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RESUMO 
 

SANTOS, VANESSA SIVA. Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde, Rio Verde-GO, 

fevereiro de 2018. Dissertação (Programa de Pós-Graduação em Agroquímica). 

Fitorremediação assistida por micro-organismos de solo contaminado com hexazinona. 

Orientador: Dr. Adriano Jakelaitis, Coorientadora: Drª Paula Fabiane Martins.  

 

Agroquímicos, quando utilizados em demasia, podem causar riscos ao ambiente e à saúde 

humana. Com isso, torna-se necessário o desenvolvimento de novas tecnologias para 

descontaminação de ambientes, como a fitorremediação assistida por micro-organismos, que se 

mostra eficiente na recuperação de ambientes com diversos xenobióticos. Sendo assim, foram 

investigadas ferramentas para fitorremediar o solo com hexazinona, herbicida largamente usado 

na cultura da cana-de-açúcar com potenciais riscos ao ambiente. Realizou-se uma pré-seleção 

de plantas tolerantes à molécula, através de avaliações biométricas, bem como micro-

organismos tolerantes e com capacidade de solubilização de fosfato de cálcio. Cajanus cajan 

foi selecionada como a espécie mais tolerante ao herbicida e Bacillus pumillus e 

Stenotrophomonas maltophilia como as bactérias tolerantes e potenciais promotoras de 

crescimento vegetal. A espécie vegetal e inoculantes microbianos foram aplicadas como 

tratamento para remediar o solo com hexazinona. Em seguida, foram avaliadas altura, 

fitointoxicação, trocas gasosas, peroxidação lipídica dos tecidos vegetais e quantificação do 

herbicida na planta e solo por CLAE. Não foram observadas diferenças significativas para os 

tratamentos, porém, a planta não sofreu estresses fisiológicos, sendo que houve pequena 

acumulação do herbicida na parte aérea, a concentração de herbicida nas amostras de solo, foi 

menor aos 60 dias.  

 

Palavras-chave: Agroquímicos, fitorremediação, micro-organismos, solo, hexazinona.  

 

ABSTRACT 

Agrochemicals, when overused, can cause risks to the environment and human health. Thus, it 

is necessary to develop new technologies for decontamination of environments 

decontamination, such as phytoremediation through microorganisms, which is efficient in the 

recovery of environments with various xenobiotics. So, it was investigated tools for the 

phytoremediation of soil with hexazinone, an herbicide widely used in sugarcane cultivation 

with potential risks to the environment. It was carried out a pre-selection of tolerant plant to the 

molecule was carried out through biometric evaluations as well as tolerant microorganisms and 

with calcium phosphate solubilizing capacity. Cajanus cajan was selected as the most tolerant 

to herbicide and Bacillus pumillus and Stenotrophomonas maltophilia as tolerant bacterias and 

potential plant growth promoters. The plant species and microbial inoculants were applied as a 

treatment to remedy soil contaminated by hexazinone. Following height, phytotoxification, gas 

exchange and lipid peroxidation of the plant tissues and herbicide quantification in the plant 

and soil by HPLC were evaluated. No significant differences were observed for treatments, 
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however, the plant did not undergo physiological stress, and there was a small accumulation of 

the herbicide in the aerial part, and also the soil samples decreased the concentration of 

herbicide after 60 days. 

 

Key words: Agrochemicals, phytoremediation, microorganisms, soil, contamination. 

 

 

1. INTRODUÇÃO  

 

 Com o crescimento exponencial da população humana, torna-se necessário o aumento 

da produtividade e o desenvolvimento na agricultura para otimizar a produção de alimentos e 

atender a demanda. Para maior produtividade, o uso de agrotóxicos é relevante no tratamento 

prévio das sementes, durante o cultivo e após a colheita (OLIVEIRA, 2016). 

 Conforme a legislação brasileira, n° 7.802/1989, agrotóxicos são produtos e agentes de 

processos físicos, químicos ou biológicos, utilizados nos setores de produção, armazenamento 

e beneficiamento de produtos agrícolas, pastagens, proteção de florestas nativas e também 

ambientes urbanos, hídricos e industriais. (BRASIL, 2016). O uso indiscriminado de 

agrotóxicos é um dos principais motivos a contribuir com a contaminação de solos e águas 

subterrâneas no mundo, além de influenciar o desaparecimento de insetos úteis e o surgimento 

de novas pragas (OLIVEIRA, 2016).  

A agricultura consome cerca de 85% da produção mundial de agrotóxicos. Os herbicidas 

utilizados no controle de ervas daninhas são os mais aplicados na agricultura em todo o mundo. 

O Brasil, por possuir extensas áreas agricultáveis, é líder no consumo de agroquímicos (INCA, 

2015). De acordo com o IEA – Instituto de Economia Agrícola (2014), a venda de agrotóxicos 

no Brasil, em 2013, chegou a 826,7 mil toneladas, somando o valor de US$ 11,45 bilhões, que 

representa cerca de 18% a mais que no ano anterior. Herbicidas alcançaram a marca de 487.743 

mil toneladas, representando 54% do total de agroquímicos vendidos, seguidos por inseticidas 

e fungicidas com 26,1% e 11,4%, respectivamente.  

  Alguns herbicidas apresentam longo efeito residual no solo, situação importante quando 

o período de interferência de plantas daninhas na cultura é maior, e, por isso, podem exercer 

controle efetivo sem a necessidade de repetir aplicações. Porém, após o término da cultura, o 

efeito passa a ser indesejado. Diante disso, aumenta-se a necessidade de impedir ou remediar o 

efeito negativo causado pela presença de herbicidas no solo. A remediação pode ocorrer 
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química, física ou biologicamente, através de micro-organismos e plantas (PROCÓPIO et al., 

2009; DAN et al., 2011).  

 

  1.1  Hexazinona   

 

Hexazinona é um herbicida da família das triazinas, cuja fórmula química condensada 

é C12H20N4O2 (Figura 1) com nome de acordo com a IUPAC [3-ciclohexil-6-dimetilamino-1-

metil-1,3,5- triazina-2,4-(H1,3H)-diona].  

 

                               Figura 1 – Estrutura da hexazinona (FAO, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

Utilizado em várias culturas para o controle de ervas daninhas, folhas largas e 

gramíneas, na cana-de-açúcar, pode-se considerar significativa utilização (PRIVMAN; 

ZUMAN, 1998). Sua aplicação ocorre em pré e pós-emergência, sendo classificado quanto à 

toxicidade como classe III, de acordo com a ANVISA (2016).  

  Em relação às características físico-químicas da molécula, observa-se que sua 

solubilidade (Sw) em meio aquoso a 25 °C é de 33 g.L-1 para a IUPAC (2017) e 29,8 g.L-1 para 

a FAO (2017). Ambos favorecem a sua lixiviação. Com coeficiente de partição em água (Kow) 

de 1,96, ou seja, são hidrofílicos e possuem baixa sorção no solo e meia-vida de um ano na 

temperatura ambiente. A constante de dissociação (pKa) é de 1,8, sendo que, para solos 

alcalinos, apresenta alta disponibilidade na solução do solo (FAO, 2017). Foi relatado por 

Rodrigues e Almeida (2011), uma meia-vida de três a seis meses. E, de 79 dias, em campo para 

Yassur (1999).  

  O mecanismo de ação desse herbicida é a inibição da fotossíntese, através da inibição 

do fluxo de elétrons do fotossistema II (PSII), inibindo a fotossíntese (RODRIGUES, 

ALMEIDA, 2011). Sendo assim, os elétrons não são armazenados como energia química (ATP 
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e NADPH) e formam radicais livres que causam danos nos lipídeos das membranas celulares, 

chamado de peroxidação (MARCHI, et al. 2008).  

  Devido às suas características, a molécula é pouco suscetível à hidrólise e à fotólise 

(ZHU, 2002), portanto o residual pode permanecer por vários meses no ambiente 

(FERNANDEZ, 2001). Como citado por Wang (2009), o hexazinona já foi encontrado em água 

subterrânea e solos, provocando preocupações quanto à segurança para a saúde humana. A sua 

degradação se dá principalmente através do metabolismo microbiano nos solos e não é 

significativamente afetada por fotodegradação ou degradação química (WANG et al. 2006). 

 

   

 

2. Alternativas para a descontaminação de solo através de organismos vivos  

 

  2.1 Biorremediação  

 

A EPA (2017) define a biorremediação como sendo a utilização de organismos vivos 

como ferramenta para a limpeza de poluentes no solo, água ou águas residuais. Portanto, não 

apenas organismos vivos estão inseridos na estratégia de biorremediação, enzimas microbianas 

também podem ser envolvidas na degradação e transformação de diversos poluentes 

(GLAZER; NIKAIDO, 1995; DUA et al., 2002; SHARMA et al., 2018), sendo um método 

efetivo e de baixo custo (KARIGAR; RAO, 2011).   

  Essa técnica é considerada promissora pela eficiência, baixo custo e pouco impacto 

ecológico. Comparando organismos vivos que degradam poluentes orgânicos, métodos físicos 

e químicos de remoção, os micro-organismos apresentam melhores resultados (MEGHARAJ, 

2011). A utilização de micro-organismos pode neutralizar ou eliminar poluentes de ambientes 

contaminados (GUPTA et al., 2016).  

  Estudos mostram que solos contaminados com pesticidas podem ser remediados por 

inoculação com micro-organismos especificamente adaptados (MASSIHA et al., 2011). Além 

da biodegradação por bactérias, linhagens de fungos de diferentes gêneros já foram 

caracterizados como potencial degradadores de pesticidas (MAGBOOL et al., 2016).  

Diversos métodos para a remoção de poluentes no solo são estudados. Estes compreendem 

abordagens físico-químicas e biológicas. Embora tratamentos físico-químicos sejam mais 

eficazes, o processo é oneroso por causa da demanda de energia e reagentes químicos. Portanto, 
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o tratamento biológico torna-se uma tecnologia atrativa pela viabilidade em relação ao custo e 

eficácia, além das vantagens ecológicas (WU et al., 2016). Nele, pode ocorrer a degradação de 

poluentes orgânicos por organismos vivos (CRISTHI, 2013), transformando-os em compostos 

menos tóxicos, que, posteriormente, são mineralizados, ou seja, ocorre a modificação da 

molécula em água e CO2, óxidos e sais minerais (GOMEZ; SARTAJ, 2014). 

  Com isso, técnicas de biorremediação têm sido utilizadas como mecanismo de 

descontaminação de solos infectados com pesticidas (WOJCIESZYŃSKA, 2013), produtos 

derivados de petróleo (SMULEK, 2015), compostos farmacêuticos (WOJCIESZYŃSKA, 

2014), hidrocarbonetos policíclicos aromáticos (RODGERS-VIERA, 2015), corantes orgânicos 

(MOHAMED, 2016) e metais pesados (WASILKOWSKI, 2014).   

  Já foram citadas na literatura, diversas formas de biorremediação, como a 

bioestimulação, que depende da adição de nutrientes como nitrogênio e fósforo para favorecer 

o metabolismo de micro-organismos auxiliares na biodegradação de xenobióticos (MORILLO; 

VILLAVERDE, 2017), constatada como eficiente para pesticidas organoclorados (ISLAS-

GARCIA et al., 2015), DDT (ORTÍZ et al., 2013), e diuron (RUBIO-BELLIDO et al., 2015).  

A bioaumentação, que consiste no aumento da população microbiana do solo também 

foi constatada como eficiente na degradação do herbicida molinato, por consórcio bacteriano 

de Stenotrophomonas e Bacillus (LOPES et al., 2012), sendo Bacillus, responsável pela 

degradação de inseticidas (SALUNKHE et.al., 2015) clorpirifós (FARHAN, 2014) e atrazina 

(SINGH; CAMEOTRA, 2014).    

  

2.2 Bioaumentação  

  

A bioaumentação é o aumento do potencial catabólico de micro-organismos do solo 

para a degradação de poluentes, através da inoculação com linhagens individuais ou consórcio 

de bactérias e fungos, além de micro-organismos geneticamente modificados.  

Dentre as características desejáveis para um potencial de biodegradação, salienta-se 

rápido crescimento, facilidade no cultivo, tolerância a altas concentrações de poluentes, além 

de condições ambientais (MROZIK; PITROWASKA-SEGET, 2010), sendo que os micro-

organismos são isolados de ambientes contaminados, utilizando meio de cultura rico 

(SEMRARY, 2012).  
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Para Fang (2010), a habilidade na bioaumentação depende de fatores ambientais como 

temperatura, pH, teor de matéria orgânica e concentração do pesticida. Estudos que elucidam a 

degradação de pesticidas não estão ligados somente à capacidade microbiológica de 

degradação, mas também possuem correlação com o tipo de solo, como teor de argila e matéria 

orgânica, que favorecem a degradação (CYCÓN, 2017).  

  Além dos fatores abióticos, a eficiência da bioaumentação está ligada à capacidade do 

inoculante em sobreviver em meio contaminado, sendo que o número de micro-organismos 

tende a diminuir durante os primeiros dias, depois a população é estabelecida (HONG et al., 

2007). Ramadan et.al., (1990) sugerem inóculos com densidades superiores a 104 células por 

grama de solo, pois abaixo dessa concentração, apenas pequena parte das bactérias consegue 

sobreviver à competição e participar da degradação.   

  Lima et al. (2009) mostram a efetiva utilização da bioaumentação para solos 

contaminados com pesticidas derivados de triazina. Morganete et al. (2010) observaram a 

remoção de simazina em solo, com auxílio de micro-organismos.    

Existe uma diversidade microbiana nos compartimentos ambientais solo e água, com 

ampla capacidade natural de degradar e transformar poluentes. Essa capacidade é atribuída à 

diversidade do metabolismo e à capacidade para incorporação de mudanças genéticas, que 

podem favorecer e aprimorar estes processos (DAS; CHANDRAN, 2011). Os agentes 

biológicos que atuam como ferramentas na biorremediação utilizam os contaminantes como 

fonte de nutrientes ou energia (NITI et al., 2013).  

 

 2.4 Fitorremediação  

  

A fitorremediação consiste na utilização de plantas para detoxificar ambientes 

contaminados (SALT et al., 1998). Pode ser utilizada para remover contaminantes orgânicos 

do solo através de mecanismos da planta ou da interação planta e micro-organismo 

(GERHARDT et al., 2009). A habilidade da planta de estimular a microbiota associada a ela 

para promover a degradação rizosférica, bem como a tolerância que exibem ao herbicida, 

possibilita que o contaminante seja extraído e metabolizado pela própria planta 

(CUNNINGHAM et al., 1998).  

 O crescimento das plantas altera as propriedades do solo, pois há a estimulação das 

comunidades microbianas na rizosfera, devido ao crescimento das raízes, que descompactam o 
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solo e permitem a movimentação de oxigênio e água (GERHARDT et al., 2009). Esse processo 

libera, através das raízes, ácidos orgânicos capazes de alterar as propriedades químicas do solo, 

podendo auxiliar a biodisponibilidade e a degradação de contaminantes do solo 

(STEPHENSON et al., 2014). 

 As plantas possuem enzimas no seu metabolismo secundário, como enzimas 

hidrolíticas, transferases, oxidades e redutases, que possuem mecanismos capazes de 

detoxificar diversas toxinas orgânicas sintéticas, como os xenobióticos. Essas habilidades 

favorecem a fitorremediação (MADELBAUM et al., 1995), sendo que a capacidade de captura 

dessas moléculas depende das características do contaminante, das condições do 

compartimento ambiental, como pH, teor de matéria orgânica, temperatura, salinidade e 

umidade, bem como o perfil das espécies vegetais utilizadas, como robustez do sistema 

radicular, adaptação à diferentes condições, tipos de enzimas, mecanismos específicos e taxa 

fotossintética da planta (SUSARLA, 2002; TURGUT, 2005).  

Portanto, o destino dos xenobióticos no solo, como os herbicidas, estão intimamente 

relacionados à presença da vegetação, pois faz com que, geralmente, aqueles sejam removidos 

mais rapidamente, se comparado com solo sem cobertura (SINGH et al., 2004). Porém, a 

eficiência do desenvolvimento da planta também está correlacionada à atividade microbiana do 

solo, sendo que na região da rizosfera são liberados ácidos orgânicos, carboidratos e 

aminoácidos presentes nos exsudatos radiculares, estimuladores da atividade microbiológica 

(CURL; TRUELOVE, 1986). 

  A desintoxicação dos ambientes pelas plantas se dá por vários mecanismos. Por 

exemplo, fitoextração, que se ocorre pela absorção do contaminante pelas raízes e sua 

acumulação na biomassa (RAFATI, 2011); fitoestabilização, que consiste na utilização de 

plantas para estabilizar contaminantes no solo (SING, 2012); fitoestimulação e 

fitovolatilização, que absorve o poluente do solo e o converte em uma forma volátil, podendo 

ser liberado para a atmosfera (PADMAVATHIAMMA; LI, 2007); fitodegradação, em que há 

a degradação de poluentes orgânicos com o auxílio de enzimas, rizodegradação, que ocorre na 

rizosfera através de micro-organismos e enzimas que são liberadas pelas espécies vegetais e são 

capazes de degradar o contaminante (YADAV et al., 2017). A eficiência desses fatores, porém, 

está relacionada com a produção de biomassa da espécie vegetal, que deve apresentar bom 

crescimento na presença de pesticidas (PEREZ et al., 2009).  

  Madalão (2012) selecionou Helianthus annus e Canavalia ensiformis como espécies 
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eficientes na fitorremediação de solos contaminados com sulfentrazona. Stizobium aterrimum 

(mucuna-preta) e Canavalia ensiformis também foram estudadas por Procópio et al. (2007). 

Esses pesquisadores observaram a capacidade de reduzir concentrações de trifloxysulfuron 

sodium no solo, em condições controladas e no campo. Carmo et al. (2008) selecionaram 

Eleuzine coracana (capim-pé-de-galinha-gigante) e Panicum maximum como espécies 

potencialmente remediadoras de picloram. Sanchéz et al. (2017) investigaram a capacidade de 

milho, azevém e cevada na remediação de herbicida do grupo químico das triazinas e todas 

apresentaram resultados de bioacumulação. Com isso, torna-se necessário o avanço de estudos 

para desvendar potencialidades provenientes de diversas espécies vegetais, para distintos 

xenobióticos. 
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         OBJETIVOS  

 

 

 

 

Investigar o potencial da fitorremediação assistida por micro-organismos na 

descontaminação de solo com hexazinona. 

 

 

 

         Objetivos específicos 

 

1) Avaliar a tolerância de 10 espécies vegetais em diferentes níveis de hexazinona; 

2) Selecionar plantas mais tolerantes à molécula, entre as avaliadas; 

3) Selecionar micro-organismos tolerantes ao herbicida; 

4) Avaliar a degradação do herbicida no solo com a presença de plantas e micro-

organismos pré-selecionados;  

5) Definir o processo mais eficiente na degradação de hexazinona. 
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CAPÍTULO I 

 

 

Seleção de espécies vegetais tolerantes à hexazinona 

 
RESUMO 

 

 

Hexazinona é o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-de-açúcar, e apresenta 

persistência no ambiente. Para destoxificar ambientes contaminados com este herbicida, foi 

investigada a tolerância de plantas na presença da molécula, testando 10 espécies: Urochloa 

brizantha, Urochloa ruziziensis, Cajanus cajan, Crotalaria juncea, Crotalaria spectabilis, 

Canavalia ensiformis, Dolichos lablab, Mucuna pruriensis, Pennisetum glaucum, Mucuna 

aterrima em diferentes doses do herbicida: (0; 125,0; 187,5 e 375,0 g.ha-1). Através de 

avaliações biométricas aos 30 e 60 dias e massa seca aos 60 dias, C. cajan foi selecionada como 

mais tolerante, com isso, torna-se boa candidata para fitorremediar solo contaminado com 

hexazinona.  

 

Palavras-chave: Fitorremediação, tolerância, solo, hexazinona.     

  

ABSTRACT 

 

Hexazinone is the herbicide most used for sugarcane cultivation, and presents persistence in the 

environment. To detoxify environments contaminated with this herbicide, the tolerance of 

plants in the presence of the molecule was investigated, testing 10 species: Urochloa brizantha, 

Urochloa ruziziensis, Cajanus cajan, Crotalaria juncea, Crotalaria spectabilis, Canavalia 

ensiformis, Dolichos lablab, Mucuna pruriensis, Pennisetum glaucum, Mucuna aterrima at 

different doses of the herbicide: (0, 125.0, 187.5 and 375.0 g ha-1). Through biometric 

evaluations at 30 and 60 days and dry mass at 60 days, C. cajan was selected as more tolerant, 

thus becoming a good candidate for phytoremediation of soil contaminated with hexazinone. 

 

Key words: Phytoremediation, tolerance, soil, hexazinone. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

  A agricultura no Brasil é praticada em larga escala devido a extensas áreas agricultáveis, 

com quase 300 milhões de hectares ocupados com culturas anuais, além de florestas plantadas 

e pastagens. Com isso, o país se torna alto consumidor de produtos fitossanitários, cujas vendas 

correspondem a 18,5% em relação ao total mundial (SINDIVEG, 2016), sendo que os 

herbicidas representam 32,5% desse percentual (SINDIVEG, 2017).  

 Segundo estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as áreas 

plantadas de cana-de-açúcar destinada a atividades sucroalcooleiras na safra 2017/2018 deverão 

atingir 8.838,5 mil hectares no país, sendo Goiás o segundo produtor nacional. Isso se deve ao 

clima, relevo e topografia, que favorecem a produtividade nos 158,0 mil hectares plantados 

(CONAB, 2017).  

  Hexazinona, dentre as 43 moléculas presentes no mercado para a cultura da cana-de-

açúcar, é o herbicida mais utilizado para o controle de ervas daninhas (TONIETO; REGINATO, 

2014) e atua na inibição do fluxo de elétrons em PSII (fotossistema II) (Rodrigues e Almeida, 

2011). De acordo com Martins (2015), o fato dessa molécula apresentar solubilidade moderada 

em meio aquoso, torna relevante o estudo e a avaliação dos riscos que esse composto pode gerar 

ao meio ambiente. A contaminação pode ocorrer em meios variados, como água, solo e ar, o 

que resulta em um risco potencial para a humanidade.  

  A fitorremediação é uma tecnologia que utiliza plantas para detoxificar ambientes 

contaminados por contaminantes orgânicos e inorgânicos em diversos compartimentos do 

ambiente. Sendo que a planta atua na degradação, adsorção, volatilização, acumulação de 

poluentes bem como na estimulação da atividade microbiana no solo (NEWMAN; 

REYNOLDS, 2004). Essa técnica apresenta vantagens como o baixo custo, simplicidade no 

método e não gera impactos negativos secundários, sendo uma técnica promissora (IBRAHIM 

et al., 2013). Portanto, as espécies vegetais devem apresentar características como tolerância e 

capacidade de reduzir resíduos tóxicos de agrotóxicos,  além da facilidade de cultivo (SANTOS 

et al., 2007). Essas características podem ser avaliadas através de testes preliminares de 

desenvolvimento da planta, como avaliações biométricas ou avaliação do residual no solo. 

  Sandermann (1994) descreve a capacidade das plantas de se adaptarem às tensões 

induzidas por contaminantes orgânicos. Elas podem, dentro das células, estabelecer sistemas de 

desintoxicação nos quais os poluentes orgânicos são reduzidos, convertidos ou eliminados, 
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minimizando os efeitos deletérios causados pelos xenobióticos. Porém, conhecimentos acerca 

dos processos envolvidos no metabolismo dos contaminantes orgânicos pelas plantas ainda são 

limitados (FENG, 2017).  

  Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi selecionar espécies vegetais tolerantes ao 

herbicida hexazinona para fins de aplicação em fitorremediação. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

O ensaio foi conduzido em casa de vegetação, no período de março a maio de 2017. 

Cada unidade experimental corresponde a vasos de 6 dm3, preenchidos com 6 kg de Latossolo 

Vermelho Escuro de textura média (70% de areia, 4% de silte, 26% de argila), com as seguintes 

características químicas: pH 5,3; matéria orgânica e carbono orgânico: 13 e 7,5g dm-3; P e K: 

0,98 e 15mg dm-3; K+, Ca+2, Mg+2, Al+3, H + Al e CTC, foram de, respectivamente: 0,04; 1,18; 

0,45; 0,02; 1,67; 3,34 cmolc dm-3.   

  As espécies vegetais foram escolhidas a partir de dados levantados na literatura, com 

base na tolerância das plantas apresentada para o grupo químico do herbicida.   

  Foi utilizado o delineamento experimental em blocos ao acaso com cinco repetições. Os 

tratamentos foram arranjados em esquema fatorial (10x4), sendo o primeiro fator representado 

pelas espécies Urochloa brizantha, Urochloa ruziziensis, Cajanus cajan, Crotalaria juncea, 

Crotalaria spectabilis, Canavalia ensiformis, Dolichos lablab, Mucuna pruriensis, Pennisetum 

glaucum, Mucuna aterrima, e o segundo fator pelas doses do herbicida (0; 125,0; 187,5 e 375,0 

g ha-1), sendo respectivamente: 0, 1/3 da dose comercial, ½ da dose comercial e dose comercial, 

para solo de textura pesada.   

  O herbicida foi aplicado nos vasos com o auxílio de pulverizador costal com pressão à 

CO2 constante de 2 bar, volume de calda de 260 L ha-1 equipado com barra de 2,0 m, bico tipo 

leque AXI 110 02. As aplicações foram realizadas no período matutino com temperatura de 

27°C; velocidade do vento de 1m s-1, e umidade relativa do ar a 72,3%.    

  Transcorridas 48 horas da aplicação do herbicida, realizou-se a semeadura das espécies 

vegetais. Após a germinação, foi realizado um desbaste, deixando três plantas por unidade 

experimental. A umidade dos vasos foi mantida com irrigação manual uma ou duas vezes por 

dia ou de acordo com a necessidade. Foram realizadas três adubações com 20 g L-1  Forth Jardim 
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da marca Tecnutri do Brasil, contendo N: 13; P2O5: 5; K2O: 13; B: 0,04; Ca: 1; Cu: 0,05; S: 5; 

Fe: 0,2; Mg: 1; Mn: 0,08; Mo: 0,005 e Zn: 0,15%, aplicando 50mL em cada vaso, em intervalos 

quinzenais.   

  Conduziram-se as avaliações de altura (cm), aos 30 e 60 DAE – dias após a emergência, 

com o auxílio de régua graduada, tomando-se como base o meristema apical para dicotiledôneas 

e a borda da folha superior para as demais espécies. Simultaneamente, avaliou-se a 

fitointoxicação (%) aos 30 e 60 dias, atribuindo notas variando de 0 a 100% de acordo com os 

sintomas apresentados pelas plantas, sendo 0 representando a ausência de sintomas e 100 a 

morte da planta. Aos 60 dias, parte aérea e raízes foram separadas para avaliação da produção 

de biomassa seca. As amostras foram acondicionadas em estufa a 65 °C por 72 horas e 

posteriormente pesadas em balança analítica.  

  As médias referentes à altura de plantas e as massas secas da parte aérea obtidas pela 

testemunha de cada espécie (dose zero) foram transformadas, atribuindo-se índice igual a 1. Os 

resultados foram submetidos à análise de variância e, quando significativos, as médias entre 

espécies foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05) e as médias entre doses foram 

submetidas à análise de regressão com auxílio do programa Sigmaplot (SISTAT SOFTWARE, 

versão 12.0).  

Para fitointoxicação, os dados foram ajustados à equação do tipo sigmoide de três 

parâmetros. Para as avaliações de altura e biomassa, a maioria dos tratamentos também foram 

explicadas por esta equação:  

   Equação sigmoidal:  

𝑦 =
𝑎

(1 + exp (−
𝑥 − 𝑥0

𝑏
))

 

 Em que: y = variável resposta; x = dose do herbicida; e a = diferença entre os pontos 

máximo e mínimo da curva, x0 é a dose que expressa 50% de resposta da variável e b a 

declividade da curva.  

 

3. RESULTADOS 

 

  As avaliações de altura e fitointoxicação foram realizadas aos 30 e 60 dias após a 

emergência da maioria das espécies. As médias observadas para altura e fitointoxicação, além 

dos modelos sigmoidais ajustados em função das subdoses, são apresentadas nas tabelas 
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subsequentes. 

 

3.1 Fitointoxicação aos 30 DAE   

 

 Aos 30 DAE, observou-se interação entre os fatores espécie e dose. Para a dose 125,0 g 

ha-1, as espécies que apresentaram maior sensibilidade foram C. juncea e D. lablab, com 100 

e 98% de fitointoxicação, respectivamente. As espécies que apresentaram sintomas de 

fitointoxicação intermediários foram: U. brizanta, P. glaucum, M. pruriesis e M. aterrima. 

Uma maior tolerância foi observada para as espécies C. cajan (34,17%), U. ruziziensis 

(30,83%), C. ensiformis (15,83%), e C. spectabilis (15,00%). Na dose 187,5 g ha-1, observou-

se maior tolerância apenas para C. cajan (47,5%), e para C. juncea, D. lablab e M. aterrima 

constatou-se morte da planta. Na maior dose, 375,0 g ha-1, nenhuma espécie apresentou 

tolerância ao herbicida (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Fitointoxicação, promovidas por doses de hexazinona, nas espécies testadas avaliada aos 30 dias após a emergência (DAE)  

 1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 

Espécies 
Doses de hexazinona (g ha-1) 

Equação da regressão  R² 
0 125,0 187,5 375,0 

Urochloa brizantha 0,00 a1/ 59,17 b 88,33 a 100,00 a Y= 98,8553/(1+exp (-(x – 113,5094) / 31,7230)) 0,99 

Urochloa ruziziensis 0,00 a 30,83 c 93,33 a 100,00 a Y= 99,9997/(1+exp (-(x – 139,6486) / 18,1310)) 1,00 

Cajanus cajan 0,00 a 34,17 c 47,50 b 100,00 a Y=107,2950 /(1+exp (-(x – 195,5354) / 69,9310)) 0,98 

Crotalaria juncea 0,00 a 100,00 a 100,00 a 100,00 a Y= 100 (1 – exp (-0,1757x)) 1,00 

Crotalaria spectabilis 0,00 a 15,00 c 78,33 a 98,00 a Y= 98,0022/(1+exp (-(x – 159,5732) / 20,2083)) 1,00 

Canavalia ensiformis 0,00 a 15,83 c 98,00 a 100,00 a Y=100,0000 /(1+exp (-(x – 143,7717) / 11,2360)) 1,00 

Dolichos lablab 0,00 a 98,00 a 100,00 a 100,00 a Y=100,1341(1 – exp (- 0,0309x)) 1,00 

Pennisetum glaucum 0,00 a 64,17 b 90,00 a 100,00 a Y= 98,4276/(1+exp (-(x – 107,5034) / 29,6756)) 0,99 

Mucuna pruriensis 0,00 a 69,67 b 81,67 a 100,00 a Y=94,6941 /(1+exp (-(x – 96,9079) / 32,3119)) 0,97 

Mucuna aterrima 0,00 a 58,33b 100,00 a 100,00 a Y=100,0000/ (1+exp(-(x-124,0364)/2,8637)) 1,00 

F (A) 3,71**   

F (B) 329,35**   

F (A x B) 2,62*   

CV (%) 19,9   
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 Para cada espécie, a partir da análise de regressão para as doses, com base na equação 

sigmoidal, observa-se altos valores para o coeficiente 𝑎. Sendo assim, houve alta diferença entre 

o ponto máximo e mínimo de porcentagem de fitointoxicação, provocada pela aplicação de 

subdoses nos tratamentos, ou seja, apresentou baixos valores para doses menores e valores mais 

altos para doses subsequentes. As espécies com maiores valores para a variável 𝑥0    

apresentam-se mais tolerantes em relação ao aumento da dose, sendo que o maior valor 

encontrado foi para C. cajan com  𝑥0 = 195,5354 g ha-1 é a dose que expressa 50% de 

fitointoxicação. M. pruriensis apresentou baixa tolerância nas crescentes doses, com 𝑥0 = 

96,9079 g ha-1. Valores expressos para a variável 𝑏, que demonstram a declividade da curva, 

foram baixos para U. ruziziensis, M. aterrima, C. ensiformis e P. glaucum, sugerem o baixo 

desenvolvimento da planta e rápidos sintomas de fitointoxicação. Para uma curva mais 

pronunciada como C. cajan, que apresentou maior declividade, denota maior tolerância com o 

aumento da dose aplicada. As espécies C. juncea e D. lablab foram explicadas através de um 

modelo exponencial expressando elevado aumento de fitointoxicação mesmo em baixas 

concentrações de herbicida aplicado. Para todas as espécies, os coeficientes de regressão (R2) 

observados variaram de 0,97 a 1.  

 

3.2 Fitointoxicação 60 DAE  

   

Observou-se que aos 60 dias (Tabela 2) houve interação entre os fatores espécies e doses 

e, para a dose 125,0 g ha-1, as espécies que apresentaram maior sensibilidade foram C. juncea, 

D. lablab, M. pruriensis e M. aterrima. As demais espécies apresentaram maior tolerância, 

sendo o menor valor observado, para C. cajan, com 6,67%. Na dose 187,5 g ha-1, apenas C. 

cajan apresentou baixo índice de fitointoxicação. Para a dose subsequente, todas as espécies 

apresentaram altos valores de fitointoxicação, indicando baixa tolerância. 
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Tabela 2 – Fitointoxicação, promovidas por doses de hexazinona, nas espécies testadas avaliada aos 60 dias após a emergência (DAE) 

1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade. 

Espécies 
Doses de hexazinona (g ha-1) 

Equação da regressão  R² 
0 125,0 187,5 375,0 

Urochloa brizantha 0,00 a1/ 9,17 b 85,00 a 100,00 a Y= 100,0001 / (1+exp(- (x – 160,5857) / 15,5162)) 1,00 

Urochloa ruziziensis 0,00 a 33,33 b 100,00 a 100,00 a  Y= 100,0000 /(1+exp(- (x – 126,8958 ) / 2,7350)) 1,00 

Cajanus cajan 0,00 a 6,67 b 17,50 b 100,00 a Y= 120,8121 / (1+exp(- (x – 286,8910) / 56,1361)) 0,99 

Crotalaria juncea 0,00 a 97,50 a 100,00 a 100,00 a Y= 100,0000 /(1+exp(- (x – 112,4877) / 3,4153)) 1,00 

Crotalaria spectabilis 0,00 a 15,83 b 70,00 a  97,50 a Y= 97,5154 /(1+exp(- (x – 164,8330) / 24,2746)) 1,00 

Canavalia ensiformis 0,00 a 14,17 b 100,00 a 100,00 a Y= 100,0000 /(1+exp(- (x – 129,7311) / 2,6262)) 1,00 

Dolichos lablab 0,00 a 94,17 a 100,00 a 100,00 a Y= 100,0000 / (1+exp(- (x – 116,0608) / 3,2138)) 1,00 

Pennisetum glaucum 0,00 a 41,67 b 73,33 a 85,00 a Y= 84,7286 /(1+exp(- (x – 126,5601) / 31,8329 )) 0,99 

Mucuna pruriensis 0,00 a  59,17 a 93,33 a 100,00 a Y= 99,6320 /(1+exp(- (x – 115,3185) / 25,9534)) 0,99 

Mucuna aterrima 0,00 a 80,00 a 100,00 a 100,00 a Y= 100,0000 /(1+exp(- (x – 120,8035) / 3,0272)) 1,00 

F (A) 5,67**   

F (B) 215,07**   

F (A x B) 3,07**   

CV (%) 24,40   
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 Os resultados referentes as doses dentro de cada espécie se ajustaram ao modelo 

sigmoidal com altos valores para o coeficiente 𝑎   (Tabela 2), sendo apresentada maior 

tolerância em doses baixas. Em relação ao coeficiente 𝑥0, o maior valor observado foi para a 

espécie C. cajan, sugerindo maior tolerância em função do aumento da dose.   

 

 3.3 Altura aos 30 DAE 

   

Para altura das plantas avaliadas aos 30 dias (Tabela 3) observou-se interação entre os 

fatores testados e maior índice foi verificado para os tratamentos sem aplicação do herbicida, 

sugerindo atraso no crescimento das plantas nas demais doses aplicadas. Tal fato também pode 

ser constatado, observando os sintomas de fitointoxicação. Na dose de 125 g ha-1 de hexazinona, 

as espécies que apresentaram maior índice de altura foram: U. brizantha, U. ruziziensis, C. 

cajan, C. spectabilis e C. ensiformis, porém houve diminuição do crescimento comparado com 

a testemunha de 33%, 43%, 17%, 27% e 23% respectivamente. Um crescimento menor 

pronunciado foi observado para P. glaucum, M. pruriensis e M. aterrima. Não se observou 

crescimento para C. juncea e D. lablab, indicando menor tolerância. Para as doses de 187g ha-

1 de herbicida aplicado, apenas C. cajan apresentou crescimento de 54% em relação ao controle, 

sendo que as demais espécies apresentaram alta sensibilidade e não se desenvolveram. Para a 

dose maior, já constatado pelos sintomas de fitonitoxicação, todas as espécies foram sensíveis 

e não apresentaram crescimento.  
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Tabela 3 – Altura das espécies testadas avaliada aos 30 dias após a emergência (DAE) em função das doses do herbicida hexazinona. 

1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.  

Espécies 
Doses de hexazinona (g ha-1) 

Equação da regressão  R² 
0 125,0 187,5 375,0 

Urochloa brizantha 1,00 a1/ 0,67 a 0,06 b 0,00 a Y= 1,0003/ (1+exp (- (x- 137,6695) / -17,8004)) 1,0 

Urochloa ruziziensis 1,00 a 0,57 a 0,00 b 0,00 a Y= 0,8583 – 0,0027x 0,75 

Cajanus cajan 1,00 a 0,83 a 0,54 a 0,00 a Y= 1,0088 / (1+exp (- (x- 193,2287) / -426272)) 0,99 

Crotalaria juncea 1,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 a Y= 0,9733 – 0,0090x + (1,7067.10-5)x2 0,96 

Crotalaria spectabilis 1,00 a 0,73 a 0,14 b 0,05 a Y = 1,0016 / (1+exp (- (x – 146,9942) / -22,2882)) 0,99 

Canavalia ensiformis 1,00 a 0,77 a 0,00 b 0,00 a Y= 1,0654 – 0,0056x + (7,231. 10-6)x2 0,80 

Dolichos lablab 1,00 a 0,06 c 0,00 b 0,00 a Y=1,0240exp (-0,0237x) 0,99 

Pennisetum glaucum 1,00 a 0,23 b 0,10 b 0,00 a Y = 1,0126exp (-0,0121x) 0,99 

Mucuna pruriensis 1,00 a 0,33 b 0,09 b 0,00 a  Y= 1,1061 / (1+exp (- (x – 91,1976) / - 40,2044)) 1,00 

Mucuna aterrima 1,00 a 0,25 b 0,00 b 0,00 a Y =1,0171 exp (- 0,0132x)) 0,98 

F (A) 4,81**   

F (B) 198,69**   

F (A x B) 2,78**   

CV (%) 9,89   
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As respostas em relação às doses para U. brizantha, C. cajan, C. spectabilis e M. pruriens foram 

explicadas pelo modelo sigmoidal, os quais apresentaram  𝑥0, a dose que expressa 50% da 

resposta, de 137, 193, 146 e 91 g ha-1, sendo a C. cajan que apresentou maior tolerância entre 

estas espécies em relação a testemunha (Tabela 3). Foi observado também maior crescimento 

para C. cajan, que também apresentou valor mais alto para b, com declividade da curva maior. 

Crescimento menos pronunciado foi observado para M. pruriensis. Todos os valores de 𝑎 foram 

altos, pois, na dose de 375 g ha-1 não houve crescimento, fazendo a curva decair para zero  para 

todas as espécies. O comportamento de U. ruziziensis na presença das subdoses foi explicada 

por uma equação linear (y = a + bx), em que o crescimento decaiu linearmente com o aumento 

da dose na proporção de 0,27% para cada aumento nas doses do herbicida (Tabela 3). O 

crescimento de D. lablab, M. aterrima e P. glaucum foram explicados pela equação 𝑦 =

 𝛼 exp(−𝑏𝑥), sendo que a altura aos 30 DAE diminui exponencialmente com o aumento da 

dose do herbicida, com maior declividade da curva para D. lablab   

 

 3.4 Altura aos 60 DAE  

 

 Na avaliação de altura, aos 60 DAE nota-se que houve interação entre os fatores testados 

(Tabela 4) e para a dose de 125 g ha-1 nota-se que crescimento mais pronunciado ocorreu para 

C. cajan, U. brizantha, C. spectabilis e C. ensiformis, indicando maior tolerância ao herbicida. 

Menor crescimento foi constatado para U. ruziziensis, P. glaucum e M. pruriensis, sendo que 

para C. juncea, D. lablab e M. aterrima não se observou crescimento, indicando menor 

tolerância. C. cajan foi a única espécie que apresentou maior crescimento (52% em relação ao 

controle) para a dose de 187,5 g ha-1. Já constatado na avaliação anterior, para 375,0 g ha-1, 

todas as espécies apresentaram alta sensibilidade, sendo controladas.
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 Tabela 4 - Altura das espécies testadas avaliada aos 60 dias após a emergência (DAE) em função das doses do herbicida hexazinona. 

1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.  

 

 

Espécies 
Doses de hexazinona (g ha-1) 

Equação da regressão  R² 
0 125,0 187,5 375,0 

Urochloa brizantha 1,00 a1/ 0,76 a 0,06 b 0,00 a Y= 1,0002/ (1+exp(- (x – 143,0060) / -15,8927)) 1,00 

Urochloa ruziziensis 1,00 a 0,38 b 0,00 b 0,00 a Y= 1,0212 exp (- 0,0107x) 0,95 

Cajanus cajan 1,00 a 0,91 a 0,52 a 0,00 a Y= 1,0012/ (1+exp(- (x – 189,4806) / -28,0659)) 1,00 

Crotalaria juncea 1,00 a 0,00 c 0,00 b 0,00 a Y=0,9733 – 0,0090x + (1,7067.10-5)x2 0,96 

Crotalaria spectabilis 1,00 a 0,65 a 0,20 b 0,03 a Y=1,0108 / (1+exp (- (x-143,6830) / -31,3431)) 0,99 

Canavalia ensiformis 1,00 a 0,56 a 0,00 b 0,00 a Y= 1,0409 – 0,0065x + (9,8462.10-6)x2 0,91 

Dolichos lablab 1,00 a 0,05 c 0,00 b 0,00 a Y= 1,0246 exp (-0,0244x) 0,99 

Pennisetum glaucum 1,00 a 0,26 b 0,09 b 0,00 a Y=1,0132 exp (-0,0116x) 0,99 

Mucuna pruriensis 1,00 a 0,30 b 0,07 b 0,00 a Y=1,0152 exp (-0,0110x) 0,99 

Mucuna aterrima 1,00 a 0,16 c 0,00 b 0,00 a Y=1,0175 exp (-0,0161x) 0,99 

F (A) 5,39**   

F (B) 201,78**   

F (A x B) 2,68**   

CV (%) 9,82   
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 Semelhantemente ao que foi observado para a altura de plantas aos 30DAE o modelo 

sigmoidal se ajustou para explicar o comportamento de U. ruziziensis, C. cajan e C. spetabilis 

aos 60 DAE e os valores de xo foram, respectivamente de 143, 189 e 143 g ha-1, demonstrando 

que C. cajan que apresentou maior crescimento em relação as demais. U. brizantha, D. lablab, 

P. glaucum, M. pruriesis, e M. aterrima foram explicadas pela equação exponencial, cujo efeito 

das doses foram mais evidenciados para Dolichos lablab (Tabela 4).  

 

 3.5 Produção de biomassa da parte aérea 

 

 Para MSPA – Massa seca da parte aérea, verificou-se interação entre os fatores (espécie 

e dose), sendo que, para dose 125 g ha-1 observou-se maior produção de biomassa da parte aérea 

para as seguintes espécies: C. ensiformis, C. cajan, U. ruziziensis, C. spectabilis e U. brizantha. 

Para as demais espécies: C. juncea, D. lablab, P. glaucum, M. pruriensis, M. aterrima houve 

menor produção de biomassa, indicando alta sensibilidade.  

Na dose de 187,5 g ha-1, apenas C. cajan apresentou maior produção de biomassa, com 

57% em relação ao controle, indicando pouca tolerância das demais espécies. De acordo com 

as avaliações precedentes e na avaliação de produção de biomassa para a dose de 375,0 g ha-1, 

todas as espécies apresentaram alta sensibilidade e produção de massa inexpressiva.   
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Tabela 5 - Produção de biomassa da parte aérea das espécies testadas avaliada aos 60 dias após a emergência (DAE) em função das doses do herbicida 

hexazinona. 

1/ Médias seguidas pelas mesmas letras minúsculas nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade

Espécies 
Doses de hexazinona (g ha-1) 

Equação da regressão  R² 
0 125,0 187,5 375,0 

Urochloa brizantha 1,00 a 0,47 a 0,02 b 0,00 a Y= 1,0005 / (1+exp (- (x-123,1394) / -16,1189)) 1,00 

Urochloa ruziziensis 1,00 a 0,62 a 0,00 b 0,00 a Y= 1,0317 exp ((-0,0079) x) 0,84 

Cajanus cajan 1,00 a 0,80 a 0,57 a 0,03 a Y=1,0223/ (1+exp (- (x – 198,5644) / -54,6506)) 0,99 

Crotalaria juncea 1,00 a 0,03 b 0,02 b 0,01 a Y=1,0000exp (-0,0277x) 0,99 

Crotalaria spectabilis 1,00 a 0,53 a 0,18 b 0,00 a Y=1,0415 / (1+exp (- (x-126,3066) / -39,9191)) 1,00 

Canavalia ensiformis 1,00 a 0,87 a 0,15 b 0,15 a Y= 0,9211 / (1+exp (- (x -164,4164) / -14,0813)) 0,95 

Dolichos lablab 1,00 a 0,06 b 0,03 b 0,01 a Y= 1,0002 exp (-0,0216x) 0,99 

Pennisetum glaucum 1,00 a 0,29 b 0,13 b 0,00 a Y= 1,0018 exp (-0,0103x) 0,99 

Mucuna pruriensis 1,00 a 0,28 b 0,08 b 0,06 a Y= 1,0015 exp (-0,0110x) 0,99 

Mucuna aterrima 1,00 a 0,33 b 0,07 b 0,04 a Y= 1,0498 / (1+exp (- (x-99,2643) / -32,9997)) 0,99 

F (A) 3,72**   

F (B) 136,40**   

F (A x B) 1,79*   

CV (%) 11,21   



39 
 

 Em função das doses foi ajustado o modelo sigmoidal, para U. brizantha, C. cajan, C. 

spectabilis, C. ensiformis e M. aterrima e foram observados valores altos para o coeficiente 𝑎, 

que demonstra alta diferença entre o ponto máximo e mínimo de índice de biomassa pelo 

aumento das subdoses aplicadas, que resulta em maior produção de biomassa nas menores doses 

e menor produção de biomassa nas doses mais altas.  

Ao analisar o coeficiente 𝑥0, nota-se que a espécie que apresentou maior produção de 

biomassa foi C. cajan, sendo de 198g ha-1, seguido de C. ensiformis (164 g ha-1), C. spectabilis 

(126 g ha-1), U. brizantha (123 g ha-1) e M. aterrima (99 g ha-1). As demais espécies 

apresentaram baixa tolerância com o aumento das doses.  

Para as espécies U. ruziziensis, C. juncea, D. lablab, P. glaucum e M. pruriensis, a 

produção de biomassa dentro das doses foram explicadas pela equação, sendo a espécie menos 

tolerante a D. lablab.  

 3.6 Produção de biomassa da raiz  

 

 Para esta variável não foi observado interação entre os fatores testados, apenas efeito 

isolado entre doses (Figuras 1 e 2). Entre as espécies não foi observado diferenças significativas 

de produção de biomassa da raiz (Figura 1). Ao observar os índices de massa seca de raiz em 

relação às doses (Figura 2), nota-se diminuição da produção de biomassa à medida que a dose 

é aumentada, atingindo 50% da variável resposta na dose de 123,13 g ha-1. Na maior dose, 

nenhuma produção de biomassa foi observada.  
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Figura 1: Índice de massa seca de raiz (MSR) das espécies testadas avaliadas aos 60 dias após 

a emergência (DAE). Histogramas seguidos das mesmas letras são estatisticamente 

iguais pelo teste de Kcott Knott a 5% de probabilidade. (MUCAT – M. aterrima; 

MUCPR – M. pruriesis; PENGL – P. glaucum; DOLLA – D. lablab; CANEN – C. 

ensiformis; CROSP – C. spectabilis; CROJU – C. juncea; CAJCA – C. cajan; URORU 

– U. ruziziensis e UROBR – U. brizantha). 

     

 

 

 

 

   

 

 

 

 

Figura 2: Índice de massa seca de raiz (MSR) avaliadas aos 60 dias após a emergência (DAE) 

em função das doses testadas. 
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4. DISCUSSÃO  

 

  A espécie Cajanus cajan foi a única a apresentar maior tolerância nas doses estudadas, 

no entanto, aos 30 DAE houve diminuição no crescimento para a dose 125 g ha-1 e 187,5 g ha-

1 de 17 e 46%; e aos 60 DAE diminuição de 9 e 48%, respectivamente, demonstrando aumento 

na tolerância em período maior, que pode ser confirmado com os sintomas de fitotoxicidade 

aos 30 DAE de 34,17 e 47,50% e aos 60 DAE 6,67 e 17,50%, verificando potencial de 

recuperação contra a ação do herbicida hexazinona. Tal condição pode ser atribuída à adaptação 

contra o estresse abiótico, ou a diminuição da molécula no solo por condições naturais, como 

lixiviação ou biodegradação.   

  Kumar et al. (2015) mostram que C. cajan apresentou alta habilidade em acumular os 

metais cromo e níquel, além dos altos fatores de bioconcentração e translocação, que tornam 

uma planta com habilidade na remoção de metais e com potencial fitotecnológico. Jerez e 

Romero (2016) também descrevem a capacidade da espécie na remoção de cromo, chegando a 

49%. Yadu et al (2017) mostraram a aptidão da espécie em tolerar o flúor, quando combinada 

com glicina betaína, um composto de amônio com capacidade de eliminar as espécies reativas 

de oxigênio (ROS) em plantas sob estresse e melhorar o rendimento. A sensibilidade ao 

herbicida imazaquim foi observada por Florido et al. (2014). Entretanto, não há investigações 

sobre o estresse causado em C. cajan por hexazinona e seu potencial de tolerância ou 

biodegradabilidade. 

 Aos 60 dias, U. brizantha apresentou para a primeira dose decréscimo no crescimento 

de 24% comparada à testemunha, a biomassa diminuiu 53% na primeira dose aplicada, 

observando fitointoxicação de 9,17%, esses dados sugerem que o herbicida causou uma 

inibição de crescimento. Para as demais doses, não apresentou crescimento significativo. Braga 

et al. (2016) constataram a potencialidade da espécie em fitodegradar e fitoestimular picloram 

em camadas superficiais do solo com pH 4,5 pela capacidade de acumulação em seus vacúolos. 

  C. spectabilis e C. ensiformis também se apresentaram mais tolerantes em relação às 

demais espécies, com diminuição de crescimento aos 60 dias de 35 e 44%, respectivamente, 

comparadas com a testemunha para a dose 125 g ha1. Em condições controladas, Madalão et al. 

(2017) identificou C. ensiformis como tolerante à sulfentrazona. Conforme apresentado por 

Monquero et al. (2013), C. ensiformis e C. cajan apresentaram tolerância ao herbicida 

diclosulam, que pertence ao grupo químico sulfonanilidas, sendo que, em testes posteriores, C. 
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cajan apresentou melhores resultados nas maiores doses aplicadas, tendo maior índice de 

produção de biomassa, menor índice de fitointoxicação. Além dessas espécies, M. aterrima 

apresentou baixo acúmulo de biomassa e sensibilidade à molécula.   

  Foi relatado por Florido et al. (2014) tolerância das espécies C. ensiformis, M. aterrima 

e C. cajan ao herbicida imazaquim nas doses mais altas avaliadas, sendo que C. ensiformes 

apresentou maior acúmulo nas raízes.   

  As espécies mais sensíveis ao hexazinona (125,0 g ha-1) foram U. ruziziensis, M. 

pruriesis e P. glaucumi, com índice de altura menor que a testemunha de 62%, 70% e 74%; 

seguidas de C. juncea, D. lablab e M. aterrima, nas quais observou-se morte da planta. Isso 

pôde ser confirmado após avaliação de produção de biomassa, sendo que os menores índices 

foram observados para C. juncea, D. lablab. Sendo assim, na planta que apresenta baixa 

tolerância, o crescimento é prejudicado, pois a fitointoxicação causada pelos poluentes 

orgânicos inibe a capacidade vegetal de absorção de água e nutrientes (KHAM et al., 2013).   

 Na dose 187,5 g ha-1 observou-se tolerância apenas para C. cajan, sendo que as demais 

espécies apresentaram baixo crescimento e altos índices de fitointoxicação. Para a maior dose 

(375,0 g ha-1), constatou-se a morte para todas as espécies.  

 

5. CONCLUSÕES  
 

 Até a dose de 187,5 g ha-1 de hexazinona no solo a espécie C. cajan foi a mais tolerante, 

sendo com isso considerada uma espécie potencial a ser empregada em pesquisas com 

remediação de solos contaminados com hexazinona.  
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CAPÍTULO II  
 

Seleção de micro-organismos e preparo de inoculantes com potencial de 

aplicação na remediação de solos contaminados com hexazinona 

 

 

RESUMO 

O uso excessivo de agroquímicos resulta em impactos ambientais, com isso, torna-se necessário 

o desenvolvimento de tecnologias sustentáveis para a diminuição de contaminantes no solo.  O 

hexazinona é o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-de-açúcar, e apresenta 

persistência no ambiente. E sua principal via de degradação no solo é através de micro-

organismos. Com isso, selecionou-se 6 micro-organismos que apresentaram crescimento na 

presença do herbicida: SCR1 – M. arborescens; SCR2 – B. pumillus; SCM3 – S. maltophilia; 

SCM4 – B. cereus; SCM5A – M. arborescens; SCM5B – B. safensis. Foi realizado um teste 

para avaliar a habilidade de cada linhagem na solubilização de fosfatos. E para o teste de 

solubilização de Ca3(PO4)2, as linhagens que apresentaram melhores resultados foram B. 

pumillus e S. maltophilia. Posteriormente os inoculantes foram preparados e a concentração 

após plaqueamento de 2,71x109 UFC.mL-1 para B. pumillus, 1,02x109 UFC.mL-1 para S. 

maltophilia e consórcio com as duas linhagens 1,14x1010 UFC.mL-1. Sendo estes, valores 

satisfatórios para utilização como inoculantes.  

 

Palavras-chave: B. pumillus, S. matophilia, inoculante, biorremediação, hexazinona.   

 

ABSTRACT 

The excessive use of agrochemicals results in environmental impacts, which makes necessary 

to develop sustainable technologies for the reduction of contaminants in the soil. The 

hexazinone is the herbicide most used for the sugarcane crop, and presents persistence in the 

environment. And its main route of degradation in the soil is through microorganisms. Thus, 
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six microorganisms were selected which presented growth in the presence of the herbicide: 

SCR1 - M. arborescens; SCR2 - B. pumillus; SCM3 - S. maltophilia; SCM4 - B. cereus; 

SCM5A - M. arborescens; SCM5B - B. safensis. A test was performed to evaluate the ability 

of each lineage in phosphate solubilization. And for the Ca3(PO4) 2 solubilization test, the 

strains that showed the best results were B. pumillus and S. maltophilia. Subsequently the 

inoculants were prepared and the concentration after plating 2.71x109 CFU.mL-1 for B. 

pumillus, 1.02x109 UFC.mL-1 for S. maltophilia and consortium with the two strains 1.14x1010  

UFC.mL- 1. These being satisfactory values for use as inoculants. 

 

Key words: B. pumillus, S. matophilia, inoculant, bioremediation, hexazinone. 

 

1. INTRODUÇÃO 
 

 Os solos agrícolas possuem uma diversidade microbiana que pode exibir propriedades 

de degradação por permanecerem em condições de estresse. Por isso, torna-se viável o 

isolamento de micro-organismos nessas condições para utilizar como inoculantes e aumentar a 

degradação de contaminantes (VILLAVERDE et al., 2018).   

  A bioaumentação no solo, introdução de cepas e consórcio microbiano com capacidades 

catalíticas desejadas permitem o aumento da capacidade de degradação de xenobióticos 

(PIOTROWSKA et al., 2010). Sendo que a fitorremediação associadas a micro-organismos 

compreende uma tecnologia promissora para a descontaminação de ambientes (SALT et al., 

1998). As bactérias podem interagir no ambiente contaminado de diversas formas, seja na 

promoção de crescimento vegetal, que favorece a planta em condições de estresse, na 

degradação de compostos tóxicos e disponibilidade de nutrientes. 

  Hexazinona é um herbicida utilizado para a cultura da cana-de-açúcar (TONIETO E 

REGINATO, 2014), pertencente ao grupo químico das triazinas, é utilizado para o controle de 

ervas daninhas. De acordo com Martins (2015), o fato desta molécula apresentar solubilidade 

moderada em meio aquoso, torna-se relevante o estudo e avaliação dos riscos que esse 

composto pode gerar ao meio ambiente. A contaminação pode ocorrer em meios variados, como 

água, solo e ar, que resulta em um risco potencial. Sua principal via de degradação no solo, é 

atribuída a micro-organismos. Porém, a taxa de degradação é lenta e a atividade residual pode 

se prolongar por vários meses. Para Wang et al. (2012), a degradação da molécula está associada 

ao teor de carbono orgânico e da atividade microbiana no solo.   

  Com isso, o objetivo deste trabalho, foi selecionar micro-organismos tolerantes à 
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hexazinona que apresente capacidade de solubilização de fosfato bem como o preparo de   

inoculantes para aplicação associado a planta na remediação de solo contaminado com 

hexazinona.   

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Isolamento microbiano de solo contaminado com hexazinona 

   

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Microbiologia Aplicada do IF 

Goiano Campus Rio Verde. As amostras de solo foram coletadas de local com histórico de 

aplicação recente do herbicida hexazinona, na profundidade de 10 centímetros em 20 pontos 

diferentes, e foram homogeneizadas para obtenção de uma amostra composta. Os 

microrganismos foram isolados a partir de diluição seriada e o espalhamento em placa, a partir 

de 1g do solo diluídos em 9 ml de solução salina (0,85%). Foram utilizadas três repetições e 

realizada diluição seriada até 109. 

Para plaqueamento, 0,1ml de cada amostra foi espalhado em placas de petri, com auxílio 

de alca de Drigalski, contendo meio rico (ágar nutriente) com e sem herbicida e meio mínimo 

((NH4)2SO4 1g; NaCl 1g; KH2SO4 1,5g; MgSO4 0,2g; ágar 15g) com e sem herbicida. Os 

tratamentos sem herbicida serviram como controle. As placas foram incubadas a 28°C por 24 

horas e 48 horas para meio rico e mínimo, respectivamente, e foram realizadas as contagens de 

unidades formadoras de colônia (UFC). A dose utilizada do herbicida foi de 4,86 ml.L-1, 

representando a dose comercial de aplicação, considerando volume de calda de 200 L. ha-1. 

 O isolamento de bactérias tolerantes ao herbicida hexazinona foi realizado por análise 

de UFCs que apresentaram halo de degradação e com base nas diferenças morfológicas das 

placas que continham o herbicida. 

O experimento foi executado em delineamento inteiramente ao acaso em arranjo fatorial 

4x9, sendo quatro tratamentos com meio rico com e sem herbicida e meio mínimo com e sem 

herbicida e nove diluições, com três repetições.   
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 2.1 Extração de DNA e amplificação do gene 16S rDNA 

 

  Os isolados foram selecionados por apresentar mecanismos de resistência ou tolerância 

ao herbicida. O procedimento de extração de DNA bacteriano foi realizado no Laboratório de 

Genética de Microrganismos Prof. João Lúcio de Azevedo, na Escola Superior de Agricultura 

Luiz de Queiroz – ESALQ – São Paulo. Antes da extração, as amostras bacterianas foram 

inoculadas em meio líquido e colocadas em agitador a 110rpm 28º “overnight”. Todo o 

conteúdo das amostras foi centrifugado nas seguintes condições: 2 ml a 1200 rpm por 2 min, 

para aumentar a massa de células.  

 Utilizou-se o DNeasy Blood & Tissue Kits para a extração. O gene 16S rDNA foi 

amplificado pela reação em cadeia polimerase (PCR) utilizando os primers R1387 – (CGG TGT 

GTA CAA GGC CCG GGA ACG) e POF27F – (GAG AGT TTG ATC CTG GCT), em reações 

com volume final de 25µl contendo 2,5µl de solução tampão; 2,0µl de MgCl2 ; 0,5µl de DNTp; 

0,2µl de Taq DNA polimerase; 0,5µl de cada primer; e 1µl da amostra. A reação de PCR foi 

conduzida em termociclador nas seguintes condições: (95 °C 2:00 min. 1x; (95 °C 0:30 min.; 

62,5 °C 0:30 min.; 72 °C 1 min.; 72°C 10 min. 35x) e 6 °C ∞ 1x). A quantificação do DNA foi 

realizada com 1μL do produto por eletroforese em gel de agarose (0,8%). 

  O produto de PCR foi utilizado para a purificação com kit Illustra GFX PCR DNA e 

Gel Band Purification. O produto da purificação foi sequenciado utilizando o método Sanger 

no Laboratório de Biotecnologia Animal - ESALQ/SP. As sequências do 16S foram 

comparadas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com sequências 

conhecidas por busca de similaridade via Blastn.  

 

  2.2 Árvore de similaridade para identificação dos isolados bacterianos 

 

A construção da árvore foi realizada com o software MEGA 7 (TAMURA et al., 2013), 

utilizando o algoritmo Neighbour-Joining, pela opção de distância de acordo com o modelo 

Jukes e Cantor (1969), no qual as sequências das bactérias, foram comparadas às sequências 

tipo, com base nos resultados observados no Basic Local Alignment Search Tool – BLASTn e 

Ribosomal Database Project – RDP. A robustez da árvore de similaridade foi confirmada pela 

análise de 5.000 bootstrap e Burkholderia sp. (AB334766-1) foi utilizado como out group. 
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2.3 Teste de micro-organismos para a solubilização de fosfatos  

 

Os isolados foram caracterizados e selecionados por promoverem o crescimento da 

planta, considerando o traço funcional de solubilização de fosfato de cálcio inorgânico, que 

pode auxiliar na disponibilidade de nutrientes.  

 As culturas puras de bactérias isoladas do solo foram inoculadas em meio de cultura 

GL: 10 g glicose e 2 g extrato de levedura em 1 L de água destilada, em tubos de ensaio 

contendo 10 mL cada (SYLVESTER-BRADLEY, 1982) e foram mantidas por 24 horas sob 

agitação orbital – Shaker (110rpm 28°C) para obtenção do pré-inóculo. Retirou-se uma alíquota 

de 1mL para leitura da densidade óptica (DO600) em espectrofotômetro.   

  Todas as bactérias tiveram suas DO600 (0,5) equiparadas por meio de diluição salina 

(0,85%). Foram adicionadas separadamente as fontes insolúveis de fosfato em cada meio (5 g 

L-1 de fosfato de cálcio - Ca3(PO4)2; 1 g L-1 de fosfato de ferro -  FePO4; 2 g L-1 de fosfato de 

alumínio - AlPO4. Inoculou-se 1mL de cada cultura em 8mL de meio, em triplicata (Gadagi e 

Sá, 2002). Mantidos sob agitação constante com auxílio de mesa agitadora pendular (TE-240/1 

Tecnal®) a 100rpm, por 72h e 28°C.   

  Após o período de crescimento, o pH das amostras foi aferido e a solubilização de 

fosfato foi avaliada por meio do método colorimétrico descrito por Braga e DeFelipo (1974), 

em que 2 ml da cultura foram centrifugadas a 8.000 rpm, por 10 min e a 10 ºC. Em seguida, 

1mL do sobrenadante foi adicionado a 9mL do reagente de trabalho [900mL de água destilada, 

0,4 g de ácido ascórbico e 100mL da solução 725 (0,1 g de subcarbonato de bismuto, 6,8mL de 

ácido sulfúrico, 30mL de água destilada, 2,0 g de molibdato de amônio, 6,8mL de ácido 

sulfúrico/completar para 100mL em balão volumétrico)]. Transcorridos 20 minutos, foi 

realizada a leitura a 725nm em espectrofotômetro. A solubilização de fosfato foi determinada 

utilizando a equação da curva padrão de ácido fosfórico (160mg.L-1) e as médias comparadas 

pelo teste Tukey(5%). 
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 2.5 Preparo de inoculantes bacterianos para aplicação em fitorremediação 

assistida por Micro-organismos (FAM) 

 

  2.5.1 Curvas de crescimento de micro-organismos solubilizadores de fosfato 

 

  Foi realizada a curva de crescimento dos micro-organismos selecionados a partir do 

teste de solubilização de fosfatos. Foi inoculada uma colônia de cada bactéria em tubos de 

ensaio mantidos sob agitação orbital – Shaker (110rpm 28°C) – por 24h. A DO600 medida foi 

de 0,6. Em erlenmeyers com 40 mL de caldo nutriente (5g peptona, 3g extrato de levedura em 

1L de água destilada), foi inoculado 400µl em três repetições (1% do volume total). A DO600 

foi medida com intervalo de 2h em 2h até atingir a fase estacionária.  

  A contagem de UFCs foi realizada pela inoculação das amostras a partir de 

plaqueamento em meio rico em três diferentes tempos: início da fase log de crescimento e fi

  

3. ANÁLISES ESTATÍSTICAS   
 

  Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as diferenças entre os 

tratamentos foram observadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), através do software Sisvar®. Para 

os ensaios de solubilização de fosfatos, analisou-se o coeficiente de correlação de Pearson entre 

solúvel liberado por bactérias e pH do meio, através do software SigmaPlot®. 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO   

4.1 Isolados microbianos tolerantes à hexazinona 

 

 Os micro-organismos foram inoculados nas placas com os seguintes tratamentos: ágar 

nutriente com e sem herbicida, e placas de meio mínimo com e sem herbicida. A diluição que 

possibilitou a contagem de UFCs nas placas foi a de 10-2.  

 Observou-se que apenas um tratamento se diferiu dos demais (Figura 1), sendo ele de 

meio mínimo sem herbicida. Visualmente, constataram-se diferenças morfológicas no 

crescimento dos micro-organismos, sendo que, nos tratamentos com meio rico, o crescimento 

foi mais acelerado, formando colônias maiores e em menor quantidade. Nos tratamentos com 

meio mínimo, houve maior formação de UFCs, resultando em colônias de menor diâmetro, se 



51 
 

comparadas com o tratamento anterior.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 1 - Meio rico com herbicida (MRCH); Meio rico sem herbicida (MRSH); Meio    

mínimo com herbicida (MMCH) Meio mínimo sem herbicida (MMSH). Histogramas 

contendo as mesmas letras são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

  Houve uma inibição no crescimento de UFCs na presença do herbicida para meio rico 

e mínimo. Este comportamento de crescimento pode estar relacionado com a geração de 

espécies reativas de oxigênio (ROS) na célula, cujo aumento está relacionado com exposição a 

agentes químicos, como metais pesados e outros tipos herbicidas, responsáveis por gerar danos 

oxidativos no tecido celular (ZHANG et al., 2012; CRAY et al., 2013).  

Enzimas antioxidantes presentes nos micro-organismos podem atuar como defesa 

contra o excesso de ROS (GRATA et al., 2005). Porém, as UFCs que foram formadas na 

presença do herbicida indicam tolerância no meio rico e, no meio mínimo, as cepas foram 

capazes de utilizar o herbicida como fonte de nutriente ou carbono.   

A partir dos tratamentos com herbicida, foram selecionados 6 UFCs, sendo 2 de meio 

rico (potencialmente tolerantes) e 4 de meio mínimo (potencialmente degradantes). O 

parâmetro para seleção, foi através da observação de diferenças morfológicas entre as UFCs 

crescidas na placa. A identificação primária dos isolados levou em consideração a origem e o 

meio de crescimento do micro-organismo conforme apresentado na Tabela 1.  
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Tabela 1 – Isolados bacterianos de meio rico e meio mínimo. Sendo, S: oriundos do solo, 

C:crescidos na presença de herbicida, R: meio rico, M: meio mínimo. 

 

 

4.2 Identificação molecular por gene 16S rDNA  

 

  A identificação da sequência rDNA 16S por análise de similaridade comparadas no 

banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) possibilitou a identificação prévia das 

seis cepas isoladas (Tabela 2). A construção da relação filogenética possibilitou a identificação 

de cinco espécies (Figura 2). Porém, não foi possível inserir a espécie e SCM-5B na relação 

pela menor qualidade da sequência de pares de bases. Entretanto, em análise de similaridade 

comparadas no banco de dados do GenBank, acredita-se que seja Bacillus safensis. 

 

 

Tabela 2 – Isolados do solo identificados por análise de similaridade no banco de dados 

GenBank. 

 

 

 

Isolados na presença de hexazinona 

Meio rico 
SCR-1 

SCR-2 

Meio mínimo 

SCM-3 

SCM-4 

SCM-5A 

SCM- 5B 

Isolados do 

solo 
Identificação de rDNA por dados GenBank Similaridade (%) 

SCR-1 Microbacterium arborescens 100% 

SCR-2 Bacillus pumillus 100% 

SCM-3 Stenotrophomonas maltophilia 100% 

SCM-4 Bacillus cereus 100% 

SCM-5A Microbacterium arborescens 100% 

SCM-5B Bacillus safensis 100% 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 2 - Análise de similaridade baseado em sequências de rRNA 16S parciais, mostrando 

as relações entre sequências de isolados bacterianos de solo contaminado e alguns 

de seus parentes filogenéticos mais próximos (indicado pelo número de acesso). 

Burkholderia cepacia (AB3347661) foi utilizado como grupo externo. 
 

 

 

  Bactérias do gênero Bacillus são conhecidas por suas habilidades em degradar grande 

variedade de xenobióticos (PINTO et al., 2012). Quando isoladas de solos contaminados com 

herbicida, observou-se tolerância e habilidades de degradação em testes na presença de diversas 

moléculas (BARDOT et al., 2015; ZHANG et al., 2018; CUI et al., 2018). Bacillus sp. 

apresentou alta eficiência na remoção de atrazina (90%) em meio líquido (GEED et al., 2017), 

além da promoção de crescimento vegetal.   

   Para o gênero Microbacterium, foi investigada e constatada a potencialidade de 

degradação e desintoxicação de contaminantes ambientais, pelas características genômicas 

(AVRAMOV et al., 2016).   

 

 

  4.3 Micro-organismos solubilizadores de fosfato de ferro   

 

 No teste de solubilização de fosfato de ferro (Tabela 3), observou-se interação entre 

concentração de fosfato de ferro solubilizado e faixa de pH. Na concentração de ferro solúvel 

no meio, as menores concentrações de FePO4 foram para M. arborescens (SCM-5A); B. 
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safensis (SCM-5B) e S. maltophilia (SCM-3). Nota-se maior concentração de fosfato de ferro 

solubilizado para a cepa B. pumillus (SCR-2) com 271,33 mg mL-1, seguido da B. cereus (SCM-

4), com 258,57 mg mL-1.   

 Considerando o valor inicial de pH (6,5), observou-se que houve acidificação do pH 

para os tratamentos controle M. arborescens, B. pumillus e B. cereus. Já para os tratamentos S. 

maltophilia, M. arborescens (SCM-5A) e B. safensis ocorreu uma basicidade do meio.  

 Correlacionando as variáveis de concentração de fosfato de ferro insolúvel e faixa de 

pH, obteve-se coeficiente de correlação de Pearson negativo (R= - 0,97). Portanto, à medida 

que o pH do meio é acidificado, há maior solubilização de fosfato de ferro. Para confirmar, 

foram observadas as cepas B. pumillus com pH de 4,53 e B. cereus com pH de 4,83, em que foi 

observado os maiores valores de fosfato solubilizado.   

 

 

Tabela 3 – Concentração de Fe solubilizado por cepas bacterianas isoladas de solo contaminado 

e valores de pH.  

Médias seguidas pelas mesmas letras são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

  Conforme apresentado por Anzuay et al. (2017), as bactérias solubilizadoras de FePO4 

também foram acompanhadas de decréscimo do pH, sendo que a solubilização de P foi 

associada a diminuição do pH, sendo que as bactériasdo gênero Bacillus apresentaram aumento 

de biomassa para as leguminosas amendoim e milho.  

 

 

Isolados 

 

Linhagens identificadas 

Gene 16S rDNA 

FePO4 

mg mL-1 
pH 

Controle 241,04 b  4,86 b 

SCR-1 
Microbacterium arborescens 251,54 bc 5,02 c 

SCR-2 
Bacillus pumillus 271,33 c 4,53 a 

SCM-3 
Stenotrophomonas maltophilia 200,67 a 6,90 f 

SCM-4 
Bacillus cereus 258,57 bc 4,83 b 

SCM-5A 
Microbacterium arborescens2 197,70 a 6,57 d 

SCM-5B 
Bacillus safensis 196,54 a 6,71 e 

F  
58,59* 2393,1* 

CV(%) 
3,13 0,65 
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  4.4 Micro-organismos solubilizadores de fosfato de cálcio  

 

  Para os valores obtidos no teste de solubilização de fosfato de cálcio (Ca3(PO4)2), 

observou-se que houve interação entre os fatores concentração de cálcio solubilizado e pH 

(Tabela 4). As menores concentrações de solubilização de Ca3(PO4)2 foram para M. 

arborescens (SCM-5A) e B. safensis, sugerindo baixa capacidade de solubilizar. As linhagens 

que apresentaram maior solubilização foram B. pumillus e S. maltophilia, com 334,44 g mL-1 e 

334,30 g mL-1, respectivamente, indicando o traço funcional de solubilização mais eficiente, 

sendo que houve acidificação do pH para ambas as linhagens, apontando para mecanismo das 

linhagens para favorecer a solubilização.   

  Ao correlacionar as duas variáveis analisadas, concentração de fosfato de cálcio 

solubilizado e pH, também foi observado forte correlação negativa (R= - 0,95), sendo que, à 

medida que o pH se torna mais ácido, mais ocorre a solubilização de fosfato de cálcio 

inorgânico. Como observado por Merbach et al. (2009), a solubilização de fosfato de cálcio 

aumenta à medida que o pH diminui. Os ácidos orgânicos produzidos por micro-organismos 

podem facilitar a solubilização de P, através da mudança de pH do meio (YADAV ET AL., 

2017). 

 

Tabela 4 – Concentração de Ca solubilizado por cepas bacterianas isoladas de solo 

contaminado e valores de pH.  

Médias seguidas pelas mesmas letras são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

Isolados 

Linhagens identificadas 

Gene 16S rDNA 
Ca3(PO4)2 

g.mL-1 
pH 

Controle 39,36 a 6,51 bcd 

SCR-1 Microbacterium arborescens 206,18 c 5,93 bc 

SCR-2 Bacillus pumillus 334,44 d 4,82 a  

SCM-3 Stenotrophomonas maltophilia 334,30 d 4,88 a 

SCM-4 Bacillus cereus 176,97 bc 5,49 b 

SCM-5A Microbacterium arborescens2 53,87 ab 6,92 cd 

SCM-5B Bacillus safensis 49,93 a 7,05 d 

F  26,406* 19,488* 

CV(%) 25,53 6,08 
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Para o gênero Bacillus, a solubilização de fosfato foi aumentada na presença de 

herbicidas (RAMANI, 2011). Stenotrophomonas maltophilia isolada de rizosfera de cana-de-

açúcar foi considerada como boa candidata para a solubilização de fosfatos de cálcio (AWAIS 

et al., 2017). O incremento de pesticidas não altera a quantidade de bactérias solubilizadoras de 

fosfato (GIRVAN et al., 2004; ANZUAY et al., 2015), visto que, após a adição de herbicidas e 

inseticidas, notou-se aumento nas bactérias com esse traço funcional. Segundo esses autores, 

isso é, pela utilização pelo micro-organismo das moléculas como fonte de energia, carbono e 

outros nutrientes aproveitados no metabolismo celular (DAS; DABNATH, 2006).         

 Bacillus pumillus e Stenotrophomonas maltophilia se mostraram tolerantes à 

hexazinona e com traço funcional de solubilização de fosfato de cálcio, característica 

importante para os solos com alto teor de cálcio. Para Kwon et al. (2017). Stenotrophomonas 

possui potencial biotecnológico devido ao seu metabolismo. B. pumillus foi citado por possuir 

capacidade de degradação de molécula orgânica (COSTA et al., 2014), bem como 

características de promoção de crescimento vegetal para o gênero Bacillus (MEDINA et al., 

2003). 

4.5 Curva de crescimento   

 

Foi realizada a curva de crescimento de ambas as cepas utilizadas, que foram analisadas 

espectrofotometricamente (DO600), a fim de encontrar a fase de aumento exponencial de 

crescimento bacteriano, ou seja, o momento em que há maior produção de células bacterianas 

com metabolismo ativo. Nas medições realizadas em intervalos diferentes, observou-se para a 

linhagem B. pumillus, que a fase log se iniciou após 5 horas de crescimento, a fase estacionária 

atingida após 15 horas e ocorre decréscimo após as 18 horas, como pode ser observada na figura 

3.  
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Figura 3 – Curva de crescimento bacteriano de Bacillus pumillus. Absorbância  

por tempo. Unidades formadoras de colônias em cada tempo.  

  

  Conforme apresentado por Anwar et al. (2009), B. pumillus apresentou rápida 

degradação do inseticida clorpirifós, em alta densidade celular (109 UFC.mL-1). Em densidades 

menores, porém, a degradação foi mais lenta, tendo como condição pH próximo da 

neutralidade. Foi observada a sobrevivência de B. pumillus na rizosfera de azevém após 

inoculação, tendo área de raiz aumentada (AHMAD et al., 2012).  

Para a cepa bacteriana S. maltophilia,  a fase logarítmica foi observada após 5 horas de 

crescimento, a fase estacionária foi observada as 14 horas, com decréscimo no crescimento após 

as 21 h.  
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Figura 4 – Curva de crescimento bacteriano de Stenotrophomonas maltophilia. Absorbância 

por tempo. Unidades formadoras de colônias em cada tempo. 

 

 O gênero Stenotrophomonas foi relatado como promotor de crescimento vegetal de 

plantas e agente de controle biológico pela alta produção de metabólitos e enzimas antifúngicas 

(ELHALAG et al., 2015; SÓLIS et al., 2018). Para Dubey et al. (2012), S. maltophilia tem 

aplicações promissoras na utilização de biorremediação e fitorremediação, devido aos genes 

que metabolizam grande variedades de compostos orgânicos presentes na rizosfera de plantas, 

apresentando eficiência da degradação de xenobióticos (ZHANG et al., 2007), chorpyrifos 

(DUBEY et al., 2012), metal pesado (SHOUANA et al., 2017) e hidrocarbonetos 

poliaromáticos (TIWARI et al., 2016; SHUONA et al., 2017).   

  S. maltophilia tem o potencial de reduzir concentrações de MTBE (produto adicionado 

à gasolina) em água, sendo que o crescimento celular aumentou até 18 horas após a incubação. 

Devido aos genes característicos da bactéria, capazes de utilizar o contaminante com única fonte 

de carbono, pode ter favorecido o crescimento, tendo uma eficiência de degradação de 48%. 

(ALFONSO-GORDILLO et al., 2016).  

 

5. CONCLUSÕES  

 

  Seis isolados bacterianos foram selecionados a partir de meio mineral e meio rico com 

herbicida, levando em consideração tamanho das unidades formadoras de colônias e diferenças 

morfológicas. Foram identificados a partir da extração de DNA e amplificação do gene rDNA 
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16S como: SCR1 – M. arborescens; SCR2 – B. pumillus; SCM3 – S. maltophilia; SCM4 – B. 

cereus; SCM5A – M. arborescens; SCM5B – B. safensis.  

Dentre essas linhagens, a partir do teste de solubilização de fosfato de cálcio, 

selecionou-se SCR2 – B. pumillus e SCM3 – S. maltophilia como melhores candidatos à 

promoção de crescimento vegetal. A partir disso, foram preparados inoculantes microbianos, 

em concentrações de 109 UFC.mL-1 com base nas curvas de crescimento estudadas. 
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CAPÍTULO III  
 

Cajanus cajan assistida por B. pumillus e S. maltophilia para 

fitorremediação de solo contaminado com hexazinona 

 
 

RESUMO 

 

A fitorremediação através do estímulo com micro-organismos tem sido considerada vantajosa 

para descontaminação de solos. Hexazinona é o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-

de-açúcar, e apresenta persistência no ambiente. Com isso, avaliou-se a eficiência de C. cajan 

inoculada com B. pumillus, S. maltophilia e consórcio microbiano em destoxificar solo com 

hexazinona. Foram realizadas avaliações biométricas e trocas gasosas aos 30 e 60 dias. As 

amostras de solo foram coletadas no tempo inicial e aos 60 dias para a quantificação via CLAE. 

As amostras de plantas foram coletadas aos 30 e 60 dias para análise fisiológica de peroxidação 

de lipídeos, e aos 60 dias para quantificação cromatográfica. Para todas as avaliações, não foram 

observadas diferenças significativas para nenhum tratamento. Houve efeito da época para 

peroxidação lipídica e trocas gasosas. A planta apresentou baixa capacidade de bioacumular e 

as amostras de solo diminuíram a concentração de hexazinona ao longo do tempo.  

 

Palavras-chave: C. cajan, fitorremediação, Bacillus pumillus, Stenotrophomonas maltophilia,  

hexazinona.  

 

 

ABSTRACT 

 

Phytoremediation through the stimulus with microorganisms has been considered advantageous 

for decontamination of soils. Hexazinone is the herbicide most used for the sugarcane crop, and 

presents persistence in the environment. Thus, the efficiency of C. cajan inoculated with B. 

pumillus, S. maltophilia and microbial consortium in detoxifying soil with hexazinone was 

evaluated. Biometric evaluations and gas exchanges were performed at 30 and 60 days. Soil 

samples were collected at the initial time and at 60 days for quatification via HPLC. Plant 

samples were collected at 30 and 60 days for physiological analysis of lipid peroxidation, and 

at 60 days for chromatographic quantification. For all evaluations, no significant differences 

were observed for any treatment. There was time effect for lipid peroxidation and gas exchange. 

The plant presented low capacity to bioaccumulate and the soil samples decreased the 
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concentration of hexazinone over time. 

 

Key words: C. cajan, phytoremediation, Bacillus pumillus, Stenotrophomonas maltophilia, 

hexazinone 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Os herbicidas são utilizados para o controle de plantas daninhas, apresentam 

persistência após aplicação (Seefeldt et. al., 2014), que representa uma série de impactos para 

o ambiente e saúde humana (Kang et. al., 2014). A fitorremediação tem sido considerada uma 

tecnologia promissora e eficiente para a descontaminação de solo e água (Salt et. al, 1998; 

Meagher et. al., 2000; Arslan et. al., 2015), pois aumenta a quantidade de carbono orgânico do 

solo, que pode estimular a atividade microbiana e aumentar a degradação próximo à região da 

rizosfera, além de auxiliar na estabilidade do solo e sequestro de carbono (Dietz et. al., 2005; 

Eapen et. al., 2005).  A inoculação de micro-organismos para a remediação de xenobióticos e a 

aplicação de nutrientes, são importantes para garantir boas condições para remediação em 

períodos mais longos (Eapen et. al., 2007). A atividade microbiana das plantas, são de 

importância significativa para a fitorremediação (Hassan et. al., 2014).   

  A fitorremediação assistida por micro-organismos, com população edáfica e com 

estímulos através da inoculação em sementes, apresentam bons resultados (Greenberg et. al., 

2006). Enzimas degradantes encontradas em plantas e micro-organismos também auxiliam no 

processo de destoxificação (Singer et. al., 2004). Plantas devem apresentar características que 

favoreçam a sua utilização, como tolerância e alta produção de biomassa. Os micro-organismos 

selecionados também devem apresentar tolerância, capacidade de degradação, ou traços 

funcionais que auxiliam na degradação.   

  Hexazinona é um herbicida da família das triazinas (C12H20N4O2) utilizado na cana-de-

açúcar para o controle de ervas largas e gramíneas (Privman e Zuman, 1998), possui alta 

solubilidade (33g.L-1) (FAO, 2017). Citado por Wang (2009), o hexazinona já foi encontrado 

em água subterrânea e solos, que provoca preocupações quanto à segurança para a saúde 

humana. A sua degradação se dá principalmente através do metabolismo microbiano nos solos 

e não é significativamente afetada por fotodegradação ou degradação química (Wang et. al. 

2006).  
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Bacillus pumillus e Stenotrophomonas maltophilia foram apresentadas no Capítulo II 

como tolerantes a hexazinona e com capacidade de solubilizar fosfato de cálcio, podendo 

promover o crescimento da espécie vegetal. Com base nos ensaios posteriores, foram testadas 

a habilidade da Cajanus cajan e inoculantes microbianos na degradação da molécula em solo 

contaminado. 

Cajanus cajan, conhecida popularmente como “feijão-guandu”, “feijão-andu”, “ervilha-

de-pombo, é uma leguminosa considerada de importância agronômica pela produção de grãos 

de alto valor nutritivo, pois contém, segundo Hernandez e Foch (1985) e a Embrapa (1995), 

entre 18 a 28% de proteína; elevada concentração de nutrientes nos tecidos foliares (SILVEIRA 

et al., 2007), maior produção de N2 por biomasssa vegetal comparada com outras leguminosas 

(SAXENA; NADARAJAN, 2010) e alta fixação de nitrogênio (MACEDO et al., 2008), 

chegando 350 kg.ha-1.ano-1 (FORMENTINI et al., 2008). Além disso, possui alta resistência à 

seca em elevadas temperaturas (HANCOCK, 2007). Sendo a adubação verde a sua principal 

função, favorecida pela alta produção de biomassa (SALMI et al., 2007). Também é muito 

utilizada na rotação de culturas, como forma de recuperação de áreas degradadas, bem como 

para a fitorremediação, devido ao seu sistema radicular robusto (AZEVEDO et al., 2007). 

   Com esse trabalho, objetivou-se avaliar a fitorremediação assistida por micro-

organismos de solo contaminado com hexazinona, através de C. cajan inoculada com B. 

pumillus, S. maltophilia, consórcio microbiano, e através de bioaumentação.   

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS  

 

  O ensaio foi conduzido em casa de vegetação, no período de setembro a dezembro de 

2017. Cada unidade experimental corresponde a vasos de 6 dm3, preenchidos com 6 kg de 

Latossolo Vermelho Escuro de textura média (70% de areia, 4% de silte, 26% de argila), com 

as seguintes características químicas: pH 5,3; matéria orgânica e carbono orgânico: 13 e 7,5g 

dm-3; P e K: 0,98 e 15mg dm-3; K+, Ca+2, Mg+2, Al+3, H + Al e CTC, foram de, respectivamente: 

0,04; 1,18; 0,45; 0,02; 1,67; 3,34 cmolc dm-3.  

Elevou-se saturação por base do solo para 70% com auxílio da calagem. Então, 

procedeu-se a adubação, a partir da análise de solo, utilizando-se 40 kg ha-1 de potássio (K2O), 

110 kg ha-1 de fósforo (P2O5) e 40 kg ha-1 de nitrogênio. E, após 30 dias, foi realizada adubação 

de cobertura, com 50 kg ha-1 de nitrogênio.   
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  A espécie vegetal utilizada – Cajanus cajan – foi escolhida com base na produção de 

biomassa determinada em teste preliminar (conforme descrito no Capítulo I). Os micro-

organismos inoculados foram selecionados de acordo com a tolerância ao hexazinona e a 

capacidade de solubilização de fosfato de cálcio inorgânico, sendo eles o Bacillus pumillus e a 

Stenotrophomonas maltophilia, como abordado no Capítulo II.  

  Foi utilizado o delineamento experimental em blocos ao acaso com cinco repetições. Os 

tratamentos foram arranjados em esquema fatorial (2x4) em duplicata, sendo o primeiro fator 

representado pela presença e ausência de C. cajan e o segundo, os inoculantes utilizados 

(testemunha, B. pumillus, S. maltophilia e consórcio (B. pumillus + S. maltophilia)).    

  O herbicida foi aplicado nos vasos com o auxílio de pulverizador costal com pressão à 

CO2 constante de 2 bar, volume de calda de aproximadamente 260 L ha-1. A dose de herbicida 

utilizada foi de 83,25 g ha-1, que representa um terço da dose recomendada para solo de textura 

média. As aplicações foram realizadas no período matutino com temperatura de 31,1°C; 

velocidade do vento de 1 m s-1, e umidade relativa do ar a 72,2%. A umidade dos vasos foi 

mantida com irrigação manual uma ou duas vezes por dia ou de acordo com a necessidade.

  

 

2.1 Inoculantes bacterianos de micro-organismos solubilizadores de fosfato 

 

  Os isolados bacterianos foram cultivados em meio caldo nutriente e coletados após 24 

horas para preparo do inoculante a ser utilizado no experimento em casa de vegetação. Após 

atingirem a fase log de crescimento, na qual o metabolismo se apresenta ativo, as células foram 

centrifugadas a 4.000rpm, 10min e 4°C e o processo de lavagem e centrifugação para retirar 

resíduos do meio de cultura foi realizado 2x com H2Od. As células foram, então, adicionadas a 

H2Od, para ajustar a densidade óptica a 1 e atingirem 108 células/mL, que foram utilizados para 

inoculação em sementes. A quantificação celular foi realizada a partir de plaqueamento em 

meio rico (HOBEN; SOMASEGARAM, 1982).  

 

 2.2 Inoculação em sementes  

 

 Depois de 48 horas da aplicação do herbicida, realizou-se a inoculação dos micro-

organismos (testemunha, B. pumillus, S. maltophilia e consórcio (B. pumillus + S. maltophilia)) 
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nas sementes.   

  Antes da inoculação, as sementes foram esterilizadas superficialmente com etanol 

(70%) durante 30s, NaClO (0,01%) por 2 minutos e, posteriormente, lavadas 4 vezes com água 

destilada e autoclavada (ABDUL-BAKI, 1974). As sementes foram agrupadas em sacos 

plásticos, sendo que cada tratamento continha 85 unidades, divididas para cinco parcelas. 

Foram utilizados 5mL de inoculante em cada tratamento, sendo que cada semente 

recebeu 58,82µL de inóculo, mantidos em contato com a semente por 10 minutos, nas seguintes 

concentrações: 2,71x109 UFC.mL-1 de B. pumillus (I1); 1,02x109 UFC.mL-1 de S. 

maltophilia(I2); e 1,14x1010 UFC.mL-1 B. pumillus + S. maltophilia (1+2).  

Nos tratamentos sem espécie vegetal, a inoculação foi realizada em sulcos no solo, com 

1mL de cada inoculante por parcela. Após a germinação, foi realizado um desbaste, deixando 

três plantas por unidade experimental.  

  Aos 30 dias, foi realizada uma segunda inoculação via drenching, em solos com e sem 

planta, utilizando 2mL de cada inóculo aplicados com auxílio da pipeta. As concentrações 

quantificadas no Capítulo II foram: 3,25x109 UFC.mL-1 de B. pumillus; 1,23x109 UFC.mL-1 de 

S. maltophilia; e 2,08x1010 UFC.mL-1 de B. pumillus + S. maltophilia.  

 

2.3 Avaliações biométricas 

 

  Conduziram-se as avaliações de altura (cm), aos 30 e 60 DAE, com o auxílio de régua 

graduada, tomando-se como base o meristema apical (MADALÃO et al., 2017). Também 

foram avaliados os sintomas de fitointoxicação (%) aos 30 e 60 dias, atribuindo notas no 

intervalo de 0 a 100%, de acordo com os sintomas apresentados pelas plantas, sendo 0 a 

ausência de sintomas e 100 a morte da planta.  

Aos 60 dias, parte aérea e raízes foram separadas para avaliação da produção de 

biomassa seca. As amostras foram acondicionadas em estufa a 65°C por 72 horas e, 

posteriormente, pesadas em balança analítica.  

 

2.4 Amostragem de solo e planta   

 

 Devido às análises destrutivas, o experimento foi realizado em duplicata, sendo uma 
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delas destinada para coleta de folhas da planta aos 30 e 60 DAE para análise de peroxidação 

lipídica.  

Também foram coletadas amostras de solo no tempo inicial (antes da inoculação) e aos 

60 dias, e folhas da planta aos 60 dias, para quantificação cromatográfica. Em cada período, 

dez folhas foram coletadas por parcela, acondicionadas em sacos de alumínio e mantidas a -

80°C até o momento da análise. Do solo, com auxílio de trado, coletaram-se 50g de cada 

parcela, que foram armazenadas em tubos falcon e mantidas em freezer a -20°C, até a realização 

da análise. A outra duplicata foi realizada para avaliação da altura e produção de biomassa seca.  

 

  2.5 Determinação de trocas gasosas  

 

  As medições de trocas gasosas das plantas, aos 30 e 60 dias, foram realizadas para 

estimar as variáveis de taxa fotossintética (A, μmol CO2 m-2 s-1), condutância estomática (gs, 

mol H2O m-2 s-1), taxa transpiratória (E, mmol H2O m-2 s-1) e a relação entre a concentração 

interna e externa de CO2 (Ci/Ca), em folhas completamente expandidas no terço médio da 

planta (MACHADO et al., 2005).  

As medições foram realizadas utilizando analisador de gases ao infravermelho (LI-

6400XTR, Licor®, Lincoln, Nebraska, EUA) e aconteceram entre 8 e 12 horas, utilizando-se 

radiação fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 µmol fótons m m-2 s-1), concentração 

atmosférica de CO2 (Ca) (~409 µmol mol-1), temperatura (~25 ºC) e umidade (46 – 67 %) 

ambientes.   

 

 2.6 Peroxidação lipídica  

 

 Os danos celulares foram avaliados por meio da quantificação do produto de 

peroxidação de lipídeos (MDA), conforme descrito por Cakmak e Horst (1991). Amostras de 

50 mg de tecido foliar foram maceradas em N2 líquido em almofariz até a obtenção de um pó 

fino. Esse pó foi homogeneizado em 1 mL, constituído de ácido tricloroacético (TCA) 1% 

(m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 × g, durante 15 min, a 4°C. Após 

centrifugação, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solução de ácido 

tiobarbitúrico (TBA) 0,5% (m/v) (preparado em 10% (m/v) de TCA) e incubado em banho-

maria a 95 °C, por 30 min.  
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Após esse período, a reação foi parada em banho de gelo. As amostras foram 

centrifugadas a 9000 × g, por 10 min, e a absorbância específica do sobrenadante foi 

determinada a 532 nm. A absorbância inespecífica foi mensurada a 600 nm e subtraída do valor 

da absorbância específica. A concentração de MDA foi calculada usando o coeficiente de 

extinção de 155 mM-1 cm-1 e foi expressa em µmol kg-1 de massa fresca (HEATH; PACKER, 

1968).  

 

2.7 Preparo das amostras para Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE). 

 

  Conforme proposto por Mendes et al. (2016), utilizaram 30g de massa seca do solo com 

30mL de metanol, mantidos sob agitação orbital a 200rpm por 30 minutos. Uma segunda 

extração foi realizada utilizando as mesmas condições. Essas amostras foram centrifugadas a 

4000rpm por 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi removido e evaporado em capela de 

exaustão durante 48 horas. Na sequência, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45µm 

e armazenadas em frascos para análise.  

  Para tecido vegetal, como apresentado por Amadori et al. (2013), 2g de tecido vegetal 

previamente macerados em N líquido foram pesados e suspensos em 3mL de acetonitrila. 

Mantidos com agitação orbital a 150rpm por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por 

15 minutos a 3500rpm e os sobrenadantes foram reservados. O procedimento foi realizado três 

vezes, os sobrenadantes agrupados e filtrados em membrana de 0,45µm e armazenadas em 

frascos para análise.   

 

2.8 Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) em amostras de solo e planta  

 

  A análise foi executada em CLAE-DAD/UV-VIS (Cromatografia Líquida de Alta 

Eficiência acoplada ao Detector de Arranjo de Diodo com sistema de detecção 

Ultravioleta/Visível) (Shimadzu®), em coluna C18 de aço inoxidável (250 × 4,6 × 5mm).  

As condições cromatográficas para análise foram as seguintes: água (com ácido 

ortofosfórico adicionado para correção de pH para 2,2) e acetonitrila, como fase móvel a uma 

proporção de 35:65 (v v -1); uma taxa de fluxo de 1,0 mL min-1, um volume de injeção de 10 

μL, uma temperatura da coluna de 35 ° C; e um comprimento de onda de 242 e 235 nm. As 

análises foram realizadas em triplicata.   
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3 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

  Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA), e quando significativos, 

realizou-se o teste de Tukey (p<0,05). As variáveis analisadas aos 30 e 60 dias foram arranjadas 

em parcela subdivididas, através do software SISVAR®.  

 

 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

   4.1 Inoculantes bacterianos de B. pumillus, S. maltophilia e consórcio 

 

 O inóculo foi quantificado através de plaqueamento e foi observado uma concentração 

de 2,71x109 UFC.mL-1 para B. pumillus, 1,02x109 UFC.mL-1 para S. maltophilia e consórcio 

com as duas linhagens 1,14x1010 UFC mL-1. Sendo estes valores satisfatórios para utilização 

como inoculantes. 

 

  4.2 Avaliações biométricas  

 

  Na tabela 1, são apresentados os valores de índice de altura das plantas, fitointoxicaçaõ 

aos 30 e 60 DAE e as massas secas da parte aérea e de raiz de C. cajan. Não foram observadas 

diferenças significativas para altura, fitointoxicação, massa seca da parte aérea (MSPA) e massa 

seca da raiz (MSR). Isso sugere que uma vez que a dose aplicada do herbicida não apresentou 

dano para a espécie e os micro-organismos inoculados não apresentaram benefícios, em termos 

de crescimento da planta.   

  O tratamento com B. pumillus não apresentou efeito, porém, para Grupta et al. (2012), 

a inoculação de Bacillus megaterium em C. cajan aumentou o crescimento em 37% em relação 

ao controle e estímulo no comprimento de raiz de 21% em relação ao controle, sendo que em 

estudos posteriores, constataram maior estímulo da microbiota após a aplicação do inoculante 

(GRUPTA et al., 2016).  
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Tabela 1 – Índice de altura, fitointoxicação avaliados aos 30 a 60 DAE e índice de massa seca 

da parte áerea (MSPA) e de raiz (MSR) de C. cajan em função dos tratamentos: SHSI – 

tratamento sem herbicida e sem inóculo; CHSI – com herbicida, sem inóculo; CHI1 – com 

herbicida, inóculo 1; CHI2 – com herbicida, inóculo 2; CH1+2 – com herbicida, inóculo 1 + 2. 

DAE – dias após aplicação. 

Médias seguidas pelas mesmas letras nas colunas são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

O gênero Stenotrophomonas foi relatado como agente de controle biológico e promotor 

de crescimento vegetal, pela alta produção de metabólitos e enzimas antifúngicas (Elhalag et 

al., 2015). Porém a inoculação com a linhagem S. maltophilia não apresentou sinais de aumento 

de crescimento para C. cajan.  

  A ausência de sintomas de fitointoxicação aos 30 e 60 dias sugere que o herbicida não 

causou efeito no metabolismo de C. cajan. O hexazinona quando metabolizado pela planta é 

convertido em diversos metabólitos hidroxilados e demetilados que não causam fitotoxicidade 

(Rodrigues e Almeida, 2011). C. cajan apresentou tolerância sob aplicações de imazethapyr e 

imazamox (Chouhan, 2017) e imazaquim, com 31,67% de fitointoxicação após 30 dias (Florido 

et al., 2014).  

 

4.3 Determinação de trocas gasosas 

 

  Em plantas sob condições de estresse, a eficiência fotossintética pode diminuir pela 

menor dissipação de energia, que reduz a eficiência do fotossistema II (PSII) e taxa de 

transporte de elétrons (HAVAUX; NIYOGI, 1999). Não foram observadas diferenças 

Tratamentos 

 

Índice de altura Índice de fitointoxicação 
MSPA MSR 

30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 

SHSI 18,78 41,04 0 0 6,87 4,77 

CHSI 18,70 41,97 1 0 6,85 3,70 

CHI1 17,99 44,82 0 0 8,10 3,40 

CHI2 18,73 44,15 2 0 7,85 3,83 

CH1+2 20,44 45,34 1 0 7,87 4,47 

Média 18,928a 43,464a 0,8a 0a 7,50a 4,03a 

CV (%) 13,18 7,90 233,85 0 12,60 29,05 

F(x) 0,672ns 1,464ns 1ns 0ns 2,014ns 1,167ns 
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significativas entre os tratamentos para as variáveis avaliadas: taxa fotossintética, condutância 

estomática, taxa de transpiração e relação entre a concentração interna e externa de CO2 

(Tabela2). Porém, quando se compara com épocas diferentes de avaliação, aos 30 e 60 dias 

houve diminuição de todas as variáveis, sendo consequência natural da diminuição de defesas 

da planta devido à idade (KUK et al., 2006).  

 
Tabela 2 – Taxa fotossintética (A), condutância estomática (gs), taxa de transpiração (E) e concentração 

interna e externa de CO2 (Ci/ca) avaliadas aos 30 e 60 dias em plantas de C. cajan em função dos 

tratamentos: SHSI – sem herbicida e sem inóculo; CHSI – com herbicida, sem inóculo; CHI1 – com 

herbicida, inóculo 1; CHI2 – com herbicida, inóculo 2; CH1+2 – com herbicida, inóculo 1 + 2, 

representado por F(A) e os intervalos entre as avaliações de cada variável representado por F(B).  

 

Médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

4.4 Peroxidação lipídica  

 

 O produto da peroxidação dos lipídeos foi medido como marcador de dano oxidativo, 

com valores expressos na Tabela 3. Para os tratamentos, não foram observadas diferenças 

significativas para as concentrações de malondialdeído (MDA), sendo que se notou um 

aumento na segunda avaliação, aos 60 dias. Kuk et al. (2006) credita essas diferenças nos níveis 

de peroxidação entre plantas jovens e velhas ao desenvolvimento de defesas antioxidantes, nas 

quais em plantas mais velhas as defesas tendem a diminuir.  

Tratamentos 

A 

(μmol CO2 m-2 s-1) 

gs 

(mol H2O m-2 s-1) 

E 

(mmolH2O m-2s-1) 
Ci/Ca 

30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 

SHSI 21,91 18,59 0,47 0,27 5,04 3,08 0,79 0,64 

CHSI 20,41 22,14 0,52 0,34 6,03 3,66 0,83 0,69 

CHI1 22,87 18,60 0,58 0,27 6,33 3,13 0,82 0,69 

CHI2 21,15 19,42 0,56 0,30 6,20 3,54 0,83 0,66 

CH1+2 24,89 15,47 0,61 0,20 6,40 2,57 0,81 0,65 

Média 22,25 a 18,84 b 0,55 a 0,28 b 6,00 a 3,19 b 0,82 a 0,67 b 

F(A) 0,103ns 0,491ns 0,674ns 0,456ns 

F(B) 7,017* 69,097* 58,362* 45,617* 

F(A*B) 2,005ns 1,527ns 0,788ns 0,136ns 

CV(%) 22,11 27,86 28,25 10,64 
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Tabela 3 – Peroxidação lipídica em células vegetais de C. cajan na presença de hexazinona. 

Tratamentos: SHSI – sem herbicida e sem inóculo; CHSI – com herbicida, sem inóculo; CHI1 – com 

herbicida, inóculo 1; CHI2 – com herbicida, inóculo 2; CH1+2 – com herbicida, inóculo 1 + 2 

representado por F(A) e os intervalos entre as avaliações de cada variável representado por F(B). 

Médias seguidas pelas mesmas letras nas linhas são estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05). 

 

O hexazinona ocasiona o bloqueio do transporte de elétrons e impede a produção de 

ATP e NADPH. Conjuntamente, uma série de reações é desencadeada e promove a peroxidação 

dos lipídeos de membranas celulares e leva a planta à morte (PEREZ-JONES et al., 2009). 

Portanto, não se pode afirmar que a quantidade de MDA medido está ligada à exposição ao 

herbicida, mas com o tempo decorrido e a diminuição de defesas antioxidantes de C. cajan.  

 

4.5 Quantificações cromatográficas do herbicida no solo e planta por CLAE 

 

 A partir das análises dos cromatogramas, realizou-se a regressão de dados observados 

de concentração e área, para realizar a quantificação de hexazinona no solo e planta, resultando 

na equação linear (y = 8.028.631,78x + 18.755,14). Nessa equação tem-se que o valor que 

acompanha a variável independente representa o aumento da variável dependente quando se 

aumenta 1 unidade na concentração do herbicida e a variável que acompanha x representa o 

valor de 𝑦, quando a concentração é zero.  

Tratamentos 
MDA (µmol g-1 Massa Fresca) 

Média 
30 DAE 60 DAE 

SHSI 17,53 30,49 24,01 

CHSI 17,08 29,42 23,25 

CHI1 14,86 33,38 24,12 

CHI2 17,35 34,75 26,05 

CH1+2 18,87 33,11 25,99 

Média 17,14 b 32,23 a  

F (A) 0,309ns 

F (B) 55,105* 

F (AxB) 0,362 

CV (%) 29,12 
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Observa-se nos cromatogramas (Figura1), o tempo (em minutos) em que a molécula foi 

identificada.   

Figura 1 – Padrão de hexazinona, solo e tecido vegetal. 

 

A raiz da planta é o primeiro tecido em contato com o herbicida, sendo que a habilidade 

em translocação para o caule e a parte aérea depende das propriedades físicas e químicas do 

poluente, bem como das características biológicas da espécie vegetal e do ambiente (CHENG 

et al., 2017). Solubilidade e concentração do composto no solo têm efeitos sobre a absorção e 

translocação nas plantas, sendo que moléculas disponíveis na solução do solo são absorvidas 

mais facilmente pelas raízes (INUI et al., 2008).   

    Através dos dados de quantificação do herbicida em peso fresco de C. cajan, não foi 
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observada diferença significativa entre os tratamentos. Porém, notaram concentrações de 

hexazinona em todos os outros tratamentos, exceto para o controle. 

 

Tabela 4 – Quantificação de hexazinona em tecido vegetal de C. cajan (mg g1) Tratamentos: SHSI – 

sem herbicida e sem inóculo; CHSI – com herbicida, sem inóculo; CHI1 – com herbicida, inóculo 1; 

CHI2 – com herbicida, inóculo 2; CH1+2 – com herbicida, inóculo 1 + 2.  

 

   Para as amostras de solo, não foram observadas diferenças significativas entre os 

tratamentos (Tabela 5). Porém, no tempo final, aos 60 dias, não foi possível quantificar 

concentrações do herbicida para a maioria dos tratamentos, sugerindo que o herbicida foi 

dissipado, ou sofreu degradação natural. Acredita-se, então, que as plantas e micro-organismos 

podem ter auxiliado nessa dinâmica.  

 

 

 

 

 

 

 

Tratamentos Concentração de Hx por peso fresco (µg g1) 

SHSI 0,0000 

CHSI 26,30 

CHI1 10,40 

CHI2 14,40 

CH1+2 9,60 

Média 12,10 

F(x) 0,7193ns 

CV (%) 207,69 
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Tabela 5 – Quantificação de hexazinona em solo tratado com C. cajan e inoculantes (mg.g1) 

Tratamentos: SHSI –sem herbicida e sem inóculo; CHSI – com herbicida, sem inóculo; CHI1 –  com 

herbicida, inóculo 1; CHI2 –com herbicida, inóculo 2; CH1+2 –com herbicida, inóculo 1 + 2.  

 

 

 Para Mendes et al. (2013), em solos com 15% de argila, o hexazinona apresentou alta 

mobilidade, sendo encontrado em camadas com 30cm de profunidade. Porém, o processo de 

lixiviação é afetado pela textura do solo, quantidade de carbono orgânico e composição 

mineralógica. As características do solo utilizado: 70% de areia e baixo teor de matéria orgânica 

(13g.dm3), além da alta solubilidade em água (33 g L-1), favorecem a lixiviação. Em solo 

argiloso, as porcentagens de lixiviação detectadas foram menores, comparadas com solo 

arenoso. De acordo com Reis et al. (2017), a baixa capacidade de troca de cátions (CTC) de 

solo arenoso, comparada com solo argiloso, acarreta em um alto potencial de lixiviação, sendo 

que, no vaso, pode ocorrer a dissipação do herbicida no perfil do vaso. Portanto, a diminuição 

das concentrações de herbicida não atribuídas à planta e inoculante pode ser explicada pelo alto 

teor de areia, baixa quantidade de matéria orgânica e capacidade de troca de cátions do solo 

utilizado. 

 

5 CONCLUSÕES  

 
  Apesar de C. cajan e inoculantes microbianos de B. pumillus e S. maltophilia terem se 

mostrado como bons candidatos à fitorremediação, não foi possível atribuir a diminuição da 

concentração de herbicida no solo aos tratamentos empregados, pois não se observaram 

Tratamentos 

Concentração de Hx por peso seco 

de solo (µg g1)  

Ti 

Concentração de Hx por peso seco 

de solo (µg g1) 

após 60 dias 

Com planta Sem planta Com planta Sem planta 

SHSI 0 0 0 0 

CHSI 0,0462 0,00626 0,0220 0 

CHI1 0,130 0,00416 0 0,0120 

CHI2 0,0381 0,0175 0 0 

CH1+2 0,175 0,152 0 0 

Média 0,0573 a 0,0034 a 

F(A) 0,0271ns 

F(B) 0,0036ns 

CV (%) 295,44 
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diferenças significativas para avaliações biométricas, fisiológicas e da quantificação do 

herbicida nas matrizes. Sendo que as características do solo amentaram a disponibilidade do 

herbicida, e com isso o aumento da percolação no perfil do vaso.  
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CONCLUSÃO GERAL 

 

 
  Dentre 10 espécies, C. cajan foi selecionada como a mais tolerante à hexazinona, na 

dose de 125 g ha-1 de acordo com avaliações biométricas.  

 Selecionou-se 6 micro-organismos tolerantes ao herbicida: SCR1 – M. arborescens; 

SCR2 – B. pumillus; SCM3 – S. maltophilia; SCM4 – B. cereus; SCM5A – M. arborescens; 

SCM5B – B. safensis tolerante à hexazinonona, sendo que B. pumillus e S. maltophilia 

apresentaram habilidades em solubilizar Ca3(PO4)2. 

  A espécie vegetal selecionada e os micro-organismos com capacidade de solubilização 

fosfato foram testados em conjunto e não foram observados efeitos em C. cajan, sendo que 

apresentou pequena capacidade de acumular a molécula em seus tecidos. Houve diminuição na 

concentração do hexazinona no solo, porém não pode ser atribuída aos tratamentos testados.  


