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RESUMO

O trabalho teve como objetivo selecionar espécies de plantas para a fitorremediacdo de solos
com tebuthiuron, avaliar o desenvolvimento de bioindicadoras apds a fitorremediacdo do
herbicida, além de quantificar sua dissipacao do solo. Os tratamentos foram compostos por dez
espécies: Mucuna preta (Mucuna aterrima); Feijdo de porco (Canavalia ensiformes L.); Bucha
(Luffa aegyptiaca L.); Calopogonio (Callopogonium mucunoides L.); Feijao guandu (Cajanus
cajan L.); Nabo forrageiro (Raphanus sativus L.); Crotalaria spectabilis (Crotalaria spectabilis
L.); Mata pasto (Senna obtusifolia L.); Leucena (Leucaena leucocephala L.); e Mamona
(Ricinus communis L.). O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Campus de
Engenharias e de Ciéncias Agrarias (CECA-UFAL), em vasos contendo 3 dm? de solo de
textura franco argilo arenoso. O experimento foi em delineamento inteiramente casualizado, em
fatorial duplo: espécias de plantas (10) x presenca de herbicida (2), com 6 repeticdes, no
tratamento com herbicida foi aplicado em pré-emergéncia a dose de 1,0 kg.ha™* (recomendacéo
comercial). A avaliagdo do comportamento de diferentes espécies vegetais cultivadas em
sucessdo as fitorremediadoras de solo contaminado por tebuthiuron foi realizado em plantas
bioindicadoras, dentre as quais, o feijdo (Phaseolus vulgaris L.) e pepino (Cucumis sativus L.)
foram utilizados e indicaram a presenca ou auséncia de niveis toxicos do herbicida. Também
foi utilizado a quantificacdo do herbicida no solo, realizada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) e corroboraram com os dados obtidos pelas espécies bioindicadoras. As
avaliacOes foram feitas em quatro épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias ap0s a semeadura)
nas espécies fitorremediadoras e bioindicadoras por meio de variaveis fisioldgicas e
biométricas. As variaveis fisiologicas foram: Indice SPAD, Eficiéncia quantica maxima
(Fv/Fm) e Eficiéncia quéntica efetiva (YIELD) do fotossistema Il. As variaveis biométricas foram:
altura de plantas, nimero de folhas verdes, massa seca. Apenasa Mucuna aterrima foitolerante
ao tebuthiuron, demonstrando menor interferéncia para as variaveis fisiologicas e biometricas, e
em seu cultivo, foi constatato uma diminuicédo de 86,5% da concentracao do herbicida no solo
pelo método HPLC. Em relacdo as espécies bioindicadoras, tanto o pepino quanto o feijdo
apenas se desenvolveram onde houve o cultivo da Mucuna aterrima, indicando, com isso,
potencial dessa espécie para a fitorremediacédo de tebuthiuron no solo.

Palavras-chave: Descontaminacgéo, Dissipacdo, Herbicidas.



ABSTRACT

This work aimed to select plant species for phytoremediation of soils with tebuthiuron, to
evaluate the development of bioindicators after herbicide phytoremediation, in addition,
quantify their soil dissipation. The treatments were composed of ten species: hamburguer seed
(Mucuna aterrima); Jack bean (Canavalia ensiformes L.); Sponge gourd (Luffa aegyptiaca L.);
Calopogonio (Callopogonium mucunoides L.); Pigeon pea (Cajanus cajan L.); radish
(Raphanus sativus L.); rattle pods (Crotalaria spectabilis L.); Chinese senna (Senna obtusifolia
L.); leadtrees (Leucaena leucocephala L.); and castor bean (Ricinus communis L.). The
experiment was carried out in a greenhouse at the Campus Engineering and Agrarian Sciences
(CECA-UFAL), in pots containing 3 dm?3 of soil with a sandy loam texture. The experiment
was carried out in a completely randomized design, in a double factorial: plant species (10) x
presence of herbicide (2), with 6 replications, in the treatment with herbicide a dose of 1.0 kg
was applied pre-emergence. 1 (commercial recommendation). The evaluation of the behavior
of different plant species cultivated in succession to phytoremediation of soil contaminated by
tebuthiuron was carried out in bioindicator plants, among which, beans (Phaseolus vulgaris L.)
and cucumbers (Cucumis sativus L.) were used and indicated the presence or absence of toxic
levels of the herbicide. Quantification of the herbicide in the soil was also explored, performed
by high performance liquid chromatography (HPLC) and corroborated with the data obtained
by the bioindicator species. The evaluations were made in four evaluation periods (15, 30, 45
and 60 days after sowing) in phytoremediation and bioindicator species through physiological
and biometric variables. The physiological variables were: SPAD index, maximum quantum
efficiency (Fv / Fm) and effective quantum efficiency (YIELD) of photosystem II. Biometric
variables were: plant height, number of green leaves, dry matter. Only Mucuna aterrima was
tolerant to tebuthiuron, showing less interference for physiological and biometric variables, and
in its cultivation, an 86.5 % decrease in the concentration of the herbicide in the soil by the
HPLC method was found. Regarding bioindicator species, both cucumber and beans only
developed where Mucuna aterrima was cultivated, thus indicating the potential of this species
for the phytoremediation of tebuthiuron in the soil.

Keywords: Decontamination, Dissipation, Herbicides.
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1. INTRODUCAO

O crescimento da populacdo mundial tem pressionado o aumento da producgdo de
alimentos e para suprir esta demanda é fundamental a diversificagdo de culturas. Porém, a
interferéncia de plantas daninhas surge como um dos principais fatores que culminam na
reducdo do potencial produtivo dos sistemas agricolas.

O uso de herbicidas se destaca como principal método de medida de manejo,
principalmente no que se refere aos herbicidas de pré-emergéncia que visam a utilizacdo de
moléculas residuais como fator de controle prolongado. Outra ferramenta que pode ser utilizada,
é a melhoria das condigdes do solo através do uso de adubacdo verde, entre o periodo do preparo
do solo e a semeadura, em que havera a fixacao de nitrogénio por leguminosas (Paulino et al.,
2009). Além da melhora da fertilidade do solo, através da ciclagem de nutrientes, produzida
pelas espécies de rotacdo, quando as mesmas sao incorporadas no solo.

Em relagdo aos agroquimicos o Brasil € o maior consumidor, desde 2010 (Almeida et
al., 2017). Segundo Gianessi (2013), é provavel que sejam aplicados mais de 1 milhdo de
toneladas de agroquimicos a cada ano nas lavouras brasileiras. Os herbicidas sdo os produtos
com maior volume de uso, responsaveis por aproximadamente 60% do total comercializado no
pais (Gianessi, 2013).

Fatores ambientais, formas de aplicacdo e, sobretudo, fatores fisico-quimicos dos
produtos tornam-se grandes variaveis no que se refere a predicdo de perdas dos agroguimicos
no ambiente e podem sofrer lixiviacdo. Com isso, reservatdrios de agua, rios, corregos e afins
sdo os eminentes acumuladores finais dos herbicidas (Murray et al., 2010).

Dentre os métodos de avaliacdo da retencdo de residuos de herbicidas no solo sdo
aplicadas técnicas como espectrometria de massa, cromatografia liquida e gasosa, sobretudo o
uso de bioensaio, na qual consiste na utilizacdo de espécies vegetais que demonstram alta
sensilibidade ao produto e séo de rapido desenvolvimento e facil cultivo, aléem de ser de menor
custo dentre as demais (Nunes; Vidal, 2009). O pepino é largamente utilizado como espécie
bioindicadora da presenca de herbicidas como trifloxysulfuron-sodium e pyrithiobac-sodium
(Guerra et al., 2011), atrazine, cloransulam-methyl, imazaquin, metribuzin e s-metolachlor
(Nunes; Vidal, 2009).

A sustentabilidade da producdo agricola e a sua adequagdo ambiental sdo vertentes
atualmente indispensaveis aos atuais meios de producdo. Com isso, alternativas bioldgicas
como a fitorremediacdo podem ser utilizadas para amenizar problemas ambientais relacionados

a herbicidas com longo residual no solo (Pires et al., 2001; Carmo et al., 2008). No Brasil,
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algumas pesquisas sobre fitorremediacdo de herbicidas como tebuthiuron tem sido estudadas
(Pires et al., 2003; 2005 e 2006; Belo, 2006).

Por apresentar longo efeito residual no solo, o tebuthiuron é um herbicida que pode
causar sérios impactos ambientais (Approbato Filho et al., 1988; Meyer; Bovey, 1988). Por esse
motivo, torna-se importante o estudo de processos que possibilitem a reducdo ou anulacéo de
seus niveis no solo. Em experimentos de seletividade de plantas ao tebuthiuron, visando sua
remediacdo, observou-se que, em baixas concentragdes desse herbicida, espécies de adubos
verdes como mucuna-preta, tremoco- branco e feijdo-de porco mostraram-se promissoras (Pires
et al., 2003).

O tebuthiuron possui longo efeito residual no ambiente, cuja meia vida é de 360 dias.
Segundo Andrei (2013), este herbicida é altamente toxico para algas, altamente persistente ao
meio ambiente e com grande potencial de mobilidade ao longo do perfil do solo, podendo
atingir principalmente aguas subterraneas. O uso do tebuthiuron tem despertado grande
preocupacdo em relacdo ao risco ambiental, principalmente no tocante a contaminacdo dos
lencois freaticos (Bernardes et al., 2014) (Faria et al, 2013).

A pesquisa sobre fitorremediacdo ainda € incipiente no Brasil, tendo 0 uso mais
difundido nos EUA e na Europa, principalmente no que se refere a remediacdo de metais
pesados. Devido a isso, ha poucos relatos sobre o uso da fitorremediacdo de tebuthiuron. Entre
os trabalhos que avaliaram a seletividade desse herbicida a adubos verdes pode-se citar o de
Dal Piccolo; Christoffoleti (1985) e Pires et al. (2005).

Diante disso, 0 objetivo do trabalho foi de avaliar a existéncia de espécies de plantas
com potencial para fitorremediacdo de solos contaminados por tebuthiuron, avaliar o
desenvolvimento de bioindicadoras apds a fitorremediacdo do herbicida e quantificar a

dissipacdo do herbicida no solo pelo método de cromatografia liquida.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Probleméatica do uso de herbicidas residuais

Visando maior producdo em larga escala, devido ao crescimento populacional, o uso de
agrotoxicos tem sido cada vez mais elevado, com isso, a preocupagdo quanto a contaminagéo
ambiental e a utilizacdo racional dos recursos hidricos e do solo esta cada vez mais evidente.

O uso de herbicidas com longo periodo residual é uma pratica cada vez mais comum,
principalmente em monoculturas e em culturas que ndo proporcionam a cobertura rapida do
solo e, portanto, estdo sujeitas a periodo mais longos de interferéncia das plantas daninhas.

O controle quimico e técnicas culturais sdo os principais métodos para 0 manejo e
controle de plantas daninhas, o que tem possibilitado decréscimo nas perdas de produtividade
das culturas pela competicdo comas mesmas. Entretanto, no que se refere ao controle quimico, o
uso de herbicidas de forma indiscriminada pode causar problemas como: contaminacao
ambiental e o efeito residual (carryover) (Guimaréaes, 2017).

O efeito residual dos herbicidas no solo visa suprimir novos fluxos de plantas daninhas, o
que permite reduzir o numero de aplicacGes e favorecer a cultura no ambiente, com pouca ou
nula competicdo. No entanto, apresenta riscos ambientais além de limitar a rotacdo de culturas,
as quais visam promover a diversificacdo e sustentabilidade dos meios de producdo (Melo et
al., 2016).

Carryover é o efeito fitotdxico, que por meio da persisténcia do herbicida no solo apos
o final do ciclo da cultura que foi utilizado levando a intoxicacdo de culturas sucessoras
(Oliveira Janior; Regitano, 2009). O potencial do efeito esta ligada a fatores como: natureza
quimica, a dosagem e a meia vida do herbicida utilizado, bem como efeitos relativos ao solo,
como: a atividade microbiana, textura do solo, pH do solo, teor de matéria organica. Condic6es
ambientais que apos a aplicacdo afetam a taxa de dissipacdo e degradacdo do composto no solo,
como a temperatura apds a aplicacdo (Nummer, 2015). Fatores esses que estdo diretamente
interligados nos processos de retencdo, transformacao e transporte das moléculas, na dinamica
do herbicida no solo (Oliveira Junior; Regitano, 2009).

Mesmo que a intoxicacdo ndo seja visivel, devido as baixas concentracdes dos
herbicidas no solo, pode resultar em menor crescimento e afetar negativamente a produtividade
da cultura. (Robinson; McNaughton, 2012).

Além de interferir negativamente no desenvolvimento de culturas em sucessdo, sao
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frequentes relatos em pesquisas de monitoramento em reservas de agua a presenca de herbicidas
utilizados no controle de plantas daninhas em diversas culturas, devido a capacidade de serem
translocados pelo perfil do solo. Trabalhos onde se estudaram os herbicidas alachlor, atrazine,
metolachlor, simazine e trifuralin descrevem a degradacdo e a lixiviagdo dos mesmos em
subsolos brasileiros, onde foi detectada a presenca destes no perfil do solo até 95 cm de
profundidade (Laabs et al., 2002).

Johnson e Talbert (1996) constataram toxicidade as culturas de meldo, pepino, girassol
e mostarda resultante do efeito residual do herbicida imazaquin mesmo quando semeados 112
dias ap6s a aplicacao.

Regibes que possuem maiores areas plantadas com monocultivos apresentam também
maiores indice de contaminagéo de agrotoxicos agricolas ao meio ambiente, as culturas de ciclo
curto, como as olericolas, que s@o frequentes em sistema de rotacao de cultura, mas, sobretudo,
0s maiores indices de intoxicagdo humana (Neves et al, 2018) e (Rahman et al., 2014).

E necessario conhecer parametros de sorcéo e de lixiviagdo ao mesmo tempo em que se
busca o controle de plantas daninhas, a fim de prevenir prejuizos ambientais na dinamica do
herbicida no solo e no efeito residual a culturas em sucessdo. Esse conhecimento é necessario,
pois a aplicacdo indiscriminada em solos cuja capacidade sortiva seja baixa ird favorecer o
carreamento da molécula até reservas de agua, além de danos produtivos as culturas (Silva et
al., 2012).

2.2 Fitorremediagao

Fitorremediacdo € a tecnologia que tem como base uma solucdo ecoldgica estratégica
em utilizar plantas para reduzir, extrair, conter ou imobilizar substancias toxicas do meio
ambiente. O termo fitorremediacéo é relativamente novo, consiste no prefixo phyto = planta e
remediacdo que significa “corrigir ou remover o mal”.

A fitorremediacdo surge como uma ciéncia de elevada eficacia e alto potencial na
extracdo de contaminantes do solo, em que visa amenizar ou até degradar por completo o efeito
residual dos herbicidas. Além de técnica que se baseia na utilizacdo de plantas como agentes
fitodegradadores da molécula do herbicida no solo podendo imobiliza-la na planta ou até
mesmo degrada-la em substéncias inofensivas. A fitorremediacdo se baseia no processo de
seletividade para resisténcia desenvolvida por espécies vegetais a herbicidas ou agente
xenobidtico (Pires et al., 2003; Madaldo, 2012).

As principais vantagens da fitorremediacdo sdo o baixo custo de execugdo e de

investimento, como tambeém baixa degradacdo da area a ser descontaminada (Chaves et al.,
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2010). E por serem plantas despoluidoras, ndo raro, resultam em beneficios adicionais além da
prépria remediacdo, principalmente quando sdo leguminosas ou espécies florestais (Pires et al.,
2006).

A fitorremediagdo se relaciona diretamente com as propriedades do solo, com o
potencial da planta em fitorremediar 0os compostos orgéanicos, e na capacidade de bioestimular
microrganismos presentes no solo capazes de favorecer o processo (fitoestimulacdo), a partir
do estimulo de exsudatos radiculares (Krutz et al., 2009; Vasconcellos et al., 2012).

As limitacOes da fitorremediacéo se relacionam a fatores que levam a planta acrescer
mais lentamente, fazendo com que se aumente tempo necessdrio para 0 processo de
fitorremediacdo, além dos fatores favoraveis do o clima, o tipo de solo, a estacdo do ano, a
concentracéo e profundidade do contaminante e a interferéncia do contaminante no crescimento
da planta (Cunningham; Ow, 1996; PilonSmits, 2005).

Os processos responsaveis pela fitorremediacdo de compostos toxicos estdo
relacionados com o transporte diferencial do composto para os tecidos da planta, a volatilizacao,
a degradacdo parcial ou total, a transformacdo em compostos mais inofensivos (Accioly;
Siqueira, 2000; Scramin et al., 2001; Pires et al., 2003). Além disso, pode estar relacionada
também a liberacdo de exsudatos radiculares, 0s quais estimulam micro-organismos,
degradando o composto no solo, processo conhecido como rizodegradacdo (Cunningham et al.,
1996; Silva et al., 2007). A disponibilidade de um pesticida a degradacdo microbiana varia
devido as propriedades fisico-quimicas do mesmo e pelo fato da sorcdo por coldides do solo
diminuir a taxa de degradacdo microbiologica, em uma impedicdo fisica a colonizacéo
microbiana.

A fitorremediacdo depende da técnica a ser empregada, natureza quimica e das
propriedades dos poluentes. Os processos que envolvem os mecanismos da fitorremediacgéo sdo
de acordo com o quadro abaixo:

Quadro 1. Mecanismos de fitorremedicdo em areas com poluentes.
MECANISMO PROCESSO

FITOEXTRACAO A capacidade da planta em absorver o contaminante do solo
e armazena-los no tecido vegetal das folhas, caules e
raizes da planta.

FITODEGRADACAO O poluente é bioconvertido e passa para uma forma menos
toxica por uma acdo enzimatica.
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FITOVOLATILIZACAO |Ha absorcéo e conversido do poluente em uma forma
volatil, o qual é liberado na atmosfera.

FITOESTIMULACAO Biodegradacéo microbiana  mediante  exsudados
radiculares.

FITOESTABILIZACAO |Imobilizacdo do poluente & parede vegetal.

Fonte: Adaptado de Santos et al. (2010).

O mecanismo mais desejado do processo da fitorremediacdo é o da fitodegradacao,
considerando-se a probabilidade da completa degradacdo do composto por esta via (Procopio
etal., 2007). Procépio (2009), também afirma que os processos que envolvem a fitorremediacdo
podem ocorrer a0 mesmo tempo ou sequencialmente.

A primeira etapa de um planejamento de fitorremediacéo consiste na selecdo de plantas
que apresentem caracteristicas pre-determinadas como indicativo de uma planta
fitorremediadora, segundo Procopio (2009), tem-se de levar em conta e avaliar caracteristicas
fisico-quimicas da molécula do herbicida aplicado e do solo a ser remediado, condigdes
climéticas do local e a topografia da area.

A selecdo de plantas deve seguir determinados critérios indicativos para o projeto de
fitorremediacédo, Procopio (2009), Oliveira et al. (2007) e Santos et al., (2006) relataram dentre
0s quais: sistema radicular profundo e denso; alta taxa de crescimento e grande producéo de
biomassa; capacidade transpiratéria elevada; elevada taxa de exsudacao radicular; resisténcia a
pragas e doengas; adaptabilidade ao local a ser remediado (clima e solo); fixacdo bioldgica de
nitrogénio atmosférico; alta associacdo com fungos micorrizicos; ter capacidade de
desenvolver-se em locais diversos; capacidade de absorcdo, concentracdo e/ou metabolizacao
e tolerancia ao contaminante; facil aquisicdo ou multiplicacdo de propagulos; ser de facil colheita
e; ocorréncia natural em areas contaminadas. Sendo ideal agrupar todas essas caracteristicas em

uma so espécie vegetal, ou reunir o maior nimero delas.
2.3 Caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas como fatores de aumento do residual

Fatores fisico-quimicos regulam o destino dos herbicidas ao entrarem em contato com o
solo, onde podem ser absorvidos pelas plantas e microrganismos, lixiviados, degradados ou
sorvidos pelas particulas de solo, neste caso permanecendo por mais tempo e aumentando seu
poder residual no solo (Silva e Silva, 2007).

Independentemente do método de aplicacdo, seja ele em pds ou em pré-emergéncia, 0

solo tende a ser o destino final do herbicida (Law, 2001). A partir do momento que a molécula
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de herbicida atinge este, estara sujeita a processos de retencédo, transporte e transformagéo os
quais estdo diretamente ligados a eficiéncia no controle de plantas daninhas e no aumento
residual da molécula (Silva et al., 2013). A intensidade com que esses processos ocorrem
depende de atributos fisicos, quimicos e bioldgicos do solo, bem como de diversos fatores
fisicos e quimicos da molécula que podem ocasionar na sor¢cdo da molécula pelos coloides do
solo, na absorcdo dessas pelas plantas e degradagéo por microrganismos.

A mobilidade e poder residual de um herbicida no solo é dependente de caracteristicas
fisico-quimicas da molécula, como a constante de equilibrio de ionizagdo (pKa), o coeficiente
de particdo octanol-agua (Kow), a solubilidade em agua (Sw), a pressdo de vapor (PV),
constante da Lei de Henry (H), meia vida e a interacdo entre essas propriedades, bem como de
caracteristicas inerentes ao solo, como a granulometria, o pH, a capacidade tamp&o, a
mineralogia, o teor de matéria organica e a atividade microbiana, além das condicGes climaticas
(Mancuso et al., 2011). Assim, chega-se a conclusdo que herbicidas de maior efeito residual s&o
0s de maior persisténcia no solo, tendo assim potencial para afetar o crescimentom e producédo
de cultivos e agroecossistemas posteriores.

A capacidade do solo de reter uma molécula organica e evitar que ela se mova na matriz
do solo, é chamada de retencao (Silva et al., 2013). Esse processo é um mecanismo geral que
envolve a sor¢éo de herbicidas no solo e que engloba mecanismos especificos de dissipacdo dos
herbicidas: absorcdo, precipitacdo e adsorcao.

Por atuarem mais diretamente na concentracdo do herbicida disponivel na solucdo do
solo, os processos de sor¢édo e dessorcao estdo entre os principais processos que influenciam o
transporte, taxa de degradacdo e eficiéncia dos herbicidas (Rubio-bellido et al., 2018). De
acordo com seus atributos fisicos e quimico (solubilidade, polaridade e capacidade de
dissociacdo eletrolitica) a capacidade sortiva dos solos podem variar (Cabrera et al., 2014;
Wang et al., 2015). Qualquer modificacdo em um desses atributos pode promover alteracdo na
dinamica da molécula no solo e, consequentemente, a sua bioatividade (Zhang et al., 2014; Yue
etal., 2017).

A adsorcdo, que é um dos processos que caracteriza a sor¢do, € 0 mecanismo onde o
produto se liga a matriz coloidal dos solos e determina a quantidade de herbicida biodisponivel
na solucdo do solo para absorcao pelas plantas daninhas, degradacéo e transporte. Associar as
caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas pré-emergentes com a capacidade adsortiva dos
solos pode fornecer uma propenséo a sua sor¢éo (Christoffoleti et al. 2009). Ainda, o processo
oposto a adsorcdo, a dessor¢do, € um componente importante na biodisponibilidade dos

herbicidas na solu¢do do solo e por meio desta pode-se estimar o periodo residual do produto
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no ambiente.

Estudar a associagdo entre as caracteristicas fisico-quimicas dos herbicidas com os
atributos do solo e caracteristicas climaticas (precipitacdo pluviométrica), pode resultar em
informacGes relevantes em relacé@o ao potencial de contaminagdo ambiental do produto. Quanto
maior o residual no solo e quanto mais apresentar uma dessor¢do continua do produto nos solos
maior a probabilidade de sofrer lixiviagdo e causar contaminacao de reservas de agua (Mancuso,
2011).

A principal forma de transporte de moléculas, ndo volateis e soltiveis em agua, ao longo
do perfil do solo é a lixiviacdo. O deslocamento dessas moléculas se d& acompanhando o fluxo
de 4gua, o qual é conduzido pela diferenca de potencial da 4gua entre dois pontos (Prata et al.,
2003).

As moléculas dos herbicidas podem ser lixiviadas ou degradadas em camadas mais
profundas. (Havens et al., 1995; Prata; Lavorenti, 2000 e Oliveira JR; Regitano, 2009). Rocha
et al. (2013) presumi que a eficacia do controle de plantas daninhas, pela absorcdo dos
herbicidas pelas plantas, e a sua movimentacdo no solo dependem grande parte do equilibrio
entre processos de sor¢do e dessorgao.

Situacdes de menor sorcao e maior dessor¢do aumentam o risco de contaminagdo dos
recursos hidricos, principalmente para herbicidas com alta solubilidade em agua, como o
tebuthiuron. Além da alta solubilidade, o médio a longo tempo de meia-vida desse herbicida
agrava o risco de contaminacdo ambiental uma vez que o herbicida se torna mais propenso a
sofrer lixiviacdo (Tonieto et. al., 2016). Em alguns estudos, a presenca de tebuthiuron em aguas

subterraneas (Gomes et al., 2015) e lengois freaticos (Close; Skinner, 2012) ja temsido relatada.

2.4 Tebuthiuron

O uso excessivo de herbicidas tem despertado preocupacdo em relacdo ao risco
ambiental, principalmente a contaminacgdo dos lencois freaticos. Dentre os herbicidas de longo
periodo residual e risco de contaminacdo ambiental, esta o tebuthiuron, utilizado no controle de
plantas daninhas principalmente na cultura da cana-de-agucar (Girotto et al., 2015).

Dentre os herbicidas com potencial de lixiviacdo destaca-se o tebuthiuron. Esse
herbicida do grupo das uréias, inibidor do fotossistema 11, é utilizado em pré ou pds emergéncia
para controle de folhas largas e gramineas, sendo um herbicida de longo residual no solo,
podendo chegar a meia-vida de 360 dias (Rodrigues; Almeida, 2011). Dentro deste grupo se
encontram também o diuron, o ametryn e o hexazinone, todos de longo periodo residual

(derivados das triazinas e das uréias substituidas). Esses herbicidas, no fotossistema II,
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competem com a plastoquinona parcialmente reduzida (QbH) pelo sitio na proteina D-1,
ocasionando a saida da plastoquinona e interrompendo o fluxo de elétrons entre os fotossistemas
(Silva et al., 2007).

O herbicida (tebuthiuron) N-[5-(1,1-dimetiletil)-1,3,4-tiadiazol-2-il]-N,N’dimetiluréia
possui solubilidade em agua de 2.5 g L™ a 25°C, o que favorece sua movimentagdo no solo;
pKa: 1; Kow: 671 e Koc médio de 80 mg g de solo. As doses variam de 1,6 a 2,4 L ha'a
depender das caracteristicas fisicas do solo. E adsorvido pelos coloides organicos e minerais,
apresentando média lixiviacdo no perfil do solo. Se aplicado em doses mais altas em cana-de-
acucar, requer um intervalo de seguranca entre a aplicacdo e o plantio de feijao, soja e amendoim
de dois anos, e de trés, se utilizado em pastagens (Rodrigues; Almeida, 2011).

O tebuthiuron aplicado no solo é absorvido pelas raizes das plantas, sendo acumulado na
parte aérea, pode causar sério impacto ambiental pela possibilidade de contaminacéo da agua
na superficie do solo e subterrénea pelo alto potencial de escoamento superficial (Pires et al.,
2005). Por esse herbicida apresentar alta solubilidade em agua e baixo Koc, é recomendado para
aplicacdo em épocas secas (Inoue et al., 2007). No entanto, por apresentar residual longo,
permanece no solo por todo periodo chuvoso, associado a alta solubilidade em dgua que favorece
sua lixiviacdo. O que pode ser monitoramento da lixiviagdo no campo por amostragem direta
da agua subterranea, analise de amostras de solo ou estudos com lisimetros (Oliveira; Brighenti,
2011).

2.5 Aparato fotossintético

A fotossintese ocupa uma posicdo central no metabolismo, fornecendo uma ligacéo
entre processos internos da planta e o ambiente externo. O uso de parametros da fluorescéncia
das clorofilas tem sido difundido, principalmente no estudo da capacidade fotossintética das
plantas, por ser um método ndo—destrutivo que permite a analise qualitativa e quantitativa da
absorcdo e aproveitamento da energia luminosa pelo aparelho fotossintético. Essa técnica tem
permitido um aumento no conhecimento dos processos fotoquimicos e ndo—fotoquimicos que
ocorrem na membrana dos tilacoides, além de possibilitar o estudo de caracteristicas
relacionadas a capacidade de absorcdo e transferéncia da energia luminosa na cadeia de
transporte de elétrons (Krause; Weis, 1991).

Medidas da fluorescéncia da clorofila a podem gerar informacdes sobre mudancas
ocorridas na fase fotoquimica (Maxell; Johson, 2000). A fluorescencia da clorofila a em sua
maior parte emitida pelo fotossistema Il (FSII) e pelo sistema coletor de luz do FSII, onde os
estudos sobre essa emissao tém sido relacionados com a respostas de fluorescéncia, quando um

tecido fotossintetizante é rapidamente iluminado, apds uma adaptacéo ao escuro (Campostrini,
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2001).

No escuro os centros de reacfes sdo ditos como abertos, pois a quinona A (Qa) esta
completamente oxidada, e asssim sdo capazes de realizar a reducdo fotoquimica da Qa A
esposicao de uma folha adaptada ao escuro, a um feixe de luz de baixa intensidade resulta no
minimo de florescéncia (Fo). O Fo representa a emissdo de luz pelas moléculas de clorofila
excitadas antes da energia de a energia ser dissipada para o centro de realcao do FSII. Esse €
um valor de referéncia para a determinacao de outros parametros da fluorescéncia, podendo ser
alterado em caos onde existam mudangas estruturais nos fotossistemas do FSII (Campostrini,
2001) (Backer, 2008).

A variacdo dos valores da Fm nas espécies pode demonstrar variages nas propriedades
dos aceptores de elétrons do FSII, causadas por mudancas conformacionais induzidas pelo
estresse no principal constituinte do complexo proteico que forma o FSII, a proteina D1
(Bulkhov et al., 1999).

A eficiéncia fotossintética maxima das plantas é dada pela relacdo Fv/Fm, em que Fm € a
fluorescéncia maxima e Fy é a fluorescéncia variavel, que é obtida pela diferenca entre a Fm-Fo.
O Forepresenta a fluorescéncia inicial, correspondente a fragdo da energia absorvida pelo
complexo-antena e ndo é transmitida, ou seja, ndo é absorvida pelos pigmentos fotossinteticos
(Rascher et al., 2000). Dessa forma, a avaliagdo desses parametros é Util para mensurar as
alteracdes na capacidade fotossintética das plantas em decorréncia de estresse causado por
deficiéncia hidrica.

Em condigdes ambientais estressantes, ocorre decréscimo na eficiéncia quantica
potencial do fotossistema 11 (PSII), que pode ser detectada pela queda da eficiéncia fotoquimica
méaxima do PSII, ou seja, decréscimo da fluorescéncia variavel em relacdo a fluorescéncia
maxima (F v /F m ) (Krause; Weis, 1991).

A relagdo F , /F m representa a eficiéncia maxima que a luz absorvida pela antena do
PSII é convertida em energia quimica (em condi¢cdes adequadas, apresenta valores em torno de
0,80) e é um indicador da ocorréncia de fotoinibicdo, quando plantas estdo sujeitas a varios
tipos de estresses (Baker, 2008). Quando a disponibilidade de energia de excitacdo é superior a
capacidade de utilizacdo na fotossintese (reaces bioquimicas), ha fotoinibicdo, indicada por
valores de Fv/Fm menores que 0,725 (Critchley, 1998). Neste trabalho, os valores da
relacdo Fv /Fm encontrados, foram inferiores a 0,725, considerado limite inferior para

ocorréncia de fotoinibicdo, apenas no tratamento com herbicida.
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3. MATERIAL E METODOS
O trabalho foi composto por dois experimentos, 0s quais serdo descritos a seguir:
3.1 Instalagéo dos experimentos

Os ensaios foram conduzidos em casa de vegetacdo, com cobertura sombrite, localizada
no Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas
(CECA/UFAL), no municipio de Rio Largo-AL, latitude 9° 29¢ 45” , longitude 35° 49 54” ¢
altitude 165 metros (Casagrande et al., 2017), no periodo de dezembro de 2018 a Julho de 2019.

As unidades experimentais foram vasos de polietileno, contendo 10 dm?® de solo,
perfurados na base. Apds 0 enchimento dos vasos, houve a aplicacdo de tebuthiuron, em preé-
emergéncia, na dose de 1,0 kg ha® do produto comercial Butiron (500 SC), sendo a dose
comercial recomendada na bula, simulando a aplicacdo do plantio da cultura de cana de agucar.
O tebuthiuron foi aplicado com equipamento costal pressurizado com gas carbdnico (CO2)
provido de barra de pulverizacdo contendo um bico leque Teejet 110.02.

Como substrato, utilizou-se material de solo de areas de pousio, classificado como
Argissolo Vermelho-Amarelo, de textura franco argilo arenosa, na profundidade de 0-20 cm e
peneirado em malha de 4 mm. Sua caracterizacao fisica e quimica esta tabela 01, a seguir.
Tabela 01 — Composicdo Fisico-quimica do solo Argissolo Vermelho-Amarelo utilizado no

experimento.

Analise Fisica (g/Kg)

Argila Silte Areia Fina Areia Grossa Classificacdo Text.
305 26 206 463 Franco Argilo
Arenoso
Analise Quimica
pH P K+ Al* Ca? Mg?* H+Al| CTC \Y/ m MO
total
H20 ppm (meqg/100mL) (%)
6,2 54,0 240,0 0,0 5,2 2,2 3,2 120 | 733 |0,0 2,9

A semeadura foi feita 20 dias ap6s a aplicacdo de tebuthiuron, utilizando 10 sementes
de cada espécie por vaso em profundidade de 5 mm. Apds a aplicacdo, os vasos foram irrigados

para manter a umidade do solo préximo a capacidade de campo.
3.2 Experimento 1

Para esse ensaio foi montado um experimento em esquema fatorial, em delineamento
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interamente casualizado, onde os fatores foram: espécias fitorremediadoras (10) x presenca de
herbicida (2), com 6 repeticGes. As espécias foram: Leucena (Leucaena leucocephala L.),
Feijdo de porco (Canavalia ensiformis L.), Mata pasto (Senna obtusifolia L.), Calopogbnio
(Calopogonium mucunoides L.), Crotalaria (Crotalaria spectabilis L.), Feijdo guandu (Cajanus
cajan L.), Bucha (Luffa aegyptiaca L.), Mucuna Preta (Mucuna aterrima L.), Nabo forrageiro
(Raphanus sativus L.) e Mamona (Ricinus communis L.).

As espécies estudadas foram escolhidas em fungdo de estudos anteriores realizados por Pires
(2003) visando, além da descontaminacgdo do solo, a selecdo de adubos verdes devido a melhoria nas
propriedades fisico quimicas do solo e pela potencial utilizagdo na cobertura do solo. No caso da
Mamona e Bucha, devido a potencial capacidade de tolerar o herbicida pela alta espessura da semente

das mesmas (Rosenthal et al., 2006).

3.3 Experimento 2

Na segunda etapa de avaliagdo do trabalho foi utilizada espécies para a bioindicacao
da persisténcia dos herbicidas no solo. Com isso, apos 60 dias de acdo das plantas
fitorremediadoras, foram imediatamente semeados o feijdo (Phaseolus vulgaris) (Franco et al.
2014) e pepino (Cucumis sativus) (Silva Junior et al., 2018), dispostas em 3 repeticdes de cada
tratamento e no fator com e sem herbicida, resultando num total de 60 parcelas para cada
espécie, submetidas as mesmas condigdes de plantio e de avaliacdo das plantas remediadoras,

realizando o bioensaio nos mesmos vasos apos cultivo das fitorremediadoras.
3.4 Avaliacoes Fisiologicas

Aos 15, 30, 45 e 60 dias foram analisados o rendimento quantico maximo do PSII
(®PSII) através da razdo Fv/Fm, em que Fv ¢ a fluorescéncia varidvel e Fm a fluorescéncia
maxima, e rendimento quéntico efetivo do PSII (®PSII) (YIELD). A medigdo da fluorescéncia
méaxima foi realizada apds um periodo de adaptacéo ao escuro de 20 minutos e a fluorescéncia
efetiva sob luz ambiente. As medicdes foram realizadas através de um fluordmetro portatil
(PAM 2500, WALZ) de acordo com Maxell; Johnson (2000). Cada repeticao foi obtida pela
média de duas leituras por folha na parte mediana. O indice SPAD foi mensurado por meio de
um clorofildometro portatil modelo SPAD 502, obtendo-se as médias provenientes de trés

leituras de cada folha.

3.5 Avaliag0es de crescimento

Foram mensurados o namero de folhas verdes e a altura das plantas aos 15, 30, 45 e 60

dias apds a semeadura (DAS). Aos 61 DAS, as plantas foram coletadas e realizou-se a separacao
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da parte aérea. Emseguida, o material vegetal foi colocado em estufa com circulacéo forcada de

ar a 65 £ 2 °C por 72 horas para quantificacdo da matéria seca.

3.6 Quantificacédo de tebutiuron no solo

Amostras de solo foram coletadas em trés aliquotas de diferentes profundidades nas
repeticdes de cada tratamento. O material foi entdo homogeneizado em um moinho de bolas
(Retsch PM100CM, Haan, Alemanha) a 300 rpm durante 10 minutos.

Para a extracdo do tebutiuron, 5,0 g de solo seco a temperatura ambiente foram inseridos
em tubos do tipo Falcon, aos quais foram adicionados 10 mL de metanol (MeOH). O material
foi agitado verticalmente por 15 min em um Mini-Beadbeater-96 (Biospec Products,
Bartlesville, EUA) e, logo apds, centrifugado por dez minutos a 20 °C e 3000 rpm (Eppendorf
5810R, Hamburgo, Alemanha). O sobrenadante foi entdo removido com auxilio de uma seringa
(Descarpack®), filtrado através de uma membrana de PVDF com porosidade de 0,45 pm
(Millipore Millex- HV) e coletado em vials de 2,0 mL.

Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC (Sigma-Aldrich Chromasolv® para
o metanol, Tedia para a acetonitrila). A agua ultrapura foi obtida a partir do sistema Milli-Q
Direct 8 (Millipore, Bredford, EUA).

A analise cromatografica do extrato foi realizada em cromatografo liquido Shimadzu
Corporation LC20AD (Quioto, Japdo) com detector UV-Vis (Shimadzu DGU-20A) e coluna
C8 (Shim-pack CLC-C8(M), 150 mm x 4,6 mm d.i.). As separacfes cromatograficas foram
conduzidas em modo isocratico usando como fase mével uma mistura de agua/acetonitrila na
proporcao de 70:30 (v/v), com fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20 L e temperatura
do forno de 40 °C. O comprimento de onda monitorado foi estabelecido como 254 nm.

A validacdo do método de extracdo e analise foi feita com base em parametros de
seletividade, taxa de recuperacdo, linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisdo e
exatiddo, conforme preconizado pelas diretrizes da Eurachem (2014). As areas obtidas nos
cromatogramas foram quantificadas e comparadas usando o método de calibracdo externa
através de superposicdo da matriz. Todas as analises foram executadas pelo mesmo analista e
feitas no mesmo equipamento.

Uma solucdo estoque do herbicida na concentragdo de 1 mg/mL em metanol foi
preparada a partir do padrao analitico com pureza de 98,0% (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA).
A fortificacdo foi realizada por meio da adicdo de 1 mL de solugdes de trabalho de tebuthiruon
em MeOH (com concentragdes de 0,5 mg/mL, 1,1 mg/mL, 2,1 mg/mL, 3,1 mg/mL, 4,1 mg/mL,

5,1 mg/mL, 6,1 mg/mL) a 5,0 g de solo ndo contaminado, de modo a se obter amostras de solo
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com concentragdes finais de 0,1 mg/g, 0,22 mg/g, 0,42 mg/g, 0,62 mg/g, 0,82 mg/g, 1,02 mg/g
e 1,22 mgl/g, respectivamente. Apds 0 acréscimo, as amostras foram homogeneizadas por
agitacdo em um Mini-Beadbeater-96 por 5 minutos e entdo foram secas em estufa com
circulagéo forgada de ar a 35 °C. Para cada concentragdo final, as amostras foram obtidas em
triplicata. A extracdo do tebuthiuron foi realizada posteriormente conforme a metodologia ja
descrita e os extratos foram entdo analisados por HPLC para a construcdo da curva de
calibracéo.

A seletividade foi estabelecida por meio de inspecao visual dos picos ao se verificar que o
pico de resposta correspondia exclusivamente ao tebuthiuron. A linearidade foi observada na
faixa de 0,5 a 6,1 mg/mL com base em uma regresséo linear, considerando R? maior que 0,98.
O limite de deteccdo foi feito por injecdo de amostras contendo concentracGes conhecidas
decrescentes do analito. J& o limite de quantificacdo definido foi o ponto minimo da curva de
calibracéo.

A precisao e a exatidao foram determinadas intradia e interdia (por 3 dias). Para tanto, a
precisdo para cada amostra fortificada foi determinada com base na estimativa do desvio padrédo
relativo e a exatiddo foi determinada para cada concentracdo por meio do calculo da

recuperacdo relativa das amostras fortificadas.

3.7. Analise Estatistica

Os dados obtidos de todas as variaveis foram submetidos a analise de variancia com
comparacdes pelo teste “F” e entre médias dos tratamentos experimentais com aplicacdo do teste

Tukey a 5 %. Para as analises foi utilizado o programa estatistico SISVAR 5.3.
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4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1  Espécies fitorremediadoras

No que se refere a taxa de germinacao, oberva-se que ndo houve diferenga significativa
para as especies estudadas entre os tratamentos com e sem herbicida, com excessdo da espécie
Luffa aegyptiaca que diferenciou da testemunha, como pode-se observar na figura 01 abaixo.

120
I Com Herbicida
100 - AA = Sem Herbicida A
A
A
so{ &
£ AA
5 A
=) A
£ 607 A Y I
S A A
o
A
& 40
B
20 - Aﬂ
0 T T T T T Il T T T T
> <O > P RS )
@® ,80& \@ ;\\’bo O\GQ’ 60‘27' é\oﬁ\\ {\0\\ ¥ \\\@
¥ £ & £ & & & o il
A S R Nt

Espécies
Figura 01. Germinacdo das espécies fitorremediadoras, 15 dias apds a semeadura.

Carvalho et al. (2012), constataram, em seu trabalho, que a lixiviacdo pode ter contribuido
para o arraste de moléculas de tebuthiuron para fora da zona de germinacéo e, portanto, houve
menor contato do produto, principalmente pelo fato da aplicacdo ter ocorrido 30 dias antes da
avaliacdo de germinacdo. Assim como, Carbonari et al. (2003) que avaliando os efeitos do
herbicida sulfentrazone, em feijdo, também ndo observaram redugdes na germinacdo das
sementes utilizadas.

Aos 15 DAS (figura 01-A), os efeitos no rendimento quéntico maximo (Fv/Fm) no
tratamento com herbicida indicavam significativa alteracdo na sanidade do fotossistema das
expécies, 0s maiores decréscimos em relagdo ao tratamento sem herbicida, para essa variavel,
foram verificadas nas espécies: R. sativus, C. cajan, L. Leucocephala, C. ensiformis e S.

obtusifolia. As espécies menos susceptiveis foram: L. aegyptiaca, M. aterrima, R. communis e
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C. mucunoides e C. spectabilis com menor decréscimo em relacdo a testemunha.

Em condi¢Ges normais, o Fv/Fm pode variar em torno de 0,75 a 0,83 para a maioria das
espécies ndo submetidas a estresses (Maxwell; Johnson, 2000; Baker, 2008). Neste estudo,
foram observadas reducdes drésticas na Fv/Fm por efeito do herbicida. Portanto, a reducéo
desta razdo € um excelente indicador de efeito fotoinibitorio (Araus et al., 1994).

Aos 30 DAS, foi observado uma recuperagdo do fotossistema para a relagdo (Fv/Fm)
entre as espéceis M. aterrima e C. ensiformes, onde ndo houve diferenca significativa em
relacdo a testemunha. Esta caracteristica é citada por alguns autores como a capacidade que
algumas plantas apresentam de se recuperarem de injarias apds a aplicacdo de herbicidas
(Araldi et al., 2011; Catunda et al., 2005). Catunda et al. (2005) observaram este efeito atraves
do registro de queda na eficiéncia quantica do FSII de plantas de abacaxi (Ananas comossus)
aos cinco DAS e um aumento da razdo Fv/Fm a partir de 10 DAS, sugerindo, assim, que a
aplicagdo de alguns herbicidas podem causar dano reversivel ao aparato fotossintético, podendo
a planta serecuperar sem sintomas aparentes.

Aos 45 DAS, foi observado uma estavel recuperacdo do fotossistema, no que se refere a
relacdo (Fv/Fm), somente a espécie M. aterrima que ndo diferenciou significativamente da
testemunha. Notou-se também, um decréscimo da espécie C. ensiformis em relacéo a época de
avaliacdo aos 30 DAS o que levou a diferenciar do tratamento sem herbicida.

Na dltima época de avaliagdo (60 DAS), apenas a M. aterrima sobreviveu e nao
diferenciou do tratamento sem herbicida, indicando tolerancia da espécie ao herbicida na dose
aplicada.

O mesmo comportamento das espécies para a varidvel Fv/Fm foi observado no
rendimento quéntico efetivo (Yield) (Figura 02- E-H), em que o tratamento com herbicida teve
efeito altamente significativo em relacdo ao tratamento sem herbicida. Os maiores decréscimos
foram constatados nas espécies: R. Sativus, C. cajan, C. mucunoides, C. ensiformes, M.
aterrima, L leucocephala, L. aegyptiaca. As espécies que menos apresentaram diferenca foram:

S. obtusifolia, R. communis e C. spectabilis.

Aos 30 DAS, as espécies M. aterrima e C. ensiformes demonstraram recuperacdo do
fotossistema em relacdo a primeira avaliacdo. Além de ndo diferenciarem da testemunha,
apresentaram um acréscimo do valor em relacdo a primeira época de avaliacdo (15 DAS). Em
relacdo as demais espécies constatou-se uma maior diferenca em relacdo a testemunha ou uma

inibic&o do fotossistema.
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Figura 02. Rendimento quantico maximo (Fv/Fm), efetivo (YIELD) do FSII e indice SPAD
das espécies fitorremediadoras ao longo das épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).

O decréscimo no Yield se manteve até a ultima época de avaliacédo (60 DAS) paratodas as
espécies, com poucas excessdes, uma delas foi a da M. aterrima que aos 30 DAS apresentou
uma recuperacdo dos PSII igualando-se a testemunha, mantendo esse comportamento até a
Gltima época de avaliacdo, sinalizando tolerancia dessa espécie ao herbicida. Outra espécie que
demonstrou capacidade de recuperacdo foi o Feijao de Porco (C. ensiformes) que apresentou
um aumento da sua eficiéncia quantica efetiva aos 30 DAS, nao diferenciou da testemunha aos
45 DAS, no entanto, morreu logo apds. Isto demonstra que o nivel de interagdo do herbicida
com o sitio de acdo decresce levemente ap0s a intoxicagéo inicial, poréma planta volta a exercer
suas atividades normalmente nas plantas tolerantes.

Quanto ao indice SPAD, as espécies M. aterrima apresentou 0 mesmo comportamento
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de recuperacdo observado para as outras variaveis fisiologicas, e acréscimo para essa variavel a
partir da segunda época de avaliacdo. A espécie M. aterrima, manteve-se constante em relacdo
a segunda avaliacdo e ndo diferiu estatisticamente da testemunha nas demais épocas de
avaliagéo.

Houve uma variacdo do indice SPAD dos 15 aos 60 DAS nas espécies, ja aos 15 dias a
variavel apresentou diferenca significativa para todas as espécies com excecao das espécies R.
communis, C. spectabilis e L. aegyptiaca. Apesar de ter ocorrido diferenciagdo aos 15 DAS das
espécies M. aterrima, a partir dos 30 DAS notou-se uma recuperacdo do teor de clorofila nas
folhas das plantas da mesma, onde ndo diferenciou da testemunha até a ultima avaliagdo. Estas
alteracdes no metabolismo da planta resultam na degradacdo das clorofilas, que possuem
estrutura quimica instavel, sensivel a acéo dos herbicidas. Portanto, métodos de quantificacéo e
de estimativa de tais pigmentos, sdo utilizados como ferramentas para a selecdo de espécies
tolerantes a moléculas herbicidas (Streit et al., 2005).

Em relacdo as variaveis biométricas (figura 03), observou-se em relacdo a altura das
espécies, um maior desenvolvimento da M. aterrima que nao diferenciou da testemunha a partir
da terceira epoca de avaliacdo (45 DAS), possivelmente em virtude da recuperagdo dos
parametros fotossintéticos averiguados aos 30 DAS. Contrastando com a estagnacao, também
para essa variavel, da C. ensiformis, onde nao foi observado crescimento substancial a partir da
segunda épocadeavaliacdo (30 DAS), o que implica dizer que sua atividade fotossintética estava
prejudicada e ndo proporcionou o seu devido desenvolvimento.

O mesmo foi observado para a variavel numero folhas verdes em que se notou maior
desenvolvimento da M. aterrima, onde a mesma ndo diferenciou da testemunha. Em relacdo as
outras espécies constatou-se a estagnacdo dessa variavel em funcéo das épocas de plantio, vide

C. ensiformis 30 e 45 DAS, e a morte das demais espécies ao longo das avaliacdes.
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Figura 03. Altura (cm) e nimero de folhas verdes das espécies fitorremediadoras ao longo das
épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).

Parametros biométricos como altura de planta, namero de folhas verdes e massa seca da
parte aérea (figura 04), os quais estdo diretamente relacionados com a capacidade fotossintética
da cultura foram bastante afetados. A altura das plantas foi negativamente afetada pelo
herbicida ao longo das avaliagcBes, a M. aterima foi a Unica espécie que apesar de ter
diferenciado estatisticamente da testemunha aos 15 DAS conseguiu se recuperar, COmo mostra

nas avaliagOes do 30 aos 60 DAS, onde néo diferenciou da testemunha e, portanto, ndo teve seu
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crescimento afetado. Resultados semelhantes foram obtidos por Silva & Bueno (2000) onde a
M. aterrima foi tolerante aos herbicidas alachlor, imazaquin e pendimethalin.

Os resultados mostram que, assim como na altura da planta e nimero de folhas, a
atividade residual no solo de tebuthiuron também pode ser observada através do acimulo de
massa seca (figura 04). Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Pires et al.
(2005) para Mucuna aterrima, Cajanus cajan e Canavalia ensiformes na dose de 0,5 kg.ha™.
Segundo os autores, essa quantidade de herbicida representa um valor provavel de ser
encontrado no solo apds sua aplicacdo, mesmo que de forma lenta ocorra a degradacao
microbiana e quimica, e a potencial lixiviacdo (Gomes; Spadotto; Lanchotte, 2001), além ainda,

da absorcéo pela cultura.
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Figura 04. Matéria seca (g) 60 dias apds a semeadura das espécies fitorremediadoras.

Em relacdo a massa seca da parte aérea das plantas, os tratamentos com aplicacdo do
herbicida proporcionaram diminuicdo em relagdo a testemunha. No caso do intervalo de 60 dias
entre o plantio da espécie e a colheita houve ligeira diminuicdo da massa seca da parte aérea
chegando a ser significativa a diferenca entre os tratamentos com e sem herbicida. Entretanto,
as demais espécies foram mais afetadas para essa variavel a ponto de ndo terem sobrevivido.

E interessante notar que oito das dez espécies avaliadas pertencem & familia das
leguminosas e que, apesar disso, apresentaram desempenho diferenciado quanto a
fitorremediacdo do tebuthiuron. Anderson e Coats (1995) constataram que a familia das plantas

ndo foi um pardmetro adequado para prever o aumento da mineraliza¢do de atrazine, pois bons
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resultados foram obtidos com plantas de familias diferentes, o que concorda com os resultados
obtidos neste trabalho.

O amplo espectro de acdo do tebuthiuron e seu longo efeito residual (Dal Piccolo;
Christoffoleti, 1985; Blanco; Oliveira, 1986) corroboram a dificuldade de identificar espécies
que lhe sejam tolerantes e que, a0 mesmo tempo, apresentem interesse agrondmico,
caracteristicas estas desejaveis numa planta fitorremediadora.

Mucuna preta se mostrou tolerante ao produto no solo e tal toleréncia e capacidade de
diminuir o residual do herbicida no solo é ponto positivo na escolha de tal espécie para cultivo
em &rea proxima a canaviais aonde o tebuthiuron é comumente utilizado. Essses resultados
podem ser explicados pela toleréncia que algumas espécies podem ter sobre herbicidas, sendo
que as enzimas que metabolizam herbicidas podem garantir a tolerancia da planta a diversos
herbicidas (Oliveira; Inoue, 2011).

Esses resultados corroboram com o obtido por Pires (2003; 2008) onde a Mucuna
aterrima apresentou maior tolerancia a aplicacdo do tebuthiuron com menor reducédo da altura
de plantas e da massa da matéria seca da parte aérea em relacéo ao tratamento testemunha. As
espécies Canavalia ensiformes e Cajanus cajan, nesse mesmo estudo, mostraram-se tolerantes
e fitorremediadoras para solos com concentracgédo de até 1,0 kg.ha de tebuthiuron, o que ndo
foi observado no presente trabalho.

Alguns estudos indicam que M. aterrima e C. ensiformis sdo eficientes na
descontaminacdo de areas tratadas com os herbicidas trifloxysulfuron-sodium e tebuthiuron,
sendo a interacdo da fitoestimulacdo e fitodegradacdo o provavel mecanismo envolvido na

descontaminacédo (Procopio et al., 2005; Santos et al., 2007).
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4.2 Bioindicadora Pepino
Em relacdo a taxa de germinagcdo do pepino (figura 05), foi observado diferenca
significativa para o tratamento com herbicida apenas onde houve o cultivo da espécie L.

leucocephala.
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Figura 05. Médias da taxa de germinacédo da bioindicadora pepino 15 dias ap6s a semeadura.

No tocante aos dados fisioldgicos, aos 15 DAS (figura 06) pode ser constatado morte do
pepino, indicando com isso, a presenca do herbicida em concentracdes tdxicas. Seguiu-se o
observado nas demais espécies antecessoras, onde 0 pepino apresentou maior susceptibilidade
e morreu durante as primeiras avaliacBes. Dentre essas espécies que antecederam a
bioindicadora e resultaram maior decréscimo das variaveis fisioldgicas foram: R. sativus, L.
leucocephala, C. mucunoides, L. aegyptiaca, R. communis, C. cajan, S. obtusifolia e C.
specabillis e C. ensiformis. A espécie antecessora que proporcionou menor dano ao
fotossistema do pepino foi a M. aterrima.

A planta bioindicadora cultivada em sucessao a espécie M. aterrima apresentou melhores
indices, em relacdo as demais espécies no que ser refere a variavel Fv/Fm (figura 06 A-D), onde

foi constatado que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com e sem herbicida
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em todas as épocas de avaliacdo. Em relacéo a variavel Fv/Fm também observou-se tendéncia

de manutencdo nos valores dessa variavel, onde os mesmos ndo ficaram abaixo de 0,75 nem a

cima de 0,85, apenas onde houve o cultivo da Mucuna aterrima. Bolhar-Nordenkampf et al.

(1989) relata que o rendimento quantico maximo do PS Il (Fv/Fm) pode variar de 0,75 a 0,85

em plantas ndo submetidas a estresses. Desta forma, a ndo reducdo desta razdo € um excelente

indicador de que ndo houve efeito fotoinibitorio nas plantas de pepino em sucessdo a mucuna

preta.
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Figura 06. Rendimento quantico maximo (Fv/Fm), efetivo (YIELD) do FSII e indice SPAD da
bioindicadora pepino ao longo das épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).
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O mesmo ndo foi observado para a varidvel YIELD onde o tratamento com herbicida
diferiu estatisticamente do tratamento sem herbicida para todas as espécies. As menores
diferencas entre os tratamentos, para essa variavel foi observada no pepino quando foi plantado
em sucessdo a M. aterrima, enquanto que as demais espécies apresentaram um valor muito
abaixo do tratamento sem herbicida, indicando com isso, presenga do herbicida no solo.

Analisando o rendimento quantico efetivo também pode-se avaliar uma tendéncia de
decréscimo desta variavel, nas primeiras avaliacbes 15 e 30 DAE, no entanto, esses valores
igualam-se a testemunha na avaliacdo aos 45 e 60 DAE, indicando pequenos resquicios do
herbicida no vaso, mesmo quando cultivado em sucessdo a M. aterrima, e uma tolerancia da
planta bioindicadora ao tebuthiuron.

O indice SPAD apresentou um resultdo parecido no pepino em relacéo a variavel Fv/fm
onde a espécie M. aterrima teve menor diferenca em relacdo ao tratamento sem herbicida, e néo
houve diferenca significativa entre os tratamentos com e sem herbicida, outras espécies que
também ndo diferenciaram foram: C. cajan, S. obtusifolia e C. spectabilis, mas apenas na
primeira avaliacédo, logo apos apresentaram perca da clorofila e sua posterior morte.

Em relacéo as variaveis biométricas (figura 07), tanto para a altura quanto para 0 nimero
de folhas verdes apenas o pepino quando cultivado em sucessdo a M. aterrima igualou ao
tratamento sem herbicida em todas as épocas de avaliacdo. Nos demais tratamentos houve efeito
significativo do tratamento com herbicida no numero de folhas verdes e altura das plantas.
Pode-se dizer entdo, que nos tratamentos onde ndo houve a remediacdo do herbicida, causou
um desbalanco na atividade fotossintética das plantas de pepino, afetando diretamente o seu

fotossistema, e diminuindo assim a taxa de desenvolvimento das mesmas.
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Figura 07. Altura (cm) e namero de folhas verdes da bioindicadora pepino ao longo das épocas
de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).

O pepino cultivado em sucessao a M. aterrima foi o0 que apresentou menores alteracdes
fotossintéticas. Assim sendo, demonstra o elevado potencial fitorremediador da espécie em
solos com residuo do herbicida tebuthiuron. Além de promover reducdes na disponibilidade do
herbicida no solo, essa espécie pode ser utilizada como cultura de cobertura em rotagdo com
Varias espécies vegetais, provendo beneficios como a fixacao de nitrogénio (Braz et al., 2016).

A massa seca das plantas de pepino (figura 08), quando em sucessao a M. aterrima, apos

aplicacdo de tebuthiuron no solo, ndo houve efeito significativo comparado com a testemunha.
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J& para os tratamentos onde foi cultivada as demais espécies fitorremediadoras a biomassa seca
de plantas de pepino foi maior no tratamento sem herbicida do que os tratamento com herbicida,
ja que todas as plantas de pepino morreram. Por fim, a Gnica espécie que apresentou a biomassa

seca de plantas de pepino igual ao tratamento sem herbicida foi a M. aterrima.
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Figura 08. Matéria seca (g) 60 dias apds a semeadura da bioindicadora pepino.
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4.3 Bioindicadora Feijao
Na figura 09, pode-se observar que a germinacdo do feijdo foi uniforme e ndo houve
interferéncia do herbicida, possivelmente devido ao arraste da molécula do herbicida para

camadas mais fundas do perfil do solo.
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Figura 09. Médias da taxa de germinacdo da bioindicadora feijdo 15 dias apds a semeadura.

O feijdo, como planta bioindicadora cultivada em sucessdo a espécie M. aterrima
apresentou os resultados que indicaram sanidade do fotossistema em todas as épocas de
avaliacdo (figura 10), conforme preconiza (Bjorlman et al., 1987) no que se refere a variavel
Fv/Fm, e também foi constatado que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com
e sem herbicida em todas as avaliacoes.

O mesmo ocorreu para 0 YIELD, onde apenas o feijdo cultivado em sucessdo a M.
aterrima ndo diferenciou da testemunha em todas as épocas de avaliagdo. Nos demais cultivos
das espécies o valor chegou a zero ou houve uma queda drastica no valor dessa variavel com

sua posterior morte. A mortalidade das plantas tornou-se visivel a partir dos 30 dias ap6s o
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plantio, diferindo significativamente entre as espécies e a testemunha.
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Figura 10. Rendimento quantico maximo (Fv/Fm), efetivo (YIELD) do FSII e indice SPAD da
bioindicadora feijao ao longo das épocas de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).

O indice SPAD seguiu 0 mesmo observado para as outras variaveis fisiologicas para o
feijdo em sucessdo a M. aterrima, onde ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
com e sem herbicida em todas as épocas de avaliacdo. Aos 15 DAS, todas as espécies se
igualaram a testemunha, no entanto, resquicios do herbicida proporcionaram uma drastica
queda nessa variavel com a posterior morte das espécies ao longo das avaliagdes. Constatou-
se, com isso, que nos vasos onde o cultivo de espécies de plantas remediadoras que ndo a M.

aterrima houve a morte da planta bioindicadora, indicando concentragdes tdxicas do herbicida
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nos vasos.

Analisando-se o nimero de folhas e a altura das plantas de feijao (figura 11), observa-
se tendéncia de crescimento, no tratamento com herbicida, nos valores dessas variaveis com o
passar das épocas de avaliagdo onde houve o cultivo da Mucuna aterrima, ao contrario de onde
houve cultivo de outras espécies fitorremediadoras. Este fato leva a crer que houve
descontaminacdo do solo com a permanéncia da espécie remediadora no solo contaminado.
Esses resultados mostram também uma alta sensibilidade do feijao quando na presenca do
tebuthiuron no solo. Estes resultados corroboram o de Carmo et al. (2008), estes autores
observaram relagdo positiva no incremento da altura das plantas de tomate (cultura
bioindicadora) a medida que houve crescimento do capim-pé-de-galinha-gigante (Eleusine

coracana) na remediacdo de solo contaminado com picloram.
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Figura 11. Altura (cm) e nimero de folhas verdes da bioindicadora feijdo ao longo das épocas
de avaliacdo (15, 30, 45 e 60 dias).

Pires et al. (2006) obtiveram em seus resultados, reducdo da biomassa da soja, utilizada
como planta bioindicadora, cultivada apds cultivos de adubos verdes, onde havia sido
submetido aplicagdo de 1,0 kg.ha* do herbicida tebuthiuron. Nesse estudo n&o foi observado
reducdo da biomassa da planta bioindicadora do feijdo na mesma dose apds o cultivo da M.

aterrima conforme pode ser observado na figura abaixo.
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Figura 12. Matéria seca (g) 60 dias apds a semeadura da bioindicadora pepino.

A tabela 01 apresenta os resultados do Quadrado Medio da variavel concentracdo de
tebuthiuron no solo. Observa-se que houve interacdo significativa ao nivel de 5% de
probabilidade pelo Teste “F” entre as espécies estudadas, ou seja, houve diferentes niveis de
concentracdo do herbicida no solo em fungdo dos tratamentos estudados. O coeficiente de

variacao apresentou Otima precisdo experimental para a variavel.

Tabela 01. Anélise de variancia das concentracdes observadas no solo apés 60 dias de cultivo
de espécies fitorremediadoras. Rio Largo — AL, 2020.

Fonte de Variagao GL Concentrag&o
Espécies 12 28,2658"
Repeticdo 2 0,0011"
CV(%) 3,10

*Significativo no nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Analisando os resultados das concentragdes de tebuthiuron observa-se que onde houve
maior desenvolvimento das plantas bioindicadoras houve menor concentragdo do herbicida no
solo, onde foi cultivada a M. aterrima. O decréscimo constatado foi de 86,5 % em relagdo ao

tratamento com herbicida, a M. aterrima também difereriu estatisticamente ao nivel de 5 % pelo
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teste de tukey das demais espécies, conforme demonstra a figura a seguir:

Figura 13. Concentragdo de tebuthiuron no solo apds o cultivo das espécies fitorremediadoras,
pelo método de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

Controle Positivo 139; 3.59
S. obtusifolia A 1 a8; 1.51
C. ensiformis A 1 a7; 1.34
R. communis 1 a7; 1.33

3 R. sativus A 1 a6; 1.24

é C. cajan - 1 a5; 1.08

S L. aegyptiaca - 34; 0.97

= L.leucocephala === 34: 0.91

C. mucunoides === 33; 0.72
C. spectabilis - 33; 0.70
M. aterrima === a2; 0.51
Controle Negativo q al; 0.0

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0
ppm



43

5. CONCLUSAO

e A Mucuna aterrima se desenvolve plenamente em solos com tebuthiuron.

e A Mucuna aterrima é capaz de reduzir significativamente a concentracdo do herbicida
no solo.

e A Mucuna aterrima é a espécie mais indicada para a fitorremediacdo de tebuthiuron

pois possibilita o crecimento de Phaseolus vulgaris e Cucumis sativus.
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Tabela 03. Cromatograma das diferentes concentragdes de tebuthiuron injetadas para

construgéo da curva de calibragéo.
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Legenda: Concentracédo do tebuthiuron no tempo de retencéo de 6,8 minutos: 0,5;
1,1;2,1; 3,1;4,1; 5,1 e 6,1 pg/mL, respectivamente, em ordem crescente no gréfico.
Tabela 04. Coeficiente de variacdo para cada concentracdo de tebuthiuron recuperada

pelo teste de recuperacéo.

Concentracdo  |Coeficiente de

pg/mL \Variacao (%)
0,5 2,13
1,1 0,25
2.1 0,25
3,1 0,14
4,1 0,47
5,1 0,35

6,1 1,43




Figura 2. Curva de calibragdo do tebuthiuron obtida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.
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