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RESUMO: Moléculas como o clomazone, o hexazinone e 0 imazapic tém
ganhado cada vez mais destaque de uso, porém os estudos com foco nos efeitos
sobre a microbiota sdo ainda escassos. Sabe-se que o0 comportamento de
herbicidas no solo é dependente de caracteristicas fisico-quimicas das moléculas
e do solo, e a biodisponibilidade impacta diretamente na biodiversidade do solo.
Portanto, o objetivo deste estudo foi fazer uma revisdo sistematica e critica em
torno das similaridades metabdlicas do mecanismo de acdo dos produtos e das
rotas bioquimicas de microrganismos de solo de trabalhos publicados entre 1945
a 2020. Foram criados critérios de selecdo que contemplassem estudos que
apontassem envidéncias sobre as similaridades positivas e/ou negativas das
moléculas sobre as rotas metabodlicas da microbiota do solo. Este estudo
demonstrou que a co-participacdo da molécula no metabolismo microbiano tem

relacdo com a sua disponibilidade e a sensibilidade dos microrganismos do solo.

Palavras-chave: Clomazone, hexazinone, imazapic, metabolismo,

disponibilidade.
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SISTEMATIC ANALYSIS AROUND METABOLICAL RESPONSES
OF MICROORGANISMS UNDER PREEMERCING HERBICIDES
APPLICATION IN TROPICAL SOILS

ABSTRACT: Molecules as clomazone, hexazinone and imazapic has been
priorized to be used in crop field productions, but the studies has not been focused
on how they can impact soil microorganisms. It is known that soil herbicide
behavior is dependent of physic-chemical characteristics of both soil and
molecule, and how availability may directly impact on soil biodiversity. Then, the
aim of this study was apply a systematic and critical review around metabolic
similarities of the molecules mechanisms of action published from 1945 to 2020. It
were organized some selection criteria which were contemplate only studies about
positive and/or negative similarities onto soil microorganisms. This present study
demonstrated that co-participation of the molecule on microbial metabolism has
relation with availability and how sensible are the microorganisms of soil.

Keywords: Clomazone, hexazinone, imazapic, metabolism, availability

INTRODUGCAO

O uso de pesticidas em escala mundial é crescente, por mais que os dados
sejam ainda muito incipientes e desatualizados para os ultimos anos. Dentre
estes, 0s herbicidas representam a maior categoria de insumos agricolas
comercializada (FREESE; CROUCH, 2012). Este tipo de tecnologia avanca
proporcionalmente com organismos geneticamente modificados (OGMs), que
também s&o fonte de muita discusséo cientifica (HILBECK et al., 2015; SERALINI
et al., 2012). Entretanto, a ciéncia ja conhece o comportamento e efeitos dos
pesticidas nos compartimentos ambientais (PRATA, LAVORENTI, 2000).

O Brasil € um dos maiores produtores de alimentos no mundo, e tém uma
expectativa positiva de desenvolvimento no setor agricola, de acordo com OECD-
FAO (2015). Neste cenario de crescimento, a cana-de-agucar, uma das maiores

commodities do Brasil atualmente, tem muita capacidade de expansao, sobretudo
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no Centro-Oeste (FRANCO et al., 2015) e é uma das maiores consumidoras de
herbicidas pré-emergentes (KADWA, 2013),. A réapida expansdo das areas
produtivas e sem planejamento trazem problemas ambientais e que podem ser
irreversiveis.

Diante dessa problematica, a ciéncia tém buscado respostas para utilizacao
de agrotoxicos. Arbeli e Fuentes (2010) citam que a IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) tem incentivado pesquisas sobre herbicidas,
sobretudo a participacdo dos microrganismos no processo de degradacdo, na
tentativa de compreender os efeitos destes produtos em solos tropicais. Sabe-se
gue a microbiota do solo faz parte de uma engrenagem dentro do funcionamento
dos ciclos biogeoquimicos (BARRIOS, 2007). Sua presenca € maior nas primeiras
camadas do solo, onde ocorrem as maiores alteracdes para o preparo do plantio,
bem como as aplicagbes de insumos (CLAPPERTON; MONTANA, 2015). Um
solo com alta diversidade microbiana garante o bom funcionamento
biogeoquimico do sistema, uma vez que eles sado utilitarios dos nutrientes do solo
presentes no meio para sua respiracdo (WAGG et al., 2014).

Sabe-se que o0s pesticidas tém a capacidade de alterar a diversidade
microbiana no solo (JACOBSEN; HJELMSO, 2014), mais comumente pela
pressdo de selecdo quimica que os produtos proporcionam ao meio, e em alguns
casos até gerando poluicdo no solo (PRATA; LAVORENTI, 2000). A indastria de
insumos agricola no Brasil € mantida pela forma como o sistema agronémico
funciona. Este modelo baseia-se no uso de pesticidas para o controle de matérias
biolégicos indesejados para ganhos de produtividade. Dentre os complexos
agricolas mais proeminentes para a balanca comercial, a cana de acucar tem
contribuido com o aumento do consumo de alguns herbicidas pré-emergentes,
como o clomazone, o hexazinone e o0 imazapic, e consequentemente traz
problemas de poluicdo para o solo, que s&o totalmente desconhecidos pelos
fabricantes dos produtos, bem como para 0s usuarios.

Existem varios estudos que podem contribuir para compreensédo dos danos
causados pela impericia no uso de pesticidas no campo, que permeiam entre 0s
parametros quimicos, biologicos e fisicos, estes ultimos menos estudados
(DUROVIC et al.,, 2009; GARRETT et al., 2015; GUNASEKARA et al., 2009;
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KODESOVA et al., 2011; WANG et al., 2005). Neste sentido, o objetivo deste
estudo foi apresentar uma revisdo sistemética e critica em torno das
caracteristicas das moléculas clomazone, hexazinone e imazapic sobre as rotas

metabdlicas de microrganismos do solo

MATERIAIS E METODOS
Detalhamento da Sistematizacédo dos Dados

Uma revisdo sistematica foi conduzida com base nos em todos estudos
realizados sobre o efeito de herbicidas pré-emergentes, especificamente o
clomazone, hexazinone e imazapic, na microbiota do solo. Diante disso, foram
analisados todos os trabalhos publicados em lingua portuguesa e inglesa, de

1]

1945 até 2020, disponiveis nas bases de dados do “web of science”, “scielo”,
“scopus”, “scifinder”, “science direct’, “pubmed” e “genome research”. Ainda, os
critérios estabelecidos para inclusdo foram artigos originais de pesquisa em
bancada e/ou bancada, de revistas com JRC ou néo, qualisada, bem como teses
e dissertacdes, concluidas até dezembro de 2020.

Os termos foram inseridos utilizandos os boleanos “e/ou” ou “or/and”, em
funcdo da lingua utilizada. Para tal, os termos indexados nas bases, em
portugués foram: (‘clomazona’e/ou “hexazinona” e/ou “imazapic”) e/ou
(“pesticida* e/ou “herbicida* e/ou “pré-emergente” e/ou “agrotoxico*”) e

*7

(“microrganismo*” e/ou “microorganimo*”) e “rota fisioldgica” e “degradacéo” e

*7

“‘metabolismo” e “efeito™ e “comportamento”, “impacto* e/ou “DNA”. E por sua
vez, na lingua inglesa: (“clomazone” or/and “hexazinone” or/and “imazapic”)
or/and (“pesticide* or/and “herbicide” or/and “pre-emergence”) and
(“microrganism*”, “physiologic path*” and “degradation” and “metabolism” and
“effect*” and “hehavior”, “impact™ or/and “DNA”.

Os estudos selecionados foram categorizados a partir do resumo, e entéo
submetidos a um teste de avaliagdo de inclusdo sistematica (Tabela 1). Os
trabalhos, que ndo atendessem os critérios estabelecidos foram excluidos, como
hipotese de n&o auxiliarem no estudo. Como exclusdo, os trabalhos
necessariamente nao poderiam ser revisdes, ou que nao respeitassem 0s critérios
estabelecidos para incluséao.
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Tabela 1: Quadro de teste de relevancia para submisséo dos resumos avaliados pelas bases de busca
Table 1: Relevance test for abstracts evaluated by databases

TESTE DE AVALIACAO DE INCLUSAO SISTEMATICA

Critério de Incluséo Sim Nao

1. O estudo em questdo retrata sobre o comportamento de herbicidas pré- X
emergentes em microrganismos do solo?

2. Os herbicidas do estudo séo pelo menos uma das moléculas de interesse? X

(clomazone, hexazinone e/ou imazapic)

Os estudos tratam de bactérias e/ou fungos do solo?

O estudo foi feito em bancada ou a campo?

O estudo esta escrito em lingua inglesa ou portuguesa?

S
X X X X

O veiculo de publicagdo é qualisado e apresenta JCR

Apés a inclusdo dos trabalhos, os artigos foram selecionados e avaliados
para discutir sobre a possibilidade dos herbicidas em questdo apresentarem

algum efeito metabdlico sobre a microbiota do solo.

RESULTADOS
Caracterizacdo e Comportamento dos Herbicidas nos Compartimentos
Ambientais.

Aspectos gerais quimicos, bioguimicos e de comportamento do Clomazone.

O clomazone, [2-(2-chlorobenzyl)-4,4-dimethyl-3-isoxazolidinona], (Figura 1)
€ um herbicida pré-emergente (KRUSE et al., 2001; GUNASEKARA et al., 2009;
DARWISH et al., 2013; SHROFF et al., 2014; VAN SCOY; TIEERDEMA, 2014)
ou pré-plantio (SHROFF et al.,, 2014) que pertence ao grupo quimico das
isoxazolidinonas (DARWISH et al., 2013). Este produto foi desenvolvido no inicio
dos anos 80 (GUNASEKARA et al., 2009; VAN SCOY; TJEERDEMA, 2014) com
o nome de Command (GUNASEKARA et al., 2009) e atualmente ele é
comercializado com a razdo Gamit Star®, Gamit 500 EC® e Gamit 360 CS®
(SCHREIBER et al, 2013), e apesar de comercialmente ser seletivo
(GUNASEKARA et al.,, 2009; SCHREIBER et al., 2013) no campo ele assume

caracteristicas de amplo espectro (SHROFF et al., 2014) muito utilizado em
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culturas de diferentes portes (ZANELLA et al.,, 2000; DARWISH et al., 2013;

SCHREIBER et al., 2013; SHROFF et al., 2014).
Cl
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Figura 1: Estrutura molecular do clomazone.
Figure 1: Clomazone Molecular Structure.

E um herbicida muito eficiente, relativamente estavel para degradacdo em
luz UV, porém de alta volatilidade, e por isso € muito passivel a deriva durante ou
apos a aplicacdo, causando danos em plantas ndo-alvo, que por ventura sejam
sensiveis a molécula, como algumas plantas ornamentais, alfafa, pequenos
grios, girassol e hortalicas (SHROFF et al., 2014). E um produto com
caracteristicas fisico-quimica de alta solubilidade em &gua (1100 mg/L)
(ZANELLA et al., 2000; GUNASEKARA et al., 2009), Koc de 150 ml/g, e Kd de 0,47
e 5,30 ml/g. (ZANELLA et al., 2000), meia vida de 6 meses e degradacao
microbiana de 2 a 3 semanas (GUNASEKARA et al., 2009).

Seu principal modo de acao nas plantas é através da inibicdo da sintese dos
carotendides (GUNASEKARA et al., 2009). Outros modos de acdo foram
identificados por Ferhatoglu; Barrett (2006), no qual relatam que o clomazone
inibe a formacdo das ligacdes do cloroplasto com isoprendides, além de
pigmentos fotossintéticos, do tocoferol e de horménios como a giberelina.

Existem herbicidas que inibem a sintese de carotenoides através da enzima
fitoeno desaturase (FD) como o Norflurazon, ou pela inibicAo da enzima p-
hidroxifenilpiruvato dioxigenase (HPPD), como o Isoxaflutole (KRUSE et al.,
2001), ja o clomazone apresenta inibicAio da sintese da geranilgeranil
pirofosfatase (GGPP) em células de espinafre, e ha fortes indicios da inibi¢cao

também da isopentenil pirofosfato isomerase (IPP) ou a pernil transferase
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(YASUOR et al., 2010). Ferhatoglu; Barrett (2006) também observaram que em
cloroplastos isolados de espinafre um dos metabdlitos do clomazone, o 5-keto
clomazone, inibiu a producdo de deoxixilulose 5-fosfato (DXP) que € um dos
intermediarios para a rota do metileritritol 4-fosfato (MEP) (originalmente
conhecida por rota do ndo-mevalonato), que por usa vez participa de uma das
rotas da biossintese de IPP. Neste mesmo estudo os autores confirmaram que o
ingrediente ativo clomazone, bem como seu metabdlito 5-keto clomazone,
inibiram a producéo de clorofila e carotenoides.

Varios resultados apontam o impacto do clomazone nos carotenoides e na
biossintese do clorofil que leva ao branqueamento da folhas (fotoxidacdo da
clorofila) (GUNASEKARA et al.,, 2009; DARWISH et al., 2013; SHROFF et al.,
2014). Ja anteriormente Ferhatoglu; Barrett (2006) mostraram os indicios que a
toxicidade do clomazone nao é devido a molécula em si, mas pelos produtos da
sua quebra; o 5-ketoclomazone é quebrado para 1-deoxi-Dxilulose-5-fosfato
sintase (DXP), a primeira enzima da sintese do IPP na rota do plastidio, alguns
anos mais tarde Darwish et al., (2013) também fizeram afirmacdes semelhantes.

Em termos de comportamento no solo, para o clomazone ndo € esperado
ligagbes muito fortes, devido seu baixo Kd e sua natureza hidrofilica. Entretanto,
tem sido investigado sua interacdo em diferentes tipos de solo (BROWN;
MASIUNAS, 2002; LI et al., 2004; DURQVIC et al., 2009; GUNASEKARA et al.,
20009).

Dentre os fendbmenos conhecidos do comportamento dos pesticidas, a
adsorcdo é um dos principais mecanismos para a compreensdo da acao
metabdlica da microbiota sobre essas moléculas (DUROVIC et al., 2009). A
adsorcdo € dependente das propriedades do solo, como os teores de matéria
organica (BROWN; MASIUNAS, 2002; DUROVIC et al.,, 2009), tipo de argila
(BROWN; MASIUNAS, 2002; DUROVIC et al., 2009), capacidade de troca de
cations e pH (LI et al., 2004; DUROVIC et al., 2009).

Em estudos desenvolvidos por Durovic et al. (2009) foi notado que mesmo
em solos com teores elevados de matéria organica (acima de 8%) néo ha
influéncia para adsor¢céo de clomazone, por outro lado, no solo que apresentou o

maior teor de argila, o herbicida ficou mais indisponivel. De acordo com o0s
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autores, este comportamento “inexplicado” pode ser devido aos diferentes usos,
aos quais estes solos foram submetido previamente. Resultados similares foram
encontrados por Gunasekara et al. (2009), que testaram o comportamento do
clomazone no solo por meio de isotermas de adsorgéo e histerese!, e notaram
que os acidos humicos néo influenciam na sua adsorcgéo.

Nos solos da China, Li et al. (2004) encontraram resultados contrarios, nos
quais as maiores adsorcdes foram encontradas em solos argilosos com alto teor
de matéria organica. Loux; Liebl; Slife (1989), muitos anos antes, testaram a
adsorcao do clomazone em 19 solos diferentes, e apontaram para uma alta
correlagcdo da presenca de matéria organica com a argila, reforcando os
resultados encontrados por Li et al. (2004).

Ainda Loux et al. (1989) apontam que as caulinitas e montmorilonitas tem
uma alta afinidade por clomazone, e a adsor¢do aumentam com a capacidade de
troca de cations na argila. Afrmam herbicida ndo adsorve bem em argilas que
estdo envolvidas por matéria organica, pois sua quantidade de sitios de reacao
acabam bloqueando os processos de adsorcao na superficie das argilas.

Dessa forma, o clomazone possui uma tendéncia moderada de adsorver em
particulas do solo, e por isso apresenta um baixo a moderado potencial de
contaminar lencois freaticos (SHROFF et al., 2014). Ndo é rapidamente
degradado em compartimentos ambientais, como fotolise ou hidrélise, mesmo
com diferentes faixas de pH (GUNASEKARA et al., 2009). Ademais, se apresenta
como pouco toéxico para mamiferos (LI et al., 2004; VAN SCOY et al., 2014).

Aspectos gerais quimicos, bioguimicos e de comportamento do Hexazinone.

O hexazinone (3-cyclohexyl-6-dimethylamino-1-methyl-1,3,5-triazine-2,4-
(1H,3H)-dione) (Figura 2) é um herbicida do grupo quimico das triazine-dione
(triazinadione), e conhecido por ser inibidor da fotossintese (KENNEDY et al.,
2011; RAMOS; YOSHIOKA, 2012; ZHU et al., 2009). Comercialmente € vendido
com o nome de Velpar®K WG, que é uma mistura de diuron e hexazinone (46,8%
e 13,2%, respectivamente) (RAMOS; YOSHIOKA, 2012), ou Velpar®DF, apenas

1 Fenémeno que ocorre devido a diferenca entre as curvas de adsorcdo e dessorcdo.
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com hexazinone (75%) (DUPONT, 2012), absorvido via raiz e translocado para as
folhas (RAMSEY; SHIBU, 2004; WANG et al., 2005), e com amplo espectro para
controle das areas (KENNEDY et al, 2011; RAMOS; YOSHIOKA, 2012;

ROLANDO et al., 2013; ; Ll et al., 2014).
CHs CHs

Figura 2: Estrutura molecular do Hexazinone.
Figure 2: Hexazinone Molecular Structure.

O hexazinone enquanto molécula pura, tem solubilidade em agua de 33 g
kg?, Koc de 54 cm3 g1, Kow de 15,0 meia vida de 105 dias, pHa de 2,2 e é
considerado um herbicidas basico e pré-emergente (KODESOVA et al., 2011;
NGIGI et al., 2014).

Os herbicidas classificados como inibidores do fotossistema 2 (PS Il), se
ligam & proteina D1 de forma estequiométrica. Devido a ligacdo do herbicida, o
fluxo de elétrons do PS Il é interrompido e a fixacdo de dioxido de carbono cessa
(JABLONKAI, 2011; DAYAN et al., 2015). Dessa forma, os aceptores ndo ficam
disponiveis para receber elétrons para excitagdo da clorofila, entdo, radicais livres
séo formados e desenvolve um quadro de clorose (JABLONKAI, 2011; PETERS
et al.,, 2014). A inibicdo estequiométrica da D1 como um modo de acdo do
herbicida ndo é vantajosa, pois sdo necessarias altas taxas de aplicacdo para que
se tenha eficiéncia, uma vez que se trata de uma enzima pouco abundante
(PEREZ-JONES et al., 2009; JABLONKAI, 2011).

A enzima D1 participa em etapas de catalise nos tilacoides e tem como
atividade precursora, a conversdo da proteina D1 inativa em uma forma mais
ativa (JABLONKAI, 2011; DAYAN; ZACCARO, 2012), que por sua vez assume a
responsabilidade na producdo dos pigmentos no cloroplasto, como o0s
carotendides (DAYAN; ZACCARO, 2012). Apesar do modo de acao do
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hexazinone n&o ser muito conhecido, Oettmeier et al. (1984), mostraram que em
molécula de azido-triazinone, com coordenacao moleculares muito semelhante ao
hexazinone, ocorreu um forte inibicdo do transporte de elétrons na fotossintese
(que é oferecido em partes pela enzima D1), e aceptores do PS Il, o mesmo ja
ndo ocorreu no fotossistema 1 (PS 1). Outros estudos reforcam esta hipotese de
acao dos herbicidas dos grupos das triazinones (DAYAN; ZACCARO, 2012;).

Em condi¢cdes de intensa luminosidade a proteina D1 é continuamente
exigida e auxilia nha manutencdo dos complexos PS Il, e a eficiéncia da acdo do
hexazinone esta associada a qualidade e eficiéncia de atividade desta enzima na
planta (JABLONKAI, 2011). Todavia, acredita-se que este mecanismo de acao
esta associado ao uso de Velpar®, que possui na sua constituicdo o diuron, isso é
reforcado por Moisset et al. (2015), que demonstram que o diuron participa neste
fluxo de elétrons com a protease D1 no PS II. Além disso, o diuron demonstra ser
mais efetivo no bloqueio da rota metabdlica, quando comparado ao hexazinone,
gue tem seu ataque mais lento na PS Il (FLORES et al., 2013).

Em ensaios feitos com Velpar®, Metacrate® e Baygon® (CHEN et al., 2014),
foi notado que essas moléculas possuem a habilidade de se ligar a um
componente chamado luciferase, precursor para bioluminescéncia de vagalumes,
e que participa da producdo de ATPs, no inseto. Até o momento este tipo de
estudo foi o mais evidente sobre efeito de herbicidas em organismos do Reino
Animal.

Nos solos da Nova Zelandia, o hexazinone tem sido reportado como muito
moével, e com meia vida de 79 dias (GARRETT et al., 2015). Os mesmos autores
detectaram que em 168 dias, apenas 6% do hexazinone remanescente de uma
aplicacdo estava presente no solo, o que aponta que este produto tem a
capacidade de descer no perfil do solo de forma rapida (em 10 dias), e ha uma
forte relacdo com as propriedades fisicas do solo. Ainda notaram que a presenca
de liteira diminui a lixiviagdo do produto para abaixo de 50 cm de solo, pois
funciona como um compartimento de retencdo. Resultados estes apresentado
anteriormente por Bicalho et al. (2010), que testaram a distribuicdo do hexazinone
em solos com floresta riparia, que apresentou alta capacidade de mobilidade
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chegando a atingir areas ndo-alvo, e compartimentos ambientais indesejados,
dessa forma, relacionado com um baixo coeficiente de adsorgéo (Koc).

Anteriormente, em outros estudos (CALDERON et al., 2004) foi notado que
para solos com alto teor de matéria organica, em regides de clima temperado, o
Hexazinone ficou menos disponivel no solo, entretanto, ainda assim, quando
comparado ao Simazine, que pertence a0 mesmo grupo quimico, apresentou
altas reversibilidade de adsorcéo, o que denota sua baixa capacidade sortiva em
solos. Esta baixa capacidade de adsor¢cdo na matéria organica pode estar
associada a uma alta polaridade molecular (alta solubilidade em agua) (CELIS et
al., 2002).

O hexazinone também ndo tem habilidade de se adsorver no solo,
independente do pH presente e teor de argila (KODESOVA et al., 2011), o que Ihe
confere uma alta disponibilidade em termos de biodegradagdo (WANG et al.,
2005), porém apresenta alguma correlagdo com a capacidade de troca de cations
(CELIS et al., 2002; KODESOVA et al., 2011). Em argilominerias que possuem
ferro na sua superficie, o hexazinone apresenta maiores capacidade de adsorcéo
(CELIS et al., 2002). Ademais, argilas que tem a capacidade de formar entre si
espaco entre as camadas, podem hospedar o hexazinone e controlar sua
adsorcao por organoargilas (CELIS et al., 2002). Esta capacidade das argilas em
funcionar como compartimento ambiental das entrecamadas foi apresentada por
vérios trabalhos (WANYIKA, 2014).

Aspectos gerais quimica, bioquimicos e de comportamento do Imazapic.

O imazapic, 2-[4,5-dihidro - 4 — metil — 4 - (1-metiletil) -5-oxo0-1 H- imidazol -
2-il] -5-metil - 3- acido piridinocarboxilico, (Figura 3), € um herbicida que pode ser
usado como pré-emergente (PORFIRI et al., 2015; REIMCHE et al., 2015) e/ou
pés-emergéncia (MARTINI et al., 2013; PORFIRI et al., 2015). Pertencente ao
grupo das imidazolinas (REIMCHE et al.,, 2015), mais especificamente das
imidazolinona piridina (KRAEMER et al.,, 2009), age como inibidor da enzima
acetolactato sintase (ALS) (ZHOU et al., 2007) e contém em sua molécula o
imidazol, com base em uma segunda estrutura ciclica (KRAEMER et al., 2009).
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Normalmente é utilizado para controle de plantas daninhas em cana de acUcar e
arroz (GOULART et al., 2014)

CO,H
CH 3
—_— N
/ CH(CH 3);
CH; \ /
N NH
0

Figura 1: Estrutura molecular do Imazapic.
Figure 1: Imazapic Molecular Structure.

E uma molécula que possui alta solubilidade em &gua (2200 mg-L*)
(REIMCHE et al., 2015), pKa 3.9 (KRAEMER et al., 2009), Koc de 206 mL-g’
(MARTINI et al., 2013), alta mobilidade no perfil do solo, meia vida de 120 dias
(REIMCHE et al., 2015).

O primeiro herbicida inibidor de ALS foi comercializado em 1982, com o
nome de clorosulfuron, para controle de plantas daninhas de folha larga em
cultura de cereais (TRANEL; WRIGHT, 2002), sendo absorvido pelas raizes e
folnas e translocado pelo floema e xilema, acumulando-se em pontos de
crescimento (KRAEMER et al., 2009).

O ALS, também conhecido por acetohidroxiacido sintase (AHAS) (ZHOU et
al., 2007), € a primeira enzima na biossintese de aminoacidos de cadeia
ramificada como a isoleucina, valina e a leucina (TRANEL; WRIGHT, 2002; ZHOU
et al.,, 2007; KRAEMER et al., 2009; ZHOU et al., 2010). Sua inibicdo conduz a
planta a um estadio de estresse por auséncia destes aminoacidos, acumulo de 2-
cetobutirato, interrupcdo da sintese de proteinas, perturbagdes no transporte de
fitossintatos (TRANEL; WRIGHT, 2002; ZHOU et al.,, 2007; KRAEMER et al.,
2009).

Ja existem relatos de espécies resistente a inibicdo do ALS (ZHOU et al.,
2010; GOULART et al.; 2014), que € causada pela alteracdo da prépria enzima
ALS (TRANEL; WRIGHT, 2002), mais especificamente por um ponto de mutacao
gue ocorre no gene da ALS (HUANG et al.,, 2010; GOULART et al., 2014) e

substituicdo pela planta por alguns aminoacidos. Zhou et al. (2010), apontam que
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essa resisténcia pode ser devida a alta interacdo entre a enzima ALS e as
moléculas enantibmeras presentes nos produtos.

As imidazolinonas tém uma forte capacidade de adsorcdo com oOxidos de Fe
e Al dos solos devido a carga positiva presente (PORFIRI et al., 2015). Sua
adsorcado é dependente do tipo de argila, do pH e CTC (REGITANO et al., 2001),
entretanto ndo ha qualquer dependéncia com a presenca de MOS (PORFIRI et
al., 2015).

Muito antes, Leone et al., 2002, também mostrou que as imidazolinonas tem
alta afinidade para adsorcdo em Oxidos de Fe e Al. Isso é devido sua estrutura
cristalina que favorece a formacédo de cargas positivas na superficie e favorece a
ligacdo de acidos carboxilicos, presente na molécula do imazapic (Figura 3).
Esses mesmos resultados sdo confirmados também por Loux; Reese (1992) e
Kraemer et al. (2009), e todos apontam para uma relacéo direta da adsor¢céo das
imidazolinonas com o pH, e a interacdo dos acidos humicos com os complexos
sortivos das argilas. Alguns estudos (AICHELE; PENNER, 2005), afirmam que a
correlacdo positiva das imidazolinonas com a matéria organica ocorre somente
quando a concentracdo do pesticida no meio é baixa, e o teor de matéria organica
é elevado.

Os efeitos de sorcdo das imidazolinonas gira em torno do pH 2.8 e 4.0
(acima e abaixo do pKa deste grupo). A adsorcdo € em funcdo de do carater
lipofilico da molécula, por isso, em pHs mais baixo as imidazolinonas tém
tendéncia a adsorver mais (NEGRE et al., 2001). Isso sugere, que para solos do
Cerrado Brasileiro, a tendéncia seja uma alta capacidade de adsorcdo do
imazapic, uma vez que o pH é sempre muito 4cido, além da presenca de argilas
1:1 e Oxidos de Fe e Al (REGITANO et al., 2001; KRAEMER et al., 2009).

As moléculas das imidazolinonas apresentam comportamento anfotero
(KRAEMER et al., 2009), possuindo um grupo carboxilico (adcido) e um grupo
amino (basico) como grupos funcionais (RAMEZANI et al., 2009), comportando-se
como acidos ou bases fracas, respectivamente (KRAEMER et al., 2009). Chen;
Chen et al. (2013), comentam que a adsorgéo é favorecida em ambientes acidos,

onde o sorbente é imobilizado, e a interacdo com os acidos humico pode ser de
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forma reversivel, jA para os grupos amina, ndo sao observadas as mesmas
relacdes de interacéo.

As imidazolinonas possuem a capacidade de formar enantibmeros
(RAMEZANI et al., 2009; ZHOU et al. 2010), que possuem radicais do grupo
piridina, e apresentam pouca atividade na inibicdo da ALS (ZHOU et al., 2010),
mas exercem efeito diferencial sobre o comportamento no ambiente (KRAEMER
et al., 2009), aumentando sua persisténcia. No entanto, em termos agronémicos,
a permanéncia das imidazolinonas no solo em quantidade suficiente pode
comprometer a utilizacédo futura da area com culturas sensiveis ao produto, como

alfafa, aveia, milho, pimentdo, tomate (KRAEMER et al., 2009).

DISCUSSAO

Efeitos dos herbicidas no metabolismo de microrganismos do solo.

Witshcel et al. (2013) relatam alguns trabalhos que testaram um produto
natural, conhecido por fosmidomicina que tem efeitos similares aos causados pelo
clomazone. Nestes estudos foram observados a inibicdo da biossintese do
isoprendide. Ao mesmo tempo, estes estudos revelaram que algumas plantas e
bactérias possuem rotas metabdlicas alternativas para o mevalonato, que é um
produto chave intermediéario, para a producédo de isoprendides e IPP.

Ainda Witshcel et al. (2013) comentam de estudos com analise genémica,
nos quais os resultados identificaram uma sequéncia de sete novos modelos de
reacdo enzimatica possiveis, para conversao de gliceraldeido-3-fosfato em IPP.

De acordo com Peters et al. (2014), o clomazone diminui as taxas de
crescimento bacteriano. Isso pode ser associado com a alta toxicidade da
molécula de clomazone, devido a presenga do cloro na molécula (Figura 1).
Arjoon; Olaniran; Pillay (2015) reportam bem a cinética de inibicdo que os
compostos com cloro causam, como a diminuigéo do potencial de biodegradacéao
de alguns compartimentos ambientais.

Outra possivel causa € a agressividade do clomazone devido seu
mecanismo de acdo: inibidor da DXP, que tem o papel chave na biossintese do
isoprenoina, requerido pela tiamina e producdo de piridoxal fosfato nos
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procariotos (PETERS et al.,, 2014), que influencia diretamente a producao de
carboidratos e energia metabdlica (KEGG, 2015).

Os mesmos autores estudaram o efeito do clomazone aplicado sozinho e em
mistura comametrina em concentracdes mais altas, neste estudo eles perceberam
que a peroxidacao de lipidios em Pseudomonas é maior, 0 que sugere que elas
sdo mais habeis na degradacdo destes pesticidas. As Pseudomonas também
possuem grande habilidade na degradacédo de outros herbicidas (PETERS et al.,
2014). Liu et al. (1996) ainda no passado, ja apontada para uma gama de
microrganismos muito grande na degradacdo de clomazone, cerca de 41
microrganismos foram selecionados para seus estudos em microcosmos, mas o
Aspergillus niger apresentou 8 tipos metabdlitos diferentes para degradacédo do
clomazone, o que indica a sua grande habilidade de degradacdo deste
ingrediente ativo.

Apesar da sua toxicidade, o clomazone tem uma preferéncia para
degradacdo por meio dos microrganismos, do que fotoquimicamente, como
comprovado por Tomco; Tjeerdema (2011).

Ramos; Yoshioka (2012) apontaram de um grupo de microrganismos (EM-4)
tém a capacidade de biodegradacdo em areas contaminadas (solos e agua) por
Velpar K, que possui na sua composi¢cao o hexazinone.

Anteriormente, Wang et al. (2005) mostrou em seu estudo que
Pseudomonas sp e Enterobacter cloacap, em cerca de 10 dias, foram capazes de
degradar o hexazinone em meio controlado MSM. Resultados similares foram
encontrados por Hunter; Manter et al. (2012), com um proteobactéria
(Pseudomonas kuykendallii sp. nov.) isolada de um biorreator para degradacao de
hexazinone. Ngigi et al. (2014) usaram solos do Kenia, manejados com cana-de-
acucar, para isolamento e identificacdo de microrganismos com potencial para
degradacédo do hexazinone, e em seus estudos afirmaram que a E. cloacap foi o
microrganismo com maior potencial de degradac&o da molécula.

Para esta molécula é sugerido que a rota de degradacao no solo é resultado
da perda da cetona, que acompanha o grupo dimetilanino da molécula, por um
efeito de hidroxilacdo (WANG et al., 2005; NGIGI et al., 2014).
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Alguns trabalhos comentam que o hexazinone é capaz de ser biodegradado
em aproximadamente 10 dias no solo (WANG et al., 2005), por outro lado, outros
estudos apontam que o hexazinone em 50 dias ainda ndo apresenta grandes
avancos no que tange a biodegradacdo em meio aquoso (MEMIC et al., 2005).
Estes resultados levam a inferir que este pesticida em contato com
compartimentos que tenham alta quantidade de agua, pode apresentar uma maior
persisténcia.

Uma vez que pesticidas como o hexazinone tém uma alta capacidade de off
site por lixiviagcdo, tendem a impactar negativamente microrganismos na regido da
zona vadosa, onde de fato por ocorrer a biodegradacéo (CLOSE et al., 2010), e
onde possui uma microbiota anaerdbia com alta capacidade de degradacédo
(WANG et al., 2009). Essa degradacdo pode também ser atribuido a
microrganismos enddgenos devido os baixos niveis e baixa atividade residual que
pode durar varios meses (WANG et al., 2005), e que aparentemente ndo parece
ser muito toxicos para a microbiota.

Ademais, este herbicida tem a capacidade de estimular o crescimento de
micorrizas (LAATIKAINEN; HEINONEN-TANSKI, 2002), contrariamente, outros
estudos comprovaram que o0 hexazinone causa problema na formacdo de
ectomicorrizas (BUSSE et al., 2004).

Em ambientes acidos, onde as imidazolinonas sdo mais persistentes, os
herbicidas sdo degradados primeiramente pela microbiota (LOUX; REESE, 1992;
MOYER et al., 2010). Essa condicdo de degradacédo é favorecida pela microbiota
do solo, em ambientes tropicais terem um crescimento maior em ambientes onde
as condicbes de acidez sdo elevadas (ZHANG et al.,, 2010). Essa atividade
microbiana influenciara nas propriedades quimicas das imidazolinonas e impedira
sua dissipacao na sua forma molecular priméaria (WANG et al., 2006).

Os pesticidas funcionam como fonte de carbono (C), nitrogénio (N), fésforo
(P) e enxofre (S) para os microrganismos do solo, por processos de
decomposicdo, mineralizacdo e imobilizacdo (PERUCCI et al.,, 2000). O CO2 é
uma ferramenta para avaliacdo dos efeitos dos pesticidas no metabolismo da
microbiota (PERUCCI et al., 2000).
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Perucci et al. (2000) identificaram que o imazethapyr, em trinta dias de
incubacao, apresentou efeitos toxicos na microbiota do solo, entretanto, em dose
dez vezes maior que a dose recomendada a respiragdo aumentou, mesmo com a
diminuicdo da biomassa microbiana do solo (BMS), o que é indicativo de
organismos com alta capacidade de degradacédo de imidazolinonas. O mesmo
ensaio feito com a presenca de matéria organica, os niveis de BMS se manteram
elevados para doses recomendadas e menores para sobredosagens, entretanto
as taxas de respiracdo foram encontradas nas sobredosagens, o que sugere uma
elevada pressédo de selecdo do meio sobre a microbiota. Zhang et al. (2010)
encontraram resultados similares para imazethapyr em solos siltosos de regides
temperadas.

Esses resultados reforcam todos os estudos da pouco expressiva
participacdo da matéria organica como sitio de adsor¢cdo de imidazolinonas
(PORFIRI et al.,, 2015) e como consequéncia maior disponibilidade para
biodegradacédo (LOUX; REESE, 1992). Em oposicdo, Moyer et al. (2010), afirmam
que a microbiota é estimulada na presenca de altas quantidades de matéria
organica, e dessa forma, a capacidade de degradacdo microbiana do solo é
aumentada, bem como biodegradacao de herbicidas.

O mecanismo bioquimico da rota ALS foi também foi identificado em
Escherichia coli e Salmonella typhimurium em pelo trés tipos chamados de ALS |,
Il e lll, e em Pseudomonas aeruginosa apenas ALS lll, e assim como algumas
plantas, estes microrganismos desenvolveram resisténcia e adquiram a
capacidade de degradacdo do pesticida (HUANG et al., 2010). A mesma
habilidade foi observada em Arthrobacter crystallopoietes para degradadar as
imidazolinonas (WANG et al., 2006). A mutacdo para resisténcia das P.
aeroginosa foram identificadas no gene ilvl, que codifica um aminoacido mutante
no ALS (HUANG et al., 2010). Wang et al. (2006), ainda sugere, que a
capacidade de degradagdo dos microrganismos de solo para as moléculas de

imidazolinonas é maior em ambientes anaerdbios.

Estudos moleculares na interagao solo-microbiota-herbicidas
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Os efeitos dos pesticidas sobre a estrutura da comunidade microbiana e
atividade no solo s&o motivos para muitos estudos (BUSSE et al.,, 2004;
PERUCCI et al., 2000; PETERS et al., 2014; WITSHCEL et al., 2013; ZHANG et
al., 2010). Dada esta condicdo a medida que ocorreu o desenvolvimento da
ciéncia metodologias se aprimoraram e melhoraram as possibilidades de
afirmacdes dos efeitos dos pesticidas na natureza. O primeiro grande exemplo foi
a utilizacdo da quantificacdo do mRNA mostrando processos de nitrificacdo, que
sao muito susceptiveis de alteracdo para alguns pesticidas (FELD et al., 2015).

Na dltima década, uma variedade de ferramentas moleculares tém
fomentado os avancos no conhecimento da diversidade e composicdo das
comunidades microbianas no solo (IMFEL; VUILLEUMIER, 2012). Jacobsen &
Hjelmso (2014) trazem em sua publicacdo um quadro que apresenta maiores
detalhes de algumas técnicas que sao usadas com objetivos diferentes, como o
DGGE, PLFA, PCR em tempo real dentre outras.

Num primeiro momento, a eletroforese em gel de gradiente desnaturante
(DGGE) foi uma técnica crucial (SOUZA et al., 2013). O DGGE é uma técnica
molecular utilizada para andlise de fingerprint rpida da composicdo da
comunidade microbiana, diversidade e dinamica. O método € rapido e barato,
com processamento simultdneo (GREEN et al., 2010). Grandes avancos foram
feitos e atualmente € possivel fazer extracdo de DNA em amostras complexas
como no solo (SOUZA et al., 2013).

A sensibilidade e o tipo de informag&o dos dados a nivel molecular crescem
de forma muito rapida, e é uma ferramenta aplicada a investigacdes que a priori
nao poderiam ser resolvida pelos métodos tradicionais. De forma particular, a
contribuicéo e eficiéncia de alguns filotipos bacterianos no estudo de preditores e
bioindicadores (IMFELD; VUILLEUMIER, 2012).

Nos ultimos anos, o amplicon 16S tratado por pirosequenciamento tem sido
muito usado para determinar a diversidade microbiana e estrutura de muitos
ecossistemas, e a metagendmica tém se apresentado como a ferramenta mais
recente que de fato estuda o potencial metabdlico dos microbiomas do solo
(CARBONETTO et al., 2014). Dentro deste conceito a metagendmica tém
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crescido, pois estes estudos contribuem para a caracterizagdo taxonémica, e as
mudancas na dinamica funcional.

Por meio de anotacdo de sequéncia sédo criadas categorias funcionais na
ordem de genes individuais, ou processos celulares. Basicamente, 0s genes
preditos s&o tabulados e classificados em categorias funcionais a partir de ordens
inferiores (genes individuais) e para ordens superiores (processos celulares). Para
entender as caracteristicas funcionais especificas, as leituras metagendmicas sao
processadas em um sistema conhecido por Megablast (SAMGWAM et al., 2012),
e que podem tomar proporcgoes de estudos taxonGmicos como a organizacao dos
grupos por modelos de redes neurais artificiais (da sigla em inglés: ANN)
(SANTOS et a., 2014).

Muitos autores se utilizam destas técnicas para responder algumas
perguntas, como exemplo as estratégias metabdlicas que um solo pode
apresentar em um microbioma especifico. Neste sentido, Carbonetto et al. (2014)
testaram o microbioma de duas condi¢cdes de adubacdo, na primeira adubacéo
verde (a partir de restos culturais) e outra adubacdo mineral convencional. Na
primeira situagdo o0s autores notaram que O microbioma apresentou uma
tendéncia de favorecimento de oligotroficos, enquanto que no preparo
convencional promoveu o desenvolvimento de copiotréficos, que diminuiram a
estabilidade da matéria organica do solo, e portanto, aumentou a disponibilidade
de nutrientes.

Dessa forma, a compreensdo do comportamento metabdlico do solo,
contribui para de fato conhecer a dindmica de absor¢éo de nutrientes e eficicia

dos itinerarios técnicos agricolas.

CONSIDERACOES FINAIS

1. Por compartilharem rotas metabdlicas similiares, os herbicidas pré-emergente
possuem potencial para causar danos nos microrganismos do solo;
As Pseudomonas sp. tem notdria capacidade de degradacéo no solo;

3. O impacto negativo dos herbicidas tém relagdo com as caracteristicas fisico-
guimicas do solo e da molécula, e, portanto, a disponibilidade;
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As técnicoa de biologia molecular sdo as que apresentam maior refinamento
para demostrar os efeitos sobre 0s microrganismos no solo;
Sao0 necessarios estudos que evidenciem aspectos técnicos das moléculas,

bem como a sua disponibilidade e seu efeito sobre as rotas metabdlicas.
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