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Apresentagdo

A equipe de pesquisa da Embrapa Meio Ambiente vem desenvolvendo, com
a parceria de especialistas de outras instituicoes sejam publicas ou privadas, estudos
em biodegradacao de pesticidas em solos brasileiros. Sdo estudos de carater basico,
que poderdao resultar em tecnologias e conhecimentos de aplicacdo direta na
recuperacdo de ambientes rurais e urbanos contaminados com agrotéxicos.

Como mais um produto dessa parceria de longo prazo, temos a satisfacao
de apresentar o livro Metalaxil, com resultados sobre processos de degradacao desse
fungicida em condicoes de solos brasileiros. Trata-se de insumo de uso bastante
difundido entre os agricultores brasileiros, sendo recomendado para aplicacao foliar
em frutas (uva, meldao, melancia), hortalicas (batata, cebola, pepino e tomate) e
flores (rosa), além do tratamento de sementes de cereais (milho e soja).
A obra é composta de seis capitulos, de autoria de seis pesquisadores da Embrapa
Meio Ambiente: Célia Maria Maganhotto de Souza Silva, Elisabeth Francisconi Fay,
[tamar Soares de Melo, Rosana Faria Vieira, Vera Lucia Ferracini e Vera Lucia de
Castro; das professoras Andrea Maria Spessoto da Universidade Cruzeiro do Sul e
Regina Teresa Rosim Monteiro da Universidade de Sao Paulo.

No primeiro capitulo é apresentada a caracterizacao do fungicida metalaxil;
no segundo, o efeito desse fungicida na microbiota do solo em condicdes do semi-
arido brasileiro; no terceiro e quarto capitulos, sdo apresentadas, respectivamente, a
quantificacao e adsorcdao e, a mineralizacao do fungicida metalaxil em solos
brasileiros. No quinto capitulo é caracterizada a genética da comunidade bacteriana
associada a biodegradacao desse fungicida. E, finalmente, no sexto capitulo, sao
apresentados os aspectos da avaliacdo dos efeitos da exposicdo ao metalaxil em

organismos nao-alvo.

Sao contribuicoes valiosas que a equipe de pesquisa da Embrapa Meio
Ambiente e instituicbes parceiras oferecem a sociedade brasileira: ao desvendar os
processos de degradacdo do fungicida metalaxil apresentam as bases para
recomendacoes de boas praticas agropecuarias (BPAs) em termos de uso e manejo
desse insumo nos diferentes sistemas de producao, como também indicam caminhos
para a gestao da qualidade ambiental a partir da mobilizacao da microbiota do solo.
Esta contribuicdo é complementada pela revisdo e estudo de efeitos toxicolégicos
decorrentes da exposicdao ao metalaxil; o que com certeza auxiliard também na
gestao da salde ambiental e por conseqiiéncia, na qualidade ambiental.

E, portanto, leitura obrigatdria para pesquisadores e estudiosos do tema
como também para os especialistas que atuam na gestdo ambiental da agropecudria
nacional.

Paulo Choji Kitamura
Chefe-Geral da Embrapa Meio Ambiente






Prefacio

A populacdo humana e sua demanda por alimentos continua a crescer,
sendo que o nivel de produtividade que a sociedade atual exige da moderna
agricultura nao parece ser possivel sem o uso de xenobiéticos. No entanto, ha
necessidade de que o aumento do uso dos recursos solo e 4gua ocorra por caminhos
que assegurem a produtividade sustentdvel. Para isso, pesquisadores e usuarios
destes recursos precisam entender melhor o manejo dos processos que regulam a
fertilidade do solo. Estudos sobre a biodiversidade e conservacao dos organismos do
solo, a estrutura das interacOes tréficas de suas comunidades e sua funcao no
ecossistema, além das possibilidades para o manejo das praticas de uso agricola na
promocao da sustentabilidade estdao entre estes conhecimentos. Além disso,
somente o uso e o manejo adequado dos xenobidticos pode resultar em ganhos de
produtividade, sem ocasionar contaminacao nos alimentos e no ambiente.

O destino de um xenobidético do seu ponto de aplicacdo, através da
superficie do solo e, dentro do subsolo, é governado pelos processos interativos de
adsorcao, transformacao e transporte. O entendimento da ciéncia que esta por tras
destas rotas de dissipacdgo é uma das chaves para assegurar, 0 Seu USO
ambientalmente correto.

Existe um consenso que o impacto ambiental de um xenobiético depende de
alguns critérios, entre eles: 1) a quantidade do ingrediente ativo aplicado e o local de
aplicacdo; 2) a particao e a concentracao nos compartimentos ar, solo e aguas
superficiais e subterranea; 3) a taxa de degradacdao em cada compartimento e 4) sua
toxicidade as espécies presentes nestes compartimentos. Portanto, nao é
surpreendente a existéncia de varios métodos para avaliar o impacto ambiental dos

xenobidticos.

Este documento considera a avaliacdo do impacto ambiental do uso do
fungicida metalaxil pelos resultados de pesquisas realizadas por pesquisadores de
diferentes dreas de conhecimento, envolvendo desde a dispersao até a toxicologia do
composto.

AS EDITORAS
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Capitulo 1

Metalaxil

Célia Maria Maganhotto de Souza Silva;
Elisabeth Francisconi Fay e Andrea Maria Spessoto

O metalaxil [metil D,L,N-(dimetilfenil)-N-(2-metoxiacetil)alaninato] (Fig. 1)
fungicida sistémico do grupo dos alaninatos (acilaninas), € uma mistura racémica
de enantidmeros R- e S-, com classe toxicoldgica variando de Il a IV, dependendo
de sua formulacdo e comercializacdo sob varios nomes,incluindo Ridomil®, Apron®,
Fonganil Neu®. E extensivamente utilizado na agricultura brasileira, em fruticultura,
plantas ornamentais e hortalicas (GELMINI, 1991; SPESSOTO ET AL., 2000;
PAPINI & ANDREA, 2001; SPESSOTO, 2002). Por ser estavel em ampla faixa de
pH e luminosidade (SINGH & TRIPATHI, 1982) e devido ao seu amplo espectro de
atividade ele é registrado para uso em muitos paises, em regides temperadas,
subtropicais e tropicais (MONKIEDJE et al., 2002). Juntamente com o furalaxil, foi
primeiramente descrito em 1977 (URECH et al., 1977) e sua fungitoxicidade esta
associada a funcao éster da molécula. O metalaxil inibe a sintese do RNA

ribossomal, interferindo desta forma na sintese de proteinas (TOMLIN, 2000).
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Metalaxil

Fig. 1. Estrutura quimica do metalaxil

Efeito do metalaxil sobre a microbiota do solo

Apesar do uso dos fungicidas ser uma pratica comum no controle de
doencas de plantas, ele pode afetar a homeostase do solo, todavia, sdo poucas as

informacodes sobre o seu prejuizo ambiental. Qualquer alteracdo no solo pode levar



Metalaxil

a uma mudanca no equilibrio desse sistema, afetando diretamente a estrutura e
funcdo da comunidade microbiana. Isto foi evidenciado com aplicacbes de
metalaxil em solos cultivados com uva. Foi observado que apés trés anos, houve
inibicao significativa do nimero de microrganismos e da atividade microbiana, mas
aumento no numero de microrganismos envolvidos na degradacdao da matéria
organica (USATAYA et al., 1993). Outros trabalhos relataram que a aplicacao
sistémica de metalaxil induziu a uma breve estimulacdo com subseqiente
supressao dos fungos e actinomicetos do solo (DVORNIKOVA et al., 1988).

Os problemas relacionados aos efeitos dos fungicidas sobre os processos
do solo estao baseados no fato de que muitas reacdes envolvidas na ciclagem de
nutrientes sdo mediadas por microrganismos, além da possibilidade destes
compostos entrarem na cadeia alimentar e desta forma afetar organismos
superiores, como o homem. Por exemplo, o metalaxil j& foi encontrado em agua
(READMAN et al., 1997; PETROVIC et al., 1998) e alimentos (OM et al., 1998).

O solo é o dltimo receptor para os agrotéxicos e seu transporte no perfil
desse sistema é a maior fonte de contaminacao da agua subterranea. Em revisao
recente sobre o comportamento do metalaxil em solo, SUKUL & SPITELLER
(2000a) concluiram que este composto pode migrar para os mais profundos
horizontes desse compartimento ambiental e alcancar a agua subterrénea,
especialmente em solos com baixo conteddo de matéria organica. Estes autores
recomendaram precaucao com as aplicacbes continuas de metalaxil e, se ha
aumento no uso deste composto, deve ser reavaliado o risco de sua ocorréncia em
agua subterranea, nas areas mais vulneraveis da principal regidao de uso. Contudo,
estudos publicados sobre a adsorcao/dessorcao de metalaxil, indicam que a baixa
adsorcado e a alta mobilidade deste composto, e a interelacdo desses processos
com a matéria organica do solo estdao relacionados, principalmente, ao seu
principio ativo, poucos fazem referéncia ao produto formulado (SUKOP &
COGGER, 1992; SHARMA & AWASTI, 1997; SUKUL & SPITELLER, 2000B;
ANDRADES et al. 2001).

Ao estudar o comportamento sortivo do metalaxil, mefenoxan (também
chamado R-metalaxil) e de seu metabdlito éacido, em solo franco-arenoso,
MONKIEDGE & SPITELLER (2002) encontraram valores de Kd de 0,5; 0,5 e 0,1
mL g’ para os trés compostos, respectivamente. Segundo célculo dos autores,
baseados nos resultados obtidos, a concentracdao do fungicida que poderia
adsorver e ficar disponivel a microbiota do solo para inibir seu crescimento seria de

4.500, 12.500 e 15.800 ug g solo (peso seco) para mefenoxam, metalaxil e para
14
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o0 metabdlito acido, respectivamente. Esses valores estdo acima da concentracao
ambiental esperada (MONKIEDGE et al., 2002), indicando assim que os fungicidas,
bem como o metabdlito, em baixas concentracdes nao inibem o crescimento dos
microrganismos do solo, hipétese esta confirmada pelo estimulo da amonificacao e
nitrificacdo apds a aplicacdo dos dois fungicidas. Esta afirmacdao também estd em
concordancia com as observacOes de FINKELSTEIN & GOLOVLEVA (1988) que
demonstraram que baixas concentracdoes de metalaxil estimularam o crescimento
de bactérias fixadoras de nitrogénio, enquanto altas concentracdes inibiram o
processo de nitrificacdo. Da mesma forma, as baixas concentracées de metalaxil
aumentaram a atividade enzimatica e a inibiram em altas doses (SHETTY & MAGU,
2001). De todas as hidrolases estudadas, as fosfatases acida e alcalina, em geral,
nao foram sensiveis ao efeito do metalaxil, provavelmente devido a complexa
interacao destas enzimas com o solo, mas a atividade da desidrogenase foi
bastante sensivel (MONKIEDGE et al., 2002).

Em relacdo a toxicidade do metalaxil em organismos nao-alvo de forma
geral e, em especial em seres humanos, ainda ndo se conhece bem seus possiveis

efeitos.

Efeito da microbiota do solo sobre o metalaxil

A degradacao do metalaxil tem sido relatada como sendo, principalmente,
microbiolégica e dependente de fatores como tipo de solo, condicdes climaticas e
histérico de aplicacdo (BAILEY & COFFEY, 1985; 1986). A capacidade de
degradar o fungicida tem sido atribuida a muitos microrganismos, sobressaindo as
bactérias (SPESSOTO et al., 2000; SPESSOTO, 2002). Em solo arenoso, a
populacao natural apresentou taxa de degradacdao do metalaxil diferenciada,
quando considerada superficie e sub-superficie do solo (DI et al., 1998).

A meia-vida do metalaxil tem sido descrita como variadvel, podendo ser
alguns dias até meses. Por exemplo, estudos realizados com microrganismos
isolados de solos com histérico de aplicacdo do metalaxil apresentaram meia-vida
de 14 dias (BAILEY & COFFEY, 1986), enquanto que estudos sobre a
mineralizacdo do fungicida, considerando solos com diferentes teores de areia
apresentaram meia-vida entre 69 e 159 dias (WANG et al., 1995). Segundo
SPESSOTO (2002) uma vez que a molécula esteja disponivel na solucdo do solo
ela pode ser rapidamente metabolizada, diminuindo os riscos ambientais

provocados pela recalcitrdncia. A auséncia de metabdlitos provenientes da
15
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mineralizacdo do anel radiomarcado em estudos realizados pela autora reforcou
esta hipotese, sugerindo que a degradacao do metalaxil pode ocorrer em um prazo
inferior a 70 dias de incubacéo.

Outros trabalhos demonstraram o aparecimento de dois metabdlitos
provenientes da degradacao do fungicida, apés 60 dias de incubacao, sendo que
apenas um foi identificado, N-(2-metoxiacetil)-N-(2,6 xilil)-D L-alanina (MUSUMECI
& RUEGG, 1984). Outros autores detectaram a presenca de um metalaxil acido
como sendo o principal metabdlito gerado pela degradacao do fungicida (DROBY &
COFFEY, 1991).

Solos que apresentam histérico de aplicacdo de agrotéxicos tém sido
relatados como capazes de dissipar mais facilmente estas moléculas pelo fato de
apresentarem populacées microbianas que se caracterizam por um curto periodo
de aclimatacdo e rapida fase exponencial de crescimento (ALEXANDER, 1999).
Vérios autores demonstraram que em solos onde existe histérico de aplicacdes
constantes de metalaxil foram observadas as maiores taxas de dissipacdo do
fungicida em menor tempo (BAILEY & COFFEY, 1986; DROBY & COFFEY, 1991;
NARESH et al., 1997; PAPINI & ANDREA 2001; SPESSOTO, 2002). A aplicacdo
repetida do fungicida pode aumentar a selecdao dos microrganismos degradadores e
conseqlientemente aumentar a taxa de degradacdao da molécula, cujo fendmeno é
conhecido como biodegradacao acelerada. DROBY & COFFEY (1991) avaliaram as
taxas de biodegradacdo de metalaxil *C em seis solos com caracteristicas
diferentes durante quatro semanas e os resultados variaram de 2,1% até 11,3%.
Os solos com histérico de aplicagbes prévias do fungicida foram os que
apresentaram as maiores taxas de biodegradacdao e, de acordo com as
porcentagens remanescentes de radioatividade, determinaram a meia-vida do
fungicida como sendo de apenas seis dias.

Um exemplo de degradacado acelerada de metalaxil em solos brasileiros é
apresentado por PAPINI & ANDREA (2001). Os autores estudaram a dissipacdo do
fungicida em dois tipos de solos utilizados para plantio de laranja e limao. Os
resultados demonstraram que a degradacao acelerada ocorreu somente em um tipo
de solo, embora em ambos tenha sido detectado degradacao parcial e
mineralizacdao do fungicida. Segundo os autores, as amostras de areas tratadas
apresentaram taxa de mineralizacdo pelo menos duas vezes mais altas quando
comparadas as areas nunca expostas ao fungicida (maximo de 26,9% e 11,5%,

respectivamente).
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Em estudos sobre a degradacao acelerada do metalaxil pela acéao
sinergistica entre bactérias e fungos isolados de trés solos diferentes, SOUDAMINI
& AWASTHI (1997) observaram que as culturas de fungos ndao oomicetos de
todos os solos interagiram para aumentar a degradacdo do fungicida. Culturas
enriquecidas em solo arenoso, depois de repetidas aplicacoes de metalaxil, nas
condicOes de seco, alagado e irrigado agiram mais efetivamente na degradacao do
fungicida que outras culturas obtidas em solos nunca expostos ao agrotéxico.

Considerando quatro solos diferentes, SPESSOTO (2002) verificou que as
bactérias demonstraram tendéncia a beneficiar-se com a presenca da molécula do
fungicida no solo, sugerindo a existéncia de populacdes adaptadas a degradacao
do composto, cujos resultados ficaram evidentes em solos com histérico de
aplicacdo do fungicida. As maiores taxas de mineralizacdo foram obtidas nestes
solos, sugerindo que as aplicacbes sucessivas do composto estimulariam ou
selecionariam o crescimento de microrganismos aptos a degradarem o fungicida.
Segundo a autora os Bacillus seriam o grupo de degradadores de metalaxil mais
indicados como agentes biolégicos em estudos de biorremediacao de solos

contaminados com o fungicida.
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Capitulo 2

Efeito do Fungicida Metalaxil na
Microbiota do Solo da Regido Semi-
Arida Brasileira

Célia Maria Maganhotto de Souza Silva; Rosana Faria Vieira e Elisabeth Francisconi Fay

Introducao

Na regidao semi-arida brasileira estd concentrada uma grande parte da
fruticultura do pais. As praticas agricolas utilizadas nestas areas podem afetar o
equilibrio do ecossistema solo como, por exemplo, no caso do uso de agrotéxicos. Estes
compostos organicos tém um papel benéfico na produtividade agricola, no entanto, sdo
potenciais poluidores ambientais. Eles chegam ao solo por meio da aplicacao direta e
também como resultado de atividades nao agricolas. Uma vez no solo, normalmente
afetam os processos bioquimicos e microbiolégicos.

A ocorréncia de interferéncia do fungicida metalaxil nas propriedades biolégicas
e bioquimicas do solo, relacionadas a qualidade deste sistema, restringem-se a alguns
poucos trabalhos, principalmente quando se considera solos de regides aridas. A
atividade microbiana é sempre dependente da temperatura do solo, umidade e
disponibilidade de C orgéanico. Estes solos sao dificeis de recuperar apds os efeitos do
uso e/ou manejo inadequados, o que pode levar a uma permanente degradacao e perda

de produtividade (PASCUAL et al., 2000).
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Efeito do metalaxil sobre a microbiota do solo

Para avaliar o efeito do fungicida metalaxil sobre microbiota de solos da regiao
semi-arida brasileira, foi conduzido um experimento em casa-de-vegetacao, utilizando
solo coletado em plantio comercial de uva na regidao de Petrolina, PE. Esse solo foi
classificado como latossolo vermelho-amarelo, textura arenosa, com as seguintes
caracteristicas fisicas e quimicas: pH (H20) 5,4; capacidade de troca catidnica 19,4
mmolc dm®; matéria organica 9,3 g dm®; argila 142,1 g kg™, areia 765,1 g kg™’ e silte
82,7 g kg™.

Em laboratério o solo foi colocado em caixas plasticas brancas, sem drenagem,
com capacidade para 4 kg, as quais constituiram as unidades experimentais. A umidade
do solo foi corrigida para 60-70% da capacidade de campo e mantida constante até o
final do periodo experimental, por meio de pesagens periddicas. Apdés um periodo de
repouso de sete dias, os solos foram suplementados com o fungicida metalaxil (O; 3 e
30 ug g' de solo), aplicado com um volume de agua suficiente para manter a umidade
do solo em 60-70% da capacidade de campo. Solos sem adicdo de fungicida foram
utilizados para o controle. As avaliacbes dos cinco parametros microbiolégicos
ocorreram apé6s 0O, 7, 14, 21, 42 e 119 dias de incubacdo. A temperatura do solo
também foi monitorada, tendo permanecido entre 23 a 28°C durante o periodo.

O efeito dos fungicidas sobre a microbiota do solo foi avaliado pelos parametros
carbono da biomassa microbiana (Cmic); comprimento de hifa viva, atividade hidrolitica
do diacetato de fluoresceina (FDA) e atividades enzimaticas da desidrogenase e
fosfatase acida.

Na avaliacao do Cmic foi utilizado o método de extracdo-fumigacdao (VANCE et
al., 1987). Os resultados obtidos para este parametro (Fig. 2.1) ndo demonstraram
interacao  significativa entre tempo*tratamento, no entanto, o Cmic foi
significativamente afetado pelo periodo de incubacdo (P<0,01%). Observou-se que,
apesar do efeito negativo do metalaxil sobre este parametro estar presente desde o
inicio das avaliacbes, ele somente foi significativo a partir do 28° dia. Quando
comparado a testemunha, o tratamento com suplementacdo de 3 ug g’ apresentou
inibicdo de 78% e 52% enquanto que na concentracdo mais alta (30 pug g') esta
inibicao foi de 45% e 67% aos 28 e 42 dias respectivamente. Posteriormente houve
recuperacao da microbiota, apresentando no final do periodo experimental (119 dias) um

incremento de 41 e 81% em relacdo ao controle, para a menor e maior dose
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respectivamente, demonstrando que provavelmente houve aporte de nutrientes ou C,

provenientes dos microrganismos afetados pelo fungicida.
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Fig. 2.1. Carbono da biomassa microbiana (Cmic) em ug g' em solos coletados em
Petrolina, PE, e suplementados em laboratério com diferentes concentracoes
de metalaxil (O; 3 e 30 ug g de solo). Média de trés repeticdes.

Apesar de NANNIPIERI et al. (1990) observarem que no caso de ecossistemas
complexos como os das regides aridas e semi-aridas, as medidas de parametros como a
biomassa microbiana ser problematica devido ao desequilibrio natural destas areas,
GARCIA et al. (1994 e 1997) utilizaram este pardmetro como indicador da atividade
microbiolégica de solos aridos do Mediterraneo. Os autores observaram que em solos
aridos o Cmic pode ser um indicador sensivel das modificagcdes no conteddo de matéria
organica quando relacionadas as atividades microbianas.

Neste estudo, realizado em laboratério, com solos da regidao semi-drida do
Brasil, foi observado que o efeito negativo sobre este parametro pode estar relacionado
principalmente ao efeito sobre a comunidade flngica, como demonstra a correlagao

significativa (P<0,01%) entre o Cmic e a comprimento de hifa viva.
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Comprimento de hifa viva: 4gua sob pressao foi adicionada a 20 g de solo contidos em
um becker de 500 mL. A suspensado foi vertida em peneiras de 0,71 e 0,25 mm,
montadas sobre um funil e um becker de 2 litros. As peneiras foram lavadas com um
forte jato de dgua e a suspensao (1,5 litros) transferida para um liquidificador, onde foi
agitada por 10 segundos a baixa velocidade, para garantir a dispersao dos agregados; a
mistura permaneceu em repouso por 2 min antes de ser lentamente vertida em uma
peneira de 44 mesh. O material retido nesta peneira foi suspenso em tampao fosfato
(pH 7,4; KH2PO4 0,1 M + NaOH 0,1 M; 10 mL). Para determinacdao do comprimento de
hifas vivas, 5 mL dessa suspensao foi misturada com 5 mL da solucao de diacetato de
fluoresceina (FDA) (BLOEM et al.,1995). O FDA (5 mg) foi dissolvido em 2 mL de
acetona (NOGUEIRA & CARDOSO, 2000). Apés incubacao a temperatura ambiente por
5 min as hifas foram colhidas por filtracdo em um filtro Millipore quadriculado (0,45
pum). O comprimento das hifas fluorescentes foi determinado utilizando-se luz
ultravioleta emitida em microscépio epifluorescente. Para esse comprimento de onda
utilizou-se um filtro azul. O comprimento das hifas foi quantificado em 64 quadrados
delineados no centro do filtro, com magnificacao de 60X. O comprimento de hifas vivas
foi calculado de acordo com a equacao de Newman (NEWMAN, 1966).

R= (n.A.n)/2.H [1]

onde: R é o comprimento do micélio extraradicular avaliado nos 64 campos do filtro
Millipore (mm); A é a area do filtro; n € o nimero de intersecgcoes das hifas sobre as
linhas horizontais do “gride” reticulado da ocular; H € o comprimento total das linhas
horizontais do gride.

De acordo com MONKIEDJE et al. (2002) a aplicacdo de metalaxil e mefenoxam
aumentou a comunidade bacteriana do solo, provavelmente por ser fonte de C para
alguns grupos de bactérias ou por causar a liberacao de outras fontes de nutrientes. Em
solos da regidao sudeste do Brasil, MORETINI (2000) observou o mesmo efeito do
metalaxil sobre a comunidade bacteriana. Segundo DROBY & COFFEY (1991), as
bactérias ndao sao afetadas pela aplicacao deste fungicida, mas podem ser as
responsaveis pelo desaparecimento da molécula no solo. Os mesmos autores relatam
que o metalaxil atinge outras classes de fungos além daqueles para os quais foi
sintetizado, o que é preocupante do ponto de vista ambiental. Por outro lado, os
resultados evidenciam que o efeito do fungicida foi transitério.

A estimativa da biomassa flngica, baseada no comprimento de hifa viva, variou
de 0,16 a 2,62 m g solo seco (Fig. 2.2). Apesar de nao significativo, o efeito negativo
do fungicida metalaxil sobre este parametro foi observado logo aos 7 dias de incubacéo,
com inibicdo de 39 e 53% para a menor e maior dose aplicada, respectivamente,
quando comparado ao tratamento testemunha. Da mesma forma que para o Cmic, aos

28 dias, esta inibicdo alcancou patamares de 33% na menor dose, enquanto que para a
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maior dose a inibicdo foi de apenas 12%. Posteriormente houve recuperacdo da biota

fangica.
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Fig. 2.2. Comprimento da hifa viva (m g solo seco) em solos coletados em Petrolina,
PE, e suplementados em laboratério com diferentes concentragcdes de
metalaxil (0; 3 e 30 pug g’ de solo). Média de trés repeticdes.

Tanto pelo pardmetro da biomassa microbiana quanto do comprimento de hifa
viva pode-se observar que houve recuperacdo da comunidade microbiana no final do
periodo experimental. Isso pode ter sido conseqiiéncia da recuperacdao da microbiota
original, ou que provavelmente houve aumento da populacao e atividade das poucas
espécies microbianas resistentes ou ainda perda da competicdo pelos fungos inibidos
pelo fungicida, ou ainda da direta utilizacao do fungicida como fonte de carbono (VYAS,
1988; CHEN et al., 2001). Trabalhos realizados com outros fungicidas (CHEN et al.,
2001) demonstram efeitos diferenciados para o benomil, captan e clorotalonil em
resposta a respiracdo do solo e suplementacado organica. Os solos suplementados com
os fungicidas apresentaram sempre uma biomassa microbiana menor quando comparada
aos solos sem suplementacao. Os resultados deste trabalho, quando comparados aos de
CHEN et al. (2001), corroboram o postulado dos autores que enfatizam que o efeito dos
fungicidas na atividade microbiana do solo esta na dependéncia do tipo e modo de acao
do composto em estudo.

As atividades enzimaticas dos solos também tém sido relatadas como

potenciais indicadores de impactos negativos sobre o solo (DICK, 1992; BEYER et al.,

25



Efeito do Fungicida Metalaxil na Microbiota do Solo da Regiéo Semi-Arida Brasileira

1992; GARCIA et al., 1998; BROHON et al., 2001; SANNINO & GIANFREDA, 2001;
QUILCANO & MARANON, 2002). As esterases, lipases e proteases que hidrolisam o
diacetato de fluoresceina (FDA) sao abundantes no solo e a capacidade de hidrolisar
FDA é generalizada entre os fungos e bactérias. A quantificacao desta hidrélise fornece

uma boa estimativa da atividade microbiana total.

Determinacao da hidrélise de FDA: foi utilizada a metodologia descrita por Boehm &
Hoitink (1992). Amostras de 5 gramas de substrato de cada vaso foram colocadas em
frascos de 250 mL, juntamente com 20 mL de tampao fosfato de potassio 60 mM (8,7
g de K2HPO4 e 1,3 g de KH2PO4 L' de 4gua destilada; pH 7,6). A reacdo de hidrélise de
FDA (Sigma Chemical Co.) foi iniciada adicionando-se 0,2 mL (400 pg) de solucao
estoque de FDA (2 mg mL"' de acetona). As amostras foram incubadas por 20 minutos
em agitador a 160 rpm a 25°C. Imediatamente apds a retirada das amostras do
agitador, a reacao foi interrompida por meio da adicdo de 20 mL de acetona por frasco.
A seguir, foi feita a filtragem em papel de filtro tipo Whatman n° 1, sendo os filtrados
recolhidos em tubos de cultura. Logo apds, em espectrofotometro foi determinada
absorbancia dos filtrados a 490 nm. Para obter a quantidade de FDA hidrolizado foi
determinada uma curva padrao, adicionando-se em tubos de ensaio com rosca, 5 mL de
tampao fosfato e O, 100, 200, 300 e 400 pL de solucdao estoque de FDA, em duas
repeticoes, para cada concentracdo, por tratamento. Posteriormente, para hidrolisar o
FDA, os tubos foram tampados e submetidos em banho-maria com agua fervente por
uma hora. Apés o resfriamento dos tubos, a solucdao de FDA hidrolizado foi colocada em
frascos de 250 mL contendo 5 g do substrato e 15 mL de tampao fosfato, em duas
repeticoes para cada tratamento. Seguiu-se a mesma metodologia descrita para a
incubacao, filtragem e leitura de absorbancia das amostras. Com a equacdo da reta da
curva padrao obtida pela regressao linear entre o FDA hidrolizado e a absorbancia, foi
calculado o FDA hidrolizado pelos microrganismos nos respectivos tratamentos,
expressos em pg min”' g solo seco™.

Neste trabalho foi observado um incremento na hidrélise do FDA desde o inicio
das avaliacoes. Considerando os solos suplementados com o fungicida metalaxil,
quando comparados ao tratamento controle, o incremento observado aos 7 dias de
incubacdo foi de 24% para a concentracdo de 3 ug g' (Fig. 2.3). Para a maior
concentracdao nao houve efeito. Aos 28 dias, este efeito positivo foi significativo
(P<0,01%), e proporcional a dose aplicada, chegando a patamares de 17 e 39%

considerando a maior e menor dose, respectivamente.
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Fig. 2.3. Hidrélise do diacetato de fluoresceina (FDA, ug min' g solo seco) em solos
coletados em Petrolina, PE, e suplementados em laboratério com diferentes
concentracdes de metalaxil (0; 3 e 30 pg g' de solo). Média de trés
repeticoes.

A atividade hidrolitica do diacetato de fluoresceina apresentou correlacao
significativa (P<0,01%) com as atividades enzimaticas da fosfatase &acida e da
desidrogenase.

Segundo SPESSOTO (2002), o metalaxil provocou mudancas na atividade total da
microbiota em quatro solos avaliados, sendo trés da regidao sudeste e um da regiao
nordeste do Brasil. Para os dois periodos avaliados a microbiota presente no solo da
regiao semi-arida do nordeste aumentou com a suplementacao do solo, variando de
0,77 no inicio do experimento a 4,23 ng FDA hidrolisado g' de solo seco min’ ao final
de 70 dias de incubacdo. No solo avaliado pelo presente trabalho, coincidentemente
também solos da regido semi-arida nordestina, esta atividade variou de 3,07 ug FDA
hidrolisado g de solo seco min™' no inicio do periodo de avaliacdo para 8,70 pug FDA
hidrolisado g' de solo seco min' aos 42 dias de incubacdo, considerando a
suplementacdo com metalaxil na concentracdo de 30 pg g' de solo. O pico
estimulatoério foi observado no 28° dia de incubacdo. Nos outros periodos de avaliacédo
nao foi detectado efeito significativo do fungicida nesta atividade. Pelos resultados
pode-se inferir que o metalaxil pode ter estimulado a producdo do complexo enzimatico
que hidrolisa FDA. Por outro lado, quando se utiliza acetona como solvente, como neste
estudo, hd um decréscimo substancial na absorbancia da fluoresceina produzida pelas

amostras do solo. Esta perda de cor é independente da concentracao inicial da
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fluoresceina, mas torna a quantificacdao da atividade hidrolitica do FDA muito dificil em
solos com baixa atividade microbiana, como é o caso dos solos de regides semi-aridas
(ADAM & DUNCAM, 2001). Segundo SCHNUER & ROSWALL (1982), quando a
acetona foi utilizada, a medida do FDA em amostras de areia e argila foi muito baixa.
Também, as enzimas que hidrolisam FDA sao extracelulares e podem formar complexos
estaveis com os coldides do solo, subestimando a sua quantificacao.

A atividade enzimatica da fosfatase também foi considerada por WICK et al.
(2002) um indicador sensivel da qualidade do solo. Em geral, a adicdo de fungicidas

estimula a atividade dessa enzima (MONKIEDJE et al., 2002; NANNIPIERI, 1990).

Atividade enzimatica da fosfatase acida: a determinacdo seguiu o método descrito por
Alef et al. (1995). Ao solo (1 g) foram adicionados tampao maleato 0,1 M (pH 6,5) e p-
nitrofenil fosfato preparado na mesma solucdao tampao (1 mL). A mistura foi incubada a
37°C por 1 hora. Apds a incubacao foi adicionado CaCl2 0,5 M (1 mL) e NaOH 0,5 M (4
mL). O p-nitrofenol (PNP) formado foi determinado em espectofotometro a 400 nm. Os
resultados da atividade foram expressos como pg de p—nitrofenol liberado em 1 h g’ de
solo.

O efeito positivo da suplementacdao do fungicida metalaxil sobre a atividade da
fosfatase acida s6 foi observado aos 7 e 28 dias de incubacéao (Fig. 2.4). O incremento,
aos 7 dias, apesar de nao significativo, foi de 24% em ambas as doses utilizadas e de

20 e 33% (P<0,01%) aos 28 dias, para a menor e maior dose, respectivamente.
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Fig. 2.4. Atividade enzimatica da fosfatase acida em solos coletados em Petrolina, PE, e
suplementados em laboratdrio com diferentes concentracées de metalaxil (O; 3
e 30 ug g’ de solo). Média de trés repeticdes.
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Em estudos realizados em dois tipos de solo, arenosos e argilosos, foi verificado
que tanto o mefenoxam quanto o metalaxil apresentaram efeito estimulatério sobre a
atividade enzimatica da fosfatase acida, mesmo que a transitoriedade desta estimulacao
tenha sido menor para o metalaxil (MONKIEDJE et al., 2002). Ainda assim, os autores
consideraram que de forma geral os fungicidas quando aplicados nas concentracdes de
1 a 200 ng g' de solo ndo afetaram a atividade enzimética da fosfatase.

As fosfatases sdo consideradas ectoenzimas, sendo que a fosfatase éacida é
produzida tanto por microrganismos quanto pelas raizes das plantas. Sua atividade é
influenciada tanto pela disponibilidade de P inorganico quanto pela formacao de
agregados com os componentes do solo (NANNIPIERI, 1988). De acordo com CAMINA
et al. (1998), as interacOes abidticas entre substratos e componentes do solo podem
levar a uma superestimativa da atividade enzimatica.

Segundo BURNS (1982) em solos de textura grossa como os das regides aridas
e semi-aridas, as atividades de enzimas livres na solucdao do solo sdo praticamente
negligenciaveis. Segundo o autor, em solos com alta porcentagem de areia e baixo
conteddo de matéria organica, como € o caso do solo em estudo, a atividade enzimatica
depende geralmente de enzimas intracelulares como, por exemplo, a atividade da
desidrogenase. Essa atividade enzimatica é considerada um indicador do metabolismo
oxidativo dos solos e assim da atividade microbiana (SKUJINS, 1973), e tem sido usada
como indicador da atividade microbiolégica tanto em solos aridos do Mediterrdneo
(GARCIA et al., 1994) como em solos agricolas de regiées mais Umidas (BEYER et al.,
1992). MALKOME (1987) citado por DICK (1992) recomenda a atividade da
desidrogenase em testes de rotina com pesticidas, uma vez que esta atividade permite
determinar com sensibilidade a atividade microbiana dentro de 1 a 2 dias, em
experimentos de laboratério. De forma geral esta atividade geralmente é inibida na

presenca de fungicidas.

Atividade enzimatica da desidrogenase: a atividade enzimatica da desidrogenase no solo
foi avaliada segundo a técnica descrita por Alef (1995). Foram pesados 5 g de solo,
com a umidade proveniente de campo, em tubos testes e misturados com 5 mL da
solucdo de cloreto de trifenil tetrazélio (TTC) a 0,3%. Os tubos foram selados e
incubados no escuro por 24 h a 37°C. Os tubos controles continham somente 5 mL de
tampao Tris-HCI 100 mM, sem o TTC. Decorrido o periodo de incubacdo, 20 mL de
metanol foram adicionados aos tubos, que foram agitados por 1 min e, posteriormente,
centrifugados a 2000 rpm por 10 min. O trifenil formazan (TTF), formado pela reducao
do TTC, foi medido espectofotometricamente a 485 nm contra o branco.
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Pelos resultados apresentados na Fig. 2.5, pode-se observar que nao houve
inibicdo na atividade da desidrogenase em todos os tratamentos até o 7 dia de
incubacdo. No entanto, a partir do 14" dia foi observado incremento nesta atividade nos
solos suplementados com o fungicida. Para ambas as doses do metalaxil, o maior
aumento foi de 35%. Do 42° dia em diante, houve inibicdo significativa (P<0,01%)
desta atividade, chegando a 27 e 46%, para as doses 1 e 2 do metalaxil,
respectivamente. No final do periodo experimental, os resultados nao apresentaram
diferencas significativas, demonstrando recuperacao desta atividade, provavelmente

associada a recuperacao da microbiota como evidenciado pelo Cmic.
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Fig. 2.5. Atividade enzimatica da desidrogenase (ug g') em solos coletados em
Petrolina, PE, e suplementados em laboratério com diferentes concentracdes
de metalaxil (0; 3 e 30 ug g de solo). Média de trés repeticdes.

Resultados semelhantes ja foram obtidos por MONKIEDJE et al. (2002).
Segundo os autores os fungicidas metalaxil e mefenoxam inibiram severamente a
atividade da desidrogenase durante todo o periodo experimental, seguindo o modelo
dose-resposta. Neste estudo, com solos da regido semi-arida brasileira, esta atividade foi
inibida pelos fungicidas metalaxil e fenarimol nos primeiros sete dias de incubacao,
quando comparada ao solo testemunha, voltando a apresentar um pico de recuperacao
aos 28 dias. Posteriormente ela voltou a declinar provavelmente devido a deplecdo de

nutrientes uma vez que esta atividade correlaciona-se positivamente com o teor de
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matéria organica do solo (WLODARCZYK et al., 2002). Nossos resultados também
estdao de acordo com os obtidos por MORETINI (2000), para os solos da regiao sudeste
do Brasil. O autor observou que a inibicdo pelo metalaxil sobre a atividade enzimatica da
desidrogenase ocorreu dentro dos sete primeiros dias, recuperando-se a seguir,
comprovando mais uma vez a sensibilidade desta atividade em detectar em curto prazo
um efeito negativo sobre a microbiota do solo. A aplicacdo de outros fungicidas como,
por exemplo, o benomil e clorotalonil estimularam a atividade da desidrogenase (18-
21% e 8-15%, respectivamente), enquanto que captan inibiu esta atividade em 40-58%

(CHEN et al., 2001), demonstrando que os efeitos sdo especificos para cada fungicida.

Conclusao

Parametros microbiolégicos como C da biomassa microbiana, comprimento de
hifa viva e atividade da desidrogenase podem ser considerados indicadores sensiveis do
efeito adverso do metalaxil na microbiota do solo da regido semi-arida. Em relacao a
atividade enzimatica da fosfatase o metalaxil ndao apresentou efeito sobre os
microrganismos, assim como sobre o FDA. Foi observado que o efeito do fungicida

sobre todos os parametros foi transitério no solo.
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Capitulo 3

Quantificac¢do e Adsor¢éo do
Fungicida Metalaxil em $olos
Brasileiros

Andrea Maria Spessoto,; Itamar Soares de Melo e Vera Licia Ferracini

Introducao

Processos importantes determinam o destino dos agrotdéxicos no solo,
suas perdas para as aguas superficiais e subterraneas e para o ar. Entre esses
processos temos a volatilizagdo; sorcdo pela matéria organica e mineral;
transformacodes guimicas e biolégicas; transporte na fase liquida, sélida e gasosa e
absorcao pelas plantas e animais. Todos esses processos sao influenciados pelo
comportamento do composto, o que inclui as propriedades fisico-quimicas (ex.
solubilidade, pressdao de vapor), pelo solo e condicobes ambientais (temperatura,
umidade e pH do solo), formulacdao e método de aplicacao do pesticida.

Dentre os fendbmenos mais intrinsecamente relacionados a dissipacao do
metalaxil, a adsorcdo é o foco de grande interesse e varios estudos tém apontado
que este fungicida tem ampla afinidade pelas particulas do solo influenciando
diretamente sua biodegradacao, transporte e potencial de contaminacao para solos
e dguas (SHAROM & EDINGTON, 1986; SUKOP & COGGER, 1992; PENG et al.,
1995; SHARMA & AWASTHI, 1997).

O fendbmeno da adsorcdao foi definido por CHENG (1990) como
conseqUéncia de interacOes entre o pesticida e a superficie das particulas de solo
ou de componentes do solo. E o processo pelo qual a molécula do composto é
transferida da fase moével (liquida ou gasosa) para a fase estaciondria (sélida). A
adsorcdo é reversivel e pode seguir ambas as direcdes: adsorcdo ou dessorcdo. E
considerado um processo chave no destino dos agrotéxicos no solo e esta

diretamente relacionado a persisténcia, mobilidade e bioatividade (LUCHINI, 1987).
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A sorcao dos agrotéxicos é comumente quantificada usando o coeficiente
de particao linear ou coeficiente de adsorcdao (Kd), o qual é a relacdo da
concentracdo do composto adsorvido no solo (ug g') com a concentracdo
presente na solucdo do solo (ug mL"). Altos valores de Kd podem agir de forma a
diminuir a acao téxica do composto para a microbiota presente ou mesmo inibir a
acao dos microrganismos ou a atividade das enzimas extracelulares no processo de
biodegradacdao (ALEXANDER, 1999). Quanto maior a forca de ligacao entre a
molécula e as particulas do solo, menor sua biodisponibilidade para a microbiota.

Na avaliacao do potencial de contaminacao de alguns agrotéxicos em solo
australiano, DI & AYLMORE (1997) detectaram a presenca de fenamifds, simazina,
metribuzin, linurom, fenarimol e metalaxil em concentracdes acima de 0,01%, na
profundidade de 300 cm. Kookana et al. (1995) relacionaram as taxas de
degradacao e lixiviacdo do metalaxil durante 6 meses em diferentes perfis de solo
arenoso. O composto foi detectado na profundidade de 18 cm e a meia-vida do
fungicida ficou em torno de 70 dias, indicando alto potencial de contaminacao de
aguas subterraneas.

Para os solos brasileiros, poucos sdo os relatos envolvendo o
comportamento e destino do fungicida metalaxil (MUSUMECI & RUEGG, 1986;
OSTIZ & MUSUMECI, 1989; PAPINI & ANDREA, 2000). Assim, o presente estudo
quantificou as taxas de recuperacao desse composto em quatro solos diferentes,
bem como determinou os valores do coeficiente de adsorcao (Kd) do mesmo, nos
solos estudados.

Amostras de quatro tipos de solos com diferentes caracteristicas fisica e
quimicas (Tabelas 3.1 e 3.2) foram coletados nos municipios de Aguai, Estiva
Gerbi e Jaguarilina, no estado de Sao Paulo, e no municipio de Petrolina, em
Pernambuco. Trés deles apresentavam histérico da aplicacdao do metalaxil para o
controle de fitopatdgenos, enquanto, o solo de Jaguariina foi coletado em area de

floresta sem histérico da utilizacdo do fungicida.
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Tabela 3.1. Propriedades fisico-quimicas das amostras dos solos

Solos pH M.O. P K Ca Mg H+ Al SB CTC V %
Regido CaClz gdm®* mgdm? Mmol. dm?

Aguai 5,3 22 75 4,6 54 35 31 93,6 124,6 75
Estiva Gerbi 5 17 37 1,7 35 11 20 47,7 67,7 70
Jaguariuna 3,6 30 6 1,6 1 2 121 4,6 125,6 4
Petrolina 6,15 0.43 25 0,15 1 0.3 0.83 1,5 2,33 64,5

M.O. (matéria organica); P (fésforo); K (potassio); Ca (célcio); Mg (magnésio); H + Al (hidrogénio +

aluminio); SB (soma de bases); CTC (capacidade de troca catidnica); V (saturacdo por bases)

Tabela 3.2. Textura, tipo de cobertura e histérico de aplicacdo do fungicida das
amostras de solo

Solos Silte Argila i

Regido Areia (%) (%) (%) Textura Cultura Ultima aplicacédo
Aguai 58 6 36 Argiloso Citros Jan/99
Estiva Gerbi 82 4 14 Arenoso Citros Jan/98
Jaguaridna 52 6 42 Argiloso Floresta *
Petrolina 88.5 3.5 8 Franco Uva Ab/ 99

Arenoso

* Sem histérico de aplicacéo.

Determinacdo da dissipacdo do metalaxil

Em laboratério, os solos foram suplementados com 3 e 30 ug de metalaxil
g' de solo, mantendo-se a umidade ajustada para 70% da capacidade de campo.
Ap6s O, 2, 4,7, 14, 21, 28 e 32 dias de incubacao, foram retiradas amostras para

quantificacao dos residuos do fungicida.
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Determinacédo da dissipacdo do fungicida metalaxil: sub-amostras compostas de
200 g (peso seco) de cada solo receberam suplementacdo do fungicida (3 e 30
ug i.a. g de solo), em uma Unica vez. Os controles foram efetuados com sub-
amostras de solo, previamente esterilizadas em autoclave por 3 dias
consecutivos, e suplementadas com o fungicida nas doses testadas. A
umidade, em todos os tratamentos, foi ajustada para 70% da capacidade de
campo. Os solos foram incubados durante 32 dias a temperatura de 28°C. Para
as analises, foram retiradas amostras (20 g) nos intervalos de 2, 4, 7, 14, 21 e
32 dias de incubacdo. A quantificacdo dos residuos fungitéxicos, realizada a
partir de segundo dia, foi conduzida por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), utilizando-se coluna de fase estacionéaria Cis-Bondesil — (25 cm x 4,6
mm,x 5 um) Varian, fase mével acetonitrila:adgua (70:30 v/v); pressdo 137 psi;
fluxo TmL min-1; /oop de injecdo de 50 plL; absorbancia 210 nm. O tempo de
retencao do fungicida metalaxil foi de aproximadamente 5 min. (Fig. 3.1)
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Fig. 3.1. Andlise do metalaxil por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
(A) Tempo de retencdo em solucdo padrdo de 20 pg a.i. mL' e (B) nas
amostras de solo provenientes de Petrolina, suplementadas com 30 pg
i.a. g solo, apés 32 dias de incubacao.

38



Quantificagéio e Adsorgdo do Fungicida Metalaxil em Solos Brasileiros

Os resultados apresentados na Tabela 3.3 demonstram a recuperacdo do
fungicida metalaxil ap6s 24 horas de sua suplementacao. Os valores variaram de

89,3 a 97,5%, demonstrando a eficiéncia do método de extracao.

Tabela 3.3. Porcentagens de recuperacdo de metalaxil apés 24 horas da
suplementacao dos solos.

Solos Recuperacéo’ (%)
Aguai 90,3 (+0,26)
Estiva Gerbi 95,0 (+0,28)
Jaguariuna 89,3 (+0,60)
Petrolina 97,5 (+0,48)

' Os valores apresentados sdo médias de trés repeticdes. Coeficiente de variacdo 4,2%.

Em todos os solos foram observadas expressivas porcentagens de dissipacao
do composto. Dentre eles, o solo argiloso de Aguai, quando exposto a menor
concentracdo do fungicida (3 ng g') foi responséavel pelas menores taxas de
dissipacado. As porcentagens de recuperacado obtidas apdés os 32 dias de incubacéo
foram de aproximadamente 10 % para Aguai, 30 % para Estiva Gerbi, 31 % para
Jaguaritina e 38 % para Petrolina (Fig. 3.2). No caso do tratamento com a dose
dez vezes maior do que a recomendada em campo, quase nao houve alteracao nos
valores de recuperacao para o solo arenoso de estiva Gerbi, mas para Petrolina (30
%) houve uma leve diminuicdo. Ficou caracterizado o aumento da taxa de
dissipacao para os solos de Aguai (25 %) e Jaguariina (45 %) (Fig. 3.3).

Solos que apresentam histérico de aplicacdao de agrotéxicos tém sido
relatados como capazes de dissipar mais facilmente estas moléculas pelo fato de
apresentarem populacées microbianas que se caracterizam por um curto periodo
de aclimatacao e rapida fase exponencial de crescimento (ALEXANDER, 1999).
Varios autores relataram que, em solos onde existe histérico de aplicacOes
constantes de metalaxil foram observadas as maiores taxas de dissipacao do
fungicida (BAILEY & COFFEY, 1986; DROBY & COFFEY, 1991). Mas, neste
estudo, nao foi possivel correlacionar as taxas de recuperacao e o histérico de
aplicacdo, uma vez que a amostra de solo de Jaguarilina, sem histérico de
aplicacdo do fungicida, apresentou taxas de dissipacdao similares aos solos de

Estiva Gerbi e Petrolina.
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Pelos resultados obtidos pode ser observado que, ao longo do periodo
experimental, as porcentagens de recuperacdao de metalaxil, nas duas
concentracodes testadas, foram diminuindo em funcao do tempo de incubacao. No
entanto, no solo esterilizado nao foi observado este comportamento, o que indica

a importancia da acao microbiana no processo de dissipacao.
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Fig. 3.2. Porcentagens de recuperacao de metalaxil nos solos suplementados com
3 ug i.a. g' do fungicida. Dados obtidos por CLAE, no intervalo de 32
dias de incubacao, média de trés repeticoes.
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Fig. 3.3. Porcentagens de recuperacao de metalaxil nos solos suplementados com
30 pg i.a. g’ do fungicida. Dados obtidos por CLAE, no intervalo de 32
dias de incubacdo, média de trés repeticoes

Determinacao do coeficiente de adsorcao

Os valores de Kd, para os quatro solos estudados, foram determinados de

acordo com a metodologia descrita por ALVAREZ-BENEDI et al. (1998).

Determinacdo da adsorcdo: foi adicionado a cada sub-amostra (1g) de solo,
suplementada com metalaxil (3, 5, 10, 20 e 30 pg i.a. g' de solo), 5 mL da
solucdo de CaClz 0,01 M. O tratamento testemunha constou de solos com adicao
da solucao de CaClz, sem a suplementacédo do fungicida. Simultaneamente foram
preparadas amostras brancas contendo apenas a solugcdo de CaCl2 0,01 M
suplementado com as diferentes concentracdes de metalaxil. Apés 24 horas sob
agitacao orbital a temperatura de 28°C, as amostras foram centrifugadas a 2500
rom, por 10 min. Do sobrenadante foram retirados 3 mL, os quais foram
novamente centrifugados a 1200 rpm por 15 min. Posteriormente, foi retirado
2,5 mL do sobrenadante para extracao e quantificacao dos residuos fungitéxicos.
Apé6s a quantificacdo por CLAE, os resultados foram aplicados na seguinte
equacéo:

Kd = (1-C/co) L
C/co S

onde:

Kd = coeficiente de adsorcéo;

S = massa (g) de solo;

L = 5 mL de solucdo de CaCl2 0,01 M;

C/co = relacdo entre a concentracdo do pico da amostra (c) e a concentracdo
inicial da solucdo (co) menos a concentracdo do branco em pg g™'.
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Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.4 e demonstram que
os valores de Kd variaram em funcdo da dose de metalaxil aplicada e das

caracteristicas do solo.

Tabela 3.4. Valores do coeficiente de adsorcao (Kd) do fungicida metalaxil, em
diferentes tipos de solos.

Valores de Kd' (mL g')

Concentracdo de metalaxil (ug i.a. mL")

Solos 3 5 10 15 30
Aguai 10,94 (+0,32) 10,02 (+0,28) 9,03 (£0,25) 8,32 (+0,34) 7,90 (+0,30)
Estiva Gerbi 3,00 (+0,24) 1,77 (x0,20) 0,85 (+0,07) 0,81 (+0,09) 0,69 (+0,02)
Jaguaridna 14,65 (+0,96) 16,19 (+1,34) 24,30 (£1,97) 33,54 (*1,19) 41,11 (£1,54)
Petrolina 0,27 (£0,03) 0,28 (+0,04) 0,30 (+0,03) 1,15 (£0,11) 2,00 (x0,15)

' Os valores apresentados sdo médias de trés repeticées. Coeficiente de variacdo 1,97%

Nas amostras de solos argilosos, os valores encontrados foram mais
altos, embora as de Aguai tenham demonstrado uma discreta diminuicao do Kd em
funcdo do aumento da concentracdo. No solo de Jaguarilina esta variacao foi
significativa, tendo os valores de Kd variado em funcdo da concentracao testada.
Houve correlacao positiva entre a dose aplicada de ingrediente ativo e os valores
de Kd. Nos solos arenoso e franco-arenoso, foram observados os menores valores
de adsorcao. Amostras provenientes de Estiva Gerbi apresentaram decréscimo
acentuado nos valores de Kd com o aumento da concentracdo aplicada de
metalaxil. No entanto em Petrolina o aumento do valor de Kd foi proporcional a
dose aplicada. Estes dados demonstram que a capacidade adsortiva do metalaxil
pode variar em funcdo das caracteristicas do solo avaliado e das doses aplicadas
do fungicida. PENG et al. (1995) estudando a mobilidade de metalaxil em solos
arenosos verificaram que a quantidade do composto adsorvido no solo foi
proporcional a dose aplicada.

Nos solos argilosos, era esperado que os valores de Kd fossem os
maiores, uma vez que, segundo TRIEGEL & GUO (1994) as duas caracteristicas
mais importantes e determinantes na adsorcdo do pesticida sdo a presenca de
particulas argilosas, matéria organica e a solubilidade do composto. Além disso, o
pH também influencia indiretamente o movimento de alguns pesticidas no solo,

afetando fortemente a adsorcdo. Em geral, a adsorcdo é fraca em pH neutro e
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basico, o que causa um aumento de mobilidade e, como conseqiéncia maiores
taxas de degradacdao (SOMASUNDARAM & COATS, 1990). Segundo PETROVIC et
al. (1998) altos valores de pH favorecem a hidrélise mais radpida do metalaxil em
solos. Assim, o pH acido dos solos de Estiva Gerbi, Aguai e Jaguaritna (5, 5,3 e
3,6, respectivamente), estaria favorecendo uma maior afinidade da molécula do
fungicida a fase sélida do solo.

A alta solubilidade em agua (TOMLIN, 1995) e os valores do coeficiente
de adsorcao obtidos para o fungicida metalaxil sugerem uma grande afinidade da
molécula a fase sdlida dos solos argilosos. Estudos realizados por SUKUL &
SPITELLER (2000) sobre a adsorcdo de metalaxil em solos indianos, demonstraram
que este composto é fortemente ligado as particulas do solo, ndo dessorvendo
facilmente. Em contrapartida, segundo PETROVIC et al. (1998), por ser altamente
soluvel em &dgua e com baixa afinidade para ligacdo na matéria orgénica (Koc =50)
o metalaxil apresenta grande potencial de lixiviacdo em solos arenosos. Alguns
autores como ZAVIEZO et al. (1993); Starret et al. (1996); DI et al. (1998);
relataram a movimentacao vertical do fungicida em solos com alta porcentagem de
areia, facilitando seu deslocamento para regidoes mais profundas no perfil do solo.
Os baixos valores de Kd obtidos neste estudo para os solos arenoso e franco
arenoso de Estiva Gerbi e Petrolina, sugerem que a molécula de metalaxil pode
permanecer dissolvida na solucao do solo, favorecendo o processo de lixiviacao,
antes mesmo que ocorra uma significativa degradacao do fungicida.

A presenca da matéria organica pode incrementar a capacidade de
dissipacdao do metalaxil (STARRETT et al., 1996; SHARMA & AWASTHI, 1997).
Este incremento, muitas vezes é relacionado com aumento da atividade microbiana
em funcao da presenca da matéria organica no solo, ou ainda, devido a capacidade
que esta matriz possui em adsorver moléculas com carater hidrofébico. Segundo
BEIGEL et al. (1999) o aumento da matéria organica pode aumentar a atividade
microbiana por prover substrato para o co-metabolismo. Neste estudo, embora os
solos argilosos apresentem os maiores valores de Kd e teores de matéria orgénica,
estes resultados nao puderam ser relacionados, uma vez que a molécula do
metalaxil apresenta carater hidrofilico, indicando alta afinidade pela fase sélida da
matriz do solo. A menor taxa de recuperacao obtida nos solos argilosos pode ser
explicada pela capacidade adsortiva deste tipo de matriz de solo ou pelo aumento

na atividade microbiana, em funcao da presenca da matéria organica. Além disso,
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a presenca de matéria organica e elevados teores de argila sdo capazes de reter
parte do fungicida e impedir que seja extraido da matriz por solventes organicos. A
importancia da presenca de matéria organica no solo para a adsorcao de pesticidas
ja vem sendo discutida por muitos autores (ARIENZO et al., 1994; RUTTERS et al.,
1999; WANG & LIN, 1999) especialmente quando se trata de compostos
hidrofébicos.

Este estudo sugere que no caso dos solos com altas porcentagens de
areia, a capacidade de retencao da molécula do metalaxil nessas matrizes seria
bem menor quando comparado com os solos argilosos. No caso de Petrolina, os
dados aqui apresentados sugerem que a lixiviagcdo seria a principal via de
dissipacao da molécula na regidao. Assim, a facilidade do fungicida em percolar pelo
perfil desta matriz, tornaria o processo de biodegradacdo pouco relevante em
campo, uma vez que a molécula nao estaria disponivel a acao microbiana. Em
regioes mais profundas, onde a presenca de microrganismos é escassa e onde se

localizam grandes reservas hidricas, estas estariam propensas a um acumulo do

fungicida.

Conclusao

A capacidade de retencao da molécula de metalaxil diminuiu em funcao
do aumento no teor de areia do solo, isto é, os solos arenosos de Petrolina e
Estiva Gerbi apresentaram menor capacidade de retencdo quando comparados aos
solos argilosos de Aguai (maiores valores de Kd). Em especial, no caso de
Petrolina, os dados obtidos comparados aos parametros como solubilidade e pH do
solo, indicaram a possibilidade de lixiviacdo da molécula para regides mais
profundas do perfil do solo, tornando o metalaxil um potencial poluente para os
lencéis de 4agua presentes na regidao. Os resultados obtidos demonstraram a

necessidade de monitorar o comportamento do metalaxil, em face de sua

importancia no controle fitossanitario de diversas culturas de interesse comercial.
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Capitulo 4

Mineralizac¢dao do Fungicida
4C-Metalaxil em Solos Brasileiros

Andrea Maria Spessoto,; Itamar Soares de Melo e Regina Teresa Rosim Monteiro

Introducao

A necessidade de reduzir o impacto no ambiente provocado pela utilizacao dos
agrotéxicos na agricultura, j& vem a algum tempo, despertando o interesse cientifico
para o0s processos envolvidos na degradacao destes compostos e moléculas
relacionadas.

E conhecido que, depois de liberados no ambiente, os agrotéxicos podem se
adsorver as particulas do solo, percolarem entre suas diversas camadas, volatilizarem
ou, ainda, serem degradados. A degradacdo pode ocorrer pela acdao da Iluz
(fotodegradacao), reacdes quimicas (degradacao quimica) ou por grupos de
microrganismos presentes no ambiente (biodegradacao).

Assim, quanto mais rapida for a degradacao de um agrotéxico no ambiente,
menor serd sua capacidade poluente. Por outro lado, quanto mais lenta for sua
degradacao, maior poderd ser seu acumulo no ambiente, e no caso dos agrotéxicos, que
em muitas culturas sdo aplicados diversas vezes em curtos periodos de tempo, a

degradacao é fundamental para a detoxificacao destes locais.

Degradacao do fungicida metalaxil

Dentre as classes de agrotdéxicos, os fungicidas tém sido largamente
empregados na agricultura mundial, no controle de fitopatégenos que atacam as mais

diversas culturas. De acordo com a literatura, o fungicida metalaxil € degradado,



Mineralizacéo do Fungicida “C-Metalaxil em Solos Brasileiros

principalmente, pela acdo de microrganismos. Esta habilidade em degradar o fungicida
tem sido conferida a muitos microrganismos, tanto em culturas puras como mistas, por
diversos autores (MUSUMECI et al., 1986; ZHENG, et al., 1989; ANAN'EVA et al.,
1997; SOUDAMINI-MOHAPATRA et al., 1997; TYKVA et al., 1999; SOUDAMINI-
MOHAPATRA et al., 1999). Entretanto, o papel de populacdes naturais presentes em
solos na degradacdo desta molécula ainda é pouco conhecido. DROBY & COFFEY
(1991) conseguiram demonstrar que fungos, bactérias e actinomicetos presentes nos
solos foram capazes de guebrar a molécula do fungicida.

BAILEY & COFFEY (1986) estudaram o metabolismo do metalaxil em solo e em
meio liquido e observaram que o composto foi prontamente metabolizado em um solo
com histérico de tratamento com o fungicida, mas nao no solo controle sem histérico de
aplicacdo. Segundo os autores, a meia-vida do metalaxil foi de aproximadamente 14
dias. PAPINI & ANDREA (2000) investigaram a biodegradacdo acelerada do '*C-
metalaxil em dois solos brasileiros (gley himico e latossolo vermelho escuro) com
histéricos de aplicacao do composto e observaram que as taxas de mineralizacao do
fungicida variaram de 8 a 48%. Neste caso, a biodegradacdo acelerada foi observada
apenas no solo gley humico. MUSUMECI & RUEGG (1984) observaram o aparecimento
de dois metabdlitos provenientes da degradacdo do metalaxil, apdés 60 dias de
incubacao do solo. Apenas um deles foi identificado como N-(2-metoxiacetil)-N-(2,6xilil)-
DL-alanina. DROBY & COFFEY (1991) detectaram a presenca de um metalaxil acido

como sendo o maior metabdlito gerado da degradacao do fungicida.

Mineralizacdo do '*C-metalaxil em solos brasileiros

A mineralizacdo do fungicida '*C-metalaxil, analisada durante 70 dias em
laboratério, através da técnica de radiorespirometria, foi investigado em quatro solos
brasileiros, coletados em locais com e sem histérico de aplicacdao e suplementados nas

doses de 3 e 30 pg i.a. g do fungicida.
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Mineralizacdo do fungicida '*C-metalaxil: as sub-amostras, retiradas de cada
solo, foram submetidas aos tratamentos com o fungicida metalaxil nas
concentracdes de 3 e 30 ug i.a. g’ solo, de modo que cada 1g (peso seco) de
solo recebesse 5 KBqg de radioatividade. A solucdo de aplicacdao foi preparada
com o fungicida radiomarcado e o composto padrdao analitico em acetona. A
suplementacao foi realizada misturando a solucao de aplicacdao em 1 kg de cada
sub-amostra de solo, dentro de um saco de polietileno. Em seguida, efetuou-se
a agitacdo manual vigorosa destes solos por 15 min. Apds este periodo,
aliquotas de 50 g foram transferidas para frascos biométricos (BARTHA &
PRAMER, 1965) (Fig. 4.1), quatro repeticoes por tratamento, seguido do ajuste
para 70% da capacidade de campo, pela adicao de dgua destilada. Aliquotas de
10 mL de NaOH (0,2 N) foram colocadas nos frascos de cada sistema para
retencao de todo o CO2 produzido pela atividade da microbiota presente nos
solos. Os frascos foram incubados em sala escura, com temperatura controlada
de 28°C. Os controles foram preparados com solo de Petrolina, esterilizado por
3 dias consecutivos em autoclave e suplementado com a solucdao do fungicida
nas duas doses testadas. A cada 7 dias de incubacdo, todo o volume da
solucdo de NaOH (0,2 N) foi substituido por outros 10 mL da mesma solucao.
Este procedimento foi repetido a cada semana até 35 dias de incubacdo. Apds
este periodo novas trocas da solucdo foram efetuadas e todos os frascos foram
novamente incubados, ininterruptamente, até completar o periodo de 70 dias.
Ao final de cada periodo de coleta, as solucdes retiradas foram armazenadas a
temperatura de 4°C, até o inicio das anélises. Apés 70 dias de incubacao foi
observada a producédo de "*CO2 em todos os solos avaliados, exceto no caso do
solo de Petrolina esterilizado e utilizado como controle.

Calculo da meia-vida: o célculo da meia-vida foi efetuado com base na férmula a
seguir.

LogA = LogAo —Log 2.t
Ty

onde;

A = radioatividade encontrada no tempo t;
Ao = radioatividade aplicada;

t= tempo (dias);

T~ = meia vida
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Torre para insercdo de
pastihas de cal sodada
(mantém o sistema fechado)

Local para insercdo da seringa
para coleta da solucdo de
NaOH (0,2 N)

Local para acondicionamento

de amostras de solo
suplementada com o "C-
metalaxil

Local para acondicionamento
da solucdao de NaOH (0,2 N)

Fig. 4.1. Frasco biométrico (BARTHA & PRAMER, 1965).

Apd6s 70 dias de incubacdo dos solos com metalaxil foi observada a producao
de '*CO2 em todos os solos avaliados, exceto no caso do solo de Petrolina esterilizado e
utilizado como controle.

O solo de Petrolina apresentou as maiores porcentagens de producdo de '*CO:
(53%) enquanto que os demais solos com histéricos de aplicacdo de metalaxil (Aguai e
Estiva Gerbi) apresentaram porcentagens menores, mas similares (43 e 47%,
respectivamente), quando o fungicida foi suplementado na dose de 3 ugi.a. g'. No caso
de Jaguaritina foram observados os menores valores de producdo de '“CO:2 (30%)

(Tabela 4.1).
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Tabela 4.1. Porcentagens de '*CO2 acumulados apés 70 dias de incubacdo dos solos
suplementados com 3 e 30 pg i.a. g' de metalaxil. Média de 4

repeticoes.
Periodo de incubacéo (dias)
7 14 21 28 35 70 %

Tratamentos' 14C02

total
Aguai 3ugi.a. g’ 0,58(+£1,22) 2,03(x1,16) 6,02(x2,16) 9,19(x2,12) 11,81(+1,67) 13,60(£1,98) 43,23
Estiva Gerbi 3pugi.a. g’ 0,65(+0,94) 4,92(+1,04) 6,32(+0,95) 9,12(x1,12) 12,2(+1,00) 14,03(+1,21) 47,24
Jaguaritna 3ug i.a. g 0,32(+£2,31) 0,63(+2,33) 0,76(%x2,23) 7,32(+2,34) 10,02(+2,67) 11,90(£2,67) 30,95
Petrolina 3ug i.a. g’ 1,37(+0,87) 6,54(+1,10) 8,19(x0,67) 10,24(x1,19) 12,71(+1,16) 14,60(+1,07) 53,65
Aguai 30ug i.a. g’ 0,41(x2,36) 1,52(£2,24) 5,75(£2,12) 7,24(+2,67) 9,01(+2,60) 10,43(+2,56) 34,36

Estiva Gerbi 30ug i.a. g' 0,49(x0,64) 2,66(£1,16) 6,41(£1,03) 8,23(%£1,12) 9,95(+1,11)  11,21(x1,24) 38,95
Jaguaritna 30ug i.a. g 0,27(+2,03) 0,42(+2,40) 0,58(+3,14) 5,03(+2,67) 8,29(+2,67) 9,4(£2,67) 23,99
Petrolina 30ug i.a. g 0,57(+0,98) 2,89(+0,95) 8,14(x1,14) 12,55(£0,67) 13,85(£1,13) 15,23(£1,02) 52,66
Petrolina est. 3ugi.a. g' 0,05(x0,02) 0,04(+0,67) 0,04(+1,03) 0,04(+1,07) 0,05(+1,04) 0,04(+0,99) 0,22

1-Os valores apresentados sdo médias de quatro repeticoes. Coeficiente de variacdo:3,9%

Na dose de 30 pg i.a. g' de metalaxil, o solo de Petrolina apresentou
porcentagens de producdo de *CO2 semelhantes aquelas observada na menor dose. Nos
demais solos, o aumento da dose de suplementacao refletiu num decréscimo nas
porcentagens de '*CO2 observadas.

Ficou evidenciada uma fase de adaptacao da microbiota em todos os solos, com
pequena taxa de mineralizacdo seguida de uma fase de acentuada liberacdo de “CO2, na
qual ocorreu a quebra do anel aromatico radiomarcado presente na molécula do
fungicida. Nos solos com histérico de aplicacdo (Aguai, Estiva Gerbi e Petrolina) este
periodo foi de apenas 7 dias enquanto que no solo de Jaguariina, chegou até 21 dias de
incubacdo. O mesmo comportamento foi observado quando os solos foram

suplementados com 30 pg i.a. g de metalaxil.
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A Tabela 4.2 apresenta os resultados do balanco de recuperacao do metalaxil
'“C, para as duas doses testadas do fungicida, apés 70 dias de incubacdo dos solos. Os
resultados observados comprovaram gue nao houve perdas de radioatividade por outros

processos que nao os avaliados neste estudo.

Tabela 4.2. Porcentagens de recuperacdo do total de '“C aplicado nos solos, nos
diversos tratamentos efetuados.

Tratamentos Producéo ::loz )14002 d?)ef 4:?2:&: :?:;(t’o(t :}: ) M(e(?yz\l)lda
Aguai 3ug i.a. g’ 43,23 103,11 41 dias
Estiva Gerbi 3ugi.a. g 47,24 102,52 37 dias
Jaguaritina 3ug i.a. g 30,95 103,88 54 dias
Petrolina 3pg i.a. g 53,65 98,95 31 dias
Aguai 30ug i.a. g’ 34,36 101,40 50 dias
Estiva Gerbi 30ug i.a. g 38,95 100,19 53 dias
Jaguaritina 30ug i.a. g’ 23,99 101,73 62 dias
Petrolina 30ug i.a. g 52,66 100,23 34 dias
Petrolina est. 3ug i.a. g’ 0,22 100,83

A maior meia-vida observada foi de 62 dias para o solo de Jaguariina, na dose
de 30 ng i.a. g' do fungicida metalaxil enquanto que a dose de 3 pg i.a. g"' foi a que
apresentou a menor meia-vida (T12) do composto, nos solos estudados.

No solo franco-arenoso de Petrolina a meia-vida nao foi superior a 40 dias, em
condicdes de laboratério. O aumento da dose de aplicacdo para 30 nug i.a. g' néo
refletiu em aumento da meia-vida, indicando que a mineralizacdo ocorre também, nas
mesmas taxas que quando este solo foi suplementado com a menor dose. Nas
condicOes estudadas, a molécula apresentou persisténcia baixa (meia vida entre O e 90

dias) em todos os solos, nos dois tratamentos efetuados (Tabela 4.2).

52



Mineralizacéo do Fungicida “C-Metalaxil em Solos Brasileiros

A estrutura quimica, quantidade de agua presente no solo, pH, temperatura,
nutrientes disponiveis, doses de aplicacdao, bem como enzimas ou células ativas para
degradar a molécula, sao fatores importantes para o comportamento dos agrotéxicos no
solo (FOMSGAARD, 1995). Em estudos como os de ANDERSON (1978) e BAILEY &
COFFEY (1985) tem sido demonstrado que os fungicidas seriam responsaveis por
favorecer o aumento do nimero de populacdées bacterianas em solos, indicando uma
capacidade deste segmento em se tornar tolerantes, resistentes ou ainda degradadores
deste tipo de composto quimico. No presente estudo, os resultados confirmaram a
biodegradacdao da molécula do metalaxil e dentre os segmentos avaliados, as bactérias
foram predominantes durante todo o experimento, enquanto que actinomicetos e

fungos tiveram uma supressao em funcao da presenca da molécula do fungicida.

Quantificacdo de residuos extraiveis e nao-extraiveis (ligados)

Entende-se por residuos extraiveis aqueles que podem ser removidos através de
processos de extracdao exaustivo com solventes apropriados. Residuos ligados (ou nao
extraiveis) sado definidos pela “International Union of Pure and Applied Chemistry”
(IUPAC) como espécies quimicas originarias dos agrotéxicos e que nao sao extraiveis,
tanto em plantas como em solos, por métodos gque nao mudem significativamente a
natureza quimica do composto.

Neste trabalho as extracdes dos residuos de metalaxil dos solos avaliados foram
realizadas no tempo zero (logo apés aplicacao) e apés 70 dias de incubacao, seguindo

metodologia descrita por DROBY & COFFEY (1991).

Combustdo das amostras de solo (determinacdo de residuos nao-extraiveis): a
radioatividade das amostras de solos nao extraida pelo solvente e a
radioatividade inicial aplicada nos solos antes da incubacao foram determinadas.
Amostras de 1 g de solo (em trés repeticoes), de cada tratamento foram
colocadas em barquinhas de ceramica e levadas para a combustdao a 900°C em
oxidador biolégico (Biological Oxidizer-OX-500/Harvey Instruments). Assim,
através deste procedimento, foi possivel quantificar as porcentagens de
radioatividade ainda presente nos solos, liberadas apés combustao sob a forma
de *CO2. Todo o '*CO:2 retido em uma solucdo de monoetanolamina dissolvida
na solucdo cintiladora foram quantificados em espectrometro de cintilacdo
liquida (ECL), durante 15 min.

A eficiéncia da combustao foi de 98,2%, de acordo com testes realizados com
amostras de '*C-glicose, como controle, antes do inicio da combustido das
amostras de solo.
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Os valores obtidos dos residuos de '*C-metalaxil extraiveis e de residuos
ligados, apés combustao seca das amostras dos solos estdao na Tabela 4.3. Verificou-se
que os valores de residuos extraiveis foram maiores nos solos de textura arenosa e
franco-arenosa (aproximadamente 40%), nos dois tratamentos efetuados. Em
contrapartida, os maiores valores de residuos ligados foram observados no solo argiloso
de Jaguaritina (aproximadamente 60%), na dose de 30 pg i.a. g’ metalaxil.

Os resultados observados demonstraram que nos solos argilosos, as
porcentagens de residuos extraidos pelo método foram baixas e de residuos ligados
foram altas. O significado dos residuos nao-extraiveis para o ambiente é bastante
discutido na literatura, mas geralmente é tido que valores acima de 10% sao
indesejaveis, podendo ocasionar acimulo destas moléculas em culturas subseqientes,
solos ou animais.

No presente estudo, a persisténcia do fungicida foi determinada como baixa
nas duas doses de suplementacao, sugerindo que uma vez disponivel na solucao dos
solos, a molécula pode ser rapidamente metabolizada, diminuindo os riscos ambientais
provocados pela recalcitrancia. Esta confirmacao pode ter implicacoes diretas com o
processo de mineralizacdo do fungicida, uma vez que quanto maior for a sua

persisténcia, menor sua taxa de degradacao.

Tabela 4.3. Porcentagens de residuos extraiveis e residuos ligados nos solos, ap6s 70
dias de incubacdo com o '*C-metalaxil. Dados obtidos por cromatografia de
cintilacao liquida e combustao dos solos.

Tratamentos %Residuos extraiveis’ % Residuos ligados?
Aguai 3 ugi.a. g’ 25,72(+2,77) 34,16(+2,16)
Estiva Gerbi 3 pgi.a. g 34,76(x£1,98) 20,52(%£1,71)
Jaguaritna 3 ugi.a. g 26,26(+3,69) 46,67(+2,57)
Petrolina 3 pg i.a. g’ 40,11(£1,54) 5,19(£1,52)
Aguai 30 ugi.a. g’ 29,11(+4,16) 37,93(+2,93)
Estiva Gerbi 30 ugi.a. g 39,15(x£3,01) 22,09(£1,80)
Jaguaritna 30 pgi.a. g 18,56(x4,93) 59,18(+2,41)
Petrolina 30 pgi.a. g 35,67(x2,21) 11,90(%£1,69)
Petrolina est. 30 ugi.a. g 96,51(x£1,15) 4,10(x0,75)

1-Os valores apresentados sdo médias de duas repeticoes.
2- Os valores apresentados sdo médias de trés repeticdes. Coeficiente de variacdo: 3,6%
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Deteccao de metabdlitos

Para verificar a presenca de metabdlitos provenientes da biodegradacdao do
metalaxil, os extratos totais, provenientes das extracoes de residuos foram

concentrados por rotaevaporacdo e analisados em cromatografia de camada delgada

(CCD) (Berthold).

Andlise de metabdlitos: aliquota de 100 pL de cada amostra (aproximadamente
2000 Bq de radioatividade) e 10 uL do padrdo metalaxil *C foram aplicadas em
placas de silica gel 60 F2s4 (Merck), com o auxilio de aplicador automatico
(Carmag-Linomat 1V) e desenvolvidas em 100 mL de acetato de etila. A
distribuicdo dos residuos de '*C- metalaxil e dos metabdlitos '*C nas placas foi
observada através de manchas visualizadas apés a exposicao em luz U.V.
Através de CCD estas placas foram analisadas quanto a radioatividade e valores
de Rfs (quociente entre distancia percorrida pelo composto e solvente).

Nao foi detectada a presenca de nenhum metabdlito radiomarcado nas placas de
silica gel dos extratos dos solos ap6s o término do periodo de incubacao dos solos nos

frascos biométricos. O valor do Rf para o fungicida metalaxil foi de 0,47 (Fig. 4.3).
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Fig. 4.3. Cromatografia de camada delgada obtida ao final de 70 dias de incubacéo, a
partir do extrato do solo de Aguai suplementado com 3 g i.a. g metalaxil. O
numero 1 indica a presenca do fungicida metalaxil '*C.

A auséncia de metabdlitos provenientes da mineralizacao do anel radiomarcado

do fungicida reforca a hipétese sobre a mineralizacdo do fungicida, sugerindo que
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processos de degradacdo do metalaxil ocorreriam num prazo inferior aos 70 dias de
incubacdo avaliados neste estudo. Outra hipétese seria que parte dos metabdlitos
formados estaria altamente adsorvida nas matrizes dos solos e nao extraiveis pelo
método utilizado neste estudo. DROBY & COFFEY (1991) utilizando a mesma
metodologia observaram a formacao de um metabdlito acido proveniente da degradacéao

do fungicida, porém dentro de um prazo menor de incubacao.

Avaliacao da atividade microbiana

A atividade microbiana foi determinada pela hidrélise do diacetato de
fluoresceina (FDA), para o tempo zero e apdés 70 dias de incubacdo das amostras,

segundo metodologia descrita por BOEHM & HOITING (1992).

Hidrélise do diacetato de fluoresceina: pesou-se 5 g (peso seco) de amostras
de solo (em duas repeticoes) em frascos de 250 mL de capacidade, juntamente
com 20 mL de tampao fosfato de potassio (8,7 g de K:HPOs4 e 1,3 g de
KH2PO4 L' de 4gua destilada; pH 7,6) e 0,2 mL da solucdo de FDA (2 mg mL"’
acetona) (Sigma Chemical Co). Da mesma forma, outras amostras dos solos
foram preparadas para a construcdo de uma curva padrao contendo O, 100,
200, 300 e 400 pg de FDA, as quais foram hidrolisadas em banho-maria por
uma hora. Todos os frascos foram agitados por 20 min a 160 rpm em agitador
orbital a 25°C. Em seguida, todas as reacdes foram interrompidas pela adicao
de 20 mL de acetona e filtradas em papel de filtro (Whatman n°1). Os volumes
filtrados foram levados para leitura em espectrofotometro a 490nm (Beckman
DU-8B). Os resultados foram expressos em pg FDA hidrolisados g' de solo
seco min'. A umidade de cada amostra de solo foi determinada pela incubacéo
de 10 g de solo em estufa de secagem a 100°C por 24 horas e, em seguida,
foram calculados os fatores de correcao pela relacdo peso seco (Ps)/peso
Umido (Pu).

Os valores da atividade enzimatica microbiana obtida nos solos estudados foram
maiores apés 70 dias de incubacdo quando comparados aos valores obtidos no tempo
zero (Fig. 4.4). Isso indicou que a molécula do fungicida provocou mudancas na
atividade total da microbiota avaliada. Para os dois periodos da avaliacdo, a microbiota
presente no solo de Petrolina foi o que mais se beneficiou com a suplementacao com o
fungicida, indo de 0,77 no inicio do experimento até 4,23 ug FDA hidrolisado g’ de solo
seco min' ao final de 70 dias de incubacéo, diferentemente do que ocorreu no solo de
Jaguariina, onde foram observadas as menores variacoes nestes valores. Resultados
apresentados no Capitulo 2 corroboram o incremento da atividade hidrolitica do FDA nos

solos de Petrolina, quando suplementados com metalaxil.
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A avaliacdo da atividade enzimatica no periodo referente a incubacao dos solos
reforcou a importancia da presenca do fungicida no aumento da atividade microbiana
nos solos avaliados. Embora a atividade enzimatica tenha sido monitorada em apenas
dois intervalos de tempo, mudancas nas taxas de hidrélise do FDA foram evidenciadas
ao final do experimento. Estes resultados, bem como o nimero de UFC g solo indicaria
a utilizacdo do fungicida como substrato por bactérias e o stress provocado pela sua
presenca em populacdes de actinomicetos e fungos dos solos. Deve-se ressaltar que
estes resultados foram obtidos a partir de diluicbes dos solos em placas contendo meio
de cultura, método que investiga apenas uma pequena porcdao da comunidade
microbiana. No entanto, diferencas foram detectadas e quantificadas e puderam, desta

forma, serem consideradas.
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Fig. 4.4. Avaliacao da atividade enzimética microbiana nos quatro solos antes e apés 70
dias de incubacdo dos solos suplementados com 3 e 30 ug i.a. g' metalaxil. A
leitura foi efetuada em espectrofotometro a 490 nm e os resultados expressos
em ng FDA hidrolisados g de solo seco min™.

Do ponto de vista ecolégico, a mineralizacdao do fungicida metalaxil nos solos
avaliados promoveria uma rapida detoxificacdo destas areas, onde a molécula seria
utilizada com freqiéncia. No entanto, do ponto de vista fitossanitario, estes resultados
seriam preocupantes, uma vez que com a baixa persisténcia do fungicida nos solos, sua

acao fungica poderia ficar comprometida, sendo necessario o aumento nas doses de
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aplicacdo ou mesmo reducao no intervalo entre as aplicagcdes em campo. A manutencao
da capacidade produtiva sem comprometer a qualidade de vida das regidoes avaliadas
neste estudo é necesséria para a conservacao do ambiente. Neste sentido, o presente
trabalho alerta para adocdes de praticas agricolas e alternativas de controle de

fitopatégenos que diminuam estes efeitos.

Concluséao

Nas condicdes estudadas, a degradacao do fungicida metalaxil envolveu a acéao
de microrganismos, portanto foi biolégica. Apds a suplementacdo com o fungicida
metalaxil, em ambas as doses testadas, nos solos com histéricos de aplicacao as
bactérias foram beneficiadas. O solo franco-arenoso de Petrolina, em condicdoes de
laboratério, foi capaz de mineralizar o fungicida em taxas superiores a 50%, nas doses
de 3 e 30 pg i.a. g' de metalaxil, ao final de 70 dias de incubacdo dos solos e,
conseqlentemente; teve os menores valores de meia-vida para o fungicida, nas duas
doses testadas. A nao deteccao de metabdlitos, nas condicoes experimentais utilizadas,
ao final dos 70 dias de incubacao, foi relacionada a provavel alta adsorcdao destas
moléculas as particulas dos solos. O aumento na atividade enzimatica da microbiota dos
solos avaliados, observado ao final de 70 dias de incubacao, foi relacionado com a

presenca da molécula do fungicida nos solos.
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Capitulo 5

Caracterizac¢do Genética da
Comunidade Bacteriana Associada a
Biodegradacdao do Fungicida
Metalaxil

Andrea Maria Spessoto

Introducéao

Um dos focos principais da biotecnologia ambiental estd na biorremediacao
de solos contaminados por moléculas xenobidéticas. Esta envolve o uso de organismos
vivos e seus produtos para degradarem poluentes resultando em outros produtos
menos téxicos ou nao téxicos e, também, para concentrar ou imobilizar elementos
toxicos tais como metais pesados ou agrotdxicos, tentando dessa forma minimizar
impactos provocados pelas inddstrias e recuperar areas contaminadas. Entretanto,
para que haja sucesso em estudos deste tipo, a geracdo de conhecimentos sobre os
organismos envolvidos é de extrema importancia e devem cumprir algumas etapas
como: 1) entender a estrutura das comunidades microbianas e sua dinamica em
resposta a variacdes normais do ambiente e no caso de estresses antropogénicos; 2)
determinar os mecanismos bioquimicos, incluindo vias enzimaticas envolvidas na
degradacao aerdbica e anaerdbica dos poluentes; 3) expandir o conhecimento da
genética microbiana e suas bases para aumentar a capacidade dos microrganismos
em degradar os poluentes.

Os microrganismos exibem um alto grau de plasticidade genética ou
mutabilidade e a andlise de seu material genético pode revelar a natureza desta
plasticidade e sugerir como organismos geneticamente modificados podem ser
usados em processos de biorremediacdo. Neste contexto, as bactérias sdo uma
importante fracao da microbiota presente no solo. Estima-se que a diversidade de

espécies de bactérias seja em torno de 4 a 7 mil diferentes genomas por grama de
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solo, com nimeros acima da ordem de 10° células por grama de solo e com um gama
de atividades metabdlicas (RANJARD et al., 2000). Diversas espécies tém sido
descritas como habeis em degradar as mais diversas formas moleculares de
agrotéxicos no ambiente, através de reacOes de carater oxidativo, redutor, ou ainda
hidrolitico.

Métodos baseados em PCR (Polymerase Chain Reaction) tém gerado dados
para deteccdo e enumeracdao de microrganismos em amostras ambientais
possibilitando a obtencdo de dados ecoldégicos de comunidades microbianas,
monitoramento de genes, além de informacdes importantes sobre interacdes entre
diferentes populacdées. A deteccdao e andlise de polimorfismo presentes no DNA
representam um dos mais significativos avancos da biologia molecular. Na técnica
RAPD-PCR (Random amplified polymorphic DNA), a andlise de polimorfismo gerado
por marcadores de RAPD permite a obtencdao de mapas mais saturados, além de
possibilitar que estudos de sistematica e divergéncia evolutiva sejam conduzidos com
expressivos resultados. Os rRNAs de bactérias sao classificados de acordo com suas
taxas de sedimentacdo por centrifugacdo em 5S, 16S ou 23S. O 16S rRNA esta
associado com a menor subunidade do ribossomo e é a molécula mais bem estudada.
Dessa forma, a amplificacdo da subunidade 16S do rRNA pode ser utilizada para
identificacao de microrganismos. Estes fragmentos amplificados e sequenciados, uma
vez inseridos em banco de dados (Ex. BLAST: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),
permitem que a similaridade entre a seqiéncia de cada isolado seja comparada com

aquelas seqliéncias depositadas no Gene Bank.

Caracterizacdo genética de bactérias degradadoras de metalaxil

Neste estudo foi analisada a variabilidade de bactérias degradadoras de

metalaxil isoladas em diferentes solos com e sem histérico de utilizacdo do composto.
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Isolamento de bactérias em meio simples (MS) suplementado com metalaxil: os
isolamentos foram feitos em meio minimo MS (agar 16 g; NaNOs 3 g; KH2PO4 1 g;
MgSO0a4. 7H20 0,5 g; KCI 0,5 g FeSO4 . 7H20 0,01 g; g.s.p. agua destilada 1000
mL), suplementado com 3 ug i.a mL' do fungicida Apron® e 25 mg L' do
indicador de crescimento cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (TTC). TTC é usado
como indicador da atividade metabdlica, onde o TTC em células ativas é
convertido a um composto insollvel colorido (vermelho intenso), o formazan.
Assim, as colonias foram selecionadas de acordo com a intensidade desta
coloracao e intervalo de tempo para um bom crescimento.

A técnica utilizada foi a de diluicdo em série e plaqueamento no meio de cultura
MS, com posterior incubacédo a temperatura de 28°C. Os microrganismos isolados
foram caracterizados morfologicamente de acordo com a cor, textura da colbnia e
coloracao de Gram. A freqiéncia de isolamento para cada solo foi determinada
baseada na férmula a seguir:

Freqiiéncia= n° de isolados de cada solo nos grupos x 100

n° de isolados total por solo

Foram isoladas 106 bactérias capazes de crescer na presenca de metalaxil
como Unica fonte de carbono, provenientes do solo de Aguai (34), de Estiva Gerbi
(15), de Jaguariina (13) e de Petrolina (44). Inicialmente, alguns actinomicetos e
fungos também foram isolados, sem, contudo, permanecerem vidveis apds repiques
sucessivos em meio de cultura MS liquido suplementado com metalaxil. Entre as

bactérias isoladas foram observados 5 morfo-grupos diferentes (Tabela 5.1).

Tabela 5.1. Grupos morfologicamente semelhantes obtidos de acordo com cor e
textura de col6nia e coloracdo de Gram.

Grupo Ndamero de Textura da colonia Coloracéo da Coloracéo de
isolados colénia Gram

Gl 34 lisa branca negativo

Gl 12 lisa amarelo negativo

Gl 06 rugosa amarelo-claro positivo

G IV 47 lisa amarelo-claro positivo

GV 07 rugosa branca negativo
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De acordo com a Tabela 5.2, foi observado que os 5 morfo-grupos
bacterianos foram isolados do solo de Aguai, enquanto que nos demais locais, nem

todos os grupos estiveram representados.

Tabela 5.2. Populacao relativa dos grupos bacterianos obtidos dos quatro solos para
os cinco grupos morfoldgicos descritos.

Grupo Total
Solos Gl Gl Gl GIV GV
Aguai 26,47 % 8,83% 5,9% 47,06% 11,76% 34
Estiva Gerbi 53,34% nc 6,67% 20% 20% 15
Jaguariuna 46,20% 15,40% nc 38,50% nc 13
Petrolina 25% 27,30% 6,82% 52,30% nc 44

nc: nao foi observado

Os grupos | e IV foram isolados em todos os solos avaliados, indicando se
tratar de uma importante parte da comunidade microbiana presente nestes solos. Os
isolados destes dois morfo-grupos (I e IV) foram identificados por sequenciamento de
parte do gene que codifica a subunidade 16S do rRNA (rDNA).

Os resultados apontaram, no grupo Gl, a presenca de Acinetobacter
calcoaceticus, Ralstonia, Burkholderia sp. e Burkholderia cepacia, enquanto que o
grupo GIV foi composto basicamente por Bacillus sp. e Bacillus sphaericus (Tabela
5.4).

Desta forma ficou evidenciado que dentre os isolados identificados no grupo
Gl, na suas maiorias provenientes dos solos de Estiva Gerbi e Aguai, houve a
predominancia das proteobactérias das subdivisbes gama (género Acinetobacter) e
beta (género Burkholderia e Ralstonia). No caso do GIV, com maior freqiéncia de
isolamento no solo de Petrolina, os isolados identificados sdo bactérias gram positivas

do género Bacillus.
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Extracdo do DNA gendmico. para os estudos de variabilidade genética foram escolhidos
os dois grupos de bactérias mais representativos dentre os obtidos no isolamento. A
metodologia utilizada para extracdo do DNA genémico total foi baseada em Pitcher et al.
(1989), para bactérias, em escala minima. As bactérias foram crescidas em meio MS
suplementado com metalaxil (3 pg i.a mL™") por 24 horas. Em seguida, 1,5 mL de cada
cultura foram transferidos para tubos de 1,5 mL de capacidade e levados para
centrifugacao por 2 min a 12000 rpm. As células concentradas foram ressuspendidas em
100 pL de tampao TE pH 8 (10 mM EDTA, 1 mM de Tris-HCI) contendo lisozima (2 mg
mL™") e incubadas por 2 horas a 37°C. Apés este periodo, foram adicionados 500 pL da
solucdo de tiocianato de guanidina 5 M em cada tubo e estes foram incubados a
temperatura ambiente por 10 min. A suspensao foi, entao, resfriada no gelo e recebeu
250 pL de acetato de amoénio (7,5 M). Os tubos foram todos agitados gentilmente por
inversdao e incubados novamente no gelo por mais 10 min. Em seguida, foram
adicionados 500 pL de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v), homogeneizado e levado
para centrifugacao a 12000 rpm por 10 min. A fase aquosa foi coletada e esta recebeu
0,54 volume de isopropanol. O tubo foi invertido varias vezes até a visualizacdao de um
precipitado fibroso branco. Novamente o tubo foi centrifugado a 6500 rpm por 20 seg, o
sobrenadante descartado e o pellet lavado com etanol 70% (v/v). O pellet foi
ressuspendido em 200 uL de TE, contendo 10 pL da enzima RNAse (10 mg mL"' de
RNAse A pancreatica em 10 mM de Tris-HCI pH 7,5 e 15 mM de NaCl) e levado para
incubacdo a 37°C por 60 min. Posteriormente, foram adicionados nos tubos 20 ulL de
cloreto de litio 4 M e 1 volume de cloroférmio-alcool isoamilico (24:1, v/v), os quais
foram homogeneizados e centrifugados a 12000 rpm por 10 min. A fase aquosa foi
coletada e esta recebeu 2 volumes de etanol absoluto gelado. O tubo foi invertido por
varias vezes e levado para centrifugacdo a 6500 rpm por 20 seg. O precipitado foi
lavado com etanol 70% (v/v) por duas vezes e o DNA ressuspendido em 50 pL de agua
Milli-Q e estocado a 4°C. A integridade do DNA foi avaliada em gel de agarose 0,8%
(p/v) e quantificado (SAMBROOK et al., 1989).

Reacdo de RAPD: as reacdoes de RAPD foram efetuadas num volume total de 25 pL
contendo: 1 uL (10-20 ng) de DNA molde; 200 uM de cada dNTP (dCTP, dGTP, dATP e
dTTP da Life Technologies®); 1,25 mM de MgClz; 0,5 U de Tag DNA polimerase (Life
Technologies®) e 1 uM de cada primer (Tabela 5.3) em tampédo da enzima (50 mM de
KCl2 e 10 mM de Tris-HCI pH 9). Os controles negativos foram efetuados sem a adicao
do DNA molde. As amplificacbes foram realizadas em termociclador (Programable
Thermal Controller MJ Research Inc. USA - Modelo PTC-100™), programado para uma
desnaturacao inicial de: 4 min a 92°C, seguido de 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1,3 min a
37°C, 2 min a 72°C e extensdao a 72°C por 3 min. Os padroes de amplificacdo foram
avaliados em gel de agarose 1,4% (p/v).

Tabela 5.3. Caracteristicas dos primers utilizados na deteccao de polimorfismo
de bactérias isoladas de quatro solos brasileiros.

Oligonucleotideos Sequéncia 5" —» 3’ Contetdo de bases C G (%)
OPP 07 CCT GGA GCGA 70%
OPP 19 TGG TCG CAGA 60%
OPJ 19 GGA CAC CACT 60%
OPJ 20 AAG CGG CCTC 70%
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PCR - Amplificacdo da subunidade 16S do rRNA e seqiienciamento. : As reacdes de PCR para
seqlienciamento foram realizadas em um volume final de 50uL, contendo1 uL (0,5 a 10 ng)
de DNA molde, 0,2 uM do premier PO27F (5'-GAG AGT TTG ATC CTG GCT CAG-3’) e do
contendo1 uL (0,5 a 10 ng) de DNA molde, 0,2 uM do premier PO27F (5'-GAG AGT TTG ATC
CTG GCT CAG-3’) e do primer R1387 (5'-CGG TGT GTA CAA GGC CCG GGA ACG-3’); 200
uM de cada dANTP; 3,75 mM de MgCl; 0,5U de TAQ DNA polimerase (Life Technologies®),
em tampao de enzima (50 mM de KCl2 e 10 mM de Tris-HCI pH 9). O programa utilizado para
a reacao de amplificacdo foi realizado em termociclador programado para uma desnaturacao
inicial por 4 min a 94°C, 2 ciclos a 94°C, 1 min a 60°C, 1Tmin a 72°C, 2 min; mais 2 ciclos a
94°C, 1 min; 59°C, 1min a 72°C; 2 min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min, 58°C, 1 min; 72°C, 2
min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min; 57°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais 2 ciclos a 94°C, 1 min;
56°C, 1 min; 72°C, 2 min; mais 20 ciclos a 94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 72°C, 2 min e uma
extensao final de 10 min a 72°C. Um fragmento de aproximadamente 450 pb foi observado
correndo 5ulL da reacdao em gel de agarose (1,2%). Posteriormente, o produto de PCR foi
purificado com o Kit GFX PCR (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instrugées
do fabricante.

Tabela 5.4. |dentificacdo das bactérias degradadoras de metalaxil baseado no 16S

rDNA.

Isolados Grupo Local de isolamento Identificacao Similaridade (%)
A1 Gl Aguai Burkholderia sp. 99%
A4 Gl Aguai Ralstonia sp. 99%
E2 Gl Estiva Gerbi Burkholderia cepacia 99%
E8 Gl Estiva Gerbi Burkholderia sp. 99%
F1 Gl Jaguaridna Acinetobacter 99%

calcoaceticus
F6 Gl Jaguaridna Acinetobacter 99%

calcoaceticus
N1 Gl Petrolina Burkholderia sp. 99%
N4 Gl Petrolina Burkholderia sp. 99%
A6 GIvV Aguai Bacillus sp. 99%
E11 GIV Estiva Gerbi Bacillus sp. 99%
F9 GIV Jaguaridna Bacillus sp. 99%
F10 GIV Jaguaritina Bacillus sp. 99%
F11 GIV Jaguaritina Bacillus sp. 99%
N11 GIV Petrolina Bacillus sphaericus 99%
N14 GIV Petrolina Bacillus sphaericus 99%
N18 GIV Petrolina Bacillus sp. 99%
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Andlise estatistica dos dados gerados por RAPD

As andlises dos dados obtidos por amplificacdo ao acaso do DNA genbémico
(RAPD) foram transformados em variaveis binarias, ou seja, o niumero 1 significou a
presenca de banda e o nimero O a auséncia de banda. Desta forma os dados foram
introduzidos no programa NTSYS (Numerical Taxonomy System of Multivariate
Programs - Applied Biostatistics, Inc.). Este programa produz uma matriz de
similaridade com os dados a serem introduzidos, utilizando o coeficiente de
similaridade de Jaccard, calculado de acordo com a férmula: J=M/P; onde M é o
numero de concordancias positivas e o P o numero total de varidveis, menos
concordancias negativas. Os dados da matriz de similaridade foram utilizados pelo
programa para a construcdao de dendrogramas pelo método de agrupamento
hierarquico UPGMA (Unweighted Pair-Group Method with Arithmetical Average).

Nas Figs. 5.1 e 5.2 estdo apresentados os padrdoes de bandas dos grupos Gl
e GIV, respectivamente, gerados pela amplificacdo dos DNA de bactérias
degradadoras de metalaxil, isoladas dos solos estudados. Como mostra as figuras, foi
observada uma grande diversidade nestas populacdoes. Os 4 “primers” utilizados

produziram 69 e 73 bandas polimérficas para o Gl e GIV, respectivamente.
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Fig. 5.1. Gel de amplificacdo do grupo Gl com o primer OP20, na concentracao de
20 ng de DNA gendmico. O marcador de peso molecular (100 pb) esta
indicado pela letra M. Os isolados sdo: 1-A1; 2-A2; 3-E1; 4-E2; 5-E3; 6-
A3; 7-A4; 8-A5; 9-F1; 10-F2; 11- F3; 12- F4; 13-E4; 14-E5; 15- F5; 16-
F6; 17- N1; 18- N2; 19- P7; 20- E6; 21- E7; 22- E8; 23- E9; 24- P8; 25-
E10; 26- N3; 27- N4; 28- Nb. As siglas A= Aguai; E= Estiva Gerbi, F=
Jaguariina e N = Petrolina.
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Fig. 5.2. Gel de amplificagdo do grupo GIV com o primer OP19, na concentracao de
20ng de DNA gend6mico. O marcador de peso molecular (100 pb) esta
indicado pela letra M. Os isolados sdo: 1-N10; 2- N11; 3- N12; 4- N13; 5-
N14; 6- N15; 7-F9; 8- F10; 9- F11; 10-A6; 11- F12; 12-A7; 13-N16; 14-
A8; 15- F14; 16-E 11; 17- F15; 18- E12; 19- A9; 20- A10; 21- N17; 22-
E13; 23- A11; 24- A12; 25- A13; 26- N18; 27- N19; 28- A14. As siglas
A = Aguai; E = Estiva Gerbi, F = Jaguarilina e N = Petrolina.

A andlise conjunta dos 4 “primers” foi realizada para a construcdo de uma
matriz de similaridade e elaboracdo de um dendrograma para cada grupo estudado
(Figs. 5.3 e b.4). Como ja& observado nos géis de agarose, a andlise demonstrou a
existéncia de alta variabilidade dentro dos dois grupos (Gl e GIV) avaliados neste
estudo. Para o grupo Gl foram observados 4 sub-grupos (A, B, C e D). O sub-grupo B
foi formado somente por bactérias provenientes dos solos de Estiva Gerbi e
Jaguaritina, pertencentes ao género Burkholderia. No caso do sub-grupo C foram
observados isolados provenientes de Estiva Gerbi, Jaguariina e Petrolina, constituido
por Acinetobacter e Burkholderia. 1solados provenientes de Aguai agruparam somente
nos sub-grupos A e D, sendo o isolado identificado como Burkholderia no sub-grupo

A e Ralstonia no sub-grupo D.
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Fig. 5.3. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, a partir de dados de RAPD de
bactérias degradadoras de metalaxil pertencentes ao grupo morfolégico GI. A
letra A corresponde aos isolados do solo de Aguai, E = Estiva Gerbi, F =
Jaguariina e N = Petrolina.

No grupo GIV foram observados 8 sub-grupos, mostrando que a diversidade
genética neste caso foi maior que a observada para o grupo GIl. A maioria dos
isolados provenientes de Petrolina formaram sub-grupos (E e F), enquanto que os
isolados de Aguai foram observados nos sub-grupos F e K, preferencialmente.

De acordo com os resultados de agrupamento dos dendrogramas, alguns
isolados nao identificados tiveram 100% de similaridade com outros identificados por
sequenciamento de parte do gene que codifica a subunidade 16S do rRNA. Os
isolados E1 e E3 agruparam ao isolado E2 (Burkholderia cepacia); o E9 com ES8
(Burkholderia sp.); N5 com N4 (Burkholderia sp.); A5 com A4 (Ralstonia sp.) e N12

com N11 (Bacillus sphaericus).
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Fig. 5.4. Dendrograma gerado pelo método UPGMA, a partir de dados de RAPD de
bactérias degradadoras de metalaxil pertencentes ao grupo morfolégico GIV.
A letra A corresponde aos isolados do solo de Aguai, E = Estiva Gerbi, F =
Jaguariiina e N = Petrolina.

No entanto, os dados gerados por RAPD demonstraram uma grande
quantidade de bandas polimérficas, que indicaram a existéncia de grande variabilidade
dentro destes grupos. Isso nao era esperado, pois a adaptacdo as condicdes
ambientais especificas geradas pela presenca da molécula nos solos, poderia reduzir a
variabilidade genética destes grupos. O alto grau de variabilidade observada nos
grupos Gl e GIV foi caracterizado para 56 microrganismos avaliados e que, apés
identificacdo e comparacdo com os resultados dos dendrogramas (total de 22
identificacGes) revelaram apenas 4 géneros, sendo que no caso de Ralstonia e
Burkholderia, estas pertenciam ao grupo dos pseudomonados e, portanto, até pouco
tempo eram classificadas como sendo do género Pseudomonas. As maiores taxas de
variabilidade foram detectadas entre os isolados provenientes do solo de Jaguaritina,

Unico sem histérico de utilizacdao de metalaxil em campo. Deve-se ressaltar que, uma

71



Caracterizag¢do Genética da Comunidade Bacteriana Associada a Biodegradagéo do
Fungicida Metalaxil

vez adotadas estratégias de analises moleculares, ndao foram utilizados testes
bioguimicos neste estudo, por se tratar de técnicas muito dispendiosas e
desnecessarias neste caso. Mas, o sucesso de ferramentas bioquimicas na
identificacdo de agentes microbianos degradadores de moléculas xenobidticas sao
evidentes, embora necessitem de um amplo conhecimento ao nivel de taxonomia de
microrganismos.

Embora nao tenham sido identificadas todas as bactérias avaliadas neste
estudo, algumas consideracbes a respeito da distribuicao espacial puderam ser
observadas. No caso da Acinetobacter calcoaceticus (proteobactérias do grupo gama,
gram negativa), por exemplo, sua ocorréncia s6 pode ser observada no solo de
Jaguariina enquanto que proteobactérias do grupo beta (Ralstonia e Burkholderia)
foram predominantes nos solos com histérico de aplicacdo do metalaxil. Bacillus, no
entanto, foram observados nos quatros solos estudados. Os valores de freqliéncia de
isolamento mostraram que o grupo Gl (gram negativas) é mais expressivo nos solos
de Jaguaritna e Estiva Gerbi, enquanto que o grupo GIV é mais expressivo no solo
arenoso de Petrolina e Aguai.

PopulacGes microbianas sdo conhecidas por sua habilidade em suportar
variacOes temporarias na estrutura genética pela pressdo de selecao exercida pelo
ambiente, as quais causariam trocas genéticas dentro da populacao local e migracdes
entre populacdes distintas (DI CELLO et al. 1997). A acdo antropogénica pela
aplicacao de agrotdéxicos no solo tem indicado a existéncia de favorecimento de
algumas espécies de microrganismos, que se tornariam estaveis e predominantes
dentro da comunidade. Esta estabilidade, mantida dentro das populacdes as custas
de fendbmenos de troca de informacdes genéticas, seria o fator pelo qual algumas
espécies conseguiriam se sobrepor a outras em conseqUiéncia da pressdo de selecao
exercida pela presenca da molécula, no caso dos solos com constantes aplicacdes do
fungicida (ALEXANDER, 1999).

Embora alguns trabalhos envolvendo moléculas xenobidticas tenham tido
sucesso na identificacdo de marcadores genéticos para processos degradativos
(JOSHI & WALIA, 1995; FRANKLIN et al., 1999), no presente estudo nio foi
possivel detectar a presenca de qualquer fragmento amplificado que fosse comum em
todos os padroes de bandas gerados nas reacoes de RAPD e que pudesse estar
sendo relacionado com a habilidade degradativa destes microrganismos. Esta

auséncia estaria relacionada, principalmente, com a grande variabilidade genética
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observada nos dois grupos de bactérias analisados, indicando a necessidade de se
avaliar esta diversidade em apenas um grupo taxondmico.

Bactérias do género Burkholderia e que compreende um grupo bem
heterogéneo de bactérias encontradas em ambientes endofiticos, solo e rizosfera,
segundo diversos autores (LESSIE et al., 1996; DI CELLO et al., 1997; CHANG &
ZYLSTRA, 1999; BALANDREAU et al., 2001) exibem uma complexidade genémica e
plasticidade que favorecem a variabilidade intraespecifica, a qual confere a estes
organismos alta capacidade adaptativa aos mais diversos ambientes. Da mesma
forma, espécies do género Ralstonia (ZHOU et al., 2001; HICKEY et al., 2001;
STEINLE et al., 1998), Acinetobacter (MIRGAIN & MONTEIL, 1993; MARIN et al.,
1995; VANEECHOUTTE et al., 1999; ROJAS et al., 1999; BARBERIO et al., 1998;
IJAH, 1998) e Bacillus (KADIYALA & SPAIN, 1998; JOSHI & WALIA, 1995; ROJAS
et al., 1999; RAMINEZ et al., 1998) tem sido destacadas pela presenca de um
grande numero de genes envolvidos em processos de biodegradacao das mais
diversas moléculas.

Perspectivas na utilizacdo das bactérias isoladas nos solos de Aguai, Estiva
Gerbi, Jaguaritina e Petrolina, estariam em métodos como o de controle biolégico
integrado ao tratamento quimico de Pythium e Phytophthora. Dados publicados por
MELO et al. (2001) revelaram que alguns fungos do género Trichoderma spp. seriam
habeis em degradar o fungicida metalaxil ao mesmo tempo em que estariam inibindo
P. parasitica e P. citrophthora. Da mesma forma, alguns experimentos envolvendo
varias espécies de Bacillus no controle da Phytophthora e Phytium sao citados na
literatura (HANDELSMAN et al., 1991; HWANG et al., 1996). Os resultados
apresentados neste estudo sugerem que, dentre os microrganismos avaliados,
bactérias do género Bacillus seriam as mais indicadas para testes em campo,
envolvendo estratégias de biorremediacao de areas contaminadas com metalaxil. Esta
afirmacao estaria baseada nas taxas observadas de crescimento destas bactérias em
meio de cultura minimo tendo o fungicida como fonte de carbono, sem a dependéncia
de fontes extras de nitrogénio e com uma fase de aclimatacdo em torno de 6 horas.
Caracteristicas particulares deste grupo como é o caso da producdo de enddésporos
(estruturas de resisténcia), apareceria como outro fator importante na selecdo de
biodegradadores do fungicida metalaxil, principalmente em locais com condicbes
ambientais extremas, como é o caso de regidoes semi-aridas. Outro fator que tornaria

este grupo de bactérias potencialmente interessantes do ponto de vista da
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biorremediacdo é o fato de ter sido isolado em todos os solos avaliados neste
trabalho, aumentado dessa forma a sua chance de sobrevivéncia caso seja
reintroduzido nestes ambientes. Esta biorremediacao poderia minimizar os efeitos de
aplicacoes repetidas de metalaxil no ambiente, como vem ocorrendo nos ultimos anos

na regiao do semi-arido nordestino nos um

Avaliacdo da dissipacao do metalaxil

A degradacdao do metalaxil pelos diferentes grupos de bactérias foi

quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Dissipacdo do metalaxil em meio de cultura MS: dez isolados bacterianos
foram avaliadas quanto a taxa de degradagdao do composto em meio minimo
MS liquido suplementado com metalaxil (3 e 30 pg i.a. mL"). Frascos com
50 mL de meio de cultura suplementado com o fungicida foram incubados a
30°C, sob agitagao (150 rpm) por 14 dias. Apdés este periodo, a cultura foi
filtrada em filtro de 0,2 um de didmetro (Millipore) e levada para analise por
CLAE. As condicdes cromatograficas utilizadas foram: coluna de fase
estacionéria Cis-Bondesil — (25 cm x 4,6 mm,x 5 um) Varian, fase mével
acetonitrila:dgua (70:30 v/v); pressao 137 psi; fluxo 1 mL min-1; /oop de
injecao de 50 pL; absorbancia 210 nm. O tempo de retencdo do fungicida
metalaxil foi de aproximadamente 5 min.

As porcentagens de recuperacdo obtidos nos testes de dissipacdo nas
concentracdes de 3 e 30 nug i.a. mL"' do fungicida para bactérias pertencentes ao
grupo Gl e GIV estao apresentados nas Tabelas 5.5 e 5.6.

A taxa de recuperacao de residuo do metalaxil em meio liquido diminuiu com
0 aumento do tempo de incubacao. As menores taxas foram obtidas pelas bactérias
provenientes do grupo GIV (representado pelo género Bacillus). Em contrapartida,
dentre as bactérias testadas, as isoladas do solo de Jaguariina foram as que

apresentaram as maiores porcentagens de recuperacao, nos dois grupos avaliados.
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Tabela 5.5. Porcentagem de recuperacdo em meio de cultura MS suplementado com
3 e 30 pg i.a. mL' de metalaxil inoculado com bactérias do GI, dados
obtidos por CLAE, no intervalo de 14 dias de incubacao

% Recuperacao do fungicida metalaxil

0 dia 2 dias 4 dias 7 dias 14 dias
Isolados 3pg  30pg 3pg  30pg 3pg  30pg 3pg  30pg 3ug  30pg
A1 (Burkholderia sp.) 100 100 87,54 83,12 77,16 72,45 70,18 68,45 65,16 61,12
E8 (Burkholderia sp.) 100 100 87,40 82,03 77,02 71,16 69,78 67,60 64,12 60,03
F1 (A. calcoaceticus) 100 100 90,63 87,60 84,01 80,29 77,20 73,26 72,16 69,87
N1 (Burkholderia sp.) 100 100 87,12 80,23 76,90 73,29 69,34 61,24 63,29 57,34
N4 (Burkholderia sp.) 100 100 87,09 80,12 76,78 73,11 69,03 60,89 63,11 56,90

Tabela 5.6. Porcentagem de recuperacdo em meio de cultura MS suplementado com
3 e 30 ug i.a. mL" de metalaxil inoculado com bactérias do GIV. Dados
obtidos por CLAE, no intervalo de 14 dias de incubacao

% Recuperacdo do fungicida metalaxil

0 dia 2 dias 4 dias 7 dias 14 dias
Isolados 3pg.  30pg 3pg  30pg 3ug  30pg 3ng 30ug 3pg  30pg
AB (Bacillus sp.) 100 100 80,23 80,04 70,45 67,29 67,70 62,34 60,45 57,12
E11 (Bacillus sp.) 100 100 78,78 79,23 68,12 66,87 65,39 60,78 60,20 56,98
F10 (Bacillus sp.) 100 100 87,45 86,90 83,67 79,34 78,90 74,90 64,12 60,27
N11 (B. sphaericus) 100 100 78,60 78,12 65,67 63,23 60,16 58,56 57,60 53,23
N14 (Bacillus sp.) 100 100 77,98 78,10 65,03 63,08 59,90 58,34 56,10 52,89

Poucos sao os relatos de isolamento e caracterizacdo de grupos de bactérias
em estudos de biodegradacdao do fungicida metalaxil. Alguns microrganismos
descritos como degradadores do fungicida sdo os fungos do género Fusarium,
Trichoderma, Penicillium (DROBY & COFFEY, 1991; MUSUMECI et al., 1986),
Phytophthora boehmeriae (BAILEY & COFFEY, 1985) Syncephalastrum racemosum
(ZHENG et al., 1989) e bactérias do género Bacillus (DROBY & COFFEY, 1991).

A identificacdo através da amplificacdo da subunidade 16S do RNA
ribossdémico revelou que Bacillus, Ralstonia, Burkholderia e Acinetobacter estao
envolvidos nos processo de biodegradacdo da molécula do agrotéxico nestes solos,
embora nao esteja excluida a hipétese de que outras espécies também sejam aptas a

metabolizar o composto.
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Conclusoes

Bactérias dos géneros Bacillus, Acinetobacter, Burkholderia e Ralstonia
foram isoladas e identificadas como aptas a degradacao do fungicida metalaxil. Foi
detectado um alto grau de polimorfismo gerado pelos padroes de bandas de RAPD
nos grupos bacterianos avaliados. As bactérias do género Bacillus, dentre os isolados
avaliados, foi considerada a mais indicada para aplicacdo em estudos de

biorremediacao de areas contaminadas com o fungicida metalaxil.
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Capitulo 6

Aspectos da Avaliac¢ao da Exposicdo ao
Metalaxil

Vera Lucia S. S. de Castro

Introducéao

Atualmente a nocdo de sustentabilidade é considerada como relevante para a
sociedade moderna e passa a concentrar a interface producao alimentar/meio ambiente.
Assim é que a proposta de um desenvolvimento sustentavel, incluindo a atividade
agricola, contempla a conservacao dos recursos naturais, a utilizacdao de tecnologias
apropriadas e a viabilidade econ6mica e social. A medida que o ambiente torna-se
essencial no plano da salde da coletividade, o desenvolvimento sustentavel tornou-se
parte integrante de decisao politica de saude ambiental.

E, portanto, a relacdo risco beneficio que deve nortear a escolha da utilizacdo
desses produtos. O risco refere-se a probabilidade de que um organismo ou uma
determinada populacdo sofra um dano. Esta avaliacdao é realizada, quanto a salde
ambiental, identificando 6rgaos ou sistemas afetados que podem levar a enfermidades e
desequilibrios, e estabelecer as condicdes de exposicdo e dose ao agroquimico que
levam ao dano e/ou enfermidade.

O estudo de uma determinada substdncia e seu potencial para causar danos
durante o desenvolvimento animal, envolve a avaliacdo e a integracdao de dados de
diversas categorias de observacdes. Assim, utilizam-se diferentes testes envolvendo
diferentes organismos na tentativa de obter-se uma visdao imparcial dos efeitos da

substancia em estudo.
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Sobre os agrotéxicos e os possiveis efeitos decorrentes da exposicdo ao
metalaxil

1. Consideracdes gerais

O modelo de agricultura utilizado no Brasil visa geralmente obter uma maxima
produtividade possivel de acordo com o local e a capacidade biolégica da planta.
Entretanto, tal modelo, muitas vezes, desestabiliza os agroecossistemas, provocando
danos a salde animal e humana. Os sistemas de producado intensivos elevam a
necessidade de uso de agroquimicos, os quais aumentam as concentracoes residuais e a
deriva de agroguimicos ocorridas durante o processo de aplicacdao dos produtos,
causando entre outros problemas, prejuizo a saude do trabalhador rural e as
comunidades vizinhas.

O Brasil é o oitavo maior consumidor de agrotéxicos por hectare no mundo
(FAIRBANKS, 2001), e o uso indiscriminado desses compostos no campo pode resultar
na intoxicacdao dos trabalhadores rurais com diferentes graus de severidade,
constituindo-se um grave problema de saldde publica, principalmente nos paises em
desenvolvimento (PIRES et al., 2005). Mais ainda, muitas vezes, o baixo nivel sécio-
econdbmico do trabalhador rural em especial no que se refere a sadde e educacao,
resulta em um padrao de exploracdao do meio ambiente além da capacidade de suporte,
causando impactos negativos sobre a biodiversidade e sobre os recursos naturais. Os
fatores de risco associados a maior ocorréncia de acidentes sao a classe social mais
baixa (OLIVEIRA-SILVA et al., 2001; FEHLBERG et al., 2001), a cor nado-branca e a
insatisfacdo com o trabalho realizado (FEHLBERG et al., 2001). Outros fatores como a
linguagem técnica empregada em acodes educativas e de treinamento e a pressao da
industria/comércio podem também ajudar no processo de comunicacao que realimenta a
insercao desfavoravel do homem do campo em uma economia de mercado mais ampla
(PERES et al., 2001). Contudo, muitas vezes o trabalhador desenvolve estratégias de
defesa frente a percepcao da situacao de potencial dano a salude (PERES et al., 2004).

Além do aplicador, esses produtos podem se distribuir no ambiente — solo, dgua
- podendo provocar agravos a saude da populacdo do entorno quer em sua forma
original quer como metabdlitos. Eles podem entrar em um organismo por diversas vias
de exposicdo. Por exemplo, quando os pesticidas sdo dispersos no ambiente, as

populacbes das areas proximas serdao possivelmente expostas por inalacdo de gases ou
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particulas, ingestdao de d4gua ou comida, ou absorcao pela pele através do contato com
agua de chuva, mar, rio, de uso doméstico, etc.. Tal exposicdao pode ocorrer por uma
série de motivos, entre eles: presenca de agrotdéxicos estocados na proximidade da
moradia; proximidade de algumas residéncias as é&rea de trabalho; ao manuseio
domeéstico da lavagem de roupas utilizadas na aplicacao e divisao social do trabalho, que
destina as mulheres pequenas tarefas, como a aplicacdo manual de produtos quimicos
(CASTRO et al., 1999).

Devido a complexidade, interacdes e variabilidade dos ecossistemas e seus
organismos, é dificil prever riscos mesmo com base em respostas biolégicas pois uma
mesma perturbacdo pode levar a diferentes respostas dependendo das variacoes das

condicoes ambientais.

2. Efeitos do metalaxil na satde

O metalaxil é um fungicida largamente utilizado em varias culturas no Brasil e
no mundo (DUREJA et al., 2000; MATTHEWS et al., 2003) e pertence a classe dos
fungicidas sistémicos do grupo dos alaninatos. Em relacao a toxicidade do metalaxil nos
organismo nao-alvo de forma geral e, em especial em seres humanos, ainda nao se
conhece bem seus possiveis efeitos. A degradacdo do metalaxil no rato ocorre
primeiramente pela via hidrélise do éster metilico, seguida da N-dealquilacdo, clivagem
do éter metilico e finalmente por oxidacao do metil benzeno com subseqiiente formacao
de conjugados com acido glucurdnico.

Depois de uma Unica dose oral de '*C Metalaxil em ratos machos e fémeas foi
observado que mais de 60% da radioatividade administrada foi excretada dentro de 24
horas. Apéds seis dias da aplicagdo, 37-63% da radioatividade foi excretada na urina e
35-66% nas fezes; principalmente na forma de metabdlitos. Muitos dos metabdlitos
excretados na urina do rato estavam tanto na sua forma livre quanto conjugado com
acidos glucurdnicos (FAO, 1983). Foi ainda encontrada radioatividade residual em
gordura, sangue e varios 6rgaos como figado, rim, musculo, cérebro, coracao, pulmoes,
e ovarios. Comparativamente, em outros trabalhos foram observadas no sangue altas
concentracdes de metalaxil e seus metabdlitos em periodos superiores a 6 horas e até
18 horas (KALOYANOVA et al., 1991). Em uma avaliacdo da excrecao de metalaxil com
ratas, em doses que nao provocaram sinais evidentes de toxicidade, foi observado

aumento da concentracdo eliminada, nos dias seguintes as administracdes. Contudo, o
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fato que a proporcédo entre as quantidades de metalaxil excretado em relacao ao tempo
nao permaneceu constante e sim aumentou em relacdo as doses estudadas (10 e 20 mg
kg'), pode indicar que ocorreu um certo acimulo do produto pelo organismo.
Considerando que o fungicida também é extensivamente excretado na forma de
metabdlitos, ndo dosados no trabalho, uma outra possibilidade é a de que com o
aumento da dose haveria um aumento da quantidade de metalaxil excretado sem ter
sofrido metabolizacdo (CASTRO et al., 2004). Estudos mais detalhados a respeito do
metabolismo do metalaxil deverao esclarecer esses pontos.

O metalaxil ainda pode afetar a atividade de algumas monooxigenases em
camundongos tratados intraperitonealmente com dose Unica de 200 ou 400 mg Kg™' ou
200 mg Kg' por trés dias (PAOLINI et al., 1996). Ele inibe a atividade da
monoaminoxidase (MAO) - o que promove o acimulo da dopamina, da norepinefrina e a
serotonina nos seus sitios de acao - provavelmente por interferir com o metabolismo das
aminas (NAIDU, 1989). O metalaxil induz bradicardia em ratos de forma dose-
dependente. Apds a administracdo intraperitoneal de metalaxil, os ratos podem
desenvolver sintomas de intoxicacao do sistema nervoso central tais como: tremores,
extensdao tbnica, ataxia e hipnoses, na dependéncia da dose (NAIDU &
RADHAKRISHNAMURTY, 1988). Devido ao fato de interferir com os sistemas
catecolaminérgicos, o fungicida pode eventualmente ocasionar prejuizos enddécrinos por
varios mecanismos uma vez que desde que a diferenciacdao e a maturacdao sexual em
ratos machos dependem de complexas interagcdes entre o hipotalamo, pituitaria anterior
e eixo gonadal, os agrotéxicos podem afetar a maturacao sexual (DUTTA & MEIJER,
2003; CUMMINGS & KAVLOCK, 2004).

Atualmente além da preocupacdao quanto aos riscos de intoxicacao por
exposicdo aguda e crbnica aos agrotéxicos, também estdo sendo estudados os
potenciais efeitos teratogénico e mutagénico. Apesar do metalaxil ndo possuir uma
atividade clastogénica evidente do DNA, ele pode provocar alteracoes na homeostase
celular que podem estar implicadas no processo de carcinogénese (HRELIA et al., 1996).
Além disso, apesar do metalaxil possuir baixa toxicidade para mamiferos, a combinacao
de impurezas presentes nos produtos técnicos provenientes dos processos de sintese e
estocagem, podem levar a diferencas marcantes na toxicidade desses produtos
(DUREJA et al., 2000). Uma das impurezas identificadas do metalaxil, o 2,6-xilidina, é

um carcinégeno nasal em ratos (TYDEN et al., 2004).
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Biomarcadores

A avaliacdo dos efeitos da exposicdo humana aos agroquimicos, conta
atualmente com um numero limitado de indicadores bioldgicos ou biomarcadores
reconhecidos e validados como aqueles utilizados na avaliacdo da exposicao e
intoxicacdo por inseticidas organofosforados. Assim, o estudo de alguns dos
mecanismos envolvidos na exposicdao aos agroquimicos e o conhecimento dos
processos através dos quais os agroquimicos possam afetar os organismos alvo e nao-
alvo sdo essenciais para o desenvolvimento de parédmetros a serem empregados na
avaliacdo dos riscos a saude publica e na tomada de decisbes quanto a seguranca de
seu uso (LESKO & ATKINSON, 2001).

A andlise do risco de contaminacdo de populacoes expostas envolve o
conhecimento das fontes de emissdao dos contaminantes e de suas transformacodes, do
transporte e do acumulo dos mesmos no ambiente, das rotas de ingresso no organismo,
da biodisponibilidade, da dose biologicamente efetiva e de possiveis efeitos prejudiciais
a salde desses organismos. Desta forma, pode-se realizar dois tipos de monitoramento
da exposicao de uma populacao: (a) o monitoramento ambiental que é uma avaliacdao
direta e que qualifica e/ou quantifica a exposicdo no ambiente (agua, ar solo), e (b) o
monitoramento biolégico que é uma avaliacao indireta e que qualifica e/ou quantifica a
exposicdo de um individuo da populacao ou de uma amostra da populagcdo em amostras
biolégicas.

Para a realizacdo do monitoramento biolégico é necesséario o conhecimento de
um indicador biolégico ou biomarcador. Estes indicadores devem expor os problemas e
suas causas e serem Uteis para alcancar os objetivos das politicas referentes a salde
(AMORIM, 2003). O biomarcador deve, tanto quanto possivel, prover uma analise dos
efeitos de estressantes ambientais, envolvendo a medida de respostas biolégicas em
uma escala temporal que evidencie alteracées sutis, além de trazer informacdes quanto
ao seu mecanismo de acdo. A observacao desses efeitos pode indicar sinais iniciais de
alerta (AITIO & KALLIO, 1999). Nesse aspecto, é adequado desenvolver escalas de
respostas biolégicas em relacdo ao tempo que sejam sensiveis a severidade da
exposicao (efeito dose-resposta) e que espelhem a suscetibilidade de dano,
principalmente aquele que se reflete no desenvolvimento dos jovens da populacao, apds

a exposicao aos agroquimicos. Contudo, nem sempre é possivel aos biomarcadores

determinar um efeito especifico ocasionado por um agroquimico e expressar correlacdes
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diretas lineares devido a presenca de varios agroquimicos no ambiente ou ainda
estabelecer o poder estatistico adequado dos pardmetros usados nas correlacdes entre
os efeitos observados e a exposicdo em amostras populacionais (ALONSO et al., 2004;
CONOLLY & LUTZ, 2004; GAYLOR et al., 2004).

A fim de proceder ao monitoramento biolégico, podem-se utilizar indicadores
biolégicos: a) de dose interna, acimulo ou depdsito que quantificam a substancia e/ou
seus metabdlitos no organismo e relacionam a exposicdo ambiental a dose interna
(relacao dose-resposta); b) de efeito, que avaliam os efeitos biolégicos que se traduzem
em alteracOes funcionais celulares capazes de evidenciar as alteracées que se instalam
no orgao-alvo, como as alteracdes bioquimicas e celulares. O indicador biolégico de
efeito estabelece a relacao entre a exposicao e o efeito téxico refletida em alteracdes
pré-clinicas e agravos a saulde (hepatotoxicidade, neurotoxicidade); e c¢) de
suscetibilidade ou genético, que procura o entendimento dos mecanismos relacionados a
acao téxica e o grau de resposta nos individuos (AMORIM, 2003).

Os biomarcadores de dose interna podem ser incorporados a modelos baseados
na toxicocinética (Physiologically Based Pharmacokinetic Models - PBPK) para sua
calibracdo e validacdo. A toxicocinética inclui os processos envolvidos desde a
disponibilidade quimica até a concentracdao do toxicante nos 6rgaos alvo (absorcao,
distribuicao, armazenamento, biotransformacao e eliminacao das substancias inalteradas
ou dos seus metabdlitos). Esses estudos permitem avaliar as diferencas das vias de
biotransformacao entre diferentes espécies e a possivel extrapolacdo para o homem
através de modelos biolégicos experimentais, ou mesmo estudar diferencas
toxicocinéticas entre criancas e adultos. Assim, os biomarcadores podem ser usados
para avaliar as relacoes dose-resposta em uma populacao e que possibilitam prever a
distribuicao do toxicante no organismo apés diferentes periodos da exposicao (GENTRY

et al., 2003; DIACK & BOIS, 2005).

Influéncia do fator idade na toxicidade

O reconhecimento dos fatores que influenciam a toxicidade de um determinado
nivel de exposicdo a um agroquimico é fundamental na determinacdo do risco de
exposicao a estes agentes em populacdes. Entre os diversos fatores, a idade reveste-se
de especial importancia, uma vez que a fisiologia difere entre recém-nascidos, criancas e

adultos. Em varios casos, os organismos mais jovens sdo mais suscetiveis aos efeitos
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téxicos dos contaminantes ambientais. Em criancas, a sensibilidade a possiveis efeitos
toxicos dos agroquimicos é por vezes maior que nos adultos, podendo sofrer danos com
doses menores (MOSER et al., 2001; SCHEUPLEIN et al., 2002; COSTA et al., 2004).
Esta sensibilidade seria resultante da diferenca entre a fisiologia dos recém-nascidos,
criancas e adultos em decorréncia de alguns fatores como area corporal, relacao da
massa cerebral e corporal, periodo de desenvolvimento, ventilagdo, funcado renal e
atividade enzimatica (GENTRY et al., 2003).

Entre o grande nUumero de pesticidas atualmente utilizados muitos possuem
potencial mutagénico e embriofetotéxico. A exposicdo de fémeas a pesticidas durante a
fase reprodutiva pode levar a alteracdes no desenvolvimento animal (CASTRO, 2000a;
2000b; 2004). Embora o organismo materno possa alterar um gquimico ou pelo menos
reduzir sua concentracao, a funcao da placenta como barreira é limitada. Moléculas de
muitas substancias podem atravessa-la, tanto por simples difusdo como por algum tipo
de transporte ativo. Portanto, muitos toxicantes ou quaisquer outras substéncias que
penetrem na fémea prenhe, podem atingir o feto. A ocorréncia de periodos criticos no
desenvolvimento animal, durante a prenhez e imediatamente apds o nascimento, permite
o entendimento de algumas destas modificacoes (COSTA et al., 2004).

Contudo, diferentes suscetibilidades nao implicam necessariamente em maiores
riscos em criancas. O efeito real vai depender dos mecanismos fisiometabdlicos e das
caracteristicas do produto em estudo (SCHEUPLEIN et al., 2002; ZWART et al., 2004).
O biomonitoramento das possiveis conseqiiéncias a exposicdo aos agroquimicos &,
portanto, importante no que se refere a efeitos no desenvolvimento animal e potencial
neurotoxicidade (NEWLAND et al., 2003; CHELONIS et al., 2004) e efeitos genotdéxicos
(TAIOLI & BONASSI, 2002). Baseado no fato de que as criancas sdo geralmente mais
sensiveis que os adultos aos efeitos neurotéxicos e comportamentais, a reversibilidade
dos efeitos neurotéxicos com o amadurecimento do organismo deve ser avaliada com
cuidado em testes experimentais, mesmo na auséncia da observacao de sinais evidentes

de dano neurolégico (KIMMEL & MAKRIS, 2001).

Testes com animais

Os dados laboratoriais (testes com animais) aliados aos de campo (estudos
epidemioldgicos) sao fundamentais no processo de avaliacdo de risco no tocante ao

estabelecimento de quais sdo os efeitos na salde decorrentes da exposicao ambiental a
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um contaminante. Assim, os modelos de estudo com animais tem sido amplamente
utilizados na avaliacdo de possiveis prejuizos em decorréncia da exposicdo aos
agroquimicos.

Muitos agroquimicos afetam o sistema reprodutivo e os testes confirmam
informacoes de seus efeitos sobre varios aspectos deste, incluindo gestacao, parto,
lactacdo, desmame, crescimento e desenvolvimento da prole (CLAUDIO et al., 1999).
Tem-se procurado melhorar os protocolos experimentais disponiveis e adicionar alvos de
estudo que possam fornecer uma melhor caracterizacao dos efeitos da exposicdao a
esses compostos (LIMA, 2003). A fim de determinar os riscos através da exposicédo a
substancias quimicas em humanos, muitas agéncias nacionais (Instituto Brasileiro do
Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis- IBAMA) ou internacionais (U.S.
Environmental Protection Agency- USEPA e Organization for Economic Co-operation
and Development- OECD) requerem testes toxicoldgicos especificos. Uma revisao dos
protocolos de testes requeridos pela USEPA levou a extensao do periodo de exposicao a
termo nos estudos de toxicidade pré-natal, neurotoxicidade, carcinogenicidade, entre
outros, consistindo numa bateria de estudos de toxicidade, utilizando roedores e nao
roedores (KIMMEL & MAKRIS, 2001; REUTER et al., 2003). A evolucdao dos métodos de
avaliacao referentes aos testes de efeitos reprodutivos e no desenvolvimento animal
aliada a adequacao da legislacdo tem respondido ao estudo desses efeitos e estimulado
a melhora dos protocolos de avaliacao de neurotoxicidade decorrentes da exposicao aos
agroquimicos; o que serd capaz de otimizar a deteccao de possiveis efeitos relacionados
a exposicao (MEYER, 2003).

As avaliacoes cuidadosas sobre o desenvolvimento animal freqlientemente
incluem, além das observacbGes quanto ao aparecimento de sinais fisicos, os aspectos
referentes ao desenvolvimento neurocomportamental (ALDER, 1983). Na maioria das
vezes, a toxicidade e em especial a neurotoxicidade ocasionada pela exposicao a
substancias téxicas é avaliada de acordo com algumas baterias de testes, descritas na
literatura internacional. Contudo, tais baterias variam de acordo com as recomendacdes
e/ou legislacdo de cada pais ou de acordo com critérios estabelecidos pelos
pesquisadores envolvidos no trabalho. Essas baterias podem ser realizadas através: (a)
da aplicacao de questionarios, exames clinicos (ex: dano de condutividade nervosa
periférica) e avaliacbes comportamentais no caso de seres humanos ou (b) da realizagao

de protocolos experimentais em animais de laboratério. Um exemplo de bateria de testes
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descrito é denominado FOB (Functional Observational Battery) (MOSER et al., 2001;
2004).

Exposicao de ratas ao metalaxil e avaliacao de alguns parametros
reprodutivos

O objetivo do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos do metalaxil na
reproducdo e desenvolvimento animal em organismos expostos perinatalmente para o
estabelecimento de indicadores desta exposicdo. Para tanto, foram realizados testes
com alguns parametros reprodutivos em ratas expostas ao metalaxil bem como foram
procedidas as observacdes de alguns possiveis efeitos neuromotores e comportamentais
em seus filhotes.

Os animais utilizados foram ratos Wistar, mantidos em condicGes padronizadas
de luz, umidade e temperatura no Biotério do Laboratério de Ecotoxicologia CNPMA -
Embrapa Meio Ambiente (Jaguariina — SP), sendo as matrizes fornecidas pelo Biotério
Central da UNICAMP (Universidade de Campinas). Os animais foram alojados em grupo
de 3 a 4 em gaiolas de polipropileno com cama de maravalha autoclavada. As gaiolas
foram devidamente colocadas em salas com temperatura e umidade controladas (22 +
2° C e 65 a 70%, respectivamente) por meio de aparelhos de ar condicionado,
ventilacdo e sistema de exaustao; iluminacao artificial com um ciclo de luz claro -
escuro 12h/12 horas, com inicio da fase clara as 7:00 horas. Agua e comida (racdo)
foram fornecidas a vontade aos animais durante todo o periodo dos procedimentos
experimentais.

Ratas fémeas foram previamente examinadas e selecionadas para que
estivessem nas fases de proestro/estro e tivessem ciclo estral regular, sendo distribuidas
ao acaso em numero de duas em gaiolas de polipropileno com um rato macho adulto
para que ocorresse o acasalamento. Na manha seguinte, o rato era retirado da gaiola e
os esfregacos vaginais das fémeas coletados. A presenca de espermatozdéide no lavado
vaginal das ratas foi considerada como indicativa do 1° dia de prenhez e todas as
fémeas que apresentavam diagndsticos positivos foram, neste momento, separadas em
gaiolas individuais.

O fungicida foi testado em varias doses. O metalaxil foi suspenso em agua
destilada esterilizada para que a dose administrada fosse de 10 e 20 mg kg™'. O produto
quando administrado na dosagem 20 mg kg', mostrou-se téxico aos animais utilizados

que apresentaram tremores e insuficiéncia respiratéria apés a exposicao.
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As ratas foram divididas ao acaso, em grupos, conforme abaixo:

Grupo controle 1 (Salina A): Animais que receberam apenas o veiculo (solucao
fisiolégica) no periodo 1° ao 6° dia de prenhez;

Grupo controle 2 (Salina B): Animais que receberam apenas o veiculo (solucado
fisioldégica) no periodo de 6° ao 15° dia de prenhez;

Grupo Metalaxil A1 (MET A1): Animais que receberam metalaxil na concentracao
10 mg kg no periodo 1° ao 6° dia de prenhez;

Grupo Metalaxil A2 (MET A2): Animais que receberam metalaxil na concentracao
20 mg kg no periodo 1° ao 6° dia de prenhez;

Grupo Metalaxil B1 (MET B1): Animais que receberam metalaxil na concentracao
10mg kg’ no periodo 6° ao 15° dia de prenhez;

Grupo Metalaxil B2 (MET B2): Animais que receberam metalaxil na concentracao

20mg kg’ no periodo 6° ao 15° dia de prenhez;

As taxas de viabilidade ao nascimento e ao desmame foram avaliadas conforme

(Tabela 6.1): VN = 100 x (nimero de filhotes natimortos / nascidos vivos) e VD = 100

X (nimero de filhotes desmamados / nascidos vivos)

As ratas foram mantidas em gaiolas-moradias com as suas respectivas crias. O

nimero de ratos usados em cada grupo é apresentado nas tabelas entre parénteses. O

peso das fémeas e de suas proles foi observado diariamente durante todo o teste e do

nascimento ao desmame (1° — 21° dias /vida) no periodo da manha. Os filhotes

continuaram sendo observados e pesados até a fase adulta nos dias 30, 60 e 90 de

idade (Tabelas 6.2, 6.3 e 6.4).

Tabela 6.1: Avaliacdo da taxa de viabilidade ao nascimento e da taxa de viabilidade ao

desmame, em ratas expostas por grupo ao fungicida metalaxil.

G Taxa de viabilidade (%)
rupos

Nascimento Desmame
Sal A (10) 96,00 (96/100) 61,00 (61/100)
Met A1 (7) 89,48 (34/38) 100,00 (38/38)
Sal B (10) 98,70 (77/78) 67,53 (52/77)
Met B1 (9) 100,00 (87/87) 87,35 (76/87)
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Tabela 6.2. Peso em gramas das ratas expostas ao metalaxil no 1°., 7°.,
dias de prenhez. S3do apresentadas as médias e os respectivos desvios

padroes.

Grupos/ dias

10

70

14°

21°

Sal A (10)
Met A1 (7)
Sal B (10)
Met B1 (9)

223,24+ 26,91
233,40+ 22,96
215,71+ 15,19
240,35+ 16,14

247,13+ 25,68
252,14+ 20,30
236,31+ 12,56
254,21+ 20,11

264,30+ 23,43
266,48+ 18,83
249,46+ 12,54
259,48+ 21,57

327,19+ 24,89
314,75+ 21,13
295,65+ 21,04
321,24+ 19,87

Tabela 6.3. Peso em gramas dos filhotes das ratas no periodo de lactacédo (1°- 23° dias
de vida). Sao apresentados as médias e os respectivos desvios padroes.

Dias de vida

Grupos 1° 7° 14° 21°

Salina A (10) 6,26 + 0,66 11,30+ 2,45 22,567+ 4,19 37,37+ 5,59
Met A1 (7) 6,47+ 0,61 14,98+ 2,22 25,78+ 4,91 41,31 8,06
Salina B (10) 6,39 + 0,37 11,53+ 2,23 21,19+ 5,42 35,63+ 6,75
Met B1 (9) 6,67 £ 0,35 12,563+ 1,06 22,14+ 2,49 35,07+ 4,29
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Tabela 6.4: Média e os respectivos desvios-padroes dos pesos (em gramas) dos filhotes
no 30°., 60°. e 90°. dias de vida.

Grupos 30 60 920
Sal A (27) 70,00 £ 10,09 174,28+ 29,19 230,13+ 49,87
Met A1 (15) 81,16 + 4,76 186,52+ 36,89 240,66+ 66,62
Sal B (27) 66,85+ 8,14 172,22+ 28,87 223,08+ 47,79
Met B1 (18) 70,00 + 5,85 173,77+ 35,51 234,11+ 42,28

Foram observadas a presenca e a auséncia de: a) reflexo de endireitamento: trés
filhotes de cada ninhada foram colocados sobre a mesa, em decubito dorsal; mediu-se o
tempo gasto para que voltassem a posicao anterior, ou seja, apoiados sobre as quatros
patas e, b) geotaxia negativa: trés filhotes de cada ninhada foram colocados com a
cabeca para baixo em uma plataforma a 25° e mediu-se o tempo gasto em segundos
para que se reoriente, ou seja, vire o corpo em 180°. Os filhotes tiveram 1 minuto para
se reorientar. A observacdo desses dois testes foi feita de acordo com a idade dos
filhotes e por determinado nimero de dias consecutivos, respectivamente entre os dias

2abe7al11 (Tabela 6.5 e 6.6).

Tabela 6.5. Laténcia em segundos para o reflexo de endireitamento de filhotes de ratas
expostos ao metalaxil com 2 a 5 dias de vida. Sdo apresentados as médias
e os respectivos desvios-padroes.

Dias de vida

Grupos

20 30 40 50
Salina A (30) 3,69+ 3,22 2,16+ 0,93 2,29+ 1,64 2,13+ 0,75
Met A2 (21) 5,62+ 5,33 3,66+ 3,25 1,80+ 0,63 2,02+ 1,03
Salina B (30) 4,76 £ 2,38 3,26+ 1,62 1,26+ 0,43 1,10+ 0,31
Met B2 (27) 3,37+ 1,20 4,74+ 6,98 2,03+ 0,87 1,95+ 0,93
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Tabela 6.6. Laténcia em segundos para a geotaxia negativa de filhotes de ratas expostos

ao metalaxil ao 7° ao 11° dias de vida. Sao apresentados as médias e os
respectivos desvios padrdes.

Dias de Vida
Grupos 7° 8° 9° 10° 11°
Sal A (30) 23,66+ 17,81 22,46+ 17,94 18,03+ 13,28 14,80+ 12,83 13,26+ 12,48
Met A2 (21) 29,67+ 20,94 30,67+ 22,04 28,65+ 19,560 21,23+ 17,60 11,28 £ 9,72
Sal B (30) 51,03+ 18,47 39,90+ 23,92 24,20+ 23,25 22,40+ 22,34 14,06+ 17,01
Met B2 (27) 27,07+ 20,563 18,92+ 15,88 13,65+13,50 15,11+ 14,88 10,38 + 7,27

Os dados de literatura a respeito do metalaxil em relacdo ao tema aqui abordado
sdo geralmente escassos. Nao se observaram alteracdes, quer na taxa de viabilidade ao
nascimento quer na viabilidade ao desmame. De igual forma nao se observaram
modificacoes produzidas pelo fungicida na duracao da prenhez, no peso dos filhotes ao
nascer, no peso das ratas prenhes e ao desmame até a idade adulta. A inibicao da MAO
(monoamina oxidase) (NAIDU, 1989) pode estar envolvida nos prejuizos observados
com a administracao de doses maiores de metalaxil as ratas, uma vez que esta enzima é
a principal rota de inativacdo de catecolaminas intraneurais. Estudos posteriores poderao
confirmar essa hipdtese.

Com o avanco do periodo gestacional, a unidade fisiolégica mae/placenta/feto
passa por consideraveis alteracoes fisiolégicas. Estas alteracOes promovem variacoes
nos processos de absorcao, distribuicao e eliminacao de xenobidticos. Tais alteracoes
evidenciam-se melhor quando os organismos estdo expostos as doses altas de um
pesticida. Problema maior surge na tentativa de determinarem-se prejuizos das doses
menores as sub-clinicas (que nao produzem sinais téxicos evidentes), que podem
confundir-se com outros fatores alterando a reproducédo animal e causando, por sua vez,
efeitos mais sutis e nao menos importantes. O desenvolvimento dos reflexos aqui

estudados aparentemente nao foram alterados pela exposicdo ao metalaxil.

Conclusao

De forma geral, conclui-se que o metalaxil ndo produziu efeitos prejudiciais no
desenvolvimento dos filhotes na dose de 10 mg kg' durante os periodos analisados no

presente trabalho. Contudo, em doses maiores e em um periodo maior de observacao,
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ocorreram sinais de toxicidade nas ratas que receberam 20 mg kg’ do metalaxil, com

dificuldade respiratéria.
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