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RESUMO

SOUZA, Camila da Costa Barros. Fitorremediacdo de solos com residuo do herbicida
diclosulam. 2017. 73f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Agricola e Ambiental). Instituto
de Tecnologia, Departamento de Engenharia, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2017.

Herbicidas residuais, em alguns casos, podem afetar culturas subsequentes. Nestas situacoes, 0
uso de espécies fitorremediadoras pode ser uma alternativa na degradacdo destas moléculas,
minimizando o risco de carryover. O primeiro passo para estabelecer se uma espécie pode ser
utilizada como fitorremediadora, é verificar se a mesma apresenta tolerancia ao produto, para
posteriormente verificar o seu efeito remediador. Diante do exposto, a presente dissertacédo de
mestrado teve por objetivo identificar espécies vegetais capazes de fitorremediar o herbicida
diclosulam, elucidando o mecanismo bioldgico de fitorremediacdo empregado pelas plantas.
Para isso foram realizados 3 experimentos distintos. No primeiro experimento, realizado na
Estacdo Experimental da Empresa Dow Agrosciences, foi selecionado, dentre as espécies
Arachis pintoi, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens, Canavalia ensiformis, Cajanus
cajan e Crotalaria juncea, aquelas que apresentem tolerancia ao herbicida diclosulam. No
segundo experimento, realizado na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, avaliou-se a
eficiéncia das espécies vegetais, previamente selecionadas, em remediar solo contaminado com
0 herbicida diclosulam, utilizando o pepino como planta bioindicadora. No terceiro
experimento, realizado no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP), foi
verificado se 0 mecanismo de tolerdncia das duas espécies que apresentaram maior potencial
fitorremediador ocorre devido aos fendmenos de absorcdo e/ou translocacdo do herbicida pela
planta. As doses do herbicida diclosulam testadas no primeiro e segundo experimento foram
21,42, 63, e 84 g ha't + controle (sem presenca do herbicida); E no terceiro experimento foram
testadas as doses 42 g ha + controle (sem presenca do herbicida). As espécies Arachis pintoi,
Canavalia ensiformis, Cajanus cajan e Crotalaria juncea apresentaram tolerancia ao herbicida
diclosulam nas doses testadas, sendo as espécies Canavalia ensiformis, Cajanus cajan e
Crotalaria juncea eficientes na dissipacdo/degradacdo dessas moléculas no solo, posto que as
duas Ultimas espécies foram as que apresentaram maior efeito remediador. Utilizando o
herbicida radiomarcado com #C em sua estrutura molecular, pdde-se inferir através do balanco
de massa e observacdo das radioimagens das espécies Crotalaria juncea e Cajanus cajan que
a acdo fitorremediadora exercida por essas espécies €, provavelmente, através da
fitoestimulagdo. Ademais, existe uma barreira anatdbmica/metabdlica de translocacdo do
diclosulam no coleto dessas espécies, o que Ihes confere tolerancia a essa molécula herbicida.

Palavras-chave: Carryover. Crotalaria juncea. Cajanus cajan. Herbicida radiomarcado. ALS



ABSTRACT

SOUZA, Camila da Costa Barros. Phytoremediation of soils with diclosulam herbicide
residues. 2017. 73f. Dissertation (Master Agricultural and Environmental Engineering).
Institute of Technology, Engineering Department, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2017.

Residual herbicides, in some cases, can affect subsequente crops. In these situations, The use
of phytoremediation species may be an alternative in the degradation of these molecules,
minimizing the carryover risks. The first step in establishing if some species can be used as a
phytoremediation, is check that it has tolerance to the product, for later verify its remedial
effect. Against the foregoing, The present master's thesis aimed to identify plant species
capable of phytoremediation the diclosulam herbicide, elucidating the biological mechanism
of phytoremediation used by plants. For this, 3 different experiments were performed. In the
first experiment, conducted at the Dow Agrosciences Experiment Station, it was selected,
among the species Arachis pintoi, Brachiaria brizantha, Brachiaria decumbens,
Canavalia ensiformis, Cajanus cajan ¢ Crotalaria juncea, those that shows tolerance to the
diclosulam herbicide. In the second experiment, conducted in the Universidade Federal Rural
do Rio de Janeiro, it was evaluated the efficiency of the previously selected plant species to
remediate soil contaminated with the diclosulam herbicide, using cucumber as a bioindicator
plant. In the third experiment, conducted at Centro de Energia Nuclear na Agricultura
(CENA/USP), it was verified if the tolerance mechanism of the two species that presented the
greatest phytoremediation potential occurs due to the phenomena of absorption and / or
translocation of the herbicide by the plant. The doses of diclosulam herbicide tested in the first
and second experiments were 21, 42, 63, e 84 g ha! + control (without presence of the
herbicide); And in the third experiment, the doses that were tested was 42 g ha™! + control
(without presence of the herbicide). The species Arachis pintoi, Canavalia ensiformis,
Cajanus cajan ¢ Crotalaria juncea showed a tolerance to the diclosulam herbicide at the
doses tested, and the species Canavalia ensiformis, Cajanus cajan ¢ Crotalaria juncea
were efficient in the dissipation/degradation of these molecules in the soil, it is pointed out
that the last two species were those that presented the greatest remedial effect. Using the *C
radiolabeled herbicide in its moleculares structure, could be inferred through the mass balance
and observation of the radioimagens of the species Crotalaria juncea ¢ Cajanus cajan that
the phytoremediative action performed by these species 1is, probably, through
phytostimulation. In addition, there is an anatomic / metabolic barrier of diclosulam
translocation in the collar of these species, which gives them tolerance to this herbicidal
molecule.

Key words: Carryover; Crotalaria juncea; Cajanus cajan; Radiolabeled herbicide; ALS
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1 INTRODUCAO

O crescimento populacional e consequente aumento da demanda de alimentos nos
ultimos anos tem levado a abertura de novas fronteiras agricolas e a intensificacdo do uso do
solo e de pesticidas (MANCUSO et al., 2011). A importancia dos pesticidas para o sistema
agricola é indiscutivel, uma vez que eles constituem parte dos insumos basicos que sustentam
a producdo de alimentos em grande escala. No entanto, ¢ fundamental que eles sejam
adequadamente utilizados para que seja preservada a qualidade final do produto colhido, assim
COMO 0S recursos naturais que sustentam a sua producao, como solo e agua (OLIVEIRA JR. e
REGITANO, 2009).

Entre as classes de pesticidas destacam-se 0s herbicidas pela sua ampla utilizacdo no
manejo de plantas daninhas em areas agricolas (MANCUSO et al., 2011). Vérios herbicidas
sdo aplicados diretamente no solo, como os herbicidas pré-emergentes, dentre eles o
diclosulam. Este herbicida atua na inibicdo da enzima acetolactato sintase (ALS) e de acordo
com Dan e colaboradores (2011), quando aplicado na soja, pode causar injarias em culturas
subsequentes, como o milho, devido a sua atividade residual.

A capacidade do composto em apresentar atividade residual é devido a persisténcia do
herbicida no ambiente, prevenindo o desenvolvimento das plantas daninhas de uma
determinada area por um periodo maior de tempo. Por outro lado, herbicidas com bioatividade
muito prolongada podem causar injdrias & espécies sensiveis cultivadas em sucessdo. Ademais,
herbicidas de longa persisténcia no solo apresentam grandes riscos de contaminacdo do
ambiente, seja por lixiviagéo, volatilizacdo ou escorrimento superficial (DAN et al.,2012).

Diante disso, cresce o interesse pela utilizacdo da fitorremediacdo em um contexto de
producdo agricola. Esta técnica envolve o cultivo de plantas com o intuito de descontaminar
areas onde xenobioticos estdo presentes, como herbicidas com longo efeito residual no solo, e
assim reduzir a persisténcia destes, minimizando os danos aos cultivos subsequentes, ao solo e
aos lencais freaticos (D’ ANTONINO et al., 2009). Além disso, a utilizagdo da fitorremediagao
na agricultura possibilita reduzir o tempo de liberacdo da area para o plantio de espécies
vegetais ndo-tolerantes aos compostos persistentes (PROCOPIO et al., 2008; SOUTO et al.,
2015).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo identificar as espécies vegetais
capazes de fitorremediar o herbicida diclosulam e também, identificar o mecanismo biol6gico
de fitorremediacdo empregado por elas.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

As plantas daninhas s&o configuradas como toda e qualquer planta que ocorre onde néo é
desejada, isto &, elas sdo definidas de acordo com a indesejabilidade da sua ocorréncia em
relacdo a uma atitude humana (OLIVEIRA e BRIGHENTI, 2011). Dessa forma, em sistemas
agricolas, elas sdo alvo de controle, pois podem interferir nas plantas cultivadas diretamente,
através da liberacdo de compostos alelopéaticos e/ou competicdo por &gua, luz e nutrientes, ou
ainda, interferir indiretamente nas plantas cultivadas, hospedando pragas, interferindo na
colheita ou na qualidade do produto agricola (MONQUERO et al., 2013). Diante do aumento
da demanda populacional por fibras e alimentos, a necessidade de se realizar um controle eficaz
das plantas daninhas cresce a cada dia, e concomitantemente, cresce também o uso de
herbicidas.

Do total de herbicidas aplicados em campos agricolas, sejam eles aplicados diretamente
no solo ou na parte aérea das plantas, 60 a 70% ndo atingem a superficie alvo de interesse e
acabam alcangando direta ou indiretamente o solo, o qual atua como principal receptor desses
compostos (LAW, 2001). Ao atingirem o solo, iniciam-se 0s processos fisico-quimicos e
bioldgicos que irdo determinar o destino, persisténcia e eficiéncia agrondmica destas moléculas
(SILVA et al., 2014). Dentre os processos envolvidos apos a aplicacdo do herbicida estdo a
retencdo, transformacao, transporte e a interagcdo entre esses processos (MANCUSO et al.,
2011) (Figura 1).
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Figura 1. Destino dos herbicidas aplicados na agricultura. Fonte: Adaptado de
Appleby e Dawson (1994).

Os principais fatores que influenciam nesses processos de dissipacdo e destino dos
herbicidas no ambiente estdo relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos solos e das
moléculas, com as condi¢des climaticas, com o manejo das culturas e com o sistema de cultivo
utilizado (MANCUSO et al., 2011).

Ao atingir o solo, as moléculas de herbicidas podem ser retidas nos coléides minerais e
orgénicos e, dependendo da energia de ligacdo, podem tornar-se indisponiveis as plantas
(residuo ligado) ou ser novamente dessorvida na solucdo do solo (HORNSBY et al., 1995;
LAVORENTI, 1997). O processo de retencdo no solo engloba mecanismos especificos de
dissipacéo dos herbicidas, sendo eles a absorcao, precipitacéo e adsorgdo. A distingdo entre 0s
processos de adsorcdo, precipitacdo e absorcao pelos coldides do solo e organismos é de dificil
concepcao. Com isso, tem sido utilizado o termo sor¢do para descrever esses processos, que €
usualmente determinado pelo desaparecimento da substancia na solucéo do solo (OLIVEIRA e
BRIGHENTI, 2011; SILVA et al., 2014).



A sorcédo é um dos principais processos que afetam o destino do herbicida no solo, sendo
ela que determinara a persisténcia ou ndo do herbicida na matriz do solo, se ele seré transportado
e se tornara um poluente ambiental ou ainda, o quanto eficaz na sua funcéo sera esse herbicida
(WAUCHOPE et al., 2002). Para sélidos e sedimentos, a sor¢do consiste na passagem do soluto
do meio aquoso para a estrutura das particulas do solo (CALVET, 1989). A caracterizacdo da
sorcao, usualmente, é feita por meio da estimativa do coeficiente de parti¢do solo-agua, também
denominado de coeficiente de sor¢éo ou constante de adsorcao (Kq). O Kq representa a relacédo
entre a concentracdo do herbicida que permanece sorvido no solo (Cs) e a concentragdo do
herbicida encontrado na solucéo do solo em equilibrio (Cw) (SILVA et al., 2014). Entretanto, a
matéria organica possui um importante papel na adsor¢do de herbicidas no solo devido a sua
alta capacidade de troca de céations e grande superficie especifica. Logo, diante da natureza
organica dos herbicidas e de sua alta afinidade pela matéria organica, o teor de carbono organico
do solo torna-se mais representativo da capacidade adsortiva dos herbicidas nos solos. Dessa
forma, tem-se corrigido o valor de Kq em relagcdo ao teor de carbono orgénico do solo. A
normalizacdo do Kq para o teor de carbono orgéanico resulta no valor de Koc (OLIVEIRA e
BRIGHENTI, 2011).

Ao ser liberado no ambiente, os herbicidas sofrem uma distribuicéo diferencial entre os
varios compartimentos ambientais (solo, dgua e atmosfera), atingindo uma condi¢cdo de
equilibrio com o tempo. A disponibilidade de herbicidas na solucéo do solo é o principal fator
que determina o transporte e degradacéo de pesticidas e a eficacia do controle de planta daninha,
e é inversamente proporcional ao seu potencial de sorcdo (GIORI et al., 2014). As moléculas
de herbicida que permanecem na solucgdo do solo podem ser absorvidas pelas raizes das plantas,
degradadas ou serem transportadas até atingirem sua condicdo de equilibrio. Numerosos
mecanismos podem ser responsaveis por esse transporte, como por exemplo as propriedades do
composto e a quantidade de agua no solo. Dentre os principais processos relacionados a
mobilidade do herbicida no solo, destacam-se o escorrimento superficial, a volatilizacéo e a
lixiviagdo (FAY e SILVA, 2004; ULRICH et al., 2013).

A perda de agrotdxico do local de aplicacdo, pela forca do fluxo de dgua de superficie,
é frequentemente denominada de escorrimento superficial. Esse processo acontece quando as
moléculas de herbicidas dissolvidas e adsorvidas em sedimentos sdo transportadas do local de
aplicacdo pela agua que ndo infiltrou no solo (LEONARD, 1990).

A volatilizacdo € o processo pelo qual o herbicida presente na solucdo do solo passa
para a forma de vapor, podendo se perder para a atmosfera por evaporacao. A volatilizacdo €
aumentada, de uma forma geral, pela elevacdo da temperatura e aumento da umidade do solo.
Entretanto, algumas alternativas podem reduzir esse processo e manter a eficiéncia dos
herbicidas, sendo elas: incorporacdo do herbicida ao solo e novas formulacdes dos produtos
(SILVA et al., 2014).

O movimento descendente dos herbicidas na matriz do solo ou com a agua do solo é
chamado de lixiviacéo ou percolagdo. A intensidade de lixiviagdo de um herbicida é fungdo das
suas caracteristicas fisico-quimicas e das caracteristicas do solo e clima (OLIVEIRA e
BRIGHENTI, 2011). Os fatores que afetam a lixiviacdo de determinado herbicida s&o sua
retencao pelos coldides do solo, o pH e o teor de 4gua do solo, a topografia ou declividade da
area, a intensidade da chuva ou irrigacéo apos a aplicacdo e o manejo do solo (LIN et al., 1999).
Quanto maior a retencdo do produto pelos coldides do solo menor a sua dessorcdo, e
consequentemente menor a quantidade do produto em solugéo propensa a lixiviagao.

Além de todos esses processos, as moléculas de herbicidas podem também ser
transformadas em metabolitos, ou serem completamente mineralizadas obtendo-se, como
produtos finais, &gua, CO2 e compostos inorganicos, através de transformacGes fisicas
(fotodecomposicao), quimicas (oxidacdo-reducdo e hidrolise) e biologicas (degradacéo
microbioldgica), num processo denominado de degradagdo (LAVORENTI et al., 2003). A

3



degradacéo, de modo geral, é importante por reduzir o nivel de residuo dos pesticidas no solo.
Além do que, a degradacao juntamente com a capacidade de sor¢do das moléculas herbicidas
no solo, influi diretamente na persisténcia desses compostos no ambiente (LEE BELLEC et al.,
2015).

Herbicidas que apresentam persisténcia no solo por longos periodos, como os herbicidas
pré-emergentes, sdo insumos importantes para a garantia da produtividade das culturas
comerciais, principalmente para aquelas que precisam prevenir o desenvolvimento das plantas
daninhas de uma determinada areas por um extenso periodo de tempo (MADALAO et al.,
2013), reduzindo com isso o numero de aplicacdes. No entanto, com o fim do ciclo de cultivo,
a presenca desses herbicidas no solo pode se tornar indesejavel, podendo resultar em efeito
residual (MANCUSO et al., 2011; DAN et al., 2012) e contaminacdo de mananciais de agua
subterranea pela lixiviagdo e, ou, escoamento superficial (BATTAGLIN et al., 2000; PALMA
et al., 2004; KRUTZ et al., 2005). Do ponto de vista da producao agricola, quando a atividade
residual de um determinado herbicida excede o ciclo da cultura onde ele foi usado e persiste
em intensidade suficiente para causar danos as espécies cultivadas em sucessdo, ocorre 0
fendmeno denominado de carryover (OLIVEIRA JR., 2011).

Dessa forma, o herbicida ideal é aquele que permanece ativo no ambiente tempo
suficiente longo para o controle das plantas daninhas em determinada cultura, porém néo téo
longo que cause danos as culturas susceptiveis que venham em sucessdo (SOUTO, 2011). Para
isso, 0 conhecimento das principais propriedades fisico-quimicas da molécula herbicidas
permitira 0 uso mais racional do mesmo através do entendimento do seu comportamento no
ambiente, de forma a controlar o seu destino e impedir o fenémeno de carryover. As principais
propriedade fisico-quimicas de um herbicida que influenciam no seu comportamento no
ambiente sdo o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), solubilidade (S), capacidade de
dissociacdo eletrolitica (pKa), pressdo de vapor (PV) e constante da Lei de Henry (Kn)
(MANCUSO et al., 2011).

A capacidade de dissociacdo eletrolitica (pKa) esta relacionado com o grau de ionizagdo
das moléculas em solucGes com diferentes valores de pH. Essa propriedade é representada por
um valor numérico de pH no qual o herbicida apresenta 50% das suas moléculas na forma
dissociada e 50% ndo dissociada. Os herbicidas derivados de acidos fracos sdo aqueles que, em
solucdo do solo, apresentam capacidade de doar prdtons e formar ions carregados
negativamente. E herbicidas derivados de bases fraca sdo aqueles que apresentam a capacidade
de receber prétons e formar ions carregados positivamente, podendo competir com sitios de
adsorcdo de nutrientes. Herbicidas ndo-idnicos sdo herbicidas que ndo doam ou recebem
prétons quando estdo na solugdo do solo, permanecendo em sua forma molecular. Esses
herbicidas ndo reagem com a dgua e também ndo possuem carga elétrica liquida (KOGAN e
PEREZ, 2003).

O coeficiente de partichio octanol-agua (Kow) indica a caracteristica
hidrofilica/hidrofobica (lipofilica) do herbicida, referindo-se a medida da intensidade da
afinidade da molécula pela fase polar (representada pela agua) e apolar (representada pelo
octanol), sendo valores constantes a uma dada temperatura (SANGSTER, 1997).

Com relacéo a afinidade do herbicida pela fase polar, a solubilidade (S) é a propriedade
que indica a quantidade maxima da molécula que se dissolve em &gua pura a uma determinada
temperatura. Dessa forma, quanto maior a quantidade de grupos hidrofilicos presentes no
herbicida (mais polar), maior seré sua afinidade pela agua, logo, maior sua solubilidade. Seu
valor € expresso em miligramas do herbicida por litro de agua (normalmente a 25°C)
(OLIVEIRA e BRIGHENTI, 2011).

O potencial de volatilizagcdo de um herbicida pode ser estimado indiretamente pela sua
pressdo de vapor (PV). A pressdo de vapor € a pressao exercida por um vapor em equilibrio
com um liquido, a determinada temperatura, sendo expressa normalmente em mm de Hg. Esse
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parametro indica a tendéncia da substancia quimica em escapar na forma de gas. Assim, quanto
maior a pressao de vapor, maior a tendéncia do herbicida vaporizar-se. A relagdo entre a pressao
de vapor (PV) e a solubilidade (S) é expressa por meio da constante da lei de Henry (Kn), sendo
este um coeficiente de particdo entre o ar e a 4gua (solugdo do solo). O Ky também é utilizado
como indicativo do potencial de volatilizacdo de determinados herbicidas, cujos valores altos
Kn indicam que as solugdes sdo altamente volateis (SILVA et al., 2014).

Logo, a capacidade de uma molécula herbicida apresentar maior persisténcia no ambiente
sera em funcgdo de suas propriedades fisico-quimicas. Dentre os herbicidas, 0s pré-emergentes
apresentam, em sua maioria, caracteristicas que lhes conferem média a elevada persisténcia no
ambiente. Diante disso, a utilizacdo de herbicidas pré-emergentes tornou-se crescente pela sua
capacidade de controlar as plantas daninhas de uma determinada area por um maior perido de
tempo.

Entretanto, com a implantacdo do sistema de plantio direto e a manutencdo da palhada
nos campos agricolas, ocorreu grande reducdo na utilizacdo de herbicidas pré-emergentes.
Contudo, com o desenvolvimento de plantas transgénicas tolerantes ao glifosato, esse herbicida
passou a ser utilizado tanto para a desseca¢do, quanto em pds-emergéncia de grandes culturas
agricolas como a soja, fato que culminou com o aumento do surgimento de bi6tipos resistentes
ao glifosato. Com o consequente aumento do nimero de aparecimento de novos casos de
bidtipos resistentes, os herbicidas aplicados em pré-emergéncia, que outrora foram bastante
utilizados, tendem a ressurgir como uma forma de reduzir a pressdo de selecdo sobre esses
bidtipos e como uma importante ferramenta no controle de plantas daninhas resistentes (OSIPE
etal., 2014).

Dentre os herbicidas utilizados em pré-emergéncia para o controle de plantas daninhas
em culturas comerciais, encontra-se o diclosulam. O diclosulam é um herbicida seletivo,
aplicado no solo, recomendado para o controle de dicotileddneas na cultura da soja. Esse
herbicida pertence ao grupo quimico das triazolpirimidina sulfonanilidas, podendo ser aplicado
em pré-plantio incorporado (PPI) ou em pré-emergéncia com uma dose maxima de aplicacéo
de 35 gi.a./ha (YODER et al., 2000; HANLEY e BILLINGTON, 2001; LAVORENTI et al.,
2003; RODRIGUES e ALMEIDA, 2005; MONQUERO et al., 2013).

O herbicida diclosulam atua inibindo a enzima acetolactato sintase (ALS).Essa enzima
esta localizada no cloroplasto e é essencial para catalisar duas reacdes: a condensacgdo de duas
moléculas de piruvato para formar uma molécula de acetolactato, que formara os aminoacidos
valina e leucina; e a condensacdo de uma molécula de piruvato com uma de acetobutirato, que
formara o aminoacido isoleucina(YODER et al., 2000; HANLEY e BILLINGTON, 2001;
LAVORENTI et al., 2003; RODRIGUES e ALMEIDA, 2005; MONQUERO et al., 2013).

Apbs a germinacdo da semente e durante a emergéncia, as plantulas absorvem o herbicida
através da radicula e cauliculo, sendo este translocado para os meristemas apicais. Muitas
plantas sdo controladas antes da emergéncia, porém algumas chegam a emergir, mas
rapidamente passam a apresentar sintomas de injuria, como necrose nos meristemas onde o
herbicida se acumula, impedindo-as de concorrer com a cultura (RODRIGUES e ALMEIDA,
2005).

A estrutura quimica do diclosulam contém duas cadeias aromaticas, a cadeia aromatica
triazolopirimidina e um heterociclo nitrogenado (YODER et al., 2000), conforme demonstrado
na Figura 2. A massa molecular do diclosulam é de 406 g mol™, e sua pressdo de vapor é 5 x
10 mmHg (25°C). O diclosulam é um &cido fraco, sendo assim, sua solubilidade em agua é
dependente do pH e varia de ~100 mg kg™ em pH entre 5 e 7 e > 4.000 mg kg™ em pH 9. O seu
pKa é de 4,09 a 20°C, indicando sua predominancia na forma anionica em valores de pH
caracteristicos de solos agricultaveis. Seus valores de log Kow variam de -0,448, em pH 9, a
1,42, em pH 5, indicando tambem baixa hidrofobicidade (YODER et al., 2000; LAVORENT]I
et al., 2003; RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).
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Figura 2.Estrutura quimica do diclosulam. Fonte: Senseman et al., 2007.

A dindmica desse herbicida no solo é fortemente influenciada pelos teores de umidade e
matéria organica, sendo esses os principais fatores que influenciam na sua adsor¢do ao solo
(SENSEMAN et al., 2007). A complexidade do processo de adsorcdo de herbicidas deve-se a
heterogeinidade fisico-quimica do solo e suas interrelagbes com os sistemas bioldgicos,
atmosféricos e aquaticos, afetando a quantidade do produto disponivel em solucdo (OLIVEIRA
e BRIGHENTI, 2011). A classe textural juntamente com o teor de matéria organica € um dos
principais fatores envolvidos na dindmica dos herbicidas no solo (SILVA et al., 2013), sendo
utilizado como parametro para a escolha de suas doses. Normalmente, a capacidade sortiva dos
solos tem relacdo direta com o teor de argila (KARPINSKI et al., 2014).

De acordo com Senseman e colaboradores (2007), a sua degradacdo é basicamente
microbiana, logo, a taxa de degradacdo desse herbicida diminui com a profundidade. A
populacdo microbiana responsavel pela degradacdo bioldgica é representada principalmente por
fungos e bactérias, sendo esses micro-organismos mais abundantes nas camadas superficiais do
solo (SILVA et al., 2014).

Na degradacdo aerobica microbiana, Yoder e colaboradores (2000) observaram trés
metabdlitos do diclosulam formados em niveis acima de 10 % do herbicida aplicado, sendo
eles: 5-OH-diclosulam, ASTP e 8-Cl-diclosulam. Uma das principais vias de degradacdo do
diclosulam é a alquilacéo do radical metoxi na posicéo 5 da cadeia aromatica triazolopirimidina,
formando o 5-OH-diclosulam, seguindo pela biocloracdo do 5-OH-diclosulam, formando o 8-
Cl-diclosulam. Um caminho paralelo da biodegradacdo desse herbicida envolve a clivagem
entre a sulfonamida e o 1,3-diclorobenzeno do diclosulam, formando o metabolito ASTP. Estes
produtos da degradacdo, bem como outros produtos secundarios, sdo entdo futuramente
degradados em CO- e incorporados na matéria organica do solo como residuos ligados. A via
metabdlica de degradacdo aerdbica do diclosulam no solo esté ilustrada na Figura 3.
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Figura 3.Via metabolica de degradagdo aerobica do diclosulam no solo. Fonte: Adaptado de Yoder et al.
(2000).



A cloracdo de um composto xenobiotico organico ndo € um mecanismo tipico de quebra
no metabolismo do solo. A formacdo de 8-Cl-diclosulam em solos aerdbicos é o primeiro
exemplo conhecido de uma sulfonanilida que sofreu biocloracdo. Embora incomum,
halogenag&o bioquimica de substratos organicos tem sido observado por inimeras formas de
vida, com exemplos de organismos tdo diversos como bactérias, fungos, algas, plantas
superiores, insetos e mamiferos (GRIBBLE, 1998). Estes organismos produzem substancias
halogenadas como parte de suas estratégias de defesa ou de aquisicao de alimento (YODER et
al., 2000).

Monquero e colaboradores (2013) relatam que a meia vida do diclosulam varia de 60 a
90 dias, dependendo das condic¢des do clima. De acordo com Dan e colaboradores (2012), esse
herbicida, quando aplicado no cultivo de soja na dose de 0,035 kg ha, reduziu o crescimento
e o rendimento de graos de milho em 5,2% e 1013 kg ha', respectivamente.

Dan e colaboradores (2011) observaram que a atividade residual do herbicida
diclosulam aplicado na dose de 35 g de i.a. ha ndo foi suficiente para afetar negativamente o
rendimento do milheto cultivado em sucessdo a soja. Todavia, esse herbicida apresentou
significativo potencial de ocasionar efeitos negativos sobre a producéo de gréos, forragem ou
mesmo palhada no sistema de plantio direto, caso a semeadura do milheto ocorra em intervalo
menor que 120 dias apds a aplicacdo do herbicida. Dan e colaboradores (2010) também
constataram que 0 sorgo, quando cultivado em sucessao a soja que recebeu o tratamento com
diclosulam em pré-emergéncia na dose de 35 g de i.a. ha’*, apresentou elevada sensibilidade a
esse herbicida.

Portanto, é necessario a utilizacdo de herbicidas pré-emergente no manejo dos biétipos
de plantas daninhas resistentes a herbicidas e na reducdo da pressdo de selecdo, mas deve-se
também controlar o destino desses herbicidas no ambiente de forma a impeir o carryover e
ainda assegurar a produtividade das culturas de sucessdo. Nesse cenario a fitorremediacédo
destaca-se como uma técnica de aplicacdo agricola que possibilita reduzir o tempo de liberacéo
da area de cultivo, possibilitando o plantio de espécies sensiveis ao diclosulam em sucessdo a
soja, protegendo a cultura de sucessdo de injurias causadas pelo herbicida pré-emergente.

A fitorremediacdo consiste em uma técnica que utiliza as plantas e a sua comunidade
microbiana associada para remover, degradar, imobilizar poluentes presentes no solo e/ou
torna-los menos toxicos ao ecossistema presente (SILICIANO e GERMIDA, 1999).
Adicionalmente, de acordo com Accioly e Siqueira (2000), pode envolver também, o emprego
de amenizantes no solo (corretivos, fertilizantes, etc.), além de praticas agrondmicas aplicadas
em conjunto.

A utilizacdo da técnica de fitorremediagdo ndo é recente, 0 que € novo é a sua investigacao
sistematica e cientifica, principalmente em um contexto de aplicacdo agricola. As plantas sdo
utilizadas no processo de tratamento de esgotos ha mais de 300 anos na Alemanha
(CUNNINGHAM et al., 1996). Todavia, 0 uso do termo “phytoremediation” (phyto = vegetal
+ remediation = remediac¢ao) € muito mais recente, tendo sido estabelecido em 1991 para definir
0 uso de vegetais e dos microrganismos a eles associados, como instrumento para contengéo,
isolamento, remocéo ou reducdo das concentracdes de contaminantes em meio sélido, liquido
ou gasoso (USEPA, 2000).

No Brasil s@o recentes os estudos que utilizam plantas e micro-organismos a elas
associados para despoluicdo de ecossistemas. O primeiro estudo de fitorremediagdo de
herbicida realizado no Brasil de forma aprofundada foi do herbicida tebuthiuron (PIRES et al.,
2003b; PIRES et al., 2005a; PIRES et al., 2005b; PIRES et al., 2006; PIRES et al., 2008). Nesse
estudo utilizou-se a espécies Crotalaria juncea como planta bioindicadora para avaliar plantas
com potencial para remediacdo de solos contaminados por tebuthiuron (PIRES et al., 2008).
Além disso, avaliou-se a atividade rizosférica das espécies vegetais com potencial para
remediacdo de solos contaminados por esse herbicida para inferir sobre a contribuicdo radicular
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no processo de descontaminacdo (PIRES et al., 2005b). Logo, tendo em vista as condigdes
climéticas favoraveis e a vasta biodiversidade vegetal existente, o Brasil apresenta grande
potencial de uso dessa tecnologia (PROCOPIO et al., 2009).

A fitorremediacdo apresenta elevado potencial de utilizagdo, devido ao seu custo-
beneficio quando comparada com outras técnicas de remediacdo de contaminantes de solo. O
menor custo envolvido na fitorremediacao justifica-se pelo fato de ser uma técnica aplicada in
situ que utiliza como fonte de energia a energia solar, ndo exigindo o consumo de combustiveis
fosseis, como é o caso de muitos processos comerciais de descontaminagdo. Além disso, 0s
cuidados de manutencdo que essa técnica exige, como irrigacdo, adubacao, entre outros, sao
praticas ja rotineiras de ambientes agricolas, ndo sendo necessario a aquisi¢do de maquinarios
(SAIER e TREVORS, 2010).

Quando ndo h& necessidade de remocédo da planta apds o processo de remediacédo, a
biomassa produzida durante o processo de fitorremediacdo pode ser usada na formacgdo de
palhada no plantio direto, incorporando matéria orgénica no solo. Ainda, com o cultivo de
espécies vegetais fitorremediadoras, as propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do solo sdo
mantidas e, ndo raro, até melhoradas, com a utilizacdo de adubos verdes e leguminosas
fixadoras de nitrogénio. Adicionalmente, essa técnica de remediacdo auxilia no controle do
processo erosivo, eélico e hidrico e na reducéo da lixiviacdo do contaminante no solo, reduzindo
a possibilidade de contaminacdo dos mananciais hidricos. Diante desse cenario, as vantagens
da fitorremediag&o tornam-se ainda mais evidentes em ambientes agricolas, onde predominam
extensas areas, que podem estar contaminadas com diferentes tipos de pesticidas (SAIER e
TREVORS, 2010).

Apesar de todas as potencialidades comprovadamente significativas apresentadas pela
fitorremediacdo, algumas limitagbes e dificuldades devem ser previstas antes da sua
implantacdo. As principais dificuldades e limitacGes que devem ser observadas sdo: a selecdo
de plantas para fitorremediacdo, principalmente em relagcdo a descontaminacdo de solos com
residuos de herbicidas de amplo espectro de acdo; o tempo requerido para obtencdo de uma
despoluicdo satisfatdria pode ser longo, podendo ser necessario mais de um ciclo de cultivo; o
contaminante deve estar dentro da zona de alcance do sistema radicular das plantas
fitorremediadoras (PIRES et al., 2003); clima e condi¢bes edaficas podem restringir o
crescimento de plantas fitorremediadoras, prejudicando consequentemente, a descontaminagéo
do solo; necessidade de retirada das plantas da area contaminada, quando 0 composto toxico é
apenas fitoacumulado ou fitodegradado a um composto ainda téxico; os xenobio6ticos podem
ser fitotransformados ou mesmo rizotransformados a metab6litos mais problematicos que o
composto inicial; a presenca do contaminante ou de algum metabdlito toxico na parte aérea das
plantas pode favorecer a contaminacdo da cadeia alimentar; e a dificuldade de controle posterior
da planta fitorremediadora (PROCOPIO et al., 2009).

Quando a fitorremediacg&o € utilizada em solos agricolas sdo necessarios alguns cuidados
adicionais, pois as especies de plantas selecionadas ndo devem competir com a cultura principal
e devem ser cultivadas e mantidas facilmente, além de representar um beneficio econémico
extra. Deve-se evitar uso de espécies que possuem um manuseio dificil apds a sua utilizacédo
como fitorremediadoras e, se possivel, selecionar espécies que promovem outros beneficios
para o solo, como as que podem ser utilizadas como adubos verdes, forragem ou mesmo para a
producio de gridos (PROCOPIO et al., 2005; KAWAHIGASHI, 2009; GALON et al., 2014).

Devido as suas caracteristicas desejaveis ao cultivo em ambientes agricolas, as espécies
vegetais Arachis pintoi, Brachiaria decumbens, Cajanus cajan, Canavalia ensiformis,
Brachiaria brizantha e Crotalaria juncea sdo amplamente estudadas quanto as suas tolerancias
a herbicidas residuais e suas capacidades de fitorremedia-los. Monquero et al. (2013)
demonstraram que a espécie Cajanus Cajan é eficiente na remediacéo de solos com residuo do
diclosulam na concentragdo de até 70 g i.a. hal. Além disso, identificaram que a Canavalia
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ensiformis é uma espécie promissora em diminuir o efeito fitotoxico do diclosulam em culturas
agricolas sensiveis. A espécie Crotalaria juncea, assim como a C. cajan, C. ensiformis e
Arachis pontoi, apresenta elevada producdo de biomassa com crescimento rapido e vigoroso,
além de ser mé hospedeira de muitos nematoides parasitas de plantas (Wang et al., 2001; 2002).
A Brachiaria brizantha se destaca pela excelente adaptacdo a solos de baixa fertilidade, facil
estabelecimento e consideravel producéo de biomassa durante o ano, proporcionando excelente
cobertura vegetal do solo (Timossi et al., 2007). Segundo Bernardes (2003), esta forrageira ja
é difundida e aceita pelos produtores rurais, o que facilita a sua eventual adocéo para a producgao
de massa para a cobertura do solo, em sistema plantio direto.

Didaticamente, o processo de remediacao utilizando plantas pode ser dividido em nove
processos denominados de Fitoextracdo, Fitoacumulagdo, Fitodegradacdo, Fitovolatilizacdo,
Fitoestimulacdo, Rizodegradacdo, Rizovolatilizagdo, Rizoestabilizagdo e Rizofiltragdo, 0s
quais ocorrem em funcéo das caracteristicas morfofisioldgicas de cada espécie vegetal (Tabela
1). Esses processos podem ser executados simultaneamente ou sequencialmente por uma
mesma planta, ndo sendo exclusivos entre si (PROCOPIO et al., 2005; PEUKE e
RENNENBERG, 2005).



Tabela 1. Mecanismos biologicos de fitorremediacdo. Fonte: Procopio et al.(2005); Peuke e Rennenberg (2005);
Rice et al. (1997).

MECANISMOS DESCRICAO DO PROCESSO
Armazenamento do contaminante nas
Fitoacumulacao raizes ou em outros oOrgdos da planta

(aprisionamento).
Bioconverséo do contaminante em formas
menos toxicas ou ndo-toxicas nas raizes
Ou em outros Orgdos dos vegetais; em
Fitodegradacéo alguns casos a transformacdo ocorre de
(Fitotransformacao) forma intensa, resultando na
mineralizagdo do xenobiotico. Pode
ocorrer ap6s a fitoacumulacao. E realizada
apenas com poluentes organicos.
Volatilizacgdo de um contaminante
fitotransformado a uma forma volatil no
interiro da planta, a qual € liberada na

Fitovolatilizacéo

atmosfera.

Biodegradacdo do contaminante pela
Fitoestimulacéo atividade da comunidade microbiana que
(Rizodegradacéo) foi estimulada através da liberacdo de

exsudatos radiculares na rizosfera.
Imobilizacao, lignificacdo ou humificacédo
do contaminante na rizosfera da espécie

Rizoestabilizacédo vegetal, ficando o contaminante inativo no

(Fitoestabilizagéo) solo, mesmo que preservando sua
integridade molecular. Dessa forma, reduz
a biodisponibilidade do contaminante.
Processo de extracdo de contaminantes
aplicado a ambientes aquaticos. As plantas
sdo mantidas em sistemas hidroponicos,
associadas a  varios  tipos de

Rizofiltracdo microorganismos, através dos quais a gua

contaminada pelo herbicida passa através
da zona radicular, podendo ser absorvido
pelas raizes, que por sua vez concentram
ou degradam o produto.

De acordo com Pires e colaboradores (2005), os principais mecanismos atuantes na
fitorremediacdo de herbicidas em solos sé&o a fitoestimulagdoe, em menor escala, a
fitodegradacdo. Isso porque os herbicidas possuem, de uma forma geral, a caracteristica
intrinseca de serem biodegradados no solo e ainda, de serem absorvido e terem mobilidade na
planta, sendo essas caracteristicas requisitos basicos para a realizacdo da fitoestimulagéo e da
fitodegradacéo, respectivamente (LAMEGO e VIDAL, 2007). A ndo necessidade de remocao
da planta ap0s a realizagdo da remediacéo apresenta-se como uma vantagem desses mecanismos
bioldgicos de fitorremediacdo para herbicidas, possibilitando a utilizacdo dessas plantas para a
formagéo de palhada nos sistemas de cultivo.

Logo, apos conhecer com profundidade as caracteristicas fisico-quimicas do solo e do
herbicida, torna-se necessario a selecio das espécies fitorremediadoras (PROCOPIO et al.,
2005). A selecdo de espécies vegetais para a remediacdo de herbicidas tem limitagdes mais
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complexas comparativamente a programas que visam a descontaminacdo de compostos
inorganicos, em razdo da diversidade molecular apresentada pelos herbicidas, da complexidade
de andlise e das constantes transformacdes a que estdo sujeitos. Assim, as pesquisas com
compostos organicos contaminantes de solo exigem técnicas especializadas e de custo elevado,
envolvendo o uso de elementos radiomarcados e sofisticada instrumentagéo analitica (PIRES
et al., 2003). Além disso, os herbicidas sdo desenvolvidos como agente controlador do préprio
descontaminante, no caso, as plantas (SANTOS et al., 2006). Por isso, a selecdo de plantas para
remediacdo de herbicidas exige, normalmente, que seja avaliado inicialmente um nimero
elevado de espécies.

Como nem todas as espécies vegetais desenvolvem-se em ambiente contaminados com
herbicidas, o primeiro passo para a identificacdo das espécies fitorremediadoras é a selecéo de
espécies tolerantes ao herbicida residual (MARQUES et al.,, 2011). A tolerdncia de
determinadas espécies fitorremediadoras reside na seletividade, natural ou desenvolvida, que
algumas espécies exibem a determinados tipos de compostos ou mecanismos de acao (PIRES
et al., 2003). A seletividade deve-se ao fato de que os compostos podem ser translocados para
outros tecidos da planta e, posteriormente, serem volatilizados; podem ainda sofrer parcial ou
completa degradacdo ou ser transformados em compostos menos toxicos, especialmente menos
fitotoxicos, combinados e/ou ligados a tecidos das plantas (compartimentalizacdo) (ACCIOLY
e SIQUEIRA, 2000; SCRAMIN et al., 2001). Entretanto, a seletividade € apenas o primeiro
passo para se identificar espécies fitorremediadoras, devendo-se comprovar se elas
efetivamente diminuem os niveis do contaminante, ou simplesmente o toleram (PIRES et al.,
2006).

Apesar da fitorremediacdo remover efetivamente os contaminantes do solo, em muitos
casos 0s mecanismos bioldgicos envolvidos na remoc¢do, imobilizagdo e degradacdo do
herbicida permanecem largamente desconhecidos. Para aumentar a eficiéncia da técnica de
fitorremediacdo de herbicidas, é necessaria uma maior elucidacdo dos processos bioldgicos
envolvidos. Estes incluem interagdes entre plantas e micro-organismos na rizosfera, absor¢éo
pelas plantas, mecanismos de translocacdo, mecanismos de tolerancia (compartimentalizacédo e
metabolizacdo) e a bioquimica das plantas envolvidas no armazenamento e transporte (PILON-
SMITH, 2005).

Para que seja possivel a planta, e seus micro-organismos associados, realizarem a
remediacdo de um solo com residuo de herbicida, 0 mesmo deve estar na solucéo do solo e
assim, biodisponivel. Estando na solu¢do do solo, o herbicida podera ser remediado na
rizosfera, podera ser adsorvido a raiz ou ser absorvido pela planta e posteriormente ser
translocado, compartimentalizado, volatilizado e/ou degradado.

A rizosfera compreende uma estreita camada de solo ao redor da raiz, de
aproximadamente 1 mm, influenciada pela atividade do sistema radicular e que as
caracteristicas fisico-quimicas e bioldgicas diferem do restante do solo (FAGERIA e STONE,
2006). As plantas liberam através das raizes uma variedade de compostos organicos derivados
da fotossintese que servem como fonte de carbono e nitrogénio para 0s micro-organismos do
solo (SALT et al., 1998). Como resultado, a densidade da microbiota na rizosfera é de 1 a 4
vezes maior que no restante do solo (KAPULNIK, 1996). Porém, a composi¢do quimica e a
taxa de exsudagdo radicular ira diferir consideravelmente entre as espécies vegetais.

Os herbicidas podem ser fitoestabilizados na rizosfera de forma passiva, através da
prevencéo de erosdo, através do controle hidraulico realizado pelas raizes e através da adsorcao
do contaminante a superficie da raiz, impedindo a mobilidade das moléculas de herbicidas
(PILON-SMITH, 2005). A hemicelulose presente na parede celular ea bicamada lipidica das
membranas das raizes podem se ligar eficazmente as substancias organicas hidrofdbicas,
podendo ser dessorvida no futuro. A adsorgdo dessas substancias aos grupos de lignina
presentes na parede celular € denominada de lignificacdo (DIETZ e SCHNOOR, 2001).
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Porém, a tendéncia das substancias hidrofobicas se ligarem a superficie da raiz (parti¢éo
hidrofébica) ndo é o Unico mecanismo que governa a adsor¢do dos compostos organicos a
superficie radicular. A sorcao especifica em sitios quimicos e transformac6es enzimaticas por
proteinas ligadas a membrana sdo outros mecanismos de potencial importancia (DIETZ e
SCHNOOR, 2001). Alguns contaminantes sdo transformados rapidamente na superficie da raiz
por enzimas extracelulares ou por enzimas ligadas & membrana. As aminas (-NH2) e grupos
funcionais hidroxi (-OH), ambos presentes nos metabdlitos formados na degradacdo do
diclosulam, séo transformados enzimaticamente (YODER et al, 2000). Estes compostos e 0s
seus metabolitos (especialmente a anilina) ligam-se irreversivelmente as raizes e séo
quimicamente transformados (HUGHES et al., 1997; LANG, 1998).

A remediacdo na rizosfera também pode ser realizada através de processos ativos
realizados pelas plantas e/ou micro-organismos que irdo afetar a biodisponibilidade do
contaminante. A solubilidade em agua dos poluentes hidrofébicos pode ser aumentada através
da acdo de biosurfactantes liberados por algumas bactérias (rhamnolipdis), de exsudatos e
lisatos liberados pelas plantas que contém compostos lipofilicos e ainda, por enzimas liberadas
pelas plantas e/ou micro-organismos (SICILIANO e GERMIDA, 1998; VOLKERING et al.,
1998; WOLFE e HOEHAMER, 2003). Dessa forma, 0s contaminantes organicos podem ser
degradados na rizosfera através da liberacdo radicular de enzimas da planta (lacases,
desalogenases, nitroredutases, nitrilases e peroxidases) ou através da fitoestimulacdo da
degradacdo microbiana (SCHNOOR et al., 1995). A fitoestimulacdo pode ocorrer através do
aumento da densidade microbiana promovido pelo fornecimento de carbono e nitrogénio
proveniente dos exsudatos radiculares, ou através da liberacdo de metabdlitos secundarios pelas
raizes que podem induzir genes especificos microbianos envolvidos na degradacdo do
composto organico ou ainda, esses metabolitos podem atuar como um co-metabdlito para
facilitar a degradacao microbiana (PILON-SMITH, 2005).

Os herbicidas sdo xenobidticos para as plantas. Dessa forma, ndo existem
transportadores na membrana plasmatica das células vegetais que realizem o transporte desse
xenobidtico para o interior da raiz. O transporte de herbicidas através da parede celular e
membrana das raizes das plantas ocorre por difusdo (absorcéo passiva) (PILON-SMITH, 2005).
Diante disso, existe uma hidrofobicidade ideal, que ndo seja baixa o bastante para impedir o
herbicida a passar na bicamada lipidica da membrana, e que néo seja alto o bastante que levara
a adsorcdo do herbicida a superficie da raiz impossibilitando a absor¢éo. Essa hidrofobicidade
ideal compreende valores de log Kow que variam de 0,5 a 3,5. Herbicidas com log Kow maior
que 3,5 sdo propensos a fitoestabilizacdo e/ou rizodegradacdo devido sua caracteristica de
permanecer longo tempo na rizosfera (DIETZ e SCHNOOR, 2001, TRAPP e MCFARLANE,
1995).

De acordo com Burken e Schnoor (1997), além da biodisponibilidade do herbicida na
solucdo do solo, a taxa de absorgdo de compostos quimicos pela planta através de suas raizes
ird depender também da eficiéncia caracteristica de cada espécie de planta e de sua taxa de
transpiragéo.

Para que o herbicida seja translocado da raiz para a parte aérea da planta é necessario
que ele seja transportado do apoplasto para o xilema da raiz. Para isso, 0 mesmo deve passar
pelas estrias de Caspary por difusdo, e entdo, serem transportados por via simplastica até os
elementos condutores do cilindro central (PILON-SMITH, 2005; LARCHER, 2004).

Dessa forma, a eficiéncia que uma planta apresenta em absorver um herbicida através
de sua raiz é dada pela razdo entre a concentracdo do herbicida no fluido do xilema e a sua
concentracdo na solucao do solo, e € uma medida de captacdo do herbicida direcionado para a
parte aérea da planta (TRAPP e MCFARLANE, 1995).

Uma vez que o herbicida é absorvido e translocado na planta, ele passard por uma ou
mais fases de degradacdo, sendo elas (DIETZ e SCHNOOR, 2001):
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e Fase | —» Conversdo: oxidacdo, reducdo, hidrolise;

e Fase Il — Conjugacdo: com a glutationa, acucares ou aminoacidos;

e Fase Il - Compartimentalizagdo: os conjugados da fase Il s@o convertidos a
outros conjugados e depositados no vacuolo das plantas ou ligados a parede
celular e/ou a lignina.

Essa sequéncia de eventos que ocorrem na fitodegradacdo (Figura 4), dividida
didaticamente em trés fases, tém sido apelidado de "modelo de figado verde™ devido a sua
semelhanga com os mecanismos de detoxificacdo dos mamiferos (SANDERMANN, 1994;
BURKEN, 2003).
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Figura 4.Mecanismo de tolerancia em célula de planta para poluentes organicos. Fonte: Adaptado de
Pilon-Smith (2005).

Apbs atravessar por difusdo a membrana que separa o Xilema da planta das células de
sua folha, o herbicida precisa ser conjugado. Porém, para que isso ocorra, ele precisa sofrer uma
modificacdo quimica, denominada de fitodegradacédo, para criar grupos laterais passiveis de
conjugacéo (PILON-SMITH, 2005). A fitodegradacgéo tem sido estudada principalmente com
pesticidas em plantas cultivadas (DIETZ e SCHNOOR, 2001).

Os herbicidas sofrem uma serie de processos metabdlicos ao entrar na célula da folha.
A primeira fase introduz grupos funcionais tais como -OH, -NH> ou -SH e pode ocorrer por
oxidacdo, reducdo ou hidrolise (DIETZ e SCHNOOR, 2001). O citocromo P450 mono-
oxigenase, por exemplo, catalisa uma transformagdo oxidativa incorporando um &tomo de
oxigénio em uma molécula organica, como no atrazine para criar o grupamento lateral hidroxila
(COLEMAN, 1997). Nas plantas, a maioria dos P450s sdo ligados ao reticulo endoplasmatico
(CHRISPEELS, 1980). Outras enzimas que catalisam transformac6es de poluentes organicos
na planta sdo: nitroredutase (degradacdo de nitroaromaticos), desalogenases (degradacdo de
solventes clorados e pesticidas) e lacases (degradacao de anilinas), peroxidase, peroxigenase e
carboxilesterase (MILLER, 1982; MCCUTCHEON et al., 2003).

Ap0s a conversdo, os herbicidas sdo conjugados a uma Glutationa reduzida (GSH). Um
grande numero de enzimas GSTs (GSH-S-transferases) com diferentes substratos especificos
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catalisam a conjugacdo do poluente organico com o GSH no citosol (HATTON et al., 1996;
NEUEFEIN et al., 1997). As conjugacgdes de pesticidas com a GSH geralmente sdo menos
toxicas e mais sollveis em agua que a prépria molécula original do pesticida (FOYER et al.,
2001).

A GST é transportada ativamente para o vacuolo ou para o apoplasto da planta atraves
de bombas da membrana dependentes de ATP, denominadas de ATP-binding cassete (ABC)
(MARTINOIA et al., 1993, SANDERMANN, 1994; PEUKE e REINNENBERG, 2015).
Assim como com a GSH, o herbicida também pode ser conjugado e transportado ativamente
pela ABC ao vacuolo ou ao apoplasto através da conjugacdo com a glicose ou com grupos
malonil. Essas conjugacOes sdo catalisadas pelas enzimas glicosiltransferase e malonil-
transferase (BURKEN, 2003).

De acordo com Pilon-Smith (2005), o poluente é compartimentalizado em locais da
planta em que ele causa menos danos aos processos celulares essenciais. A nivel celular, os
contaminantes sdo acumulados no vacuolo ou na parede celular (BURKEN, 2003). A nivel de
tecido, eles podem ser acumulados na epiderme e nos tricomas (HALE et al., 2001).

Na Figura 5 verifica-se uma sequéncia potencial de reacdo e ligacdo de xenobioticos
que podem ocorrer dentro das células.

Xenobidtico

|
Transporte atraves ~ Membrana
da membrana Plasmatica
1 celular
/,( Transformagdo Membrana
: pela P450 tonoplgsto
Reticulo
endoplasmatico /
. Compartimentagio
Conjugaca
com GST
i Vacuolo
Ligagao aos
(Citossol) componentes da
parede celular

Figura 5. Transporte e processos metabdlicos de poluente organico na célula vegetal. Fonte: Dietz e
Schnoor (2001).

Em se tratando da degradacdo realizada ap6s a compartimentalizacdo pelas plantas
através da fitorremediacdo, apenas 0s poluentes organicos podem passar por esse processo
(PILON-SMITH, 2005). Na fitodegradacdo enzimas especificas presentes nas plantas agem
sobre 0s contaminantes organicos ja armazenados e 0s degradam, seja mineralizando-0s
completamente em compostos inorganicos ou degradando-os parcialmente em metabolitos
intermediarios que serdo armazenados na planta (MCCUTCHEON e SCHNOOR, 2003). Essa
degradacdo enzimatica pode ocorrer tanto na raiz quanto na parte aérea da planta. Contudo, a
degradacdo nos tecidos das plantas geralmente é atribuida as plantas, mas em alguns casos ela
pode envolver micro-organismos endofiticos (BARAC et al., 2004).

A fitodegradacdo envolve as mesmas enzimas responsaveis pela acumulacdo de
compostos organicos no tecido da planta. As enzimas que alteram os grupamentos laterais das
moléculas orgénicas para aumentar sua solubilidade e possibilitar a sua conjugagdo também
irdo agir nas primeiras etapas de fitodegradacdo. Também, se os poluentes ndo forem
completamente degradados, seus metabdlitos serdo armazenados na planta através dos mesmos
mecanismos de compartimentaliza¢do descritos anteriormente (PILON-SMITH, 2005).
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Esses produtos da degradacao de herbicidas que sdo compartimentalizados no vacuolo
ou nos tecidos das plantas sdo denominados de residuos ligados devido sua incapacidade de
serem extraidos por métodos quimicos. No entanto, uma preocupacdo & se sob condicdes
diferentes, tal como no intestino de um verme ou herbivoro, pode haver lignases ou outras
enzimas capazes de separar ligacdes covalentes e libertar o composto original, ou o conjugado
toxico, do residuo ligado (DIETZ e SCHNOOR, 2001).

Apesar de haverem diversos estudos sobre fitorremediacao, grande parte deles consiste
na identificagdo de tolerancia das espécies vegetais a herbicidas residuais. S0 escassos 0s
estudos que elucidam o mecanismo de tolerancia e 0 mecanismo bioldgico de fitorremediacao
empregado pela planta. Diante do exposto, a utilizagdo de plantas com a capacidade de tolerar
e, concomitantemente, extrair e/ou degradar determinados herbicidas, representa uma
alternativa promissora para a resolucdo de problemas atuais da agricultura. Entretanto, os
resultados obtidos até agora sdo ainda incipientes para apontamentos seguros quanto a
utilizacdo de plantas na remediagdo de herbicidas (ASSIS et al., 2010).Informagdes como o
mecanismo bioldgico de fitorremediacdo empregado pela planta, densidade populacional ideal,
tempo de cultivo necesséario para satisfatoria descontaminacdo do solo, comportamento
fitorremediador sob condic6es edafoclimaticas diversas e realizacdo de trabalhos em campo séo
fundamentais para a recomendacao segura dessa pratica (SOUTO, 2011).
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3 MATERIAL E METODOS

Para o desenvolvimento do projeto foram executados trés experimentos distintos, o
primeiro para a selecdo de espécies vegetais tolerantes ao diclosulam (El), o segundo para
avaliar a eficiéncia das espécies vegetais na remediacdo do solo com residuo do herbicida
estudado utilizando plantas bioindicadoras (EIl) e o terceiro para analisar a absorcdo e
translocacdo do diclosulam nas plantas que apresentaram potencial para fitorremediar solos
com residuo do diclosulam (EIII).

3.1 Experimento I

Para a selecdo de espécies vegetais que apresentem tolerancia ao diclosulam, o
experimento foi realizado em vasos em condi¢do de campo, localizado em areas da Estacdo
Experimental da empresa Dow AgroScience, Mogi Mirim, SP. O periodo de conducdo do
experimento foi de outubro & dezembro de 2015.

No experimento foram avaliadas seis espécies vegetais quanto a tolerancia ao herbicida
diclosulam, sendo elas: Arachis pintoi (amendoim forrageiro), Brachiaria decumbens, Cajanus
cajan (feijdo-guandu), Canavalia ensiformis (feijdo-de-porco), Brachiaria brizantha e
Crotalaria juncea. Essas espécies foram selecionadas de acordo com o conhecimento prévio de
seus potenciais apresentados para fitorremediar outros herbicidas (BRAGA et al., 2016;
MONQUERO et al., 2013; MADALAO et al., 2012; PIRES et al., 2008).

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeticdes. Os tratamentos foram compostos por quatro doses do herbicida (21; 42 (dose
recomendada); 63 e 84 g hal) e o controle (sem aplicacéo de herbicida). O solo utilizado foi
classificado como Argilo-arenoso (SBCS), tipo 3 (IN SPA/MAPA 02/2008), proveniente de
uma camada de 0-20 cm. As analises fisico-quimicas do solo foram realizadas previamente no
Laboratdrio de Anéalise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizante do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vicosa e estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Atributos fisicos e quimicos do solo utilizado no experimento 1.

Analise granulométrica (g kg?)

Areia grossa  Areia fina Silte Argila Classe textural
167 248 67 517 Argila arenosa (Tipo 3)
Analise quimica

pH P K Ca*? Mg*2 Al+3 H+Al SB t T m \Y

H,0 — mgdm3 — cmolodm?3 %

5,7 20,5 188 2,12 0,9 0 3,2 3,5 3,5 6,7 0 52,2
P-Rem MO
mg L1 dag kg1

29,2 2,97

IAnalises realizadas nos Laboratdrios de Analises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa, segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria-
EMBRAPA (1997).

Foram utilizados vasos com capacidade de 8 dm?3 para a conducgédo do experimento, em
um total de 120 unidades experimentais. Os vasos foram preenchidos com o solo previamente
peneirado e em seguida realizou-se a semeadura das espéecies vegetais.

O herbicida diclosulam foi aplicado no solo contido nos vasos, em pré-emergéncia, um
dia ap0s a semeadura das espécies vegetais. Foram semeadas 5 sementes por vaso.Para a
aplicacdo do herbicida foi utilizado um pulverizador costal pressurizado a CO2, com barra
munida de seis pontas tipo leque (110.015), proporcionando a aplicagdo de 150 L ha* de calda

16



do herbicida. A umidade relativa do ar, medida no inicio da aplicacéo, a temperatura do ar, a
velocidade do vento e a pressdo de aplicagdo foram de 52%, 32 °C, 1,5 km h't e 45 psi,
respectivamente. Os vasos foram irrigados periodicamente de acordo com a necessidade das
plantas.

Aos 15, 30 e 45 dias apds a semeadura foram realizadas as avalia¢cdes da cinética de
emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a. E aos 45 dias ap6s semeadura foi feito a
coleta do experimento para a realizacdo das avaliagdes destrutivas, sendo elas: altura de lantas,
massa seca da parte aérea (MSA) e massa seca da raiz (MSR), conforme descrito no topico 3.5.

3.2 Experimento II

Para avaliar a eficiéncia das espécies vegetais na remediacdo do solo com residuo do
diclosulam utilizando plantas bioindicadoras foi realizado um experimento em delineamento de
blocos casualizados, com quatro repeti¢oes, em esquema fatorial 4x5. As espécies vegetais que
apresentaram maior tolerancia ao herbicida diclosulam no Experimento I e que, portanto, foram
avaliadas nesse experimento foram: Arachis pintoi, Canavalia ensiformes, Cajanus cajan e
Crotalaria juncea. Os tratamentos foram compostos por quatro doses do herbicida diclosulam
(21; 42; 63 e 84 g ha!) mais o controle (sem aplicacdo) e pelas espécies vegetais.

O experimento foi realizado em vasos em condicdo de campo, localizado no
Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ.
O periodo de conducdo do experimento foi de maio a agosto de 2016.

Foram utilizados vasos com capacidade de 5 dms3, totalizando 80 unidades
experimentais. Os vasos foram preenchidos com o solo previamente peneirado e em seguida
realizou-se a semeadura das espécies vegetais.O solo utilizado foi classificado como Franco
Argilo-Arenoso (SBCS), tipo 2 (IN SPA/MAPA 02/2008). As analises fisico-quimicas do solo
foram realizadas previamente no Laboratdrio de Anélise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizante
do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vicosa e estdo representadas na Tabela
3.

Tabela 3. Atributos fisicos e quimicos do solo utilizado no experimento 112,

Anédlise granulométrica (g kg)

Areia grossa  Areia fina Silte Argila Classe textural
0,457 0,181 0,075 0,286 Franco argilo arenoso (Tipo 2)
Analise quimica

pH P K Ca*? Mg*2 Al+3 H+Al SB t T m \Y,

H,O0 — mgdm?® — cmolodm-3 %

6,29 105,1 293 4,89 2,31 0 1,1 7,95 7,95 9,05 0 87,8
P-Rem MO
mg L1 dag kg1

42 5,76

LAnélises realizadas nos Laboratérios de Andlises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vicosa, segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria-
EMBRAPA (1997).

O herbicida diclosulam foi aplicado no solo contido nos vasos, em pré-emergéncia, apos
a semeadura das espécies vegetais (sistema plante-aplique). Para a aplicacdo do herbicida foi
utilizado um pulverizador costal pressurizado a CO2, com barra munida de quatro pontas tipo
leque (110.015), proporcionando a aplicacdo de 150 L ha de calda do herbicida. A umidade
relativa do ar, medida no inicio da aplicacdo, a temperatura do ar, a velocidade do vento e a
pressdo de aplicagdo foram de 74,4 %, 26°C, 1,6 km h' e 45 psi, respectivamente. Os vasos
foram irrigados periodicamente de acordo com a necessidade das plantas. Foram semeadas 4
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sementes por vaso e apdés a germinacdo das plantas, efetuou-se desbaste, deixando-se duas
plantas por vaso.

Aos 60 dias ap0s semeadura (periodo maximo de cultivo de um adubo verde na
entressafra) foi feito a coleta das plantas. As espécies vegetais foram cortadas na altura do
coleto, ndo tendo sido efetuada a retirada das raizes do solo.

Apo0s a coleta, foi realizada a semeadura da espécie bioindicadora pepino (Cucumis
sativus) com o intuido de avaliar a capacidade fitorremediadora das espécies anteriormente
cultivadas no solo com residuo do diclosulam. Apo6s a emergéncia das plantas bioindicadoras,
efetuou-se o desbaste, deixando-se trés plantas por vaso.

Aos 15 e 30 dias apos a semeadura foram realizadas as avaliages da cinética de emissdo
da fluorescéncia transiente da clorofila a das espécies bioindicadoras. E aos 30 dias apds
semeadura foram feitas as avaliaces de altura de plantas, massa seca da parte aérea (MSA) e
massa seca de raiz (MSR).

3.3 Experimento I1I

Para avaliar a absorcdo e translocacdo do herbicida diclosulam nas plantas que
apresentaram potencial para fitorremediar solos com residuo do diclosulam foi realizado um
experimento em casa de vegetacdo no Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA) junto
a Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo
(ESALQ/USP) durante o més de marc¢o de 2016.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental de blocos casualizados,
em esquema fatorial 3x2x2, com trés repeticdes. Os tratamentos foram compostos pela
combinacdo entre as espécies vegetais Cajanus cajan (Feijao Guandu), Crotalaria juncea e um
tratamento controle (sem cultivo prévio) — FATOR A; pelas doses do herbicida diclosulam de
42 g ha e o controle (sem aplicacio) — FATOR B e pelos tempos de avaliagio de 7 e 14 dias
apos a germinacdo — FATOR C. As unidades experimentais totalizaram 36 vasos com
capacidade de 1 dmé.

A dose de 42 g ha! analisada representa a dose méaxima de aplicagio recomendada pela
bula do produto comercial, sendo utilizado adicionalmente ao produto comercial o herbicida
diclosulam com o carbono radiomarcado (herbicida radiomarcado com 4C).

O solo utilizado foi classificado como Argilo-arenoso (SBCS), tipo 3 (IN SPA/MAPA
02/2008). As analises fisico-quimicas do solo foram realizadas previamente no Laboratério de
Anélise de Solo, Tecido Vegetal e Fertilizante do Departamento de Solos da Universidade
Federal de Vicosa e estdo representadas na Tabela 4.

Tabela 4. Atributos fisicos e quimicos do solo utilizado no experimento 11,

Anélise granulométrica (g kg)

Areia grossa Areia Silte Argila Classe textural
fina
0,186 0,214 0,07 0,53 Argila arenosa (Tipo 3)
Andlise quimica

pH P K Ca*? Mg+2 Al+3 H+Al SB t T m \Y

H20 — mgdm?3 — cmolpdm-3 %

4,78 1,2 84 1,08 0,5 0,39 4,8 1,8 2,19 6,6 17,8 27,3
P-Rem MO

mg L1 dag kg1

18,2 3,33

!Analises realizadas nos Laboratdrios de Analises Fisicas e Quimicas de Solo do Departamento de Solos da
Universidade Federal de Vicosa, segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria-
EMBRAPA (1997).
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De acordo com a metodologia definida por Nandula e Vencill (2015), inicialmente foi
realizado o preparo da solucdo do herbicida diclosulam radiomarcado. Para isso, misturou-se
em agua destilada a quantidade recomendada por bula do herbicida frio (ndo radiomarcado)
para atingir a dose de 42 g ha*, com a quantidade do herbicida radiomarcado necessaria para a
deteccdo posterior da radiacdo, sendo atingido uma radioatividade final na solucédo de trabalho
de 4 489 333dpm. A radiopureza do **C-diclosulam foi > 99%.

Anteriormente a aplicacdo do herbicida radiomarcado, o solo foi peneirado, seco em
estufa a 40°C por 24 horas e moido em moinho. O herbicida foi entdo aplicado ao solo
utilizando-se uma pipeta e homogeneizado utilizando-se uma batedeira.

Cada vaso foi constituido por duas camadas de solo. A camada inferior de solo era
composta por 500g de solo frio (sem herbicida) previamente peneirado em peneira de 2 mm de
espessura e umedecido com 150 ml de agua deionizada. E a camada superior de solo era
constituida por 30g do solo que recebeu a aplicacdo do herbicida radiomarcado. As sementes
ficaram localizadas entre essas duas camadas de solo, sendo cultivadas 4 sementes por vaso.
Apds a semeadura e adicdo da camada superior de solo, foi adicionado volume de agua
suficiente para que o solo atingisse sua capacidade de campo, permitindo assim uma
distribuicdo homogénea do herbicida em toda a unidade experimental. Os vasos foram
posicionados na casa de vegetacdo sobre bandejas para evitar uma possivel contaminacéo do
ambiente, e foram mantidos sob irrigacdo diaria, a fim de se conservar a umidade do solo em
torno de 80% da capacidade de campo.

No 7° e 14° dia ap0s a germinacdo das espécies vegetais foram realizadas as coletas para
andlises. Foram realizados dois tipos de andlises, a absorcdo e translocacdo do diclosulam pelas
espécies vegetais qualitativamente através da autorradiografia e quantitativamente através da
oxidacéo do tecido das plantas e balango de massa.

3.3.1 Analise qualitativa: Autorradiografia

A autorradiografia consiste no desenvolvimento de imagens, sobre um filme de raio-x
revestido com um material especial como o Fluoro-haleto de Bério (BaFX), de padrdo
bidimensional de emissdo de raios beta (**C, *H) ou gama (*?P) produzidos pelo decaimento
dos compostos radioativos (NANDULA e VENCILL; 2015). Portanto, para a realizacdo da
autorradiografia das plantas, inicialmente, durante a coleta, as plantas foram removidas dos
vasos com o auxilio de um piset para remover o solo de suas raizes (Figura 6A). Em seguida,
elas foram lavadas, prensadas e secas em estufa de circulacdo forcada de ar a 40 °C, até
atingirem massa constante.

Figura 6.Coleta das plantas (A); Preparo do filme de raio-x (B).

Depois de secas, cada planta foi autorradiografada seguindo o protocolo estabelecido
por Crafts e Yamaguchi (1964), no qual as plantas foram colocadas em contato o filme de raio-
x (Figura 6B) e, em seguida, esse filme foi analisado em um detector autorradiografico (Cyclone
Plus Storage Phosphor System da PerkinElmer com o programa OptiQuant™).
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3.3.2 Analise quantitativa: Oxidacao e balan¢o de massa

O balanco de massa corresponde a soma da radioatividade medida nas partes das plantas
(folha, caule e raiz), na 4gua de lavagem e no solo, em relacdo a radioatividade total aplicada.
Ela é expressa em percentual de recuperacdo e ajuda a contabilizar as perdas atraves da
volatilizacao, exsudacdo radicular e técnicas experimentais (NANDULA e VENCILL,; 2015).

Para quantificar o total de herbicida que ndo foi absorvido pelas espécies vegetais, a
agua e o solo que restaram apoés a coleta das plantas foram analisados. A agua de lavagem foi
colocada de repouso em uma proveta para decantar a parte sélida, que foi removida e acrescida
a porcao de solo. A fracdo liquida da 4gua de lavagem foi centrifugada na centrifuga JS-HS
BECKMAN a 4000 rpm por 10 minutos, o precipitado foi removido e adicionado a por¢édo de
solo e o sobrenadante foi transferido para a proveta onde foi anotado o volume total. Do volume
total de sobrenadante foi retirado uma aliquota de 10 ml e adicionado no frasco de cintilacdo
juntamente com 10 ml da solucdo cintiladora Insta-gel da Packard Instruments Company Inc.
A quantificacdo foi realizada em um espectrometro de cintilacdo liquida do tipo Liquid
Scintillation Analyzer 1600 TR da Packard Instruments Company Inc.

A porcdo de solo foi seca a temperatura ambiente e moida. Trés replicatas de 0,2 g foram
retiradas de cada amostra de solo e queimadas no oxidador bioldgico OX 500 para quantificar
o0 herbicida remanescente. Na oxidac¢do bioldgica, as amostras foram queimadas por 3 minutos
na presenca de oxigénio, resultando em CO, que é capturado por uma solugéo cintiladora
acrescida de etanolamida (solucéo fixadora de CO3>). A radioatividade da solucéo cintiladora
foi quantificada no espectrometro de cintilacdo liquida do tipo Liquid Scintillation Analyzer
1600 TR da Packard Instruments Company Inc.

Depois de secas e autorradiografadas, as plantas foram divididas em grupos de folhas,
caule e raiz com o objetivo de quantificar a radioatividade presente em cada grupo. Cada grupo
das plantas foram previamente pesados e, posteriormente, queimadas no oxidador biol6gico
OX 500. Semelhantemente ao procedimento para quantificar a radiacdo presente no solo, a
solucéo cintiladora resultante da combustéo das plantas foi quantificada no espectrémetro de
cintilacdo liquida do tipo Liquid Scintillation Analyzer 1600 TR da Packard Instruments
Company Inc. A radioatividade presente em toda a planta foi considerada a que foi absorvida.
E a radioatividade presente em cada parte da planta (folha, caule ou raiz) em comparacdo com
a radiacéo total absorvida foi considerada a radiacéo translocada.

Nos tratamentos que ndo receberam aplicacédo de herbicida foram analisadas apenas uma
amostra de solo e uma planta por vaso.

3.4 Determinacoes

Nos experimentos El e Ell foram avaliadas as varidveis-resposta: cinética de emissdo
da fluorescéncia transiente da clorofila a, altura de planta, massa seca da parte aérea (MSA) e
massa seca de raiz (MSR).

-Avaliagéo da cinética de emisséo da fluorescéncia transiente da clorofila a (O-J-1-P)

A fluorescéncia transiente da clorofila a foi medida utilizando-se um fluorémetro portatil
(HandyPEA, Hanstech, King’s Lynn, Norkfolk, UK). Os clipes utilizados para estas medi¢des
foram colocados no terco médio de folhas jovens completamente expandidas, no periodo da
manha, e as medic¢des foram realizados 20 minutos apés a adaptacdo das folhas ao escuro. A
emissédo de fluorescéncia € induzida em uma &rea de 4mm de didmetro da folha pela exposi¢édo
da amostra a um pulso de luz saturante numa intensidade de 3.000pumol m2s™, sendo o intervalo
entre os pulsos de 500ms. A partir da curva de emissdo de fluorescéncia transiente obtida, as
intensidades determinadas a 50us (fluorescéncia inicial - F0), 100, 300us, 2 (FJ) ¢ 30 (FI) ms e
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FM (fluorescéncia maxima), foram utilizadas para o calculo dos parametros estabelecidos pelo
Teste JIP (STRASSER e STRASSER, 1995) (Tabela 5).

Tabela 5.Principais pardmetros do Teste JIP (Adaptada de: STRASSER et al., 2004 e YUSUF et al., 2010).

Parametros de fluorescéncia calculados a partir dos dados primarios obtidos

Fv=Fm-Fo Fluorescéncia variavel

FviFm Rendimento quantico maximo do FSII

Vi Fluorescéncia variavel relativa em um tempo “t”

Vj Fluorescéncia variavel relativa em relagdo ao nivel J

Vi Fluorescéncia variavel relativa em relagéo ao nivel |

Mo = 4(Fs00us —Fo)/(Fm—Fo) Declive inicial aproximado (em ms*) dafluorescénciatransiente V = f (t)

Ss = VilMo Area totalnormalizadacomplementarcorrespondenteapenas a fase OJ(refleteum
Unicovolume de eventosde reducéode Qa)

Sm = (Area)/(Fm — Fo) Area totalnormalizadacomplementaracima da curva OJIP (refletemdltiplos
eventos de reducdoQa)

N = Sm/Ss Numero total de elétrons transferidos para a cadeia de transporte de elétrons entre

o tempode 0 et (necessario para atingir Fm)

Atividade especifica por centro de reagdo (RC)

ABS/RC = Mo (1/V3) (1/9P0) Medida do tamanho aparente do sistema antena ou o fluxo de absorgéo por RC

TRo/RC = Mo (1/Vy) Méxima taxa pela qual um éxciton é capturado pelo RC resultando em uma
redugdo da plastoquinona (Qa’)

ETo/RC = Mo (1/V3) Yo Reoxidacéo da Qa via transporte de elétrons em um RC ativo

DI/RC = (ABS/RC) - Razdo de dissipacéo total de energia de excitacdo ndo capturada do total de RC,

(TRo/RC) sendo a dissipacdo neste caso & perda de energia na forma de calor

REo/RC Reducdo do aceptor final de elétrons no lado do aceptor de elétrons do FSI por RC

Rendimentos energéticos ou taxas de fluxo

@Po = TRo/ABS = Fv/Fm Rendimento quantico méaximo fotoquimico

¢eo = ETo/ABS Rendimento quéntico de transporte de elétrons de Qa para o intersistema de
aceptores de elétrons

¢po=1— @Po =(Fo/Fm) Rendimento quéntico para dissipagdo de energia

oro = REo/ABS Rendimento quantico de transporte de elétrons de Qa para o aceptor final de
elétrons do FSI

Eficiéncias

yEo = ETo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron de Qa
para o intersistema de aceptores de elétrons

po = REo/TRo Eficiéncia com que um éxciton capturado no RC pode mover um elétron dentro da
cadeia de transporte de elétrons de Qa™ para os aceptores finais de elétrons do FSI

SRo = REo/ETo Eficiéncia com que um elétron pode mover o intersistema de aceptores de elétrons

reduzidos no intersistema para o aceptor final de elétrons do FSI

indices de desempenho

RC ( Ppo )0 ( ¥y )_ RC &x ET,  indice de desempenho  fotossintético

PIABS:E 10S@p, 10W,)  ABS DI, 1TSET, (conservagéo de energiaa partir do éxcitonpara
a reducdo dos aceptores de elétrons do
intersistema)

indice de desempenho fotossintético total
(conservagdo de energiaa partir deéxcitonpara a
reducdode aceptoresfinais do FSI)

A avaliagédo da cinética de emissdo da fluorescéncia transiente da clorofila a & uma
ferramenta altamente sensivel e ndo-invasiva para a medicdo de eficiéncia fotossintética. Esta
técnica permite avaliar a vitalidade de plantas em condigdes ambientais desfavoraveis. O
estresse a que uma planta € submetida, direta ou indiretamente, afeta o metabolismo
fotossintético que, consequentemente, ira alterar o rendimento da fluorescéncia da clorofila a
(BAKER, 2008; GOVINDJEE, 2011; KALAJI et al., 2014).

8o
Pliotal = Plaps BS F&O)
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A analise da emissao de fluorescéncia transiente da clorofila a, forneceu informacdes
sobre a intensidade e a cinética de cada fase das curvas OJIP. AlteracGes de fluorescéncia
durante a parte rapida do transiente (isto é, até quando o rendimento da fluorescéncia atinge o
pico P) podem ser correlacionadas com os eventos que ocorrem na cadeia de transporte de
elétrons fotossintética (PAPAGEORGIOU; GOVINDJEE, 2004). Dessa forma, todos os
transientes foram normalizados entre os passos O e P, a fim de revelar alteragbes mais
especificas na forma destes entre os dois extremos. Posteriormente, a fluorescéncia transiente
da clorofila a foi utilizada para derivar diversos parametros (Tabela 2) estabelecidos pelo Teste-
JIP (STRASSER; STRASSER, 1995). A cuidadosa interpretacdo dos parametros medidos e
calculados a partir deste teste fornece numerosas informacdes dos fluxos de energia através do
FSII em diferentes niveis (STRASSER et al., 2004).

- Altura de planta (AP), Massa seca da parte aérea (MSA) e Massa seca de raiz (MSR)

Para a obtencdo da altura de plantas, mediu-se a distancia entre a superficie do solo e o apice
da folha mais jovem. Em seguida, separou-se a parte aérea da raiz das plantas. Para determinar
a massa de matéria seca da parte aérea e das raizes das espécies, as raizes foram lavadas e o
material vegetal foi seco em estufa com circulacéo forcada de ar (504 5 °C) até atingir massa
constante. Posteriormente o material foi pesado em balanca analitica.

3.5 Estatistica

Os dados gerados nos experimentos foram submetidos a analise da variancia (p<0,05);
e sendo significativos, estes foram comparados pelo teste de Tukey a 5% ou testados por
modelos de regress&o polinomial (MACHADO e CONCEICAOQ, 2007). A escolha dos modelos
foi baseada na significancia estatistica (teste F), no ajuste do coeficiente de determinacéo (R?)
e no significado biolégico do modelo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Experimento I

A possibilidade de uma planta ser fitorremediadora depende do tipo de herbicida a que
ela estd submetida, devendo ser testadas varias espécies de plantas para que seja detectado um
pequeno grupo de espécies que apresentem tolerancia ao herbicida testado (CUNNINGHAM
etal., 1996).

A espécie A. pintoi ndo apresentou diferenca estatistica significativa nos seus valores de
massa seca da parte aérea (MSA), massa seca de raiz (MSR) e altura de plantas (AP) quando
submetida em até o dobro da dose maxima recomendada por bula (84 g hat), avaliada aos 45
dias apos a semeadura (DAS), conforme demonstrado na Tabela 6.

Tabela 6.Massa seca da parte aérea (MSA), massa seca das raizes (MSR) e altura de plantas (AP) da espécie
Arachis pintoi sob doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha) (9) (9) (cm)
0 (controle) 2,61NS 0,67NS  24,33N\S
21 2,50 0,82 24,33
42 2,46 0,87 27,19
63 2,41 0,77 26,19
84 2,35 0,69 24,62
C.V. 15,77 17,79 9,49

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
n&o significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

A curva OJIP e os valores da intensidade de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P da A.
pintoi obtidos aos 15 DAS (Figura 7A e Tabela 7, respectivamente) demonstram que no ponto
P ocorre uma elevacéo significativa na intensidade de fluorescéncia nas doses de 21, 63 e 84 g
ha* quando comparadas com o controle. A dose de 42 g ha! apresenta no ponto J uma reducéo
na emissdo da fluorescéncia em relacdo ao controle, porém nos pontos seguintes a emissdo de
fluorescéncia novamente iguala-se estatisticamente com o controle.

Na cinética de emissdo da fluorescéncia transiente, a fase compreendida entre os pontos
O e J, esta relacionada com a reducdo fotoquimica da Quinona A (Qa), sendo a sua cinética
fortemente dependente da densidade de fluxo de luz (SCHANSKER et al., 2005). A fase entre
os pontos O e | da cinética, revela mudancas no processo entre o éxciton capturado pelos CRs
até a reducdo da Plastoquinona (YUSUF et al., 2010). Entre os pontos J e I, sdo refletidas
principalmente as reducdes dos transportadores de elétrons do intersistema da cadeia de
transporte de elétrons, ou seja, conjunto de pastoquinonas, Cyth6f e PC, enquanto entre os
pontos | e P sdo refletidas as reducgdes dos receptores de elétrons do lado aceptor do FSI, ou
seja, ferredoxina (Fg), outros intermediarios e NADP+ (SCHANSKER et al., 2005). Quanto
chega ao final, no ponto Fwm, todas as moléculas de Qa sdo completamente reduzidas, devido a
reducdo da cadeia de transporte de elétrons aciclica, como resultado de um atolamento de
trafego de elétrons no lado aceptor do FSI (SCHANSKER et al., 2005)
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Figura 7. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Arachis pintoi, aos 15 DAS (A) e 45
DAS(B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma espécie submetida a diferentes doses do herbicida diclosulam,
expresso em rela¢do aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C) e aos 45 DAS

(D).

Tabela 7. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie A. pintoi submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(ghat) Fo F; Fi Fm Fo F; Fi Fm

0 447 a 970 ab 1081 ab 1381 b 305NS 820NS 1175NS 1588NS
21 365 Db 902 bc 1283 a 1841 a 353 875 1173 1567
42 400 ab 789 ¢ 963 b 1564 ab 365 906 1276 1748
63 440 a 1098 a 1260 a 1826 a 368 918 1251 1751
84 422 ab 1002 ab 1280 a 1759 a 363 905 1253 1776

CV 7,3 7.3 8,7 8,3 9,5 9,3 12,6 11,6

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =

n&o significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 8. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie A. pintoi
submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha™) dPo Piass PitoTaL DIo/RC  ABS/RC | ¢Po  Piass Pitota. DIo/RC ABS/RC
0 0,67 b 6176 ¢ 17454 b 0,75a 28977 a |0,81NS 29968NS 36074NS  0,41NS 21165NS
21 0,80a 32445a 47461 ab 043c 21878b | 0,77 20475 26321 0,64 26474
42 0,74ab 22764 ab 106675 a 0,60b 27159ab | 0,79 25571 33736 0,49 23358
63 0,76 a 14669 bc 52493 ab 0,58 b 24223 ab | 0,79 27388 42402 0,48 22247
84 0,76 a 16377 bc 28388 b 0,62b 25524ab | 0,79 28467 43363 0,47 22635
CV 3,88 27,55 57,78 7,78 9,26 354 30,74 3523 2357 10,30

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =

ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

24



O Teste-JIP da A. pintoi aos 15 DAS (Figura 7C e Tabela 8) demonstra um incremento
significativo do indice de desempenho fotossintético (Piass) nas doses do diclosulam 21 e 42 g
hal, em relacio ao controle. O tratamento de 42 g ha' ainda apresentou incremento
significativo no indice de desempenho fotossintético total (PitoraL), em relacdo ao controle.
Como os processos de emissdo da fluorescéncia, dissipacdo de calor e producdo fotoquimica
ocorrerem em competicdo direta, de maneira que qualquer aumento da eficiéncia de um ira
causar um decréscimo no rendimento dos outros, o grande aumento do desempenho
fotossintético levou a uma grande reducdo da perda de energia na forma de calor (DIo/RC). A
dose de 21 g ha foi a que proporcionou maior reducio do DIo/RC quando comparada ao
controle. Em decorréncia, esse tratamento foi o que apresentou reducéo estatistica significativa
no tamanho do sistema antena (ABS/RC) quando comparado com o controle.

Entretanto, aos 45 DAS, os valores da intensidade de fluorescéncia (Figura 7B e Tabela
7) demonstram que, assim como a MSA, MSR e altura de planta, essas respostas também néo
apresentaram diferenca estatistica significativa quando submetidas as diferentes doses do
diclosulam avaliadas. Também, os parametros obtidos através do Teste-JIP dessa espécie
vegetal, aos 45 DAS, apresentados na Figura 7D e Tabela 5, ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa. Dessa forma, observou-se que a espécie A. pintoi reestabelece suas
atividades fotossintéticas aos 45 DAS, mesmo sob aplicacdo do dobro da dose recomendada
em bula para o herbicida diclosulam.

A espécie C. juncea, assim como a A. pintoi, ndo apresentou diferenca nas caracteristicas
respostas MSA, MSR, altura de planta e na emissdo de fluorescéncia dos pontos O-J-1-P da
curva dupla sigmoide, entre as doses do diclosulam testadas, aos 45 DAS, conforme
apresentado na Tabela 9 e na Tabela 10, respectivamente.

Tabela 9. Parametros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie C. juncea
submetida as doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha™) ©); ©); (cm)

0 (controle) 4,82NS 1,08Ns  80,31NS

21 5,01 1,43 77,94

42 4,06 1,41 70,25

63 3,38 0,93 71,00

84 2,71 0,81 63,19

C.V. 33,46 41,34 12,17

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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Figura 8.Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Crotalaria juncea, aos 15 DAS (A) e
45 DAS(B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma espéciesubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em rela¢do aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)

e aos 45 DAS (D)

Tabela 10. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie C. juncea submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(ghat) Fo F; Fi Fm Fo F; Fi Fm

0 395NS 809 b 1100b  1525hb 403NS Q9gNs 1494NS 2145NS
21 436 963 a 1492a 2104 a 423 963 1411 1964
42 416 811b 1057b  1533b 388 908 1164 1740
63 424 857ab 1222b 1715b 401 891 1218 1762
84 401 869ab 1287ab 1834 ab 399 911 1191 1758

CV 10,3 7,4 8,8 7,9 53 8,2 12,7 12,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 11. Pardmetros da fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie C.
juncea submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha) oPo Piass  PitoraL DIo/RC ABS/RC | ¢Po Piass Pitorat DIo/RC ABS/RC
0 0,74bc  19229b 28574NS 0,68a 26147NS | 0,81NS 41587NS  54481ab  0,41NS 20775 ab
21 0,79a 39196a 45900 045b 21741 | 0,78 33658 44646 ab 0,47 20958 ab
42 0,73c 20010b 41944 0,69a 25320 | 0,78 28922 65325 a 0,44  19581b
63 0,75abc 25258b 36511 0,60ab 24467 | 0,77 26139 44238 b 0,53 23124 a
84 0,78ab 30821ab 40361 052ab 23789 | 0,77 24347 50314 ab 0,53 23414 a
CV 2,67 19,25 28,80 13,90 8,33 2,81 25,550 18,01 14,47 5,89

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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Aos 15 DAS, a C. juncea que recebeu a dose de 21 g ha de diclosulam, apresentou
aumento da emissdo de fluorescéncia nos pontos J-I-P da curva transiente, diferindo
estatisticamente do controle, conforme demonstrado na Figura 8A e na Tabela 10. No Teste-
JIP dessa espécie, obtido aos 15 DAS (Figura 8C e Tabela 11), o tratamento correspondente a
dose de 21 g ha* de diclosulam foi o que apresentou incremento significativo do desempenho
fotossintético (Piass), resultando na reducgdo significativa da dissipacdo de energia na forma de
calor (DIo/RC), comparado ao controle. Aos 45 DAS, todos os parametros da fluorescéncia
obtidos a partir do Teste-JIP e ndo apresentaram diferenca estatistica significativa em relacao
ao controle, o que demonstra uma recuperacdo da fotossintese das plantas.

A C. ensiformes ndo apresentou diferenca estatistica significativa nas caracteristicas
respostas MSA, MSR e altura de planta (Tabela 12). Aos 15 DAS, a curva OJIP e os valores da
intensidade de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P da C. ensiformes ndo apresentaram diferenca
significativa entre as doses testadas (Figura 9A e Tabela 13). Entretanto, foi verificado aos 45
DAS uma diferenca estatistica significativa na curva OJIP entre a dose de 63 g ha™ e o controle
no ponto O, e entre a dose de 21 e 42 g ha™! e o controle no ponto J (Figura 9B e Tabela 13).

Tabela 12. Massa seca da parte aérea (MSA), massa seca das raizes (MSR) e altura de planta (AP) da espécie
Canavalia ensiformes sob doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha™) ©); ©); (cm)
0 (controle) 4,55NS 1,07Ns  39,81NS

21 4,10 1,11 41,50

42 4,18 1,23 38,87

63 4,33 1,35 38,56

84 4,37 1,39 38,00

C.V. 13,77 14,89 7,26

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

27



3000

-f; s () 21t
;_.: 3500 | e 21 gha 1\. Bo
S | eeee 12 gha
= . E e el
g 2000 - = =63 wha = ¥ _T
= 1500 84 gha A
- -
‘_3 1000
=
2 s
z 0 15 DAS 45 DAS
= 0
- 0.01 0.1 1 10 100 1000 0.01 0.1 ] 10 100 1000
ITempo (ms)
$Po C @Po D
PITOTAL : ©@Ro . PITOTAL ‘ @Ro e
PIABS ' @Eo PIABS g @Eo
TRo/RC ®Do  TRo/RC /j_‘-’/\\u“_ @Do
| D=. 1.7
"\
ABS/RC 8Ro ABS/RC ‘ 2 5Ro
Dlo/RC WEo Dlo/RC WEo
ETo/RC po ETo/RC po
REo/RC . REo/RC ;
15 DAS 45 DAS
—e—0g/ha 21g/ha —&—42g/ha —«—63g/ha 84 g/ha

Figura 9. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Canavalia ensiformis, aos 15 DAS (A)
e 45 DAS(B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma espécie submetida a diferentes doses do herbicida

diclosulam, expresso em relacdo aos valores do tratamento
e aos 45 DAS (D).

controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)

Tabela 13. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie C. ensiformis submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha™) Fo F, Fi Fm Fo Fi Fi Fm
0 529NS 1089NS 1401NS  1919NS 415Db 1015 b 1462ab 1949 ab
21 501 1081 1515 2041 454 ab 1151 a 1630 a 2125a
42 515 1097 1488 2023 488 ab 1171 a 1567 ab 2052 a
63 531 1090 1322 1796 498 a 1094 ab 1381 b 1739b
84 486 1030 1359 1838 441 ab 1100ab  1457ab 1957 ab
CV 10,5 9,2 9,9 9,7 7,7 4,0 6,2 51

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =

n&o significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 14. Parametros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie C.

ensiformis submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha™) dPo Piags Pitorau DIo/RC ABS/RC | ¢Po Piass Pitorau DIo/RC ABS/RC
0 0,72ab 15071 bc 25262NS 0,72ab 25967 bc | 0,79a 25583a 27663"S 0,49b 22794 ab
21 0,75a 20677a 25139 0,62b 24940c | 0,79a 25573a 29207 045b 21222b
42 0,74a 18733ab 25632 0,64b 24995c |0,76ab 17947ab 22646 058b 23943 ab
63 0,70b  10731c 23182 0,84a 28289ab | 0,71b 11120b 14703 10667a 27925a
84 0,74ab 14021 bc 20322 0,78ab 29607 a | 0,77ab 21048ab 33045 0,51b 22190 ab
CV 2,28 14,70 20,61 11,15 5,34 4,17 30,16 33,30 9,64 11,41

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =

ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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No Teste-JIP da espécie C. ensiformis, obtido aos 15 DAS (Figura 9C e Tabela 14), o
tratamento correspondente a dose de 21 g ha! de diclosulam apresentou incremento
significativo do desempenho fotossintético (Piass) comparado ao controle. As plantas que
receberam a dose de 84 g ha* do herbicida responderam com um aumento significativo do
tamanho do sistema antena (ABS/RC). Aos 45 DAS, o tratamento correspondente a dose de 63
g ha causou uma reducdo significativa do rendimento quantico fotoquimico (¢Po) e do
desempenho fotossintético (Piass) comparado ao controle, sendo essas reducdes de 9,66% e
56,53%, respectivamente (Figura 9D e Tabela 14). Consequentemente, esse tratamento
apresentou um maior incremento na dissipacdo de energia da planta na forma de calor (DlIo/RC)
e um aumento significativo do tamanho do sistema antena (ABS/RC).

A espécie C. cajan ndo apresentou diferenca estatistica significativa nas caracteristicas
respostas MSA e MSR, conforme demonstrado na Tabela 15. Entretanto, diferentemente das
espécies analisadas anteriormente, a C. cajan apresentou diferenca estatistica na altura das
plantas que receberam as diferentes doses do diclosulam analisado. Na Tabela 15 pode-se
observar que ao receber a aplicacio do herbicida na dose de 21 g ha' a C. cajan respondeu com
um aumento significativo da sua altura de planta em 16,47 % quando comparado ao controle.
A partir da dose de 42 g ha, a medida que aumentava a dose do herbicida, menor era a altura
da C. cajan, no entanto, ndo diferiu estatisticamente do controle.

Tabela 15. Massa seca da parte aérea (MSA), massa seca das raizes (MSR) e altura de planta (AP) da espécie
Cajanus cajan sob doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha™) ) ) (cm)

0 (controle) 2,30NS 0,50NS 48,08 bc

21 2,17 0,54 56,00 a

42 1,94 0,56 53,67 ab

63 1,92 0,44 51,17 ab

84 1,69 0,46 43,58 ¢
C.V. 19.26 28.43 6.18

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

A espécie C. cajan apresentou elevadas perturbacGes em seus parametros fotossintéticos
aos 15 DAS (Figura 10A e 10C e Tabelas 16 e 17). Aos 15 DAS, os pardmetros ¢Po, Piags,
DIo/RC e ABS/RC dos tratamentos que receberam aplicagdo do herbicida diferiram
estatisticamente do controle.
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Figura 10. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Cajanus cajan, aos 15 DAS (A) e 45
DAS(B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma espécie submetida a diferentes doses do herbicida diclosulam,
expresso em relacdo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C) e aos 45 DAS

(D).

Tabela 16. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie C. cajan submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(ghat) Fo F; Fi Fwm Fo F; Fi Fm

0 637 a 1338 a 1260ab 1727 ab 394NS 910NS 1217Ns  1742N8
21 433 Db 1064 b 1295 a 1858 a 454 981 1271 1798
42 421 b 870¢c 1006 ¢ 1571 b 446 1026 1388 1940
63 460 b 1022 b 1138 bc 1662 ab 399 963 1281 1801
84 478 b 1126 b 1262 ab 1822 a 394 955 1271 1834

CV 6,7 5,7 5,3 6,0 7,3 7,6 9,8 7,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 17. Parametros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie C.
cajan submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha™) | ¢Po Piags Pitorau DIo/RC ABS/RC ¢Po Piass  Pitota. DIo/RC ABS/RC

0 0,63b 3466c 156605NS 8723a 29073a | 0,77ab 26427NS 44858NS  0,50ab  21824NS
21 0,77a 20621a 50292 0,48b  20467b | 0,75b 21794 39642 0,58 a 22694
42 0,73a 19971a 83407 0,60b 21887b | 0,77ab 25523 38334 0,52ab 22444
63 0,72a 12834b 63596 065b 23327b | 0,77a 25316 46198 0,47 ab 21015
84 0,74a 12876b 54226 062b  23702b | 0,78a 29886 68050 0,43b 20159

CV 2,91 20,69 185,04 149,92 7,46 1,58 25,70 41,30 11,80 7,63

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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De acordo com o carater competitivo entre a etapa fotoquimica, dissipacdo de calor e
emissao de fluorescéncia relatado por Buonasera et al. (2011), observou-se grande aumento do
indice de desempenho fotossintético no FSII (Piags) nos tratamentos que receberam aplicacéo
do herbicida, isso é, aumento do queenching fotoquimico, e consequentemente, ocorreu redugao
da fluorescéncia emitida por esses tratamentos, como observado na Figura 26A e Tabela 13,
entre os passos O-l. Entretanto, a partir do ponto | os transientes referentes aos tratamentos que
receberam aplicacdo do herbicida voltaram a apresentar a caracteristica sigmdide semelhante
ao controle, apresentando os passos | e P bem definidos.

Aos 45 DAS todos pardmetros fotossintéticos analisados foram reestabelecidos,
igualando-se estatisticamente ao controle, conforme demonstrado na Figura 26B e 26D e nas
Tabelas 13 e 14.

Diferentemente das espécies analisadas anteriormente, as espécies B. decumbens e B.
brizantha apresentaram progressivas reducdes de suas respostas biométricas (MSA, MSR e
altura de planta) com o aumento da dose do diclosulam (Tabela 18 e 19). A B. decumbens, ao
receber a aplicagdo do maximo da dose recomendada por bula (42 g ha't), respondeu com uma
reducdo de 64,96% da sua MSA, de 75% da sua MSR e de 44,29% da sua altura de planta, em
relacdo ao controle. Ja a B. brizantha ao receber a mesma dose do herbicida, demonstrou
reducdo de 85,63% da sua MSA, de 77,33% da sua MSR e de 47,45% da sua altura de planta,
comparativamente ao controle.

O residuo no solo do dobro da dose méaxima recomendada por bula (84 g ha*) causou
prejuizos severos a ambas as espécies de braquiarias, levando a inibicdo do desenvolvimento
de quase 100% das plantas na unidade experimental.

Tabela 18. Massa seca da parte aérea (MSA), massa seca das raizes (MSR) e altura de planta (AP) da espécie B.
decumbens sob doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha™) 9 9 (cm)

0 (controle) 137a 148a 37,25a

21 1,84 a 1,89b 35,00a

42 0,48 Db 0,37 bc 20,75b

63 0,04 b 0,04 c 7.42c

84 0,01b 0,04 c 35¢C

C.V. 36,80 45,99 10,75

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 19. Massa seca da parte aérea (MSA), massa seca das raizes (MSR) e altura de planta (AP) da espécie B.
brizantha sob doses do herbicida diclosulam.

Doses do diclosulam MSA MSR AP
(gha™) (9 (9 (cm)
0 (controle) 4,87 a 2,25a 47,33 a
21 2,85b 1,96 a 33,92b
42 0,70 cd 0,51b 24,87b
63 0,83 ¢ 0,27b 14,67 ¢
84 0,09d 0,04 b 981c
C.v. 15,13 25,99 16,62

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS = nédo
significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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Apesar da reducdo dos valores dos parametros de MSA, MSR e altura de plantas
observado na B. decumbens, os valores da intensidade de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P
observados na Figura 11A e 11B e na Tabela 20 ndo apresentaram diferenca estatistica entre as
plantas que receberam o herbicida nas doses testadas e o controle, nos dois tempos avaliados
(15 e 45 DAS).
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Figura 11. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Brachiaria decumbens, aos 15 DAS
(A) e 45 DAS(B). Parametros do Teste JIP obtidos da mesma espéciesubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em relacéo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 45 DAS (D). *Né&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos de 84 g ha' aos 15 DAS, pois as
folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho HanyPEA.

Tabela 20. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie B. decumbens submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha) Fo FJ Fi Fwm Fo Fj Fi Fwm
0 377NS 648Ns 819Ns 1444Ns 332N 778Ns 1073Ns 1452Ns

21 355 786 1103 1722 371 860 1194 1651
42 369 729 951 1495 392 868 1195 1649
63 396 759 943 1381 367 812 1221 1600
84 * * * * 387 896 1248 1538
cV 12,2 13,7 18,0 15,6 10,3 10,0 115 11,0

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 84 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.
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Tabela 21. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie B.
decumbens submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS

(gha) | ¢Po Piass  Pitora. DIO/RC ABS/RC| ¢Po Piass Pitora. DIo/RC ABS/RC

0 0,73b 30165ab 174031NS 3835MS  30857a | 0,77a 20391ab  26057a 0,58 25218 ab
21 0,79a 42775a 84402 0,41 20028b | 0,77a 24201ab 34262 a 0,53  23374b
42 0,75ab 29217ab 73727 0,61 24326ab| 0,76ab 21561ab 34679 a 0,60 25168ab
63 0,71b 14923 b 35432 0,83 2868lab| 0,77a 25592a 23469ab 057 25068 ab
84 * * * * * 0,75b 13274 b 8255 b 0,62 28999a

CV 2,98 27,88 68,89 399,74 17,41 1,23 23,38 30,36 8,81 7,68

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 84 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.

Ja a espécie B. brizantha ndo apresentou, aos 45 DAS, diferenca estatistica entre a
intensidade de emisséo de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P das plantas que receberam o
herbicida e do controle (Figura 12B e Tabela 22). Porém, aos 15 DAS, essa espécie apresentou
no ponto O um aumento significativo da emisséo de fluorescéncia de aproximadamente 23% e
21% naquelas plantas que receberam a aplicagdo do herbicida nas doses de 42 e 63 g ha™,
respectivamente, em relacdo ao controle, conforme Figura 12A e Tabela 22. E nos pontos J-1-
P a emissdo da fluorescéncia de todas as plantas que receberam o diclosulam diferiram
estatisticamente do controle, sendo a emissdo de fluorescéncia crescente a medida que
aumentou-se a dose de aplicacdo do herbicida.

Assim como ocorrido nas curvas transientes OJIPs, o JIP teste da B. brizantha
apresentou maiores alteracdes de seus parametros fotossintéticos em relacdo ao controle aos 15
DAS do que aos 45 DAS (Figura 12C e 12D e Tabela 23). Aos 45 DAS, apenas a dissipacao de
energia na forma de calor (DIo/RC) apresentou diferenca estatistica entre os tratamentos que
receberam o diclosulam em relacdo ao controle, sendo essa diferenca uma reducdo de 42,30%
e de 33,33% nos tratamentos de 42 e 84 g ha'l, respectivamente. Ja aos 15 DAS, o rendimento
quantico maximo fotoquimico (¢Po) e o indice de desempenho fotossintético (Piass) do
tratamento de 21 g ha* aumentou em relagio ao controle; e a dissipacdo de energia da planta
na forma de calor (D1o/RC) e o tamanho do sistema antena (ABS/RC) dos tratamentos de 21 e
2 g ha reduziram em relago ao controle.
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Figura 12. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para a espécie Brachiaria brizantha, aos 15 DAS (A)
e 45 DAS (B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma espéciesubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em rela¢do aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 45 DAS (D). *Nao foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos de 84 g ha' aos 15 DAS, pois as
folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho HanyPEA.

Tabela 22. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
45 DAS da espécie B. brizantha submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha) Fo Fj Fi Fm Fo F; Fi Fm

0 329D 613 c 785 ¢ 1249 ¢ 480NS 983N\s 1306NS 1721NS
21 304 b 690 b 960 b 1388 b 417 907 1234 1626
42 406 a 771 a 917b 1447 ab 400 808 1073 1585
63 399 a 816 a 1067 a 1546 a 397 888 1201 1661
84 * * * * 390 855 1222 1692

CV 4,1 3,8 4,7 3,8 10,2 9,9 12,9 13,9

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 84 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho

HanyPEA.
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Tabela 23. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 45 DAS da espécie B.
brizantha submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 45 DAS
(gha') | ¢Po  Piass Pitota. DIO/RC ABS/RC | ¢Po  Piass Pitorau DIo/RC ABS/RC
0 0,74b 22415b 61608 0,75a 28301a |0,72\S 13705NS 18147\ 0,78a  27768\S
21 | 0,78a 28620a 45603 050c 22649b | 0,74 15413 18557 0,74a 28617
42 | 0,73b 22060b 52564 0,60bc 22480b | 0,73 25428 52093 045b 24448
63 | 0,73b 19543b 58290 0,67ab 25185ab | 0,76 21025 37183 063ab 26343
84 * * * * * 0,77 28428 40064 0,52b 22477
CV | 116 8,07 22,68 9,36 6,81 504 3985 49,84 1512 12,55

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.*N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos de
84 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho HanyPEA.

Diante dos resultados apresentados, constata-se que o diclosulam nédo afetou a producéo
de biomassa das espécies de A. pintoi, C. juncea e C. ensiformis, caracterizando a tolerancia
dessas espécies ao herbicida. O mesmo foi observado por Monquero e colaboradores (2013)
em relacdo a massa seca das raizes, em que verificou que a C. cajan ndo apresentou diferenca
significativa quanto ao desenvolvimento da raiz e a C. juncea ndo apresentou diferenca
significativa quanto ao desenvolvimento da parte aérea entre a testemunha e as doses de 35 e
70 gi.a. hade diclosulam. Com relagdo a MSA, Monquero e colaboradores (2013) observaram
que, dentre as espécies analisadas, a C. ensiformis foi a que apresentou maior acumulo de
biomassa.

As espécies A. pintoi e a C. cajan ja haviam apresentado tolerdncia para outros
herbicidas utilizados na cultura da soja. Madalao e colaboradores (2012) avaliaram a tolerancia
de diversas espécies ao herbicida sulfentrazone, herbicida também utilizado na cultura da soja,
e dentre essas espécies, a A. pintoi e a C. cajan demonstraram os melhores resultados com
relagdo a tolerancia, juntamente com a Leucaena leucocephala. Madaldo e colaboradores
(2012) acrescentam ainda que a C. cajan apresentou maiores porcentagens de acumulo de
biomassa, comparativamente ao controle, em até metade da dose comercial.

O aumento significativo da altura de planta da C. cajan, observado no tratamento de 21
g ha' do diclosulam, pode ser justificado pelo maior incremento do desempenho fotossintético
realizado pela planta nessa dose, com a finalidade de acelerar sua atividade metabdlica e
degradar o herbicida presente no solo, como pode-se observar no aumento dos parametros do
indice de desempenho fotossintético. Sendo que, a partir dessa dose, o tamanho da altura da
planta reduziu conforme ocorreu a reducdo do indice de desempenho fotossintético. A mesma
reesposta foi observada por Qiu e colabordadores (2013), no qual o BPA (Bisfenol A), um
disruptor enddcrino representativo, em pequenas concentracdes promoveu o crescimento de
mudas de soja. De acordo com Qiu e colaboradores (2013), o crescimento e o desenvolvimento
das plantas sdo baseados na sintese e na acumulagdo de substancias orgénicas que sdo
dependentes da fotossintese, sendo assim, alteragcdes na fotossintese da planta podem ser uma
das formas que os contaminantes afetam o crescimento das plantas.

Também com a finalidade de acelerar sua atividade metabolica e degradar o herbicida
presente no solo, foi observado incremento do desempenho fotossintético na primeira avaliacdo
das especies A. pintoi e C. juncea. Oukarroum et al (2007) salienta que os indices de
desempenho fotossintético sdo considerados mais sensiveis & detec¢do e quantificacdo de
estresse nas plantas do que o proprio rendimento quantico maximo do fotossistema Il (Fv/Fm
ou @Po). Isto ocorre, porque os indices de desempenho (Piass € Pitotac) relacionam a eficiéncia
de absorcdo, captura e transferéncia de energia de excitacdo pelo fotossistema Il
proporcionando uma visdo maior do grau de efeito do ambiente estressante (GONCALVES e
SANTOS JR., 2005). A diminui¢do nos indices de desempenho, indicam perda de eficiéncia

fotoquimica pelas plantas (THACH et al., 2007).
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Apesar das alteracdes dos parametros fotossintéticos observados na primeira avaliagéo,
as espécies A. pintoi, C. juncea e C. cajan reestabeleceram suas atividades fotossintéticasna
segunda avaliacdo. Dessa forma, demonstraram elevada resiliéncia ao ser cultivada em solos
com residuos do diclosulam, metabolizando esse herbicida e impossibilitando que 0 mesmo
interfira no desenvolvimento das espécies.

Entretanto, diferentemente da A. pintoi, C. juncea e C. cajan, a C. ensiformes ainda
apresentou na segunda avaliacdo diferenca estatistica significativa entre os tratamentos que
receberam aplicacdo do diclosulam e o controle, tanto nos passos O-J-1-P quanto nos parametros
do Teste-JIP. Diante disso, constata-se que a C. ensiformes apresenta uma resposta mais
demorada a agdo do herbicida diclosulam quando comparada com as outras trés espécies
anteriormente citadas. Essa resposta mais lenta a acdo do diclosulam € um comportamento
esperado pois 0s sintomas visuais e morte das plantas causadas por herbicidas inibidores da
ALS ocorre de forma lenta (ROMAN et al., 2007). De acordo com Vidal e colaboradores
(2014), a morte de plantas que receberam a aplicacdo de herbicidas inibidores da enzima ALS
pode ocorrer em até 60 dias ap0s a aplicacéo.

As andlises de fluorescéncia transiente da clorofila a das espécies B. decumbens e B.
brizantha ndo foram expressivas, pois, apesar dessa analise mostrar aos 45 DAS que nédo havia
diferenga significativa entre os tratamentos que receberam as doses do diclosulam e o controle,
nessa mesma data observou-se diferenca estatistica significativa na MSA, MSR e na altura de
planta quando comparadas ao controle.

A B. decumbens e B. brizantha apresentaram diferenca estatistica significativa nas trés
caracteristicas respostas biométricas avaliadas quando comparadas ao controle. A MSA, MSR
e altura de planta dessas espécies reduziu acentuadamente com o aumento da dose do herbicida.
Dessa forma, essas espécies demonstraram uma maior sensibilidade ao herbicida diclosulam.

Alinhado ao objetivo do presente experimento, determinou-se como espécies tolerantes
ao herbicida diclosulam aquelas que apresentaram menores variagdes de suas caracteristicas
respostas quando comparadas ao controle, demonstrando assim, uma menor sensibilidade ao
herbicida. Concomitantemente a tolerancia ao diclosulam, buscou-se selecionar espécies que
agreguem o maior numero possivel de caracteristicas favoraveis a fitorremediacéo, como féacil
controle, elevada producdo de biomassa, sistema radicular profundo e denso e viabilidade
econdmica (MONQUERO et al., 2013).

Diante disso, conclui-se que as espécies analisadas diferiram quanto a tolerancia ao
diclosulam. As espécies B. decumbens e B. brizantha foram as que apresentaram maior
sensibilidade ao herbicida. As espécies A. pintoi, C. juncea, C. ensiformis e C. cajan
apresentaram tolerancia ao herbicida em até o dobro da dose méaxima recomendada por bula
(84 g hal), dessa forma apresentam potencial para serem utilizadas como fitorremediadoras de
solos com residuo do diclosulam, sendo estas utilizadas no experimento 2.

4.2 Experimento II

Constata-se nas Tabelas 24 e 25 que as doses do herbicida diclosulam néo tiveram efeito
significativo na massa seca da planta indicadora (pepino) quando em sucessdo as espécies C.
cajan, C. ensiformes e C. juncea. Entretanto, o cultivo da espécie A. pintoi antecedendo a
indicadora teve efeito significativo sobre massa seca do pepino. Pode-se verificar na Tabela 24
que 0 pepino em sucessdo a espécie A. pintoi, até a dose de 63 g hal, apresentou diferenca
estatistica significativa da sua MSA quando comparado com o pepino cultivado em sucessdo
as outras espécies. Igualmente, na Tabela 25, verifica-se que o pepino em sucesséo a espécie A.
pintoi apresentou diferenca estatistica significativa da sua MSR quando comparado com o
pepino cultivado em sucessao as outras espécies no controle.

36



Tabela 24. Massa seca da parte aérea (g) da bioindicadora (pepino) em sucessao as espécies fitorremediadoras sob
doses do herbicida diclosulam.

Espécie Doses do diclosulam (g hat)
Fitorremediadora 0 21 42 63 84
A. pintoi 0,654 aA 0,406 aB 0,398 aB 0,528 aAB 0,092 aC
C. cajan 0,046 bA 0,078 bA 0,043 bA 0,037 bA 0,045 aA
C. ensiformes 0,071 bA 0,093 bA 0,076 bA 0,065 bA 0,057 aA
C. juncea 0,051 bA 0,088 bA 0,039 bA 0,036 bA 0,029 aA
C.V. 56,12

Médias seguidas por letras iguais, maitsculas na linha e minudsculas na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 25. Massa seca de raiz (g) da bioindicadora (pepino) em sucessao as espécies fitorremediadoras sob doses
do herbicida diclosulam.

Especie Doses do diclosulam (g ha)
Fitorremediadora 0 21 42 63 84
A. pintoi 0,221 aA 0,084 aB 0,08 aB 0,179 aA 0,026 aB
C. cajan 0,008 bA 0,011 aA 0,012 aA 0,008 bA 0,013 aA
C. ensiformes 0,022 bA 0,018 aA 0,019 aA 0,023 bA 0,018 aA
C. juncea 0,024 bA 0,023 aA 0,008 aA 0,021 bA 0,009 aA
C.V. 115,82

Médias seguidas por letras iguais, maidsculas na linha e mintsculas na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 26. Altura de planta (cm) da bioindicadora (pepino) em sucessdo as espécies fitorremediadoras sob doses
do herbicida diclosulam.

Espécie Doses do diclosulam (g ha?)
Fitorremediadora 0 21 42 63 84
A. pintoi 1747aA 4,09aB 3,70aB 3,79aB 2,87 aB
C. cajan 1522aA 522aB 4,12aB 2,38aB 3,42aB
C. ensiformes 17,71aA 542aB 493aB 358aB 3,86aB
C. juncea 1571aA 498aB 4,15aB 356aB 3,87 aB
C.V. 31,07

Médias seguidas por letras iguais, maitsculas na linha e minasculas na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Analisando os valores de massa seca do pepino em sucessao a A. pintoi, nas Tabelas 24
e 25, verifica-se um efeito significativo da presenca do herbicida diclosulam sobre a MSA e
MSR, levando a uma reducdo dos valores de massa seca das unidades que receberam a aplicacdo
do herbicida.

Quando cultivado em sucessdo as quatro espécies potencialmente fitorremediadoras
testadas, a presenca do diclosulam causou efeito significativo na altura de planta do pepino,
conforme verifica-se na Tabela 26. As unidades que receberam a aplicagdo do herbicida
apresentaram diferenca estatistica significativa daqueles que ndo receberam herbicida,
apresentando reducéo da altura de planta com o aumento da dose.

Analisando a Figura 13A e 13B e a Tabela 22 verifica-se que 0 pepino em sucessao a A.
pintoi aos 15 DAS apresentou inicialmente uma reducdo na intensidade de fluorescéncia nos
pontos O-J-1-P, seguindo de um progressivo aumento, diferenciando-se estatisticamente do
controle. Contudo, aos 30 DAS as intensidades de fluorescéncia nesses pontos igualaram-se
estatisticamente ao controle em todas as doses testadas. Apesar da dose do diclosulam néo
causar efeito significativo na emissdo de fluorescéncia nos pontos O-J-1-P da curva sigmdide
na Gltima avaliacdo, os efeitos das doses permaneceram-se significativos nos parametros de
fluorescéncia avaliados no Teste-JIP, de acordo com a Figura 16C e 16D e a Tabela 27.
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Aos 15 DAS verifica-se na Figura 16C e na Tabela 28 um aumento significativo do
indice de desempenho fotossintético (Piass) € uma reducdo significativa do indice de
desempenho fotossintético total (Pitorac) nas doses de 21 e 84 g ha™* do pepino em sucessio a
A. pintoi. Aos 30 DAS verificou-se um acentuado aumento de ambos os indices de desempenho
fotossintéticos em todas as doses testadas, atestando disturbio fisiologico no pepino em
sucessdo a A. pintoi ainda aos 30 DAS.
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Figura 13. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para o pepino em sucessdo a A. pintoi, aos 15 DAS
(A) e 45 DAS (B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma plantasubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em rela¢do aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 45 DAS (D).

Tabela 27. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), I (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
30 DAS do pepino em sucessdo a A pintoi, submetido as doses do diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(ghat) Fo F; Fi Fm Fo F; Fi Fm

0 506 b 1228ab 1703 b 2320b 591 ab 1255N8 1693NS 20141NS
21 454 ¢ 1118 bc  1671Db 2121 b 523 b 1140 1777 2250
42 502 b 1078 ¢ 1741 b 2364 b 569 ab 1162 1649 2057
63 * * * * 560 ab 1086 1595 2035
84 582 a 1327 a 2170 a 2696 a 652 a 1149 1733 2253

CV 15 4,3 6,1 5,0 8,1 8,2 6,6 6,8

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 63 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.
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Tabela 28. Par@metros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 30 DAS do pepino em
sucessdo a A. pintoi submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS

(gha) | ¢Po  Piass Pitora. DIO/RC ABS/RC | ¢Po  Piaes Pitora. DIo/RC ABS/RC

0 0,78 232a 3,07a 051N 2,36 | 0,71b 092c 0,70c 1,03a 3,51a

21 0,78 241bc 198D 0,50 2,32 0,77a 233a 1,73a 060D 2,60b
42 0,79 367a 345a 0,48 2,26 0,72b 145bc 1,20b 0,78ab 2,83b
63 * * * * * 0,72b 175ab 151ab 0,75ab 2,72Db
84 0,78 294b 1,83b 0,49 2,27 0,71b 188ab 167a 0,84ab 2,90b
CV 1,22 9,21 14,14 7,24 2,92 2,55 18,65 12,90 16,73 8,42

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 63 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.

O pepino cultivado em sucessdo a espécie C. ensiforme que recebeu aplicacdo do
diclosulam, apesar de apresentar acentuadas alteracdes de suas atividades fotossintéticas aos 15
DAS (reducéo significativa de PitoraL, Piass e ¢Po e aumento de DIo/RC e do ABS/RC), aos
30 DAS ja havia reestabelecido seu metabolismo fotossintético, conforme demonstrado na
Figura 14 e nas Tabelas 29 e 30.
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Figura 14. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para o pepino em secessdo a C. ensiformis, aos 15
DAS (A) e 30 DAS (B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma plantasubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em relacdo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 30 DAS (D).
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Tabela 29. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), | (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
30 DAS do pepino em sucessdo a C. ensiformis, submetido as doses do diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(gha?) Fo F, Fi Fwm Fo FJ Fi Fwm

0 497 be 1115¢ 1600ab 2269 a 577NS 1263Ns 1882Ns 2396NS
21 469 c 1140bc 1743a 2256a 548 1189 1762 2237
42 516 b 1027d  1472b  1987b 554 1217 1727 2195
63 565 a 1249a 1739a 2046 ab 530 1262 1779 2234
84 572 a 1175b  1770a 2161 ab 518 1103 1547 1965

CV 3,0 1,8 4,7 4,6 8,4 8,3 9,6 9,9

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 30. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 30 DAS do pepino em
sucesséo a C. ensiformis submetida as doses do herbicida diclosulam

Dose 15 DAS 30 DAS
(gha?) | ¢Po  Piass Pitota DIO/RC ABS/RC | ¢Po  Pisss Pitota. DI0o/RC ABS/RC
0 0,78a 3,05a 450a 0,48d 2,18d 0,76NS 2,08Ns  1.73NS 0,61 2,53\

21 0,79a 294a 259b 0,46d 2,19 cd 0,75 2,04 1,75 0,62 2,52
42 0,72b 244a 2,79b 064c 2,34c 0,75 1,82 1,67 0,62 2,46
63 0,72b 103b 064c 082a 297a 0,76 1,72 1,60 0,60 2,51
84 0,73b 165b 1,08c 0,73b 2,75b 0,73 1,58 1,46 0,79 2,84
CV 0,87 13,93 28,55 3,17 2,75 3,14 2521 32,07 24,06 12,38

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
n&o significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

O pepino cultivado em sucessdo a C. cajan apresentou alteracBes dos parametros
fotossintéticos menos acentuadas aos 15 DAS que o pepino cultivado em sucessdo a C.
ensiforme nessa mesma data (Figura 15 e 14, respectivamente). Verifica-se na Figura 15A e na
Tabela 31 apenas um aumento significativo da emissao de fluorescéncia no ponto O referente
ao tratamento de 21 g ha, no ponto J referente ao tratamento de 84 g ha™ e no ponto P referente
ao tratamento de 63 g ha™. E na Figura 15C e Tabela 32 verifica-se acentuadas alteragdes apenas
nos parametros Piags € PitoraL € um aumento do Dio/RC no tratamento de 63 g ha? do
herbicida.
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Figura 15. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para o pepino em secesséo a C. cajan, aos 15 DAS
(A) e 30 DAS (B). Pardmetros do Teste JIP obtidos da mesma plantasubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em rela¢do aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 45 DAS (D).

Tabela 31. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 30 DAS do pepino em
sucessao a C. cajan submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(ghat) Fo F; Fi Fm Fo F; Fi Fm
0 509 ab 1145bc 1801 ab 2434 a 607 ab 1308NS 1844a 2314 a
21 546 a 1170 b 1841 ab 2423 a 566 b 1230 1704 ab 2186 ab
42 491 ab 1151 bc 1797ab 2249 ab 539 b 1193 1614ab 2004 b
63 454 b 1052 ¢ 1589 b 1968 b 600 ab 1129 1613ab 2131 ab
84 505 ab 1339 a 1927 a 2386 a 646 a 1294 1581b 1887h
CcV 5,0 4,4 8,3 7,1 5,6 6,8 6,7 6,4

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.

Tabela 32. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 30 DAS do pepino em
sucessdo a C. cajan submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(gha) | ¢Po Piass Pitota. DIo/RC ABS/RC | ¢Po Piass  Pitota. DIo/RC ABS/RC

0 0,79Ns 372a 368a 043D 206b |074a 137ab 121b 0,77b 2,95b
21 0,77 299ab 2,70b 052ab 131ab |[0,74a 158ab 16la 0,69b 2,63 ¢
42 0,78 248bc 1,74c 055ab 245a | 0,73a 1,27b 1,19b 0,74b 2,73 bc
63 0,77 212bc 1/47c 0,59 a 255a |0,72a 171a 1,83a 0,79b 2,82 bc
84 0,79 2,00c 156¢c 050ab 2,34ab | 066b 0,52¢c 0,55¢ 1,14 a 3,34 a

cVv 1,96 16,57 16,63 12,93 5,91 1,42 12,10 13,98 6,22 3,96

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade.
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Aos 30 DAS, verifica-se que o0 pepino em sucessdo a C. cajan que recebeu aplicacéo do
herbicida até a dose de 63 g ha (dose maxima recomendada por bula), reestabeleceu sua
atividade fotossintética. Apenas as plantas de pepino que recebram o tratamento de 84 g ha* do
diclosulam ainda apresenta diferenca estatistica significativa em todos os parametros do Teste-
JIP, comparado ao controle.

O pepino cultivado em sucessao a C. juncea ndo apresentou alteracdes significativas em
relagdo ao controle na emisséo da fluorescéncia nos pontos O-J-1-P em nenhuma das datas de
avaliacdo (15 e 30 DAS), conforme demonstrado nas Figuras 16A e 16B e na Tabela 33.
Comparando ao controle, os unicos efeitos significativos do diclosulam no pepino em sucesséo
a C. juncea foram aos 15 DAS nos parametros PitoraL e ABS/RC do Teste-JIP, no qual reduziu
no tratamento de 84 g hal e aumentou nos tratamentos de 42 e 84 g ha, respectivamente
(Figura 16C e Tabela 34).
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Figura 16. Intensidade de fluorescéncia da clorofila a obtida para o pepino em secessdo a C. juncea, aos 15 DAS
(A) e 30 DAS (B). Parametros do Teste JIP obtidos da mesma plantasubmetida a diferentes doses do herbicida
diclosulam, expresso em relacdo aos valores do tratamento controle (valor transformado para 1), aos 15 DAS (C)
e aos 30 DAS (D).
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Tabela 33. Intensidades de fluorescéncia da clorofila a nos passos O (Fo), J (FJ), | (FI) e P (FM) obtidas aos 15 e
30 DAS do pepino em sucessdo a C. juncea, submetido as doses do diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(gha) Fo F; Fi Fm Fo F; Fi Fm

0 525NS 1231Ns  1851NS 2468NS 582NS 1313 a 1923Ns 2464NS
21 497 1113 1723 2275 482 1312 ab 1457 1823
42 521 1137 1795 2347 607 1275 ab 1949 2514
63 * * * * 474 1018 b 1445 1785
84 596 1205 1721 2153 558 1158 ab 1676 2124

CV 13,6 8,1 9,2 7,1 19,3 11,2 15,2 16,9

Médias seguidas de mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 63 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.

Tabela 34. Pardmetros da Fluorescéncia transiente da clorofila a obtidos aos 15 DAS e 30 DAS do pepino em
sucessdo a C. juncea submetida as doses do herbicida diclosulam.

Dose 15 DAS 30 DAS
(gha) ¢oPo Piass Pitotau DIo/RC ABS/RC | ¢Po Piass Pitota. DIo/RC ABS/RC
0 0,79  2.87NS  303a 0,48ab 2,26 b 0,76NS 2,00N 1,79\ 0,61NS 2,55N8

21 0,78 3,10 28lab 048b 2,18Db 0,74 1,33 1,26 0,70 2,68
42 0,78 294 248ab 0,53ab 2,35ab 0,76 2,24 1,90 0,62 2,56
63 * * * * * 0,74 1,42 1,18 0,75 2,83
84 0,73 1,82 154b 0,78 a 2,77 a 0,74 1,40 1,49 0,71 2,23
CcV 4,11 23,19 26,58 23,93 8,05 2,15 2522 26,04 12,06 17,49

Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. NS =
ndo significativo na ANOVA a 5% de probabilidade. *N&o foi possivel realizar a fluorescéncia dos tratamentos
de 63 g ha' aos 15 DAS, pois as folhas ainda estavam muito pequenas para prender os clipes do aparelho
HanyPEA.

A diferenca significativa observada na massa seca do pepino cultivado posteriormente
a espécie A. pintoi é devida, provavelmente, a uma melhoria das caracteristicas fisico-quimicas
do solo executado de forma mais eficiente pelo A. pintoi, quando comparado com as outras
espécies. O género Arachis realiza simbiose com diversas bactérias, como por exemplo as do
género Bradyrrhizobium e Rhyzobium, nodulando e promovendo a fixagdo do nitrogénio
atmosférico (MONTENEGRO & PINZON, 1997). Ap6s o crescimento inicial, ocorre grande
capacidade de nodulagdo nas raizes desse género, conforme foi observado durante a conducao
do experimento (Figura 17), fato que favorece a capacidade de fixacdo de nitrogénio por acao
natural dessa espécie, sendo sua capacidade de fixacdo similar ou superior as espécies
Stylosantes (SIMPSON et al., 1994; THOMAS, 1994). Sendo assim, a melhoria do solo
promovida pelo A. pintoi que foi verificada nos resultados, provavelmente, é decorrente de uma
fixacdo de nitrogénio atmosférico altamente eficiente.
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Figura 17. Nodulagéo da espécie A. pintoi observada no experimento.

Ao observar a reducdo significativa dos valores de massa seca do pepino em sucessao a
A. pintoi é possivel constatar que a presenca dessa espécie ndo é capaz de realizar a
fitorremediacdo das moléculas do diclosulam no solo. Senseman e colaboradores (2007)
salientam que a molécula do diclosulam também é registrada nos Estados Unidos da America
(EUA) para o controle de plantas daninhas na cultura do amendoim (Arachis hypogaea L.),
sendo também aplicado em pré-emergencia. E em algumas areas, os cultivares de amendoim
mostraram excelente tolerancia ao diclosulam (BAILEY e WILCUT, 2002; MAIN et al., 2002;
PRICE et al., 2002; BAILEY et al., 2000, 1999). Diante disso, constata-se que as espécies do
género Arachis apresentam elevada tolerancia a molécula do diclosulam. Entretanto, os
resultados desse trabalho demonstraram que, apesar de extremamente tolerante ao herbicida, a
A. pintoi ndo é capaz de fitorremediar o herbicida diclosulam no solo.

Por outro lado, ndo houve diferenca entre o controle e as doses avaliadas para as
variaveis biométricas do pepino em sucessdo a C. cajan, C. ensiformes e C. juncea. Nessas
situacdes, as avaliagdes da fluorescéncia transiente da clorofila a mostram-se mais sensiveis a
deteccdo do estresse na planta, tendo sido utilizada para a selecdo, dentre essas trés espécies
vegetais, das que apresentaram maior desempenho & fitorremediacdo do diclosulam no solo,
juntamente com a identificacdo das caracteristicas desejaveis a fitorremediacao.

O pepino cultivado em sucesséo a C. cajan apresentou alteracdes dos seus parametros
fotossintéticos na primeira avaliacdo. Entretanto, na segunda avaliacdo, apenas aquele que
recebeu a dose mais elevada do diclosulam ainda apresentou diferenca estatistica significativa
quando comparado ao controle. Salienta-se que, essa dose representa, possivelmente, uma
guantidade de herbicida improvavel de ser encontrada disponivel no solo no momento do
cultivo das fitorremediadoras, levando-se em conta as perdas a que este herbicida esta sujeito
em campo. Isto porque, o diclosulam sofre degradacdo microbina, além de, com o tempo,
tornar-se menos biodisponivel as plantas devido o aumento do seu potencial de sor¢do no solo
(YODER et al., 2000).

Além de sua capacidade de fitorremediar solos com residuo do diclosulam, a C. cajan é
uma leguminosa que tem como forte caracteristica o sistema radicular agressivo e robusto que
cresce em profundidade, reciclando nutrientes e descompactando solos, fazendo uma
subsolagem “biologica” (ALVARENGA et al., 1995), sendo essa caracteristica extremamente
benéfica para reverter a compactacao de solo promovida no sistema de plantio direto. E, por ser
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uma leguminosa utilizada na adubacéo verde, essa espécie tem a capacidade de fixar nitrogénio
da atmosfera no solo e elevada producdo de biomassa, o que contribui para tornar o sistema
mais eficiente e sustentavel (BARRETOS e FERNANDES, 2001).

As alteracBes das atividades fotossintéticas na primeira avaliacdo do pepino cultivado
em sucessdo a espécie C. ensiforme foram mais acentuadas que a do pepino em sucessao a C.
cajan, apesar de na segunda avaliacdo ele ja ter reestabelecido todo o seu metabolismo
fotossintético. Todavia, apesar da espécie C. ensiformis ser uma leguminosa utilizada na
adubacdo verde, ela é suscetivel ao nematoide de galhas Melodoigine sp., devendo-se evitar 0
seu plantio sucessivo no mesmo local (LOPES, 1998). E ainda, Alvarenga e colaboradores
(1995) demonstraram que essa espécie apresenta um rapido estabelecimento e grande
porcentagem de cobertura do solo, demonstrando-se uma cultura agressiva com potencialidade
de competir com a cultura principal.

O pepino cultivado em sucessdo a C. juncea foi o que apresentou menores alteracfes
fotossintéticas. Assim sendo, demonstra o elevado potencial fitorremediador da espécie C.
juncea em solos com residuo do herbicida diclosulam. Além de promover reducbes na
disponibilidade do herbicida no solo, essa espécie pode ser utilizada como cultura de cobertura
em rotacdo com Vvarias espécies vegetais, provendo beneficios como a fixagdo de nitrogénio,
controle de plantas daninhas e supressdo de nematdides (BRAZ et al., 2016). A C. juncea
apresenta elevada producdo de biomassa com crescimento rapido e vigoroso. Essa espécie
também é méa hospedeira de muitos nematoides parasitas de plantas, incluindo os do género
Meloidogyne (WANG et al., 2001, 2002), pois quando incorporados no solo, os residuos da
desta espécie liberam no solo compostos tdxicos para os nematdides (WANG et al., 2004;
HINDS et al., 2013).

Mediante o exposto, foi possivel verificar que a presenca das espécies vegetais C. cajan,
C. juncea e C. ensiformis estudadas causam impacto positivo na dissipacdo/degradacdo de
moléculas herbicidas no solo.

Em vista do exposto, os resultados obtidos no presente trabalho podem ser explicados
pela capacidade que as plantas fitorremediadoras estudadas possuem em metabolizar
(fitodegradacéo) o herbicida diclosulam até compostos ndo toxicos (ou menos toxicos) a planta
e ao ambiente, ou simplesmente possuem a habilidade de compartimentalizar as moléculas do
agrotoxico. Como a massa vegetal das plantas anteriormente cultivada foi retirada, junto pode
ter sido retirado o herbicida que estava compartimentalizado em alguns 6rgdos de reserva,
permitindo assim o desenvolvimento normal da planta de pepino cultivada em sucess&o. Salt et
al. (1998), afirma que a maioria dos compostos organicos parece sofrer algum grau de
transformacdo nas células das plantas antes de serem isolados em vacuolos ou ligarem-se a
estruturas celulares insolUveis, como a lignina.

Outra possibilidade ¢ a fitoestimulacdo, na qual ha o estimulo a atividade microbiana da
rizosfera, promovido pela liberagdo de exsudatos radiculares, que atuam degradando o
composto no solo, o que caracteriza, em algumas plantas a aptidao para a biorremediagéo de
compostos toxicos (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; SCRAMIN et al., 2001).

Souto e colaboradores (2015) verificaram que as espécies C. juncea, C. ensiformis,
Stizolobium aterrimum, Vicia sativa, Raphanus sativa e Triticum aestivum sdo capazes de
fitorremediar solos contaminados com imazetapir+imazapique, ambos herbicidas inibidores de
ALS, como o diclosulam. Pires e colaboradores (2005) verificaram, através da taxa de evolugao
do CO2, que a espécie C. ensiformis, seguida da espécie Estizolobium aterrimum, apresentaram
maior produgdo de C-CO2 no solo rizosférico do que as especies Pennisetum glaucum e
Estizolobium deeringianum quando cultivadas em solo contaminado com o herbicida
tebuthiuron, também indicando que o tebuthiuron esta sendo degradado pelo mecanismo de
fitoestimulacdo executado por essas espécies. Entretanto, estudos indicam que S. aterrimum e
C. ensiformis sdo eficientes na descontaminacdo de areas tratadas com os herbicidas
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trifloxysulfuron-sodio e tebuthiuron e que provavel mecanismo envolvido na descontaminacgéo
é a interacéo da fitoestimulacio e fitodegradagdo (PROCOPIO et al., 2005).

Diante do exposto, faz-se necessario identificar o mecanismo de fitorremediacédo
empregado pelas espécies que mais se destacaram nesse experimento, a C. juncea e a C. cajan,
com a finalidade de possibilitar o emprego da técnica de fitorremediagdo num contexto
controlado e seguro.

4.3 Experimento I1I

De acordo com os resultados apresentados no Experimento | e no Experimento 11, as
espécies selecionadas para serem avaliadas em relacéo a absorcgéo e translocacdo do herbicida
diclosulam foram a Cajanus cajan e a Crotalaria juncea.

4.3.1 Cajanus cajan

As radioimagens e suas respectivas imagens digitais das plantas de C. cajan
autorradiografadas aos 7 e 14 DAE estéo ilustradas na Figura 18. Toda a regido escurecida das
radioimagens, isto é, os contornos visiveis, indicam a presenca do herbicida radiomarcado e/ou
seus metabolitos. Pode-se observar que, aos 7 DAE, ocorre uma concentracdo da radiagdo no
coleto da planta, e, aos 14 DAE, essa regido do coleto se torna mais escurecida, indicando que,
apos absorvido pelas raizes ocorre um obstaculo a translocacdo desse herbicida para a parte
aérea da planta, tendo o mesmo ficado concentrado nessa regido da planta.

A .= , C.
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Figura 18.Radioimagem indicando a absorcao e translocacdo do diclosulam na C.cajan aos 7 DAE (A) e 14 DAE
(C). Correspondentes imagens digitais da C.cajan aos 7 DAE (B) e 14 DAE (D).

Também pode-se verificar, corroborado pelos dados da Tabela 35, como o diclosulam
foi translocado dentro da planta, que apesar do herbicida ter ficado concentrado entre caule e
raiz, uma pequena fracdo dele é translocado para a parte aérea da planta. Entre o sétimo e o
décimo quarto dia apds a emergéncia a quantidade de radiacdo acumulada nas folhas
aumentaram 4,7 vezes. Florido e colaboradores (2014) também observaram esse mesmo
comportamento na Canavalia ensiformis e na Mucuna cinerea quando cultivados em solo com
residuo do herbicida imazaquin (também inibidor da enzima ALS). Ainda, de acordo com
Florido e colaboradores (2014), o aumento do herbicida encontrado na folha, ao longo do ciclo
de vida da planta, comprova que a translocacéo do herbicida para a parte aérea tende a aumentar
nas plantas durante os estadios fenoldgicos mais desenvolvidos.
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Tabela 35. Translocacéo do herbicida diclosulam no interior da espécie C. cajan aos 7 e 14 DAE.

Radiacdo Acumulada (dpm) Translocacao (%)
Tratamento
Total Folha Caule Raiz Folha  Caule Raiz
7 DAE 1649,21 150,88 849,38 648,95 | 9,15 51,50 39,35
14 DAE 3715,49 709,05 1726,87 1279,57| 19,08 46,48 34,44

De todo o herbicida aplicado, pode-se observar na Tabela 36, que a C. cajan absorveu
0,40% e 1,02% aos 7 e 14 DAE, respectivamente. Assim, pode-se constatar que a planta
continua a absorver o diclosulam durante seu crescimento, tendo mais que dobrado a quantidade
de herbicida absorvido durante 7 dias. Vale salientar que, apesar do C. cajan ter sido cultivado
apenas até o décimo quarto dia apos a emergéncia nesse experimento, em condi¢6es de campo
ele pode ser cultivado por até dois meses (periodo da entressafra).

Tabela 36. Radioatividade recuperada do diclosulam, aos 7 e 14 DAEda espécie C. cajan.

Radioatividade da Radioatividade Radioatividade Total de
Tratamento  solugdo de lavagemdos  recuperada no recuperada pela radioatividade
vasos (%) solo (%) planta (%) recuperada (%)
7 DAE 3,73 95,88 0,40 100,00
14 DAE 4,63 94,36 1,02 100,00

Apesar de grande parte da radioatividade recuperada permanecer no solo, valores
semelhantes de recuperacdo no solo foram encontrados por Florido e colaboradores (2014),
demonstrando que, quando o herbicida € aplicado no solo, comumente obtém-se altos valores
de recuperacao nesse meio. Rey-Caballero e colaboradores (2016) verificaram uma recuperagéo
de até 76,98% na papoula (Papaver rhoeas) ap6s 3 dias de aplicacdo do herbicida 2,4D.
Contudo, essa alta porcentagem de recuperacdo da radioatividade na planta é devido a
metodologia utilizada pelos autores consistir na aplicacdo do herbicida diretamente nas folhas.
Wall e colaboradores (1993), invetigaram o efeito da aplicacdo do imazaquin radiomarcado em
pré-plantio incorporado (PPI) e diretamente na folha na absor¢édo desse herbicida pelo tabaco.
Eles demonstraram que, quando esse herbicida é aplicado no solo, a recuperacéo pela planta do
imazaquin € de 7% a 8%. Todavia, quando o herbicida é aplicado na folha, recuperou-se na
planta até 90% do herbicida aplicado.

4.3.2 Crotalaria juncea

A Figura 18 apresenta as radioimagens e respectivas imagens digitais das plantas da C.
juncea que foram cultivadas em solo com residuo do diclosulam. Observa-se nessa figura que,
assim como no C. cajan, ocorre um maior escurecimento na regido do coleto da planta,
indicando uma maior concentracdo do herbicida nessa area. Entretanto, verifica-se uma maior
translocacdo do diclosulam para as folhas cotiledonares, quando comparada com a C. cajan,
podendo-se observar um escurecimento na regido dos cotilédones presentes na radioimagem
(Figura 19A e 19C).

Verifica-se também que, aos 14 DAE, o contorno das folhas cotiledonares da C. juncea
ficam mais escurecidos, indicando um aumento da translocacdo do diclosulam para essa regido
ao longo dos 7 dias. Esses resultados estdo de acordo com Salihu e colaboradores (1998) que
demonstraram que a translocacéo do herbicida absorvido aumenta com o tempo. Além disso,
Pester e colaboradores (2001) salientam que apds absorvido, a translocagdo de um herbicida
pode ser afetada por diversos fatores, com o estagio de crescimento, a taxa de fotossintese e
questdes ambientais.
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Figura 19.Radioimagem indicando a absorcéo e translocacéo do diclosulam na C.juncea aos 7 DAE (A) e 14 DAE
(C). Correspondentes imagens digitais da C.juncea aos 7 DAE (B) e 14 DAE (D).

Os dados de translocacdo apresentados na Tabela 37 corroboram com as observagoes
anteriores. Pode-se verificar, em valores absolutos, uma maior translocagéo do diclosulam para
a parte aérea na C juncea quando comparado com a C. cajan. De todo o herbicida absorvida
pela C. juncea, mais de 80% encontra-se nas folhas e no caule. Entretanto, apesar de apresentar
maior translocacao, pode-se observar na Tabela 38 que a Crotaléria ndo continua a absorver o
diclosulam apés os 7 DAE, tendo a radioatividade recuperada pela planta permanecido
praticamente constante.

Tabela 37. Translocagdo do herbicida diclosulam na C. juncea aos 7 e 14 DAE.

Radia¢do Acumulada (dpm) Translocacao (%0)
Total Folha Caule Raiz Folha Caule Raiz
7DAE | 121590 37444 676,31 165,15 30,80 55,62 13,58
14 DAE | 1353,01 448,00 667,01 238,00 33,11 49,30 17,59

Tatamento

Tabela 38. Radioatividade recuperada do diclosulam nas duas épocas de avaliacdo da C. juncea, aos 7 e 14 DAE.

Radioatividade da Radioatividade Radioatividade Total de
Tratamento  solucdo de lavagem dos  recuperada no recuperada pela  radioatividade
vasos (%) solo (%) planta (%) recuperada (%)
7 DAE 4,57 95,09 0,34 100,00
14 DAE 5,36 94.29 0,35 100,00

O decaimento radioativo do carbono radiomarcado presente na molécula do diclosulam
produz, sobre um filme de raio-x, a elucidacdo do local em que os &omos do herbicida
radiomarcado e seus metabolitos estdo na planta (NANDULA E VENCILL; 2015). Por
conseguinte, os locais escurecidos das radioimagens indicam a presenca do diclosulam e/ou
seus metabolitos. A partir das radioimagens da C. cajan e C. juncea constata-se que, apesar do
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diclosulam presente no solo ter sido absorvido através das raizes dessas plantas, 0 mesmo nao
ficou absorvido nessas estruturas, tendo sido translocado até o coleto da planta pelo xilema.

Diferentes trabalhos demonstram a translocacgéo de herbicidas ao longo de toda a planta.
Nandula e colaboradores (2013) exibiram a translocacdo do glifosato em toda a planta
Amaranthus tuberculatus. Wehtje e colaboradores (2007) apresentaram a translocacdo do
herbicida atrazina por toda a planta daninha Jacquemontia tamnifolia. E ainda, Florido e
colaboradores (2014) demonstraram a translocacdo do imazaquin, um herbicida que, assim
como o diclosulam, também ¢é inibidor da enzima ALS, por todo o C. ensiformis, sendo também
aplicado em pré-emergencia. Entretanto, ndo foi encontrada nenhuma bibliografia que
demonstre a translocacdo e concentracdo do herbicida no coleto de plantas que absorvem
herbicidas radiomarcados.

Segundo Senseman e colaboradores (2007), um dos mecanismos de tolerancia presentes
na soja e no amendoim que os conferem elevada tolerancia ao diclosulam é a limitacdo a
translocacdo desse herbicida para o seu sitio de acdo, isto €, para o meristema apical da planta.
A enzima ALS esta presente nos cloroplastos, porém, essa enzima € ativa apenas em regides
jovens da planta, onde predominam tecidos meristematicos. As radioimagens do C. cajan e C.
juncea demonstram esse mesmo comportamento, evidenciando um impedimento da
translocacdo do diclosulam para a parte aérea da planta, onde localiza-se 0 meristema apical.
Em vista disso, pode-se concluir que existe uma barreira anatbmica/metabdlica de translocacéo
do diclosulam no coleto dessas espécies, o que lhes confere tolerdncia a essa molécula
herbicida. E ainda, a acdo fitorremediadora exercida por essas espécies é, provavelmente,
através da fitoestimulacdo, tendo em vista que no balangco de massa ndo houve reducdo da
quantidade do herbicida no sistema solo-planta, logo, o diclosulam nao foi fitovolatilizado.
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5 CONCLUSOES

e Das espécies avaliadas nesse trabalho, as espécies B. brizantha e B. decumbens ndo
apresentam tolerancia ao herbicida diclosulam, ndo apresentando potencial para fitorremediar
esse herbicida.

e A A. pintoi, apesar de ser muito tolerante ao diclosulam, ndo é capaz de fitorremedia-lo.

e As espécies que apresentam maior poder fitorremediador do diclosulam séo a C. cajan
e C. juncea, existindo nelas uma barreira a translocacdo do herbicida no coleto, o que lhes
confere elevada tolerancia a essa molécula. O mecanismo de fitorremediacdo possivelmente
empregado por elas é a fitoestimulacéo.

50



6 RECOMENDACOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Diante do exposto no presente trabalho, constata-se que as espécies C. cajan e C. juncea
absorvem e fitorremediam o diclosulam. Contudo, estudos futuros sdo necessarios para
comprovar que o0 mecanismo de fitorremediacdo realizado por essas espécies € a
fitoestimulacdo. Para isso, a biodegradacéo do diclosulam no solo rizosférico dessas espécies
pode ser avaliada atraves da quantificacdo da producdo de C-CO2 do solo e da quantificacdo da
degradacéo do herbicida no solo por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa.
Estudo semelhante foi realizado por Souto e colaboradores (2013) para avaliar a biodegradacéo
do imazetapir e imazapique em solos rizosféricos de seis espécies vegetais distintas.

Além disso, deve-se verificar se a quantidade de herbicida fitorremediado pela C. cajan
e C. juncea foi suficiente para ndo causar injuria nas culturas de sucessdo. Portanto, maiores
estudos sdo necessarios para que a fitorremediagdo do diclosulam seja aplicada em um contexto
de campo com estratégias cada vez mais eficientes e de forma segura.
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