com os autores, o uso da combinagao desses pesticidas prolonga sua persisténcia no
solo e consequentemente aumenta seus potenciais de contaminagdo ambiental.

Krutz et al. (2003), estudaram o efeito do glifosato na degradagao de atrazina em
um solo de textura siltosa, pH 8,3 e carbono organico 10,6g Kg™' da regido do Texas,

EUA. A degradacdo da atrazina foi inversamente correlacionada com a dose de
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glifosato e atividade microbiana em um periodo de oito dias, indicando que o glifosato
estimulou a atividade microbiana e inibiu a degradagdo da atrazina. Os autores
argumentam que o mecanismo de degradacdo da atrazina nesse sistema é
preferencialmente microbiano e a redugédo da degradacgédo esta relacionada com o
decréscimo da atividade enzimatica e/ou a supressao das popula¢des degradantes pelo
glifosato. Para o mesmo tipo de solo, resultados semelhantes sdo demonstrados por
Haney et al. (2002) que estudaram o efeito da atrazina e glifosato na atividade
microbiana do solo através da mineralizagdo de carbono (C) e nitrogénio (N) do solo.
Os autores concluiram que os tratamentos em que se utilizou a mistura entre atrazina e
glifosato a atividade microbiana foi superior comparada a aplicagéo apenas de atrazina.
Também, a partir dos fluxos de C e N, que ocorre preferéncia microbiana pelo glifosato
em um primeiro momento, levando a crer que a completa mineralizacdo deste herbicida
ocorra em 14 dias sendo seguida por uma rapida degradagao de atrazina.

Zablotowicz et al. (2008) avaliando os efeitos do glufosinato, sulfato de aménio e
da combinagédo de glufosinato e sulfato de ambnio sobre a mineralizagdo da atrazina
observaram que houve uma reducdo na mineralizagcdo deste herbicida quando o
glufosinato e sulfato de aménio foram aplicados conjuntamente. Os autores explicam
que a fertilizagdo com sulfato de aménio altera a particdo da molécula de "C-atrazina, a
formacado de metabdlitos e os residuos nao extraiveis da molécula indicando que este
fertilizante reprime a clivagem do anel triazinico da molécula de atrazina. Os resultados
encontrados indicam que a aplicagao conjunta de glufosinato com uma fonte mineral de
nitrogénio pode aumentar a persisténcia de atrazina nos solos, aumentando seu efeito
residual. Lancaster et al. (2008) avaliaram a degradacdo microbiana do herbicida
fluometuron influenciada pelo glifosato. A adi¢ao de glifosato aumentou a mineralizacao
de carbono pelo solo e aumentou a degradagao de fluometuron. Os autores atribuem o
aumento da mineralizagdo de C pelo solo com o aumento da degradacédo de
fluometuron ou um efeito priming causado pelo glifosato.

Tejada (2009), avaliou a influéncia da associacao entre glifosato e diflufenican
em aspectos biologicos do solo. Quando estes pesticidas foram aplicados em
associagado, houve um maior tempo para a degradacdo de ambos, comparado a suas

aplicagbes individuais. A associagao entre glifosato e diflufenican aumentou os efeitos
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toxicos de ambos os pesticidas na atividade biologica do solo (medida através do
carbono da biomassa microbiana e atividade das enzimas dehidrogenase, urease, B-
glucosidase, fosfatase e arilsulfatase) e a persisténcia individual de cada herbicida.
Pereira et al. (2008), avaliaram a influéncia da associagdo entre glifosato e endosulfan
sobre a atividade microbiana do solo na cultura da soja. A atividade microbiana do solo
foi medida através da determinagao da producdo de CO;, pela microbiota do solo. A
aplicacdo de endosulfan isolado ou em associagdo com o glifosato reduziu esse
parametro e também, a biomassa microbiana e o quociente metabdlico.

A associacao entre pesticidas, por ser uma pratica comum, deve ser considerada
nos estudos de destino ambiental dessas moléculas. Os resultados demonstrados pela
literatura evidenciam a existéncia de interacdes entre os pesticidas, o que pode
modificar ou alterar seus comportamentos nos compartimentos ambientais. Por isso, os
estudos de comportamento e destino ambiental de pesticidas devem incluir esse

aspecto, buscando aproximar os estudos de laboratério a realidade no campo.
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2 DEGRADAGAO E MINERALIZAGAO DE GLIFOSATO E ATRAZINA APLICADOS
EM ASSOCIAGAO EM UM LATOSSOLO VERMELHO-ESCURO

Resumo

O objetivo deste estudo foi analisar através dos ensaios de mineralizagdo e
degradagdo o comportamento no solo da associagdo entre as moléculas de atrazina e
glifosato. Para tal, combinaram-se as doses de campo de glifosato (2,88Kg ha™) a 0,
1/2, 1 e 2 vezes a dose de campo de atrazina (3,00Kg ha™') e a dose de campo de
atrazina a 0, 1/2, 1 e 2 vezes a dose de campo de glifosato. A mineralizacdo dos
herbicidas foi medida aos 0, 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 dias e a degradagao
aos 0, 7, 28 e 63 dias apds o inicio do experimento. A presencga da atrazina na dose de
campo estimulou a mineralizagao do glifosato. Porém, quando se utilizou o dobro ou a
meia dose de atrazina recomendada a campo, ndo houve diferenga em relacdo a
aplicacao individual de glifosato. Portanto, as diferengas observadas ndo podem ser
atribuidas a presenca de atrazina. A influéncia do glifosato na mineralizagao de atrazina
foi evidente, sendo crescente conforme se aumentou a dose de glifosato e a dose
maxima de glifosato acelerou a degradagédo de atrazina. Portanto, a associagédo entre
esses herbicidas permitiu um aumento na mineralizacdo e degradacao de atrazina. A
associagao entre pesticidas pode promover reagdes sinérgicas ou antagbnicas no
processo de dissipacdo desses compostos principalmente devido sua influencia na
microbiota do solo.

Palavras-chave: Atrazina; Glifosato; Degradacéo; Mineralizagao; Associagao

Abstract

The aim of this study was to analyze through mineralization and degradation tests
the behavior of the association between the molecules of atrazine and glyphosate in the
soil. To this end, we combined field doses of glyphosate (2.88 kg ha™) with 0, 1/2, 1 and
2 times field doses of atrazine (3.00 kg ha™') and a field dose of atrazine with 0, 1/2, 1
and 2 times field dose of glyphosate. Mineralization of herbicides was measured at 0, 3,
7,14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 and 63 days and degradation at 0, 7, 28 and 63 days after
the beginning of the experiment. Presence of atrazine in the field dose stimulated
mineralization of glyphosate. However, when we used the double or half of the
recommended field dose of atrazine, there was no difference in relation to the
application of glyphosate alone. Therefore, observed differences cannot be attributed to
the presence of atrazine. The influence of glyphosate in atrazine mineralization was
evident, rising as the dose of glyphosate increased and the higher dose of glyphosate
accelerated atrazine degradation. Thus, the association between these herbicides
allowed an increase in mineralization and degradation of atrazine. The association
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between these pesticides can promote synergistic or antagonistic reactions in the
dissipation process of these compounds mainly due to their influence on soil microflora.

Keywords: Atrazine; Glyphosate; Dissipation; Association

2.1 Introducao

O plantio comercial do milho geneticamente tolerante ao glifosato foi aprovado no
Brasil em 2008. O amplo espectro do herbicida glifosato exclui a necessidade de
utilizacdo de varios principios ativos seletivos a determinadas plantas daninhas.
Portanto, espera-se que os efeitos negativos ao meio ambiente sejam menores, devido
ao glifosato ser um produto de baixa persisténcia e baixa mobilidade, e também, pelo
uso de um numero menor de herbicidas. Porém, este herbicida ndao possui efeito
residual, e para a cultura do milho é fundamental o controle de plantas daninhas em
todo o periodo vegetativo de desenvolvimento da cultura do milho. Além disso, o uso de
sucessivas aplicagcbes de glifosato pode ocasionar resisténcia de plantas daninhas a
esta molécula (de AMARANTE JUNIOR; SANTOS, 2002; PEREZ, KOGAN, 2002;
POWLES et al., 1998). Portanto, uma das alternativas de uso de herbicidas no controle
de plantas daninhas é a aplicagdo de glifosato associado a algum herbicida residual
(DEWAR, 2009). Owen (2000) analisou o uso atual do milho geneticamente modificado
tolerante ao herbicida glifosato nos Estados Unidos afirmando que os herbicidas
residuais podem ser combinados a herbicidas nao-residuais e nao-seletivos em pre-
emergéncia e, ja existe um numero de associagdes disponiveis comercialmente entre
elas: glufosinato ou glifosato associado a atrazina. Desta forma, a atrazina, que é
largamente utilizada para esta cultura no Brasil, pode ser usada em associagdao ao
glifosato.

O (¢lifosato [N-(fosfonometil) glicina)] € um herbicida pertencente ao grupo
quimico das glicinas substituidas, ndo-seletivo e sistémico, utilizado para o controle de
plantas daninhas em pré-emergéncia ou pds-emergéncia em culturas resistentes. A
expansao do plantio direto e o desenvolvimento de culturas geneticamente modificadas
resistentes a este herbicida causaram o aumento na sua utilizacdo e consequente

aumento de sua presenga no meio ambiente, especialmente no solo. De acordo com
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Moshier e Penner (1978), a taxa de mineralizagdo do glifosato no solo € inicialmente
rapida seguida por um periodo prolongado e lento. As principais vias de degradagao
microbiana do (glifosato no solo sdo: clivagem da molécula produzindo &cido
aminometilfosfénico (AMPA) e a clivagem da ligagdo C-P da molécula pela agdo da
enzima C-P liase produzindo sarcosina (LIU et al.,1991).

A atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina] € um herbicida preé-
emergente pertencente ao grupo quimico das triazinas utilizado principalmente, no
controle de plantas daninhas na cultura do milho. A atrazina é considerada uma
molécula recalcitrante no ambiente, e seu principal mecanismo de dissipagcao é através
da degradagcdo microbiana (KAUFMAN; KEARNEY, 1970). A literatura sobre o
comportamento de pesticidas no solo € limitada ao estudo individual de cada molécula.
Porém no ambito agricola, o solo é o destino de um numero variado de pesticidas e,
embora n&o prevista na legislagéo brasileira, a mistura de herbicidas em tanque € uma
pratica comum. Portanto, o objetivo desse trabalho é analisar através dos ensaios de
mineralizacédo e degradagdo o comportamento no solo da associagdo entre as

moléculas de atrazina e glifosato em relagéo a seus comportamentos individuais.

2.2 Material e Métodos

2.2.1 Descrigdo da Area e Solo

A coleta das amostras foi realizada no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de
Corte (CNPGC — Embrapa) na cidade de Campo Grande — MS. O solo da area é
classificado como Latossolo vermelho-escuro distroférrico, classe textural argilosa,
mantido 16 anos sob cultivo de pastagem (Brachiaria brizantha). A escolha do modelo
de manejo deveu-se a auséncia de aplicacdo das moléculas estudadas, anulando o
efeito da degradacédo acelerada de pesticidas, estudada pelos autores Krutz et al.
(2008), Barriuso e Houot (1996), Robertson e Alexander (1994). A profundidade de
coleta das amostras foi de 0 - 0,10 m e as mesmas foram armazenadas a temperatura

de 4°C até o inicio do experimento, que transcorreu apés 15 dias. Para as analises
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quimicas e fisicas as amostras foram secas ao ar e passadas em peneira de 2 mm.
Para os ensaios de biodegradacdo e mineralizagdo, as amostras resfriadas foram
aclimatadas a temperatura ambiente por sete dias para posterior peneiramento em
malha 2 mm e execucao dos ensaios.

As anadlises quimicas e fisicas foram realizadas no Departamento de Solos e
Nutricdo de Plantas da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”. O pH
determinado em agua e KCI 1 mol L™ e a analise granulométrica (tabela 1) pelo método
do densimetro (CAMARGO et al., 1986). A determinagao dos atributos quimicos (tabela
1) obedeceu a metodologia proposta por Raij et al. (2001). A determinagdo da
capacidade de retencéo do solo foi realizada a partir de uma amostra de 150 g de solo
em ftriplicata colocada em um béquer com capacidade de 500 mL. Com o auxilio de
uma pipeta adicionou-se 2 mL de agua destilada gota a gota por 40 segundos. O torrao
formado foi seco em estufa (105°C por 24 horas) e a capacidade de reteng¢ao calculada

pelo peso seco do solo que absorveu os 2 mL de agua (COSTA, 1983).

Tabela 1 - Atributos fisico-quimicos do solo
Atributos Unidade Resultado

Areia 56
Silte % 1
Argila 43
pH H,0 5,5
pH KCI 5
c* gKg” 31
P mg Kg”’ 13
K 1
Ca* 36
2+
Mg mmol, Kg™ 26
H + A% 33
AP 0
T 96
V*** 66

*kkk %
m 0
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2.2.2 Ensaios de Mineralizagao e Degradagao

O ensaio de mineralizagdo dos herbicidas atrazina e glifosato foi realizado em
duas situagdes: aplicados em combinacdo e individualmente. A concentracdo do
glifosato (produto técnico + molécula radioativa) utilizada foi de 2,16 pg g™ de solo, que
corresponde a 2,88 Kg ha™' de ingrediente ativo. A concentracdo da atrazina (produto
técnico + molécula radioativa) foi de 2,25 pg g™ de solo, que corresponde a 3 Kg ha™ de
ingrediente ativo. Para ambas moléculas considerou-se a maior dose recomendada a
campo, 0,im de profundidade e densidade do solo de 1,20 g cm®. A pureza
radioquimica e atividade especifica do '*C-glifosato bem como da '“C-atrazina foi de
94% , 0,2333 mCi mg™ e 95%, 0,0843 mCi mg™, respectivamente.

O ensaio foi conduzido em frascos tipo “Bartha” com quatro repeticbes conforme
os tratamentos (tabela 2). As solugdes contendo glifosato foram preparadas em CaCl,
H20 (0,01 mol L") e as de atrazina foram preparadas em acetona, ambas acrescidas do
produto técnico e o radioativo a um volume de 300 pL por frasco. Essas solucdes
foram aplicadas diretamente na superficie das amostras de solo seguida de
homogeneizacdo e elevagdo da umidade dos solos para 60% da capacidade de
retencdo de agua. Os frascos passaram por um periodo de incubagédo de 63 dias em
sala climatizada, no escuro, a 25 + 2°C. Em cada frasco adicionou-se 50 g de solo
(base seca) e a umidade correspondente a 60% da capacidade de retencao foi corrigida
semanalmente. Na lateral do frasco de “Bartha” foi adicionado 10 mL de solucéo de
NaOH 0,2 mol L™ para coleta e determinacdo do “CO, desprendido. Aos 3, 7, 14, 21,
28, 35,42, 49, 56 e 63 dias apos o inicio do ensaio todo o NaOH da lateral do frasco foi
substituido e entado, a partir do NaOH retirado foram extraidas duas aliquotas de 1mL
acrescidas a 10 mL de solucdo cintiladora para determinagdo do “CO,. A leitura da
radioatividade presente nas aliquotas foi realizada por espectrometria de cintilagao
liquida (ECL). Durante todo o periodo de incubagdo a massa de solo foi aerada com ar
isento de CO, para evitar a anaerobiose do sistema.

Os dados de desprendimento de *CO, acumulado foram ajustados a um modelo

de cinética de primeira ordem de acordo com a eq. (1).
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C = Co-(1-€™) (1)

onde;

C: concentracéo do herbicida remanescente no solo no tempo t (%)

Co: concentracao do herbicida no tempo zero;

k: constante de velocidade de mineralizacéo (dia™);

t: tempo de incubacdo em dias.

A partir dos valores de k foi possivel calcular a meia-vida de mineralizagao (ti2
min) (€Q. 2) dos herbicidas que é definida como o tempo em que 50% do reagente passa

a produto final da reacao
t1/2min =In2/k (2)

As médias acumuladas aos 63 dias e meia-vida de mineralizagdo foram
submetidas ao teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

O ensaio de biodegradagao foi conduzido conjuntamente ao de mineralizagao
utilizando os mesmos tratamentos (tabela 2). Porém, foram realizadas duas repetigdes
para cada tratamento, e as extragcdes dos herbicidas e seus metabdlitos em estudo
foram feitas aos 0, 7, 28 e 63 dias apds o inicio do experimento. Para o glifosato
realizaram-se trés extragcdes por agitacao a 180 rpm durante 2 horas adicionando a
massa de solo 100 mL de CaCl, 0,01 mol L™". A andlise de metabdlitos presentes néo
pdde ser efetuada, pois a porcentagem extraida pelo método utilizado foi insignificante.

Para extracdo da Atrazina foi utilizada uma solugdo de acetonitrila e agua (4:1,
v/v), na relacdo 1g de solo para 3 mL de solugédo. As solugbes foram colocadas em
agitacado por uma hora a 220 rpm em agitador horizontal e em seguida, centrifugadas a
10.000 rpm por 15 minutos. Esse procedimento de extracao foi repetido por trés vezes.
Os extratos obtidos foram concentrados em rotaevaporador a 40°C para um volume
final de 0,5 mL. Aplicou-se em placas de TLC (60F254) um volume de 0,1 mL do extrato
rotaevaporado e em seguida essas placas foram eluidas com o seguinte sistema de
solventes: cloroféormio, acetona, acido acético e agua na propor¢dao em volume de
50:30:15:1. Um ponto da placa de TLC foi utilizado para aplicacdo do padrao contendo

atrazina. A estimativa da quantidade de atrazina radiomarcada foi realizada através da
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exposi¢cao das placas de TLC a um filme fosforecente por 24 horas, seguida de
(Perkin-Elmer).

determinacdo de atrazina presente, as amostras foram secas ao ar e homogeneizadas.

escaneamento no equipamento Cyclone Apoés a extragdo e
Em seguida, foi realizada para cada tratamento a partir de uma massa de 0,2 g de solo
uma oxidagdo no equipamento Oxidizer-OX 500 tanto para os tratamentos contendo
4C-glifosato como '*C-atrazina.. Esse procedimento permitiu o fechamento do balango

de radioatividade.

Tabela 2 - Descrigao dos tratamentos para os ensaios de mineralizagéo
e biodegradagéo

Volume em uL g™ solo de principio ativo
"“C-atrazina "“C-glifosato

Atrazina (produto Glifosato (produto

(produto técnico + (produto técnico +
Tratamento técnico) radioativo) técnico) radioativo)
Glif+0AT - - - 2,16
Glif+1/2AT 1,12 - - 2,16
Glif+1AT 2,25 - - 2,16
Glif+2AT 4,50 - - 2,16
AT+0GIif - 2,25 - -
AT+1/2Glif - 2,25 1,08 -
AT+1GIif - 2,25 2,16 -
AT+2GlIif - 2,25 4,32 -

2.3 Resultados e Discussao

A curva de mineralizagdo do glifosato apresentou trés fases distintas, sendo a
primeira rapida e decrescente até os 14 dias, a segunda apresentando um pico entre os
dias 21 e 49 e a terceira de lenta e praticamente constante mineralizagdo apos 49 dias
(figura 1). A primeira fase de mineralizacdo indica que nao ocorreu lag fase da
comunidade microbiana, ou seja, o glifosato esteve prontamente disponivel para os
microrganismos. Resultados semelhantes foram encontrados Accinelli et al. (2005) e
Grundmann et al. (2008). A auséncia de lag fase indica que a degradacao do glifosato
ocorre por um processo co-metabdlico (TORSTENSSON, 1985). De acordo com Ogram

et al. (1985), a sorcao de pesticidas pode aumentar ou diminuir as taxas de degradacao
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microbiana no solo, dependendo se o pesticida sorvido esta disponivel para a
microbiota do solo. Prata et al. (2000), afirmam que a sor¢gdo do glifosato esta
fortemente relacionada com a fracdo mineral dos solos ocorrendo a formagcao de
residuo ligado. Quando ocorre a formagao de residuo ligado, a biodisponibilidade do
pesticida é reduzida, pois ocorre forte ligagdo entre o pesticida e a matriz do solo
(BURAUEL; FUHR, 2000). A fase inicial decrescente na mineralizagéo do glifosato pode
ser explicada por esse conceito de sorg¢ao.

A segunda fase de mineralizacdo indica que embora a molécula ndo esteja em
solugao, ou seja, encontra-se retida na fase sélida do solo, ocorre sua utilizagéo pelos
microrganismos. O glifosato utilizado nesse trabalho foi marcado na posicéo
fosfonometil. Este carbono marcado neste grupo funcional esta presente tanto no acido
aminometilfosfonico (AMPA) como na sarcosina, ambos metabdlitos do glifosato.
Portanto, para o presente estudo ndao se pode afirmar qual das duas vias de
degradagdo ocasionou a completa mineralizacdo da molécula. E possivel que as duas
primeiras fases de mineralizagcdo representem duas rotas de degradacao diferentes,
uma predominando a formagdo de AMPA e outra de sarcosina. Rennig et al. (2008),
estudaram as interagdes entre AMPA e sarcosina com o mineral de argila
montmorilonita concluindo que para o AMPA ocorrem ligagdes covalentes entre o grupo
fosfato e a superficie do mineral e para sarcosina predomina a formagao de ligagbes de
hidrogénio. Embora a mineralogia basica da fragdo argila dos Latossolos vermelho-
escuros seja constituida principalmente de caulinita, gibbsita, goethita e hematita (KER,
1997), o estudo de Rennig et al. (2008) demonstra que os diferentes metabdlitos do
glifosato possuem diferentes formas de ligagao no solo. Portanto, pode-se esperar que
a primeira fase de mineralizagdo ocorra pela via de formacdo do AMPA, pois este
metabdlito forma ligagdes covalentes com o solo diminuindo sua biodisponibilidade com
o tempo de contato; e a segunda fase de mineralizagdo ocorra via a rota de formagao
da sarcosina, pois ocorrem ligagcdes de hidrogénio com os minerais de argila e estas
ligacbes sdo conhecidas como mais fracas que as covalentes facilitando o ataque

microbiano.
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Figura 1 - Curva de mineralizacao do glifosato a partir do desprendimento
semanal de "*CO, (%) durante 63 dias

Os resultados de desprendimento de ™CO, acumulado aos 63 dias devido a
mineralizacdo do glifosato nos diferentes tratamentos utilizados (tabela 3)
demonstraram diferencas estatisticas conforme a dose de atrazina utilizada em
associagao. A associacao entre as doses de campo de atrazina e glifosato apresentou
média superior entre os tratamentos utilizados. Porém, quando se utiliza o dobro da
dose de atrazina ou a meia dose de atrazina recomendada a campo, a média de ambas
nao difere do tratamento com aplicacao individual de glifosato. Observando os valores
de R? (tabela 3) conclui-se que houve um bom ajuste do modelo de cinética de primeira
ordem proposto para estimativa da meia-vida de mineralizacdo a partir dos dados de
desprendimento de *CO,. Com relacdo ao parametro de meia-vida de mineralizagdo
do glifosato (tabela 3), ndo ocorreram diferengcas estatisticas entre os tratamentos.
Embora existam diferencas no desprendimento de '“CO, conforme os tratamentos
utilizados, essa diferenca é considerada pequena, pois esses valores nao sao
proporcionais as doses utilizadas de atrazina e também, ndo houve efeito na meia-vida
de mineralizagdo dessa molécula. Portanto, as diferencas observadas nao podem ser

atribuidas a presenca de atrazina.
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Tabela 3 - "*CO, desprendido acumulado aos 63 dias (%) e meia-vida de mineralizacéo
para o glifosato

14
CoO, ¢
Tratamento  desprendido Loz K R?

o mineralizacéo

(%)
Glif+0AT 22,52 b* 18,64 + 3,31a 3,71x 103 0,99
Glif+1/2AT 23,23 ab 17,99 £ 1,62a 3,85x 102 0,99
Glif+1AT 24,13 a 18,66 + 0,81a 3,71x 103 0,99
Glifr2AT 22,99 ab 18,87 + 3,19a 367x10° 0,99

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatiticamente pelo teste
de Tukey a_ 5%

A quantidade de atrazina mineralizada nos 63 dias de incubagao variou de 0,70 a
0,97% da radioatividade inicialmente aplicada (tabela 4). Barriuso e Houot, (1996)
realizaram um estudo comparativo entre a mineralizacdo de atrazina em solos com
microbiota adaptada (com histérico de aplicagdo) e ndo-adaptada (sem histérico de
aplicacao) concluindo que a taxa de mineralizagéo foi sempre inferior na situagao nao-
adaptada. Houot et al. (2000), encontraram resultados semelhantes e também
atribuiram a baixa mineralizacdo de atrazina ao pH dos solos estudados. Em solos
acidos, a taxa de mineralizacido foi menor que em solos alcalinos. Os autores atribuem
a diminuicdo de biodisponibilidade devido a elevada sorcdo do metabdlito
hidroziatrazina em baixo pH como responsavel pela menor mineralizagao de atrazina. A
baixa mineralizagdo de atrazina observada nesse trabalho pode ser explicada pela
auséncia de aplicagao desta molécula e também ao valor de pH na faixa acida (5,5).

A curva de mineralizacdo da atrazina apresentou uma fase inicial de lenta
mineralizacdo com duracéo de 14 dias seguida de um pico entre os 14 e 42 dias (figura
2). A fase lenta é atribuida a lag fase da comunidade microbiana e infere-se que esta
fase foi longa em funcdo do solo utilizado para este estudo ndo ter histérico de
aplicagdes de atrazina, ou seja, a comunidade microbiana ndo estava adaptada a
utilizar o composto. Estudos conduzidos por Krutz et al. (2009) indicam uma lag fase
cinco vezes menor e mineralizagao da atrazina por volta de trés vezes maior quando se
compara solos adaptados a solos nao-adaptados.. Portanto, a fase inicial de lenta

mineralizacdo da atrazina pode ser compreendida como o tempo necessario para a
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comunidade microbiana do solo estar apta a utilizar a molécula como fonte de energia.
A segunda fase de mineralizagdo da molécula reflete a adaptagcdo da comunidade
microbiana em utiliza-la como fonte de energia, pois esta fase apresenta-se na forma
exponencial. Apos esse periodo, ocorre um declinio na mineralizagdo tendendo a
estabilidade. Albuquerque et al. (2001), obteve resultados semelhantes e afirmam que a
curva de mineralizagao da atrazina é semelhante a curva de crescimento da populacéo
microbiana pois apresenta lag fase, crescimento exponencial e declinio.

A influéncia do glifosato na taxa de mineralizagdo da atrazina € acentuada (figura
2), sendo que as médias de “CO, desprendido (%) sdo proporcionalmente maiores em

funcéo das diferentes doses de glifosato utilizadas (Tabela 4).
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Figura 2 - Curva de mineralizagao da atrazina a partir do desprendimento semanal de
“CO; (% ) durante 63 dias
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Tabela 4 - "*CO, desprendido acumulado aos 63 dias (%) e meia-vida de mineralizacéo
para a atrazina

14
Cco; ¢
Tratamento  desprendido Loz K R?

o mineralizacéo

(%)
AT+0GIif 0,70 c* 177,23 £ 66,57a 3.911x 103 0.99
AT+1/2Glif 0,77 bc 147,6 £ 119,30a 4.696 x 10° 0.99
AT+1Glif 0,93 ab 135,22 + 61,19a 5.126 x 10 0.98
AT+2Glif 0,97 a 83,46 + 47,73a 8.002 x 10° 0.98

*meédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%

Haney et al. (2002), observaram que ocorre uma preferéncia da microbiota do
solo ao glifosato como substrato comparado a atrazina. Porém, conforme o consumo do
glifosato é totalizado, a atrazina passa a ser rapidamente consumida. Os mesmos
autores também afirmam que a associagao entre a atrazina e glifosato promove maior
atividade microbiana quando comparada a aplicagdo apenas de atrazina atribuindo
esses efeitos a baixa relacdo C:N dos herbicidas utilizados, pois a aplicagdo desses
herbicidas em associagcdo fornece uma fonte de nitrogénio disponivel ao
microrganismos suficiente para superar a imobilizagéo inicial desse composto quando
se aplica apenas atrazina. Esses resultados sdo contrastantes aos observados neste
trabalho (figura 3). Aos 28 dias, ocorre tanto um pico para mineralizacdo da atrazina

como para o glifosato.
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Figura 3 - Curvas de mineralizagéo para atrazina e glifosato aplicados
em associa¢ao na dose de campo recomendada

E importante destacar que a fase exponencial de mineralizagdo da atrazina
coincide com a segunda fase de mineralizagdo do glifosato onde foi sugerido sua
mineralizagao via formagao da sarcosina. Ao estudar a degradacéao do glifosato por um
grupo de Streptomicetos, Obojska e Lecjzak, (1999), observaram que estes
microrganismos podem utilizar a molécula ndo s6 como fonte de fésforo, mas também
como fonte de nitrogénio com o aparecimento de sarcosina como metabdlito
intermediario. As doses crescentes de glifosato utilizadas nesse trabalho podem estar
contribuindo como fonte de nitrogénio diminuindo a imobilizagao inicial quando o unico
substrato € a atrazina o que explica 0 aumento na mineralizagdo de atrazina conforme o
aumento de dose de glifosato no periodo de 14 a 42 dias. O modelo proposto para
estimativa da meia-vida de mineralizagdo ajustou-se aos dados de “CO, desprendido e
também, ndo houve diferenga estatistica para o parametro meia-vida de mineralizagao
da atrazina (tabela 3). Porém, em termos agronémicos, € de suma importancia a
persisténcia deste herbicida. Conforme os tratamentos utilizados, nota-se uma variagao
de aproximadamente 100 dias para o tratamento com presenca apenas de atrazina
comparado ao tratamento onde se adicionou o dobro da dose de campo de glifosato

associado a atrazina. Agronomicamente, essa diferenga é vista como negativa quando
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€ utilizada a associacao entre esses herbicidas, pois uma das principais caracteristicas
da atrazina refere-se a sua persisténcia. Porém, devido ao seu largo uso, elevada
persisténcia e moderada mobilidade no solo, a atrazina é detectada em varios
compartimentos do ambiente, especialmente nas aguas superficiais (BUSER, 1990) e
subterraneas (DORFLER et al., 1997). Desta forma, o uso da atrazina associada ao
glifosato permite a diminuicdo de sua meia-vida o que de certa forma diminui a
contaminagao do ambiente pelo composto_e indiretamente reduz sua probabilidade de
mobilizagédo. Ke-bin et al., (2008), estudaram a associagéo entre atrazina e bentazone
revelando dados contrastantes aos deste estudo. De acordo com os autores, a
persisténcia no solo para os dois herbicidas foi mais prolongada quando aplicados em
associacao.

Quando foi utilizado o dobro da dose recomendada de glifosato em associagao
com a atrazina nota-se que a partir dos 28 dias ndo existe a molécula original em sua
fracdo extraivel (tabela 5). Os demais tratamentos utilizados apresentaram
comportamento semelhante ao tratamento com a presenca somente de atrazina. E
possivel afirmar que a presenga do glifosato na quantidade maxima utilizada neste
trabalho acelerou ndo s6 o processo de mineralizacdo de atrazina, mas também sua
dissipagdo. De acordo com Calderbank (1989), o processo de dissipagdo envolve a
formacéao de residuos que podem estar na forma extraivel ou ligada ao solo. Krutz et al.
(2003), estudaram o efeito do Roundup Ultra na degradagado da atrazina encontrando
resultados contrastantes ao deste trabalho. Aos oito dias os tratamentos com presencga
de glifosato diminuiram a porcentagem de atrazina degradada em comparagao ao
tratamento apenas com atrazina. Porém, aos 12 dias todos os tratamentos testados néo
diferiram entre si. Os autores explicam que possivelmente em situagdes com diversos
pesticidas ocorre um decréscimo na atividade enzimatica do solo ou supressédo das
comunidades microbianas degradantes de determinado composto. Portanto, € de se
esperar que ocorram diferentes resultados para os variados tipos de solo e clima.
Ressalta-se que o trabalho de Krutz et al. (2003) foi realizado em um solo com teor de
matéria organica de 10,6 g Kg' e pH 8,3, caracterizando uma condigdo bastante

diferente da utilizada neste estudo.



61

Quanto maior o tempo de contato entre a molécula e o solo, maior a formacao de
residuos nao-extraiveis ou ligados (tabela 6). A formacédo de residuos ligados é
semelhante entre os tratamentos utilizados. Houot et al. (2000), estudando solos n&o-
adaptados encontraram resultados semelhantes. De acordo com os autores,
aproximadamente 50% da radioatividade inicial permaneceu na forma extraivel e 30%
na forma nao-extraivel aos 35 dias de incubacdo. De acordo com Barriuso e Houot
(1996), a formacédo desses residuos constitui uma alternativa para dissipagcéo de

atrazina em solos ndo-adaptados.

Tabela 5 - Fragao extraivel de Atrazina do solo (%)
Tempo (dias)

Tratamento 0 7 28 63
AT+0GIif 100 86,1 83,3 70,5
AT+1/2Glif 100 87,5 84,7 68,6
AT+1Glif 100 92,1 74,8 71,7
AT+2Glif 100 86,2 0 0

Tabela 6 - Residuo ligado e residuo extraivel de atrazina aos 7, 28 e 63 dias apds a aplicagdo dos
tratamentos (%)

Tempo (dias)

7 28 63
Tratamento Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo Residuo
Ligado Extraivel Ligado Extraivel Ligado Extraivel
AT+0GIif 12,13+0,44  87,76+0,42 19,63+1,67 80,01+1,67 34,10+1,46 65,31+1,45
AT+1/2Glif 11,75+0,21 88,13+0,22 16,70+7,47 82,95+7,65 32,14+1,06 67,21+£1,09
AT+1Glif 12,19+0,18 87,10+0,18 19,81+0,40 79,73+0,40 32,40+0,79 66,84+0,83
AT+2Glif 11,17£1,22  88,73+1,22 18,66+0,43 80,88+0,47 32,24+0,03  66,90+0,07

Tendo em vista os resultados apresentados, o estudo das associagdes entre os

pesticidas é de extrema importancia, visto os inumeros pesticidas que atualmente séo
utilizados em diferentes tipos de solo e condigbes climaticas, além do solo ser o
principal destino desses compostos. E de se esperar que ocorram reacdes sinérgicas
ou antagbnicas dependendo principalmente do grau de influéncia desses compostos na

microbiota do solo, o que pode reduzir ou acelerar o processo de dissipagao.
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2.4 Conclusoes

Os resultados demonstraram que a fases de mineralizagdo do glifosato podem
representar rotas de degradacgao diferentes. Portanto, nesse estudo assumiu-se que a
primeira fase de mineralizagdo ocorreu pela via de formagdo do AMPA e a segunda
fase ocorreu via a rota de formagdo da sarcosina. As diferengas observadas na
mineralizagado de glifosato na presenga de atrazina ndo foram consistentes, portanto,
para a condicao utilizada nesse estudo ndo houve influéncia na mineralizacdo de
glifosato pela atrazina.

O glifosato alterou significativamente a mineralizacdo de atrazina, sendo que as
médias de '“CO, desprendido (%) sdo proporcionalmente maiores em fungdo das
diferentes doses de glifosato utilizadas indicando que houve nitida influéncia da
aplicacado da associagado na mineralizagdo de atrazina. A meia-vida da atrazina sofreu
uma variagao de aproximadamente 100 dias quando compara-se a aplicagao individual
de atrazina e sua associagao com o dobro da dose de glifosato. Portanto, a utlizagao da
associacao entre esses dois herbicidas permite a diminuigao da persisténcia de atrazina
no solo diminuindo a contaminacdo do ambiente por indiretamente reduzir sua

probabilidade de mobilizacao.
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3 ASSOCIAGAO ENTRE GLIFOSATO E ATRAZINA E ASPECTOS MICROBIANOS
EM UM LATOSSOLO VERMELHO-ESCURO

Resumo

O objetivo desse estudo foi demonstrar os efeitos da aplicacdo em associagao de
glifosato e atrazina no carbono da biomassa microbiana do solo (CBM) e a
mineralizacdo de carbono do solo (Cmn) em um Latossolo vermelho-escuro,
comparando aos efeitos da aplicacao individual desses herbicidas. Foram combinadas
a dose de campo de glifosato a 0, 72, 1 e 2 vezes a dose de campo de atrazina e a dose
de campo de atrazina a 0, '2, 1 e 2 vezes a dose de campo de glifosato, ambos com um
acréscimo de um tratamento controle (solo sem herbicida). O CBM foi avaliado aos 21 e
63 dias e o Cmin @os 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 dias apds a aplicacao dos
herbicidas. O glifosato ndo alterou as variaveis estudadas. A atrazina provocou
diminuicdo temporaria do CBM e aumento na velocidade e quantidade do Cp,. A
presenga do glifosato nos tratamentos em associagdo impediu a redugdo do CBM
devido ao efeito da atrazina, por servir como substrato para a comunidade microbiana
do solo enquanto esta se adapta para utilizar a atrazina. Também, a associacao entre
esses herbicidas aumentou a velocidade e quantidade de C,, do solo comparada a
aplicacao individual de glifosato. Portanto, o uso da associagado apresenta efeitos mais
pronunciados nas variaveis estudas quando comparada a aplicagao apenas de glifosato
e menos pronunciados quando se compara a aplicagao apenas de atrazina.

Palavras-chave: Atrazina; Glifosato; Associacdo; Biomassa microbiana; Carbono do
solo

Abstract

The aim of this study was to demonstrate the effects of glyphosate and atrazine
applied in mixture on microbial biomass (MB) and mineralization of soil carbon (Cpi) in
a Oxisoil, comparing effects with the application of these herbicides alone. To this end,
has been combined the field rate of glyphosate to 0, 1/2 , 1 and 2 times the field rate of
atrazine and the field rate of atrazine to 0, %, 1 and 2 times the field rate of glyphosate,
both with an addition of a control treatment (soil without herbicide). The MB was
evaluated at 21 and 63 days and Cni, at 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 days after
herbicide application. Glyphosate did not affect the variables studied. Atrazine caused a
temporary decrease of MB and increase of speedy and amount of C.,,. The presence of
glyphosate treatments in combination prevented the reduction of MB due to the effect of
atrazine, to serve as substrate for soil microbial community as it adapts to the use of
atrazine. The association between these herbicides increased the speedy and amount
of soil Cnnin compared to individual application of glyphosate. Therefore, the use of the
combination has more pronounced effects in the variables studied when compared to
the glyphosate application alone and less pronounced when comparing only to the
application of atrazine



68

Keywords: Atrazine; Glyphosate; Association; Microbial biomass; Soil carbon

3.1 Introducgao

O uso intensivo de pesticidas € um tema relevante em termos ambientais, devido
a possibilidade de contaminagdo do solo e da agua. Muitos estudos envolvendo este
assunto sao realizados em regides de clima temperado e muitas vezes, os resultados
nao podem ser extrapolados para uma condi¢ao tropical, na qual o Brasil se encontra. A
completa biodegradagdo de uma molécula organica na agua ou solo é quase sempre
uma consequéncia da atividade microbiana, evidenciada pela velocidade de
transformacgao de um composto em uma amostra ambiental ndo-esterilizada comparada
a uma amostra esterelizada (ALEXANDER, 1994). Os microrganismos do solo sao
essenciais para manter a sustentabilidade da atividade agricola. Eles sao responsaveis
também, pela quebra da matéria organica do solo e ciclagem de nutrientes
(PANKHURST et al., 1997). Desta forma, ao entender a interagao entre os pesticidas e
0s microrganismos do solo € possivel selecionar produtos menos agressivos ao meio
ambiente. De acordo com Mahia et al. (2008), a aplicacdo de herbicidas no solo pode
gerar efeitos inibitérios na microbiota do solo ou estimulatérios, através de
microrganismos resistentes que utilizam o herbicida como fonte de nutrientes. A
respiragao do solo (mineralizagao de carbono) e a biomassa microbiana s&o parametros
utilizados para avaliar efeitos de herbicidas na comunidade microbiana do solo e
também, o impacto ambiental dessa pratica (HART; BROKES, 1996; PERUCCI, 2000;
HANEY et al., 2002). De acordo com Voos e Groffman (1997), a correlagdo entre
biomassa microbiana do solo e a degradacdo de pesticidas fornece uma idéia mais
clara para predizer o efeito e destino dos pesticidas no solo.

A atrazina [2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina] € um herbicida preé-
emergente pertencente ao grupo quimico das triazinas utilizado principalmente, no
controle de plantas daninhas na cultura do milho. Este herbicida € considerado
recalcitrante no ambiente, e seu principal mecanismo de dissipacao € atraveés da
degradacdao microbiana (KAUFMAN; KEARNEY, 1970). O glifosato [N-(fosfonometil)
glicina)] € um herbicida pertencente ao grupo quimico das glicinas substituidas, nao-
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seletivo e sistémico, utilizado em pré ou pos-emergéncia em culturas resistentes. De
acordo com Moshier e Penner, (1978), a taxa de mineralizagdo do glifosato no solo é
inicialmente rapida seguida por um periodo prolongado e lento. A avaliagdo da
influéncia do glifosato nos aspectos microbianos do solo é bastante estudada. Em geral,
quando existentes, os efeitos do glifosato na microbiota do solo s&o transitorios
(HANEY et al., 2000; GOMEZ et al., 2008; WEAVER et al., 2007, ARAUJO et al., 2003).
Com relagdo a atrazina, os trabalhos monstram dados contrastantes (MORENO et al.,
2007; MAHIA et al., 2008; RADIVOJEVIC et al., 2008) evidenciando a necessidade de
um estudo mais detalhado para este herbicida.

A associagdo entre glifosato e atrazina é uma opgédo no controle de plantas
daninhas para a cultura do milho geneticamente resistente ao glifosato. Isso se deve a
caracteristica nao residual que o glifosato apresenta. O milho é uma cultura sensivel a
presenga de plantas daninhas em seu periodo vegetativo e, portanto, existe uma
necessidade em utilizar herbicidas residuais para esta cultura. Além disso, o uso de
sucessivas aplicagcbes de glifosato pode ocasionar resisténcia de plantas daninhas a
esta molécula (PEREZ; KOGAN, 2002; POWLES et al., 1998).

A literatura sobre o comportamento e efeitos de pesticidas no solo é limitada ao
estudo individual de cada molécula. Porém, o solo € o destino de um numero variado de
xenobiodticos e, muitas vezes ocorre a pratica de aplicagdo em associagdo, mais
conhecida como mistura de tanque. Portanto, o objetivo desse estudo foi demonstrar os
efeitos da aplicagdo em associacdo de glifosato e atrazina sobre a biomassa
microbiana do solo e a mineralizacdo de carbono em um Latossolo vermelho-escuro
(tipico de regides de clima tropical), comparando aos efeitos da aplicagédo individual

desses herbicidas.

3.2 Material e Métodos

A coleta das amostras foi realizada no Centro Nacional de Pesquisa em Gado de
Corte (CNPGC — Embrapa) na cidade de Campo Grande — MS. O solo da area é
classificado como Latossolo vermelho-escuro distroférrico, classe textural argilosa,

mantido 16 anos sob cultivo de pastagem (Brachiaria brizantha). A profundidade de
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coleta das amostras foi de 0 - 0,10 m e as mesmas foram armazenadas a temperatura
de 4°C até o inicio do experimento, que transcorreu em um periodo inferior a 30 dias.
Para as analises quimicas e fisicas as amostras foram secas ao ar e passadas em
peneira de 2 mm. O pH em agua e KCI 1 mol L™ e a analise granulométrica foram feitos
pelo método do densimetro (CAMARGO et al., 1986) enquanto os atributos quimicos
obedeceram a metodologia proposta por Raij et al. (2001). A capacidade de retengao
de agua pelo solo foi determinada a partir de uma amostra de 150 g de solo em
triplicata colocada em um béquer com capacidade de 500 mL. Com o auxilio de uma
pipeta adicionou-se 2 mL de agua destilada gota a gota por 40 segundos. O torrdo
formado foi seco em estufa (105°C por 24 horas) e a capacidade de retengao calculada

pelo peso seco do solo que absorveu os 2 mL de agua (COSTA, 1983).

Tabela 1 - Atributos fisico-quimicos do solo

Atributos Unidade Resultado

Areia 56
Silte % 1
Argila 43
pH H,O 5,5
pH KCI 5
Carbono org. gKg' 31
P mg Kg” 13
K* 1
ca® 36
Mg* mmol, Kg”' 26
H+Al 33
Al 0
SB 63
T 96
Vv % 66
m 0

Tanto para o ensaio de biomassa microbiana como para a mineralizacdo de
carbono do solo a concentragdo do glifosato utilizada foi de 2,16 ug g™ de solo, que
corresponde a 2,88 Kg ha™' de ingrediente ativo e a de atrazina foi de 2,25 ug g™ de
solo, que corresponde a 3 Kg ha' de ingrediente ativo. Para ambas moléculas
considerou-se a maior dose recomendada a campo, 0,1 m de profundidade e densidade

do solo de 1,20 g cm™. Os tratamentos constaram da associagdo da dose de campo de
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uma molécula com 0, %2, 1 e 2x a dose de campo da outra molécula, para ambos os
herbicidas e foi inserido um tratamento controle (frasco com solo, sem aplicagdo das
moléculas) (Tabela 2).
Tabela 2 - Descri¢gao dos tratamentos utilizados para
0s ensaios de carbono a biomassa

microbiana (CBM) e carbono mineralizado
pelo solo(Cpin)

Doses (em relacio a dose de campo)

Tratamentos

Atrazina Glifosato
CT - -
GOA - 1x
G1/2A 1/2x 1x
G2A 2x 1x
1A1G 1x 1x
A0G 1x -
A12G Ix 1/2x
A2G 1x 2X
- : dado numérico igual a zero nao resultante de

arredondamento.

X: numero de vezes multiplicado pela dose de campo

O método utilizado para quantificagdo do carbono da biomassa microbiana
(CBM) foi o de fumigacao-extracao (VANCE, 1987). As amostras conservadas a 4°C
foram passadas em peneira 2 mm e incubadas a temperatura ambiente por sete dias.
Utilizando frascos Bartha, foi pesada uma massa de 70 g de solo em base seca,
seguida da aplicacédo dos tratamentos, homogeneizag¢ao do solo com bastao de vidro e
ajuste da capacidade de retencao do solo para 60%. Os frascos foram incubados a 25 +
2°C em sala climatizada e as avaliagbes foram realizadas aos 21 e 63 dias apds o inicio
do ensaio. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado com
duas repeticdes. Para cada frasco, foram extraidas seis amostras de 10 g das quais
trés foram fumigadas em um dessecador revestido com papel toalha umedecido com
agua e trés nao foram fumigadas. O dessecador contendo as amostras a serem
fumigadas foi despressurizado por uma bomba de vacuo por cinco minutos € mantido

fechado por 24 horas na presenca de um béquer com 25 mL de cloroférmio (CHCI3). O
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vapor residual de CHCI; foi removido do solo através de repetidas despressurizagcdoes
até o retorno da pressao atmosférica. As amostras fumigadas e nao-fumigadas foram
transferidas para frascos de Erlenmayer de 250 mL para extragdo do CBM pela adigao
de 40 mL de K»SO4 0,5 mol L. Apés 30 minutos em agitacdo a 180 rpm o extrato
resultante foi centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O carbono organico foi
determinado pela digestdo de 8mL do extrato acrescido a 2mL de K2Cr,0O7 0,067 mol L™
e 15 mL de uma mistura de H,SO4 e H3PO4 concentrados na proporcao de 2:1 (v/v).
Apos aquecimento em banho-maria a 100°C por 30 minutos, foi adicionado 10mL de
agua deionizada e o excesso de dicromato foi determinado por titulagdo com
Fe(NH4)2(S04)26H20 (sulfato ferroso amoniacal) 0,33 mol L™ em H;SO4 0,4 mol L™,
utilizando difenilamina sulfonato de bario como indicador. A quantidade de dicromato
consumida foi calculada pela diferenca entre o excesso titulado no extrato de solo e o
que sobrou na digestdo em branco de 8 mL do extrator (K2SO4 0,5 mol L™'). A umidade
do solo foi medida aos 21 e 63 dias, permitindo a corregcdo da massa de solo utilizada

para quantificacao do CBM (eq. 1).

C (mg Kg' solo base seca) = (Cr- Cnr)/0,38 (1)

Onde: Cr = quantidade de carbono da amostra fumigada (mg Kg™~' solo
base seca);

Cne = quantidade de carbono na amostra ndo-fumigada (mg Kg™' solo
base seca);

0,38 = fator de corregcdao que representa a eficiéncia na extracdo do
carbono (FRIGHETTO, 2000).

O carbono mineralizado pelo solo foi quantificado de acordo com a NBR 14283
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS, 1999). As amostras de solo
conservadas a 4°C foram aclimatadas a temperatura ambiente por sete dias e em
seguida, passadas em peneira 2 mm. Foi utilizada uma massa de solo de 50 g em base

seca ajustada a 60% da capacidade de retencdo de agua do solo a qual foi
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acondicionada em frascos Bartha. Para este ensaio foi utilizado um delineamento
inteiramente casualizado com quatro repetigdes. Os frascos passaram por um periodo
de incubacao de 63 dias em sala climatizada, no escuro, a 25 + 2°C. Na lateral do
frasco de “Bartha” foi adicionado um volume de 10mL de solugdo de KOH 0,2 mol L™
para captura e posterior determinacado do CO, desprendido. Aos 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42,
49, 56 e 63 dias apos o inicio do ensaio todo o conteudo presente na lateral do frasco
foi removido com uma seringa de 20 mL e procedeu-se trés lavagens da lateral do
frasco com agua isenta de CO,. Imediatamente apds esse procedimento o conteudo de
KOH 0,2 mol L™ foi reposto e o contetido retirado foi transferido para frascos de
Erlenmayer de 250 mL e titulado com uma solugdo de HCI 0,1mol L™ padronizado
utilizando duas gotas de fenolftaleina como indicador e 1 mL de uma soluc¢édo de BaCl,
1 mol L. O HCI foi padronizado através de uma titulagdo com uma solucdo de
carbonato de sédio 0,1 mol L™ utilizando vermelho-de-metila como indicador. Para
todos os tempos de avaliacado foi titulada uma prova em branco utilizando apenas a
solucdo de KOH 0,2 mol L™. Todas as solucdes utilizadas foram preparadas com agua

isenta de CO.,. O calculo da quantidade de CO, produzida em cada frasco € dada pela
eq. (2).

HMOICO2 (proa) = (A-B)*50*fhci (2)

onde:

A: volume de HCI 0,1 mol L™ gasto para titular o branco;

B: volume de HCI 0,1mol L’ gasto para titular o tratamento;

50: fator para transformar equivalente em umol de gas carbénico;

fuc:: fator obtido na padronizagéo do HCI 0,1 mol L™
Os dados de desprendimento de CO, foram expressos em mg Kg™' solo e os
valores acumulados foram ajustados a um modelo de cinética de primeira ordem de

acordo com a eq. (3) para avaliar a velocidade de mineralizagdo do carbono do solo.

C = Co-(1-e™) (3)
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onde;

C: CO, desprendido no tempo t (mg Kg™)

Co: CO, desprendido no tempo zero (mg Kg™")

k: constante de velocidade de mineralizacéo (dia™);

t: tempo de incubacdo em dias.

Para fins de comparacao, as médias do carbono da biomassa microbiana aos 21
e 63 dias, carbono mineralizado pelo solo aos 21 e 63 dias e valores da constante de
velocidade de mineralizagdo foram submetidos a analise de variancia. Os valores de

diferenga minima significativa (DMS) foram calculados pelo teste de Tukey (p<0,05).

3.3 Resultados e Discussao

Aos 21 dias o tratamento controle (CT) apresentou média superior de carbono da
biomassa microbiana (CBM) sendo significativamente diferente dos tratamentos com
dose fixa de glifosato associada a metade e dobro da dose de atrazina (G1/2A e G2A)
(Figura 1A). Aos 63 dias as associagdes entre a dose de campo de atrazina com meio e
dobro da dose de glifosato (A1/2G e A2G) apresentaram médias significativamente
superiores em relagao ao tratamento com aplicagao apenas de atrazina (A0OG) (Figura
1B). As associagdes entre a dose de campo de glifosato com doses de atrazina (G1/2A,
G2A, 1G1A) nao diferiram do CT e da aplicacao apenas de glifosato (GOA) (Figura 1B).
Gomez et al.,, (2009) encontraram um reducao inicial (aos quatro dias) no CBM
proporcional a doses crescentes de glifosato, porém essa reducao foi significante
apenas para as maiores doses testadas (1,92 e 3,84 L i.a ha™”). Aos 45 dias, as
menores doses estimularam o CBM, pois foram superiores ao controle, possivelmente
em funcgao do suprimento de C, N e P.

Observando os tratamentos A1/2G e A2G, é possivel afirmar que a associagao
entre atrazina e glifosato provocou incrementos no CBM e também, a aplicagao apenas
de atrazina (AOG) ocasionou reducdo no valor de CBM aos 63 dias. Haney et al.,

(2000), trabalharam com uma faixa de concentracao de glifosato de 47 a 234 ug g™ de
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solo e ndo encontraram alteracdes no CBM, assim como neste estudo. De acordo com
os autores, as concentracdes utilizadas foram provavelmente baixas para detectar
alteragcdes no CBM. Resultados semelhantes para a influéncia do glifosato na biomassa
microbiana também podem ser vistos nos trabalhos de Hart e Brookes (1996). Com
relacdo a influencia da atrazina no CBM, Song et al. (2009) e Moreno et al. (2007),
reportam um aumento em solos de regides de clima semiarido e, Ghani et al. (1996)
constataram em seus estudos que o CBM ficou inalterado. Lancaster et al. (2006),
afirmam que a combinacgao de pesticidas pode afetar a atividade microbiana do solo de
forma diferente do que a aplicacdo individual desses pesticidas. Com isso, pode-se
afirmar que a presenga do glifosato no sistema impediu a redugdo do CBM devido a
presenca apenas de atrazina. Porém, neste estudo, para as diferentes combinacgdes
entre doses de atrazina e glifosato, nédo foi possivel elucidar em termos quantitativos a
influéncia do uso dessa associagao no CBM provavelmente em funcdo da estreita faixa
de concentragéo utilizada para ambas as moléculas, conforme reportado por Haney et
al. (2000). Ao que parece, a presengca do glifosato pode servir como substrato a
comunidade microbiana do solo por uma forma co-metabdlica (TORSTENSSON, 1985).
Lancaster et al. (2009), reportam que ocorre incorporagdo de residuos de "C-glifosato a
biomassa microbiana, indicando uma forma de utilizagdo por via metabdlica. Porém, os
ensaios de degradacado nao apresentaram incrementos em fungédo da incorporagao na
biomassa microbiana, indicando que a degradacéo do glifosato ocorre por uma via co-
metabolica. Desta forma, enquanto comunidades especificas se adaptam para utilizar a
atrazina como substrato, o glifosato pela via co-metabdlica serve como fonte de
nutrientes, impedindo que ocorra redugado da biomassa microbiana do solo causada
pela presencga de atrazina. No periodo de 21 a 63 dias todos os tratamentos tenderam a
uma faixa de CBM semelhante ao controle (CT) (Figura 1B). Portanto, os efeitos
apresentados anteriormente parecem ser transitorios ao longo do tempo.

O CBM ¢é um indicator sensivel de alteracbes das condigdes microbioldgicas do
solo, porém a estimativa da biomassa microbiana possui limitacbes nos estudos de
poluicdo do solo porque nao permite quantificar as variagbes na estrutura da

comunidade microbiana do solo (BROOKES, 1995). Portanto, o uso de técnicas
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moleculares para esse tipo de estudo, permite uma maior clareza em relagdo a

dindmica da comunidade microbiana do solo na presenga desses dois herbicidas.
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Figura 1 - Carbono da Biomassa Microbiana aos 21 (A) e 63 (B) dias.
Médias seguidas da mesma letra n&o diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

a— DMS = 31,61; CV(%) = 35,49
b — DMS = 28,77; CV(%) = 21,78

Nao houve diferenca na cinética de mineralizacdo de carbono pelo solo (Cin)

entre o CT e GOA (tabela 3). A cinética de mineralizacdo de carbono pelo solo foi
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semelhante nos tratamentos onde foram aplicadas as associagdes entre glifosato e
atrazina e maior em relagdo ao CT e GOA e ndo houve diferengas entre o tratamento
AOG e os demais tratamentos em associagao. A partir desses dados, € possivel afirmar
que a atrazina aumentou a velocidade de desprendimento de CO, em
aproximadamente 12 vezes em relacédo ao controle no periodo de 63 dias.

Aos 21 dias, as médias de CO; desprendido ndo foram significantes entre o
tratamento GOA e o controle evidenciando que n&o ocorreu influéncia do glifosato na
mineralizacdo de carbono pelo solo (Figura 2A). Resultados semelhantes para
influéncia do glifosato sdo apresentados por Hart e Brookes (1996), Stratton e Stewart
(2006). Araujo et al. (2003), encontraram resultados contrastantes estudando dois tipos
de solo com e sem histérico de aplicagéo de glifosato. De acordo com os autores, o
desprendimento de CO, pelo solo teve incrementos em torno de 10 a 15% em relagao
aos solos que nunca receberam esse herbicida. Cabe salientar que a quantidade de
CO;, desprendida no estudo de Araujo et al. (2003), ficou situada em uma faixa de 0 a
0,6 ug g~ solo, resultado este bem inferior ao encontrado neste trabalho. Haney et al.
(2000), também reportam incrementos no carbono mineralizado pelo solo na presenga
de glifosato, porém esse efeito teve duracdo de 14 dias o que sugere que o glifosato
estava prontamente disponivel e foi rapidamente consumido pelos microrganismos.

Ainda com relagdo as médias de CO, desprendido aos 21 dias (Figura 2A) é
possivel perceber que a associagao entre a dose fixa de glifosato e variavel de atrazina
favoreceu quantitativamente a mineralizacdo de carbono pelo solo. Analisando as
médias dos tratamentos GOA, G1/2A, 1G1A e G2A, nota-se que a presencga de atrazina,
independente da dose utilizada, aumentou esse parametro em comparagao com a
aplicacao individual de glifosato. Para os tratamentos A0G, A1/2G, 1G1A e A2G a
mesma tendéncia € observada, porém a associagao da dose de campo de atrazina com
a dose de campo de glilfosato e com o dobro da dose de campo de glifosato, cujo os
valores de desprendimento foram 55,71 e 58,00 mg CO, Kg™' solo respectivamente,
aumentaram a mineralizagdo de carbono pelo solo comparado a aplicagdo individual de
atrazina (52,18mg CO, Kg"' solo). Todos os tratamentos utilizados, com excegdo do
GOA, foram significativamente superiores ao CT. Haney et al., (2002), estudaram doses

crescentes de atrazina (2, 4 e 6x a dose recomendada) aplicadas individualmente ou
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associadas a doses crescentes de glifosato (2, 4 e 6x a dose recomendada). De acordo
com os autores, a associacdo entre os herbicidas estimulou a atividade microbiana
(medida pela mineralizagdo de carbono do solo) mais que a aplicagdo individual de
atrazina. No presente estudo, a diferenca observada refere-se a aplicacao individual de
glifosato, que manteve os niveis basais de mineralizagdo de carbono, pois foi
semelhante ao controle. Isso pode ter ocorrido em funcdo das diferentes doses
utilizadas neste trabalho ndo terem uma faixa mais ampla de concentracédo. Porém, as
associacdes tenderam a médias superiores em relagao as aplicacdes individuais, o que
concorda com os resultados de Haney et al. (2002).

Aos 63 dias o tratamento GOA nao diferiu estatisticamente do CT e todos os
tratamentos com presencga de atrazina apresentaram médias superiores em relacao ao
CT e GOA e nédo foram estatisticamente diferentes entre si (figura 2B). Gan et al.,,
(1996), encontraram resultados semelhantes a respeito da influéncia da atrazina na
mineralizagado de carbono do solo. Os autores utilizaram uma faixa de concentragao de
500 a 5000 mg Kg' solo constando que o crescimento e atividade microbiana
aumentaram, baseado no aumento de desprendimento de CO, pelo solo. Essa
afirmacdo concorda com dados desse trabalho, pois no intervalo entre 21 e 63 dias
houveram incrementos na biomassa microbiana (Figura 1A e 1B) e na mineralizagao
de carbono do solo (Figura 2B) estatiticamente significativos, o que possibilita afirmar
que houve crescimento microbiano no periodo.

Mahia et al. (2008), estudaram a mineralizagdo de carbono pelo solo em
Cambissolos influenciado pela adi¢ao de atrazina. Os autores afirmam que o aumento
nesse parametro foi mais pronunciado nos primeiros sete dias, porém manteve-se em
menor extensao durante todo o periodo de incubacéo, indicando um efeito residual da
atrazina na comunidade microbiana do solo. Portanto, para os tratamentos onde se
aplicou a associagao, o aumento do carbono mineralizado pelo solo e a diferenca
estatistica aos 63 dias em relacdo ao CT e GOA podem ser explicados pela presenca

de atrazina.



Tabela 3 — Parametros da cinética de mineralizacao

de carbono pelo solo em 63 dias conforme
as doses de glifosato associadas a atrazina

Tratamento k* Desvio Padrao R?
CT 0,00145b 0,0001780 0,98
GOA 0,00135b 0,0002216 0,98
G1/2A 0,01677 a 0,0062826 0,99
G2A 0,01988 a 0,0035713 0,99
1G1A 0,01701 a 0,0026654 0,99
AOG 0,01768 a 0,0026380 0,99
A1/2G 0,01829 a 0,0033277 0,99
A2G 0,02158 a 0,0025025 0,99

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade
DMS = 0,00757
CV (%) = 22,70

k= constante de velocidade de mineralizagéo (dia™)
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Figura 2 — Carbono mineralizado pelo solo aos 21 (A) e 63 (B) dias.
Médias seguidas da mesma letra n&o diferem significativamente
pelo teste de Tukey a 5%.

a - DMS = 5,19; CV(%) = 4,81
b - DMS = 16,84; CV(%) = 7,25

Houve correlacdo entre o carbono da biomassa microbiana e o carbono
mineralizado pelo solo aos 21 dias para os tratamentos com dose fixa de atrazina e
variavel de glifosato (R? = 0,94), sendo que todos os tratamentos com presenca de
glifosato, tiveram CBM menor e Cn,, pelo solo maior que o CT (figura 3A). Entretanto,

aos 63 dias nao ocorreu correlacao entre as variaveis analisadas e as diferentes doses
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de glifosato associado a atrazina (R* = 0,01) (Figura 3B). As associa¢des entre glifosato
e doses variaveis de atrazina apresentaram correlagéo aos 21 e 63 dias (R* = 0,84 e
0,83) (figuras 3C e 3D). Porém, o efeito mais expressivo foi aos 21 dias, onde é
possivel notar que independente da dose de atrazina utilizada houve reducéo do CBM e
aumento do Cni, pelo solo em relagao ao CT e GOA.
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Figura 3 - Correlagéo entre carbono da biomassa microbiana e carbono mineralizado pelo solo aos
21 (A) e 63 dias (B) de acordo com diferentes doses de glifosato associado a atrazina e
correlagao entre carbono da biomassa microbiana e carbono mineralizado pelo solo aos

21 (C) e 63 dias (D) de acordo com diferentes doses de atrazina associada ao glifosato

3.4 Conclusoes

1) O glifosato n&o alterou as variaveis estudadas (CBM e Cnin);

2) A aplicagao apenas de atrazina provocou diminuicdo no CBM, porém os efeitos
foram transitorios;
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3) Em todos os tratamentos com presenca de atrazina ocorreu um aumento na
velocidade e quantidade do Cpin;

4) Nos tratamentos em associagdo, o glifosato no sistema impediu a redugdo do
CBM devido ao efeito da atrazina, provavelmente por servir como substrato a
comunidade microbiana do solo;

5) A associagédo entre glifosato e atrazina favoreceu Cpi, do solo comparada a

aplicacgao individual de glifosato;
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