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RESUMO

Tese de Doutorado
Programa de Pos-Graduacdo em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria - RS, Brasil

HERBICIDAS DESSECANTES NA FAUNA EDAFICA E

GENOTOXICIDADE
Autor: Geovane Boschmann Reimche
Orientadora: Solange Bosio Tedesco
Local e Data da Defesa: Santa Maria, 21 de agosto de 2014

Com a introducdo do sistema de plantio direto ocorreram mudangas no
manejo de plantas daninhas, onde se intensificou o controle quimico. O uso intenso
de herbicidas pode ter efeito na ecologia de organismos néo alvo presentes no solo.
Nesse sentido foram conduzidos dois trabalhos objetivando avaliar o efeito de
herbicidas sobre a composicdo da mesofauna edéfica em soja geneticamente
modificada e resisténcia ao herbicida glifosato (soja RR®) (Capitulo I) e verificar o
efeito citotoxico e de genotoxicidade de diferentes concentracdes dos herbicidas
glifosato, glufosinato, paraquat e saflufenacil, aplicados na operacéo de dessecacao
em pré-semeadura da soja RR® (Capitulo I1). No capitulo |, os resultados mostraram
gue glufosinato favoreceu o aumento de colémbolos (Entomobryomorpha) e acaros
(Eupodes sp. e Scheloribates sp. predadores Galumnidae e Mesostigmata).
Paraquat favoreceu o aumento de colémbolos (Entomobryomorpha) e &caros
(Pygmephoridae, Scheloribates sp. e Mesostigmata). A populacdo dos acaros
(Pygmephoridae e Scheloribates sp.) aumentou com o tratamento glifosato; e dos
acaros (Scheloribates sp) com a aplicacdo de saflufenacil. Enquanto que na
associacdo de glifosato com saflufenacil houve aumento da densidade de
colémbolos (Entomobryomorpha). A Ordem Haplotaxida apresentou maior
sensibilidade aos herbicidas glufosinato, paraquat e saflufenacil. No capitulo Il, os
resultados mostraram que a formulagdo comercial e o padrao analitico do glifosato
nao apresentaram efeito citotdxico nas concentracdes de 5, 10 ou 26ppm em células
de Allium cepa; e apenas a formulagdo comercial apresentou acdo genotdxica. O
glufosinato ndo apresentou acdo citotdxica, porém em células da planta teste se
evidenciou pouca acado genotdxica. A formulacdo comercial de paraquat reduziu a
divisdo celular nas concentracdes testadas (2, 4 e 11ppm), sem evidéncias de agéo
genotoxica. Saflufenacil ndo afetou a divisdo celular e apresentou baixa acéo
genotoxica na concentracdo de 0,25ppm em células da planta teste.

Palavras-chave: Glycine max. L. Agrotoxicos. Mesofauna edafica. Citotoxicidade.
Alteragbes cromossOmicas estruturais.
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The use of direct seeding system brought changes on the weed management, by the
mean of increasing of chemical control. The intense use of herbicides may have
effect over the ecology of non-target soil organism. Two studies were conduct aiming
testing the effect of herbicides over composition of soil mesofauna under genetically
modified glyphosate resistance soy (RR®) (Chapter 1) and assess the cito-
genotoxicity effect of glyphosate, ammonium gluphosinate, paraquat and saflufenacil
herbicide, applied during non-selective operation spray, before soy seeding (Chapter
II). In Chapter I, results showed that in both agricultural years, soil mesofauna was
dominate by Acari followed by Collembola, were Oribatida and Entomobryomorpha
were the most predominating, respectively. In Chapter I, results showed of
ammonium glufosinate favored an increase of springtails (Entomobryomorpha) and
mites (Eupodes sp. Scheloribates sp. Galumnidae and Mesostigmata). Paraquat
favored springtails (Entomobryomorpha) and mites (Pygmephoridae, Scheloribates
sp. and Mesostigmata). Mite population (Pygmephoridae and Scheloribates sp.)
increase with glyphosate treatment; and mites (Scheloribates sp.) with saflufenacil
application; while in the glyphosate with saflufenacil association there was an
increased springtails (Entomobryomorpha) density. The Haplotaxida Order show a
greater sensitivity to glufosinato herbicides, paraquat and saflufenacil. In Chapter II,
results showed that the glyphosate commercial formulation and analytical standard
did not show cytotoxic effect at 5, 10 or 26ppm concentrations over the A. cepa cells;
and only commercial formulation presented genotoxic. The gluphosinate shows no
cytotoxic action, but tested plant cells, evidenced little genotoxic effect. Paraquat
commercial formulation reduced cell division at the test concentrations (2, 4 and
11ppm) without genotoxic evidence. Saflufenacil did not affect cell division and
express a weak genotoxicity using 0,25ppm concentration in plant cells test.

Keywords: Glycine max L. Agrotoxics. Edaphic mesofauna. Citotoxicity. Structural
cromossomal alterations.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € 0 segundo maior produtor e exportador mundial de soja, atras
apenas dos Estados Unidos (FAO, 2013), com producdo superior a 68 milhdes de
toneladas de grédos. O Rio Grande do Sul (RS) apresenta a terceira maior producéo,
representando aproximadamente 15 % da producéo nacional (IBGE, 2012).

Dentre os componentes nocivos que ocorrem em lavouras de soja estdo as
plantas concorrentes, que competem com a cultura por agua, luz e nutrientes,
causando reducao na produtividade de grédos. O controle quimico, por sua eficiéncia
e praticidade, € atualmente o método mais empregado no controle de plantas
daninhas. Herbicidas que apresentam atividade residual no solo, impedindo ou
reduzindo a germinagdo e a emergéncia de plantas daninhas, sdo insumos de
grande importancia para garantir a producao de graos.

Com a liberacdo do plantio de genétipos de soja resistente ao herbicida
glifosato, usando a tecnologia Roundup Ready® (RR) no Brasil, o uso deste
herbicida que ja era expressivo devido as aplicacbes na dessecacdo em pré-
semeadura da soja, aumentou ainda mais com a possibilidade de realizar de uma a
duas aplicacdes em poés-emergéncia. O glifosato prove uma flexibilidade no tempo
de aplicacdo e controla um amplo espectro de plantas. Entretanto, ndo todas as
plantas daninhas sdo completamente controladas com uma uUnica aplicacédo
(STARKE e OLIVER, 1998; NORSWORTHY et al., 2001). Para muitas das plantas
problematicas para se controlar usando o glifosato, o controle € altamente
dependente ao tamanho da planta no momento da aplicacdo (JORDAN et al., 1997).
Além do mais, o uso intenso de glifosato em lavouras de soja RR® tem favorecido a
selecdo de plantas daninhas tolerantes e biotipos resistentes ao herbicida. Convém
enfatizar que a resisténcia é um fendmeno natural que ocorre espontaneamente em
populacdes de plantas daninhas, ndo sendo, portanto, o herbicida o agente
causador, mas sim selecionador dos individuos resistentes que normalmente se
encontram em baixa frequéncia inicial.

Em nivel mundial e também no Brasil, existem inUmeros casos de bi6tipos
resistentes a herbicidas, pertencentes a diversas espécies de plantas daninhas de

grande expressividade, como a Buva (Conyza bonairensis L. Crong.) no RS.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219404001395#BIB21
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219404001395#BIB16
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219404001395#BIB8
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Contudo, existem plantas que possuem certo grau de tolerancia ao glifosato como a
Trapoeraba (Commelina benghalensis L.), Corda-de-viola (Ipomoea triloba L.),
Guanxuma (Sida rhombifolia L.) e Poaia-branca (Richardia brasiliensis Gomes) de
modo que, para o efetivo controle destas e de outras plantas, consideradas daninhas
em areas agricolas antecedendo o cultivo de culturas agricolas, sdo necessarios
diversos cuidados.

A dessecacdo precoce das plantas daninhas, com o emprego de outros
herbicidas néo seletivos e/ou de amplo espectro de acdo, além do glifosato, bem
como a associacdo deste, com outros herbicidas, antecedendo a semeadura da
cultura € uma das maneiras de melhor controle das plantas daninhas problema, no
cultivo de culturas RR®. Esse manejo, além de contribuir na prevencéo de plantas
daninhas resistentes, podem também aumentar a eficiéncia de controle sobre
espécies tolerantes e ampliar o espectro de espécies controladas com uma Unica
aplicacdo. A busca por herbicidas que atendam a esses aspectos pode representar
grande contribuicdo no sentido de tornar a producdo de soja mais competitiva,
econbmica e de qualidade.

Enquanto os herbicidas sdo muito importantes para a agricultura, sob certas
circunstancias podem agir como poluentes que deterioram o solo e 4gua. Enquanto
a maioria dos herbicidas ndo sao intencionalmente aplicados ao solo, eles podem
entrar no ambiente solo por: intercepcao direta da calda pela superficie do solo
durante as aplicacbes iniciais, pelo escorrimento do produto da vegetacdo e
lixiviagdo do material das plantas em decomposicao (ZABALQY et al., 2008). Existe
ainda uma grande preocupacao acerca dos efeitos dos herbicidas no ambiente,
principalmente sobre o ecossistema do solo. A fauna edafica é tradicionalmente
utilizada como bioindicadora em estudos de detec¢édo e monitoramento da qualidade
ambiental (LANGELLOTTO e DENNO, 2004; PAOLETTI et al., 2007). Dentre estes
organismos bioindicadores presentes no solo, os artroOpodes sao particularmente
importantes devido a diversidade de espécies e habitat, além de comporem o0s
processos biolégicos nos ecossistemas naturais. Além disso, sao organismos
sensiveis as mudancas do ambiente podendo ser utilizados em estudos de
monitoramento (THOMAZINI e THOMAZIN, 2002).

Os efeitos dos agrotoxicos sobre componentes fisicos e bioldgicos do solo,
embora complexos, tém sido frequentemente avaliados. Entretanto, a maioria dos

estudos é conduzida em condicbes de laboratorio, utilizando-se de metodologias
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baseadas em bioensaios (CORTET et al., 2002). Embora facilmente demonstraveis
em condi¢cdes controladas, a campo os efeitos sobre a fauna edéfica podem ser
variaveis, e por isto devem ser avaliados e interpretados com muito critério e cautela,
através de indicadores apropriados e de maior proximidade das condi¢cdes de campo
(MOREIRA & SIQUEIRA, 2002).

Outro importante aspecto dos agrotoxicos no ambiente, que vem sendo
estudado, sdo os possiveis efeitos citotoxicos e genotoxico. Muitos estudos usando
diferentes bioensaios tem demostrado fortes efeitos citotoxicos e genotdxico dos
herbicidas, inseticidas e fungicidas (NITHYAMEENAKSHI et al., 2006, DIMITROV et
al., 2006; BASARAN; UNDEGER, 2005).

Os bioensaios com vegetais demonstraram serem testes eficientes para o
monitoramento da genotoxicidade de poluentes da agua e do solo, incluindo os
agrotoxicos (GRANT, 1999). Entre as plantas superiores, Allum cepa L. é
considerada como excelente bioindicadora de efeitos genotoxicos e mutagénicos de
poluentes ambientais (GRANT, 1999). Além da simplicidade, alta sensibilidade e
baixo custo, os testes com A. cepa tém sido selecionados por alguns pesquisadores
devido a alta correlacdo observada com os resultados de outros bioensaios. Esta
caracteristica é essencial para se acessar corretamente 0s riscos ambientais, bem
como para realizar extrapolacdes dos resultados obtidos para outras espécies (MA
et al., 1995). Por exemplo, Rank et al. (1997) observaram uma correlacédo de 82%
entre os testes com A. cepa e 0s ensaios de carcinogenicidade em roedores.

Varios estudos tém demonstrado em diferentes organismos que alguns
agrotoxicos podem ser toxicos e/ou genotdxicos e influenciar na sobrevivéncia,
fertiidade e composicdo genética das populacdes. Entretanto, raras informacdes
que existem a respeito desse assunto em condi¢des de clima e solos do RS ou em
sistema de plantio direto.

As hipoéteses gerais estabelecidas para esta pesquisa foram:

- Os herbicidas usados na operagdo de manejo em pré-semeadura da soja
Roundup Ready® afetam qualitativa e quantitativamente a fauna edafica.

- Nas concentracdes aplicadas em lavouras visando o controle de plantas
daninhas, os herbicidas glifosato, glufosinato, paraquate e saflufenacil sé&o
potencialmente toxicos e/ou genotdxicos e influenciam na composicdo genética das

plantas.



2 OBJETIVOS

Estudar a acédo dos herbicidas glifosato, glufosinato, paraquat e saflufenacil
na mesofauna edéfica e caracterizar o efeito citotoxico e genotéxico dos mesmos

utilizando Allium cepa como planta teste.

2.1 Objetivos especificos

Comprovar o efeito desses herbicidas sobre a composicdo da fauna edéfica
durante o periodo de cultivo da soja RR®.

Avaliar o efeito citotoxico de diferentes concentracdes dos herbicidas
aplicados na operacdo de dessecacdo em pré-semeadura da soja RR® e também

analisar a genotoxicidade desses herbicidas.



3 CAPITULO I: ACAO DE HERBICIDAS DESSECANTES NA
COMPOSICAO DA MESOFAUNA SOLO

RESUMO

Esse trabalho teve por objetivo estudar o impacto da operacdo de dessecacédo
usando herbicidas em pré-semeadura da soja sobre a comunidade da mesofauna
edéfica. O experimento foi conduzido a campo na area experimental do
Departamento de Defesa Fitossanitaria da Universidade Federal de Santa Maria, em
Santa Maria, RS, nos anos agricolas 2010/2011 e 2011/2012, em um delineamento
experimental de blocos ao acaso com seis tratamentos e quatro repeticbes. Os
tratamentos foram constituidos pela dessecacdo em pré-semeadura da cultura
usando, (herbicida e dose): glifosato (1080g ha™), paraquat (400g ha™), glufosinato
(500g ha™), saflufenacil (0,140g ha'), associacdo de glifosato e saflufenacil
(1080+0,140g ha™) além do tratamento testemunha. As amostragens para o
levantamento da densidade e diversidade da mesofauna do solo, foram realizadas
com um trado metélico em cinco épocas, sendo que a primeira foi realizada trés dias
antes da aplicacdo dos tratamentos herbicidas (-3), 15, 40, 70 e 130 dias apés a
aplicacdo dos herbicidas. A extracdo da mesofauna das amostras de solo foi
realizada através de um extrator de alto gradiente. A mesofauna edafica nos dois
anos agricolas foram dominadas por Acari seguida de Collembola, onde
predominaram Oribatida e Entomobryomorpha como as mais comuns. Os resultados
mostraram  que  glufosinato  favoreceu o0 aumento de  colémbolos
(Entomobryomorpha) e &acaros (Eupodes sp. e Scheloribates sp. predadores
Galumnidae e Mesostigmata). Paraquat favoreceu o aumento de colémbolos
(Entomobryomorpha) e acaros (Pygmephoridae, Scheloribates sp. e Mesostigmata).
A populacdo dos acaros (Pygmephoridae e Scheloribates sp.) aumentou com o
tratamento glifosato; e dos &acaros (Scheloribates sp.) com a aplicagdo de
saflufenacil; enquanto que na associacdo de glifosato com saflufenacil houve
aumento da densidade de colémbolos (Entomobryomorpha). A Ordem Haplotaxida

apresentou maior sensibilidade aos herbicidas glufosinato, paraquat e saflufenacil.
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Palavras-chave: Glycine max L. Organismos nado alvos. Microartropodes. Acari.

Collembola.

ABSTRACT

This work aimed study the impact of the operation of chemical weed control using
herbicides in pre-planting of soybeans on edaphic mesofauna community. The
experiment was conducted under field conditions at the Plant Protection Department
experimental field of the Universidade Federal de Santa Maria in Santa Maria, RS,
during 2010/2011 and 2011/2012 growing season, in a complete randomized block
with six treatments and four replications. The treatments were an before seeding
spray using (herbicide and dose): glyphosate (1080g ha™), paraquat (400g ha™),
gluphosinate-ammonium (500g ha™), saflufenacil (0,140g ha™), glyphosate +
saflufenacil (1080 + 0,140g ha™) beyond the control treatment. The survey sampling
for density and diversity of soil mesofauna were performed in five seasons using a
metal auger, the first of which was held three days before herbicide treatment (-3),
15, 40, 70 and 130 days after herbicide application. The mesofauna was extract from
the soil samples by a high gradient extractor. Results shows that ammonium
gluphosinate favored springtails (Entomobryomorpha) and mites (Eupodes sp.
Scheloribates sp. Galumnidae and Mesostigmata) increase. Paraquat favored
springtails (Entomobryomorpha) and mites (Pygmephoridae, Scheloribates sp. and
Mesostigmata). Mite population (Pygmephoridae and Scheloribates sp.) increase
with glyphosate treatment; and mites (Scheloribates sp.) with saflufenacil application;
while in glyphosate with saflufenacil association there was an increased springtails
(Entomobryomorpha) density. The Haplotaxida Order shows a greater sensitivity to

gluphosinate, paraquat and saflufenacil herbicides.

Keywords: Glycine max L. Non-target organisms. Microarthropods. Acari.

Collembola.
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3.1 Introducéao

O manejo sustentavel € assunto chave em pesquisa agricola. O manejo
integrado, tem sido proposto como novo caminho para sobrepor muitos problemas
associados com a agricultura convencional (VEREIJKEN, 1986).

Um bioindicador pode ser definido como uma espécie, familia ou grupo
funcional que reage de modo especifico a certos tipos de mudancas ambientais
(PAOLETTI; BRESSAN, 1996; VAN STRAALEN, 1998).

O solo é um ambiente compacto onde a vida estd concentrada em espacos
porosos que tipicamente compreende 30% a mais de 60% do volume do solo, nas
camadas superficiais (LAVELLE, 2012). Além dos microorganismos (bactérias,
fungos, micorrizas etc.), o solo também é conhecido por abrigar muitos outros
organismos da fauna do solo e nas ultimas décadas, estd muito bem documentado
gue os invertebrados do solo (ex. nematoides, acaros e colémbolos) podem servir
como bons bioindicadores das mudancas no ambiente e manejo agricola (PAOLO et
al., 2010; BONGERS; FERRIS, 1999; NEHER, 2001; PONGE et al., 2003; RUF,
1998).

Dentre os bioindicadores, como artropodes do solo, a mesofauna edéfica é
geralmente o grupo melhor representado em termos de abundancia, riqueza e
diversidade (FILSER, 2002). Dentre esses organismos, O grupo pertencente a
mesofauna do solo, classifica como aqueles organismos que possuem um diametro
corporal entre 100um e 2mm (WURST et al. 2012), como por exemplo &caros,
colémbolos, proturos, dipluros e pequenos insetos entre outros, que se destacam
devido a sua grande diversidade de espécies e habitat. Os mais numerosos sao 0s
acaros Oribatei (Cryptostigmata) e Collembola, os quais, juntos constituem mais ou
menos 72 a 92% dos individuos do total da fauna de Artropoda do solo (SINGH,;
PILLAI, 1975).

Além de serem considerados bons bioindicadores, os organismos da fauna do
solo € um fator de grande importancia para 0S processos que estruturam oS
ecossistemas terrestres. Esses organismos exercem um papel fundamental na
decomposicdo do material vegetal, na ciclagem de nutrientes e na regulagéo indireta
dos processos biolégicos do solo, além de estabelecerem interagbes em diferentes
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21

niveis com o0s microrganismos, que sdo fundamentais para a manutencdo da
fertilidade e produtividade do ecossistema (CORREIA; OLIVEIRA, 2005).

Parte dos agrotdxicos usualmente aplicados, alcanca o solo, mesmo sendo
aspergido sob culturas em crescimento e assim, podem alcancar o solo e o aumento
do uso de herbicidas pode causar contaminacdo do solo com substancias quimicas
toxicas. Poluentes e outros fatores de degradacdo podem causar ambas, mudancas
quantitativas (alteracdes densidade) e qualitativas (alteracbes na riqueza e/ou
diversidade na fauna), as quais afetam o funcionamento do solo (BRUCE et al.,
1997; CHAUVAT; PONGE, 2002; GILLET; PONGE, 2003).

Os herbicidas sdo usados continuadamente para o controle de plantas
daninhas em culturas e tem se tornado um dos principais agroquimicos em sistemas
ecologicos edaficos. Muitos trabalhos tém sido feitos para estudar o impacto de
herbicidas em solos agricolas, porém com resultados muitas vezes contrastantes e
baseados em espécies modelo previamente estabelecidos por teste de toxicidade,
como por exemplo Eisenia andrei (minhoca) e Folsomia candida (colémbolo).
Baseados em testes toxicoldgicos agudos, alguns autores tém encontrados que o
impacto dos herbicidas sobre a fauna do solo ser desprezivel (FOX, 1964), mas
outros tem reportado o contrario (SABATINI et al., 1998).

O uso dos herbicidas podem afetar diretamente os componentes da
mesofauna, se forem toxicos, ou indiretamente, através de sus efeitos sobre a
biomassa vegetal (EDWARD; STAFFORD, 1979). A influéncia dos herbicidas sobre
a mesofauna varia com o grupo quimicos dosagem, persisténcia, niamero de
pulverizacdes, efeito sobre a vegetacdo e condi¢cBes climéaticas (POPOVICI et al.,
1977; EIJSACKERS; BUND, 1980; SUBAGJA; SNIDER, 1981). BELDEN; LYDY
(2000) afirmam que o uso de herbicidas pode exercer efeitos nocivos sobre a
entomofauna, embora a magnitude de respostas possa estar mais diretamente
ligada a efeitos indiretos decorrentes de mudancas no habitat.

Na cultura da soja, o uso da pratica de manejo quimico das plantas daninhas
recomendada, a qual preconiza o uso de herbicidas de acé&o total ou amplo espectro
sobre plantas daninha problema (resisténcia/tolerancia ao glifosato) de forma
precoce antes da semeadura da soja, mostra-se cada vez mais usual no Brasil.
Desta forma, levando em consideragdo o manejo integrado das pragas, é de grande
importancia o conhecimento do efeito que o emprego desses herbicidas podem

causar no ambiente da lavoura de soja. Assim, levando-se em consideracao que a
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biodiversidade pode ser impactada sob diversas formas, ainda existe falta de
conhecimento em relacdo ao impacto de limitagdes antropogénicas como 0 uso
desses herbicidas, sobre organismos do solo.

Assim, objetivou-se com esse trabalho, estudar o impacto da operacdo de
dessecacdo usando herbicidas em pré-semeadura da soja sobre a comunidade da

mesofauna edafica.

3.2 Material e métodos

3.2.1 Condicbes Experimentais

Os experimentos foram conduzidos na area experimental do Departamento de
Defesa Fitossanitaria, no Campus da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM),
RS, nos biénios agricolas 2010/2011 e 2011/2012. O solo do local € classificado
como Argissolo Vermelho distréfico arénico pertencente a unidade de mapeamento
Sao Pedro, segundo Embrapa (2013), e a descricao das caracteristicas quimicas e
fisicas béasicas do solo encontram-se no APENDICE B. O clima da regido é do tipo
Cfa - temperado chuvoso com distribuicdo de chuva uniforme ao longo do ano e
subtropical do ponto de vista térmico (MORENO, 1961). Os dados de tempo
(temperatura compensada média e precipitacdo) observados durante todo o periodo
do estudo para os dois anos agricolas, estéo presentes no APENDICE C e D.

O delineamento experimental foi o de blocos ao acaso com seis tratamentos e
quatro repeticbes. O experimento foi conduzido em unidades experimentais que
possufam 24m? (6x4m), sendo que foi deixada uma &rea de neutra de dois metros
(2m) entre cada unidade experimental dentro de cada bloco bem como entre blocos.
Estas areas neutras foram alocadas como uma forma de impedir que houvesse

contaminacao entre as proprias unidades experimentais (Figura 1).
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Figura 1 - Imagem geral de um bloco com as unidades experimentais (parcela) do
experimento a campo mostrando a disposicdo entre as unidades
experimentais e as areas neutras (bordadura). Santa Maria, RS. 2014.

Nos dois anos agricolas, a area do experimento era composta por uma
vegetacdo composta basicamente de plantas de azevém (Lolium multiflorum Lam.)
formando uma cobertura durante o inverno/ primavera, e que antes da instalacao do
experimento, em torno de 20 a 15 dias, as plantas de azevém estavam naturalmente
mortas, formando uma cobertura do solo avaliada em 3,4 e 3,1 toneladas de palhada
no primeiro e segundo ano agricola do estudo. As poucas plantas remanescentes da
entre anos agricolas foram removidas por meio de arranque manual.

A semeadura da soja foi realizada mecanicamente com uma semeadora-
adubadora no espacamento de 0,45m entre fileiras e com densidade de 18
sementes por metro, utilizando-se a cultivar Fundacep 55RR, instalada sob sistema
de semeadura direta. A adubacéo foi realizada utilizando-se a formula 5-20-20 (N-P-

K) segundo as recomendacdes técnicas para a cultura (REUNIAO..., 2010). A
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semeadura da soja foi realizada em 26/12/2010 e 24/01/2012, respectivamente no

primeiro e segundo ano agricola estudado.

3.2.2 Tratamentos

Os tratamentos foram constituidos da aplicacéo isolada do herbicida glifosato
(N-(fosfonometil)glicina), na dose de (1080g ha™) usando a formulacdo comercial
Roundup Original® (360gL™ de equivalente &acido de glifosato) (Monsanto®). O
herbicida glufosinato de amoénio (4-hidroxi(metil) fosfinol-DL-holoalanina sal de
aménio), na dose de (500g ha™) usando a formulacdo comercial Finale® (200gL™ de
equivalente glufosinato sal de aménio) (Bayer®). O herbicida paraquat (1,1'-dimetil-
4,4"-bipiridina-dicloreto), na dose de (400g ha') na formulacdo comercial
Gramoxone® (200gL™ de paraquat) (Syngenta®) e o herbicida saflufenacil N'-{2-
chloro-4-fluoro-5-[1,2,3,6-tetrahydro-3-methyl-2,6-dioxo-4-(trifluoromethyl) pyrimidin-
1-yllbenzoyl}N-iso-propyl-N-methylsulfamide), na dose de (42g ha™) na formulacéo
comercial Heat® (700g kg* de saflufenacil) (Basf®). No tratamento testemunha
(controle) foi aplicado apenas agua no mesmo volume da calda empregada com os
herbicidas. Para a asperséo da calda para cada herbicida e a agua, foi utilizado um
pulverizador costal pressurizado com CO, e vazao equivalente a 120L, provido de
barra com 1,5m de comprimento e quatro pontas Teejet XR110.02 com jato em
forma de leque e espacados de 0,50m um do outro, aos 5 dias antes da semeadura

da soja.

3.2.3 Amostragem da mesofauna edafica

Para os levantamentos da densidade e diversidade de organismos
pertencentes a mesofauna do solo, procedeu-se a coleta cinco épocas, sendo que a
primeira foi realizada trés dias antes da aplicagdo dos tratamentos herbicidas (-3) e
aos 15, 40, 70 e 130 dias ap0s a aplicacdo dos herbicidas.



25

As amostras foram obtidas através de um trado metalico, com 5cm de
didmetro interno e 4,5cm de altura. Para isso, as mesmas foram coletas
introduzindo-se o trado até 4,5cm de profundidade no solo nas entre linhas das
plantas de soja, em trés diferentes locais dentro de cada unidade experimental,
obtendo-se trés amostras por parcela. Cada amostra de solo foi cuidadosamente
retirada do trado com o auxilio de uma espatula, embalada em saco de polietileno
previamente identificado e acondicionada em uma caixa de isopor e levada para o
laboratério.

A extracdo da mesofauna das amostras de solo foi realizada através de um
extrator de alto gradiente (MACFADYEN, 1961) com funil modificado de Berlese-
Tullgren. Este aparato, consiste de 40 extratores construidos a base de canos de
PVC contendo uma tela metélica (abertura da malha de 3,0mm) para suportar a
massa de solo, além de uma tela de nylon (abertura de malha de 1,8mm) logo acima
da malha metélica para impedir que grandes quantidades de solo caiam. Abaixo da
estrutura de com as telas, estava fixado um funil de polietileno, este, direcionava 0s
organismos diretamente para o frasco com a solucao fixadora. Presentes acima do
tubo (15cm do topo do tubo) h& a fontes de luz e calor (lampada de 40Watts) para
aquecer e desidratar lentamente as amostras (Figura 2).

O método de extracdo se baseia na resposta dos invertebrados do solo a uma
fonte de luz e calor, que induz os organismos a migrar em busca de umidade e
temperaturas mais amenas, caindo através da tela passando pelo funil que o
direciona diretamente para um frasco de vidro contendo solucéo fixadora de alcool
etilico 75% (FINNAMORE et al., 2008) preenchida pelo menos duas vezes durante a
extracao.

Todas as lampadas eram ligadas a um circuito com um dimmer, utilizado para
controlador a intensidade da corrente elétrica média e assim variar a intensidade de
luz e calor emitido pelas lampadas. Desta forma as lampadas permaneceram com o
minimo de luz no primeiro dia. A temperatura foi diariamente aumentada de 25 a
45°C no 14° dia, medindo-se a temperatura média do topo da amostra de solo de
guatro amostras usando-se quatro medidores de temperatura digital com sonda
externa.

Para garantir um bom gradiente de temperatura entre o topo da amostra de
solo e base da mesma (temperatura normal/ambiente), toda a estrutura contendo os

extratores foi mantida em local com temperatura ambiental (medida a 1m dos
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extratores) variando entre 23-24°C controlado por um ar condicionado, durante os 14
dias.

Figura 2 - Extracdo da mesofauna edéfica. A) Local de retirada de amostra de solo
da parcela; B) Vista do fundo de um dos tubos dos funis de extracédo; C)
Vista de cima de tubos contendo a amostra de solo sob lampadas; D)
Perfil completo de um extrator contendo de cima para baixo: a lampada
(40W), cano PVC com fundo de malha de ferro + tela plastica, funil e
frasco coletor (alcool 70%-+glicerina); E) Parte da estrutura com os
extratores. Santa Maria, RS. 2014.

Apés o periodo de extragdo, o recipiente de vidro contendo a solugcado foi
recolhido completado novamente com &lcool 75% para posterior triagem.

Posteriormente essas amostras foram transferidas para placa de Petri contendo



27

graduacbes para contagem e identificagdo dos organismos utilizando-se um
microscopio optico invertido. Os colémbolos foram agrupados a nivel de Ordem, e os
acaros foram agrupados em Oribatida, Prostigmata, Mesostigmata e Astigmata,
seguindo BELLINGER, (2014) e KRANTZ, (1970). Os individuos mais abundantes
de acaros foram identificados em nivel de género com a ajuda do Dr. Jeferson Luiz

de Carvalho Mineiro do Instituto Biologico (Campinas, SP).

3.2.4 Analise de dados

Apenas o0s taxons que estiveram presente a partir de 10% das amostras
foram considerados “abundantes” e incluidos nas analises estatisticas, procedeu-se
assim devido ao fato de que taxons invertebrados com abundancia muito baixa, ndo
exibem qualquer informacédo possivel efeito dos tratamentos, e o efeito do acaso, se
torna muito possivel. Antes da analise dos dados, a normalidade e homogeneidade
das densidades foram verificadas através dos testes de Liliefors e Bartlett (P<0,05),
respectivamente. As densidades observadas foram transformadas para a escala de
logip(n+1) para andlises estatisticas. Comparacbes foram feitas entre cada
tratamento e o tratamento testemunha (controle sem herbicida).

Os dados da composicao relativa nos dois anos agricolas foram inicialmente
submetidos a um processo seletivo que determinou quais foram 0s organismos que
mais explicavam a variancia observada usando a andlise de discriminante com o
procedimento de selecdo forward stepwise usando o procedimento PROC
STEPDISC com selecdo STEPWISE do programa SAS® (STATISTICAL ANALYSIS
SYSTEM, 2003).

Para os organismos selecionados, os dados foram submetidos a anélise de
variaveis canonicas. Esta técnica de ordenacéo indireta permite a representatividade
dos dados originais num conjunto de variaveis que possibilita representar
graficamente as respostas da comunidade em funcao dos tratamentos (KEDWARDS
et al., 1999). A significancia entre a abundancia da comunidade de organismos em
funcdo dos tratamentos foi testada pelo teste F aproximando (p<0,05), usando a

distancia de Mahalanobis entre as respectivas médias candnicas. As analises foram
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feitas usando o procedimento CANDISC do programa SAS® (STATISTICAL
ANALYSIS SYSTEM, 2003).

Para o0s organismos selecionados pelo procedimento STEPDISC,
responsaveis pelo aparecimento de diferencas entre os tratamentos, foram
individualmente submetidos a uma analise de varidncia usando a analise de
variancia de medidas repetidas (ANOVA-RM) para verificar diferencas na
abundéancia dos organismos ao longo do tempo. Para cada teste, a hipétese de
simetria composta dos dados foi verificada com o teste de esfericidade, e quando
significativo (P<0,05), para determinar a significancia da interagdo entre termos do
sujeito, foi usado o ajustamento de Greenhouse-Geisser para os graus de liberdade
do erro (DIXON, 1992).

Também para os principais organismos foram feitas curvas de flutuacdo da

populacao para cada tratamento.

3.3 Resultados e discusséo

3.3.1 Diversidade geral de organismos

No total da fauna do solo avaliada foram 9078 e 14964 individuos que incluem
artropodes, nematoides e anelideos, no primeiro e segundo ano respectivamente. A
proporcdao entre as Ordens coletadas n&o variou entre 0s anos, sendo
respectivamente no primeiro e segundo ano: Acari (86,8 e 87,3%), Collembola (6,2 e
5,7%), Hymenoptera (1,9 e 1,9%), Nematoda (1,7 e 2,1%), Coleoptera (1,6 e 1,9%),
Symphyla (0,8 e 0,3%), Haplotaxida (0,3 e 0,3%), Diplura (0,2 e 0,1%), Araneae (0,2
e 0,1%), Chilopoda (0,2 e 0,1%), Thysanoptera (0,1 e 0,2%) e Pseudoscorpiones
(0,03 e 0,0%) (Figura 3). De acordo com Lavelle; Spain (2001), Collembola e Acari
sdo geralmente dominantes entre a mesofauna, tanto numericamente como na
biomassa.

Os &caros do solo, representam respectivamente no primeiro e segundo ano

agricola, 84,6 e 74% pertenciam a Subordem Oribatida. Outros taxons de &caros
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foram Prostigmata (9,2 e 18,1%) e Mesostigmata (4,2 e 4,4%). Astigmata mais

Endostigmata compreenderam 2 e 3,5%.

Pseudoscorpiones A Pseudoscorpiones B

Thysanoptera Diplura
Chilopoda Araneae
Araneae Chilopoda
Diplura Thysanoptera

Haplotaxida Symphyla |

Symphyla | Haplotaxida |

Coleoptera 1 Coleoptera 1

Nematoda | Hymenoptera 1|

Hymenoptera 1 Nematoda 1

Collembola M Collembola W

Acari I Acari I
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100

Figura 3 - Abundancia relativa em percentagem (%) geral das principais Classes
taxondmicas da fauna edafica encontradas no presente estudo. (A) Ano
agricola 2010/11 e (B) ano agricola 2011/12. Santa Maria, RS. 2014.

A comunidade de Acari foi dominada pelos Oribatida mesmo que a
diversidade de géneros foi baixa. Esses resultados estdo de acordo com os de
Gormsen et al. (2006), que encontraram uma soma de 67,5% do total de acaros, em
solo agricola. Os Oribatida geralmente ocorrem em altos niumeros no topo da
camada do solo, alimentando-se principalmente em plantas, fungos e material em
decomposicdo, assim, possuindo um papel central na cadeia alimentar no solo
(WALTER; PROCTOR, 1999). Os &caros Oribatida possuem baixa atividade
metabdlica, baixo desenvolvimento e baixo fecundidade. Adultos vivem
relativamente um longo tempo, por exemplo, estimativas de desenvolvimento de ovo
até adulto varia de varios meses aos dois anos em solos temperados (MARJORE,
2008). A comunidade dos oribatideos é citada como Uteis para avaliacdo do impacto
de pesticidas sob espécies de oribatideos (SIEPEL, 1995). Entretanto, outras

pesquisas mostram que a sensibilidade de espécies de oribatideos como
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(Platynothrus peltifer) em testes de laboratério foi encontrado como baixo,
mostrando que o mesmo nédo foi padronizado pela Organizacdo para Cooperacao
Econbmica e Desenvolvimento (OECD) (VAN GESTEL; DOORNEKAMP, 1998). A
dominancia dos Oribatida no presente estudo pode ser atribuida a abundancia do
género Scheloribates, conhecido por sua tolerancia a disturbios ambientais (BEHAN-
PELLETIER, 1999).

O segundo grupo de acaros mas abundantes, os Mesostigmata, sdo na
grande maioria, acaros predadores. Esses acaros nao tém influéncia direta na
decomposicdo de material organico no solo, porém na predacdo de espécies
saprofagas da mesofauna, as quais afetam a ciclagem de nutrientes (HEAL;
DIGHTON, 1985). A grande maioria dos Mesostigmata sdo predadores de topo,
ocupam a posicao central na cadeia alimenta detritivora no solo e indicam distarbios
ecolégicos (KOEHLER, 1999) e poluentes do solo (RUFF, 1998).

3.3.2 Impacto dos herbicidas sobre a riqueza de organismos do solo

Considerando-se a classificacdo dos grupos dos organismos encontrados, no
primeiro ano foram observados 28 grupos. Tomando como base as coletas
realizadas apdés a aplicacdo dos tratamentos, a riqgueza dos grupos foi pouco
afetada. No tratamento controle foram observados 24 grupos, glifosato 23, paraquat
22, glufosinato 20, saflufenacil 23 e na associagao de saflufenacil com glifosato 24.
Ja no segundo ano, foram observados 26 grupos, destes o controle apresentou 18,
glifosato 21, paraquat 22, glufosinato 21, saflufenacil 21 e na associacao saflufenacil
com glifosato 18, também, sem grandes diferencas. A dessecacdo em pré-
semeadura da soja empregando diferentes herbicidas, ndo alterou a riqueza dos
grupos mais importantes de invertebrados no solo. O maior ou menor nimero de
grupos presentes nos tratamentos, foi devido a presenca ou auséncia de alguns
taxons em algumas amostras, porém esses taxons nao representavam a

comunidade geral, devido a baixa densidade.
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3.3.3 Impacto dos herbicidas sobre a densidade de Acari e Collembola do solo

Com relacdo a densidade média (ind/m?, o grupo dos &caros foi
predominante em relacdo ao grupo de colémbolos, compreendendo estes dois

juntos, 93% do total de organismos extraidos das amostras de solo, igualmente nos
dois anos agricolas.
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20000 4 : AN Glufosinato _./"/
— i — Saflufenacil e
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Figura 4 - Densidade de Acari (em relacdo ao tratamento testemunha) no solo ao
longo do cultivo da soja implantada usando diferentes herbicidas na
dessecacdo em pré-semeadura da cultura no ano agricola 2010/11 (A) e
2011/12 (B). Linha vertical pontilhada indica dia da aplicagdo dos
tratamentos (herbicidas). Santa Maria, RS. 2014.
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A média total dos organismos que pertencem ao grupo Acari encontrados nas
amostras de solo das parcelas experimentais estdo representados como desvio da
densidade em relacdo ao encontrado na testemunha (Figura 4). A analise da
variancia de medidas repetidas indicou que ocorreu efeito significativo na interacéao
entre época de coleta versus tratamentos e/ou no tratamento isolado, para a
populacédo total média de 4caros em todos os tratamentos no ano 2010/11 e 2011/12
(Tabela 1). Verificando os gréaficos na Figura 4 A e B, no geral, a densidade de
acaros foi maior do que na testemunha. Para a ordem Acari, a analise de variancia
univariada para o efeito dos tratamentos dentro de cada época, mostra efeito
significativo dos tratamentos na coleta do dia 40 (F= 6,24, g.I= 5, p= 0,001) e 130
(F= 8,67, g.I= 5, p< 0,000) para o primeiro ano e nos dias 15 (F= 3,49, g.I= 5, p=
0,022), 40 (F= 4,95, g.I= 5, p= 0,005) e 70 (F= 7,68, g.I= 5, p< 0,000).

Os desvios na densidade de Collembola nos tratamentos com herbicidas em
relacdo a testemunha encontrada nas amostras de solo, estdo exibidos na Figura 5
A e B, respectivamente para a 0 ano agricola 2010/11 e 2011/12.

A analise da variancia de medidas repetidas (Tabela 1) indicou que houve
efeito significativo para as densidades de Collembola em paraquat no primeiro ano e
glifosato e saflufenacil (interacdo com tempo) no segundo ano. Os graficos da Figura
5 A e B, mostram que a densidade total média de colémbolos variou bastante entre
0s tratamentos, a analise univariada mostrou um efeito significativo dos tratamentos
na coleta realizada no dia 40 para o primeiro ano (F= 5,55, g.I= 5, p= 0,002) e no
segundo ano (F= 5,55, g.I= 5, p=0,002).

No presente trabalho, mesmo néo significativo, existe uma tendéncia de um
aumento na densidade de colémbolos nos primeiros dias apos a aplicacdo dos
herbicidas, observado principalmente no primeiro ano. Em geral, trabalhos na
literatura citam que a aplicacdo de herbicidas ndo afeta ou é pouco adverso sobre
populacao de Collembola (EDWARDS, 1989; HAQUE et al., 2011; LINS et al., 2007).
Contudo, estudos de RENAUD, (2004), ao aplicar glifosato encontram uma reducéo

na abundancia, diversidade e riqueza de Collembola.
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Tabela 1 - Analise de variancia por medidas repetidas (ANOVA-RM) da densidade
de Acari e Collembola encontrados no solo da lavoura de soja com
aplicacao de herbicidas. Santa Maria, RS. 2014.

Fonte de variacao* T 2010/11 2011/12
G-G F p G-G F p
Acari
TEST x GLIF - 21,74 0,003 - 1,96 0,211
TEST x PARA - 530 0,060 - 0,62 0,462
TEST x GLUF - 81,70 0,000 - 8,06 0,029
TEST x SAFLU - 8,99 0,024 - 0,03 0,870
TEST x SAFLU+GLIF - 8,89 0,024 - 4,14 0,088
Tempo - 50,16 0,000 - 139 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 1,48 0,239 - 4,35 0,008
Tempo x TEST x PARA - 3,15 0,032 - 8,99 0,000
Tempo x TEST x GLUF - 10,33 0,000 - 1,83 0,156
Tempo x TEST x SAFLU - 2,53 0,067 - 14,0 0,000
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 1,46 0,243 - 8,53 0,000
Collembola
TEST x GLIF - 1,12 0,328 - 9,30 0,022
TEST x PARA - 9,58 0,021 - 3,18 0,124
TEST x GLUF - 530 0,060 - 0,21 0,662
TEST x SAFLU - 1,69 0,241 - 2,74 0,148
TEST x SAFLU+GLIF - 1,02 0,351 - 4,39 0,080
Tempo - 2,87 0,028 - 2,43 0,054
Tempo x TEST x GLIF - 0,60 0,659 - 1,68 0,185
Tempo x TEST x PARA - 0,52 0,718 - 0,43 0,779
Tempo x TEST x GLUF - 1,59 0,209 - 0,21 0,927
Tempo x TEST x SAFLU - 0,46 0,763 - 3,24 0,029
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 0,94 0,455 - 0,27 0,894

*Siglas: TEST=Testemunha (Controle), GLIF=Glifosato, PARA=Paraquat, GLUF=Glufosinato, e
SAFLU=Saflufenacil.
'Graus de liberdade do erro corrigidos pelo método de Greenhouse-Geisser.
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Figura 5 - Densidade de Collembola (em relagéo ao tratamento testemunha) no solo

ao longo do cultivo da soja semeada usando diferentes herbicidas na pré-

semeadura da cultura no ano agricola 2010/11 (A) e 2011/12 (B). Linha
vertical pontilhada indica dia da aplicacdo dos tratamentos (herbicidas).
Santa Maria, RS. 2014.

3.3.4 Herbicidas sobre a densidade de organismos do solo
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3.3.4.1 Grupos com capacidade preditiva dos impactos dos herbicidas

Do total de grupos de organismos do solo identificados, 19 e 22 grupos
apresentaram uma frequéncia maior do que 10% no primeiro e segundo ano
agricola, respectivamente (Tabela 2 e 3). Quanto a frequéncia dos organismos nos
dois anos, ndo houve grande mudanca. No geral, os organismos de maior
frequéncia de ocorréncia e que estiveram em pelo menos 50% das amostras, foram
os acaros Oribatida das familas Scheloribatidae, Galumnidae e Euphthiracaridae,
familia Eupodidae (Prostigmata), Ordem Mesostigmata, collembolas da Ordem
Entomobryomorpha, a familia Formicidae e as Ordems Nematoda e Coleoptera
(Tabela 2 e 3).

Por meio da analise discriminante usando o método de selecdo STEPWISE
foram obtidos os grupos que melhor explicam a méaxima discriminagdo entre o0s
tratamentos. No primeiro ano os grupos selecionados foram: os acaros detritivoros
Scheloribates sp. adultos e ninfas, Eupodes sp., e Pygmephoridae e os &caros
predadores da familia Galumnidae assim como os colémbolos Entomobryomorpha
(Tabela 4). Ja no segundo ano foram os acaros Pygmephoridae, Eupodes sp.,
Galumnidae e Mesostigmata assim como os organismos da Ordem Haploxida
(Oligochaeta) (Tabela 5). Desta forma, estes foram o0s grupos selecionados para
analises adicionais.

Pelos resultados dos coeficientes canodnicos (baseados entre as estruturas
candnicas padronizadas) da analise das variaveis candnicas CVA para os diferentes
tratamentos no ano agricola 2010/11, no eixo 1, 0s grupos que mais contribuiram
positivamente para divergéncia entre os tratamentos foram: Eupodes sp.
Pygmephoridae e Scheloribates sp. adulto. Ja a familia Galumnidae foi a que mais
contribuiu negativamente na explicacdo dos dados no eixo 1. No eixo 2
Entomobryomorpha e Scheloribates sp. adultos e Galumnidae foram os grupos que
mais contribuiram positivamente para a divergéncia entre o0s tratamentos.
Scheloribates sp. ninfas foi a que mais contribuiu negativamente na explicacdo dos

dados no eixo 2 (Tabela 6).
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Tabela 2 - Densidade e frequéncia (Freq.) dos artropodes mais abundantes (frequéncia > 10%) no solo da cultura da soja tratada
com sem herbicida (testemunha) (TES), glifosato (GLI), paraquat (PAR), glufosinato (GLU), saflufenacil (SAF) e
associacao de glifosato com saflufenacil (GLI e SAF) no ano agricola 2010/11. Santa Maria, RS. 2014.

Taxon” Habito Numero de individuos m™? (média das cinco coletas) Freq.

TES GLI PAR GLU SAF GLlI e SAF (%)

Coleoptera (Ad+Lv) Dt 170 162 171 337 279 190 56,4
Entomobryomorpha (Collembola) (Ad) Dt 581 531 1135 1272 600 1132 90,1
Euphthiracaridae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 103 180 55 131 74 153 50,5
Eupodes sp. (Acari: Prostigmata) (Ad+Nf) Dt 414 987 414 1321 552 644 82,2
Formicidae (Hymenoptera) (Ad) Dt 258 191 138 154 309 177 63,4
Haploxida (Oligochaeta) (Jv) Dt 41 11 23 24 12 8 22,8
Microzetidae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 99 297 53 64 198 216 44,6
Nanorchestidae (Acari: Endeostigmata) (Ad) Dt 42 117 42 62 55 99 33,7
Nematoda (Ad) Dt 103 220 74 106 125 195 61,4
Oppiidae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 85 244 318 318 11 32 24,8
Pygmephoridae (Acari: Prostigmata) (Ad) Dt 276 641 134 162 255 446 48,5
Scheloribate sp. (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 1314 2556 2801 5690 2778 2185 95,0
Scheloribate sp. (Acari: Oribatida) (Nf) Dt 1563 4149 3501 5405 2387 3661 98,0
Aranaeae (Aranha) (Ad) Pd 11 0 11 42 43 74 12,9
Galumnidae (Acari: Oribatida) (Ad) Pd 896 870 1301 1719 1246 1645 84,2
Mesostigmata (Acari) (Ad+Nf) Pd 175 785 477 1020 400 460 70,3
Oripoda sp. (Acari: Oribatida) (Ad) Pd 66 2 0 0 11 3 20,0
Symphylella (Symphyla) (Ad) Pd 88 127 64 255 25 81 34,7
Tyrophagus sp. (Acari: Astigmata) (Ad) Pd 85 127 202 170 106 187 37,6

*J=Jovem, Lv=Larva, Nf=Ninfa, Ad=Adulto, Pd=Predador, Dt=Detritivoro.
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Tabela 3 - Densidade e frequéncia (Freq.) dos artropodes mais abundantes (frequéncia > 10%) no solo da cultura da soja tratada
com sem herbicida (testemunha) (TES), glifosato (GLI), paraquat (PAR), glufosinato (GLU), saflufenacil (SAF) e
associacao de glifosato com saflufenacil (GLI e SAF) no ano agricola 2011/12. Santa Maria, RS. 2014.

Artrépodes’ Habito Numero de individuos m™? (média das cinco coletas) Freq.

TES GLI PAR GLU SAF GLl e SAF (%)

Coleoptera (Ad+Lv) Dt 232 173 467 467 481 580 69,3
Cunaxidae (Acari: Prostigmata) (Ad) Dt 42 42 198 127 42 113 32,7
Entomobryomorpha (Collembola) (Ad) Dt 1075 538 1287 1203 920 806 82,2
Euphthiracaridae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 49 77 70 75 101 62 43,6
Eupodes sp. (Acari: Prostigmata) (Ad+Nf) Dt 1061 580 1316 1386 1655 1528 85,1
Formicidae (Hymenoptera) (Ad) Dt 424 170 460 293 446 267 68,3
Haploxida (Oligochaeta) (Jv) Dt 107 42 42 71 46 0 26,7
Microzetidae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 28 71 129 118 57 99 36,6
Nanorchestidae (Acari: Endeostigmata) (Ad) Dt 57 85 354 170 580 269 38,6
Nematoda (Ad) Dt 340 311 410 424 523 453 64,4
Oppiidae (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 0 14 28 0 14 0 12,9
Pygmephoridae (Acari: Prostigmata) (Ad) Dt 14 439 707 42 0 453 17,8
Rhagidiidae (Acari: Prostigmata) (Ad) Dt 71 184 198 42 127 99 38,6
Symphypleona (Collembola) (Ad) Dt 241 85 28 99 198 99 24,8
Scheloribates sp. (Acari: Oribatida) (Ad) Dt 2041 2802 4584 5537 3477 3961 96,7
Scheloribates sp. (Acari: Oribatida) (Nf) Dt 453 1514 2211 1358 707 3395 68,3
Thripidae (Thysanoptera) (Ad) Fs 14 28 14 42 28 57 15,8
Chilopoda (Ad) Pd 0 0 14 14 28 0 12,0
Galumnidae (Acari: Oribatida) (Ad) Pd 1613 1259 1627 2759 2759 3155 84,2
Mesostigmata (Acari) (Ad+Nf) Pd 212 226 640 920 637 622 71,3
Symphylella (Symphyla) (Ad) Pd 42 42 57 71 28 85 20,8
Tyrophagus sp. (Acari: Astigmata) (Ad) Pd 42 265 289 184 241 113 37,6

*J=Jovem, Lv=Larva, Nf=Ninfa, Ad=Adulto, Dt=Detritivoro, Fs=Fitéfago sugador, Pd=Predador.



38

Tabela 4 - Resumo da selecao de variaveis pelo STEPWISE usando o procedimento STEPDISC (SAS) visando a selecao dos
taxons com o maior poder de discriminagdo entre os tratamentos testados no ano agricola 2010/11. Santa Maria, RS.

2014.
, Andlise de covariancia* Correlag;;c;c?gladratlca
L R Lambda de p =
Variaveis . : Médias da
parcial Valor de F p>F Wilks >Lambda correlacao p>ASCC
canodnica
Detritivoros
Scheloribates sp. (adultos) 0,177 3,06 0,014 0,822 0,014 0,035 0,014
Scheloribates sp. (ninfas) 0,145 2,39 0,046 0,702 0,004 0,063 0,004
Entomobryomorpha 0,111 1,74 0,137 0,624 0,003 0,084 0,004
Eupodes sp. 0,096 1,45 0,219 0,564 0,004 0,101 0,005
Pygmephoridae 0,115 1,72 0,141 0,449 0,002 0,138 0,004
Predadores
Galumnidae 0,099 1,48 0,206 0,508 0,004 0,119 0,005

*Nivel de significAncia para entrada e permanéncia da variavel no modelo foi de 0,35 e 0,40, respectivamente.
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Tabela 5 - Resumo da selecao de variaveis pelo STEPWISE usando o procedimento STEPDISC (SAS) visando a selecéo dos
taxons com o maior poder de discriminagdo entre os tratamentos testados no ano agricola 2011/12. Santa Maria, RS.

2014.
, Andlise de covariancia* Correlacdo quadrética parcial
L R Lambda de p Médias da
Variaveis parcial  Valor de F p>F Wilks >Lambda correlacao p>ASCC
canodnica
Detritivoros
Pygmephoridae 0,134 2,05 0,082 0,865 0,082 0,026 0,082
Haploxida 0,333 2,00 0,090 0,749 0,037 0,052 0,041
Eupodes sp. 0,114 1,66 0,156 0,663 0,026 0,074 0,028
Predadores
Galumnidae 0,088 1,22 0,308 0,604 0,032 0,091 0,031
Mesostigmata 0,092 1,26 0,291 0,549 0,034 0,108 0,034

*Nivel de significancia para entrada e permanéncia da variavel no modelo foi de 0,35 e 0,40, respectivamente.



40

No ano agricola 2011/12, no eixo 1, oS grupos que mais contribuiram
positivamente para divergéncia entre os tratamentos foram: Pygmephoridae, ja
Haploxida e os organismos da Ordem Mesostigmata, contribuiram negativamente
neste eixo 1. No eixo 2, Eupodes sp. e Mesostigmata foram os que contribuiram
positivamente, j& Haploxida bem como Galumnidae, foram as que mais contribuiram

negativamente na explicacao dos dados pelo eixo 2 (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito do tratamento com herbicidas na cultura da soja no ano agricola
2010/11 e 2011/12 sobre a fauna edafica local, Eixos candnicos (primeiro
e segundo) e seus coeficientes selecionadas pelo SAS STEPWISE.
Santa Maria, RS. 2014.

Eixos canbnicos

Variaveis 1 2 1 2
2010/11 2011/12

Detritivoros
Entomobryomorpha 0,15 0,51 - -
Eupodes sp. 0,60 -0,42 0,37 0,70
Haploxida - - -0,68 -0,53
Pygmephoridae 0,54 -0,32 0,87 -0,25
Scheloribates sp. (Ad) 0,90 0,53 - -
Scheloribates sp. (Nf) -0,26 -0,69 - -

Predadores
Galumnidae -0,56 0,66 0,09 -0,54
Mesostigmata - - -0,41 0,72
F 1,96 1,45 1,62 1,30
gl (humerador/denominador)  30/266 20/223 25/231 16/193
p>F 0,002 0,101 0,034 0,199
Correlagdo canonica parcial 0,475 0,390 0,378 0,248

*Nf=Ninfa, Ad=Adulto.

Desta forma, dos grupos de organismos encontrados no presente trabalho
nos dois anos, apresentam a melhor capacidade preditiva dos impactos dos
tratamentos. Sabendo-se da importancia dos oito grupos acima descritos, pode-se
destacar que destes grupos mais importantes, Eupodes sp., Pygmephoridae e
Galumnidae foram os que mostraram importante capacidade preditiva, em ambos 0s
anos estudos. Assim, estes grupos possibilitam entender os efeitos do uso dos

herbicidas quimicos no cultivo de soja sobre a maioria dos organismos encontrados.
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3.3.4.2 Efeito de impacto dos herbicidas sobre a densidade total dos grupos

A andlise das variaveis canbnicas para os tratamentos testados indicou
diferencas significativas entre os mesmos, considerando a composicdo e a
abundancia dos grupos no ano agricola 2010/11 (Lambda de Wilks=0,4493; F=1,96;
gl (numerador/denominador) =30/266; P<0,0028) bem como para o ano agricola
2011/12 (Lambda de Wilks=0,5490; F=1,62; gl (humerador/denominador) =25/231,8;
p<0,0349). Foram calculados dois eixos candnicos para cada ano de estudo. No
primeiro ano, apenas um deles foi significativo (p=0,002 e p=0,101, respectivamente
para eixo 1 e 2), sendo que o poder de explicacdo dos eixos € de 47% e 39%,
respectivamente no eixo 1 e 2, e juntos explicam 86% do total da variancia
observada (Tabela 6). Da mesma forma, no ano 2, apenas um dos eixos foi
significativo (p=0,034 e p=0,199, respectivamente para eixo 1 e 2), sendo que 0 eixo
1 e 2 explicam 37 e 24% da variancia acumulada, respectivamente (Tabela 6).

Considerando o conjunto dos organismos encontrados em cada tratamento, o
diagrama de ordenacdo dos eixos canbnicos no ano agricola 2010/11, mostrou
pouca separagdo entre as amostras dos tratamentos com herbicida e o tratamento
testemunha, sendo que os tratamentos com saflufenacil, glufosinato e glifosato
diferiram estatisticamente (p<0,05) do tratamento testemunha (Figura 6). No ano
agricola 2011/12, ndo se pode visualizar uma separacéo entre os tratamentos sendo
gue apenas no tratamento de saflufenacil + glifosato foi significativo (p<0,05) da
testemunha (Figura 7).

3.3.4.3 Impacto dos herbicidas sobre os principais grupos encontrados

A andlise de medidas repetidas para a densidade dos principais grupos
selecionados pelas analises anteriores detectou efeito significativo de alguns

herbicidas (Tabela 7 a 9 e Figura 2 a 5).
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Figura 6 - Diagrama de ordenacgédo da andlise das fun¢des candnicas discriminantes
dos organismos da fauna edafica selecionados anteriormente (analise de
discriminancia por STEPWISE). (A) Diagrama com vetores indicando a
principal direcdo dos organismos. (B) Diagrama com o0s centroides
(pontos) dos tratamentos para a 12 e 22 fungcdo candnica discriminante.
Tratamentos com o asterisco (*) diferem da testemunha pelo teste F
(p<0,05), baseado na distancia de Mahalanobis entre as médias dos
tratamentos no ano agricola 2010/11. Santa Maria, RS. 2014.
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discriminancia por STEPWISE). (A) Diagrama com vetores indicando a
principal diregcdo dos organismos. (B) Diagrama com o0s centroides
(pontos) dos tratamentos para a 12 e 22 fungdo candnica discriminante.
Tratamentos com o asterisco (*) diferem da testemunha pelo teste F
(p<0,05), baseado na distancia de Mahalanobis entre as médias dos
tratamentos, no ano agricola 2011/12. Santa Maria, RS. 2014.
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Tabela 7 - Analise de variancia por medidas repetidas (ANOVA-RM) da densidade
dos principais tdxons encontrados no solo da lavoura de soja tratada com
diferentes herbicidas. Santa Maria, RS. 2014.

Fonte de variacao* T 2010/11 2011/12
G-G F p G-G F p
Entomobryomorpha
TEST x GLIF - 2,32 0,178 - 2,21 0,210
TEST x PARA - 20,31 0,004 - 0,78 0,424
TEST x GLUF - 10,20 0,018 - 0,00 0,976
TEST x SAFLU - 3,30 0,118 - 0,84 0,409
TEST x SAFLU+GLIF - 1,83 0,024 - 3,76 0,124
Tempo 285 291 0,045 264 1,84 0,165
Tempo x TEST x GLIF - 0,97 0,441 - 151 0,24
Tempo x TEST x PARA 1,62 0,96 0,397 - 0,88 0,492
Tempo x TEST x GLUF - 202 0,122 180 0,44 0,636
Tempo x TEST x SAFLU 1,92 090 0,428 - 1,89 0,160
Tempo x TEST x SAFLU e GLIF - 1,40 0,263 6,61 0,33 0,689
Eupodes sp.
TEST x GLIF - 4,72 0,072 - 0,65 0,463
TEST x PARA - 1,11 0,331 - 0,82 0,414
TEST x GLUF - 7,86 0,003 - 1,67 0,265
TEST x SAFLU - 0,25 0,631 - 290 0,163
TEST x SAFLU+GLIF - 2,94 0,136 - 2,33 0,201
Tempo 2,52 20,54 0,000 - 9,18 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 244 0,074 1,15 0,15 0,748
Tempo x TEST x PARA 199 154 0,253 1,81 1,53 0,275
Tempo x TEST x GLUF 1,70 2,87 0,108 - 0,78 0,551
Tempo x TEST x SAFLU 1,92 1,15 0,346 - 1,47 0,257
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF 2,15 1,78 0,205 - 091 0,479
Haploxida
TEST x GLIF - 4,62 0,075 - 1,95 0,158
TEST x PARA - 0,00 0,960 - 0,50 0,518
TEST x GLUF - 3,67 0,103 - 0,45 0,535
TEST x SAFLU - 241 0,171 - 0,10 0,758
TEST x SAFLU+GLIF - 1,58 0,254 - 9,52 0,036
Tempo 2,07 5,76 0,006 - 7,99 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 2,88 0,095 - 0,88 0,562
Tempo x TEST x PARA - 569 0,018 - 0,93 0,433
Tempo x TEST x GLUF - 4,14 0,040 - 0,94 0,428
Tempo x TEST x SAFLU - 502 0,025 - 1,38 0,305
Tempo x TEST x SAFLU e GLIF - 1,766 0,212 - 0,85 0,460

*Siglas: TEST=Testemunha (Controle), GLIF=Glifosato, PARA=Paraquat,

SAFLU=Saflufenacil.

'Graus de liberdade do erro corrigidos pelo método de Greenhouse-Geisser.

GLUF=Glufosinato, e
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Tabela 8 - Analise de variancia por medidas repetidas da densidade dos artropodes
do solo da lavoura de soja transgénica dessecada em pré-semeadura
utilizando diferentes tratamentos herbicidas. Santa Maria, RS. 2014.

Fonte de variacao* T 2010/11 2011/12
G-G F p G-G F p
Pygmephoridae
TEST x GLIF - 9,86 0,051 - - -
TEST x PARA - 592 0,050 - - -
TEST x GLUF - 3,20 0,147 - - -
TEST x SAFLU - - - - - -
TEST x SAFLU+GLIF - 0,68 0,439 - - -
Tempo - 757 0,000 242 1,75 0,186
Tempo x TEST x GLIF - 0,89 0,499 - - -
Tempo x TEST x PARA - 0,18 0,907 - - -
Tempo x TEST x GLUF - 0,09 0,959 - - -
Tempo x TEST x SAFLU - 0,15 0,859 - - -
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 0,38 0,768 - - -
Scheloribates sp.(adultos)

TEST x GLIF - 553 0,050 - 0,02 0,882
TEST x PARA - 1,91 0,215 - 0,52 0,508
TEST x GLUF - 16,68 0,006 - 1,45 0,294
TEST x SAFLU - 9,61 0,021 - 0,00 0,985
TEST x SAFLU+GLIF - 1,54 0,254 - 1,42 0,298
Tempo 221 21,3 <0,00 194 27,7 0,000
Tempo x TEST x GLIF 1,85 2,24 0,153 - 0,99 0,437
Tempo x TEST x PARA 2,18 1,87 0,191 - 0,74 0,577
Tempo x TEST x GLUF 1,84 3,87 0,055 - 1,13 0,373
Tempo x TEST x SAFLU 1,74 3,80 0,061 2,07 0,131

Tempo X TEST x SAFLU e GLIF 2,13 156 0,246 1,22 1,28 0,324
Scheloribates sp.(ninfas)

TEST x GLIF - 15.1 0,008 - 0,68 0,452
TEST x PARA - 0,03 0,858 - 0,00 0,954
TEST x GLUF - 32,64 0,001 - 0,33 0,863
TEST x SAFLU - 0,55 0,484 - 296 0,160
TEST x SAFLU+GLIF - 513 0,063 - 0,04 0,835
Tempo 222 245 <0,00 2,58 41,0 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 4.55 0,007 - 0,65 0,631
Tempo x TEST x PARA - 2,67 0,056 - 4,25 0,015
Tempo x TEST x GLUF - 16,13 0,000 - 0,33 0,851
Tempo x TEST x SAFLU - 0,90 0,476 - 156 0,231
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 2,32 0,085 - 1,15 0,368

*Siglas: TEST=Testemunha (Controle), GLIF=Glifosato, PARA=Paraquat, GLUF=Glufosinato, e
SAFLU=Saflufenacil.
'Graus de liberdade do erro corrigidos pelo método de Greenhouse-Geisser.
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Tabela 9 - Analise de variancia por medidas repetidas da densidade dos artropodes
do solo da lavoura de soja transgénica dessecada em pré-semeadura
utilizando diferentes tratamentos herbicidas. Santa Maria, RS. 2014.

Fonte de variacao* T 2010/11 2011/12

G-G F p G-G F p

Galumnidae
TEST x GLIF - 0,01 0,898 - 0,72 0,443
TEST x PARA - 1,14 0,324 - 2,04 0,225
TEST x GLUF - 7,89 0,000 - 0,81 0,417
TEST x SAFLU - 2,37 0,174 - 1,01 0,371
TEST x SAFLU+GLIF - 2,83 0,153 - 0,50 0,516
Tempo 2,52 1550 0,000 2,19 9,43 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 0,24 0,907 1,36 1,20 0,342
Tempo x TEST x PARA 1,67 095 0400 1,24 0,21 0,725
Tempo x TEST x GLUF 1,87 1,63 0,239 - 0,75 0,567
Tempo x TEST x SAFLU - 0,67 0617 1,26 4,79 0,075
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 0,65 0,632 - 1,75 0,188

Mesostigmata
TEST x GLIF - 0,79 0,406 - 0,40 0,560
TEST x PARA - 0,658 0,448 - 0,00 0,926
TEST x GLUF - 26,14 0,002 - 1,37 0,306
TEST x SAFLU - 0,55 0,484 - 0,46 0,534
TEST x SAFLU+GLIF - 0,02 0,883 - 0,18 0,688
Tempo - 2,63 0,040 - 6,86 0,000
Tempo x TEST x GLIF - 1,62 0,200 - 1,17 0,360
Tempo x TEST x PARA - 4,03 0,012 - 0,77 0,554
Tempo x TEST x GLUF - 7,49 0,000 - 0,79 0,544
Tempo x TEST x SAFLU - 089 0482 202 1,34 0,314
Tempo X TEST x SAFLU e GLIF - 4,12 0,001 - 3,30 0,036

*Siglas: TEST=Testemunha (Controle), GLIF=Glifosato, PARA=Paraquat, GLUF=Glufosinato, e
SAFLU=Saflufenacil.
'Graus de liberdade do erro corrigidos pelo método de Greenhouse-Geisser.
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Nos tratamentos onde foi empregado o glifosato isoladamente, verificou-se
um aumento significativo nas densidades dos acaros Eupodes sp, Pygmephoridae, e
de Scheloribates sp. adultos e ninfas. Nas parcelas em que foi aplicado o tratamento
com herbicida paraquat proporcionou incremento da densidade dos Collembola
Entomobryomorpha e os 4caros da familia Pygmephoridae

O glufosinato foi o herbicida que afetou no maior nimero de grupos
selecionados, observou-se que esse tratamento favoreceu a um aumento
significativo quando comparadas a testemunha. Esse aumento se deu na populacéo
de Collembola Entomobryomorpha e dos acaros Eupodes sp, Scheloribates sp.
adultos e ninfas, Galumnidae e Mesostigmata.

Estudo em laboratério testando o efeito do glufosinato sobre ovos, juvenis e
adultos da espécie de colémbolo Paronychiurus kimi, mostra que efeitos sobre a
sobrevivéncia dos ovos e adultos apenas foram observados a partir de altas

concentracdes de glufosinato (314,54 ng cm™) e a mortalidade apenas foi aumentou

na maior dose testada (1572,70 png cm®) (KANG et al., 2001).

O tratamento com saflufenacil mostrou maiores densidades de Scheloribates
sp. adultos, ja o tratamento onde se fez a associacdo do ultimo herbicida com o
glifosato, ndo se observa um efeito direto dos herbicidas sobre as médias, porém as
densidades dos acaros da Ordem Mesostigmata apontam um efeito significativo na
interacdo do tratamento com as diferentes épocas de amostragem nos dois anos
agricolas, porém as densidades médias, foram numericamente superiores com este
herbicida do que apresentado na testemunha.

Dentre os grupos selecionados como indicadores neste trabalho, levando em
consideracdo efeito sobre a média das coletas (efeito do tratamento), os acaros
detritivoros Scheloribates sp. adultos e ninfas foram os que mostraram efeitos para o
maior numero dos herbicidas (trés), ja os acaros predadores Galumnidae e
Mesostigmata mostram efeitos significativo apenas em um herbicida.

A associacdo de saflufenacil e glifosato tratamento que menos afetou os
organismos e mostrou nao impactar diretamente a média da densidade dos grupos
selecionados, quando comparados as da testemunha. Em contrapartida, com o
herbicida glufosinato, a grande maioria dos grupos mostraram alteragédo (aumento)

significativamente da sua densidade, quando comparados a testemunha.
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Os resultados deste estudo mostram que, as parcelas tratadas com
herbicidas, mesmo existindo diferencas na magnitude do efeito, em geral, ndo
afetam ou levaram a um pequeno incremento nas densidades dos microartrépodes
no solo, principalmente acaros e colémbolos quando comparados a testemunha.
Esse comportamento ja foi relatado em outros estudos com agrotoxicos, incluindo
além de herbicidas, também inseticidas e fungicidas. Estudo realizado por Foérster et
al. (2006), verificando a abundancia de artropodes na serapilheira e no solo de
parcelas tratadas com o fungicida carbendazim e o inseticida lamda-ciolatrina,
reportam ndo haver diferencas significativas em comparacdo ao controle (sem
agroquimicos). Entretanto, no mesmo trabalho, esses autores observaram que o
namero de organismos da mesofauna geralmente foi consideravelmente mais alto
nas parcelas tratadas com o inseticida lamda-ciolatrina, quando comparadas ao
controle.

Da mesma maneira, no atual estudo, observa-se que a Classe
Entomobryomorpha de colémbolos (Figura 8), diferiram estatisticamente da
testemunha apenas nos tratamentos com o herbicida paraquat e com glufosinato.
Todavia, para essa Classe, bem como para a comunidade total dos colémbolos
(Figura 5), as densidades médias também para a maioria dos demais herbicidas,
mesmo nao diferindo significativamente entre si, S&0 numericamente superiores as
das densidades mostradas no controle, principalmente nas primeiras duas coletas
apos a aplicacao dos tratamentos. Esse resultado corrobora com os achados de Lins
et al. (2007) que também observaram que apesar do tratamento com glifosato
mostram um maior nimero de Collembola, embora a densidade néo tenha diferido
estatisticamente do controle na primeira coleta.

O comportamento encontrado neste estudo e descrito acima, corrobora com
os resultados de Ferri; Eltz (1998), que mostram que a utilizacdo de glifosato (360 e
1080 g ha™) ocorreu um aumento na populacdo de Collembola aos 7 e 14 dias ap6s
a aplicacdo. Também Chang et al. (2013) mostram que no solo com o cultivo da soja
tratada com o herbicida glifosato, apresentam densidades e riqueza de espécies de
Collembola significativamente maiores do que no tratamento testemunha. O mesmo
autor discutindo a maior populacdo de Collembola no tratamento com herbicida,
mostra que existem trabalhos que mostram que collembolas euedaficos (que vivem

favoravelmente sob o solo) estdo correlacionados com a biomassa de raizes de
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plantas (CHANG et al., 2011; ENDLWEBER et al., 2009; STICHT et al., 2008). Desta
forma, como a aplicagdo de herbicidas pode levar a um aumento da biomassa de
raizes das plantas de soja, aliado a insuficiente toxicidade dos herbicidas, isso
poderia aumentar a abundancia de certos colémbolos euedaficos.

Estudos realizados por Bohm et al. (2010), mostraram que o efeito da
utilizacdo dos herbicidas glifosato e imazetapir favorece a uma maior densidade de
Collembola nesses tratamentos, quando comparados com o controle. Também, Lins
et al., (2007) estudando a fauna do solo em parcelas tratadas com quatro herbicidas,
encontraram na primeira coleta apés a aplicagdo maior densidade de Collembola em
comparacao ao controle. Esse autor relata que o mesmo também ocorreu na terceira
coleta, no tratamento com os nicosulfurom e atrazina. Estudos de Bitzer et al. (2002)
apontam que o herbicida glifosato na cultura da soja transgénica, ndo apresenta
efeito deletério sobre a populacéo de Collembola, assim como Rebecchi et al. (2000)
que sugerem que o impacto dos herbicidas da familia das sulfoniluréias sobre a
maioria das espécies Collembola foi insignificante no campo.

A baixa toxicidade de herbicidas sobre organismos néo alvos no solo como
microartropodes, ndo pode explicar a causa de certas mudancas na populacao
destes organismos como o estimulo a reproducdo dos mesmos. N&o existem
estudos que mostrem as reais causas deste estimulo, mas existem discussdes e
relatos da existéncia de efeitos indiretos que acarretam mudancas na cadeia
alimentar de organismos da mesofauna. Os acaros oribatideos, além de detritivoros,
tem a preferéncia alimentar sobre varias espécies de fungos (MITCHELL;
PARKINSON, 1976; KANEKO et al. 1995) assim como também os Collembola se
alimentam basicamente de hifas de fungos e bactérias (FILSER, 2002). E essa
interacdo entre microartropodes e fungos € chave central em muitos processos no
solo, tais como decomposicao e ciclagem de nutrientes (BONKOWSKI et al. 2000;
CORTET et al. 2003). E devido ao efeito de regulacéo retroativo da cadeia alimentar
de decompositores do solo, qualquer efeito na populacdo microbiana (fungos e
bactérias) pode afetar e/ou beneficiar indiretamente a fauna do solo (acaros e
colémbolos) (SALMINEN et al., 2002).

Diversos estudos mostram que alguns herbicidas afetam a microfauna do solo
como fungos, microrrizas e bactérias. Um exemplo sdo os estudos que mostram que

com o uso de herbicidas como o glifosato, existe um estimulo de parametros de
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atividade como enzimas, respiracdo e mineralizagdo de nitrogénio e da populacéo
microbiana, principalmente em fungos, que utilizam o glifosato como fonte de
carbono, nitrogénio e fosforo (BUSSE et al., 2001; HANEY et al., 2002; ARAUJO et
al., 2003). Trabalho de Nicholson e Hirsch (1998) estudando o comportamento de
glifosato e benomil, ndo observaram impacto negativo sobre a microbiota quando
comparado ao controle (sem adicdo de pesticida). Wardle e Parkinson (1990)
sugeriram que a producdo de CO, estd relacionada com a decomposicdo do
glifosato no solo. Desta forma, segundo Haney et al., (2000), a aplicacdo de glifosato
pode vir a estimular a atividade dos microrganismos do solo.

Os acaros predadores Mesostigmata, que também mostraram densidades um
pouco mais elevadas em alguns herbicidas. A maioria dos Mesostigmata possuem
alta taxa de reproducdo (BEHAN-PELLETIER, 1999), além disso, estes podem ter
sido influenciados pelo aumento na abundancia de nematoides bacteriéfagos, como
observado por Hu; Cao (2008). Nematoides séo a fonte de alimento preferencial da
maioria das espécies de predadores Mesostigmata (HYVONEN; PERSSON, 1996;
KOEHLER, 1999). Aparentemente, a presenca dos herbicidas no solo, por efeito
diversos descritos acima, estimulou a populacdo de microrganismos como fungos e
bactérias, assim aumentando a abundancia de microartropodes no solo,
especialmente os bacteriéfagos e fungivoros, como os Collembola e Acari.

Rodrigues e Almeida (1998) indicam que se o herbicida for aplicado ao solo, a
populacdo de Acaros e Collembola sdo potencialmente capazes de utiliza-los,
aumentando sua densidade populacional até que a decomposicdo das substancia
ocorra. Apés a reducdo desse recurso (residuos de herbicidas), a populacéo retorna
ao normal.

Haploxida, foi o Unico grupo que no geral, apresentou nos dois no ano
agricola, densidades mais baixas na primeira coleta depois da aplicacdo em todos
os tratamentos com herbicidas em relacéo a testemunha, porém apenas no primeiro
ano agricola houve efeito de interacdo com tempo (Tabela 7 e Figura 9).

Para os organismos da mesofauna aqui encontrados, mesmo quando se
observou um efeito significativo de alguns herbicidas sobre a densidade nas coletas,
ao final do estudo (130 dias apos o tratamento) as densidades retornaram ao nivel
encontrado na testemunha. Apdés uma inicial mudanga em namero em resposta a

aplicacdo de agrotoxico, a densidades de acaros Oribatida e Mesostigmata retornam
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a niveis semelhantes aos sem o tratamento com agrotéxico (MOORE et al., 1984;
TSONEV; FURNADZHIEVA, 1984; DOLES et al., 2001).

3.4 Conclusdes

Glufosinato favorece o aumento de colémbolos (Entomobryomorpha) e acaros
(detritivoros Eupodes sp. e Scheloribates sp e os predadores Galumnidae e
Mesostigmata).

Paraquat favorece o aumento de colémbolos (Entomobryomorpha) e acaros
(Pygmephoridae, Scheloribates sp e Mesostigmata).

A populacéo dos acaros (Pygmephoridae e Scheloribates sp) aumenta com a
aplicacdo do glifosato; e os acaros (Scheloribates sp.) com a aplicacdo de
saflufenacil; enquanto que na associacado de glifosato com saflufenacil ha aumento
da densidade de colémbolos (Entomobryomorpha).

A Ordem Haplotaxida apresentou maior sensibilidade aos herbicidas

glufosinato, paraquat e saflufenacil.
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4 CAPITULO II: CITOXICIDADE E GENOTOXICIDADE DE
HERBICIDAS DESSECANTES USANDO BIOENSAIOS COM Allium
cepa L.

RESUMO

O presente estudo avaliou o potencial citotdéxico e genotoxicologico dos
herbicidas glifosato, glufosinato, paraquat e saflufenacil usando o teste de Allium
cepa L. Foram testados a formulagdo comercial e produto técnico nas seguintes
concentragoes: glifosato (5,10 e 26ppm), glufosinato (4, 7 e 18ppm), paraquat (2, 4 e
11ppm) e saflufenacil (0,25, 0,50 e 1,25ppm) além do controle positivo usando o
metil metano sulfonato (10, 20 e 50ppm) e negativo (aAgua destilada). Caracteristicas
microscopicas como: fases mitéticas, indice mitético, taxa e tipos de aberracbes
cromossOmicas foram avaliadas. Os resultados mostraram que a formulacao
comercial e o padrdo analitico do glifosato ndo apresentaram efeito citotoxico nas
concentracdes de 5, 10 ou 26ppm em células de A. cepa; e apenas a formulacao
comercial apresentou acdo genotdxica. Glufosinato ndo apresentou acédo citotoxica,
porém em células da planta teste se evidenciou pouca acgdo genotoxica. A
formulacdo comercial de paraquat reduziu a divisdo celular nas concentracdes
testadas (2, 4 e 11ppm), sem evidéncias de acdo genotdxica. Saflufenacil ndo afetou
a divisdo celular e apresentou fraca acdo genotdxica na concentracdo de 0,25ppm

em células da planta teste.

Palavras-chave: Glifosato. Glufosinato. Paraquat. Saflufenacil. indice mitotico.

ABSTRACT

The cytotoxic and genotoxicological potency of glyphosate, ammonium-
gluphosinate, paraquat and saflufenacil herbicides was screened using Allium

cepa L. test. Both commercial formulation and analytic standards using following
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concentrations: glyphosate (5, 10 and 26ppm), ammonium-gluphosinate (4, 7 and
18ppm), paraquat (2, 4 and 11ppm) and saflufenacil (0.25, 0.50 and 1.25ppm)
besides a positive control using methyl methanesulphonate (10, 20 and 50ppm) and
negative control (distilled water). Each treatment was made of three repetitions with
four replicates. Some microscopic characteristics as mitotic and phase indexes and
chromosomal aberration rate and types were evaluated. Results showed that the
glyphosate commercial formulation and analytical standard did not show cytotoxic
effect at 5, 10 or 26ppm concentrations over the A. cepa cells; and only commercial
formulation presented genotoxic. The gluphosinate shows no cytotoxic action, but on
test plant cells were evidenced weak genotoxic. Paraquat commercial formulation
reduced cell division at the test concentrations (2, 4 and 11ppm) without genotoxic
evidence. Saflufenacil did not affect cell division and express a weak genotoxicity

using 0,25ppm concentration in plant cells test.

Keywords: Glyphosate. Ammonium-gluphosinate. Paraquat. Saflufenacil. Mitotic

index.
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4.1 Introducéao

O uso de herbicidas, pode ser considerado como uma ferramenta altamente
sofisticada e eficiente no controle de plantas daninhas. Deste 2007, herbicidas
assumiram o primeiro posto entre trés das maiores categorias de agrotoxicos
(inseticidas, fungicidas/bactericidas e herbicidas) (ZHANG et al., 2011). Hoje, os
herbicidas sdo as substancias quimicas mais usadas no mundo (HE et al., 2012).

O emprego dos herbicidas para controlar plantas daninhas, tem sido uma
pratica comum na agricultura global, sempre com o objetivo de aumento na
produtividade das culturas. Entretanto, quando essa substancias sdo empregadas
descontroladamente, podem causar impacto em organismos nao-alvos, como 0s que
vivem no ambiente, incluindo os seres humanos (NWANI et al., 2011).

Devido a toxicidade inerente e persisténcia na natureza, pesticidas tem
contribuido para degradar ecossistemas (JOY et al., 2005). Esse uso, pode levar
também a presenca de residuos na cadeia alimentar e consumidores podem ser
exposto a baixos niveis dessas substancia quimicas (GRAILLOT et a., 2012). Muitos
estudos epidemiolégicos publicados durante as Ultimas duas décadas sugerem um
efeito prejudicial dos pesticidas para salde humana, incluindo a possivel relacédo
entre uso de pesticidas e a geracao de efeitos transmissiveis de longo prazo, pois
recentes estudos tem demonstrado que alguns deles podem interferir com o
metabolismo do DNA (MINEAU, 2005) e serem relacionados a canceres tais como
linfoma, leucemia e varios outros tipos dos tumores. E muitos desses efeitos tem
sido relatado em exposicao profissional (MERHI et al., 2007 e WEICHENTHAL et al.,
2010). Porém, de acordo com CHEVREUIL et al. (1996), KIM; FEAGLEY (1998) e
ABDEL-RAMHAM et al., (1999) a maioria dos efeitos toxicos dos herbicidas em
animais e vegetais foi insuficientemente investigado.

Um dos possiveis efeitos dos herbicidas é mutagenicidade que, pode resultar
de varias rea¢fes com os organismos, como um efeito direto do composto no DNA
nuclear, incorporacdo no DNA durante a replicagéo e interferéncia na atividade de
divisdo mitdtica, resultando na incorreta divisdo da célula (TIMBRELL, 1999).

A analise da genotoxicidade dos agrotdxicos é importante para acessar o risco
genético ndo somente dos seres humanos expostos, mas de toda a biota nativa de
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determinado local. Desta maneira, a deteccdo e o entendimento das propriedades
desses agentes permitem avaliar os efeitos hereditarios deletérios, ou mesmo letais,
para os organismos (DALLEGRAVE, 2006).

Houve um grande interesse em desenvolver teste de genotoxicidade que
fossem rapidos e simples, para identificar substancias com atividade genotdxica
(OBE, 2004). Nos ultimos anos, o uso de plantas no biomonitoramento da presenca
de agentes genotoxicos no meio ambiente tem fortemente aumentado, devido ao
fato de eles apresentarem boa indicacao dos efeitos citogenéticos e mutagénicos de
muitos poluentes ambientais; plantas como Allium cepa L., Arabidopsis thaliana L.,
Hordeum vulgaris L. e Vicia faba L. tem sido considerado como plantas modelo de
testes de genotoxicidade (CABRERA e RODRIGUEZ 1999; ABDEL MIGID et al.
2007). Ma et al., (1995) citam que A. cepa L. e Vicia faba L. sé@o eficientes sistemas
teste para micronucleos e aberracfes cromossdmicas.

Entre todos os modelos citados acima, o teste com A. cepa L., € um dos
melhores estabelecidos sistemas de teste usados para determinar a toxicidade em
laboratorio (LIMAN et al., 2010, YILDIZ et al., 2009, KONUK et al., 2007). Além do
mais, este sistema é bem correlacionado com dados obtidos usando sistemas
eucaridticos e procariotos (MATSUMOTO et al., 2006; CHAUHAN, et al., 1999 e
GRANT, 1994). Estudos mostram uma concordancia entre o teste em sistemas
vegetais e em sistemas mamiferos de 75 a 91,5% (GROVER et al., 1990;
GRANT,1982). Utilizando-se de células meristematicas de A. cepa L., Chauan et al.
(1999), estudaram o potencial genotdxico dos inseticidas cipermetrina e fenvalerato,
sendo que os resultados obtidos tiveram boa correlacdo com o sistema teste de
mamiferos, indicando o uso do teste de A. cepa como uma alternativa para o
monitoramento do potencial genotdxico de varios compostos quimicos. A partir
desse contexto, torna-se importante que o conhecimento sobre a toxicidade e a
genotoxicidade de alguns dos herbicidas atualmente utilizados no cultivo da soja.

O objetivo do presente estudo foi de avaliar o potencial citotoxico e genotoxico

de glifosato, glufosinato, paraquat e saflufenacil utilizando bioensaio com A. cepa L.
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4.2 Material e métodos

4.2.1 CondicGes Experimentais

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética Vegetal e
Genotoxicidade do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Santa
Maria, Santa Maria - RS.

As células meristematicas das radiculas de A. cepa L. (cultivar Baia
Periforme) foram utilizadas como sistema teste para avaliar as alteracdes celulares e
alteracdes cromossdmicas estruturais. Foram usados bulbos de cebola, limpos e
saudaveis (livre de infec¢bes flngicas ou bacterianas) ou livres de quaisquer outras
alteracdes visuais. Estes bulbos, apds passarem por uma limpeza onde fez-se a
remocao das raizes velhas, foram postos para enraizar em agua destilada mantendo
apenas a parte basal submersa e mantidos a temperatura ambiente no laboratério
durante trés dias, até as raizes novas atingirem no minimo 1cm de comprimento. A

agua destilada era diariamente renovada.

4.2.2 Tratamentos

Os tratamentos que foram utilizados no experimento foram compostos pelos
mesmos quatro herbicidas testados no capitulo |, e sdo descritos a seguir.
Tratamento de glifosato (N-(fosfonometil)glicina) sal de isopropilamina, usando a
formulacdo comercial Roundup Original® (360gL™ de equivalente acido de glifosato)
(Monsanto®) e o padréo de glifosato de 99,9% de pureza; glufosinato de aménio (4-
hidroxi(metil) fosfinol-DL-holoalanina sal de aménio), formulacdo comercial Finale®
(200gL™ de equivalente glufosinato sal de aménio) (Bayer®) e o padrdo glufosinato
de 99,2% de pureza; paraquat (1,1'-dimetil-4,4'-bipiridina-dicloreto), formulacéo
comercial Gramoxone® (200gL™ de paraquat) (Syngenta®) e o padrdo de dicloreto de
paraquat de 99,9% de pureza e saflufenacil N'-{2-chloro-4-fluoro-5-[1,2,3,6-
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tetrahydro-3-methyl-2,6-dioxo-4-(trifluoromethyl) pyrimidin-1-yljbenzoyl}N-iso-propyl-
N-methylsulfamide),formulacdo comercial Heat® (700g kg™ de saflufenacil) (Basf®) e
0 padrao de saflufenacil de 99,9% de pureza.

Todos herbicidas na formulacdo comercial foram adquiridos em revenda
autorizada local e os padrbes foram adquiridos junto a Sigma Aldrich Co. (St. Louis,
Mo, USA). Além dos tratamentos com herbicidas, também foram usados dois
tratamentos controle negativo e um positivo, para negativo, foi apenas agua
destilada. Como controle positivo, como recomendado pelo International Workshop
on Genotoxity Test Procedures (TICE et al., 2000) foi usado o agente mutagénico
alquilante, metil metano sulfonato (MMS — 98% pureza).

Para ambos, produtos comerciais e padrées, foram testados trés
concentracfes, baseadas em estimativas teoricas (Tabela 1). A obtencdo destas
concentracdes foi baseada em célculo tedrico, no qual levou-se em consideracdo a
dose usual recomendada para os herbicidas por hectare e o volume de solo por
hectare. Para isso considerou-se que a dose recomendada dilua-se numa area que
compreenda 10.000,00m? de superficie por 0,01m de profundidade, totalizando um
volume de 100.000L de solo oul40.000Kg de solo (densidade de 1,40g cm?™). A
partir da concentracédo base (1X), foram testadas outras duas concentragdes, 2X e
5X a concentracao base.

Os bulbos permaneceram em agua destilada por trés dias, apos atingirem o
comprimento de suas raizes com pelo menos 1cm. Apoés, foram expostos aos 28
tratamentos (Tabela 1), por 24 horas. Cada tratamento foi composto por trés
repeticbes (trés bulbos) escolhidos aleatoriamente. Para o tratamento controle
negativo, fez-se a renovacéo da a4gua destilada, empregando a mesma agua usada
nas solucdes estoque dos tratamentos quimicos. Transcorridos 24 horas, as raizes
foram cortadas do bulbo e imediatamente fixadas em solucdo fixadora Carnoy
(etanol 99%: acido acético glacial), na propor¢cao de 3:1 v/v durante 24 horas. Em
seguida, foram armazenadas em etanol 70% e mantidas sob refrigeracéo (£2°C) até
a confeccdo das laminas histolégicas de acordo com metodologia descrita por
Fiskejo (1985).
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Tabela 1 - Tratamentos e concentragcdes testadas e as suas equivaléncias em doses
do produto comercial. Santa Maria, RS. 2014.

Concentragdes Doses equivalentes’
Tratamentos - T 1
(ppm) g (e.a.oui.a) ha L ou g do p.c. ha
Herbicidas
5,1 720 2,0
Glifosato 10,3 1440 4,0
25,7 3600 10
3,6 500 2,5
Glufosinato 7,1 1000 5,0
17,9 2500 12,5
2,1 300 15
Paraquat 4,3 600 3,0
10,7 1500 7,5
0,25 35 50
Saflufenacil 0,50 70 100
1,25 175 250
Controle positivo
10 - -
MMS? 20 - -
50 - -

Controle negativo

Agua destilada - - -

e.a. ou i.a =gramas de equivalente acido ou ingrediente ativo por hectare; p.c.= litros ou gramas do
E)roduto comercial por hectare
Metil metano sulfonato

4.2.3 Analise do ciclo celular de Allium cepa L.

Cada tratamento foi composto por trés repeticbes (trés bulbos de cebola),
sendo que cada bulbo teve quatro raizes avaliadas. Com aproximadamente 1cm, as
raizes foram lavadas em agua destilada e hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos.
Apos, foram lavados em agua destilada. Com auxilio de uma pinca de ponta fina e
lamina de bisturi foi removida a regido meristematica da raiz, desprezando-se a
coifa, e logo em seguida o material foi corado com orceina acética 2% (GUERRA,;

SOUZA, 2002). O tecido meristematico juntamente com o corante foi esmagado com
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auxilio de um bastdo de vidro e sobre o material colocou-se a laminula. Para cada
raiz foi preparada uma lamina e em cada uma delas, 500 células foram contadas,
totalizando 2000 células por bulbo e 6000 para cada um dos tratamentos.

As contagens e avaliacOes foram realizadas com auxilio de um microscépio
Optico com uma objetiva de 40X, sendo observada em cada célula a ocorréncia de

divisao celular e de alteragbes cromossOmicas estruturais.

4.2.4 Andlise de dados

O percentual de indice mitotico (IM), foi calculado pela férmula de Pires et al.,
(2001):

NTCD
M%) = e

x 100

onde,

NTCD= NUumero total de células em divisdo contadas.
NTC= Numero total de células contadas.

Os valores do IM foram testados para a hipétese de normalidade dos dados
pelo teste de Shapiro-Wilk a 5% de probabilidade de erro. A andlise estatistica para
comparacado dos valores do IM foi realizada através da analise de variancia
(ANOVA) e a comparacdo entre as medias pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade de erro.

4.3 Resultados e discussao

O efeito do glifosato no indice mitotico nas células meristematicas das raizes

de A. cepa expostas por 24h, estdo apresentados na Tabela 2. N&o houve diferenca
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significativa (p<0,05) entre as concentracdes de glifosato testadas e o controle, entre
0 uso da formulagcdo comercial ou apenas o ingrediente ativo. Mesmo nao sendo
significativas (p<0,05), nas duas maiores concentracdes da formulacdo comercial e
na maior do ingrediente ativo o indice mitético foi numericamente mais baixo,
gquando comparado as demais concentracdes e controles (positivos e negativos)
(Tabela 2). Uma reducdo do indice mitético de células de A. cepa também foi
encontrada por Rank et al., (1993) na maior concentracdo de glifosato (2,8ppm)
usando a formulacdo comercial do mesmo. A inibicdo do indice mitético pode ser
atribuida a um efeito do composto testado sobre o DNA/sintese de proteina
(LOCKARD et al., 1982).

Tabela 2 - Numero total, em interfase, divisdo e indice mitético de células
meristematicas de pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com
diferentes concentracfes do herbicida glifosato na sua formulagéo
comercial e equivalente &cido. Santa Maria, RS. 2014.

Concentracoes Celulas indice Mitético (%)
(ppm) Total Interfase Divisdo
Controle 6000 5745+ 6 255+ 6 4,24 + 0,30 ab*
Glifosato (PC)
5 6000 5719+8 281+8 4,68 + 0,38 ab
10 6000 5799 £ 10 201 +10 3,35+ 0,50 ab
26 6000 5853 + 12 147 £ 12 2,44 +0,61 ab
Glifosato (EA)
5 6000 5711 £ 26 289 + 26 48+1 ab
10 6000 5711 £ 19 289 +19 48+0,96 ab
26 6000 5907 £ 9 939 16+0,46 b
MMS?
10 6000 5734 5 266 £5 4,43 £ 0,26 ab
20 6000 5698 + 15 302 £ 15 5,03+0,76 a
50 6000 5724 £ 4 276 £ 3 461+0,19 ab

Dados expressos como media + erro padrdo, n=3 laminas/tratamento.
*Significancia estatistica para o indice mitético (ANOVA) p<0,05, teste de Tukey.
'PC=produto comercial, EA=equivalente acido, MMS=metil metano sulfonato.
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Esses resultados revelam que o efeito da formulagédo comercial do glifosato no
indice mitotico de células de raizes de A. cepa depende da sua dose. Nao houve
diferenca significativa (p<0,05) entre as concentracfes de glifosato testadas e o
controle, independendo entre o uso da formulacdo comercial ou apenas o
ingrediente ativo. Mesmo nao sendo significativas (p<0,05), nas duas maiores
concentragfes da formulagcdo comercial e na maior do ingrediente ativo o indice
mitético foi numericamente mais baixo, quando comparado as demais concentracdes
e controles (positivos e negativos) (Tabela 2).

Resultados dos efeitos na aberracoes cromossdémicas e formacédo de
micronucleos com glifosato sdo mostrados na Tabela 3. A formulagdo comercial do
glifosato causou a presenca de aberracbes cromossbmicas em todas as
concentragbes testadas, e um aumento na frequéncia com o0 aumento na
concentragdo. Ja com o uso do ingrediente ativo isolado, ndo foram encontradas
aberracfes nas células expostas. Nove tipos de aberracdes foram observados:
pontes, anomalias de fuso, desorganizadas, cromossomos aderentes, cromossomos
perdidos, quebras, binucleadas e cromossomos atrasados (APENDICE A). A
presenca de pontes durante anafase foi a anormalidade mais comum com o glifosato
na formulacdo comercial. As pontes anafasicas, bem como o aparecimento de
cromossomos atrasados ou retardatério, também presentes na maior dose (26ppm),
segundo Saxena et al., (2010), sdo defeitos de segregacdo do cromossomo, o qual
pode ser ligado a atividade mutagénica deste herbicida, ja reportados em estudos
anteriores (LI; LONG, 1988; LIOI et al., 1998; KAYA et al., 2000; MONROY et al.,
2005;). A formacgéo de pontes anafésicas ocorre provavelmente devido a excessiva
aderéncia dos cromossomos durante o estadgio de metafase causando anéafases
anormais, ou pode ser o resultado da translocagdo desigual ou inversdo dos
segmentos cromossomicos (SAXENA et al., 2010). Esse fato também pode ser
observado no presente estudo, pela presenca de cromossomos aderentes durante a
fase de metafase, o qual poderia estar induzindo a ocorréncia de pontes anafasicas.
A aderéncia dos cromossomos preveni a separacdo dos cromossomos irmaos e
assim, eles permanecem unidos pelas pontes (KABAR-ITY et al. 1974; BADR et al.
1992).
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Tabela 3 - Aberracbes cromossémicas e mitéticas em células meristeméticas das pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com
diferentes concentragdes do herbicida glifosato na sua formulagédo comercial e ingrediente ativo. Santa Maria, RS. 2014.

Concentracdes Aberrages™ MICR FREQ (%)
(ppm) PONT A.FUS DESO ADER PERD QUEB BINU ATRA
Controle - - - - - - - - - -
Glifosato (PC)
5 8 7 1 1 1 - - - - 6,41
10 5 - - 4 1 2 - - 9 10,45
26 9 4 - 4 - - 1 4 22 29,93
Glifosato (EA)
5 - - - - - - - - - -
10 - - - - - - - - - -
26 - - - - - - - - - -
MMS
10 9 8 - 12 - 2 20 - 1 19,55
20 14 2 1 16 - 2 3 - 7 14,90
50 12 9 - 2 - 1 6 - 2 11,96
'Dados express&o nimero de aberragdes de 6000 células por tratamento.
PONT=pontes, A.FUS=anomalias de fuso, DESO=desorganizada, ADER=cromossomos aderentes, PERD=cromossomo perdido, QUEB=quebra, BINU=célula

binucleada, ATRA=cromossomo atrasado, MICR=micronucleos e FREQ (%)=frequéncia de aberracdes em relacéo as células em diviséo.
’PC=produto comercial, EA=equivalente acido, MMS=metil metano sulfonato.
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O herbicida glifosato, também causou algumas quebras, bem como
cromossomos perdidos. De acordo com Yildiz et al., (2008) e Luo et al., (2004), as
quebras e fusdes dos cromossomos e cromatides, podem formar pontes
cromossOmicas. Verifica-se que na maior dose do glifosato, houve presenca de
cromossomos atrasados durante a fase de anéafase.

A ocorréncia de cromossomos atrasados durante a anafase é causada devido
a falha dos cromossomos ou fragmentos de cromossomos acéntricos em mover-se
para um dos polos (SAXENA et al., 2010). Outros estudos com células vegetais
expostas a herbicidas tem demostrado similar aparecimento de pontes anafasicas
(SAXENA et al., 2004; CHAUHAH et al., 2001). Rank; Nielsen (1997), reportam que
pontes cromossbmicas e fragmentos levam a mudancas na estrutura em
cromossomos de plantas cultivadas e em outros organismos no meio ambiente.

Também foi observada a presenca de micronicleos (APENDICE A) nas células
em interfase nas duas maiores concentracbes de glifosato, com maior nimero, na
concentracdo mais alta (26ppm). O numero de micronucleos foi superior aos
apresentados pelo controle positivo (MMS) (Tabela 3). E conhecido que o
aparecimento de micronucleos esta relacionado a perda de fragmentos de
cromossomos devido a quebra de cromossomos (HEDDLE et al., 1991). Esses
resultados corroboram com os resultados mostrados por Cavusoglu et al., (2011),
que observaram a presenca de micronucleos em células de A. cepa, e a frequéncia
de micronudcleos aumentou com incremento da dose do glifosato. Piesova (2005),
investigou a frequéncia de micronucleos em linfocitos de bovinos ap6s a exposicéo
ao glifosato in vitro, reporta que este herbicida induziu a formacdo de micronucleos.
Estudos também mostram que células de rato expostas ao herbicida glifosato,
promoveram um aumento na frequéncia de microntcleos (MANAS et al., 2009;
PRASAD et al.,, 2009). Bolognesi et al., (2009), investigaram o efeito na saude
associado a exposicdo ao glifosato, em programas de aplicacdo aérea em cinco
regibes na Coldmbia em comparagdo com a exposi¢cdo a mistura de pesticidas. Os
resultados mostraram que em regides em que foi realizado a aplicacdo o glifosato
células de sangue dos trabalhadores mostraram um aumento significativo na
frequéncia de micronucleos, apds a aplicacao do glifosato.

O estudo empregando apenas o glifosato puro, nas mesmas concentragdes

equivalentes a formulagédo, ndo mostram aberracées cromossOmicas no presente
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estudo. Existe uma ampla variagdo no potencial genotéxico do glifosato puro e suas
diversas formulacbes. A diferenca na reposta de organismos teste ao ingrediente
ativo glifosato e a formulagdo comercial mais conhecida (Roundup®), podem ser
devido a toxicidade de diferentes adjuvantes e surfactantes presentes no produto
formulado (DIMITROV et al. 2006). De acordo com alguns estudos, o estudo em
paralelo comparando o glifosato isolado e suas formula¢cdes, mostram claramente
que apenas as formulacdes sdo genotoxicas (BOLOGNESI et al., 1997; LI; LONG
1998; GRISOLIA 2002). O uso da formulacdo Roundup® aumentou a frequéncia de
aberracdes cromossdémicas em células de raizes de A. cepa, enquanto que nao foi
encontrado aumento usando apenas o glifosato puro (RANK et al. 1993).

A percentagem do total de aberracbes aumentou com o0 aumento da
concentracdo de exposicdo. Este resultado mostra que o indice mitético ndo foi
bloqueado pelo efeito do herbicida mesmo na maior concentracdo (26ppm). Caso a
concentracdo fosse também toxica, ela iria causar morte celular, o qual pode
interferir com o numero de aberracBes causadas pelo herbicida. Desta forma, o
namero de aberrac6es ndo foi diminuido. Entre as aberracdes, as pontes, foram as
mais frequentes aberragdes observadas durante a mitose.

Esses resultados mostram que o glifosato na formulagdo comercial possui
atividade téxica, o qual inclui a inducdo de micronucleos nas células das pontas de
raizes de A. cepa. Piesova (2005) investigando a frequéncia de micronucleos em
linfécitos bovinos apds exposicdo ao glifosato na forma de glifosato-sal de
isopropilamina in vitro, reportou que glifosato induziu a formacéo de micronudcleo. Em
outro estudo, Mafas et al., (2009) investigando a genotoxicidade de glifosato na sua
forma analitica pura, reportou um aumento na frequéncia de microntcleos em
células de ratos, nas trés concentragfes aplicadas.

Os resultados do indice mitético para o herbicida glufosinato (Tabela 4).
Mesmo que quando comparado com o controle, o indice mitético ndo diferiu
significativamente. Entretanto, pode-se verificar um indice mitético inferior na maior
concentracéo, independendo, se for a formulagdo comercial ou o ingrediente ativo.
Resultados publicados sobre genotoxicidade de glufosinato sdo escassos. O
glufosinato, foi introduzido em 1984, sua importancia esta sendo crescentemente
aumentando devido ao aumento do uso de plantas geneticamente modificadas
resistentes a este herbicida. Gebel et al., 1997, estudando o efeito do glufosinato de
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amonia puro (apenas o ingrediente ativo), usando como célula teste, eritrocitos de
ratos, ndo observaram aumento significativo na formacéo de micronucleos.

As células expostas a formulacdo comercial contendo glufosinato, mostraram
aberracdes cromossémicas em duas concentracdes (4 e 7ppm), com a maior

frequéncia observada na concentracao de 7ppm (Tabela 5).

Tabela 4 - Numero total, em interfase, divisdo e indice mitético de células
meristematicas de pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com
diferentes concentracdes do herbicida glufosinato na sua formulacao
comercial e ingrediente ativo. Santa Maria, RS. 2014.

Concentragdes celulas indice Mitético (%)
(ppm) Total Interfase Divis&o
Controle 6000 5745+ 6 255+ 6 4,24 + 0,30 abc*
Glufosinato (PC")
4 6000 5591 + 20 409 + 19 6,8+£0,98 a
7 6000 5616 + 10 384 £10 6,4+0,50 ab
18 6000 5806 + 14 194+ 14 3,2+£0,72 b c
Glufosinato (1A)
4 6000 5658 + 23 342 + 23 57+1,16 ab
7 6000 5636 + 4 364 4,4 6,1+0,22 ab
18 6000 5936 £ 17 66 = 17 1,1 +£0,86 c
MMS?
10 6000 57355 266 £ 5 4,43 + 0,26 abc
20 6000 5698 + 15 302 £15 5,03+0,76 ab
50 6000 5724 £ 4 276 £ 3 4,61 +0,19 ab

Dados expressos como media + erro padrdo, n=3 laminas/tratamento.
*Significancia estatistica para o indice mitético (ANOVA), p<0,05, teste de Tukey.
1PC:produto comercial, IA=ingrediente ativo
*Metil metano sulfonato.
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N&o foi encontrado uma relacdo positiva simples entre frequéncia de
aberracdes e concentracdo testada, com a auséncia de aberracdes presente na
maior concentracdo da formulacdo comercial do glufosinato (18ppm) quando
comparado a concentracdo de 7 e 4ppm. Isso pode ser devido ao efeito toxico da
formulacdo comercial do glufosinato, exibido pela reducdo numérica do indice
mitotico na maior concentracdo do herbicida (Tabela 5).

Tabela 5 - Aberragcdes cromossdmicas e mitéticas em células meristematicas das
pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com diferentes concentracdes
do herbicida glufosinato na sua formulacédo comercial e ingrediente ativo.
Santa Maria, RS. 2014.

Concentragdes Aberragges’ MICR FREQ
(ppm)? PONT AFUS DESO ADER QUEB BINU (%)
Controle - - - - - - - -
Glufosinato (PC)
4 6 4 - - - - - 2,24
7 11 5 - - - - ; 8,33
18 - - - - - - - -
Glufosinato (1A)
4 - - - - - - - -
7 - - - - - - - -
18 - - - - - - - -
MMS
10 9 8 - 12 2 20 1 19,55
20 14 2 1 16 2 3 7 14,90
50 12 9 - 2 1 6 2 11,96

"Dados expressao nimero de aberracdes de 6000 células por tratamento.

PONT=pontes, A.FUS=anomalias de fuso, DESO=desorganizada, ADER=cromossomos aderentes,
QUEB=quebra, BINU=célula binucleada, MICR=micron(cleos e FREQ (%)=frequéncia de aberra¢fes
em relagdo as células em divisao.

2PC:produto comercial, IA=ingrediente ativo, MMS=metil metano sulfonato.
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Células expostas ao herbicida paraquat (formulacdo comercial) mostram um

indice de divisdo mitdtica significativamente inferior ao do controle negativo (agua)

assim como do controle positivo (MMS), e mostra uma correlagdo positiva entre o

aumento da concentracdo e diminuicdo do indice mitético (Tabela 6).

Tabela 6 - Numero total, em interfase, divisdo e indice mitético de células

meristematicas de pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com
diferentes concentracdes do herbicida paraquat na sua formulacdo
comercial e ingrediente ativo. Santa Maria, RS. 2014.

Concentracdes Células indice Mitdtico (%)
(ppm)* Total Interfase Divisdo
Controle 6000 5745+ 6 255+6 4,24 £ 0,30 bc*
Paraquat (PC)
2 6000 5872 5 128 £ 4,7 2,1+0,23 cd
4 6000 5902 + 6 98 £5,9 1,6 +0,30 d
11 6000 5932 +4 68 £ 3,5 1,1+0,18 d
Paraquat (I1A)
2 6000 5664 + 23 336 + 23 56+1,14 ab
4 6000 5696 + 9 304 £9,3 51+0,47 ab
11 6000 5560 £ 6 440 £ 5,8 73+0,29 a
MMS
10 6000 57355 266 £ 5 4,43 +0,26 bc
20 6000 5698 £ 15 302 £ 15 5,03+ 0,76 ab
50 6000 5724 + 4 276 £ 3 4,61+0,19 bc

Dados expressos como media + erro padrdo, n=3 laminas/tratamento.
*SignificAncia estatistica para o indice mitético (ANOVA), p<0,05, teste de Tukey.
'PC=produto comercial, IA=ingrediente ativo, MMS=metil metano sulfonato.

De acordo com Matkovics et al., (1979), efeitos in vivo de paraquat sdo muito

dependentes da sua concentragdo. Essa atividade n&o foi verificada quando se
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testou as mesmas concentracdes com o uso do padrdo analitico do paraquate.
Pode-se descrever que o paraquat (formulagdo comercial) se mostrou como um
agente mitostatico (reduz a atividade da mitose).

A reducdo na atividade mitética deste herbicida sobre as células teste no
presente estudo, estad de acordo com resultados descritos com diversos organismos
teste, Vicia faba (NJAGI; GOPALAN,1981) e em células de medula 6ssea de ratos
(RIOS et al., 1995). Igualmente, estudos de Salam, et al., (1993), também reportam
uma reducdo no indice mitdtico de células de A. cepa com o aumento da dose de
paraquat usando a formulagéo comercial.

Nenhuma das concentracdes dos tratamentos com paraquat favoreceu o
aparecimento de aberracdes as células teste do presente estudo (Tabela 7).

O efeito genotéxico do paraquat em células de linfécitos humanos foi testado
por Ribas et al., (1998), no qual ndo foram observados micronlicleos nem
aberracbes cromossbémicas. Os resultados aqui obtidos, também diferem dos
resultados descritos por Salam et al., (1993), onde foram observadas inumeras
aberracbes durante os estdgios da mitose em células de A. cepa, sendo as
aderéncias e quebras dos cromossomos, pontes e micronucleos as mais frequentes
aberracbes mitdticas observadas, as quais aumentaram com o0 aumento da
concentracao teste. Entretanto vale ressaltar que o autor do trabalho citado, utilizou
concentracfes do paraquat que variaram de 3700 a 15000ppm, e quando
comparado com o presente trabalho, verifica-se que a menor concentracao testada
pelo trabalho (3700ppm), equivale a 1850 vezes a maior concentracdo testada no

presente trabalho (11ppm).



80

Tabela 7 - Aberracbes cromossdmicas e mitoticas em células meristematicas das
pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com diferentes concentracées
do herbicida paraquat na sua formulacdo comercial e ingrediente ativo.

Santa Maria, RS. 2014.

Concentragdes
(ppm)?

Aberracées’

PONT A.FUS DESO ADER QUEB BINU

MICR

FREQ

(%)

Controle

Paraquat (PC)
2
4
11

Paraquat (I1A)
2
4
11

MMS
10
20
50

9
14
12

2
9

1

12
16
2

2
1

20
3
6

N N R

19,55
14,90
11,96

'Dados expressao ntimero de aberrag6es de 6000 células por tratamento.

PONT=pontes, A.FUS=anomalias de fuso, DESO=desorganizada, ADER=cromossomos aderentes,

QUEB=quebra,

BINU=célula binucleada,

aberrag6es em relacéo as células em diviséo.
*PC=produto comercial, IA=ingrediente ativo, MMS=metil metano sulfonato.

MICR=micronlcleos e FREQ (%)=frequéncia de

Na Tabela 8, sdo apresentados os resultados do indice mitotico de células

expostas ao saflufenacil. Observa-se que os valores do indice mitético foram

numericamente maiores em todas as concentracdes dos herbicidas, independente

da forma de herbicida, quando comparado aos controles positivo (MMS) e negativo

(dgua).
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Tabela 8 - Numero total, em interfase, divisdo e indice mitético de células
meristematicas de pontas de raizes de A cepa L., tratadas com
diferentes concentracdes do herbicida saflufenacil na sua formulacao
comercial e ingrediente ativo. Santa Maria, RS. 2014.

Concentragges celulas indice Mitético (%)
(Ppm) Total Interfase Divis&o
Controle 6000 5745+ 6 255+ 6 4,24 +0,30 b*
Saflufenacil (PC)
0,25 6000 5452 + 36 548 + 36 9,1+1,79 a
0,50 6000 5692 + 12 308 £12 5,1+0,58 ab
1,25 6000 5664 + 16 336 £ 16 5,6+0,81 ab
Saflufenacil (1A)
0,25 6000 5652 £ 13 348 + 13 5,8+0,64 ab
0,50 6000 5500 + 22 500 £ 22 83+19 ab
1,25 6000 5652 + 16 348 £+ 16 58+1,4 ab
MMS
10 6000 57355 266 £ 5 443+0,26 b
20 6000 5698 + 15 302 £15 5,03+£0,76 ab
50 6000 5724 £ 4 276 £ 3 461+0,19 b

Dados expressos como media + erro padrdo, n=3 [Aminas/tratamento.
*Significancia estatistica para o indice mitético (ANOVA), p<0,05, teste de Tukey.
2PC=produto comercial, IA=ingrediente ativo, MMS=metil metano sulfonato.

As aberragbes cromossdmicas e mitéticas estiveram presentes nas células
expostas a menor concentracdo do herbicida na formulacdo comercial, porém em

muito baixa frequéncia (Tabela 9).
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Tabela 9 - Aberracdes cromossémicas e mitdticas em células meristematicas das
pontas de raizes de A. cepa L., tratadas com diferentes concentracfes
do herbicida saflufenacil na sua formulacdo comercial e ingrediente
ativo. Santa Maria, RS. 2014.

Concentragdes Aberragdes’ VICR FREQ
2
(ppm) PONT AFUS DESO ADER QUEB BINU (%)
Controle - - - - - - - -

Saflufenacil (PC)
0,25 4 4 3 - - - - 1,82
0,50

1,25

Saflufenacil (1A)

0,25 . - - : - - - -
0,50 - - - : : - - -
1,25 . - - : - - - -
MMS
10 9 8 - 12 2 20 1 1955
20 14 2 1 16 2 3 7 14,90
50 12 9 - 2 1 6 2 11,96

'Dados express&o nimero de aberracdes de 6000 células por tratamento.

PONT=pontes, A.FUS=anomalias de fuso, DESO=desorganizada, ADER=cromossomos aderentes,
QUEB=quebra, BINU=célula binucleada, MICR=micronlcleos e FREQ (%)=frequéncia de
aberragcfes em relacao as células em divisao.

2PC:produto comercial, IA=ingrediente ativo, MMS=metil metano sulfonato.

Esse herbicida € de uso relativamente recente no mundo, com registro para
uso no Brasil em 2013. Nao existem resultados publicados a respeito do efeito
genotdxico desta molécula. Estudos para registro (ndo publicados) citam que o
ingrediente ativo saflufenacil foi negativo, com exce¢do a um teste clastogénico in
vitro com células de mamiferos. Nesse estudo, a exposicédo por 4h ao saflufenacil
na presenta de metabdlitos do mesmo, acarretou a um aumento significativo no
namero de aberragcfes cromossdmicas estrutural (ENGELHARDT; LEIBOLD, 2005).
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4.4 Conclusdes

O glifosato na formula comercial e o padrao analitico ndo tem acao citotoxica
até a concentracdo de 26ppm em células de A. cepa. A férmula comercial do mesmo
tem acéo genotoxica.

O glufosinato ndo apresentou acao citotoxica, porém em células da planta
teste se evidenciou baixa acdo genotoxica deste herbicida.

A formulacdo comercial de paraquat reduziu a divisdo celular nas
concentracbes testadas (2, 4 e 11ppm), sem evidéncias de acdo genotoxica em
células da planta teste.

Saflufenacil ndo afeta a divisdo celular e apresentou baixa acdo genotoxica na

concentracdo de 0,25ppm em células da planta teste.
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5 CONCIDERACOES GERAIS

Nos dois anos agricolas, durante o periodo do cultivo da soja, os herbicidas
glifosato (1080g ha), paraquat (400g ha), glufosinato (500g ha™), saflufenacil
(0,140g ha) e associacéo de glifosato com saflufenacil (1080 e 0,140g ha™) todos
aplicados em pré-semeadura da soja (6 dias), ndo alteraram a composicdo na
populacdo da mesofauna edéfica.

Em geral, houve predominéncia dos acaros (87%) seguido de colémbolos
(6%). Os acaros foram 0s mais responsivos aos herbicidas. As diferencas nas
populacdes da mesofauna foram pontuais, estabilizando-se a partir de 70 dias apés
a aplicacéo.

No tratamento com glufosinato houve incremento de colémbolos
Entomobryomorpha e dos acaros detritivoros (Eupodes sp. e Scheloribates sp.) e
dos predadores (Galumnidae e Mesostigmata), exceto minhocas (Haploxida), com
reducado da populagéo.

A aplicacao de paraquat favoreceu os colémbolos Entomobryomorpha, acaros
detritivoros (Pygmephoridae, ninfas de Scheloribates sp.) e &acaros predadores
Mesostigmata, porém reduziu a populacdo de Haploxida; enquanto glifosato reduziu
a populacdo de &caros detritivoros (Pygmephoridae e Scheloribates sp.) Com
saflufenacil, houve aumento do Scheloribates sp. e reducdo de Haploxida. Houve
aumento na populacdo de colémbolos Entomobryomorpha com a associacdo de
glifosato com saflufenacil.

O herbicida glifosato (produto técnico e formulado), nas concentracdes de 5,
10 ou 26ppm do equivalente-acido (e.a) ndo causaram efeitos citotoxicos em células
meristematicas de raizes de A. cepa. Porém, a formulagcdo comercial (Roundup
Original®) promoveu acéo genotéxica com aumento da frequéncia de aberracées
estruturais variando com a concentragéo de glifosato.

Nas concentracOes testadas, (4, 7 e 18ppm), glufosinato-de-aménio (produto
técnico e formulado) ocorreram reduc¢des no indice mitético das células expostas na
maior concentragdo, independentemente de ser “produto técnico” ou “formulado”
(Finale®). Ocorreram aberragbes cromossomicas estruturais em baixa frequéncia
nas células da planta teste com o produto formulado, sendo representadas por

pontes anafésicas e a presenca de anormalidades nos fusos crométicos.
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Para paraquat, ndo se constatou agdo genotoxica nas concentracdes testadas
(2, 4, 11ppm) independente ser o produto técnico ou formulado. Por outro lado, o
produto formulado (Gramoxone®) promoveu reducéo do indice mitético das células
da planta teste, diferindo do controle positivo metil metano sulfonato (MMS).

Houve baixa acdo genotdxicas de saflufenacil com a formulacdo comercial
(Heat®) na concentracéo de 0,25ppm, onde células apresentaram pontes durante a
anafase, anormalidades nos fusos cromaticos bem como desorganizacéao

cromossOmica.



6 SUGESTOES DE NOVOS TEMAS DE PESQUISAS

Para estudos futuros, sugere-se que sejam realizados trabalhos abrangendo
mais concentracdes de herbicidas (acima das concentragbes de registro), e que
também, estudos sejam ampliados para outros herbicidas com ou sem residual (no
solo) e aplicados apds a semeadura/emergéncia da cultura em solos com
caracteristicas fisico/quimicas diferentes. E importante também, que sejam
realizados estudos a campo, visando avaliar efeitos da aplicagcdo de herbicidas na
relacdo entre os microorganismos (micorrizas, actinomicetes, fungos e bactérias) e
microartropodes nativos do solo.

Visando estudar os reais impactos dos ingredientes ativos de agrotoxicos
sobre organismos ndo- alvos no meio ambiente da lavoura, sejam eles, herbicidas,
inseticidas, acaricidas e ou fungicidas, sugere-se que estudos com estes produtos
guimicos sejam feitos conjuntamente empregando o ingrediente ativo na sua
formulacdo comercial (usual na agricultura) assim como, a sua forma analitica pura.

Na auséncia de informacdes a respeito de acdo citotoxica e genotdxica de
herbicidas e outros agrotoxicos com expectativa de uso agricola na soja ou de novas
moléculas registradas ou ndo no Brasil, novas pesquisas devem ser estimuladas e

incentivadas com foco nesse tema.
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APENDICE A - Células meristematicas de raizes de Allium cepa L. Al e A2)
Anéfase com ponte; A3) Interfase com micronucleos e ponte;
B1) Profase com quebra cromossémica; Cl) Anafase com
cromossomo solto; D) Multipolaridade; E) Anomalia dos fusos;
F) Célula binucleada; G1 e G2) Cromossomos aderidos; H1)
Célula em Interfase com quatro micronucleos e H2) Célula em
Interfase com um micronucleo. Santa Maria, RS. 2014.
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APENDICE B - Caracterizac&o quimica e fisica do solo da area do experimento.
Santa Maria, RS. 2014,

oH - CTC MO Argila
Agua K P S Ca Mg Al H+Al efetiva (%) (%)

g 3 — mg/dm? cmol/dm?3------- 11 VSS—

4,9 93 20,7 96 78 2,7 15 109 11,0 2,8 24,0

K (potéssio); P (fosforo); S (enxofre); Ca (célcio); Mg (magnésio); Al (aluminio); CTC (capacidade
de troca de cétions); MO (matéria organica).
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APENDICE C - Precipitacdo pluvial e temperatura compensada média, durante

Precipitagao (mm)

80

o cultivo no ano agricola 2010/11. Os dados foram obtidos junto
a Estacdo Climatoldgica Principal da UFSM, pertencente ao 8°
DISME/INMET/MA. Flechas indicam o dia em que foi realizado
coleta de amostras de solo. Santa Maria, RS. 2014.
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APENDICE D - Precipitacéo pluvial e temperatura compensada média, durante
o cultivo no ano agricola 2011/12. Os dados foram obtidos junto
a Estacao Climatoldgica Principal da UFSM, pertencente ao 8°
DISME/INMET/MA. Flechas indicam o dia em que foi realizado

coleta de amostras de solo. Santa Maria, RS. 2014.
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