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RESUMO

Praticas culturais, como a aplicacao de agrotdéxicos, podem interferir
diretamente na comunidade microbiana do solo e naquela associada as raizes
vegetais. Os efeitos, no entanto, sio complexos e, na maioria das vezes, de dificil
deteccéo, quando se utilizam técnicas convencionais na avaliag¢do. Por outro lado,
o recente desenvolvimento e utilizacio de métodos moleculares, baseados no DNA,
tém permitido melhorar a avaliagido desses efeitos muitas vezes negativos. Este
trabalho teve como objetivo avaliar alteracdoes provocadas pela aplicagciao de
herbicidas a base de glyphosate e imazaquin no C da biomassa microbiana do solo
(C-BMS), respiracio basal do solo (RBS) e quociente metabélico (¢CO,), bem como
na comunidade bacteriana associada ao rizoplano de soja (Glycine max (L.) Merril),
por meio das técnicas de eletroforese em gel com gradiente desnaturante (DGGE)
e analise da regiao espacadora intergénica ribossomal (RISA). Realizou-se um
experimento em casa de vegetacao com solo coletado em area com historico de
cultivo de soja e aplicacéo desses herbicidas. A C-BMS, RBS e ¢CO, foram avaliadas
antes da aplicacio dos herbicidas e aos 2,14, 30 e 62 dias depois desta. A comunidade
bacteriana associada ao rizoplano de soja foi avaliada por DGGE e RISA aos 14, 30
e 62 dias apo6s a aplicacao dos herbicidas. Os resultados mostraram que ambos os
herbicidas n4o ocasionaram alterac¢des significativas no teor de C da biomassa
microbiana do solo, na respiracao basal do solo e no quociente metabélico; contudo,
ocasionaram alteragcdes na comunidade bacteriana associada ao rizoplano de soja,
na forma de restri¢io do crescimento de determinadas bactérias e estimulo de
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outras, em todas as coletas realizadas. As similaridades entre os perfis bacterianos
os tratamentos com herbicidas e o controle foram inferiores a 55 % em todas as
coletas.

Termos de indexacéio: herbicidas, DGGE, RISA, carbono da biomassa microbiana,
respiracao basal do solo e quociente metabdlico.

SUMMARY: EFFECT OF GLYPHOSATE AND IMAZAQUIN ON THE SOYBEAN
RHIZOPLANE BACTERIAL COMMUNITY AND MICROBIOLOGICAL
SOIL CHARACTERISTICS

Cultural practices, such as herbicide application, can directly interfere with microbial
communities of soil and roots. These effects are complex and difficult to be detected,
especially when analyzed by conventional methods. On the other hand, the recent
development and use of molecular, DNA-based methods allows for a more accurate
evaluation of these, often negative, effects. The purpose of this study was to assess the
effects of glyphosate and imazaquin-based herbicides, widely used in Brazil, on soil microbial
biomass carbon, soil basal respiration and metabolic quotient, and on microbial community
associated to rhizoplane of soybean roots. A greenhouse experiment was conducted using
soil from a soybean plantation treated with constant applications of these herbicides. Soil
microbial biomass carbon, basal soil respiration and metabolic quotient were determined
before herbicide application and 2, 14, 30, and 62 days afterwards. The bacterial community
associated to rhizoplane was analyzed by Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE)
and Ribossomal Interspacer Analysis (RISA) 14, 30 and 62 days after herbicide application.
Results indicated no significant changes in soil microbial biomass carbon, basal respiration
and metabolic quotient as a result of the herbicides application. However, both herbicides
changed the bacterial profile in the rhizoplane during the experimental period. DGGE and
RISA analysis detected absence, as well as presence of some bacteria in the herbicide
treatment compared to the control. The bacterial profile similarity between the herbicide
treatment and control was less than 55 % in all periods analyzed.

Index terms: herbicides, DGGE, RISA, microbial biomass carbon, soil basal respiration,

metabolic quotient.

INTRODUCAO

Plantas anuais e perenes exsudam, por meio do sis-
tema radicular, até 50 % dos compostos de C
fotossintetizados (Grayston & Vaughan, 1996). Essa
exsudacido mantém o equilibrio ecoldgico entre os mi-
crorganismos na rizosfera, o que pode restringir o
desenvolvimento de fitopatégenos e contribuir para a
atividade de microrganismos benéficos, como os pro-
motores de crescimento vegetal, solubilizadores de
fosfato e fixadores de Ny (Beyeler et al., 1999; O’ Donnell
etal., 2001; Salles et al., 2002; Botelho & Hagler, 2006).

No entanto, praticas culturais, como a aplicacao
de agrotéxicos, podem interferir diretamente na
estrutura da comunidade microbiana do solo e naquela
associada as raizes vegetais (Kennedy, 1999).

Do ponto de vista ambiental, tanto os herbicidas a
base de glyphosate como de imazaquin, amplamente
utilizados no Brasil, sdo considerados de moderada
toxicidade, principalmente devido a baixa mobilidade
e, também, porque apenas plantas e microrganismos
possuem as rotas metabdlicas onde eles atuam. O
glyphosate atua na rota do acido chiquimico, inibindo
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a producdo dos aminodcidos fenilalanina, tirosina e
triptofano e outros compostos secundarios, como
fitoalexinas (Bentley, 1990), e 0 imazaquin, na rota
dos aminodacidos ramificados: valina, leucina e
isoleucina (Duggleby & Pang, 2000).

No solo, a molécula de glyphosate, que é polar e
apresenta trés grupamentos funcionais (amina,
carboxilato e fosfonato), sofre reacoes de adsorcao
especificas por meio de pontes de hidrogénio, pontes
co-ordenadas com ions de Fe e Al e Cu (McBride &
Kung, 1989; Undabeytia et al., 1996; Jonge & Jonge,
1999) e reacoes covalentes de elevada especificidade,
em funcéo da afinidade do grupamento fosfonato com
cargas de superficie de argilas e outros coléides (Glass,
1987). Ja a molécula do imazaquin apresenta carater
anfotérico com dois grupos funcionais ionizaveis:
carboxil e quinolinico, o que faz a molécula comportar-
se como um ion organico nos solos tropicais, em funcao
da faixa de pH entre 4,0 e 6,0 (Stougaard et al., 1990).
Como os solos de regides tropicals apresentam
predominantemente cargas de superficies pH-
dependentes e baixo teor de matéria organica, a
molécula fica adsorvida por longos periodos (Rocha et
al., 2002).
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A degradagao desses dois herbicidas no solo depen-
de essencialmente da agdo microbiana (Amarrante
Junior et al., 2002; Rezende et al., 2005). O glyphosate
é degradado em condi¢bes tanto aerdbicas quanto
anaerobicas, sendo aparentemente duas as vias prin-
cipais: a primeira envolve a clivagem da molécula,
produzindo glioxilato e o 4cido aminometil-fosfonico, e
a segunda, a producdo de sarcosina pela quebra da
ligagédo C-P por enzimas C-P liases, produzidas, por
exemplo, por Agrobacterium radiobactere Enterobacter
aerogenes (Rueppel et al., 1977; Amarrante Junior et
al., 2002). Para oimazaquin, informacées sobre mi-
crorganismos biodegradadores, mineralizac¢io ou vias
metabdlicas envolvidas em sua degradacio ainda nao
estao disponiveis (Cantwell et al., 1989; Rezende et
al., 2005).

Apesar de serem considerados herbicidas pouco
toxicos ao ambiente, tanto o glyphosate quanto o
imazaquin podem interferir na estrutura da comuni-
dade microbiana do solo, seja pela acéo direta em um
determinado grupo microbiano, seja por vantagens
competitivas que conferem a outros (Descalzo et al.,
1998; Kremer et al., 2005). Por exemplo, o herbicida
glyphosate aplicado em plantas de soja geneticamen-
te modificadas e convencionais ocasionou aumento da
colonizacéo das raizes por Fusarium spp. e, em con-
sequéncia, a incidéncia da doenca causada por esse
patégeno, na prépria soja e, em especial, na cultura
em sucessio (Kremer, 2003; Kremer et al., 2005). Esse
efeito sinergistico do glyphosate com Fusarium spp.
advém da inibi¢do que esse herbicida provoca em
rizobactérias antagoénicas ao fungo — exemplo:
Pseudomonas spp. do grupo fluorescentes; da inibi-
¢ao da produgio de fitoalexinas nas plantas; e do au-
mento da exsudacdo de aminoacidos e carboidratos no
sistema radicular, que favorece o desenvolvimento de
alguns microrganismos, como o proprio Fusarium spp.
(Kremer, 2003; Kremer et al., 2005).

Efeitos como os supracitados, no entanto, ocorrem
sempre de forma complexa e, na maioria das vezes,
séo de dificil detecgdo, sobretudo quando se utilizam
apenas técnicas convencionais, como a mensuracao
da biomassa microbiana do solo e o plaqueamento em
meio de cultivo para a avaliac¢do dos efeitos.

O uso de técnicas de avaliagdo da comunidade
microbiana baseadas no DNA tem revelado que a
interacdo entre plantas e microrganismos, além de
ser complexa, é muito importante para o adequado
desenvolvimento da planta (Shen, 2000). Utilizando
DGGE, Sessitsch et al. (2004) mostraram que o
herbicida glufosinato de amonio e plantas de canola
geneticamente modificadas resistentes a esse herbicida
interferiram na comunidade bacteriana da rizosfera,
quando comparada a planta isogénica. Nesse sentido,
diversos estudos tém mostrado que a avaliagdo do
impacto de agrotoxicos sobre os microrganismos do
solo, utilizando tais técnicas, é importante para
estimar os efeitos sobre os microrganismos e o
ambiente, bem como para avaliar a capacidade de
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degradacéo da molécula do produto (Kent & Triplett,
2002; Lynch et al., 2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar alteragoes
provocadas pela aplicacdo de herbicidas a base de
glyphosate e imazaquin no teor de C da biomassa
microbiana do solo (C-BMS), na respiracao basal do
solo (RBS) e no quociente metabdlico (qCO5), assim
como na comunidade bacteriana associada ao rizoplano
de soja (Glycine max (L.) Merril), por meio das técnicas
de eletroforese em gel com gradiente desnaturante
(DGGE) e analise da regido espacadora intergénica
ribossomal (RISA).

MATERIAL E METODOS

Descrigdo do experimento

Aproximadamente 100 kg de solo foram coletados
na profundidade de 0—20 cm em uma area de lavoura
de soja em sistema de semeadura direta em Londrina
(PR), localizada no campo experimental da Embrapa
Soja (latitude de 23 ° 11’ Selongitude de 51 ° 11’ W).
Esse solo foi classificado como Latossolo Vermelho
distroférrico com textura muito argilosa (630 g kg!
de argila, 70 g kg'! de areia e 300 g kg'! de silte) e
apresentou as seguintes caracteristicas quimicas:
pH 5,6; matéria organica 19,6 g kg'l; Al3*
0,0 cmol, dm3; Ca?* 6,9 cmol, dm™3; Mg?2*
6,7 cmol, dm3; H,PO, + HPO,2 90 mg dm?; e K*
580 mg dm3 (Embrapa, 1997). O histérico de cultivo
dessa area incluia a semeadura de soja, trigo e milho
e a aplicacdo de herbicidas, principalmente a base de
glyphosate e do grupo quimico das imidazolinonas.

Com o solo coletado, foi realizado um experimento
em casa de vegetacdo na Embrapa Agrobiologia
(Seropédica-RdJ) sob condi¢bes controladas, entre os
meses de novembro de 2002 e janeiro de 2003. O
delineamento experimental utilizado foi em blocos ao
acaso, com trés repeticbes e trés tratamentos:
2,2 mg kgl de herbicida a base de glyphosate (N-
(fosfometil) glicina), que corresponde a 1,4 kg ha'l de
ingrediente ativo (i.a.); 0,2 mg kg1 de herbicida a base
de imazaquin (acido 2-[4,5-diidro-4-metil-4-(1-
metiletil)-5-0x0-1-H-imidazol-2-11]-3-
quinolinacarboxilico), que corresponde 0,15 kg ha'!
aplicados ao solo; e um controle sem herbicida. As
doses de 1,4 kg hali.a. do glyphosate e a 0,15 kg ha'!
do imazaquin representam valores normalmente
recomendados para a cultura da soja.

Soluc¢des aquosas dos herbicidas foram aplicadas
ao solo (1:10 v/v; herbicida: agua), utilizando um
pulverizador manual. Posteriormente, o solo foi
homogeneizado e acomodado em vasos plasticos
(aproximadamente 1 kg). Sementes de soja (cv. BR46)
foram inoculadas com uma mistura das estirpes de
Bradyrhizobium japonicum (SEMIA 5079) e B. elkanii
(SEMIA 5019) (concentracao de 6 x 10° células/
semente, dose normalmente recomendada para a
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cultura) e semeadas 24 h apds aplicacdo dos herbicidas.
A irrigacdo das plantas foi realizada com Agua
destilada, conforme a necessidade. Antes da aplicacao
dos herbicidas e aos 2, 14, 30 e 62 d apds aplicacao
(DAP) foram coletadas amostras de solo nos vasos e,
aos 14, 30 e 62 DAP, além de solo, amostras de raizes.
Cada coleta constituiu-se de trés repeticoes (trés vasos)
para cada tratamento. Os vasos coletados foram
descartados apés retirada do material.

Determinaciao da C-BMS, RBS e qCO,

A determinagao do carbono da biomassa
microbiana do solo (C-BMS) foi realizada pelo método
de fumigacao e extracido (Vance et al. 1987), com o
uso de 20 g de solo, fumigac¢édo com 1,0 mL. CHCly
aplicado diretamente sobre o solo da amostra (De-Polli
& Guerra, 1997; 1999) e extrac¢do com 50 mL de K,SO,
a 0,5 mol L'1. O célculo do C-BMS (mg kgt de C-
BMS no solo) foi realizado por meio das formulas: C-
BMS=FC kc'!, em que FC = CSF-CSNF, sendo CSF
o teor de C extraido do solo fumigado, CSNF o teor de
C extraido do solo ndo fumigado e kc —fator de corregéo
(utilizado valor de 0,33). O CSF ou CSNF = (Vb-Va)
CSFA 0,003 50 (8 Ms) 1, em que Vb —volume (mL) de
(NH,); Fe(S0,),.6H,0 (SFA) gasto na titulacdo da
solucao do ensaio em branco; Va — volume (mL) de
(NH,); Fe(S0,),.6H,0 (SFA) gasto na titulacdo da
solucdo do ensaio com a amostra; CSFA =
concentracdo do SFA (mol L'}) e, M= massa da
amostra de solo seco (g). Para estimar a respiracéo
basal do solo (RBS), seguiu-se o procedimento descrito
por Jenkinson & Powlson, (1976), utilizando-se fracoes
de 50 g de solo incubadas hermeticamente em frascos
de vidro na presenca de 10 mL de NaOH a 0,5 mol Li'!
por 5 dias. O calculo da RBS (mg kg'! h'! C-CO, no
solo) foi realizado pela formula: RBS = Vb —Va CHCI
6 1000 Ms! T-1, em que, Vb - volume de HCI (mL)
gato na titulacdo do NaOH do ensaio em branco; Va -
volume de HCI (mL) gasto na titulacdo do NaOH do
ensaio com a amostra, CHCI, concentracdo do HCI
(mol L1), Ms —massa de solo incubado seco (g); e T —
tempo de incubacao (h). O quociente metabdlico (qCOs)
(ng kgt h'l de C-CO, do C-BMS), por sua vez, foi
estimado pela razao entre a respiracio basal do solo e
o C da biomassa microbiana (Anderson & Domsch,
1990), seguindo a férmula:

qCO, =RBS/C-BMS 1000.

Obtencao das células microbianas do
rizoplano de soja e extracdo do DNA

Raizes finas das plantas de soja foram cortadas e
lavadas por 5 min em solucio salina de NaCl (8,5 g L1,
esterilizada) e secas em papel absorvente esterilizado.
Em seguida, pesou-se 1,0 g de raizes de cada repeticio,
que foi acondicionado em tubos conicos de 50 mL com
20 mL de solucdo salina de NaCl a 8,5 g L',
esterelizada, os quais foram agitados horizontalmente
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por 30 min a 200 rpm. Desse extrato, retiraram-se
8 mL, que foram centrifugados a 8.000 rpm por
30 min a 4 °C, e o precipitado formado foi armazenado
a 20 °C por 12 h. Para extracido do DNA, seguiu-se o
protocolo descrito por Schwieger & Tebbe (1998) e
adaptado por Xavier et al. (2004), utilizando o tampao
de lise TES (NaCl, Nay-EDTA, Tris/HCI1 e SDS) e
fenol: cloroférmio: 4lcool isolamilico.

Analise do 16S rDNA por DGGE

Na amplificagdo do 16S rDNA, cada 35 pL da
reacao consistiu de 1 pl. de DNA microbiano extraido,
10 mmol L' de tampio Tris-HCI, 3,5 mmol L't de
MgCl,, 0,2 mmol L't de dNTP, 1,4 U de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Cat No. 11615-010) e
0,2 pmol L' de cada um dos iniciadores 968F-GC e
1401R (Gelsomino et al., 1999). Um volume de 12 a
20 pL de cada amostra de DNA amplificado foi aplicado
em gel desnaturante de poliacrilamida a 6 % (N-
acrilamida, N‘-metilbisacrilamida, 37:1) dissolvida em
tampao TAE 0,5X (20 mmol L-! de Tris-base pH 7,8;
10 mmol L de acetato de s6dio; 0,5 mmol L1 de Na,-
EDTA). O gradiente desnaturante utilizado foi de
50—65 %, obtido com o uso de duas solugbes: uma
contendo apenas poliacrilamida e a outra,
poliacrilamida, 7 mol L' de uréia e 40 HO % V/V de
formamida. A eletroforese foi realizada no sistema
Dcode™ (Bio-Rad), sob voltagem constante a 120 V
por 16 h a 60 °C. Apds a eletroforese, o gel foi corado
com uma soluc¢io de Syber Gold (Molecular Probe, N°
Cat.S11494) a 20X e visualizado sob luz ultravioleta
no sistema de fotodocumentacdo IMAGO (B&L).

Analise da Regiao Espacadora por RISA

Para amplificagdo da regido intergénica, cada
20 uL da reagéo consistiu de 1 pL. de DNA (aproxima-
damente 0,5 ng), 2 mmol L' de tamp&o Tris-HCI,
2,5 mmol Lt de MgCl,, 0,2 umol L' de dNTP, 1,4 U
de Tag DNA polimerase (Invitrogen Cat No. 11615-
010) e 0,2 umol L'l de cada um dos iniciadores
FGPL123-38 e FGPS1490-72 (Normand et al., 1996).
Um volume de 10 a 20 pL. de cada amostra de DNA
amplificado foi aplicado em gel de poliacrilamida a 6 %
(N-acrilamida, N*-metilbisacrilamida, 37,5:1) dissolvi-
da em tampio TBE 1X (0,1 mol L' de Tris-base;
0,1 mol Li! de acido bérico; 2 mmol L' de Nay-EDTA)).
A eletroforese foi realizada no sistema Protean™ (Bio-
Rad), sob voltagem constante a 60 V por 16 horas a
20 °C. A coloracao dos géis e a captura das imagens
foram realizadas como descrito anteriormente para os
géis de DGGE.

Analise dos dados

Os dados gerados nos géis de DGGE e RISA foram
analisados utilizando-se o coeficiente Jaccard e o método
de agrupamento UPGMA, por meio do programa
NTSYS-PCV. 2.10 (Applied Biostatistics). Os dados de
C-BMS, respiragao basal do solo e quociente metabélico
foram submetidos a andlise de varidncia a 5 %).
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RESULTADOS

Avaliaciao do carbono da biomassa microbiana
do solo (C-BMS), da respiracéao basal do solo
(RBS) e do quociente metabdlico (gCO,)

Aos dois dias apés aplicacdo dos herbicidas,
constatou-se que em todos os tratamentos do
experimento — controle sem herbicida, aplicacio de
herbicida a base de glyphosate e de herbicida a base
de imazaquin — houve aumento tanto do C da
biomassa microbiana como da respiracao basal do solo,
comparativamente com a avaliagdo realizada antes
da aplicacio desses herbicidas (Quadro 1). Nas coletas
subseqtientes, o C-BMS diminuiu pronunciadamente,
chegando a valores inferiores aos observados na
primeira avaliacdo. A RBS também seguiu essa
tendéncia, exceto na tltima coleta (62 dias), quando
os valores foram superiores aos obtidos antes da
aplicacdo dos herbicidas (Quadro 1). Quanto ao
quociente metabdlico, ao contrario das determinacéoes
anteriores, o menor valor foi constatado antes da
aplicacdo dos herbicidas, tendo aumentado
gradativamente nas coletas subseqiientes (Quadro 1).

Nao foram constatadas diferencas significativas
entre os valores de C da biomassa microbiana do solo,
respiracdo basal do solo e quociente metabdlico obti-
dos nos tratamentos com os herbicidas em relagdo ao
controle (Quadro 1), indicando que essas caracteristi-
cas nao sofreram efeito desses herbicidas.

Comunidade bacteriana associada ao
rizoplano de soja

As analises do 16S rDNA através do DGGE e da
regido intergénica 16S-23S rDNA das amostras de
DNA microbiano, obtidas de raizes de soja aos 14, 30
e 62 dias apods aplicacdo dos herbicidas, mostraram
que diversas bandas detectadas no controle néo fo-
ram observadas nas amostras tratadas com os
herbicidas, como destacam as setas no controle aos
14 dias da figura la,b. Essa observacio também é
bastante clara no gel de RISA, no qual cerca de oito
bandas ocorridas no controle, aos 14 dias, ndo ocorre-
ram nos tratamentos com os herbicidas. Em outras
coletas, foram detectadas bandas nas amostras trata-
das com os herbicidas, que ndo ocorreram no controle
— por exemplo, no tratamento com glyphosate aos
30 dias (Figura 1a) —e bandas que ocorreram nos dois

Quadro 1. Carbono da biomassa microbiana do solo (C-BMS), respiraciao basal do solo (RBS) e quociente
metabdlico (9CO,) nas coletas antes e aos 2, 14, 30 e 62 dias ap6s aplicaciao dos herbicidas glyphosate e

imazaquin

Tratamento C-BMS®

RBS® qCO,"

mg kg de C da BMS

Antes da semeadura 129,7
2 dias Controle 384,8
Glyphosate 379,7
Imazaquin 385,7
CV (%) 17,0
14 dias Controle 88,1
Glyphosate 112,4
Imazaquin 76,4
CV (%) 35,0
30 dias Controle 132,6
Glyphosate 107,7
Imazaquin 123,2
CV (%) 17,0
62 dias Controle 45,0
Glyphosate 47,0
Imazaquin 57,5
CV (%) 25,0

mg kg’ h™' de C-COz2do solo  pgkg' h'de C-CO: do C-BMS

0,5 3,86
1,9 4,94
1,7 4,48
1,6 4,15
38,0 20,90
0,4 4,54
0,5 4,45
0,4 5,24
25,0 52,00
1,00 7,50
0,7 6,50
0,7 5,70
53,0 21,00
0,8 17,80
0,9 19,10
0,7 12,20
29,0 67,00

M Os valores em cada uma das coletas, dentro de cada determinacéo, nio apresentaram diferenca significativa pela andlise de

variancia a 5 %.
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tratamentos com os herbicidas e ndo no controle — por
exemplo, nas amostras com glyphosate e imazaquin aos
62 dias (Figura 1b).

Jerri Edson Zilli et al.

tendéncia de os valores de similaridades obtidos a
partir dos dados de RISA serem inferiores aos obtidos
com os dados gerados pelo DGGE.

Os dendrogramas obtidos com os perfis
eletroforéticos dos géis de DGGE e RISA mostram que
a similaridade entre as amostras do controle foi inferior
a 50 % com ambas as técnicas, em todas as coletas
(Figura 2), indicando que, mesmo sem a presenga dos
herbicidas, ocorreu diferencia¢do entre os perfis
bacterianos no rizoplano de plantas de soja ao longo
do periodo avaliado.
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[=] Imazaquin

'S
an

SIMILARIDADE, %
a8

>

<

Por outro lado, a similaridade entre os perfis
bacterianos do rizoplano de soja dos tratamentos com
os herbicidas a base de glyphosate e imazaquin, em
relacéo ao controle, foi inferior a 55 % em todas as
coletas, mesmo considerando a amplitude de variacdo
do erro-padrio entre blocos (Figura 3). Comparando-
se os resultados obtidos pelas duas técnicas, com
excecao do tratamento com glyphosate na coleta aos
14 dias, os valores médios de similaridade foram muito
semelhantes em todas as coletas, embora tenha havido

RISA DGGE
62 DAP

RISA DGGE RISA DGGE
14 DAP 30 DAP

Figura 3. Similaridade dos perfis bacterianos obtidos
por DGGE e RISA em amostras de rizoplano de
soja cultivada em solo tratado com herbicidas a
base de glyphosate e imazaquin, em relacéo ao
tratamento controle. As barras no grafico
indicam o erro-padrio entre os blocos. (DAP: dias
apos aplicacido dos herbicidas).
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M 14 30 62 14 30 62 14 30 62 M M 14 3062 14 30 62 14 30 62 M
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Figura 1. Exemplo de perfil bacteriano do rizoplano de soja cultivada em solo tratado com os herbicidas a
base de glyphosate e imazaquin 14, 30 e 62 dias apds a aplicacéo. (a) perfil bacteriano obtido por DGGE
(M: marcador; Hs: Herbaspirillum seropedicae; Sf: Sinorhizobium fredii; Rt: Rhizobium tropici); (b)
perfil bacteriano obtido por RISA (M: marcador de peso molecular - 100 bp). Obs.: as amostras dos géis
sio referentes apenas ao bloco 1 do experimento.

RISA
Erro-padrao entre blocos
Similaridade entre 14-30 dias = + 0,12;
14-62 dias = + 0,08; 30-62 dias = + 0,14.

DGGE
Erro-padrao entre blocos
Similaridade entre 14-30 dias = + 0,12;
14-62 dias = + 0,07; 30-62 dias = + 0,11.

14 dias 14 dias

30 dias 30 dias

62 dias 62 dias
0,25 0,35 0,45 0,55 0,25 0,35 0,45 0,55

Figura 2. Similaridade entre os perfis bacterianos do rizoplano de plantas de soja obtidos com as técnicas de
DGGE e RISA em amostras do tratamento controle, aos 14, 30 e 62 dias ap6s aplicacio dos herbicidas
glyphosate e imazaquin.
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DISCUSSAO

Observou-se aumento nos valores de C da biomassa
microbiana do solo - C-BMS, na respiracio basal do
solo - RBS e no quociente metabdlico nos primeiros dias
apds o inicio do experimento e redugdo nas coletas
subseqiientes, independentemente dos tratamentos
com herbicidas a base de glyphosate e imazaquin.
Valores altos de C-BMS encontrados logo apés simples
homogeneizagao e umedecimento de amostras sao
freqiientemente decorrentes do fluxo de atividade da
biomassa microbiana no reservatorio de matéria
organica do solo que se encontra pronto para
mineralizagdo, porém protegido quimica e fisicamente
(Franzluebbers et al., 1996; Salinas-Garcia et al.,
1997; Gongalves et al., 2002). Por outro lado, a reducio
do C-BMS e RBS nas coletas subseqiientes deve ter
ocorrido porque os microrganismos se multiplicaram
enquanto havia substrato disponivel, mas a seguir
ocorreu limitacdo de nutrientes (Joergensen et al.,
1990). O esgotamento de substratos e dos proprios
nutrientes do solo, que deve ter sido acelerado com o
crescimento das plantas, explica a continua elevacao
do quociente metabdlico ao longo do tempo (Quadro 1),
indicando estado de estresse metabdlico da biomassa
microbiana do solo.

O efeito de herbicidas a base de glyphosate sobre o
C-BMS esta freqiientemente associado a capacidade
de alguns microrganismos, principalmente fungos
(Kremer et al., 2005), utilizarem a molécula do produto
como fonte de C e N (Haney et al., 2000). Nesse caso,
observa-se elevacdo dos teores de C microbiano e,
muitas vezes, aumento da mineralizacdo da matéria
organica do solo, em fun¢io da maior atividade
microbiana (Wardle & Parkinson, 1990; Haney et al.,
2000). Eventualmente, o efeito dos herbicidas sobre a
biomassa microbiana do solo pode se dar por inibigdo
da atividade microbiana. Liet al. (2004), por exemplo,
observaram, em condigoes de campo, reducao da
biomassa microbiana do solo e, também, da
mineralizacio de compostos organicos com aplicacao
do ingrediente ativo imazapyr, pertencente ao grupo
quimico das imidazolinonas. Especificamente, quanto
ao imazaquin, apesar de pertencer ao grupo quimico
das imidazolinonas, amplamente utilizado no mundo
todo, pouco se conhece sobre os seus efeitos nos
microrganismos do solo.

Neste trabalho, o preparo do solo com homogeneizacio
e acomodacao nos vasos e a presenca das plantas po-
dem ter conferido impacto maior a biomassa
microbiana do que propriamente a aplicacdo dos
herbicidas. Isso explicaria a auséncia de efeito claro
desses herbicidas sobre o C da biomassa microbiana,
arespiracao basal do solo e o quociente metabdlico. A
auséncia de efeito dos herbicidas pode também estar
relacionada a sua rapida adsorc¢io no solo, uma vez
que o teor de 19,6 g kg'! de matéria organica, a textu-
ra muito argilosa e o pH abaixo de 6,0 favoreceriam
esse processo para ambos os herbicidas (Glass, 1987;

Rocha et al., 2002). Estando os herbicidas adsorvidos
aos coldides do solo, a a¢do inibitdéria sobre os microrga-
nismos ficaria reduzida, ndo sendo quantitativamente
detectada pelos métodos de avaliagdo da biomassa
microbiana utilizados.

O efeito da planta também foi observado na comu-
nidade bacteriana associada ao rizoplano de soja, por
meio de DGGE e RISA. Nesse caso, a similaridade
entre os perfis bacterianos das amostras do tratamento
controle, nas trés coletas (14, 30 e 62 dias), foi sempre
baixa (Figura 2), indicando que a comunidade
bacteriana respondeu a presenca da planta, alteran-
do-se durante o desenrolar do experimento, indepen-
dentemente da presencga dos herbicidas.

Resposta semelhante a essa também foi observada
para as comunidades bacteriana e fingica associadas
a rizosfera de dois cultivares de milho, nas quais a
complexidade da comunidade microbiana aumentou
com a idade das plantas, e o estadio de coleta exerceu
maior influéncia sobre a comunidade microbiana do
que propriamente os cultivares de milho (Gomes et
al., 2001, 2003). Também Sessitsch et al. (2004)
observaram que a idade das plantas de canola exerceu
mais efeito sobre a comunidade bacteriana associada
arizosfera do que a aplicac¢do do herbicida glufosinato
de amonio.

Entretanto, com a aplicacdo dos herbicidas
observou-se que houve restri¢do ao crescimento de
determinadas bactérias, isto é, auséncia de certas
bandas nos géis de DGGE e RISA, e também o estimulo
a outras nos mesmos tratamentos (Figura 1a,b),
mostrando que, devido a acdo dos herbicidas, a
estrutura da comunidade bacteriana foi alterada em
comparacio ao controle. Essa alteracao da comunidade
bacteriana, na forma de restricdo de certas bactérias
e estimulo de outras, traduziu-se em reduc¢io da
similaridade entre os tratamentos com os herbicidas
e o controle, que ocorreu desde os 14 até os 62 dias
apos aplicacio dos herbicidas (Figura 3). Essa inibicdo
provavelmente ocorreu porque, conforme ja assinalado,
os herbicidas testados sdo potentes inibidores de rotas
metabdlicas de produgéo de aminoacidos em vegetais
e microrganismos (Bentley, 1990; Duggleby & Pang,
2000).

Efeitos negativos do glyphosate sobre determinados
microrganismos do solo ja foram observados, por
exemplo, para Azotobacter (Wachowska &
Banaszkiewicz, 1999) e Pseudomonas (Kremer et al.,
2005), que sdo bactérias ecologicamente importantes
no solo. Entretanto, também sdo descritos efeitos
estimulantes do glyphosate, tanto em condig¢oes de casa
de vegetagdo quanto em campo, para fungos dos
géneros Rhizoctonia (Smiley et al., 1991), Pythium
(Descalzo et al., 1998), Phytophthora (Johal & Rahe,
1984) e Fusarium (Levesque et al., 1993; Kremer,
2003; Kremer et al., 2005), os quais sdo causadores
de doencas em varias espécies vegetais. O efeito do
imazaquin sobre os microrganismos do solo ainda é
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pouco conhecido. E possivel, porém, que ocorram
efeitos severos, pois é necessario apenas pequena
concentracgao do ingrediente ativo para inibi¢ao da rota
metabdlica em diversos organismos (Zohar et al., 2003).
Esse desconhecimento é preocupante, pois o uso de
produtos do grupo quimico das imidazolinonas, ao qual
0 imazaquin pertence, tende a aumentar no Brasil,
especialmente em lavouras de soja (Rocha et al., 2002).

Por outro lado, observou-se que ao longo do tempo
nao houve tendéncia de aumento da similaridade entre
os perfis bacterianos dos tratamentos com e sem
aplicacao dos herbicidas, indicando que os efeitos foram
prolongados ou que ocorreram de forma irreversivel.
Esses resultados reforcam a hipétese de que os
herbicidas podem atuar sobre os microrganismos do
solo por longos periodos, contrapondo, de certa forma,
outras observacdes que indicam efeitos restritivos
apenas nos primeiros dias apds a aplicacido (Wardle &
Parkinson, 1990).

Alterac¢oes na comunidade microbiana do solo,
embora muitas vezes sejam consideradas temporarias,
podem representar ruptura do equilibrio biodinamico
no solo, interferindo diretamente na decomposicao/
mineralizacdo da matéria organica, ciclagem de
nutrientes, supressio de doencgas etc. (Kennedy, 1999).
Ao longo do tempo, essas alteracgdoes podem representar
a perda da qualidade do solo, ou seja, perda da
capacidade de promover adequado desenvolvimento
vegetal.

Além da possivel irreversibilidade do efeito dos
herbicidas na comunidade bacteriana, que podem ter
causado morte de bactérias, pode ter ocorrido efeito
da presenca de metabdlitos secundarios, originados
da degradacéo da molécula dos herbicidas, sobre as
bactérias (Amarrante Junior et al., 2002) e, também,
sele¢do de bactérias resistentes ou tolerantes aos
herbicidas ou seus metabdlitos. Neste trabalho,
utilizou-se solo de drea com histérico de aplicac¢io de
herbicidas a base de glyphosate e imazaquin; dessa
forma, a ocorréncia de determinadas bactérias apenas
nos tratamentos com os herbicidas pode indicar
adaptacio e selecao de microrganismos em func¢io do
uso dos herbicidas (Forlani et al., 1999).

Os resultados deste trabalho mostraram que a
utilizagéo da técnica de PCR/DGGE do 16S rDNA e
PCR/RISA do espaco intergénico 16S rDNA-23S rDNA
permitiu a detecgdo de alteracgdes provocadas pelos
herbicidas a base de glyphosate e imazaquin na
comunidade bacteriana do rizoplano de plantas de soja.
Isso demonstra que técnicas moleculares podem
contribuir para melhor avaliacdo dos efeitos de
herbicidas no ambiente. Esses efeitos, entretanto,
podem néo ser detectados por métodos tradicionais,
como a mensuracao de C da biomassa microbiana do
solo, respiracdo basal do solo e quociente metabdlico,
como ocorreu neste trabalho.

A despeito das alteracdes provocadas pelos
herbicidas a base de glyphosate e imazaquin na
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comunidade bacteriana, estas precisam ser
oportunamente detalhadas, de modo a se entender qual
é o impacto da restricdo do crescimento de algumas
bactérias e estimulo de outras. Especialmente com
relacao ao glyphosate, tem-se comprovado sua agao
sinergistica com determinados patégenos, como:
Rhizoctonia, Pythium, Phytophthora e Fusarium
(Johal & Rahe, 1984; Smiley et al., 1991; Levesque et
al., 1993; Descalzo et al., 1998; Kremer, 2003; Kremer
et al., 2005). Alguns destes, além de serem resistentes
ao glyphosate, o degradam, ao passo que bactérias
antagonicas sdo sensiveis e, portanto, nio conseguem
sobreviver e colonizar o sistema radicular. No caso
de soja transgénica, estudos tém mostrado a selecao e
o aumento da colonizacdo radicular por patogenos na
prépria cultura e também na cultura em sucesséio,
mostrando potenciais prejuizos as lavouras (Kremer,
2003; Kremer et al., 2005).

CONCLUSOES

1. Os herbicidas a base de glyphosate e imazaquin
néo ocasionaram alteragoes significativas no teor de
C da biomassa microbiana do solo, na respiracao basal
do solo e no quociente metabdlico.

2. Os herbicidas a base de glyphosate e imazaquin
ocasionaram altera¢des na comunidade bacteriana
associada ao rizoplano de soja em todas as coletas
realizadas, alteracoes estas detectadas por meio dos
perfis eletroforéticos obtidos por DGGE e RISA.

3. A comunidade bacteriana associada ao rizoplano
de soja alterou-se ao longo do tempo, independente-
mente da presenca dos herbicidas.
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