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Sindpse:

Estudou-se o efeito da interacdo glifosato x fosforo x dias ap6s a aplicacéo sobre a microbiota
de um Latossolo Vermelho Amarelo da Amazénia Meridional cultivado com soja transgénica.
Aspectos envolvendo a populacdo de fungos e bactérias bem como a atividade microbiana
total do solo foram avaliados.
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Resumo

O aumento do uso do herbicida glifosato devido as diversas aplicacbes do mesmo nas
lavouras, bem como de adubacdes fosfatadas, podem modificar a microbiota dos solos.
Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a interacdo do glifosato e do fosforo sobre a
microbiota de um solo, sem histérico de uso de glifosato, plantado com soja transgénica (RR)
em 4 datas de coletas distintas. Para isso foram realizadas contagens de unidades formadoras
de colénias (ufc) de fungos e bactérias e determinado o carbono da biomassa microbiana
(CBM), respiracdo basal (RB), quociente metabdlico (QMet) e o quociente microbiano
(gMic). O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 4 x 2 x 4 correspondente a 4 concentracdes de glifosato (0, 0,9, 45 e 90 kg ha™ de
equivalente 4cido de sal de isopropilamina), dois niveis de fésforo (270 e 540 kg ha™ de P,Os)
e 4 datas de coleta do solo (0, 1, 10 e 40 dias ap0s a aplicacdo dos tratamentos), com 4
repeticdes. Na interagdo tripla, a maior concentracdo de glifosato e de fosforo aos 40 dias
reduziram significativamente o nimero de ufc bacteriana e aumentou CBM em 2,3 vezes,
porém ndo se constatou diferenga significativa na RB, no gMet ou no gMic para 0 mesmo
tratamento. Houve reducdo significativa de ufc fingica nas duplas interacdes com a maior
concentracdo de glifosato. Nas condi¢des experimentais, a maior concentracdo de glifosato
em interacdo com nivel duplicado de fosforo foi tdxica para bactérias e fungos cultivados,
sem, contudo interferir negativamente na atividade microbiana do solo.

Palavras-chave: Microbiota do solo, adubacéo fosfatada, sal de isopropilamina.

Abstract

The increased use of glyphosate due to various applications in the same crops as well as
phosphate fertilizer, can modify the soil microbiota. The objective of the study was to
evaluate the interaction of glyphosate and phosphate on the microbiota of a soil with no
history of glyphosate use, growing GM soy ( RR ) in 4 differents sampling dates . For this
purpose colony forming units (CFU) of fungi and bacteria were counted, in addition,
microbial biomass carbon (MBC), basal respiration (BR), metabolic quotient (qCO; ), and
microbial quotient (qMIC) were determined. The study was conducted in a completely
randomized design in a 4 x 2 x 4 factorial scheme, 4 glyphosate concentrations (0, 0.9, 45,
and 90 kg ha™ acid equivalent isopropylamine salt), 2 levels of phosphorus (270 and 540 kg
ha® P,0s), and 4 soil sampling dates (0, 1, 10, and 40 days after treatment application) with 4
replications. In the three-way interaction, at the highest concentration of glyphosate and
phosphorus after 40 days, decreased by 7.8% the number of bacterial CFU and increased
MBC by 2.3 times, but no significant differences were observed in BR, qCO, or gMIC for
the same treatment. There was a significant reduction in fungal CFU in two-way interactions
at the highest concentration of glyphosate. Under the experimental conditions, the highest
concentration of glyphosate in duplicate interacting with phosphorus level was toxic to
cultured bacteria and fungi, however, it did not interfere negatively on soil microbial activity.

Key-words: Soils microbes, phosphate fertilizer, isopropilamine salt
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INTRODUCAO

A Amazonia Mato-Grossense, localizada no ecétono Cerrado-Amazonia, tem sido
cenario de grandes mudancas no que concerne ao uso da terra. Com expressivo potencial
para producdo de grdos em larga escala, a regido que compreende 0 municipio de Sinop-
MT destaca-se por ser a ultima fronteira agricola da Amazonia Legal, conforme IBGE
(2013).

Ocorre que a utilizacdo de modelos pre-existentes, tal como sucessdo de culturas,
ndo podem subsistir em tal regido, haja vista a necessidade de se conhecer as
especificidades produtivas de cada paisagem para gque a producao seja otimizada de forma
sustentavel.

Assim, lancando mdo da multidisciplinaridade das Ciéncias Ambientais, a
utilizacdo de ferramentas geradas a partir de inovagfes cientificas, tais como o uso de
organismos geneticamente modificados (OGM), bem como o emprego de tecnologias
sistematicas de manejo de producdo, tal como a integracdo lavoura-pecuaria-floresta,
podem se tornar econémica e ambientalmente vidveis, uma vez que o conhecimento, 0 uso
e a conservacao da biodiversidade sdo os aspectos centrais de tal ciéncia.

Sinop esta inserida numa regido cuja estimava de participacdo na producédo estadual
de soja é de 36,60% para safra 2014/15. A producdo estadual para safra 2013/14 esta
estimada em 25,6 milhdes de t. em uma &rea 8.269.025 ha. Dessa, estima-se que 77% seja
destinada ao cultivo de soja geneticamente modificados (OGM) (APROSOJA, 2013).

Tal contexto prevé continuas e novas entradas de glifosato no ambiente, e estudos
que possam predizer a sua dinamica no solo frente aos demais insumos, principalmente aos
fosfatos inorganicos, tornam-se de grande relevancia para obtencdo de produgdes

ambiental e economicamente sustentaveis.
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O glifosato quando aplicado sobre as plantas de soja, 90% de sua molécula pode
chegar de forma ativa ao solo (Prata, 2002) e estar disponivel para transformacdes bidticas
e abioticas ou ainda ser transportada para outros compartimentos do ambiente (Arantes,
2007), comprometendo assim tanto a eficiéncia do herbicida quanto a seguranca ambiental
dos ecossistemas e producdes subsequentes.

Por se tratar de um herbicida organofosforado, anfotero, de alta solubilidade ede
comportamento zwiterionico, em condicdo ideal de pH para producdo de soja, pKa 5,5,
50% da sua molécula devera possuir 3 dissociacdes no grupo metilfosfénico (Amarante
Junior e Santos, 2002). Tal fato propicia competicdo entre essa molécula e o fdsforo
inorganico proveniente de adubos fosfatado convencionais pelos sitios de sor¢do dos
coloides do solo (Prata et al., 2003).

O glifosato e o fésforo convencional possuem uma forte interacdo nos solos, uma
vez que a extensdo das forcas de ligacdo do glifosato € proporcional a capacidade do solo
em adsorver fosfato inorgénico (Prata et al., 2003). No entanto, estudos revelaram que os
Oxidos de ferro e aluminio, preferencialmente, adsorvem ions fosfato a molécula do
glifosato, possivelmente pelo maior volume e pela sua menor afinidade com os sitios de
sor¢édo (Gimsing e Borggaard, 2001).

Portanto, acredita-se que a condi¢do duplicada de fésforo no solo, utilizado neste
experimento tendera a deixar maior concentracdo da molécula do glifosato na solucdo do
solo e assim, acessivel ao ataque microbiano, uma vez que a principal via de degradacédo
do glifosato no solo é mediada pelos microrganismos do solo (Forloni et al., 1998; Moreira
e Siqueira, 2006; Arunakumara et al., 2013).

A medicdo e 0 monitoramento de atributos biologicos do solo que permitam inferir
sobre a sua qualidade podem ser ferramentas aliadas dos produtores quanto ao seu manejo,

pois 0s microrganismos respondem rapidamente as alteracOes antropicas no ecossistema
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solo, sendo assim capazes de predizerem o estado ecoldgico do solo (Totola e Chaer,
2002).

Né&o obstante, e embora vista com ressalvas, a contagem de microrganismos no solo
¢ de grande importancia para que se possa inferir também sobre a sua fertilidade,
fornecendo subsidios para programas de conservacdo de areas florestadas e ainda

recuperacdo de areas degradadas.

Diante desses aspectos, 0 objetivo do presente trabalho foi avaliar a interagdo do
herbicida glifosato e do fosforo sobre os microrganismos de um Latossolo Vermelho
Amarelo da Amazonia Meridional, sem histdrico de uso de glifosato e plantado com soja

transgénica em diferentes datas de anélise.

2- MATERIAL E METODOS

O solo utilizado no experimento foi coletado em uma mata de transi¢do entre os
biomas Cerrado-Amazonia nas proximidades da Universidade Federal de Mato Grosso
(UFMT), na cidade de Sinop-MT, nas seguintes coordenadas geograficas: 11°48°036”’
latitude sul e 55°28°314”’longitude oeste. O clima predominante na regido segundo
Kdppen é Tropical chuvoso (Aw), com média pluviométrica anual de 2000 mm (Vianello,
1991). A predominancia de chuvas se d& entre 0s meses de setembro e marco e a de seca
entre 0s meses de junho a setembro. A temperatura maxima e minima anual € de 33°C e
27°C, respectivamente, com altitude de 384 m (Pinto janior et al., 2009). O experimento
foi conduzido em casa de vegetacéo, nas dependéncias da UFMT Campus de Sinop - MT.

O solo utilizado no experimento foi coletado na profundidade de 0 a 15 cm e
classificado como Latossolo Vermelho Amarelo, conforme o Sistema Brasileiro de

Classificacdo de Solos (EMBRAPA 2006). Do volume total, foi retirada uma amostra
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composta para analises fisicas (textura e densidade do solo), conforme Manual de Métodos
de Analises de Solo (EMBRAPA, 1997) e quimicas (macro e micronutrientes) descritas no
Manual de Analises Quimicas de Solos, Plantas e Fertilizantes (EMBRAPA, 2009). Os

resultados sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Andlises quimicas e fisicas do Latossolo Vermelho Amarelo

pH pH P S K Ca Mg Al H+AI C M.O
(CaCl)  (H:0) S 110 1 — emol gy dm3-eemmeeemeeeeeeev (%) gdm?
486 522 135 108 0,09 155 067 010 450 2,31 39,97
Zn Cu Fe Mn B Areia Silte Argila Ds
mg dm™ gdm™ gem?®
0,37 029 804 163 0,14 374 146 480 1,2

Ds- densidade do solo

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema
fatorial 4 x 2 x 4 correspondente a quatro concentracdes do glifosato (0; 0,9; 45 e 90 kg
ha™ equivalente acido do sal de isopropilamina), dois niveis de fésforo, o recomendado e
o duplicado(270 e 540 kg ha™ de P,Os); e 4 datas de coleta (0, 1, 10 e 40 dias ap6s a
aplicacdo do herbicida e do fosforo). A data de coleta O foi realizada ap6s 4 horas da
aplicacdo. Constituido por 4 repeti¢bes, 0 experimento totalizou 128 unidades amostrais,
sendo amostrados 32 vasos para cada data de coleta. As concentracdes crescentes de
glifosato testadas correspondem a 0, 1, 50 e 100 vezes a dose do produto comercial
Roundup Original® por hectare, sendo a dose recomendada equivalente a 2,5 L ha™do
produto comercial.

Antes do inicio do experimento o solo foi corrigido com calcario Filler (PRNT
99%), a fim de elevar a sua saturacéo de bases para 60%. Apds trés meses da calagem, 3,5
kg do solo corrigido foi transferido para os vasos e adubado com fosfato monoaménico
(MAP 41% P,0s), nas doses de 0,50g (recomendada) e 1,00 g (duplicada) e com cloreto de
potassio (60% K,0) na dose de 0,45 g. Em seguida foram aplicadas, com o auxilio de um
borrifador, as diferentes concentracGes de glifosato diretamente ao solo de cada vaso e

4
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homogeneizados. O produto comercial utilizado foi Roundup original®, o qual contem 360
g L™ equivalente 4cido de sal de isopropilamina.

Ap0s a adubacéo do solo e aplicacédo do glifosato foram semeadas em cada vaso, 5
sementes da cultivar de soja transgénica TMG 132 RR, com germinacdo de 98%,
inoculadas com estirpe de Bradyrhizobium spp, segundo a recomendacéo do fabricante.

Os vasos foram mantidos em casa de vegetacdo até o término do experimento sob
irrigacdo por microaspersao controlada automaticamente, com lamina d’agua diaria
programada para 5 mm ha™*.

Para as analises microbioldgicas as coletas de solo foram realizadas aos 0
(aproximadamente 4 horas ap0s a aplicacao dos tratamentos ao solo) 1, 10 e 40 dias apos a
aplicacdo de glifosato, do fésforo e do plantio da soja, sendo amostrados 32 vasos para
cada data. Todo o solo de cada vaso, apés a retirada da raiz da planta, foi homogeneizado
sobre saco plastico descartavel, e deste uma subamostra de 500 g foi colocada em um saco
plastico identificado e armazenada em geladeira a 4 °C.

Contagens de Unidades Formadoras de Colonias (ufc)

Foram realizadas quantificacdes de unidades formadoras de colonias (ufc) de
fungos e bactérias para as 128 amostras de solos armazenadas. O método utilizado foi
diluicdo seriada e plaqueamento do tipo spread-plate em meio de cultura seletivo
(Wollum, 1982). Os meios utilizados para o crescimento de bactérias e fungos foram Agar
Nutriente do fabricante HIMEDIA® e Batata Dextrose Agar (BDA) do fabricante
ACUMEDIA®, respectivamente.

A extracdo dos microrganismos foi realizada pela diluicdo sucessiva de 1,00 g de
solo, em 9,0 ml de solucéo salina de NaCl a 0,85%, até diluicdo 10°°. Placas de 9,0 cm de
diametro foram inoculadas em triplicatas com100 uL de cada dilui¢do e incubadas a 28 + 2

°C durante 24 h para bactérias e 48 h para fungos. Para bactérias utilizaram-se as placas
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que apresentavam entre 30 e 300 coldnias e para fungos entre 10 e 100 colénias (Moreira e
Siqueira, 2006). Para converter ufc em ufc mL™, multiplicou-se o valor de cada contagem

pelo fator de diluicdo e multiplicou-se por 10.

Quantificacdo do carbono da biomassa microbiana total do solo (CBM), taxa de
respiracdo basal (RB), quociente metabdlico (QMet) e quociente microbiano (gMic)
do solo

O carbono da biomassa microbiana do solo foi determinado pelo método
fumigacdo-incubacdo adaptado de Jenkinson e Powlson (1976b). A umidade do solo foi
corrigida para 60% da capacidade de campo e em seguida, amostras de 100 g em
quadruplicata foram acondicionadas em béqueres de 50 mL. Essas amostras foram
subdivididas em duas replicatas de 23 g + 2 g e outra de 25 g, sendo 23 g fumigadas e 25¢g
ndo fumigadas. Os 2 g foram utilizados para reinoculacdo posterior a fumigacéo, a qual
teve duracdo de 7 dias. Para definir o melhor periodo de incubacéo do solo utilizado neste
trabalho, apds a reinoculacédo, foi realizado um ajuste metodoldgico através de titulacdes
sucessivas aos 5, 7 e 10 dias da liberacéo de C-CO:..

Apobs a titulacdo do NaOH, calculou-se a quantidade de C-CO, liberada das
amostras fumigadas e ndo fumigadas, conforme Alef e Nannipieri (1995).

O carbono da biomassa microbiana e a taxa de respiracdo basal do solo foram
calculados conforme Jenkinson (1988).

O quociente metabdlico, qMet ou qCO,, foi calculado de acordo com Anderson e
Domsch (1993) enquanto que, 0 quociente microbiano, gMic, calculou-se a partir da

metodologia determinada por Sparling (1992).



154  Analise estatistica

155 Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e quando
156  significativos (p<0,05), as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%. O software
157 usado foi o SISVAR 5.1. Para normalizacdo, os dados de contagens de ufc foram
158  transformados em log.

159

160 RESULTADOS

161  Unidade Formadora de Col6nia (ufc) de Bactérias

162
163 Tabela 2. Probabilidade associada dos efeitos de concentracdes crescentes de glifosato, niveis de fésforo
164 e dias apds a aplicacéo sobre unidades formadoras de coldnias de bactérias e fungos

Bactérias
Variéveis g.L. S.Q. Q.M. F P
Concentragdo glifosato 3 1.385 0.4616 18.32 <0.001"
Dias ap0s aplicacéo (D.A.A) 3 1.731 0.5771 22.91 <0.001"
Niveis fosforo 1 0.680 0.6801 26.99 <0.001"
Glifosato*D.A.A 9 5.159 0.5732 22.75 <0.001"
Glifosato*Fésforo 3 0.904 0.3012 11.96 <0.001"
D.A.A*Fésforo 3 1.464 0.488 19.37 <0.001"
Glifosato*D.A.A*Fésforo 9 1.244 0.1382 5.48 <0.001"
Residuo 93 2.343 0.0252

Fungos

Variaveis g.L. S.Q. Q.M. F P
Concentragéo glifosato 3 0.412 0.1372 1.33 0.27
Dias ap06s aplicacéo (D.A.A) 3 1.352 0.4507 4.38 0.01"
Niveis fosforo 1 0.001 0.0007 0.01 0.94
Glifosato*D.A.A 9 2.337 0.2597 2.52 0.01"
Glifosato*Fosforo 3 0,825 0.2750 2.67 0.05"
D.A.A*Fésforo 3 0.571 0.1903 1.84 0.14
Glifosato*D.A.A*Fdsforo 9 0.941 0.1046 1.02 0.43
Residuo 93 9.580 0.1030

165 " Tratamentos significativos a 5% de probabilidade.

166 A diluigdo 10™ foi a que melhor atendeu ao pré- requisito “quantidade de unidade
167  formadora de colonia” para bactérias, conforme descritos por Moreira e Siqueira (2006),
168  para 0s tratamentos testados. Na Tabela 2, observa-se que para bactéria, todos os

169  tratamentos, bem como suas interacdes, foram significativos sobre a quantidade de ufc,
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enquanto que para fungos, isoladamente, somente a variavel dias apds aplicacdo foi
significativa. O glifosato so foi significativo sobre ufc fingica quando em interacdo dupla

com dias apos aplicacéo.

Na Figura 1(A) observa-se que a maior concentracdo de glifosato (90 kg ha™ e. a.
de sal de isopropilamina) em interacdo com o nivel recomendado de fésforo (270 kg ha™
P,0s) estimulou o numero médio de ufc bacterianas em todas as datas avaliadas. No
entanto, observa-se na Tabela 3 que no decorrer dos dias essas ufc tenderam a diminuir, em

relacdo as primeiras 24h.

Na condi¢do duplicada de fosforo, Figura 1 (B), constatou-se que a maior
concentracdo de glifosato aplicada ao solo teve efeito deletério sobre ufc bacteriana, exceto
no dia 1. Tal resultado corrobora com aqueles apresentados por Busse et al., 2001 ao
utilizar 500 mM de glifosato diretamente no meio de cultura como fonte de nutrientes e

energia para bactérias em 3 classes de solos da Califérnia.
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Figura 1. Quantidade média (e desvio padrdo) de ufc bacteriana no nivel recomendado (A) e duplicado (B)
de fosforo em interacdo com concentracdes crescente de glifosato em kg ha™ de equivalente 4cido de sal de
isopropilamina, dentro dos dias apds a aplicacdo. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tal resultado sugere que uma concentracdo letal desse herbicida tenha ficado
disponivel na solucdo do solo, uma vez que o alto teor de fosforo € capaz de dessorver o
glifosato (Prata et al, 2003; Da Cruz et al., 2002; Dion et al, 2001) para solucdo do solo, ou
ainda pela preferencia de sorcdo do fosforo em relacdo ao glifosato, ficando assim

disponivel o herbicida para microbiota.

Gimsing & Borggaard (2001), relataram que a preferencia do fésforo ao glifosato
pelos coloides do solo esta relacionada com a maior afinidade e o menor volume do ion

fosfato em relacéo ao radical metilfésfonico da molécula do glifosato.

Constatou-se ainda uma tendéncia de aumento de ufc bacteriana aos 10 dias apds a
aplicacdo do glifosato mesmo na condicdo duplicada de fésforo, o que reforca a capacidade
degradadora da microbiota, que nesta condicdo de fosforo, possivelmente tenha utilizado

em seu metabolismo o fdsforo proveniente do glifosato.

Aos 40 dias, acredita-se que todo glifosato e parte do seu principal metabolito
AMPA (Acido aminometilfosfonico) tenham sido dissipados (Veiga et al., 2001) e
consequentemente o fésforo proveniente da molécula do glifosato, reduzindo assim, para

todas as doses testadas de glifosato nesta data de coleta, 0 nimero de ufc bacteriana.

Na Tabela 3 é possivel observar que para a condicdo duplicada de fésforo,
constatou-se efeito adverso sobre ufc bacteriana no decorrer dos dias de avaliagdes frente

as diferentes concentracdes de glifosato testadas.

A dose recomendada de glifosato, aos 1 e 10 dias ap6s aplicagdo, na condicdo
duplicada de fosforo, aumentou significativamente ufc bacteriana. Para concentracdo de 45

kg ha™esse efeito se estendeu até 40 dias ap6s a aplicagdo, corroborando com Ernervika,

10
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A. 2013, que detectou que a mineralizacdo do glifosato aumentou com o aumento da sua

concentragéo no solo.

No entanto, para a maior concentracéo testada de glifosato (90 kg ha™), a interacéo
com a condicdo duplicada de fosforo teve efeito deletério sobre essas ufc, aos 40 dias apds
a aplicacdo dos tratamentos ao solo, semelhantemente ao comportamento constatado para a

testemunha (0 kg ha™de glifosato) Tabela 3.

Tabela 3. Valores médios de ufc bacteriana no desdobramento de concentracdes de glifosato dentro
de dias ap6s aplicacdo e niveis de fésforo (letras minudscula) e de niveis de fésforo dentro de dias
apos aplicacdo e concentracgdes de glifosato

ConcentracBes de glifosato (kg ha™ e.a sal de isopropilamina)

. . 0 0,9 45 90

Dias apos

aplicacdo Fosforo

(D.AA) (kg ha™*P,05)

270 540 270 540 270 540 270 540

0 6,3¢4bA 654bA 664aA 6,56b A 6,96 a A 6,79b A 6,93abA 6,92aA
1 6,42abA 654bA 576cB 6,23¢ A 6,67aA 6,72b A 6,95aA 6,73aA
10 6,46abB 706aA 6,11bB 6,88a A 6,70aB 7,20a A 6,64bc A 6,79aA
40 6,70aA 656bB 6,69aA 6,70ab A 6,02bB 6,56 b A 6,53 Cc A 6,06b B

Letras minusculas comparam as médias na coluna e letras maitsculas comparam as médias nas linha pelo teste de Tukey
a 5%. Valores médios expressos em log x.

Unidade Formadora de Coldnia (ufc) de Fungos

A diluicso 107 foi a qual possibilitou a formagdo do niimero de coldnias fingicas
entre 10 e 100 (Moreira e Siqueira, 2006).

Na Tabela 2 é possivel observar que a variavel dias ap6s a aplicacdo, isolada ou em
interacdo com a concentracdo de glifosato foi mais importante para o aumento da

quantidade de ufc fungica do que somente concentracdo de glifosato.

11
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Tabela 4. Valores médios de ufc fungica na dupla interacdo entre glifosato e dias ap6s aplicacao.
Desdobramento de concentracdes de glifosato dentro de dias apds aplicacéo (letra minascula) e de dias
apos aplicacao dentro de concentraces de glifosato (letras maiusculas)

Dias ap6s aplicagdo (D.A.A)

Glifosato (kg ha™

e.asal de 0 1 10 40
isopropilamina)

0 5,68aA 523aB 517bB 501aB
0,9 551laA 530aA 517b A 532aA
45 5,39a AB 5,44 a AB 5,66aA 512aA
90 540aA 550aA 538aA 536aA

Letras minusculas comparam as médias na coluna e letras maitsculas comparam as médias nas linha pelo teste de Tukey
a 5%. Valores médios expressos em log x.

Na Tabela 4 € possivel observar que as diferentes concentraces de glifosato so
foram significativas sobre ufc fungicana coleta de 10 dias ap6s a aplicacdo, tendo as
maiores concentragdes, 45 e 90 kg ha™ de glifosato, incrementado respectivamente, em
9,5% e 4,1% a quantidade de ufc fungica em relacdo a testemunha (0 glifosato).

Ainda na Tabela 4 observa-se que a concentracdo de 45 kg ha™ de glifosato
aumentou significativamente o nimero de ufc de fungos no decorrer dos dias e que as
demais concentracdes ndo interferiram sobre o nimero dessas ufc.

Tabela 5. Valores médios de ufc flngica no desdobramento de niveis de fosforo dentro de

concentracdes de glifosato (letras mindsculas) e de concentracdes de glifosato dentro de cada nivel de
fosforo (letras maitsculas)

Glifosato (kg ha™le.a sal de isopropilamina)

Niveis de

Fosforo 0 0.9 45 %0
270 520aB 5,33aAB 5,34 a AB 554aA
540 535aA 532aA 547 aA 529b A

Letras minusculas comparam as médias na coluna e letras maitsculas comparam as médias na linha pelo teste de Tukey a
5%. Valores médios expressos em log x.

No nivel recomendado de fosforo constatou-se que a maior concentracdo de
glifosato (90 kg ha™) incrementou em 6,5% o nimero de ufc fangica em relagdo a
testemunha (0 kg ha™ de glifosato). No entanto, para a mesma condicéo de glifosato foi
evidenciado efeito deletério do mesmo quando em interacdo com a condicao duplicada de

fosforo. (Tabela 5).
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Carbono da biomassa microbiana

Tabela 6. Probabilidade associada dos efeitos de concentragles crescentes de glifosato, niveis de

fésforo e dias ap6s a aplicagéo sobre do carbono da biomassa microbiana total do solo.

Variaveis g.L. S.Q. Q.M. F P
Glifosato 3 66437,6 22145,9 5,943 <0.001"
Dias apés aplicacdo (D.A.A) 3 9250,1 3083,4 0,827 0,48
Niveis fésforo 1 27774,3 27774,3 7,453 <0.01"
Glifosato*D.A.A 9 149327,7 16591,9 4,453 <0.001"
Glifosato*Fdsforo 3 22441.,6 7480,5 2,007 0,11
Epoca*Fosforo 3 32389,4 10796,5 2,897 0,04
Glifosato*D.A.A*Fdésforo 9 198882,4 22098,0 5,930 <0.001"
Residuo 96 357732,1 3726,4

" Tratamentos significativos a 5% de probabilidade.

Embora dias apds a aplicacdo isoladamente ndo tenha sido significativa sobre

CBM, a interacdo tripla entre os tratamentos foram significativas (Tabela 6).

Na condicdo recomendada de fdsforo, as concentracdes de glifosato s6 foram

significativas sobre o CBM aos 10 dias ap0s a aplicacdo, tendo a maior concentracdo do

herbicida aumentado o carbono da biomassa microbiana no solo (Figura 2 A).

Com a dose duplicada de fosforo, a maior concentracdo de glifosato tendeu a

aumentar CBM em relacdo a testemunha (0 kg e.a ha™) em todas as datas avaliadas, sendo

constatada diferenca significativa nos dias 0 e 40 ap6s a aplicacdo. (Figura 2 B)
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Figura 2. Carbono da biomassa microbiana total do solo (média e desvio padrdo) no nivel recomendado (A)
e duplicado (B) de fésforo em interacdo com concentracdes crescentes de glifosato dentro dos dias ap6s a

aplicacdo. Letras iguais ndo diferementre si pelo teste de Tukey a 5%.
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Tabela 7. Valores médios do carbono da biomassa microbiana total do solo (uC g™) no desdobramento
de concentragdes de glifosato dentro de dias apés aplicagéo e niveis de fésforo

glifosato (kg ha™ e. a. sal de isopropilamina)

. . 0 0,9 45 90
Dias apos
incubacéo Fésforo
(D.A.l) (kg ha™'P,0s)
270 540 270 540 270 540 270 540
0 112 aA 38bA 151aA 115a A 139ab A 150 ab A 76bB 227a A
1 9la A 91b A 112a A 173a A 176 a A 7%6bB 131ab A 111b A
10 83aB 274a A 72aA 99aA 40bA 77bA 239a A 214ab A
40 184 a A 122b A 109a A 96aA 65 ab B 194a A 85b B 278a A

Letras mindsculas comparam as médias na coluna e letras maitsculas comparam as médias na linha pelo teste de Tukey a 5%.

Na Tabela 7 observa-se que os diferentes niveis de fosforo foram significativos
sobre CBM aos 0 e 40 dias apos a aplicacdo para a concentragdo de 90 kg e.a sal de
isopropilamina ha™ e aos 40 dias para a concentracio de 45 kg e.a sal de isopropilamina
ha*, enquanto que na auséncia de glifosato os niveis de fésforo foram significativos aos 10

dias ap06s a aplicacdo, tendo a condi¢do duplicada aumentado CBM.

Aos 40 dias para as concentracfes de 45 e 90 kg, a condicdo duplicada de fosforo
proporcionou, respectivamente, aumento de 3,0 e 3,3 vezes o CBM. Ao 0 dia apds a
aplicacdo (aproximadamente 4h apos a aplicacdo), na maior concentracdo de glifosato, a

condigdo duplicada de fosforo aumentou em 3,0 vezes 0 CBM. (Tabela 7).

Respiracéo Basal (g C-CO2 g™ solo)
Né&o foi constatada diferenca significativa na respiracdo basal total do solo para os

tratamentos testados (Anexo A).

Quociente metabdlico (ug CO, ug™ C-CBM dia™)

Dentre as varidveis estudadas isoladamente, o nivel de fosforo foi a mais
importante para gMet (Anexo B), sendo que o glifosato e dias ap6s a aplicagdo ndo foram
significativas. No entanto, quando se interagiu glifosato com dias ap0s a aplicacao e niveis

de fésforo com dias apds a aplicacdo, constatou-se diferenca significativa sobre o qMet.
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Tal resultado demonstra a importancia de se estudar as interacGes, pois isoladamente o

glifosato ndo alterou gMet. A interacdo tripla ndo foi significativa (Anexo B).

Tabela 8. Valores médios do quociente metabélico (g CO,pg Cmic™dia™) no desdobramento de dias
apos aplicacdo dentro de niveis de fésforo

Dias ap6s Niveis de fosforo (kg ha™ P, Os)
Aplicacdo 270 540
0 0,96 ab A 0,80a A
1 0,83aA 101aA
10 1,66b B 0,70a A
40 1,13ab A 0,74a A

Letras mindsculas comparam médias na coluna e maidsculas na linha. Letras iguais nao diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%

Na interacdo dupla entre dias apos a aplicacdo e fdésforo, o nivel recomendado de
fosforo no decorrer dos dias teve um efeito negativo sobre gMet, porem de curto prazo,
pois somente aos 10 dias apds a aplicacao (Tabela 8). Para a condicdo duplicada de fosforo

ndo se constatou diferenga significativa com o decorrer dos dias de aplicagéo.

Ao se comparar o efeito entre os niveis de fosforo no decorrer dos dias (Tabela 8),
constatou-se que o mesmo s6 foi significativo sobre gMet aos 10 dias, sendo a condi¢do
duplicada a que proporcionou maior eficiéncia microbiana em utilizar o substrato (Figura 3

A).

Na condic&o duplicada de fésforo constatou-se que a concentracdo de 45 kg ha™ de
glifosato reduziu significativamente a eficiéncia microbiana aos 10 dias ap6s a aplicacdo
(Figura 3 B). No entanto, tal reducdo pareceu passageira e de curto prazo, uma vez que no
decorrer dos dias de avaliacdo, aos 40 dias apds a aplicacdo, tal reducédo nao foi constatada

(Anexo B).
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Constatou-se que no decorrer dos dias, a maior concentracao de glifosato (90 kg ha”
! e.a glifosato) reduziu de forma significativa a eficiéncia microbiana aos 40 dias apés a

aplicacdo em relagéo ao demais dias de coleta (Anexo B)
Quociente microbiano (%o)

Para o quociente microbiano, isoladamente, tanto o glifosato quanto o nivel de
fosforo foram significativos sobre a participacdo do carbono microbiano no carbono

organico total do solo, bem como a tripla interacdo entre as varidveis estudadas (Anexo C).

No nivel recomendado de fosforo as diferentes concentracdes de glifosato s6 foram
significativas sobre o gMic aos 10 e 40 dias apds a aplicacdo dos tratamentos conforme
observa-se na Figura 4 A, sendo que, os 10 dias a maior concentracdo de glifosato
aumentou o quociente em 2,77 vezes (Anexo D) em relacdo a testemunha. Aos 40 dias, no
entanto, a concentracdo de 45 kg ha™de glifosato reduziu de forma significativa o gMic em
relacdo a testemunha (Figura 4 A).

Na condicdo duplicada de fosforo, observa-se que as concentracdes de 45 e 90 kg
ha* e glifosato, foram significativas sobre o gMic aos 1 e 40 dias e aos 10 e 40 dias ap6s a
aplicacdo, respectivamente (Figura 4 B). A maior concentracdo de glifosato aumentou
gMic em ambas as datas de coleta em 5,33 e 2,33 vezes aos 10 e 40 dias ap0s a aplicacdo
respectivamente, enquanto que na mesma condicao de fésforo, a concentracdo de 45 kg ha

! de glifosato, reduziu o qMic aos 1 e 10 apés a aplicacéo (Anexo D).
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Na Figura 5 observa-se que os diferentes niveis de fosforos foram significativos
somente para as concentracdes de 45 e 90 kg ha™ de glifosato. Na concentracio de 45 kg
ha® de glifosato, no dia 1 ap6s a aplicacéo, a dose duplicada de fésforo reduziu gqMic
enquanto que aos 40 dias apos a aplicacdo a dose duplicada de fosforo aumentou qMic
(Figura 5 C). Observa-se ainda que para na concentracéo de 90 kg ha™ de glifosato (Figura

5 D), aos 0 e 40 dias ap0s a aplica¢do, a condicdo duplicada de fosforo favoreceu o gMic.
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Figura 5. Valor percentual do quociente microbiano (QMIC) sob doses crescentes de glifosato: (A) 0
glifosato, (B) 0,9 kg ha™, (C) 45 kg ha™ e (D) 90 kg hae.a. de sal de isopropilamina em interacdo com duas
condices de fosforo (1P) 270 kg ha™ e (2P) 540 kg ha'de P,Os nas 4 datas de aplicacéo testadas (0, 1, 10 e
40 dias ). Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%

20



368

369

370

371

372

373

374

375

376

377

378

379

380

381

382

383

384

385

386

387

388

389

390

DISCUSSAO

Unidades formadoras de coldnias de bactérias e fungos

A capacidade de degradar glifosato esta difundida entre as bactérias do solo, e
muitas cepas de Escherichia, Klebisiella, Shigella, Enterobacter, Serratia, Pseudomonas,
Rhizobium, Agrobacterim, Bacillus e Anthrobacter sdo capazes de crescer com fosfatos
como Unica fonte de fdésforo, nitrogénio e carbono (Krzysko & Lupicka, 1997; Olawale et
al, 2011; Shushkova et al., 2012)

Fungos também foram encontrados degradando a molécula de glifosato (Mattos,
2002). Castro Janior (2006) identificou cepas de Fusarium spp no solo eficientes em
degradar glifosato mesmo quando submetidas a uma alta concentragdo do herbicida (100
ppm), no decorrer de 5 dias.

A degradacdo do glifosato no solo, conforme Amarante e Santos (2002), pode
seguir duas vias principais: a primeira consiste na transformacéo do glifosato em sarcosina
por acdo da bactéria Agrobacterium radiobacterou ou da Enterobacter aeroneges (enzima
C-P liase); a segunda rota consiste na transformacdo do glifosato em acido
aminometilfosfonico (AMPA) sob a agdo da bactéria Antrobacter atrocyneus e

Flavobacterium sp e do préprio metabolismo da planta.

O aumento do numero de ufc bacteriana (Figura 1) e fangica (Tabela 4) no solo
deste estudo, no nivel recomendado de fosforo, mesmo com a maior dose de glifosato
testada (100 vezes), em todas as datas de coleta justifica-se pela constituicdo da molécula
deste herbicida (Moreira e Siqueira, 2006) associada ao seu tempo de meia vida em
brasileiros (Araujo et al, 2003) a qual por sua vez é reflexo da sua velocidade de sorcéo ao

solo (Prata et al, 2000; Chen et al, 2007; Ermakova et al, 2010).
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Abarkelli et al, 2003 verificaram para duas classes de solos do Brasil que a dose de
2,16 mg de glifosato kg™ de solo foi suficiente para estimular o niimero de ufc de fungos e

de actinomicetos.

A reducdo de ufc bacteriana observada aos 40 dias na condi¢do recomendada de
fosforo parece estar relacionada com outros fatores aqui ndo determinados, tais como a
presenca de metabolitos deste herbicida ou até mesmo com a reducdo da disponibilidade
do fosforo proveniente de sua molécula.

Sabe-se que o fosforo é nutriente para os microrganismos do solo (Heinonem-
Tanski et al., 1985), atuando como fator de crescimento intrinseco, pois € utilizado na
sintese celular e no transporte de energia (Moreira e Siqueira, 2006). Através da clivagem
da ligacdo C-P, catalisada por C-P liases, os microrganismos sdo capazes de extrair o
fosforo da molécula do glifosato e de utiliza-lo (Hove-Jensen et al, 2014).

Conte et al. (2002), constataram um rapido acumulo de fosforo na biomassa
microbiana, na camada de 0-10 cm de um Latossolo Vermelho distroférrico tipico,
cultivado com soja no sistema de plantio direto apés adicdo de apenas 20 kg ha™ de P,Os

com posterior diminuicao.

Tais resultados ainda respaldam-se no que fora afirmado por Heander et al, 2012
que os efeitos do glifosato e de seu principal metabolito, AMPA, no solo, nos

microrganismos e sobre as interacdes bioldgicas podem ser complexas e multidirecional.

Ja, na condicdo duplicada de fosforo apds 40 dias de exposicdo desses
microrganismos a maior concentracdo de glifosato, o numero dessas ufc reduziu
significativamente (Figura 2 e Tabelas 3), confirmando a capacidade da alta concentragéo

de fosforo no solo em manter a molécula de glifosato por mais tempo na solucdo do solo
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(Prata et al, 2003), quer por dessor¢do (Gimsing and Borggaard, 2001; Dion et al., 2001),
quer pela preferencia do ion fosfato ao radical metilfésfonico da molécula do glifosato

pelos coloides do solo (Gimsing & Borggaard, 2001).

Embora ndo tenha testado interacGes, Busse et al., 2001 constataram efeito deletério
do glifosato sobre bactérias e fungos quando adicionado diretamente ao meio de cultura

como fonte alternativa de nutrientes e de energia.

Ocorre que da decomposicdo de uma alta concentracdo de glifosato,
consequentemente, libera-se para a solucdo do solo uma alta concentracdo de seu principal
metabolito, AMPA, e 0o mesmo pode ter atuado de forma deletéria sobre os
microrganismos avaliados, ja que sua decomposicdo estd sujeita a uma gama menor de

microrganismos do solo.

Para Araljo et al., 2003, em 2 solos brasileiros, a concentracdo de AMPA
aumentou até 32 dias apés a aplicacdo de 2,16 mg kg™ de glifosato. Galli et al., 2005

constatou tempo de meia vida do glifosato em 47 solos distintos de 32 dias.

O AMPA, acido metil fosfonico, é o principal metabolito da molécula do glifosato
proveniente da degradagdo microbiana, (Franz et al., 1997; Mattos et al., 2002; Barja e
Afonso, 2005) pela presenca de enzimas de alta especificadade com organofosfarados,a C-

P liase.

Portanto, acredita-se que o efeito deletério constatado sobre as ufc de bactérias
(Figura 2) e fungos (Tabela 4) cultivados, extraidos das amostras de solo que receberam a
maior concentracdo do herbicida glifosato (90 kg ha™ e. a glifosato) e de fésforo (540 kg

ha' P,0s), coletadas aos 40 dias apds a aplicagdo dos tratamentos seja devido,
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possivelmente, pela alta concentracdo de AMPA livre na solucdo do solo e ndo do

glifosato.

Carbono da biomassa microbiana total do solo

A biomassa microbiana do solo é definida como a fracdo viva da matéria organica
menor que 5-10 pm?® e geralmente é expressa em pg CO, g*solo seco (Jenkinson & Ladd,
1981). A sua estimativa é utilizada como bioindicador e propriedade ecoldgica do solo por
determinar o carbono microbiano por unidade de peso de solo (Andréa &Moreno Hollweg,
2004).

Partindo do principio de que a biomassa microbiana do solo € um compartimento
regulado pela disponibilidade de substrato organico (Souza & Melo, 2000), o aumento
significativo do valor médio do CBM detectadona condicdo de maior concentracdo de
glifosato em interacdo com o nivel recomendado de fosforo (Figura 2 A), confirma a
capacidade da microbiota heterotrofica em utilizar este herbicida.

Tal resultado corrobora com Haney et al 2002 que detectaram aumento do CBM em
9 solos distintos da Georgia e do Texas tratados com 234 mg i.a de glifosato kg™ solo.

O fato deste incremento no CBM ser significativo somente aos 10 dias apds a
aplicacdo e somente com a maior dose de glifosato quando da condi¢do recomendada de
fosforo no solo,sugere que este seja o0 periodo necessario para que o excesso de glifosato na
solucdo do solo seja incorporado ao solo em forma de carbono microbiano.(Figura 2 A).

Em solo sob plantio direto dessecado com 0,7 kg ha™ de glifosato, Zilli et al. (2007)
constataram aumento da CBM do solo ap6s 4 dias da semeadura direta da soja. Tal
diferenca no tempo de degradacéo do glifosato entre os estudos pode estar relacionada néo
sO com as doses do produto mas, principalmente, com o tempo de aclimatacdo demandado

pelas populagdes microbianas dos diferentes solos, uma vez que a taxa e a frequéncia de
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exposicdo desses microroganismos ao quimico em questdo, interferem no tempo de
aclimatacdao dos mesmos(Douglas et al., 1991)

De acordo com Stenberg (1999), maiorquantidade de carbono da biomassa
microbiana refletea presenca de maior quantidade de matéria organica ativa no solo, capaz
de manter elevada taxa de decomposicéo de restos vegetais e, portanto, de reciclar mais
nutrientes.

Aos 0 e 40 dias, na condicdo recomendada de fosforo constatou-se efeito negativo
do glifosato sobre CBM quando da maior concentracdo de 90 kg ha™ de seu equivalente
acido aplicado ao solo. Tal fato parece estar relacionado com interagdes nao avaliadas
neste estudo tal como soja x glifosato sobre a microbiota (Zilli et al., 2007), uma vez que
no decorrer dos dias, na auséncia de glifosato e na mesma condicdo de fosforo ndo se
observou diferenca significativa sobre CBM (Tabela 6).

Nacondicdo duplicada de fésforo, a maior concentracdo de glifosato aos 10 e 40
dias proporcionou aumento significativo do CBM (Figura 2 B) e possivelmente esteja
relacionado com o tempo de disponibilidade e com a concentragdo remanescente na
solucgéo do solo do herbicida para agdo microbiana.

Tal fato é positivo do ponto de vista da ciclagem de nutrientes, imobilizacdo e
estoque de carbono organico no sistema (Reis et al., 2009). Gama-Rodrigues et al. (2008)
corroboram tal fato no que tange ndo somente no papel da biomassa microbiana para fluxo
de C e N e ciclagem de nutrientes, mas também na associa¢cdo da mesma com o potencial
de produtividade do solo.

O nivel duplicado de fésforo pareceu ter efeito negativo, porem passageiro sobre
CBM somente quando em interacdo com a concentracdo de 45 kg ha™ de glifosato e ao 1
dia apds a aplicacdo enquanto que, na auséncia de glifosato a condicdo duplicada de

fosforo aumentou em 3,30 vezes o0 CBM aos 10 dias apos a aplicacdo (Tabela 6).
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Tal resultado esta em conformidade com o numero de ufc bacteriana para o
tratamento em questdo (Figura 1B) o que sugere que pelo menos parte desses
microrganismos sejam bactérias capazes de crescer em meio cultivo.

Respiracao basal

A atividade microbiana do solo tem sido frequente e eficientemente determinada
pela taxa de respiracdo basal, a qual se refere a oxidacao biolégica da matéria organica a
CO;, pelos microrganismos aerdébios além de ocupar uma posicdo chave no ciclo do
carbono dos ecossistemas terrestres (Alef, 1995). Sua medicdo € considerada uma
estimativa indireta da velocidade de decomposicdo da matéria organica ou de algum
material adicionado ao solo (Severino et al., 2004), ou seja, do carbono prontamente
mineralizavel.

Embora com a adicdo de glifosato no solo tenha-se observado uma tendéncia de
estimulo da respiracdo basal em relacdo a testemunha, neste estudo ndo foi constatada
diferenga significativa para nenhum dos tratamentos testados (Anexo A). Andrighetti
(2011) avaliando a biodegradacdo do glifosato dosado equivalentemente a 25,2 g i.a ha’
! utilizando-se de analises da atividade microbiana durante 32 dias e da biomassa
microbiana em 6 solos distintos, constatou que embora 0s microrganismos pudessem
utilizar a molécula do herbicida como fonte de carbono para o seu metabolismo, a mesma
ndo incrementou a respiracdo microbiana medida pela evolucdo do CO, através da
hidrélise de diacetato de fluoresceina (FDA).

Mesmo o glifosato sendo uma fonte de C prontamente disponivel para
microrganismos heterotréficos e sua maior concentracao ter apresentado efeito estimulante
no CBM aos 10 dias apés aplicacdo na condicdo recomendada de fésforo (Figura 2 A), o

mesmo ndo apresentou efeito indutor sobre respiracdo basal do solo. Gomez et al. (2008),
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em situacdo semelhante ndo constataram diferenca significativa sobre a respiracdo basal do
solo.

Kummer et al. (2008) ao utilizarem ensilagem de cana-de-actcar como indutor da
respiracdo basal em diferentes manejos de solo corroboraram o efeito da fonte de carbono
utilizada neste trabalho (glifosato) sobre a respiracdo basal do solo.

Tal condicéo sugere a supressdo de grupos de microrganismos do solo, uma vez que
houve aumento significativo no valor medio do carbono da biomassa microbiana total,
frente a maior concentracdo de glifosato, no entanto, ndo foi constatado diferenca na
respiracdo do solo.

Zilli et al. (2007) constataram supressdo de uma bactéria com 90% de homologia
com Herbaspirillum sp. em solos do Cerrado de Roraima dessecado com glifosato e de
primeiro ano de cultivo de soja, no sistema de semeadura direta. Contrariamente, Bariuso
e Mellado (2012) ndo identificaram mudancas significativas na estrutura das comunidades
bacterianas em dois solos distintos da Espanha, sob cultivo de algoddo tolerante ao
glifosato.

Numa outra vertente, associando ainda a planta de soja como mais um fator de
interacdo com a rizosfera, Zobiole et al. (2010) verificaram que o glifosato afetou a
habilidade de soja tanto G1 quanto G2 em suprimir a colonizacdo e a infeccdo de suas
raizes por Fusarium sp. Todavia Njiti et al. (2003) atribuiram tal fato ao gendétipo do
hospedeiro e ndo aos tratamentos com glifosato ou a utilizacdo de materiais transgénicos.

Arantes et al. (2007) através de radiorespirometria in vitru, constataram que o
glifosato reduziu a respiragdo microbiana total em dois solos distintos apés a calagem. Tal
diferenca pode ser atribuida as diferentes metodologias empregadas para determinacdo da

mesma.
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Quociente metabdlico

A relacdo entre a respiracdo basal e o carbono da biomassa microbiana, RB:CBM,
gMet ou qCO,, reflete a qualidade do solo partindo do pressuposto de que a medida que a
biomassa microbiana se torna eficiente em utilizar recursos, menor sera a quantidade de
carbono desprendida do solo na forma de CO, sendo o mesmo imobilizado nas células
microbianas

Neste estudo os diferentes niveis de fosforo influenciaram mais o qMet,
isoladamente, do que o glifosato, porém o glifosato em interacdo com dias ap0s aplicacao
teve efeito significativo sobre o qMet (Tabela 8). A condi¢édo duplicada de fésforo (540 kg
ha'P,0s) aos 10 dias apds a sua aplicagdoteve efeito positivo na eficiéncia microbiana
(Figura 3 A). Segundo Télola e Cheaer (2002) e Mercante et al. (2004),baixos valores
neste indice refletem um ambiente mais estdvel e mais proximo do seu estado de
equilibrio.

Resultados de Bezerra et al. (2008) diferem dos obtidos neste estudo, uma vez que
0s mesmos ndo observaram diferenca significativa para o quociente metabolico sob doses
crescentes de fosforo.

A concentracio de 45 kg ha™ de glifosato, aos 10 dias apés sua aplicacéo (Figura 3
B) reduziu a eficiéncia microbiana em 253% em relacdo a testemunha (Anexo B). No
entanto, a maior concentracdo de glifosato aplicada ao solo ndo apresentou diferenca
estatistica sobre o valor médio de gMet em relacdo a testemunha.

Em conformidade com os dados observados nestas condicdes (45 kg ha™ de e.a
glifosato x 10 dias ap0s a aplicacdo, independente do nivel de fosforo testado) para os
resultados de ufc bacteriana, Figura 1 A e B e fungicas (Tabela 4), relacionando-os com 0s
dados de CBM, tal resultado de RB reforga a hipdtese de supressdo de grupos especificos

de microrganismos para este tratamento (Anexo E).
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Quociente microbiano

O acumulo de carbono no solo ao longo do tempo esta diretamente relacionado com
a relacdo entre o carbono microbiano e o carbono organico total do solo (gMic) (Mercante
et al., 2004), bem como a qualidade nutricional da matéria organica (Ghani et al., 2003).
Assim sendo, o conhecimento de tal relacdo, CBM:COT é importante ferramenta como
medida para o biomonitoramento da matéria organica do solo (Sparling, 1992).

Neste trabalho verificou-se que tanto para condi¢do recomendada (Figura 4 A) aos
10 dias apds a aplicacdo como para a condicdo duplicada de fésforo (Figura 4 B) aos 40
dias apos a aplicacdo, a maior concentracdo de glifosato aumentou significativamente o
valor meédio de gMic, indicando para essas interacdes acimulo de carbono organico ao
longo do tempo na biomassa microbiana e consequentemente, menor perda de CO; para
atmosfera (Cardoso et al., 2009).

Silva et al., 2007 verificaram aumento no gMic em area dessecada com 2,4 kg ha™
i.a de glifosato (1,4 kg ha™ e.a de glifosato) apds 60 dias de semeadura de feijio.

Na auséncia de glifosato, 0 aumento de gMic aos 10 dias se deu por conta da
condicdo duplicada de fésforo (Figura 5 A) em conformidade com o observado para o
CBM (Tabela 6).

As mudancas na razdo Cmic:Corg refletem o padrdo do aporte de matéria organica
do solo, a eficiéncia da conversdo do carbono microbiano, as perdas de carbono do solo e a
estabilizacdo do carbono orgénico pela fracdo mineral do solo. Essas razdes indicam se 0
contetido de carbono esta se mantendo estavel ou variando de acordo com as condicdes
impostas ao sistema (Sparling, 1992).

Os resultados do gMic seguiram a mesma tendéncia observada para CBM,
respondendo de forma adversa nas interacfes propostas nos tratamentos. No entanto,

correlagdes positivas entre 0 CBM e gMic foram constatadas aos 10 dias ap6s aplicacéo do
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nivel duplicado de fosforo na auséncia de glifosato (Figura 5 A) e aos 40 dias ap0os
aplicacdo no nivel duplicado de fésforo nas concentragdes de 45 kg ha™ (Figura 5 C) e 90
kg ha™ (Figura 5 D) de glifosato.

No decorrer dos dias de avaliacdo, na condicdo recomendada de fosforo, para as
maiores concentracgdes testadas de glifosato, o efeito negativo das mesmas sobre o gMic foi
passageiro em relacdo ao dia 0 apds a aplicacdo, ou seja, apds aproximadamente 4h de
aplicacdo dos tratamentos ao solo (Anexo D).

Carneiro et al. (2008), verificaram que em diferentes sistemas de manejo de uso de
um Latossolo, que o comportamento do gMic também foi adverso.

A condicdo duplicada em interacdo com a maior concentracdo de glifosato foi
estavel sobre gMic no decorrer dos dias, no entanto em relacédo a condicdo recomendada de
fosforo, constatou-se aumento do gMic aos 0 e 40 dias ap6s a aplicacdo da maior

concentracdo de glifosato testada, reforcando mais uma vez a hipotese deste estudo.

CONCLUSOES

Embora o impacto sobre o microbiota do solo e 0s processos bioldgicos sejam
dificilmente determinados com precisdo, devido a natureza, heterogeneidade, dindmica e
resposta adaptativa da comunidade microbiana. (Fortes et al., 2007), neste estudos foi

possivel concluir que:

Nas condigdes experimentais constatou-se que, embora a maior concentracdo de
glifosato associado ao nivel recomendado de fdésforo no solo tivesse aumentado
significativamente o nimero médio de ufc fungica e bacteriana nos dias iniciais apds

aplicacdo, tal fato ndo refletiu significativamente sobre o CBM ou sobre a RB e
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consequentemente, ndo alterou a eficiéncia metabdlica da microbiota total do solo (qMet)
nem participacdo da mesma no carbono organico total do solo (qMic).

A maior concentracdo de glifosato associada ao maior nivel de fosforo apresentou
efeito deletério sobre ufc bacteriana aos 40 dias e sobre ufc flngica sem, contudo, interferir
negativamente na atividade microbiana do solo.

Nas condi¢des agrondmicas ideias de uso do glifosato e do fosforo para este solo,
ndo foram constatados efeitos negativos da interagcdo entre 0s mesmos nas diferentes datas

de coleta sobre as variaveis analisadas.
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crescentes de glifosato dentro dos dias apos a aplicagéo.

Figura 3. Quociente metabolico nos desdobramentos dos niveis de fésforo dentro
dos dias ap6s aplicacdo (A) e das concentracdes de glifosato dentro dos dias ap6s
aplicacdo (B).

Figura 4. Quociente microbiano sob doses crescentes de glifosato no nivel
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APENDICES

Apéndice A- Protocolo diluicdo seriada e Spread —Plate (Wollum 1982)

Dilution series

The purpose of the dilution series is to produce a readily countable set of plates by
making a range of dilutions and assaying all of them. The organisms are, in theory, diluted
out to extinction. As such between pure water sample and the least concentrated dilution,
there should be between two and three countable plates which can be used to calculate the
total number of culturable organisms within an environmental sample. These are made up
with Ringer’s solution (see recipes and media) to prevent the cells from lysis during the
experiment. Dilution series are made up in the laminar flow cabinet in an attempt to
prevent contamination from external sources introducing a bias into the experiment. Other
than the initial water sample, the dilution is made by transferring from one tube to the next

to create a serial dilution series.
These dilutions will be used in the following spread plate protocol:

This technique is used with environmental samples to obtain isolated colonies and

enumerate the number of culturable cells contained within a sample.
This protocol is completed within a laminar flow cabinet.

1. Label the Petri dish (this will contain the specific solid agar required for the experiment)

— name, constituents of plate, sample and dilution.
2. Pipette 100ul of the sample onto the centre of the agar plate

3. Using a sterile, disposable, plastic spreader cover the surface of the agar with the sample
NB/ this is best done by rotating the plate while keeping the spreader in contact with the
edge of the plate and the agar surface

4. Dispose of all pipette tips and spreaders in the offensive waste bin
5. Petri dishes once inoculated are stored upside down and incubates.
In the context of this experiment the agar plates are incubated at room temperature for

24 hours to one week depending on the growth time of the specific organisms.
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The rationale behind using 100l of each dilution is that this will make calculating the

total number of organisms present in the sample much easier
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Apéndice B — Metodologia Fumigacéao-Incubacéo

O método utilizado para a quantificacdo do carbono da biomassa microbiana do solo foi
adaptado de Jenkinson e Powlson (1976) e realizado em quadruplicata para cada amostra
que foi retirada do campo. Primeiramente, o solo teve a sua umidade corrigida para 60 %
da capacidade de campo e em seguida as amostras de 100 g foram acondicionadas em
sacos plasticos de 500 ml. Posteriormente foram pesados, em quadruplicata, 23 g de solo

de cada tratamento em Becker de 50 ml e fumigada conforme segue.

Os beckeres contendo as amostras a serem fumigadas foram colocados em
dessecadores contendo um béquer com 20 mL de cloroférmio. Os dessecadores, apds
terem a parede interna recoberta com papel toalha umedecido com agua, foram fechados
com a utilizacdo de vaselina e submetidos a vacuo por 10 min e deixados em repouso em
temperatura ambiente e no escuro por 48 h. Enquanto eram fumigadas as amostras, foram
pesadas das amostras originais (ndo fumigadas),em frascos que seriam posteriormente
hermeticamente fechados, mais 25 g de solo de cada amostra, em quadruplicata e ainda
mais 2 @ para posterior incubacdo das amostras fumigada.Apds a fumigacdo, 0s
dessecadores foram abertos para aeracdo e eliminacdo do cloroférmio. Para a retirada do
cloroférmio, os dessecadores foram submetidos ao vacuo com bomba de ar por cerca de 3

min.

Os frascos contendo as amostras ndo fumigadas também foram deixados em
repouso no escuro por 48 h em temperatura ambiente. As amostras fumigadas foram
adicionados 2 g do solo da mesma amostra ndo-fumigada (reinoculacdo), seguindo-se a

homogeneizacéo delas.

A seguir, realizou-se a incubacdo das amostras em frascos herméticos de 280 mL,
onde foi colocado um frasco plastico contendo 20 mL de NaOH 0,5 mol L™. Os frascos

herméticos foram vedados com parafilme e fechados manualmente.

Os potes foram incubados no escuro, a 25 £ 2 °C, por 7 dias. Para cada repeticéo,
incubou-se um frasco sem solo (branco), mas com NaOH 0,5 mol L™. Ao final do periodo
de incubagdo, o NaOH dos frascos das amostras fumigadas e ndo fumigadas foram
titulados com HCI 0,3 mol L™. Para isso, em cada frasco de 20 mL de NaOH, adicionou-se
3 mL de solucéo saturada de BaCl,, e 3 gotas do indicador (fenolftaleina a 1 %), mantendo
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a solucdo sob agitacdo magnética. O NaOH dos frascos sem solo (branco) também foram
titulados.

Apos a titulagdo do NaOH, calculou-se a quantidade de C-CO, liberada das
amostras fumigadas e ndo fumigadas, e os calculos foram efetuados segundo Alef e
Nannipieri (1995), onde:

O carbono da biomassa microbiana foi calculado a partir da formula:
CBM (pg C g solo™) = (C fumigado — C ndo-fumigado)/ Kkc.

Para o kc assumiu-se o valor de 0,45 convertido em CO, durante os 7 dias de

incubacdo, apos a fumigacdo (Jenkinson 1988).
Os valores para a respiracdo basal foram obtidos por meio da seguinte férmula:

RB (pg C-CO; g solo™) = (C amostra ndo fumigada — C branco) x molaridade

exata do HCI x 6 x volume NaOH/ massa de solo seco.
Para a determinacao do quociente metabolico, utilizou-se a formula:

gMet (pg CO; pg Cmic dia™) = respiracdo basal/ carbono da biomassa

microbiana.
O quociente microbiano foi calculado pela formula:

gMic (pg C g solo™) = (carbono da biomassa microbiana/ carbono organico)/

tempo de incubacao.
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AnNexos

Anexo A - Probabilidade associada dos efeitos de concentracfes crescentes de glifosato, niveis de

fosforo e dias apds a aplicacdo sobre a respiracdo basal da microbiota total do solo

Variaveis g.L. S.Q. Q.M. F P
Glifosato 3 6137,5 2045,8 0,581 0,63
Dias ap0s aplicagdo (D.A.A) 3 2425,6 808,5 0,230 0,88
Niveis fosforo 1 5532,2 5532,2 1,572 0,21
Glifosato*D.A.A 9 38930,2 4325,6 1,229 0,29
Glifosato*Fo6sforo 3 5812,5 1937,5 0,551 0,65
D.A.A *Fosforo 3 18307,6 6102,5 1,734 0,16
Glifosato*D.D.A.*Fosforo 9 33048,5 3672,1 1,044 0,42
Residuo 96 337793,3 3518,7

" Tratamentos significativos a 5% de probabilidade.

Anexo B - Valores médios do quociente metabélico (ug CO,pg Cmicdia™) no desdobramento de dias
apos aplicacdo dentro de concentragdes de glifosato

Dias ap6s incubagao

glifosato (kg ha™ e. a. sal de isopropilamina)

0
0 1,47aB
09 0,79aA
45 054aA
90 0,73aA

1
1,05aB
1,08a A
0,80a A
0,74aA

10
0,60aA
144 ab B
212bB
055aA

40
0,89aA
1,10aB
0,78a A
0,99aB

Letras minusculas comparam médias na coluna e maidsculas na linha. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5%

Anexo C - Probabilidade associada dos efeitos de concentrages crescentes de glifosato, niveis de
fésforo e dias ap6s a aplicagéo sobre o quociente microbiano do solo submetido a diferentes

tratamentos

FV g.L S.Q QM Fc P
Glifosato 3 2.482441 0.827480 6.586 0.0004*
Dias ap6s aplicacdo (D.A.A) 3 0.323378 0.107793 0.858 0.4657
Niveis Fosforo 1 1.143828 1.143828 9.104 0.0033*
Glifosato*D.A.A 9 5.568528 0.618725 4.925 0.0000*
Glifosato*f6sforo 3 0.667403 0.222468 1.771 0.1579
D.A.A*fésforo 3 1.590703 0.530234 4.220 0.0075*
Glifosato*D.A.A*fosforo 9 6.608891 0.734321 5.845 0.0000*
Erro 96 12.061000 0.125635

Total corrigido 127 30.446172

*Tratamentos significativos a 5% de probabilidade
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Anexo D - Valores médios do quociente microbiano (%) em interacao tripla: glifosato x fosforo x dias
apos aplicacdo

glifosato (kg ha™ e.a sal de isopropilamina)

0 0,9 45 90
Dias apds
aplicagdo Fosforo
(kg ha'P,05)
270 540 270 540 270 540 270 540
0 0,64aA 0,25b A 0,87aA 0,75a A 0,83ab A 0,93ab A 0,44bB 1,27ab A
1 0,55aA 0,58b A 0,74aA 10laA 1,06aA 0,48b B 0,92ab A 0,65bA
10 051aB 1,60a A 043aA 0,60a A 0,24b A 0,46 b A 140aA 136aA
40 111aA 0,74b A 06laA 0,58a A 0,37b A 1,24aB 0,51bB 1,73aA

Letras minusculas comparam médias na coluna e maidsculas na linha. Letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5%.

Anexo E — Atributos bioquimicos e contagem de bactérias em fungéo das diferentes concentragdes de glifosato
em dois niveis de fosforo para o dia 10 apés a aplicagdo

Glifosato COT cBM RB gMic UFC bac.
(kg ha) (9kg™) (ug g solo™) (mg g solo™ (%) Log x
dia™)

270 kg ha™* P,Os

0 19,37 a 82,80 b 86,58 a 051b 6,46 a
0,9 20,30 a 72,380 96,58 a 0,43 Db 6,11b
45 19,94 a 39,80 b 123,45 a 0,24 b 6,70 a
90 20,07 a 238,53 a 148,75 a 1l41a 6,65a

540 kg ha™ P,0s

0 20,38 a 274,05 a 34,58 a 1,60a 7,06 ab
0,9 19,46 a 98,68 b 78,12 a 0,61b 6,88 b
45 19,77 a 76,93 b 82,35a 0,46 b 7,20 a
90 18,86 a 214,43 a 111,08 a 1,36a 6,79 b

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
COT - carbono organico total; CBM — carbono da biomassa microbiana; RB — respiragdo basal microbiana; gMic — quociente
microbiano; UFC bac. — unidade formadora de col6nia de bactéria.

Anexo F- Normas da revista Acta Amazo6nica na qual este artigo unico esta configurado.
Disponivel em: http://www.scielo.br/revistas/aa/pinstruc.htm

Como parte do processo de submisséo, os autores devem verificar a conformidade da
submisséo em relacdo a todos os itens listados a seguir. Submissdes que néo estejam de
acordo com as normas sdo devolvidas aos autores.
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1. O tamanho méximo de um arquivo individual deve ser 2 MB.

2. O manuscrito deve ser acompanhado de uma carta de submissdo indicando que: a) 0s
dados contidos no trabalho sdo originais e precisos; b) que todos os autores participaram
do trabalho de forma substancial e estdo preparados para assumir responsabilidade
publica pelo seu conteudo; c) a contribuicdo apresentada a Revista ndo foi previamente
publicada e nem esta em processo de publicacdo, no todo ou em arte em outro veiculo de
divulgacdo. A carta de submissdo deve ser carregada no sistema da Acta Amazonica
como "documento suplementar”.

3. Os manuscritos sdo aceitos em portugués, espanhol e inglés, mas encorajam-se
contribui¢es em inglés. A veracidade das informacdes contidas numa submissdo é de
responsabilidade exclusiva dos autores.

4. A extensdo maxima para artigos e revisdes é de 30 péaginas (ou 7500 palavras,
excluindo a folha de rosto), dez paginas (2500 palavras) para Notas Cientificas e cinco
paginas para outros tipos de contribuicdes.

5. Os manuscritos formatados conforme as Instruges aos Autores sdo enviados aos
editores associados para pré-avaliagdo. Neste primeiro julgamento sdo levados em
consideracdo a relevancia cientifica, a inteligibilidade do manuscrito e o escopo no
contexto amazonico. Nesta fase, contribui¢fes fora do escopo da Revista ou de pouca
relevancia cientifica sdo rejeitadas. Manuscritos aprovados na pré-avaliacdo sédo
enviados para revisores (pelo menos dois), especialistas de instituicbes diferentes
daquelas dos autores, para uma analise mais detalhada.

6. Uma contribuicdo pode ser considerada para publicagéo, se tiver recebido pelo menos
dois pareceres favoraveis no processo de avaliagdo. A aprovacdo dos manuscritos esta
fundamentada no conteudo cientifico e na sua apresentacdo conforme as Normas da
Revista.

7. Os manuscritos que necessitam corre¢des sao encaminhados aos autores para revisao.
A versdo corrigida deve ser encaminhada ao Editor, via sistema da Revista, no prazo de
DUAS semanas. Uma carta de encaminhamento deve ser também carregada no sistema
da Revista, detalhando as correcbes efetuadas. Nessa carta, recomendacdes nao
incorporadas ao manuscrito devem ser explicadas. Todo o processo de avaliacdo pode
ser acompanhado no endereco, http://mc04.manuscriptcentral.com/aa-scielo.

8. Seguir estas instrucfes para preparar € carregar 0 manuscrito:

a. Folha de rosto (Title page): Esta pagina deve conter o titulo, nomes (com ultimo
sobrenome em maiuscula), enderecos institucionais completos e enderecos eletronicos
dos autores. Os nomes das instituicdes ndo devem ser abreviados. Usar um asterisco (*)
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para indicar o autor correspondente.
Carregar este arquivo selecionando a opgéo: ""Title page™

b. Corpo do manuscrito (main document). O corpo do manuscrito deve ser organizado da
seguinte forma: Titulo, Resumo, Palavras-Chave, Introducdo, Material e Métodos,
Resultados, Discussdo, Agradecimentos, Bibliografia Citada, Legendas de figuras e
Tabelas. Para submiss6es em portugués ou espanhol incluir: titulo, resumo e palavras-
chave em inglés.

Carregar este arquivo como ""Main document™.

c. Figuras. Séo limitadas a sete em artigos. Cada figura deve ser carregada em arquivo
separado e estar em formato grafico (JPG ou TIFF). Deve ser em alta qualidade e com
resolucdo de 300 dpi. Para ilustracdes em bitmap, utilizar 600 dpi.

Carregar cada um destes arquivos como "'Figure"".

d. Tabelas. Sdo permitidas até cinco tabelas por artigo. Utilizar espaco simples e a
funcdo "tabela” para digitar a tabela. As tabelas podem ser carregadas como arquivos
separados OU inseridas no corpo do manuscrito (main document) apds as legendas das
figuras.

9. As Notas Cientificas sdo redigidas separando os topicos (i.e. Introducdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussdo) em paragrafos, mas sem incluir os titulos das secdes.
Notas Cientificas, como no caso do artigo, também devem conter: Titulo, Nomes e
enderecos institucionais e eletrdnicos dos autores, Resumo, Palavras-Chave e 0s tdpicos
do artigo completo incluindo titulo em inglés, abstract e keywords. Sdo permitidas até
trés figuras e duas tabelas. Carregar as diferentes partes do manuscrito como descrito no
Item 8.

10. Nomes dos autores e endereco institucional completo, incluindo endereco electrénico
DEVEM ser cadastrados no sistema da Revista no ato da submisséo.

11~. IMPORTANTE: Os manuscritos ndo formatados conforme as Normas da Revista
NAO sdo aceitos para publicacéo.

FORMATO E ESTILO

12. Os manuscritos devem ser preparados usando editor de texto (e.g. doc ou docx),
utilizando fonte "Times New Roman", tamanho 12 pt, espagamento duplo, com margens
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de 3 cm. As péginas e as linhas devem ser numeradas de forma continua. Para tabelas
ver Item 8d.

13. Titulo. Justificado a esquerda, com a primeira letra maiuscula. O titulo deve ser
conciso evitando-se o0 uso de nomes cientificos.

14. Resumo. Deve conter até 250 palavras (150 palavras no caso de Notas Cientificas),
deve conter de forma sucinta, o objetivo, a metodologia, os resultados e as conclusdes
enfatizando aspectos importantes do estudo. O resumo deve ser autossuficiente para a
sua compreensdo. Os nomes cientificos das espécies e demais termos em latim devem
ser escritos em italico. Siglas devem ser evitadas nesta se¢cdo; porém, se necessarias, 0
significado deve ser incluido. N&o utilizar referéncias bibliograficas no resumo.

15. Palavras-chave. Devem ser em nimero de trés a cinco. Cada palavra-chave pode
conter dois ou mais termos. Porém, ndo devem ser repetidas palavras utilizadas no titulo.

16. Introducdo. Enfatizar o propdsito do trabalho e fornecer, de forma sucinta, o estado
do conhecimento sobre o tema em estudo. Especificar claramente os objetivos ou
hipteses a serem testados. Esta secdo ndo deve exceder de 35 linhas. N&o incluir
resultados ou conclusdes e nao
utilizar subtitulos na Introducéo.

17. Material e Métodos. Esta secdo deve ser organizada cronologicamente e explicar os
procedimentos realizados, de tal modo que outros pesquisadores possam repetir o estudo.
O procedimento estatistico utilizado deve ser descrito nesta secdo. O tipo de andlise
estatistica aplicada aos dados deve ser descrita. Procedimentos-padrdo devem ser apenas
referenciados. As unidades de medidas e as suas abreviagdes devem seguir o Sistema
Internacional e, quando necessario, deve constar uma lista com as abreviaturas
utilizadas. Equipamento especifico utilizado no estudo deve ser descrito (modelo,
fabricante, cidade e pais de fabricacdo, entre parénteses). Por exemplo: "A fotossintese
foi determinada usando um sistema portatil de trocas gasosas (Li-6400, Li-Cor, Lincoln,
NE, USA)". Material testemunho (amostra para referéncia futura) deve ser depositado
em uma ou mais colecdes cientificas e informado no manuscrito. NAO utilizar sub-
subtitulos nesta secdo. Utilizar negrito, porém ndo italico ou letras maidsculas para 0s
subtitulos.

18. Aspectos éticos e legais. Para estudos que exigem autorizacbes especiais (e.g.
Comité de Etica/Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP, IBAMA, CNTBio,
INCRA/FUNAI, EIA/RIMA, outros) informar o nimero do protocolo e a data de
aprovacgdo. E responsabilidade dos autores o cumprimento da legislacio especifica
relacionada a estes aspectos.

19. Resultados. Os resultados devem apresentar os dados obtidos com o minimo
julgamento pessoal. N&o repetir no texto toda a informagéo contida em tabelas e figuras.
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Algarismos devem estar separados de unidades. Por exemplo, 60 °C e NAO 60° C,
exceto para percentagem (e.g., 5% e NAO 5 %). Utilizar unidades e simbolos do Sistema
Internacional e simbologia exponencial. Por exemplo, cmol kg™ em vez de meq/100g.
Né&o apresentar a mesma informacéo (dados) em tabelas e figuras simultaneamente. Nao
utilizar sub-subtitulos nesta secéo.

20. Discussdo. A discussdo deve ter como alvo os resultados obtidos. Evitar mera
especulacdo. Entretanto, hipoteses bem fundamentadas podem ser incorporadas. Apenas
referéncias relevantes devem ser incluidas. As conclusbes devem conter uma
interpretacdo sucinta dos resultados e uma mensagem final que destaque as implicac6es
cientificas do trabalho. As conclusdes podem ser apresentadas como um topico separado
ou incluidas no final da se¢do Discusséo.

21. Agradecimentos devem ser breves e concisos. Incluir agéncia(s) de fomento. NAO
abreviar nomes de instituicdes.

22. Bibliografia Citada. Pelo menos 70% das referéncias devem ser artigos de periddicos
cientificos. As referéncias devem ser preferencialmente dos ultimos 10 anos, evitando-se
exceder 40 citagdes. Esta secdo deve ser organizada em ordem alfabética e deve incluir
apenas citacdes mencionadas no manuscrito. Para referencias com mais de dez autores,
relacionar os seis primeiros seguido de et al. Nesta secdo, o titulo do periédico NAO
deve ser abreviado. Observar os exemplos abaixo:

a) Artigos de periodicos:

Walker, 1. 2009. Omnivory and resource - sharing in nutrient - deficient Rio Negro
waters: Stablilization of biodiversity? Acta Amazonica, 39: 617-626.

Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009. Contribuicdo para o conhecimento da
taxonomia, ecologia e fitogeografia de briéfitas da Amazo6nia Oriental. Acta Amazonica,
39: 495-504.

b) Dissertacdes e teses:

Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracdes dos jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no rio
Negro, Amazonas, Brasil. Dissertacdo de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia/ Fundacdo Universidade do Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.

¢) Livros:
Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles and procedures of statistics: a biometrical

47



approach.2da ed. McGraw-Hill, New York, 1980, 633p.

d) Capitulos de livros:

Absy, M.L. 1993. Mudancas da vegetacdo e clima da Amazodnia durante o Quaternario.
In: Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.; Ledo, E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases cientificas
para estratégias de preservacao e desenvolvimento da Amazonia. v.2. Instituto Nacional
de Pesquisas da Amaz6nia, Manaus, Amazonas, p.3-10.

e) Citacdo de fonte eletronica:

CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2 (www.cptec.inpe.br/products/climanalise). Acesso
em 19/05/1999.

f) CitagGes com mais de dez autores:

Tseng, Y.-H.; Kokkotou, E.; Schulz, T.J.; Huang, T.L.; Winnay, J.N.; Taniguchi, C.M;
et al. 2008. New role of bone morphogenetic protein 7 in brown adipogenesis and energy
expenditure. Nature, 454:1000-1004.

23. Citacdes de referencias no texto. As referéncias devem seguir ordem cronoldgica.
Para duas ou mais referéncias do mesmo ano citar conforme a ordem alfabética.
Exemplos:

a) Um autor:Pereira (1995) ou (Pereira 1995).

b) Dois autores:Oliveira e Souza (2003) ou (Oliveira e Souza 2003).

c) Trés ou mais autores:Rezende et al. (2002) ou (Rezende et al. 2002).

d) CitacGes de anos diferentes (ordem cronoldgica):Silva (1991), Castro (1998) e
Alves (2010) ou (Silva 1991; Castro 1998; Alves 2010).

e) Citacfes no mesmo ano (ordem alfabetica):Ferreira et al. (2001) e Fonseca et al.
(2001); ou (Ferreira et al. 2001; Fonseca et al. 2001).

FIGURAS

24. Fotografias, desenhos e graficos devem ser de alta resolucdo, em preto e branco com

48


http://www.cptec.inpe.br/products/climanalise

alto contraste, numerados sequencialmente em algarismos arébicos. NAO usar
tonalidades de cinza em gréficos de disperséo (linhas ou simbolos) ou gréficos de barra.
Em grafico de dispersdao usar simbolos abertos ou soélidos (circulos, quadrados,
triangulos, ou losangos) e linhas em preto (continuas, pontilhadas ou tracejadas). Para
gréfico de barra, usar barras pretas, bordas pretas, barras listradas ou pontilhadas. Na
borda da area de plotagem utilizar uma linha continua e fina, porém NAO usar uma linha
de borda na area do grafico. Em figuras compostas cada uma das imagens individuais
deve ser identificada com uma letra mailscula posicionada no canto superior direito,
dentro da area de plotagem.

25. Evitar legendas desnecessarias na area de plotagem. Nos titulos dos eixos ou na area
de plotagem NAO usar letras muito pequenas (< tamanho 10 pt). Nos eixos usar marcas
de escala internas. NAO usar linhas de grade horizontais ou verticais, exceto em mapas
ou ilustracbes similares. O significado das siglas utilizadas deve ser descrito na legenda
da figura. Cada eixo do grafico deve ter o seu titulo e a unidade. Evitar muitas
subdivisbes nos eixos (cinco a seis seriam suficientes). Em mapas incluir escala e pelo
menos um ponto cardeal.

26. As figuras devem ser elaboradas de forma compativel com as dimensdes da Revista,
ou seja, largura de uma coluna (8 cm) ou de uma pagina 17 cm e permitir espaco para a
legenda. As ilustracdes podem ser redimensionadas durante o processo de producéo para
adequacdo ao espago da Revista. Na figura, quando for o caso, a escala deve ser indicada
por uma barra (horizontal) e, se necessario, referenciadas na legenda da figura. Por
exemplo, barra =1 mm.

27. Citacdo de figuras no texto. As figuras devem ser citadas com letra inicial maidscula,
na forma direta ou indireta (entre paréntesis). Por exemplo: Figura 1 ou (Figura 1). Na
legenda, a figura deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo. Por exemplo:
"Figura 1. Analise...". Definir na legenda o significado de simbolos e siglas usados.
Figuras devem ser autoexplicativas.

28. Figuras de outras autorias. Para figuras de outras autorias ou publicadas
anteriormente, os autores devem informar explicitamente no manuscrito que a permissao
para reproducéo foi concedida. Carregar no sistema da Revista (ndo para reviséo), como
documento suplementar, o comprovante outorgado pelo detentor dos direitos autorais.

29. Adicionalmente as figuras inseridas no sistema em formato TIFF ou JPG, os graficos
preparados usando Excel ou SigmaPlot podem ser carregados como arquivos
suplementares (selecionando a opg¢ao Not for review).

30. llustracGes coloridas. Fotografias e outras ilustragdes devem ser preferencialmente
em preto e branco. llustraces coloridas séo aceitas, mas o custo de impressdo é por
conta dos autores. Sem custo para os autores, podem ser usadas ilustragdes em preto e
branco na versdo impressa e coloridas na versao eletrénica. Nesse caso, isso deve ser
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informado na legenda da figura. Por exemplo, adicionando a sentenca: "Esta figura é
colorida na versdo eletronica”. Esta Gltima informacdo é para os leitores da versao
impressa.

31. Os autores podem ser convidados a enviar uma fotografia colorida, para ilustrar a
capa da Revista. Nesse caso, ndo ha custos para os autores.

TABELAS

32. As tabelas devem ser organizadas e numeradas sequencialmente com algarismos
arébicos. A numeracéo e o titulo (legenda) devem estar em posi¢do superior a tabela. A
tabela pode ter notas de rodape. O significado das siglas e dos simbolos utilizados na
tabela (cabecalhos, etc.) devem ser descritos no titulo. Usar linhas horizontais acima e
abaixo da tabela e para separar o cabecalho do corpo da tabela. N&o usar linhas verticais.

33. As tabelas devem ser elaboradas em editor de texto (e.g. doc ou docx) e ndo devem
ser inseridas no texto como imagem (e.g. no formato JPG).

34. A citagéo das tabelas no texto pode ser na forma direta ou indireta (entre paréntesis),
por extenso, com a letra inicial maiuscula. Por exemplo: Tabela 1 ou (Tabela 1). Na
legenda, a tabela deve ser numerada seguida de ponto antes do titulo: Por exemplo:
"Tabela 1. Analise...". Tabelas dever ser autoexplicativas.
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