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RESUMO

VASCONCELO, SIMONNY MONTTHIEL ARAUJO. Instituto Federal Goiano —
Campus Rio Verde — GO, dezembro de 2017. Fitorremediacao de solo contaminado com
imazapic. Orientador: Dr. Adriano Jakelaitis. Coorientadores: Dr. Lucas Anjos de Souza,
Dr. Rafael Marques Pereira Leal.

Entre os contaminantes organicos mais comuns, os herbicidas representam a maior parte
do uso geral de pesticidas no mundo. Em culturas agricolas, o uso extensivo e simultaneo
de pesticidas aumenta o efeito sinérgico produzindo alteracdo no equilibrio do
ecossistema. Herbicidas persistentes como aqueles pertencentes ao grupo quimico das
imidazolinonas, podem permanecer ativos no solo por tempo superior ao ciclo da cultura
a qual foi aplicado. Consequentemente, o efeito residual prolongado possibilita a
ocorréncia de fitotoxicidade em culturas sensiveis plantadas, apds a aplicacdo desses
produtos. Portanto, é relevante o desenvolvimento de estratégias para a remocao de
moléculas persistentes e ionizaveis como as imidazolinonas. Diante disso, objetivou-se
nesse estudo, selecionar plantas tolerantes a presenca de imazapic no solo, bem como
avaliar o potencial de fitorremediacdo das espécies selecionadas. Na primeira etapa,
foram conduzidos 11 ensaios com as espécies vegetais Sorghum bicolor, Crotalaria
spectabilis, Crotalaria ochroleuca, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens cv. Mucuna
cinza, Urochloa brizantha cv. Marandu, Urochloa decumbens, Panicum maximum cv.
Mombaga, Urochloa ruziziensis, Helianthus annuus e Crambe abyssinica semeadas em
diferentes tipos de solo. Os tratamentos constaram de cinco doses de imazapic (0, 58,33,

87,5, 175 e 350 g ha!) delineados em blocos ao acaso com 4 repeticdes. Aos 30 e 60 dias
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apos a emergéncia foram avaliados os sintomas de fitotoxicidade e altura. Ao término
desta etapa, as plantas foram coletadas para a determinagdo de massa seca de parte aérea
e raiz. Apos analise dos resultados, constatou-se que as espécies Canavalia ensiformis,
Mucuna pruriens e Urochloa brizantha, apresentaram os menores sintomas visuais de
fitotoxicidade, e influenciou as demais caracteristicas avaliadas. A toleréncia as
crescentes doses de imazapic por essas especies, € indicativo de seu potencial uso em
programas de remediacdo. A capacidade de fitorremediacdo de Canavalia ensiformis,
Mucuna pruriens e Urochloa brizantha expostas as doses do imazapic foi avaliada. Aos
45 e 80 dias apds a emergéncia, foram analisados sintomas de fitotoxicidade, altura e
massa seca de parte aérea e raiz e no final do experimento amostras de solo e tecido
vegetal foram coletados para andlise quimica residual. Aos 45 dias, os valores de
fitotoxicidade observados no U. brizantha foram superiores a 63% mesmo na menor dose.
A inibicdo da altura de U. brizantha foi de 58% na dose de 87,5 g ha, enquanto em
Mucuna pruriens a altura reduziu em 58% nas doses de 350 g ha™l. Os tratamentos com
imazapic ndo afetaram altura de C. ensiformis aos 45 dias. Aos 80 dias, o incremento da
dose ocasionou aumento dos sintomas visuais e reducdo na altura das plantas. A U.
brizantha apresentou maior sensibilidade aos tratamentos com imazapic, enquanto C.
ensiformis os efeitos foram menos intensos. A maior inibicdo nos indices de massa seca
foi verificada em U. brizantha, diferindo das demais espécies. Mucuna pruriens e C.
ensiformis acumularam niveis mais elevados de imazapic nas raizes, apesar de diferencas.
No tecido aéreo, a maior concentracdo do herbicida foi verificada em C. ensiformis, no
entanto U. brizantha foi a Unica espécie que translocou niveis superiores ao detectado nas
raizes. A exposicao ao herbicida teve efeito negativo sobre o crescimento e producédo de
massa seca de U. brizantha que ndo apresentou recuperacdo das lesbes com o tempo, nao
sendo a espécie indicada para fitorremediacdo de imazapic, em condi¢des de solo
semelhantes ao deste estudo. A tolerancia de C. ensiformis mediante a maior concentragdo
do herbicida acumulada em seus tecidos pela fitoextracéo, evidencia sua capacidade de
absorcdo facilitada pela alta producao de biomassa, sendo esta espécie a mais promissora

na remediacdo do imazapic.

PALASVRAS-CHAVE: Efeito residual, imidazolinonas, selecéo de plantas, tolerancia,

fitoextragéo



ABSTRACT

VASCONCELO, SIMONNY MONTTHIEL ARAUJO. Goiano Federal Institute - Rio
Verde Campus - GO, december 2017. Phytoremediation of soil contaminated with
imazapic. Advisor: Dr Adriano Jakelaitis. Co-advisors: Dr. Lucas Anjos de Souza, Dr.
Rafael Marques Pereira Leal.

Among the most common organic contaminants, herbicides account for most of the
general use of pesticides in the world. In agricultural crops, the extensive and
simultaneous use of pesticides increases the synergistic effect by changing the ecosystem
equilibrium. Persistent herbicides such as those belonging to the chemical group of
imidazolinones may remain active in the soil for a longer time than the cycle of the crop
to which it was applied. Consequently, the prolonged residual effect allows the
occurrence of phytotoxicity in susceptible crops planted after the application of these
products. Therefore, the development of strategies for the removal of persistent and
ionizable molecules such as imidazolinones is relevant. So, the objective of this study
was to select plants tolerant to the presence of imazapic in the soil, as well as to evaluate
the phytoremediation potential of the selected species. In the first stage, 11 trials were
carried out with the plant species Sorghum bicolor, Crotalaria spectabilis, Crotalaria
ochroleuca, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens cv. Mucuna gray, Urochloa
brizantha cv. Marandi, Urochloa decumbens, Panicum maximum cv. Mombaca,
Urochloa ruziziensis, Helianthus annus and Crambe abyssinica sown in different soil
types. Treatments consisted of five doses of imazapic (0, 58,33, 87,5, 175 and 350 g ha

1y in a randomized block design with 4 replicates. At 30 and 60 days after emergence the
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symptoms of phytotoxicity and height were evaluated. At the end of this stage, the plants
were collected for the dry mass determination of shoot and root. After analyzing the
results, it was verified that the species Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens and
Urochloa brizantha presented the smallest visual symptoms of phytotoxicity, which
influenced the other evaluated characteristics. Tolerance to increasing doses of imazapic
by these species is indicative of their potential use in remediation programs. The
phytoremediation capacity of Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens and Urochloa
brizantha exposed to imazapic doses was evaluated. At 45 and 80 days after emergence,
symptoms of phytotoxicity, height and dry mass of shoot and root were analyzed and at
the end of the experiment soil and plant tissue samples were collected for residual
chemical analysis. At 45 days, the phytotoxicity values observed in U. brizantha were
higher than 63% even at the lowest dose. The inhibition of U. brizantha height was 58%
at 87.5 g ha, while in Mucuna pruriens the height was reduced by 58% at 350 g ha™.
The treatments with imazapic did not affect height of C. ensiformis at 45 days. At 80
days, the dose increase increased visual symptoms and reduced plant height. U. brizantha
presented higher sensitivity to imazapic treatments, whereas for C. ensiformis the effects
were less intense. The highest inhibition in the dry matter indices was verified in U.
brizantha, differing from the other species. Mucuna pruriens and C. ensiformis
accumulated higher levels of imazapic in the roots, despite differences. In the aerial tissue,
the highest concentration of the herbicide was verified in C. ensiformis, however U.
brizantha was the only species that translocated higher levels than that detected in the
roots. Exposure to the herbicide had a negative effect on the growth and dry matter
production of U. brizantha that did not show recovery of the lesions over time, so the
species is not indicated for phytoremediation of imazapic in soil conditions similar to that
of this study. The tolerance of C. ensiformis due to the greater concentration of the
herbicide accumulated in its tissues by phytoextraction, evidences its absorption capacity
facilitated by the high production of biomass, being this species the most promising in

the remediation of imazapic.

KEY WORDS: Residual effect, imidazolinones, plant selection, tolerance,
phytoextraction.



1. INTRODUCAO

O advento da industrializagdo impulsionou 0 aumento progressivo das atividades
antrdpicas associadas a expanséo da urbanizacao e das préaticas agricolas, resultando na
liberacdo de grandes quantidades de poluentes nos sistemas ambientais (Tripathi et al.
2015). A nivel global, 25% dos solos encontram-se altamente degradados e 44% em
condicbes moderadas de degradacdo, esse cenario tem sido atribuido a poluicéo
provocada pelo uso improprio de fertilizantes e pesticidas na agricultura moderna (FAO
2011a).

O uso de pesticidas, especialmente herbicidas, trouxe para o setor agricola
grandes vantagens em produtividade ao longo das Gltimas cinco décadas. No entanto,
aspectos negativos provenientes de aplicacdes sucessivas e indiscriminadas sdo também
reconhecidos, como toxicidade em culturas sensiveis e a outros organismos nao alvos
(Aktar et al. 2009; Fernadez-Cornejo et al. 2014).

Geralmente, os pesticidas sdo degradados pela atividade microbiana, quimica ou
por exposicdo ultravioleta. Os trés processos podem participar da quebra molecular de
um dnico produto (Kerle et al. 2007). O uso intensivo e continuo dessas moléculas afeta
o equilibrio bioquimico do solo com consequente reducdo de sua produtividade e
fertilidade. Os pesticidas mais persistentes e hidrofilicos podem ser lixiviados
provocando a contaminacdo das aguas subterraneas, enquanto aqueles hidrofobicos e
estaveis possuem a tendéncia em adsorver-se em particulas do solo ou na matéria
organica, tornando-se menos biodisponiveis (USEPA 2000a; Hussain et al. 2009;
Odukkathil e Vasudevan 2013).

O desenvolvimento de herbicidas com efeito residual prolongado, possibilitou o

controle efetivo de plantas daninhas por um periodo de tempo maior, reduzindo assim o



namero de aplicagdes. No entanto, sintomas de fitotoxicidade tém sido relatados em
culturas sensiveis cultivadas ap6s a aplicacdo desses herbicidas. Existe ainda o problema
ambiental causado pela persisténcia. Dependendo das caracteristicas do produto, suas
moléculas podem permanecer por mais tempo no solo sem serem adsorvidas aos coloides,
degradadas ou mineralizadas, aumentando os riscos de lixiviagdo no solo e a
contaminacdo de aguas subterraneas (Pires et al. 2003).

As imidazolinonas contemplam uma classe de herbicida descoberta durante a
década de 1970 (Oliveira 2011). No mercado de insumos agricolas, ha crescente demanda
de herbicidas imidazolinonas, principalmente por estes apresentarem caracteristicas como
alta persisténcia, eficiéncia em baixas doses, amplo espetro de controle de plantas
daninhas e baixo custo (Zhao et al. 2017). Contudo, impactos ambientais e na producéo
de culturas de sucessdo, configuram-se problemas a serem mitigados a fim de restaurar a
integridade dos sistemas ambientais, simultaneamente a aquisicdo de maiores ganhos em
produtividade.

A poluicdo ambiental resultante da aplicacdo de pesticidas em escala global,
requer o desenvolvimento de técnicas mais sustentaveis voltadas a atenuacdo dos
impactos decorrentes. Entre as técnicas de tratamento, a fitorremediagdo consiste em um
método bioldgico em que espécies vegetais e sua microbiota associada sdo empregadas

na detoxicacdo de xenobioticos no ambiente (Ibrahim et al. 2013).

1.1 Imazapic

O imazapic atua no controle de plantas daninhas inibindo a enzima acetolactato
sintase (ALS) que catalisa a biossintese de trés aminoacidos de cadeia ramificada, valina,
leucina e isoleucina, essenciais ao crescimento celular (FAO 2013b). Essa enzima catalisa
duas reacOes paralelas, a descarboxilacdo de duas moléculas de piruvato para formar 2-
acetolactato na primeira fase de biossintese de leucina e valina e a descarboxilacdo de
uma molécula de piruvato com uma molécula de 2-cetobutirato para formar 2-aceto-2-
hidroxibutirato, o precursor de isoleucina. Trés cofatores sdo requeridos para a atividade
catalitica da enzima ALS, pirofosfato de tiamina (TPP), flavina adenina dinucle6tido
(FAD) e um ion metalico bivalente Mg?* ou Mn?* (Gaston et al. 2003; Kim et al. 2003).

As imidazolinonas controlam amplo espectro de plantas daninhas que infestam
uma variedade de culturas e sdo eficientes em baixas doses. O imazapic € um herbicida

pertencente a classe das imidazolinonas e registrado no Brasil, para o controle de plantas



daninhas nas culturas de cana-de-aglicar e amendoim. E um herbicida seletivo,
recomendado para o controle em pré e pds emergéncia de plantas daninhas de ciclo perene
e anual (Tan et al. 2005; Rodrigues e Almeida 2011; Obara 2014).

Conforme a International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) com
base em suas propriedades fisico-quimicas, 0 imazapic possui carater acido (pKa: 3,6 a
25 °C), mobilidade intermediaria (Koc: 137), alta solubilidade (2230 mg L™ a 20 °C),
pressdo de vapor de 0,01 MPa a 25 °C. E persistente no solo, apresentando meia-vida
(DTs0) de 120 dias e em sistemas aquaticos é rapidamente degradado via fotolise, sendo
sua meia-vida (DTso) de 0,3 dias. Efeito agudo em mamiferos (DLso) ocorre em doses
superiores a 5000 mg kg™, em peixes e aves a DLso € maior que 100 e 2.150 mg L%,
respectivamente. A intoxicacdo aguda em algas (CEso) é verificada na dose 0,051 mg L
!, O imazapic ¢ um herbicida de baixo potencial de bioacumulagdo e seu principal
metabdlito, 2-(4,5-dihydro -4-methyl- 4- (1- methylethyl)-5-o0xo-1H- imidazol -2-yl)-3,5,
acido piridinocarboxilico ndo apresenta persisténcia no solo (DTso: 11 dias). Sua
degradacéo via fotdlise é moderadamente rapida em meio aquoso (DTso: 2,1 dias).

Nas plantas, o imazapic é facilmente absorvido pelo sistema radicular e foliar,
sendo rapidamente translocado pelo xilema e floema, acumulando-se nas regides
meristematicas em que exerce a sua acdo. Em plantas mais sensiveis, a clorose é o
primeiro sintoma observado nas folhas mais jovens, seguida de paralizacdo do
crescimento, reducdo do sistema radicular e necrose que se expande a partir dos pontos
inicialmente afetados (Tu et al. 2001; Vargas e Roman 2006). Sua férmula estrutural é
apresentada na Figura 1.

Férmula molecular: C14H17N303

Nome quimico: (%) -2-[4,5-dihydro-4-methyl-4-(1-methylethyl)-5-0x0-1Himidazol-2-
yl]-5 methyl -3-pyridinecarboxylic acid

Nome comum: imazapic

Nome comercial: Plateau

CO_H
N CH3

N
CH;Q—(N I CH(CH,),

H "o

Figura 1. Férmula estrutural do imazapic.



O imazapic por se tratar de um herbicida ionizavel pode ser apresentado em duas
formas quanto a sua carga liquida. Quando o pH do solo é menor que o seu PKa (3,6),
seu grupo funcional acido (-COOH) ¢ totalmente ndo ibnico, cuja carga liquida zero.
Quando o pH do solo é maior que o pKa da molécula, imazapic esta presente em um
estado anibnico (-COQ"), diminuindo a forca de atracdo entre as suas moléculas e as
cargas predominantes do solo. Desse comportamento resulta a menor sorgao do herbicida
e, consequentemente, o favorecimento da lixiviagdo no solo. Assim, fatores como o pH,
teor de carbono organico e forca idnica regulam sua persisténcia no ambiente (Ramezani
et al. 2010).

A persisténcia consiste no periodo em que o herbicida permanece biologicamente
ativo no solo, promovendo o controle de plantas daninhas. A persisténcia ou bioatividade
de um herbicida depende de suas propriedades quimicas, da dose aplicada, das
caracteristicas do solo e dos fatores climaticos envolvidos. Por isso, dados de persisténcia
obtidos em uma determinada regido ndo podem ser generalizados (Blanco e Oliveira
1987). O uso de herbicidas do grupo de imidazolinonas, o qual inclui o imazapic, pode
causar fitotoxicidade em culturas de sucessdo (Villa et al. 2006). Les6es provocadas pelo
efeito residual de imazethapyr foram relatados por Moyer e Esau (1996) em plantas de
canola semeadas em dois anos apds a aplicacdo de 200 g ha! e em batata e beterraba
semeadas até trés anos apds a mesma aplicacao.

De acordo com a USEPA (2001b), em decorréncia de sua alta atividade, o
imazapic ¢ altamente persistente em corpos d’agua em que ndo ha incidéncia luminosa.
Nessas condicdes, o herbicida possui efetiva potencialidade em poluir dguas subterraneas.
Na pratica, residuos de imazapic foram encontrados em aguas subterraneas e superficiais
(Silva et al. 2009a; Silva et al. 2011b; Zanella et al. 2012; Davis et al. 2014; Mazlan et al.
2016; Allan et al. 2017).

No Brasil, h& poucos relatos sobre a persisténcia do imazapic nos solos. Monquero
et al. (2010a) relataram sintomas de fitointoxicacdo com valores proximos a 50% em
plantas bioindicadoras, cultivadas em solos de textura média e argilosa, aos 210 dias apds
a aplicacdo de imazapic, nas doses de 190 e 210 g ha™t. Em outro estudo, sob auséncia de
umidade em dois tipos de solo, as doses de 122,5 e 105 g ha™ de imazapic promoveram
respectivamente 80 e 70% de fitointoxicacdo em plantas sensiveis semeadas aos 90 DAA
(Mongquero et al. 2008b). Em solos de regides de clima tropical, os estudos ainda sdo
incipientes e requerem mais informag6es a fim de reduzir os riscos a produtividade das

culturas e a qualidade ambiental.



1.2 Fitorremediacgdo de contaminantes organicos

As plantas possuem diversos mecanismos para promover o controle de sua
homeostase e tolerar o estresse oxidativo causado por compostos toxicos, incluindo a
sintese de &cidos organicos, peptideos e compostos fenolicos que podem se ligar ao
xenobidtico e reduzir sua toxicidade (Vazquez et al. 2009). O estresse oxidativo provoca
graves danos a nivel bioquimico, como peroxidacdo lipidica da membrana e lesdo
oxidativa no DNA. Como mecanismo de defesa, algumas enzimas atuam como
antioxidantes ou detoxificantes conduzindo a maior tolerancia das plantas mediante as
perturbacdes do meio (Edwards et al. 2000).

O principal mecanismo de tolerdncia de culturas aos inibidores da ALS é a
metabolizacdo das moléculas do herbicida. As monooxigenases do citocromo P450 estédo
associadas com reacdes de oxidacdo das moléculas, com notdria funcdo na detoxicacao
da molécula (Vidal 2002). Além disso, para reduzir os efeitos do estresse oxidativo
causado pela exposicdo a herbicidas, as plantas desenvolveram um complexo sistema de
protecdo composto por pigmentos envolvidos na protecdo contra o estresse foto-oxidativo
(carotenoides), alteracbes metabdlicas como o acUimulo de prolina e enzimas de
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (catalase, ascorbato peroxidase, superoxido
dismutase) (Percival 2017). Grigoryuk et al. (2016) observaram adaptacdo e tolerancia
em plantas de milho tratadas com herbicidas cloroacetanilidas, sendo esse efeito
associado a inducdo das enzimas catalases e peroxidases na eliminacao de H20.. Islam et
al. (2016) verificaram que o aumento da concentracéo de prolina e compostos fendlicos
impediram os danos oxidativos em cultivares de arroz expostas ao estresse combinado
pela exposicdo ao herbicida 2,4-D e salinidade.

As plantas podem remover poluentes organicos por meio de um ou mais processos
biologicamente ativos, tais como: 1) fitoextracdo: absorcao e translocagédo do poluente do
solo através do sistema radicular, 2) fitotransformacdo: transformacdo do poluente
organico por via metabolica ou enzimética, 3) fitovolatilizacdo: transformacdo do
poluente a uma forma volatil ou gasosa, com posterior liberacdo na atmosfera pela
transpiragdo; 4) rizodegradacdo: degradacdo ou mineralizacdo do poluente por
microrganismos rizosféricos, estimulados pela producdo de secrecdes e exsudatos
radiculares. Sendo a absorcao e a transpiracdo dos compostos orgénicos dependente da
hidrofobicidade do contaminante, quantificada pelo coeficiente de solubilidade octanol-
agua (Kow) (Rubin e Ramaswami 2001; Germaine et al. 2006; Tahir et al. 2015).



O potencial da fitorremediacdo depende da capacidade da planta em se
desenvolver na presenca de elevadas concentracGes do poluente e variados niveis de
sucesso tem sido relatado para o uso de plantas na remediacé@o de herbicidas (Ahmad et
al. 2012). Souto et al. (2013) observaram taxa de degradacdo média de 93% para 0s
herbicidas imazapic e imazetapir determinados em solo riszoférico das espécies
Canavalia ensiformis, Glycine max, Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium
aterrimum, Vicia sativa quantificados aos 63 dias. Ramborger et al. (2017) aos 60 dias de
ensaio realizado em agua, obtiveram 48% de remocdo de 2,4-D com Plectranthus
neochilus, cuja tolerancia foi atribuida ao aumento de compostos fendlicos. Estudos
conduzidos por Sanchez et al. (2017) determinaram 88,6 a 99,6% de remoc&o de atrazina
do solo cultivado com as espécies Lolium perene, Festuca arundinacea, Hordeum
vulgare e Zea mays aos 16 dias ap6s aplicacdo. A rizodegradagdo por microrganismos ou
enzimas vegetais, juntamente com a degradacdo no interior da planta foram os
mecanismos propostos para explicar a remocéo de atrazina dos solos.

A fitorremediacdo é apropriada para grandes areas poluidas por xenobidticos
moderadamente mdveis. Apds a absorcdo do contaminante pelo sistema radicular, este é
translocado para a parte aérea da planta, podendo ser ativado por enzimas especificas
(fase 1) tais como, monooxigenases do citocromo P450 ou peroxidases, conjugado (fase
I1) com a glutationa por reacdo catalisada pela glutationa s-transferase, e incorporados
(Fase Ill) a componentes estruturais, como paredes celulares ou isolado em vacuolos.
Além desse mecanismo geral de desintoxicacao, mais vias metabdlicas especificas podem
ser ativadas em funcdo da natureza do poluente e da espécie de planta (Cunninghan et al.
1995a; Schwitzguébel 2015).

As plantas por serem fotoautotréficas ndo utilizam moléculas organicas como
fonte de carbono ou energia, e assim, ndo evoluiram quanto ao seu espectro de estruturas
quimicas para metabolizar moléculas organicas recalcitrantes, sendo que a metabolizacdo
de xenobioticos organicos se limita a sua transformacdo em formas hidrossollveis. A
simbiose com microrganismos rizosféricos e endofiticos favorecendo maior producao de
rizosecregdes, mucilagens e exsudatos. A microbiota do solo utiliza a molécula orgéanica
como fonte energética e de carbono resultando na producéo de agua, dioxido de carbono,
elementos inorgénicos e incremento a biomassa celular (Burken 2003; Tripathi et al.
2015).

Embora a fitorremediacdo ofereca vantagens, a técnica também possui suas

limitacOes as quais incluem a (1) contaminacdo por multiplos poluentes, (2) as mudancas



climéticas que alteram a dindmica do poluente e modifica as interagdes entre plantas e
microrganismos do solo, (3) o tempo de tratamento necessario para redugdo dos niveis de
toxicidade, (4) estabelecimento e manutencdo das plantas no local, (5) a possibilidade de
geracdo de subprodutos toxicos (Dietz e Schnoor 2001; Harvey et al. 2002; Glick 2003).
Assim, a avaliagdo da capacidade das plantas em resistirem a ambientes poluidos por
compostos organicos € um recurso importante para a selecdo das espécies a serem
utilizadas de forma mais eficiente em programas de remediacdo (Mimmo et al. 2015).

As plantas mais tolerantes removem contaminantes organicos, particularmente
por rizodegradacdo, e simultaneamente podem contribuir com outros beneficios
adicionais, tais como, favorecimento da qualidade do solo, producéo de biomassa e de
biocombustivel, aléem de promover o sequestro de carbono e a manutencdo da
biodiversidade (Abhilash et al. 2012; Lu et al. 2014). A fitorremediacdo em relacdo aos
métodos convencionais de tratamentos é mais sustentivel, economicamente atrativa,
possui melhor aceitagdo publica e por representar um método de tratamento biolégico,
possui maior respaldo das agéncias reguladoras ambientais (Melo et al. 2001).

A aplicacdo bem-sucedida da técnica requer a selecdo de plantas com tragos
funcionais desejaveis, com notoria potencialidade em tolerar o ambiente estressor,
transformar e acumular poluentes, alta taxa de transpiracdo, elevada producdo de
biomassa, rapido crescimento e estabelecimento, sistema radicular denso e profundo, alta
geracdo de exsudatos radiculares, além de facil propagacéo e controle da area (Ferro et
al. 1994; Cunnighan et al. 1996b; Vose et al. 2000; Pires et al. 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar o potencial de fitorremediacdo de plantas cultivadas em solo

contaminado com o herbicida imazapic.

2.2 Objetivos Especificos

e Identificar espécies tolerantes ao herbicida imazapic;

e Mensurar o efeito residual do imazapic em espécie sensivel (Sorghum bicolor);

e Quantificar a fito/biodegradacdo do imazapic por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC).
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CAPITULO I — Identificacio de espécies tolerantes ao imazapic para
potencial uso na fitorremediacao

(Normas de acordo com a revista Archives of Agronomy and Soil Science)

RESUMO

O imazapic é caracterizado como um herbicida persistente, podendo afetar culturas
sensiveis semeadas em sucessdao, além de representar riscos de contaminacdo em
ambientes aquaticos. O efeito residual desta molécula é dependente das caracteristicas do
solo, como pH, textura e teor de carbono orgéanico. Portanto, € relevante o
desenvolvimento de estratégias para a remocdo de moléculas persistentes como as
imidazolinonas. O objetivo do estudo foi de identificar espécies de plantas tolerantes ao
imazapic para uso potencial em programas de remediacdo. Foram conduzidos onze
experimentos com as espécies Sorghum bicolor, Crotalaria spectabilis, Crotalaria
ochroleuca, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens, Urochloa brizantha, Urochloa
ruziziensis, Helianthus annus e Crambe abyssinica, cinco doses de imazapic (0, 58,33,
87,5, 175 e 350 g hal) e dois tipos de solo. Os tratamentos foram delineados em blocos
ao acaso com quatro repeticGes. As espécies foram cultivadas por 60 dias ap6s a
emergéncia, sendo os sintomas de fitointoxicacao avaliados aos 30 e 60 dias. As plantas
cultivadas em solo de textura média e com baixo teor de carbono organico apresentaram
maiores respostas quando expostas ao solo contaminado com imazapic, em funcdo da
maior biodisponibilidade do herbicida. As espécies Canavalia ensiformis, Mucuna
pruriens e Urochloa brizantha apresentaram menor fitointoxicacdo e maior producao de
massa seca com o incremento das doses de imazapic. A tolerancia dessas espécies ao solo

tratado com imazapic é um indicador de seu potencial em fitorremediagé&o.



Palavras-chave: solo, descontaminacdo, efeito toxico, persisténcia.
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1.1 Introducéo

A répida industrializacdo, urbanizacdo e a mudanga nas praticas agricolas
resultaram na crescente contaminacdo do solo e ecossistemas aquaticos. Entre os
contaminantes organicos mais comuns, os herbicidas representam a maior parte do uso
geral de pesticidas no mundo (Tripathi et al. 2015).

Utilizados em é&reas de grande extensdo, os herbicidas promovem o controle
efetivo de plantas daninhas. Moléculas com longo efeito residual no solo séo importantes
para culturas que necessitam de um extenso periodo de prevencdo da interferéncia de
plantas daninhas, podendo permanecer ativos no solo, por tempo superior ao ciclo da
cultura a qual foi aplicado. Consequentemente, o efeito residual prolongado possibilita a
ocorréncia de fitotoxicidade em culturas sensiveis cultivadas apds a utilizacdo desses
produtos (Belo et al. 2007; Pires et al. 2008).

Além de impactos negativos sobre a produtividade de culturas sensiveis, 0s
herbicidas podem representar riscos ecoldgicos sobre organismos ndo alvos. Efeitos
fitotoxicos tém sido recentemente relatados pela exposicdo ao diuron (Behrens et al.
2016; Park et al. 2017), atrazine (Baxter et al. 2016), glifosato (Gomes e Juneau 2016;
Schimpf et al. 2017; Souza et al. 2017) mesotrione (Piancini et al. 2015) e s-metaloclor
(Mazoouzi et al. 2016).

Herbicidas inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) tém sido amplamente
utilizados pela elevada eficacia em baixas doses, amplo espectro de controle, baixa
toxicidade para mamiferos (DLso > 5g kg™) e seletividade (Owen et al. 2012; Dor et al.
2016). Pertencente ao grupo quimico das imidazolinonas, o imazapic possui como
mecanismo de acdo a inibicdo da enzima ALS que catalisa a biossintese de trés
aminoéacidos de cadeia ramificada valina, leucina e isoleucina. A inibi¢do dessa enzima
promove a deficiéncia desses aminoacidos resultando na paralisacdo do crescimento,
clorose e morte da planta (Deng et al. 2017; Zhao et al. 2017).

O imazapic é caracterizado como um herbicida persistente, podendo afetar
culturas sensiveis semeadas em sucessao. Dan et al. (2011) relataram reducéo no acimulo
de massa seca da parte aérea e no rendimento de grdos no milheto semeado aos 120 dias
apos a aplicacdo (DAA) de 100 g ha de imazethapyr, em solo de textura argilosa. Silva
et al. (1999) verificaram que no dobro da dose recomendada, o imazethapyr causou
inibicdo no crescimento do sorgo semeado aos 120 DAA, com reducdo no acimulo de

massa seca da parte aérea de 32,71 e 65,40% nas respectivas doses de 100 e 200 g ha™.
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De onze culturas testadas, nove apresentaram decréscimo na massa seca da parte aérea
aos 300 DAA com a mistura de imazapir e imazethapyr na dose de 114 g ha® (Alister e
Kogan 2005). A mistura de imazethapyr e imazapic na dose de 200 g ha™* ocasionou
reducdes da massa seca da parte aérea de 78, 95, 98 e 100% respectivamente para as
plantas de milho, pepino, rabanete e tomate aos 1.100 DAA (Sousa et al. 2012). Além do
impacto sobre a produtividade em culturas de sucessao ou rotagéo, os herbicidas do grupo
quimico das imidazolinonas foram relatados em amostras de aguas subterraneas
(Batagglin et al. 2000; Borjesson et al. 2004; Silva et al. 2011; Martini et al. 2012).

Portanto, é relevante o desenvolvimento de estratégias para a remocdo de
moléculas persistentes como as imidazolinonas. Um potencial processo para remover
contaminantes é a fitorremediacdo. A técnica baseia-se no uso de plantas e
microrganismos associados para remediar solos, sedimentos, aguas superficiais e
subterraneas contaminadas por metais e compostos organicos. Neste processo, poluentes
organicos podem ser absorvidos, metabolizados ou degradados por enzimas e
incorporados ao tecido vegetal (Shi et al. 2012; Rodrigues-Hermandez et al. 2017).

Quando comparada aos métodos de tratamento convencionais, a fitorremediacao
proporciona menor impacto ambiental, além de ser economicamente viavel. A técnica
funciona de forma eficaz para contaminantes organicos presentes em concentragdes
relativamente baixas e seu desempenho é otimizado quando combinado com outras
tecnologias (Montpetit e Lachapelle 2017).

A eficiéncia da fitorremediacéo requer a selecéo criteriosa das espécies de plantas
a serem utilizadas. As caracteristicas ideais para a selecdo dependem da capacidade de
tolerancia as concentracdes relevantes do contaminante a ser remediado, bem como a
presenca de cocontaminantes, do crescimento rapido e alta producdo de biomassa,
desenvolvimento em solos pobres em nutrientes, da existéncia de raizes profundas e
densas, do tempo necessario para a limpeza adequada do solo e das metas de remediacdo
(Balseiro-Romero et al. 2017; Gerhardt et al. 2017). Com base do exposto, 0 objetivo
deste estudo foi identificar espécies vegetais tolerantes ao imazapic, para potencial

aplicacdo em programas de remediacao.
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1.2 Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacdo climatizada localizada
no Instituto Federal Goiano - Campus Rio Verde. As unidades experimentais foram
constituidas por vasos de polietileno com capacidade para 6 dm?® preenchidos com dois
tipos de solo (textura média e argilosa) coletado da area do Campus sem histérico de
aplicacdo de herbicidas. O substrato seco ao ar foi submetido ao processo de
peneiramento e amostras foram coletadas para serem analisadas fisica e quimicamente.
As principais caracteristicas dos solos foram: Solo A (63% de areia, 5% de silte, 32% de
argila, textura franco argilo-arenosa (média), 15,4 g dm= de CO, V de 32%, CTC de 7,1
cmolc dm, pH (CaCl,) de 5,3); Solo B (50% de areia, 10% de silte, 40% de argila, textura
argilosa, 26,89 dm=de CO, V de 50,7%, CTC de 7,69 cmolc dm2e pH (CaCly) de 5,2).

A selecdo das espécies tolerantes baseou-se no método proposto por Madal&o et
al. (2013a). As especies foram selecionadas com base em informacGes obtidas na
literatura de plantas previamente testadas quanto ao seu potencial em tolerar herbicidas
pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas, assim como foram avaliadas outras
importantes espécies reconhecidas por seu valor agricola e econdmico.

Foram conduzidos onze experimentos com as espécies vegetais Sorghum bicolor
(sorgo), Crotalaria spectabilis (crotalaria), Crotalaria ochroleuca (crotalaria), Canavalia
ensiformis (feijdo-de-porco), Mucuna pruriens cv. Mucuna cinza (mucuna), Urochloa
brizantha cv. Marandu (braquiardo), Urochloa decumbens (capim-braquiaria), Panicum
maximum cv. Mombaga (coloniéo), Urochloa ruziziensis (capim-ruziziensis), Helianthus
annuus  (girassol) e Crambe abyssinica (crambe). Sementes adquiridas
da BRSEEDS Producdo e Comércio de Sementes Ltda. Os tratamentos constaram de
cinco doses de imazapic (0, 58,33 (1/3 da dose recomendada), 87,5 (1/2 dose comercial),
175 (dose comercial) e 350 g ha® (2x a dose comercial) delineados em blocos ao acaso
com 4 repeti¢des. Os experimentos foram realizados em dois momentos, sendo de marco
a maio de 2016 (Solo B) e de setembro a novembro de 2016 (Solo A).

Ao término da semeadura das espécies, o imazapic foi aplicado em pré-
emergéncia, utilizando um pulverizador de precisdo, pressurizado com gas carbdnico
(CO2). O volume de aplicacdo foi de 250 L ha™. Apds 10 dias de emergéncia das
plantulas, foi realizado o desbaste deixando trés plantas por vaso. A irrigacdo diaria foi

realizada a fim de manter a umidade do substrato e o suprimento hidrico da cultura.
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Aos 30 e 60 dias ap6s a emergéncia (DAE) foram avaliados os sintomas de
fitointoxicacdo (%) e a altura de plantas (cm). A fitotoxicidade foi determinada por
avaliacdo visual, utilizando escala percentual entre 0 (sem lesdo) a 100% (morte completa
da planta), conforme o proposto por SBCPD (1995). A medicdo da altura foi analisada
por escala graduada, tendo como referéncia o meristema apical para as dicotiledoneas e a
ultima folha expandida para as monocotileddneas.

Transcorridos 60 dias ap0s a emergéncia, as especies foram retiradas das unidades
experimentais, procedendo-se a separacao da parte aérea e do sistema radicular, sendo o
material vegetal encaminhado para estufa de secagem com circulacéo de ar forgado a 70
°C por 72 h, seguido de pesagem para a determinacdo da massa seca.

As médias referentes a altura de plantas e as massas secas da parte aérea (MSPA)
e de raiz (MSR) obtidas pela testemunha de cada espécie (dose zero), dentro de cada dose
foram transformadas, atribuindo-se indice igual a 1.

Os resultados para cada tipo de solo foram submetidos a anélise de variancia, ao
nivel de 5% de significancia e a analise de regressdo. A escolha dos modelos baseou-se
na significancia dos pardmetros, resposta bioldgica e nos valores de R?. Posteriormente,
os modelos definidos para cada tipo de solo foram submetidos a anélise de identidade de
modelos e igualdade de parametros.

1.3 Resultados

Urochloa decumbens

Aos 30 DAE, observou-se em cada solo, que a fitotointoxicacdo do herbicida para
U. decumbens foi distinta, sendo que no solo A esse efeito foi mais evidenciado com o
aumento das doses, representando acréscimos de 0,20 e 0,15% nas plantas cultivadas no
solo A e B, respectivamente (Figura 1a). A partir dos 60 DAE, no solo B, ndo se observou
fitointoxicacdo significativa do herbicida, enquanto no solo A, com o aumento da dose o
sintoma aumentou 0,24% para cada g ha® do herbicida aplicado, atingindo 81% de
fitointoxicagdo nas plantas de U. decumbens na dose de 350 g ha* (Figura 1b).

Este comportamento demonstrou que o herbicida permaneceu mais disponivel
para as plantas, refletindo na resposta em relagdo a altura verificada aos 30 DAE, cuja
reducdo foi de 0,1% com o aumento da dose do herbicida, independentemente do tipo de
solo que U. decumbens foi cultivada (Figura 1c). Aos 60 DAE ndo foi observado efeito

do herbicida sobre a altura das plantas cultivadas no solo B, enquanto no solo A
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decréscimos lineares foram observados, atingindo reduc6es de 30 e 65% desta variavel
nas doses de 175 e 350 g hal, respectivamente, se comparado a testemunha (Figura 1d).

Aos 60 DAE, com o acréscimo das doses verificaram reducdes lineares na MSPA
e MSR nas plantas cultivadas em ambos os solos (Figura 1le, f). Para a MSPA, 0s
decréscimos lineares representaram 0,25% e 0,14% para cada g ha™* do herbicida aplicado
nos solos A e B, respectivamente. A MSR das plantas cultivadas no solo B, apresentou
decréscimo linear de 0,11% para cada g ha™* do herbicida aplicado, enquanto os efeitos
na MSR das plantas cultivadas no solo A, foram mais representativos e sua resposta
ajustada ao modelo logistico, com reducéo de 50% da MSR na dose de 53 g ha™* e auséncia

na producéo destas nas doses proximas a 350 g ha.
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Figura 1. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de
massa seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Urochloa decumbens, em

funcdo da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Urochloa brizantha

As plantas de Urochloa brizantha cultivadas em ambos os tipos de solo,
apresentaram baixos niveis de fitointoxicacdo quando expostas as doses de imazapic em
avaliacOes feitas aos 30 e 60 DAE. Para as plantas cultivadas no solo B, ndo foram
observados efeitos de doses aos 30 DAE, apresentado fitotointoxicacdo média de 1,25%;
enquanto no solo A, foram observados aumentos lineares de 0,06% para cada g ha™ do
herbicida aplicado, atingindo 26% quando expostas a maior dose do herbicida (Figura
2a). Aos 60 DAE, com o aumento das doses, a fitotointoxicacdo aumentou 0,05% para
cada g ha® do herbicida aplicado, independentemente do tipo de solo que U. brizantha
foi cultivado (Figura 2b).

A altura das plantas ndo foi influenciada pelas doses de imazapic quando U.
brizantha foi cultivada no solo B. Todavia, no solo A aos 30 DAE, notaram efeitos
significativos sendo a resposta ajustada ao modelo logistico com reducdo nesta variavel
de 16 e 43%, respectivamente, nas doses de 58 e 350 g ha! (Figura 2c). Aos 60 DAE,
houve decréscimos lineares de 0,12% na altura de plantas para cada g ha* do herbicida
aplicado, apresentando reducio de 32% na dose de 350 g ha em relagéo a dose zero
(Figura 2d).

Semelhantemente a altura de plantas de U. brizantha cultivada no solo B, ndo
foram observados efeitos entre as doses para a MSPA (Figura 2e) e a MSR (Figura 2f).
No entanto, com o acréscimo da dose aplicada no solo A, observaram reducdes lineares
de 0,19 e 0,18% no acumulo de MSPA e MSR de U. brizantha, respectivamente, para

cada g ha* do herbicida aplicado.
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Figura 2. Fitointoxicacao (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de
massa seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Urochloa brizantha em

funcdo da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Panicum maximum

Independentemente do tipo de solo que as planta de Panicum maximum foram
cultivadas, foram observados aumentos lineares nos valores de fitointoxicacdo quando as
mesmas foram expostas as doses de imazapic. Para cada g ha do herbicida aplicado, os

sintomas aumentaram em 0,29 e 0,26% nas avaliagOes realizadas aos 30 (Figura 3a) e 60
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DAE (Figura 3b), respectivamente. Comparado a testemunha, os aumentos da
fitointoxicagdo representaram 99 e 89% na dose de 350 g hal em avaliagGes realizadas
aos 30 e 60 DAE, respectivamente. Estes sintomas contribuiram na reducédo linear do
porte da planta em 0,27%, em média, aos 30 (Figura 3c) e 60 DAE (Figura 3d) para cada
g ha! do herbicida aplicado.

Para a MSPA de P. maximum, observaram-se reducdes lineares de 0,25 e 0,29%
respectivamente, nos solos A e B com o0 aumento das doses de imazapic (Figura 3e). No
entanto, para cada g ha' aplicado do herbicida, em ambos tipos de solo, a MSR

apresentou decréscimo linear de 0,27% (Figura 3f).
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Figura 3. Fitointoxicacao (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Panicum maximum, em funcdo da

dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Urochloa ruziziensis

Aos 30 DAE, as plantas de Urochloa ruziziensis (Figura 4a) apresentaram maior
fitointoxicacdo quando cultivadas no solo A e baixos niveis de injdrias no solo B. Para
cada aumento de dose aplicada (g ha de herbicida aplicado) observou-se acréscimos da
fitointoxicagdo de 0,24% e 0,045% nas plantas cultivadas nos solos A e B,
respectivamente. Aos 60 DAE, no solo A, a fitointoxicagéo de U. ruziziensis foi reduzida
em 0,11% para g ha* de herbicida aplicado e n&o foi verificado, no solo B, efeitos entre
doses nas plantas cultivadas e a fitointoxicacdo média foi de 1,56% (Figura 4b).

Reducdes lineares na altura das plantas de U. ruziziensis foram observadas em
avaliacOes realizadas aos 30 e aos 60 DAE, em ambos os tipos de solos. Aos 30 DAE,
para cada g ha? de herbicida aplicado houve reduces de 0,18 e 0,10% nas plantas
cultivadas nos solos A e B, respectivamente, e caracterizou reducdes de 76 e 13% nas
plantas submetidas a maior dose (350 g ha?) do herbicida, comparativamente a
testemunha (Figura 4c). Da mesma forma, o declinio no porte da planta aos 60 DAE, foi
de 0,17 e 0,07% para cada g ha* de herbicida aplicado nos solos A e B, respectivamente
(Figura 4d). Reducdes lineares foram observadas para a producdo de MSPA nas plantas
de U. ruziziensis com 0,24 e 0,11% e para a MSR de 0,23 e 0,19%, quando as plantas
foram cultivadas nos solos A e B, respectivamente (Figura 4e, f).
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Figura 4. Fitointoxicacao (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Urochloa ruziziensis em funcédo

da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Crambe abyssinica

As plantas de Crambe abyssinica mostraram-se altamente suscetiveis ao aumento
das doses de imazapic, independentemente do tipo de solo. Todavia, no solo A os
resultados de fitointoxicacao se ajustaram a modelos exponenciais crescentes e a morte
da planta (100% de fitointoxicacéo) foi observado a partir de doses inferiores a 58 g ha*
em ambas as épocas de avaliacdo. Para o solo B, aos 30 DAE (Figura 5a),
aproximadamente 100% de fitointoxicagdo foi observado a partir da dose de 87 g ha;
porém, ndo houve ajuste na equacao de regressao. Para o solo B, aos 60 DAE (Figura 5b),
foi ajustado o modelo exponencial crescente para explicar a fitointoxicagéo e a morte da
planta foi observada no modelo a partir da dose 217 g ha™.

Modelos exponenciais decrescentes se ajustaram aos resultados do indice de altura
(Figura 5c, d), MSPA (Figura 5e) e MSR (Figura 5f) das plantas de crambe expostas as
doses de imazapic em avaliagOes feitas aos 30 e aos 60 DAE, em ambos os tipos de solos.

Especificamente no solo A, os sintomas foram mais acentuados e 100% de reducdo nestas
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variaveis (altura, MSPA e MSR) foram observadas em doses abaixo de 100 g ha™ do

imazapic, enquanto no solo B, o mesmo nivel de intoxicacdo foi observado em doses

acima de 175 g ha* do herbicida.
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Figura 5. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Crambe abyssinica em funcéo da

dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo. S.A. (sem ajuste)

Crotalaria ochroleuca
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A fitointoxicacdo de Crotalaria ochroleuca cultivada no solo A e avaliada aos 30
e aos 60 DAE, ajustou-se aos modelos exponenciais crescentes, manifestando maior
sensibilidade ao imazapic, quando comparada as plantas cultivadas no solo B, em que 0s
resultados foram explicados por modelos lineares crescentes (Figura 6a, b). Valores de
fitointoxicagdo superiores a 80%, foram verificados em doses acima de 70 g ha® em
plantas cultivadas no solo A, independentemente da época de avaliacdo. Maiores niveis
de tolerancia foram observados no cultivo de plantas no solo B, em que
independentemente da época avaliada, a fitointoxicacao foi de 0,16% para cada g ha™* do
herbicida aplicado. O incremento da dose de imazapic ocasionou fitointoxicagdo de 62 e
50% na dose de 350 g ha™ aos 30 e 60 DAE, respectivamente, se comparado a testemunha.

O comportamento referente aos sintomas observados para a varidvel
fitointoxicacdo corroboram com aquele observado para a altura de plantas de Crotalaria
ochroleuca avaliada aos 30 (Figura 6c) e 60 DAE (Figura 6d), bem como para a MSPA
(Figura 6e) e MSR (Figura 6f), cujos valores foram explicados por modelos exponenciais
decrescentes em solo A, e semelhantemente, para as plantas cultivadas em solo B por
modelos lineares decrescentes. Redugdes superiores a 80% para as variaveis indice de
altura, MSPA e MSR foram observadas em doses abaixo de 175 g ha nas plantas de
Crotalaria ochroleuca cultivadas no solo A. Para o solo B, os efeitos para as mesmas
variaveis foram atenuados e as reducdes para cada g ha* do imazapic aplicado foram de
0,23 e 0,21% aos 30 e 60 DAE, para a altura de plantas, 0,23 e 0,16% para a MSPA e
MSR, respetivamente. Comparado a testemunha que ndo recebeu a aplicacdo do
herbicida, as redugdes foram de 75 e 65% para a altura, 78 e 62% para a MSPA e MSR

quando as plantas receberam a dose mais elevada (350 g hat) do herbicida.
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Figura 6. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa

seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Crotalaria ochroleuca em funcéao

da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Crotalaria spectabilis

Crotalaria spectabilis mostrou-se mais tolerante ao imazapic do que a C.
ochroleuca. Os sintomas de fitointoxicacdo de C. spectabilis foram ajustados aos modelos
lineares crescentes para as avaliacdes realizadas aos 30 e 60 DAE, em ambos 0s tipos de
solo. Aos 30 DAE, para cada g ha do imazapic aplicado a fitointoxicagdo das plantas
aumentaram 0,15 e 0,07% nos solos A e B, respectivamente (Figura 7a), e aos 60 DAE
de 0,11 e 0,06% nos solos A e B (Figura 7b). A fitointoxicacao média foi de 40% no solo
A e de 20% no solo B, em ambas as épocas avaliadas, na maior dose aplicada do herbicida
(350 g hat) em comparagéo a testemunha.

Fitointoxicagdo média abaixo de 20% verificada na maior dose do herbicida
aplicado no solo B, néo refletiu em efeitos significativos para as doses sobre as variaveis
altura, MSPA e MSR de plantas de C. spectabilis cultivadas no solo B. Acima de 20%,

conforme observado no solo A, a fitointoxicagéo refletiu em efeitos significativos com
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reducdes nas variaveis altura, MSPA e MSR de plantas de C. spectabilis com o0 aumento

das doses aplicadas de imazapic. Para a varidvel indice de altura, 0 aumento da dose

promoveu decréscimo linear de 0,10% no cultivo das plantas para cada g ha™* do herbicida

aplicado no solo A aos 30 DAE (Figura 7c). Aos 60 DAE para essa mesma caracteristica,

o modelo logistico foi 0 que melhor se ajustou, e a dose de 339 g ha reduziu em 50% o

porte de plantas (Figura 7d). Para cada g ha* de imazapic aplicada no solo A, as reducdes
lineares da MSPA foi de 0,20% e da MSR foi de 0,23% (Figura 7e, f).
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Figura 7. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa

seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Crotalaria spectabilis em fungéo

da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.
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Canavalia ensiformes

Baixos niveis de fitointoxicagdo foram observados em C. ensiformes. Aos 30 DAE
(Figura 8a) as plantas cultivadas no solo A demonstraram, na maior dose, fitointoxicacao
média de 10%; e nos demais ensaios 0s niveis de injdria foram insignificantes,
permanecendo entre 0,20 a 1,0%. Esta tendéncia refletiu na resposta das demais variaveis,
como por exemplo na altura de plantas, que apresentaram decréscimos lineares de 0,07%
para cada g ha* do herbicida aplicado em ambas as épocas e independentemente do tipo
de solo que as plantas de C. ensiformes foram cultivadas (Figura 8c, d). A producédo de
MSPA (Figura 8e) foi explicada por modelo linear decrescente que representou ambos 0s
tipos de solo e apresentou pouca variacdo em funcéo das doses, com queda unitaria de
0,08%. A MSR (Figura 8f) ndo foi influenciada pelas doses do herbicida, enquanto no

solo A verificou reducéo linear de 0,13% para cada g ha do herbicida aplicado.
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Figura 8. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Canavalia ensiformis em funcédo

da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Helianthus annus

As plantas de girassol apresentaram os maiores valores de fitointoxicacdo quando
cultivadas no solo A independentemente da época avaliada. Aos 30 e 60 DAE, as doses
que promoveram 50% dos sintomas de fitointoxicacdo no cultivo no solo A foram de 112
e 118 g ha! do herbicida aplicado e a partir da dose de 176 g ha™ as plantas testadas
apresentaram tendéncia de estabilizacdo dos efeitos, e os valores foram proximos a 100%.
As plantas cultivadas no solo B, foram mais tolerantes a acdo do imazapic. Neste solo, o
aumento das doses ocasionou acréscimos lineares de 0,03% e os maiores valores de
fitointoxicacdo foram inferiores a 10% em avaliagdes feitas aos 30 DAE (Figura 9a). Aos
60 DAE, a aplicacio da dose maxima de 350 g ha promoveu fitointoxicagio em torno
de 20% (Figura 9b).

De forma anéloga, as maiores reduc@es no porte das plantas foram verificadas no
solo A em ambas as épocas avaliadas. Aos 30 e 60 DAE (Figura 9c, d), as doses de
imazapic que promoveram 50% da resposta na altura de plantas foram de 118 e 111 g ha
! com fitointoxicagdo préxima a 100% na dose 174 g ha aos 60 DAE. Ja no solo B, aos
30 DAE o incremento das doses ocasionou reducdo linear de 0,07% em relacdo a
testemunha, chegando a 23,29% de decréscimo na altura na maior dose testada. Houve
aos 60 DAE com reducgédo de 69% na altura, na maior dose em relacéo a testemunha e
decréscimos lineares de 0,17% para cada g ha* de herbicida aplicado.

O acréscimo das doses de imazapic reduziu o acumulo de MSPA e MSR nas
plantas e as doses de 96 e 66 g ha™ foram suficientes para inibir em 50% os valores destas

variaveis, respectivamente, quando as plantas foram cultivadas no solo A. Para o solo B,
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0 modelo linear foi 0 que melhor explicou o resultado para a producdo de MSPA (Figura
9e), chegando a 62% de inibicdo na dose de 350 g ha®. Para o solo B, o modelo
exponencial explicou o efeito de doses para a MSR (Figura 9f), estimando-se inibigédo

superior a 65% a partir da dose de 175 g ha™.
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Figura 9. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) Helianthus annus (girassol) em funcéo

da dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Mucuna pruriens
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Baixos niveis de fitointoxicagdo foram observados para Mucuna pruriens em
funcdo das doses crescentes de imazapic. Aos 30 (Figura 10a) e 60 DAE (Figura 10b),
foram observados incrementos lineares médios de 0,05% para cada g ha™ do herbicida
aplicado e os valores na dose maxima aplicada (350 g ha*) foram inferiores a 20%,
independentemente do tipo de solo que as plantas foram cultivadas. Semelhantemente,
houve pequena variagdo na altura de plantas e foi verificado decréscimo linear de 0,15%
na altura aos 30 DAE (Figura 10c) em ambos os tipos de solo e de 0,07% aos 60 DAE
(Figura10 d) no solo A para cada g ha* de herbicida aplicado. No solo B, ndo houve
efeitos significativos em relacéo as doses e o indice de altura foi semelhante ao observado
para a testemunha.

A MSPA se ajustou ao modelo de regresséo linear para o solo A, com decréscimo
estimado de 0,07% em comparacdo a testemunha e maxima inibicdo de 22% na maior
dose testada (Figura 10e). Neste solo, 0 modelo logistico foi o que melhor explicou a
MSR em plantas de Mucuna pruriens, que apresentou valores préximos de 30% de
inibicdo até a dose estimada de 88 g ha™! permanecendo constante até a dose de 350 g ha”
! (Figura 10f). N&o foram observados efeitos das doses sobre a MSPA e MSR das plantas

cultivadas no solo B, sendo os valores estatisticamente semelhantes a testemunha.
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Figura 10. Fitointoxicacdo (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Mucuna pruriens em funcao da

dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Sorghum bicolor

S. bicolor mostrou-se suscetivel ao aumento das doses do herbicida imazapic
quando cultivado em ambos os tipos de solo. Os sintomas de fitointoxicagdo no solo A,
foram mais intensos em relacéo ao solo B e séo explicados por modelos logisticos, em
que as doses de 120 e 97 g ha! representaram 50% dos valores na variavel resposta para
avaliacdes aos 30 (Figura 11a) e 60 DAE (Figura 11b), respectivamente, com sintomas
de fitointoxicagdo acima de 70% em doses superiores a 175 g ha. No solo B, houve
efeito linear crescente com o aumento das doses de imazapic, em ambas as épocas de
avaliagdo com incremento de 0,27% para cada g ha™* de herbicida aplicado.

Aos 30 DAE, foi verificado que o porte das plantas de sorgo apresentou reducéo
linear quando submetidas as doses de imazapic, com perdas unitarias de 0,2% ndo
diferindo quanto ao tipo de solo cultivado (Figura 11c). Aos 60 DAE, foi observado que
as plantas cultivadas no solo A mostraram-se mais suscetiveis, apresentando 50% da
inibicdo da altura na dose de 110 g ha, enquanto no solo B foi de 159 g ha® (Figura
11d).

O modelo logistico também descreveu satisfatoriamente a relagéo entre as doses
de imazapic e as varidveis MSPA e MSR das plantas cultivadas no solo A. Neste
substrato, as doses 53 e 36 g ha™! promoveram a reducéo de 50% na producgdo de MSPA
(Figura 1le) e MSR (Figura 11f), respectivamente, com reducBes nestas variaveis
proximas a 100% nas doses acima de 175 g ha™* de imazapic, indicando morte total da
planta. No solo B, foram observadas redugdes lineares com o aumento das doses, com
reducdo unitaria (g ha de herbicida aplicado) de 0,24% na MSPA e MSR.
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Figura 11. Fitointoxicacao (a, b) e indice de altura (c, d) aos 30 e 60 DAE, indice de massa
seca da parte aérea (MSPA) (e) e de raiz (MSR) (f) em Sorghum bicolor em funcéo da
dose do herbicida imazapic aplicado em dois tipos de solo.

Considerando o cultivo no solo A ao promover efeitos significativos do imazapic

nas espécies avaliadas, verificam-se as maiores producfes de massa seca em plantas de

Mucuna pruriens, Urochloa ruziziensis, Urochloa brizantha e Canavalia ensiformis

quando cultivadas como testemunha (Tabela 1). Entre essas espécies, Urochloa

ruziziensis apresentou maiores danos com o incremento das doses. Comparativamente,

foi observado em Mucuna pruriens, Canavalia ensiformes e Urochloa brizantha os
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menores efeitos de fitointoxicacao, e influenciou o maior acimulo de massa seca da parte
aérea e raiz, critérios utilizados neste estudo para a identificacdo das espécies mais

tolerantes ao imazapic.

Tabela 1. Massa seca (gramas por planta) das espécies cultivadas como testemunhas da

atividade do herbicida imazapic em dois solos

Espécies Avaliadas Solo A Solo B
Urochloa decumbens 18,51 28,01
Urochloa brizantha 23,46 21,44
Panicum maximum 19,85 23,11
Urochloa ruziziensis 26,28 39,11
Crambe abyssinica 7,83 14,00
Crotalaria ochroleuca 8,86 17,35
Crotalaria spectabilis 7,47 13,48
Canavalia ensiformis 23,42 33,49
Helianthus annus 16,64 27,38
Mucuna pruriens 33,51 18,35
Sorghum bicolor 21,75 39,58

1.4 Discussao

As espécies Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens e Urochloa brizantha
apresentaram maior tolerancia ao incremento das doses de imazapic. A tolerancia
atribuida a essas espécies esta relacionada a sua capacidade de metabolizar ou estimular
a microbiota do solo por meio da liberagdo de exsudatos radiculares (Spohn et al. 2013).
Uma vez absorvido, o herbicida pode ter se degradado apds transformacdes metabdlicas
ou enzimaticas ou ainda compartimentalizado em tecidos. Diferentes mecanismos fisicos,
moleculares e fisiologicos estdo envolvidos na toleréncia a herbicidas (Tan et al. 2005;
Schwitzguébel 2015).

O imazapic é rapidamente absorvido pelas plantas. Mais de 70% do produto
aplicado foi observado por Newsom et al. (1993) em espécies tolerantes nas primeiras
quatro horas ap6s o tratamento. No entanto, ndo ha relatos especificos sobre o
metabolismo do imazapic. De modo geral, a metabolizacdo de imidazolinonas é mediada
por monooxigenases do citocromo P450 por oxidacdo e hidroxilacdo do anel piridina,
resultando no aumento da polaridade da molécula e reducéo de sua fitotoxicidade, seguida
de conjugacdo com carboidratos. Contudo, poucos genes associados ao metabolismo
desses herbicidas foram identificados (Siminsky 2006; Kaspar et al. 2011; Saika et al.
2014; Zhao et al. 2017).
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Em estudo sobre metabolismo de imazamox em duas cultivares de trigo, Rojano-
Delgado et al. (2015a) observaram que a cultivar sensivel foi incapaz de metabolizar o
herbicida, translocando-o das folhas para a raiz. Na cultivar tolerante, o metabolismo
ocorreu rapidamente na maior dose testada de 200 g ha™ e os metabdlitos translocados ao
sistema radicular. Em trabalho semelhante, Jiménez et al. (2016a) constataram que 0
metabolismo de imazamox, em duas cultivares de trigo, foi maior na dose mais elevada
(80 g ha) sugerindo que a detoxica¢do é um processo induzivel, regulado por genes-
chave de enzimas detoxicantes.

Tecle et al. (2003) determinaram rotas diferenciais no metabolismo de imazaquin
e imazethapyr na tolerancia da soja. Observaram réapida absorcéo e translocacdo em até
72 horas ap0s o tratamento, sendo que a via metabdlica de imazaquin envolveu ciclizagdo
do nitrogénio amidazolinil e do grupo carboxilico, seguida de rapida degradacdo dos
metabdlitos. Enquanto o imazethapyr foi hidroxilado no substituinte 5-etil do anel de
piridina, seguido de O-glicosilacdo. Estes sdo exemplos tipicos de oxidacéo, clivagem do
anel e conjugacdo cuja distincdo na rota metabolica é justificada pela diferenca na
lipofilicidade que determinam a disponibilidade desses dois herbicidas para atuacao de
diferentes enzimas antioxidantes.

Leguminosas como Canavalia ensiformis e Mucuna pruriens tém demonstrado
caracteristicas de tolerancia e adaptacdo a diferentes condicdes de estresses abidticos,
com potencialidades para imobilizar e acumular metais pesados (Boechat et al. 2016;
Nam et al. 2016) e degradar compostos organicos (Rojano-Delgado et al. 2012b; Madalao
et al. 2017b). A espécie Urochloa brizantha é citada como interessante remediadora de
herbicidas em funcéo de sua alta densidade radicular e por atuar como barreira hidraulica
ao promover um fluxo ascendente de agua, reduzindo a lixiviacdo da molécula (Cunha et
al. 2010; Braga et al. 2016).

As espécies que apresentaram os melhores resultados quanto a tolerancia ao
tratamento com imazapic tiveram elevada producédo de biomassa quando cultivadas como
testemunha (Tabela 1). Florido et al. (2014) verificaram alto potencial de acumulagéo de
imazaquin em folhas de Mucuna cinerea, enquanto Canavalia ensiformis acumulou a
maior concentracdo na raiz. Observou-se ainda, correlacdo positiva do aumento da
absorcéo desse herbicida com a maior producdo de matéria seca em C. ensiformis.
Marcacci et al. (2006) relatam a importancia da selecdo dessas espécies com alta producgao
de biomassa e tolerdncia ao composto alvo a ser removido, como requisitos para

eficiéncia da fitorremediacao.
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A atividade microbiana é a principal via de degradacdo de compostos organicos.
A reducdo dos efeitos toxicos nas espécies tolerantes pode também ser atribuida ao maior
potencial de fitoestimulacdo da microbiata associada as suas raizes. Galon et al. (2014),
atribuem a tolerancia das espécies L. multiflorum e V. sativa tratadas com a mistura de
imazapyr e imazapic a fitoestimulacdo e rizodegradacdo dessas plantas. Como fator
limitante, Souto et al. (2013a) relatam que aplica¢bGes sucessivas de imidazolinonas
podem afetar a degradacdo microbiana e aumentar a persisténcia da molécula no solo com
danos a cultura em sucessdo. No entanto, Chun-guang et al. (2016) observaram que o
incremento de imazamox promoveu o enriquecimento de cepas altamente adaptaveis a
utilizac&o do herbicida como fonte de carbono.

Com efeitos menos intensos aqueles observados nas demais espécies, a reducao
de massa seca e altura em C. ensiformis, Mucuna pruriens e Urochloa brizantha foi
ocasionada nas maiores doses quando cultivadas no solo A. Resultados semelhantes
foram observados por Jiménez et al. (2015b) em cultivares de trigo tratados com o
herbicida imazamox. Nesse estudo, atribuiu-se a tolerancia e a recuperacao da clorofila
ao metabolismo do herbicida, restituicdo de proteinas no cloroplasto, exclusdo do
herbicida do cloroplasto, além de possivel substituicdo de aminoacido no sitio de acéo.

Os resultados apresentados mostram distintas respostas das espécies avaliadas
quando expostas as doses de imazapic. A tolerancia das espécies as doses testadas deve-
se as caracteristicas intrinsecas, sendo que cada espécie responde de forma diferente aos
efeitos da molécula. A paralisacdo do crescimento da planta é uma das caracteristicas que
demonstra sensibilidade aos herbicidas imidazolinonas. A reducdo na altura, o
decréscimo na producdo de biomassa seca e mortalidade em espécies menos tolerantes
com o aumento de dose de misturas formuladas de imidazolinonas tem sido relatado
(Galon et al. 2014; Santos et al. 2014; Souto et al. 2015b).

As espécies mais afetadas pelo imazapic apresentaram sintomas iniciais de
intoxicacdo, como clorose e necrose foliar em baixas doses. Garcia-Carijo et al. (2012)
verificaram reducdo da atividade da enzima ALS ao tratamento com imazamox,
indicando que o herbicida é transportado principalmente para areas em crescimento em
que exerce a sua a¢ao. Estudos conduzidos por Shim et al. (2003) observaram que plantas
jovens possuem atividades da ALS mais sensiveis aos herbicidas. Esses efeitos negativos
sdo descritos como sintomas tipicos de plantas tratadas com herbicidas imidazolinonas,
sendo os primeiros efeitos observados nos tecidos meristematicos em que ocorre alta

biossintese de valina, leucina e isoleucina (Zhou et al. 2007).
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De modo geral, as espécies mais suscetiveis apresentaram efeitos negativos em
todas as caracteristicas avaliadas. Na investigacdo dos efeitos residuais de imazapic em
plantas de milho, Su et al. (2017) verificaram que a concentragdo de 25 pg kg de
ingrediente ativo foi o suficiente para afetar negativamente o comprimento e massa seca
de raiz, parte aérea e massa seca total. Matocha et al. (2003) observaram reducéo na altura
do algodoeiro na dose de 210 g ha e para o sorgo a taxa de 140 a 210 g ha de imazapic
no ano seguinte da aplicacdo. Balabanova et al. (2016) constataram em plantas de girassol
tratadas com 40 g ha* de imazamox reducdo do crescimento, clorose, deformacdes em
folhas jovens e manchas necroticas aos 7 DAE, seguida de reducdo dos efeitos aos 14
DAE. Reducédo no nivel de clorofila, lesdes foliares e retardamento da maturacdo em
plantas de feijdo foram promovidos pela aplicagéo de 53 g ha imazethapyr em estudos
conduzidos por Troy et al. (2005).

Neste estudo, o efeito das doses de imazapic nas plantas tratadas foi diretamente
influenciado pelo conteddo de carbono orgénico do substrato, considerando que o
experimento foi conduzido nos mesmos niveis de pH (5,25). O alto teor de carbono
organico (26,8 g dm™) verificados no solo B, resultou na reducéo da disponibilidade do
herbicida para a fitoextragdo. Em solos alcalinos, com baixo teor de carbono organico foi
relatado pouca ou nenhuma sorgéo de herbicidas imidazolinonas (Genari et al. 1998). O
aumento da sorcdo de imazaquin em solo alcalino alterado com residuo organico foi
constatado por Lopes-Cabeza et al. (2017).

As caracteristicas do solo, o comportamento da molécula, o tempo de remediacao
e 0s mecanismos envolvidos na toleréncia de plantas s&o fatores que devem ser
considerados no processo de selecdo de espécies promissoras a fitorremediacdo. Nesse
estudo, as espécies C. ensiformes, Mucuna pruriens e Urochloa brizantha apresentaram
alta tolerancia ao imazapic, contudo, analises experimentais adicionais, como bioensaio
e a quantificagdo residual por métodos analiticos sdo instrumentos para a confirmacao da

efetiva remocdo do herbicida por essas espeécies.

1.5 Concluséao

As espécies Canavalia ensiformes, Mucuna pruriens e Urochloa brizantha
apresentaram maior tolerancia as doses de imazapic, com os menores efeito negativos até
a maior dose. A tolerancia vegetal ao solo contaminado € indicador de seu potencial

fitorremediador do herbicida.
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CAPITULDO II - Potencial de adubos verdes na fitorremediagao de solo
contaminado com imazapic

(Normas de acordo com a revista Archives of Agronomy and Soil Science)

RESUMO

A tolerdncia de Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens e Urochloa brizantha ao
imazapic € reconhecida. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo climatizada
e foi dividido em duas etapas: na primeira, testou-se a fitorremediacdo e na segunda, o
efeito residual de imazapic foi avaliado em planta bioindicadora. Os tratamentos foram
compostos pela combinacao das espécies C. ensiformis, M. pruriens e U. brizantha mais
um tratamento sem cultivo e quatro doses de imazapic (0, 87,5, 175 e 350 g hal). O
delineamento foi em blocos ao acaso com 4 repeticdes em esquema fatorial 4 x 4. Aos 45
e 80 dias apds a emergéncia, foram analisados sintomas de fitotoxicidade, altura e massa
seca. No final do experimento, amostras de solo e tecido vegetal foram coletados para
analise quimica do residuo. Amostras de solo de cada parcela foram coletadas para
estimar o efeito residual do imazapic no Sorghum bicolor, utilizado como espécie
bioindicadora. Aos 14 e 28 dias ap6s a emergéncia, foram analisados os sintomas de
fitotoxicidade, altura e a massa seca da parte aerea e raiz foi determinada ao término do
experimento. A U. brizantha apresentou maior sensibilidade aos tratamentos com
imazapic, enquanto C. ensiformis os efeitos foram menos intensos. A maior inibigéo nos
indices de massa seca foi verificada em U. brizantha, diferindo das demais espécies. M.
pruriens e C. ensiformis acumularam niveis mais elevados de imazapic nas raizes, apesar
de diferencas entre essas espécies. Na parte aérea, a maior concentra¢éo do herbicida foi
verificada em C. ensiformis. Contudo, U. brizantha foi a Unica espécie que translocou

niveis superiores ao detectado nas raizes. As plantas bioindicadoras apresentaram reducao
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no crescimento e na producdo de massa seca com o aumento das doses de imazapic. No
solo sem cultivo prévio, o Sorghum bicolor apresentou maior crescimento e producao de
massa seca e pode ser atribuido ao efeito alelopatico reconhecido para essas espécies,
considerando que a concentracdo de imazapic ndo diferiu entre o solo cultivado e o sem
plantas. A exposi¢ao ao herbicida teve efeito negativo sobre o crescimento e produgéo de
massa seca de U. brizantha que ndo apresentou recuperagéo das lesdes com o tempo, ndo
sendo a espeécie indicada para uso na fitorremediacdo em condi¢des de solo semelhantes
ao deste estudo. A toleréncia de C. ensiformis mediante a maior concentracao do herbicida
acumulada em seus tecidos pela fitoextracdo, evidencia sua capacidade de absorgéo
facilitada pela alta producdo de massa seca, sendo esta espécie a mais promissora na

fitorremediacdo do imazapic.

Palavras-chave: Fitotoxicidade, tolerancia, fitoextragdo, acumulagéo.
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2.1 Introducéo

Os pesticidas sdo amplamente utilizados na agricultura moderna, a fim de
promover 0 manejo de pragas, doengas e plantas daninhas reduzindo perdas na
produtividade de culturas. A persisténcia desses produtos é dependente das caracteristicas
fisico-quimicas da molécula, do solo e das caracteristicas climaticas. Essas interacdes
regulam seu destino no ambiente, podendo ocasionar a contaminacgdo em outras matrizes,
como em corpos hidricos, resultando na intoxicacdo de organismos nao alvos (Parween
et al. 2018; Ramborger et al. 2017).

As imidazolinonas sdo um grupo quimico de herbicida com crescente demanda no
mercado de insumos agricolas mundial, principalmente por apresentarem caracteristicas
de alta persisténcia, amplo espectro de controle de plantas daninhas, alta atividade em
baixas doses e baixa toxicidade em mamiferos (DLso > 59 kg™t). Pertencente a esse grupo
quimico, o imazapic possui como mecanismo de acao a inibi¢do da enzima acetolactato
sintase responsavel pela biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada, valina, leucina
e isoleucina (Rodrigues e Almeida 2011; Zhao et al. 2017).

O imazapic possui alta solubilidade em &gua e constante de dissociacdo de acido
(pKa) de 3,6 caracteristicas que favorecem sua lixiviacdo (Yavari et al. 2017). Na prética,
residuos de imazapic ja foram encontrados em aguas subterraneas e superficiais (Silva et
al. 2011; Zanella et al. 2012; Davis et al. 2014; Mazlan et al. 2016; Allan et al. 2017),
bem como foram observadas alteracGes metabdlicas e no processo oxidativo em espécies
de peixes como Cyprinus carpio quando exposta por 90 dias a dose 20,9 ug L de
imazapic (Moraes et al. 2011). Alteracdes bioquimicas e efeitos neurotoxicos em
populacdes de Rhamdia quelen expostas por 96h a dose de 4,88 ng L™ de imazapic e
imazapyr foram relatadas por Golombieski et al. (2016).

O baixo pH do solo, o alto teor de matéria organica e a baixa umidade do solo sdo
responsaveis pela persisténcia dos herbicidas imidazolinonas. Estudos conduzidos por
Alister e Kogan (2005) em campo experimental verificaram que a mistura de imazapic e
imazapyr na dose de 228 g ha™* promoveu reducAo significativa no rendimento do azevém
e cevada aos 300 dias apo6s a aplicacdo. Assim, a elevada atividade das imidazolinonas
associada a sensibilidade de certas culturas sdo indicadores de riscos de intoxicacdo em
culturas rotacionadas (Alister e Kogan 2005; Kemmerich et al. 2015).

O destino dos pesticidas no solo esta relacionado a vegetacédo. Poluentes organicos

geralmente sdo removidos mais rapidamente em solos cultivados do que em solo em



49

pousio. Nesse sentido, o papel das plantas inclui a degradacgéo, adsorcao, volatilizagéo e
acumulacdo de poluentes, além do estimulo a atividade rizosférica do solo (Sanchez et al.
2017).

Espécies vegetais previamente selecionadas em funcdo de sua tolerancia, alta
producdo de biomassa, resisténcia as mudancas climaticas e facil estabelecimento s&o
empregadas na fitorremediacdo para a remocdo de contaminantes inorganicos, metais
pesados e compostos organicos, incluindo os pesticidas, baseando-se em Varios
mecanismos internos e sua interacdo com microrganismos endofiticos e rizosféricos
(Mitton et al. 2016a; Luo et al. 2017).

Estudos recentes demonstram resultados satisfatérios com o emprego da
fitorremediacdo. Qu et al. (2017) relataram remocéo de 91% de atrazina em sedimentos
com as espécies Potamogeton crispus e Myriophyllum spicatum aos 45 dias de exposicao.
Sanchez et al. (2017) observaram reducdo na faixa de 88,6-99,6% de atrazina em solo
cultivado com Lolium perene, Festuca arundinacea, Hordeum vulgare e Zea mays aos
16 DAA. A espécie Plectranthus neochilus reduziu 99,7% de 2,4-D em &gua aos 10 dias
de experimento conduzido por Rodriguez-Hernandez et al. (2017). Cerca de 96,1 e 99,8%
respectivamente de tebuconazole e imazalil foram removidos de solugdo hidropénica
por Phragmites australis aos 24 dias de exposic¢do (Lv et al. 2017). Wang et al. (2017)
verificaram reducdo de 68% de lactofen pela espécie Lemna menor aos 5 dias de
experimento. Reducédo de 62% de ametrina no solo rizosférico de Lolium multiflorum aos
10 DAA foi relatada po Liu et al. (2017). Ha poucos trabalhos conduzidos com plantas
objetivando a remocdo de imidazolinonas do solo, sendo estes limitados a avaliagdo dos
efeitos toxicos indiretos, baseada em indices de fitointoxicacdo visual e aspectos
biométricos (Souto et al. 2013a; Galon et al. 2014; Souto et al. 2015b).

Ainda ndo sdo bem compreendidos os mecanismos envolvidos na remocdo de
moléculas orgénicas por plantas. Considerando as vantagens dessa técnica como menor
impacto ambiental, baixo custo e facilidades na implementacdo, pesquisas voltadas ao
entendimento dos diversos fatores envolvidos no processo de fitorremediagédo de
poluentes organicos e persistentes sdo requeridos para a efetividade da técnica e
ampliacdo de seu uso (Lv et al. 2017; Montpetit e Lachapelle 2017). Nesse contexto,
objetivou-se testar o potencial fitorremediador das espécies C. ensiformis, M. pruriens e

U. brizantha as doses crescentes de imazapic.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Solo

O solo utilizado neste estudo foi coletado de uma regido de area agricola de Rio
Verde-GO. As principais caracteristicas fisico-quimicas apresentadas foram: 34% de
argila, 2% de silte, 64% de areia, 7,5g dm= de CO, V de 50%, CTC 3,34 cmolc dm3 e
pH (CaCly) 5,3. O solo seco ao ar passou por peneira de 2 mm para remogédo de material
grosseiro. As unidades experimentais foram constituidas de vasos de polietileno de
capacidade de 6 dm™. Foi realizado o preenchimento vasos com o solo, procedendo-se a
pesagem para a padronizacdo. Apds a preparacdo, os vasos foram umedecidos e o
herbicida imazapic (Plateau) foi aplicado com um pulverizador pressurizado com COo,
com vazdo de 320 L ha*. No inicio da aplicacdo, a umidade relativa do ar, temperatura e

velocidade do vento foram de 69,6%, 27°C e 1 m s, respectivamente.

2.2.2 Experimento de fitorremediacéo

O experimento foi dividido em duas etapas: na primeira, testou-se a
fitorremediacdo e na segunda, o efeito residual de imazapic foi avaliado em planta
bioindicadora (Madal&o et al. 2012). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso
com quatro repeticdes. Os tratamentos foram distribuidos em esquema fatorial 4 x 4; o
primeiro nivel foi composto pelas espécies tolerantes ao imazapic, C. ensiformis, M.
pruriens e U. brizantha mais um tratamento sem cultivo. O segundo fator foram as doses
de herbicida: 0; 87,5 (1/3 da dose comercial); 175 (dose comercial) e 350 g ha* (2x a
dose comercial).

As espécies testadas no experimento de fitorremediacdo foram semeadas aos 7
dias apo6s a aplicacdo de imazapic, deixando-se 3 plantas por vaso apds a emergéncia. Os
vasos sem cultivo foram utilizados para mediar a taxa de atenuacao natural do herbicida.
Procedeu-se irrigacao diaria para a manutencdo da umidade no substrato e aplicacdes a
cada 15 dias de fertilizante comercial contendo 13-05-13 de NPK, respectivamente.

As espécies foram cultivadas durante 80 dias apds a emergéncia (DAE). Os efeitos
do imazapic foram avaliados aos 45 e 80 DAE pelos sintomas de fitointoxicacao visual e
altura de plantas. A fitotoxicidade foi determinada por avaliacdo visual, utilizando-se
escala percentual entre 0 (sem lesdo) a 100% (morte completa da planta), conforme o

proposto por SBCPD (1995). A medicéo da altura foi analisada por escala graduada, tendo
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como referéncia o meristema apical para as dicotiledéneas e a Gltima folha mais
expandida para U. brizantha.

Aos 80 DAE, as espécies foram retiradas das unidades experimentais,
procedendo-se a separacdo da parte aérea e sistema radicular, sendo o material vegetal
encaminhado para estufa de secagem com circulagdo de ar forcado a 70 °C por 72 h,
seguido de pesagem para a determinacdo da massa seca.

2.2.3 Determinacéo e quantificacdo de imazapic

Ao final do experimento foram coletadas amostras foliares e de raizes que foram
lavadas para a completa remocdo de particulas de solo. O solo (50 g) foi coletado a
profundidade de 0-15 cm utilizando-se um trado. As amostras de material vegetal e de
solo foram armazenadas sob refrigeracdo -20 °C. Posteriormente, as amostras vegetais
foram secas em estufa a 70°C durante 48 horas e moidas para a determinacgdo analitica
(Garcia-Carijo et al. 2012).

As concentracBes de imazapic foram obtidas conforme o método proposto por
Gongcalves (2013) com modificagdes. Foram pesados 5 g de solo e 1 g de tecido vegetal
adicionando-se 10 mL de acetonitrila. Em seguida as amostras foram sonicadas por 30
minutos para facilitar a dissolucéo e centrifugadas a 3400 rpm durante 10 minutos. O
sobrenadante coletado foi evaporado e o sedimento redissolvido com 500 pl de
acetonitrila, aplicando novamente ultrassom durante 5 minutos. Os extratos foram
filtrados com membranas de nylon de 0,45 pum e entdo transferidos para frascos
volumétricos.

A concentracao de imazapic no solo e extratos vegetais, foi analisada utilizando
sistema de cromatografia liquida de alta performance com detector de Ultravioleta
(HPLC-UV). A coluna cromatografica utilizada foi SUPERLCOSIL™ LC-18 (250 x
4,6mm,S pm). A taxa de fluxo foi de 1,0 mL.min-%, com volume de injecdo de 10 puL. A
fase movel foi composta de A: &gua com acido acético 0,1% e B: acetonitrila com o
seguinte programa de gradiente: 0-4,5 min (50% A e 80% B); 4,5-5 min (80% A e 50%
B); 5-8 min (50% B). A deteccdo UV foi realizada a 254 nm para o imazapic e as

concentragdes expressas em mg g™

2.2.4 Bioensaio

Um total de 300 g de solo de cada parcela, foi pesado e colocado em copos

plasticos para estimar o efeito residual de imazapic em plantas sensiveis. Foi empregado
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0 Sorghum bicolor como espécie bioindicadora, cultivando-se trés plantas por parcela. O
efeito fitotoxico de imazapic foi avaliado aos 14 e 28 dias apds a emergéncia pelo indice
de intoxicacdo visual (SBCPD 1995) e altura de plantas. Aos 28 dias, as plantas
bioindicadoras foram coletadas e parte aérea e raiz foram secas separadamente em estufa

a 70 °C durante 72 horas para a determinagéo da massa seca.

2.2.5 Anédlise estatistica

As médias obtidas pela testemunha de cada espécie, dentro de cada dose foram
consideradas para a transformacao dos dados de massa seca e altura, atribuindo-se indice
igual a 1. As variaveis foram submetidas a analise de variancia (ANOVA) e a comparacao
de médias foi realizada pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, utilizando-se o
programa estatistico Assistat. Os dados do fator doses foram submetidos a andlise de
regressdo e 0os modelos definidos para cada variavel basearam-se na significancia dos
parametros e nos valores de R?, sendo os graficos ajustados pelo programa SigmaPlot
13.0.

2.3 Resultados
2.3.1 Parametros de fitotoxicidade, crescimento e de massa seca

Os parametros avaliados nas plantas testadas aos 45 e 80 dias ap6s a emergéncia
(DAE), sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. A interacéo foi significativa entre as espécies
e doses de imazapic para as variaveis fitotoxicidade e indice de altura avaliadas aos 45
DAE. U. brizantha apresentou maior sensibilidade a presenca de imazapic, diferindo das
demais espécies a partir da dose de 87,5 g ha*. Os valores de fitotoxicidade observados
em U. brizantha aumentaram com o incremento das doses, sendo esse efeito explicado
pelo modelo exponencial. A menor dose aplicada ocasionou sintomas superiores a 63%.
Os efeitos visuais foram menos pronunciados nas espécies C. ensiformis e M. pruriens
que ndo apresentaram diferenca nos sintomas com as doses testadas. Os efeitos visuais de
toxicidade verificado nessas especies foram inferiores a 40% no tratamento com 350 g
ha (Figura 2a).

A maior reducdo na altura ocorreu no U. brizantha nas doses de 87,5 e 350 g ha
! diferindo das demais espécies. A inibigdo da altura foi de 58% na concentragdo de 87,5
g ha! chegando a 96% na dose de 350 g ha, enquanto em M. pruriens, ndo houve
diferengas entre as doses no solo com herbicida, sendo a altura inibida em 49 e 58% nas
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doses de 175 e 350 g ha?, respectivamente. O modelo exponencial foi o que melhor se
ajustou aos dados de indice de altura para as espécies U. brizantha e M. pruriens. Os
tratamentos com imazapic ndo afetaram a altura de C. ensiformis aos 45 dias, ndo havendo
diferenca entre as doses testadas (Figura 2c).

N&o houve efeito da interacdo entre os fatores estudados para as varidveis
fitotoxicidade e indice de altura aos 80 DAE (Figura 1). Todavia, verificou-se
significancia das doses de imazapic sobre essas caracteristicas (Figura 2b, d). O
incremento da dose ocasionou aumento linear dos sintomas visuais e reducdo na altura
das plantas. Para os dois parametros, a U. brizantha apresentou maior sensibilidade aos
tratamentos com imazapic, enquanto em C. ensiformis os efeitos foram menos intensos.
No entanto, observou-se recuperacdo das plantas em relacéo a avaliacao inicial, sendo 0s
valores de fitotoxicidade de 32% na dose de 350 g ha. Nesta mesma dose, a inibi¢do na
altura foi de 37,8%.

Tabela 1. Valores de fitotoxicidade (%) e indice de altura das espécies U. brizantha, M.
pruriens e C. ensiformis cultivadas em solo com diferentes doses de imazapic, aos 45 dias

de tratamento

Doses de imazapic (g ha™) Doses de imazapic (g hal)
Espécies 0 87,5 175 350 0 87,5 175 350
Fitotoxicidade (%) indice de Altura
U. Brizantha 0,00a 6542a 5833a 7958a 1,00 a 0,34c 0,25b 0/15¢c
M. pruriens. 0,00a 12,92b 958b 4250b 1,00 a 0,67b 0,49b 0,43b
C. ensiformis 0,00a 1250b 17,08b 37,08b 1,00 a 1,03a 1,07a 1,05a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 1. Valores de fitotoxicidade (%) e indice de altura das espécies U. brizantha, M.

pruriens e C. ensiformis cultivadas em solo com diferentes doses de imazapic aos 80 dias.
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de tratamento. *Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Houve interacao entre as espécies e doses sobre as variaveis indice de massa seca
de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) (Figura 3a, b). A maior inibi¢do nos indices de massa
seca foi verificada no U. brizantha, diferindo das demais espécies nos tratamentos com o
herbicida. Na dose de 175g ha™ ocorreu reducdo de 86,4% da parte aérea do U. brizantha,
cuja resposta seguiu a mesma tendéncia verificada para o indice MSR. O aumento das
doses de imazapic inibiu em menor extensdo a produgdo de massa seca nas duas espécies

de leguminosas, ndo havendo diferenca entre essas espécies independentemente da dose

aplicada.
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Figura 2. Fitotoxicidade aos 45 e 80 dias (a, b), indice de altura aos 45 e 80 DAE (c, d)

em plantas pré-selecionadas e tratadas com o herbicida imazapic.
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A dose de 350 g ha promoveu em Mucuna pruriens a redugdo de 37,57 e
45,96% sobre os indices MSPA e MSR, enquanto em C. ensiformis as taxas de inibi¢do
foram de 43,78 e 58,76%.
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Figura 3. Indice de massa seca da parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) (a, b) em plantas

pré-selecionadas e tratadas com o herbicida imazapic aos 80 DAE.

Tabela 2. indices de massa seca de parte aérea (MSPA) e de raiz (MSR) das espécies

U. brizantha, M. pruriens e C. ensiformis cultivadas em solo tratado com imazapic aos
80 dias de tratamento

Doses de imazapic (g hal) Doses de imazapic (g hat)
Espécies 0 87,5 175 350 0 87,5 175 350
indice de MSPA indice de MSR
U. brizantha 1,00a 0,26b 0,28b 0,01b 1,00 a 0,27b 0,25b 0,01b
M. pruriens. 1,00a 081a 082a 0,63a 1,00 a 0,81a 0,76 a 0,53 a
C. ensiformis 1,00a 103a 084a 053a 1,00 a 0,84a 0,77 a 0,39a

*Meédias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

2.3.2 Concentragdo de imazapic no solo e massa seca

As concentracOes de imazapic presente no solo e massa seca séo apresentadas na
Tabela 3. N&o houve efeito significativo da interacdo entre as espécies e as doses sobre a
concentracdo de imazapic na parte aérea, nas raizes e solo aos 80 dias. Todavia, verificou-
se significancia (p<0,05) das doses de imazapic sobre esses parametros. A regressao para
a analise do imazapic nos tecidos vegetais ajustou-se ao modelo quadratico (Figura 4). A
inclinacdo da curva foi reduzida no solo com as doses mais elevadas do herbicida. M.
pruriens e C. ensiformis acumularam maiores concentra¢cBes de imazapic nas raizes,

porém com diferencas. Na parte aerea, a maior concentracdo do herbicida foi verificada
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em C. ensiformis, Contudo U. brizantha foi a Unica espécie que translocou para a parte

aérea niveis superiores ao detectado nas raizes.

Tabela 3. Residuo de imazapic nos tecidos de raizes, parte aérea e no solo com e sem

cultivo aos 80 dias de tratamento

Concentragéo (mg g*)

Tratamentos

Solo s Raiz * Parte aérea*
Urochloa Brizantha 0,0002 a 0,0028 b 0,0075 ab
Mucuna pruriens 0,0001 a 0,0064 b 0,0021 b
Canavalia ensiformes 0,0015 a 0,0381 a 0,0101 a
Solo sem cultivo 0,0002a = == e

*Médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. NS: N4o significativo.

No solo, o aumento da dose ocasionou 0 aumento linear da concentragdo de
imazapic, no entanto em niveis muito inferiores ao encontrado na parte aérea e raiz. Ndo

houve diferenca entre o solo cultivado e o solo ndo plantado.
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Figura 4. Concentragéo de imazapic no solo, parte aérea e raiz de plantas tratadas com

imazapic aos 80 DAE.

2.3.3 Bioensaio

Os parametros avaliados nas plantas bioindicadoras aos 14 e 28 dias apds a
emergéncia (DAE) séo apresentados na Tabela 4. Ndo houve interagdo entre os fatores
especies e doses de imazapic sobre as variaveis fitotocixidade e indice de altura aos 14
DAE em plantas de sorgo semeadas em sucessao as espécies U. brizantha, M. pruriens e

C. ensiformis, assim, como no solo sem cultivo. No entanto, houve efeito de dose sobre
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esses parametros (p<0,05), que foram afetados com o aumento de dose. A fitotoxicidade
ndo diferiu quanto ao tipo de cultivo. Os sintomas visuais foram de 39,31% na dose de
175 g ha't, chegando a 76,26% na maior dose de imazapic (Figura 5a). O solo sem cultivo
prévio promoveu maior altura nas plantas bioindicadoras, diferindo dos solos cultivados
que ndo apresentaram diferenca entre as espécies. As doses de 175 e 350 g ha'
ocasionaram inibicdo de 36,46 e 75,09% na altura do sorgo (Figura 5b).

A interacdo de espécies com a dose de imazapic ndo foi significativa para a
variaveis fitotoxicidade, indice de altura e massa seca de parte aérea (MSPA) e raiz
(MSR) aos 28 DAE. Os efeitos visuais ndo apresentaram diferenca entre os tipos de
espécies e o0 solo ndo cultivado. Contudo, observou-se significancia (p<0,05) da dose
sobre esse parametro. O aumento da dose resultou em valores de toxicidade inferiores ao
verificado na avaliagdo aos 14 DAE. As doses de 175 e 350 g ha™* promoveram 35,62 e
72,13% dos sintomas visuais de toxicidade nas plantas de sorgo (Figura 5a).

O solo sem cultivo prévio promoveu plantas de maior porte, diferindo do solo
cultivado que ndo apresentou diferenca entre as espécies testadas. Conforme observado,
a exposicdo ao imazapic afetou negativamente o crescimento das plantas bioindicadoras,
no entanto em menor extensdo em relacdo a avaliacdo inicial. O incremento da dose
ocasionou inibicdo linear na altura de 10,54; 29,42 e 66,60% nas respectivas doses de
87,5; 175 e 350 g ha* (Figura 5b).

Tabela 4. Valores de fitotoxicidade (%), indices de altura, massa seca de parte aérea
(MSPA) e de raiz (MSR) em plantas de sorgo cultivadas em solo anteriormente plantado

e sem cultivo aos 14 e 28 dias de tratamento

Fitotoxicidade (%) indice de Altura MSPA  MSR
Tratamentos
14 DAE 28 DAE 14 DAE 28 DAE 28 DAE
Urochloa Brizantha 3294a 33,75a 0,60b 0,64b 0,73ab 0,66 ab
Mucuna pruriens 36,42a 34,00a 0,62b 0,72b 058hc 0,61b
Canavalia ensiformes 40,43a 35,46a 0,60b 0,62b 052c 0,60b
Solo sem cultivo 28,83a 21,03a 0,91a 1,02 a 0,83a 0,88a

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

A producdo de massa seca na parte aérea foi superior no solo sem cultivo,
enquanto o solo com U. brizantha n&o diferiu do solo com Mucuna pruriens e do solo
néo cultivado. O solo cultivado com C. ensiformis apresentou plantas com menor indice

MSPA. O indice MSR foi superior no solo sem cultivo, enquanto que no solo com
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Mucuna pruriens e C. ensiformis houve maior inibicdo na massa seca de raiz em relacéo
ao cultivo com U. brizantha, ndo havendo diferenca entre as duas espécies. O aumento
das doses de imazapic promoveu reducdo linear na massa de raiz e parte aérea do sorgo
independente do tipo de cultivo anterior (Figura 5c). A reducdo da massa seca da parte
aérea estava na faixa de 19,93-74,57%, enquanto a massa seca da raiz entre 15,80-
77,90%.
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Figura 5. Fitotoxicidade (a), indice de altura (b), indice de massa seca da parte aérea e de
raiz (c) aos 14 e 28 DAE em plantas de sorgo cultivadas como bioindicadora do herbicida

imazapic.
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2.4 Discussao

Os efeitos apresentados pela exposicdo ao imazapic sobre os pardmetros de
fitotoxicidade, altura de planta e massa seca variaram em fungdo das espécies e doses
testadas. U. brizantha foi a mais suscetivel as doses do herbicida em relacdo as demais
especies. As menores doses ocasionaram sintomas mais graves de fitotoxicidade, inibigcdo
do crescimento e redugdo de massa seca. A concentracdo do imazapic na parte aérea do
U. brizantha foi superior ao detectado nas raizes, evidenciando a maior translocacéo nessa
espeécie e consequentemente a ocorréncia de maior atividade herbicida. Contrariamente,
as espécies C. ensiformis e M. pruriens foram mais tolerantes ao incremento das doses
aplicadas. O fato dos tratamentos com imazapic ndo afetarem o crescimento de C.
ensiformis aos 45 e 80 dias, esta relacionado a capacidade desta espécie em absorver o
herbicida sem sofrer danos. Além disso, C. ensiformis forma associacdes simbidticas com
bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares (AMF), que
aumentam sua capacidade para tolerar deficiéncias nutricionais, hidricas, bem como a
fitotoxicidade de metais pesados e poluentes organicos (Santana et al. 2015).

A toleréncia de C. ensiformis a diversas condi¢cdes de estresse bidtico € bem
documentada. A resisténcia dessa espécie ao herbicida glifosato foi atribuida a reducéo
da translocacdo resultante de alteracdo do transporte na via simplastica (Cruz-Hipdlito et
al. 2009). Balliana et al. (2017) relataram acimulo de compostos fenolicos nas folhas,
além do desenvolvimento de aerénquima no cértex radicular de C. ensiformis tratada com
o6leo diesel, que permitiu o transporte de oxigénio das folhas para as raizes, reduzindo o
estresse causado pela falta de oxigénio e favorecimento do metabolismo aer6bio. A
acumulacdo de hidrocarbonetos alifaticos nas raizes de C. ensiformis foi relatado por
Ramires e Dussan (2014).

A reducdo da biomassa da parte aérea e de raiz foi menos pronunciada em Mucuna
pruriens com o incremento das doses de imazapic. Essa espécie tem sido empregada com
sucesso na fitorremediacao de metais pesados, contudo ha poucas informacdes sobre sua
tolerancia a compostos organicos. Sua resisténcia ao glifosato foi atribuida a menor
absorcdo foliar, baixa translocagdo para os tecidos meristematicos e rapida degradacéao
(Rojano-Delgado et al. 2012a).

A resisténcia metabolica envolve a presenca de enzimas como as monooxigenase
do citocromo P450, glutationa s-transferase (GST) e glicosiltransferase (Ibrahim et al.
2013; Mei et al. 2017). Kaya e Doganlar (2016) relataram aumento na atividade de GST
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em plantas de tabaco expostas ao imazapic. O aumento da atividade GST pode ser
explicado pela desintoxicagdo xenobidtica mediada por essa enzima. O citocromo P450
e as glutationas-S-transferases (GST) constituem dois dos maiores grupos de familias de
enzimas que sao responsaveis pela desintoxicacdo de moléculas exdgenas nas
plantas. Suas atividades diferem com a espécie de planta em relagdo ao metabolismo e
especificidade do substrato, que ¢ uma das razdes para a seletividade dos herbicidas
(Belford et al. 2004).

Todas as espécies absorveram e acumularam imazapic nos seus tecidos. O
imazapic pode ser absorvido pelas raizes, translocado para a parte aérea ou ainda
compartimentalizado em células da raiz. A translocacdo em cada tecido vegetal é
dependente das caracteristicas da planta, como morfologia, concentracéo de lipidios, taxa
de transpiracdo (Mitton et al. 2018b). A acumulacdo de imazapic no tecido vegetal
envolve o mecanismo de armadilha idnica (Trapp e McFarlane 1995). Em condigdes
normais ha uma diferenca de pH entre a parede celular (pH 5-6) e o citoplasma (pH 7-
7,5). Na parede celular, acidos fracos podem néo se dissociar o suficiente para difundir
com facilidade pela membrana plasmatica. Contudo, ap6s a difusdo a dissociacdo do
acido aumenta por causa do maior pH no citoplasma e o herbicida € acumulado no interior
da célula (Ellis e Shanner 1988).

As diferencas nos processos fisioldgicos, bioquimicos, incluindo as defesas
antioxidantes, podem promover absorcdo, translocacdo diferencial, degradacdo ou
conjugacao subsequente (Verkleij et al. 2009; Mitton et al. 2018b). As concentra¢des do
herbicida nas raizes e parte aérea de C. ensiformis excederam aos valores determinados
na M. pruriens e no U. brizantha. Resultados semelhantes foram relatados por Florido et
al. (2014) em que a maior concentracdo de imazaquin foi acumulada nas raizes de C.
ensiformis, embora a translocacdo tenha ocorrido em menor extensdo na parte aérea. Em
nosso estudo, M. pruriens e C. einsiformis acumularam niveis mais elevados de imazapic
na raiz do que no tecido aéreo, embora tenha sido observado diferenca entre essas
espécies. As raizes de M. pruriens e C. ensiformis acumularam residuos de imazapic 3x
superior a parte aérea, enquanto a translocagdo para os tecidos aéreo no U. brizantha foi
nessa mesma proporcao superior as demais espécies.

A resposta diferencial ao imazapic entre essas plantas, pode ser atribuida ao
metabolismo aumentado em compostos menos toxicos mediada pelo citocromo P450
responsavel por alterar padrdes de translocacéo (Dominguéz-Mendes et al. 2017). Hatami

et al. (2016) nédo verificaram diferencas na taxa de absorcéo e na translocacdo entre
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biotipos resistente e sensivel, contudo o metabolismo diferencial justificou 0 mecanismo
de resisténcia a herbicidas entre as duas populagdes. Newson et al. (1993) verificaram
maior absorc¢do de imazapic no amendoim, menor translocacgéo e rapido metabolismo em
relacdo as espécies mais sensiveis. Confirmando que a tolerancia estd relacionada a
capacidade da planta em rapidamente metabolizar o herbicida ao estado inativo. Em outro
estudo, ndo foi relatado diferenca no metabolismo de imazetapyr entre dois bi6tipos de
Phaseolus vulgaris, atribuindo a tolerancia a absorcdo e translocacdo diferencial. O
biotipo mais afetado pelo herbicida, absorveu e transloucou 1,4 e 1,3 de vezes,
respectivamente em relacéo a cultivar tolerante (Bauer et al. 1995)

Na dose de 350 g hal a menor concentracdo de imazapic foi determinada nas
raizes e na parte aérea das plantas, sugerindo a ocorréncia do metabolismo mais efetivo
nessa concentracdo regulado pela alta atividade de enzimas antioxidantes. Estudos
metabolicos com imazamox em cultivares tolerantes de trigo constataram maior
metabolismo nas doses mais elevadas do herbicida (Rojano-Delgado et al. 2015b;
Jimenéz et al. 2016).

Conforme os resultados, ndo houve diferenca entre o solo cultivado e ndo
cultivado quanto a presenca de imazapic aos 80 dias. A auséncia do herbicida no solo sem
cultivo, pode ser atribuida a sua lixiviagdo com &gua de irrigacdo para a camada mais
profunda fora do alcance de coleta. Mitton et al. (2016a) verificaram maior concentracao
do endosulfan em solo cultivado do que em solo sem cultivo, demonstrando que a
presenca de plantas pode impedir a perda do herbicida pelo processo de lixivia¢éo, porque
as raizes aumentam a estabilidade do solo e reduzem a percolacdo da &gua através da
absorcéo radicular. Contrariamente, nesse mesmo estudo a auséncia do herbicida em solo
sem plantas foi relacionada a sua percolacdo com a agua de irrigacdo. Em outro estudo,
foi relatado maior lixiviacdo mesmo na menor concentracdo de picloram em
profundidades superiores a 30 cm do solo sem cultivo, enquanto o cultivo prévio com U.
brizantha a lixiviagdo foi reduzida (Braga et al. 2016).

No solo nédo cultivado, as plantas de sorgo ndo foram afetadas em relagdo aos
demais cultivos, evidenciando que o imazapic de fato ndo estava biodisponivel na porcéo
de solo coletada para o bioensaio. Embora a lixiviagdo do herbicida seja o fator que
melhor explique esse comportamento, a contribuicdo da degragdo microbiana ndo é
descartada. Fang et al. (2001) relataram maior taxa de mineralizagdo de atrazina em solo
sem cultivo, sugerindo que fontes exdgenas de C e N liberadas por plantas poderiam ter

sido utilizadas preferencialmente por microrganismos degradadores, inibindo a
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degradacéo da atrazina nos solos plantados. Ramborger et al. (2017) relataram que a
espécie P. neochilus ndo foi efetiva na fitorremediacdo do solo contaminado com 2,4-D
em relacdo ao controle sem cultivo, atribuindo a degradacdo do herbicida a agéo
microbiana otimizada pelas caracteristicas do solo. No entanto, os resultados contrastam
com outros trabalhos em gue o solo cultivado aumentou entre 20-97% a degradacéo de
atrazina com Lolium perene,_Festuca arundinacea, Hordeum vulgare e Zea mays em
relacdo a solo sem planta aos 60 dias (Merini et al. 2009; Ibrahim et al. 2013; Sanchéz et
al. 2017); o cultivo misto de colza e alfafa mostrou reduzir em 89,84% a concentracéo de
pentaclorofenol no solo (Hechmi et al. 2014). A degradagdo de simazina foi atribuido a
maior biomassa microbiana (1460 pg g ! solo) no solo rizosférico de K. scoparia, do que
no solo ndo rizosférico (980 pg g * solo) (Singh et al. 2004). Anderson et al. (1996)
observaram que microrganismos de solo ndo cultivado demostraram capacidade de
degradar atrazine, metolachlor e trifluralin, mas ndo na mesma magnitude do solo
rizosférico.

O efeito residual do imazapic sobre o crescimento das plantas de sorgo néao diferiu
com o cultivo prévio, independentemente da espécie, enquanto a producdo de biomassa
variou em funcdo das espécies anteriormente cultivadas. Alister e Kogan (2005)
verificaram efeito de transicdo do imazapic na dose de 119,7 g ha' sobre o crescimento
e rendimento de graos em plantas de azevém e cevada aos 140 e 300 dias apds a aplicacao.
Em outro estudo, York et al. (2000) relataram que a aplicacdo de imazapic na cultura de
amendoim resultou em lesdes, atraso na maturidade e redugé@o no rendimento em plantas
de algod&o, ap6s um ano da aplicacdo. Matocha et al. (2003) relataram redu¢des na altura
do algoddo para imazapic aplicado em 140 e 210 g ha no ano anterior. No entanto,
considerando que a concentracdo de imazapic ndo diferiu entre o solo cultivado e o0 sem
plantas e este ultimo ndo afetou negativamente o crescimento de plantas bioindicadoras,
evidenciando a ocorréncia de outro fator que ocasionou a inibi¢cdo do sorgo no solo com
o cultivo prévio.

A reducdo da altura e da biomassa em plantas bioindicadoras no solo,
anteriormente cultivado, pode estar mais relacionada ao efeito alelopatico reconhecido
para essas espécies. Estudos adicionais devem ser realizados para essa confirmacéo. Parte
do herbicida e outros produtos quimicos podem ser exsudados das raizes inibindo plantas
receptoras. Varios trabalhos relatam o potencial alelopatico de M. pruriens (Fujii et al.
1991; Fujii 2003; Nishihara et al. 2005; Appiah et al. 2015; Marchiosi et al. 2016), C.
ensiformis (Caamal-Maldonado et al. 2001; Mendes e Rezende 2014) e U. brizantha
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(Senarathne et al. 2010; Kato-Noguchi et al. 2014; Kobayashi e Kato-Noguchi 2015;
Carvalho et al. 2016) na inibi¢do do crescimento de outras espécies de plantas. Contudo,
a reducdo na biomassa de plantas daninhas e aumento do rendimento de culturas
comerciais foram relatados pelo consércio com as espécies de leguminosas (Varret et al.
2017).

Os resultados mostraram a presenca de imazapic no tecido vegetal, os metaboélitos
ndo foram averiguados na analise quimica. Nesse sentido, apenas o potencial de
fitoextracdo e acumulacdo do herbicida foi abordado neste estudo. No entanto, C.
ensiformis, M. pruriens e U. brizantha apresentaram diferentes mecanismos antioxidantes
envolvidos na resposta ao imazapic (dados ndo mostrados). A existéncia de respostas
antioxidantes pode ser usada como critério de tolerancia de agrotdxicos em plantas com

0 proposito de fitorremediacao (Mitton et al. 2018b).

2.5 Concluséo

C. ensifomis e M. pruriens tem comportamentos distintos quanto a absor¢éo e
translocacdo do imazapic em relacdo a espécie U. brizantha. No solo sem cultivo prévio,
0 Sorghum bicolor apresentou maior crescimento e produgdo de massa seca e pode ser
atribuido ao efeito alelopatico reconhecido para as espécies testadas. A exposi¢do ao
herbicida teve efeito negativo no crescimento e producdo de biomassa de U. brizantha
que ndo apresentou recuperacdo das lesdes com o tempo, ndo sendo a espécie indicada
para a fitorremediacdo do imazapic em condigdes de solo semelhantes ao deste estudo. A
tolerancia de C. ensiformis mediante a maior concentracdo do herbicida acumulada em
seus tecidos pela fitoextracdo, evidencia sua capacidade de absorc¢do facilitada pela alta

producdo de biomassa, sendo esta espécie a mais promissora na remediacao do imazapic.
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As caracteristicas do solo, sobretudo, o teor de carbono orgénico foi o parametro
mais importante a influenciar a biodisponibilidade de imazapic e seus efeitos nas espécies
testadas. Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens e U. brizantha apresentaram maior
tolerancia as doses crescentes de imazapic em ambos os solos.

U. brizantha apresentou maior translocacdo para a parte aérea que refletiu em
graves sintomas fitotoxicos sobre seu crescimento e producao de massa seca, resposta que
a torna impropria para a aplicacdo na remediacao de imazapic em condicdes de solo com
baixo teor de carbono organico. A maior fitoextracdo e acumulacdo nos tecidos
radiculares de Canavalia ensiformis associadas a alta producdo de biomassa sdo
requisitos que a tornam a melhor candidata a fitorremediacdo de imazapic, seguida de
Mucuna pruriens que acumulou menos herbicida, todavia foi pouco afetada pelos

tratamentos.



