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RESUMO

SANTOS, VANESSA SIVA. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde, Rio Verde-GO,
fevereiro de 2018. Dissertagdo (Programa de Po6s-Graduacdo em Agroquimica).
Fitorremediacéo assistida por micro-organismos de solo contaminado com hexazinona.
Orientador: Dr. Adriano Jakelaitis, Coorientadora: Dr? Paula Fabiane Martins.

Agroquimicos, quando utilizados em demasia, podem causar riscos ao ambiente e a salde
humana. Com isso, torna-se necessario o desenvolvimento de novas tecnologias para
descontaminacdo de ambientes, como a fitorremediacao assistida por micro-organismos, que se
mostra eficiente na recuperacdo de ambientes com diversos xenobidticos. Sendo assim, foram
investigadas ferramentas para fitorremediar 0 solo com hexazinona, herbicida largamente usado
na cultura da cana-de-actcar com potenciais riscos ao ambiente. Realizou-se uma pré-selecéo
de plantas tolerantes a molécula, através de avaliacdes biométricas, bem como micro-
organismos tolerantes e com capacidade de solubilizacdo de fosfato de célcio. 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,
fitointoxicacdo, trocas gasosas, peroxidacdo lipidica dos tecidos vegetais e quantificacdo do
herbicida na planta e solo por CLAE. Néo foram observadas diferencas significativas para 0s
tratamentos, porém, a planta ndo sofreu estresses fisiologicos, sendo que houve pequena
acumulacdo do herbicida na parte aérea, a concentracdo de herbicida nas amostras de solo, foi
menor aos 60 dias.

Palavras-chave: Agroguimicos, fitorremediacao, 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. INTRODUCAO

Com o crescimento exponencial da populacdo humana, torna-se necessario 0 aumento
da produtividade e o desenvolvimento na agricultura para otimizar a producao de alimentos e
atender a demanda. Para maior produtividade, o uso de agrotdxicos € relevante no tratamento
prévio das sementes, durante o cultivo e apds a colheita (OLIVEIRA, 2016).

Conforme a legislagdo brasileira, n° 7.802/1989, agrotdxicos sdo produtos e agentes de
processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, utilizados nos setores de produgdo, armazenamento
e beneficiamento de produtos agricolas, pastagens, protecdo de florestas nativas e também
ambientes urbanos, hidricos e industriais. (BRASIL, 2016). O uso indiscriminado de
agrotdxicos é um dos principais motivos a contribuir com a contaminacdo de solos e aguas
subterrneas no mundo, além de influenciar o desaparecimento de insetos Uteis e 0 surgimento
de novas pragas (OLIVEIRA, 2016).

A agricultura consome cerca de 85% da producdo mundial de agrotdxicos. Os herbicidas
utilizados no controle de ervas daninhas sdo os mais aplicados na agricultura em todo o mundo.
O Brasil, por possuir extensas areas agricultaveis, € lider no consumo de agroguimicos (INCA,
2015). De acordo com o IEA — Instituto de Economia Agricola (2014), a venda de agrotdxicos
no Brasil, em 2013, chegou a 826,7 mil toneladas, somando o valor de US$ 11,45 bilhdes, que
representa cerca de 18% a mais que no ano anterior. Herbicidas alcangaram a marca de 487.743
mil toneladas, representando 54% do total de agroquimicos vendidos, seguidos por inseticidas
e fungicidas com 26,1% e 11,4%, respectivamente.

Alguns herbicidas apresentam longo efeito residual no solo, situagcdo importante quando
o0 periodo de interferéncia de plantas daninhas na cultura é maior, e, por isso, podem exercer
controle efetivo sem a necessidade de repetir aplicacGes. Porém, apds o término da cultura, o
efeito passa a ser indesejado. Diante disso, aumenta-se a necessidade de impedir ou remediar 0

efeito negativo causado pela presenca de herbicidas no solo. A remediacdo pode ocorrer
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quimica, fisica ou biologicamente, através de micro-organismos e plantas (PROCOPIO et al.,
2009; DAN et al., 2011).

1.1 Hexazinona

Hexazinona é um herbicida da familia das triazinas, cuja férmula quimica 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).

CHs, @)
\
CHs N
\ N
CH,4 N
0

Utilizado em vaérias culturas para o controle de ervas daninhas, folhas largas e
gramineas, na cana-de-agUcar, pode-se considerar significativa utilizacdo (PRIVMAN;
ZUMAN, 1998). Sua aplicacdo ocorre em pré e pés-emergéncia, sendo classificado quanto a
toxicidade como classe 111, de acordo com a ANVISA (2016).

Em relacdo as caracteristicas fisico-quimicas da molécula, observa-se que sua
solubilidade (Sw) em meio aquoso a 25 °C é de 33 g.L* para a IUPAC (2017) e 29,8 g.L™ para
a FAO (2017). Ambos favorecem a sua lixiviagcdo. Com coeficiente de particdo em adgua (Kow)
de 1,96, ou seja, sdo hidrofilicos e possuem baixa sor¢do no solo e meia-vida de um ano na
temperatura ambiente. A constante de dissociacdo (pKa) é de 1,8, sendo que, para solos
alcalinos, apresenta alta disponibilidade na solugéo do solo (FAO, 2017). Foi relatado por
Rodrigues e Almeida (2011), uma meia-vida de trés a seis meses. E, de 79 dias, em campo para
Yassur (1999).

O mecanismo de acdo desse herbicida é a inibicdo da fotossintese, através da inibigéo
do fluxo de elétrons do fotossistema Il (PSII), inibindo a fotossintese (RODRIGUES,

ALMEIDA, 2011). Sendo assim, os elétrons ndo sdo armazenados como energia quimica (ATP
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e NADPH) e formam radicais livres que causam danos nos lipideos das membranas celulares,
chamado de peroxidacdo (MARCHI, et al. 2008).

Devido as suas caracteristicas, a molécula é pouco suscetivel a hidrdlise e a fotolise
(ZHU, 2002), portanto o residual pode permanecer por varios meses no ambiente
(FERNANDEZ, 2001). Como citado por Wang (2009), o hexazinona ja foi encontrado em &gua
subterranea e solos, provocando preocupa¢des quanto a seguranca para a satde humana. A sua
degradacdo se da principalmente através do metabolismo microbiano nos solos e ndo é

significativamente afetada por fotodegradacdo ou degradacao quimica (WANG et al. 2006).

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

2.1 Biorremediacéo

A EPA (2017) define a biorremediacdo como sendo a utilizacdo de organismos vivos
como ferramenta para a limpeza de poluentes no solo, agua ou aguas residuais. Portanto, ndo
apenas organismos Vvivos estdo inseridos na estratégia de biorremediacao, enzimas microbianas
também podem ser envolvidas na degradacdo e transformacdo 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 € considerada promissora pela eficiéncia, baixo custo e pouco impacto
ecoldgico. Comparando organismos vivos que degradam poluentes organicos, métodos fisicos
e quimicos de remocao, 0s micro-organismos apresentam melhores resultados (MEGHARAJ,
2011). A utilizacdo 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
inoculagdo com micro-organismos especificamente adaptados (MASSIHA et al., 2011). Além
da biodegradacdo por bactérias, linhagens de fungos de diferentes géneros ja foram
caracterizados como potencial degradadores de pesticidas (MAGBOOL et al., 2016).
Diversos metodos para a remogédo de poluentes no solo séo estudados. Estes compreendem
abordagens fisico-quimicas e biologicas. Embora tratamentos fisico-quimicos sejam mais

eficazes, o processo é oneroso por causa da demanda de energia e reagentes quimicos. Portanto,
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o tratamento bioldgico torna-se uma tecnologia atrativa pela viabilidade em relagdo ao custo e
eficacia, além das vantagens ecologicas (WU et al., 2016). Nele, pode ocorrer a degradacéo de
poluentes organicos por organismos vivos (CRISTHI, 2013), transformando-os em compostos
menos tdxicos, que, posteriormente, sdo mineralizados, ou seja, ocorre a modificacdo da
molécula em &gua e CO2, 6xidos e sais minerais (GOMEZ; SARTAJ, 2014).

Com isso, técnicas de biorremediacdo tém sido utilizadas como mecanismo de
descontaminacdo de solos infectados com pesticidas (WOJCIESZYNSKA, 2013), produtos
derivados de petréleo (SMULEK, 2015), compostos farmacéuticos (WOJCIESZYNSKA,
2014), hidrocarbonetos policiclicos aroméaticos (RODGERS-VIERA, 2015), corantes organicos
(MOHAMED, 2016) e metais pesados (WASILKOWSKI, 2014).

Ja foram citadas na literatura, diversas formas de biorremediacdo, como a
bioestimulacdo, que depende da adi¢do de nutrientes como nitrogénio e fosforo para favorecer
0 metabolismo de micro-organismos auxiliares na biodegradacdo de xenobidticos (MORILLO;
VILLAVERDE, 2017), constatada como eficiente para pesticidas organoclorados (ISLAS-
GARCIA et al., 2015), DDT (ORTIZ et al., 2013), e diuron (RUBIO-BELLIDO et al., 2015).

A bioaumentacdo, que consiste no aumento da populacdo microbiana do solo também
foi constatada como eficiente na degradacdo do herbicida molinato, por consorcio bacteriano
de Stenotrophomonas e Bacillus (LOPES et al., 2012), sendo Bacillus, responsavel pela
degradacdo de inseticidas (SALUNKHE et.al., 2015) clorpirifés (FARHAN, 2014) e atrazina
(SINGH; CAMEOTRA, 2014).

2.2 Bioaumentacao

A bioaumentacdo é o aumento do potencial catabdlico de micro-organismos do solo
para a degradacdo de poluentes, através da inoculagdo com linhagens individuais ou consorcio
de bactérias e fungos, além de micro-organismos geneticamente modificados.

Dentre as caracteristicas desejaveis para um potencial de biodegradacdo, salienta-se
répido crescimento, facilidade no cultivo, tolerancia a altas concentra¢fes de poluentes, além
de condigdes ambientais (MROZIK; PITROWASKA-SEGET, 2010), sendo que 0s micro-
organismos sdo isolados de ambientes contaminados, utilizando meio de cultura rico
(SEMRARY, 2012).
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Para Fang (2010), a habilidade na bioaumentacao depende de fatores ambientais como
temperatura, pH, teor de matéria organica e concentracdo do pesticida. Estudos que elucidam a
degradacdo de pesticidas ndo estdo ligados somente a capacidade microbiologica de
degradacdo, mas também possuem correlagdo com o tipo de solo, como teor de argila e matéria
organica, que favorecem a degradacéo (CYCON, 2017).

Além dos fatores abidticos, a eficiéncia da bioaumentacédo esta ligada a capacidade do
inoculante em sobreviver em meio contaminado, sendo que o nimero de micro-organismos
tende a diminuir durante os primeiros dias, depois a populacéo é estabelecida (HONG et al.,
2007). Ramadan et.al., (1990) sugerem indculos com densidades superiores a 10* células por
grama de solo, pois abaixo dessa concentracdo, apenas pequena parte das bactérias consegue
sobreviver a competicdo e participar da degradacao.

Lima et al. (2009) mostram a efetiva utilizacdo da bioaumentacdo para solos
contaminados com pesticidas derivados de triazina. Morganete et al. (2010) observaram a
remocao de simazina em solo, com auxilio de micro-organismos.

Existe uma diversidade microbiana nos compartimentos ambientais solo e agua, com
ampla capacidade natural de degradar e transformar poluentes. Essa capacidade é atribuida a
diversidade do metabolismo e a capacidade para incorporacdo de mudancgas genéticas, que
podem favorecer e aprimorar estes processos (DAS; CHANDRAN, 2011). Os agentes
bioldgicos que atuam como ferramentas na biorremediacdo utilizam os contaminantes como

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

2.4 Fitorremediacéo

A fitorremediacdo consiste na utilizacdo de plantas para detoxificar ambientes
contaminados (SALT et al., 1998). Pode ser utilizada para remover contaminantes organicos
do solo atraves de mecanismos da planta ou da interagdo planta e micro-organismo
(GERHARDT et al., 2009). A habilidade da planta de estimular a microbiota associada a ela
para promover a degradacdo rizosférica, bem como a toleréncia que exibem ao herbicida,
possibilita que o contaminante seja extraido e metabolizado pela propria planta
(CUNNINGHAM et al., 1998).

O crescimento das plantas altera as propriedades do solo, pois ha a estimulacdo das

comunidades microbianas na rizosfera, devido ao crescimento das raizes, que descompactam o
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solo e permitem a movimentacdo de oxigénio e &gua (GERHARDT et al., 2009). Esse processo
libera, através das raizes, acidos organicos capazes de alterar as propriedades quimicas do solo,
podendo auxiliar a biodisponibilidade e a degradacdo de contaminantes do solo
(STEPHENSON et al., 2014).

As plantas possuem enzimas no seu metabolismo secundario, como enzimas
hidroliticas, transferases, oxidades e redutases, que possuem mecanismos capazes de
detoxificar diversas toxinas organicas sintéticas, como o0s xenobioticos. Essas habilidades
favorecem a fitorremediacdo (MADELBAUM et al., 1995), sendo que a capacidade de captura
dessas moléculas depende das caracteristicas do contaminante, das condi¢cGes do
compartimento ambiental, como pH, teor de matéria organica, temperatura, salinidade e
umidade, bem como o perfil das espécies vegetais utilizadas, como robustez do sistema
radicular, adaptacao a diferentes condicdes, tipos de enzimas, mecanismos especificos e taxa
fotossintética da planta (SUSARLA, 2002; TURGUT, 2005).

Portanto, o destino dos xenobidticos no solo, como os herbicidas, estdo intimamente
relacionados a presenca da vegetacdo, pois faz com que, geralmente, aqueles sejam removidos
mais rapidamente, se comparado com solo sem cobertura (SINGH et al., 2004). Porém, a
eficiéncia do desenvolvimento da planta também esté correlacionada a atividade microbiana do
solo, sendo que na regido da rizosfera sdo liberados &cidos organicos, carboidratos e
aminoacidos presentes nos exsudatos radiculares, estimuladores da atividade microbiolégica
(CURL; TRUELOVE, 1986).

A desintoxicacdo dos ambientes pelas plantas se d& por varios mecanismos. Por
exemplo, fitoextracdo, que se ocorre pela absorcdo do contaminante pelas raizes e sua
acumulacdo na biomassa (RAFATI, 2011); fitoestabilizacdo, que consiste na utilizacdo de
plantas para estabilizar contaminantes no solo (SING, 2012); fitoestimulacdo e
fitovolatilizacéo, que absorve o poluente do solo e o converte em uma forma volétil, podendo
ser liberado para a atmosfera (PADMAVATHIAMMA; LI, 2007); fitodegradacdo, em que ha
a degradacgdo de poluentes organicos com o auxilio de enzimas, rizodegradacao, que ocorre na
rizosfera através de micro-organismos e enzimas que sao liberadas pelas espécies vegetais e sao
capazes de degradar o contaminante (YADAV et al., 2017). A eficiéncia desses fatores, porém,
estd relacionada com a producdo de biomassa da espécie vegetal, que deve apresentar bom
crescimento na presenca de pesticidas (PEREZ et al., 2009).

Madaldo (2012) selecionou Helianthus annus e Canavalia ensiformis como espécies
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eficientes na fitorremediacgéo de solos contaminados com sulfentrazona. Stizobium aterrimum
(mucuna-preta) e Canavalia ensiformis tambem foram estudadas por Procopio et al. (2007).
Esses pesquisadores observaram a capacidade de reduzir concentracdes de trifloxysulfuron
sodium no solo, em condicGes 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 remediacdo de herbicida do grupo quimico das triazinas e todas
apresentaram resultados de bioacumulacdo. Com isso, torna-se necessario o avancgo de estudos
para desvendar potencialidades provenientes de diversas espécies vegetais, para distintos

xenobibticos.
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OBJETIVOS

Investigar o potencial da fitorremediacdo assistida por micro-organismos na

descontaminacao de solo com hexazinona.

Objetivos especificos

1)
2)
3)
4)

5)

Avaliar a tolerancia de 10 espécies vegetais em diferentes niveis de hexazinona;
Selecionar plantas mais tolerantes a molécula, entre as avaliadas;

Selecionar micro-organismos tolerantes ao herbicida;

Avaliar a degradacdo do herbicida no solo com a presenca de plantas e micro-
organismos pré-selecionados;

Definir o processo mais eficiente na degradacdo de hexazinona.
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CAPITULO |

Selecéo de espécies vegetais tolerantes a hexazinona

RESUMO

Hexazinona é o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-de-aglUcar, e apresenta
persisténcia no ambiente. Para destoxificar ambientes contaminados com este herbicida, foi
investigada a tolerancia de plantas na presenca 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.hal). Através de
avaliacdes 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: Fitorremediacdo, tolerancia, 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?). 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. INTRODUCAO

A agricultura no Brasil é praticada em larga escala devido a extensas areas agricultaveis,
com quase 300 milhdes de hectares ocupados com culturas anuais, além de florestas plantadas
e pastagens. Com isso, 0 pais se torna alto consumidor de produtos fitossanitarios, cujas vendas
correspondem a 18,5% em relacdo ao total mundial (SINDIVEG, 2016), sendo que o0s
herbicidas representam 32,5% desse percentual (SINDIVEG, 2017).

Segundo estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), as areas
plantadas de cana-de-agucar destinada a atividades sucroalcooleiras na safra 2017/2018 deveréo
atingir 8.838,5 mil hectares no pais, sendo Goias o segundo produtor nacional. 1sso 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-
acucar, € o herbicida mais utilizado para o controle de ervas daninhas (TONIETO; REGINATO,
2014) e atua na inibicdo do fluxo de elétrons em PSII (fotossistema I1) (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 avaliacao dos riscos que esse composto pode gerar
ao meio ambiente. A contaminacdo pode ocorrer em meios variados, como agua, solo e ar, 0
que resulta em um risco potencial para a humanidade.

A fitorremediacdo é uma tecnologia que utiliza plantas para detoxificar ambientes
contaminados por contaminantes organicos e inorganicos em diversos compartimentos do
ambiente. Sendo que a planta atua na degradacdo, adsorgéo, volatilizacdo, acumulagdo de
poluentes bem como na estimulacdo da atividade microbiana no solo (NEWMAN;
REYNOLDS, 2004). Essa técnica apresenta vantagens como o baixo custo, simplicidade no
método e ndo gera impactos negativos secundarios, sendo uma técnica promissora (IBRAHIM
et al., 2013). Portanto, as espécies vegetais devem apresentar caracteristicas como tolerancia e
capacidade de reduzir residuos toxicos de agrotdxicos, alem da facilidade de cultivo (SANTOS
et al., 2007). Essas caracteristicas podem ser avaliadas através de testes preliminares de
desenvolvimento da planta, como avalia¢cdes biométricas ou avalia¢do do residual no solo.

Sandermann (1994) descreve a capacidade das plantas de se adaptarem as tensdes
induzidas por contaminantes organicos. Elas podem, dentro das células, estabelecer sistemas de

desintoxicagdo nos quais os poluentes orgénicos sdo reduzidos, convertidos ou eliminados,
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minimizando os efeitos deletérios causados pelos xenobidticos. Porém, conhecimentos acerca
dos processos envolvidos no metabolismo dos contaminantes organicos pelas plantas ainda séo
limitados (FENG, 2017).

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi selecionar espécies vegetais tolerantes ao
herbicida hexazinona para fins de aplicagdo em fitorremediacéo.

2. MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetacdo, no periodo de mar¢o a maio de 2017.
Cada unidade experimental corresponde a vasos de 6 dm?, preenchidos com 6 kg de Latossolo
Vermelho Escuro de textura média (70% de areia, 4% de silte, 26% de argila), com as seguintes
caracteristicas quimicas: pH 5,3; matéria organica e carbono organico: 13 e 7,5g dm; P e K:
0,98 e 15mg dm3; K*, Ca*?, Mg*?, Al*®, H + Al e CTC, foram de, respectivamente: 0,04; 1,18;
0,45; 0,02; 1,67; 3,34 cmolc dm.

As espécies vegetais foram escolhidas a partir de dados levantados na literatura, com
base na tolerancia das plantas apresentada para o grupo quimico do herbicida.

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos ao acaso com cinco repeti¢@es. 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 hal), sendo respectivamente: 0, 1/3 da dose comercial, % da dose comercial e dose comercial,
para solo de textura pesada.

O herbicida foi aplicado nos vasos com o auxilio de pulverizador costal com pressao a
CO; constante de 2 bar, volume de calda de 260 L ha™ equipado com barra de 2,0 m, bico tipo
leque AXI 110 02. As aplicagOes foram realizadas no periodo matutino com temperatura de
27°C; velocidade do vento de 1m s?, e umidade relativa do ar a 72,3%.

Transcorridas 48 horas da aplicacdo do herbicida, realizou-se a semeadura das espécies
vegetais. ApoOs a germinacdo, foi realizado um desbaste, deixando trés plantas por unidade
experimental. A umidade dos vasos foi mantida com irrigacdo manual uma ou duas vezes por

dia ou de acordo com a necessidade. Foram realizadas trés adubagdes com 20 g L™ Forth Jardim
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da marca Tecnutri do Brasil, contendo N: 13; P205: 5; K20: 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 avaliagdes de altura (cm), aos 30 e 60 DAE — dias ap6s a emergéncia,
com o auxilio de régua graduada, tomando-se como base 0 meristema apical para dicotiledéneas
e a borda da folha superior para as demais espécies. Simultaneamente, avaliou-se a
fitointoxicacdo (%) aos 30 e 60 dias, atribuindo notas variando de 0 a 100% de acordo com 0s
sintomas apresentados pelas plantas, sendo O representando a auséncia de sintomas e 100 a
morte da planta. Aos 60 dias, parte aérea e raizes foram separadas para avaliacdo da producédo
de biomassa seca. As amostras foram acondicionadas em estufa a 65 °C por 72 horas e
posteriormente pesadas em balanca analitica.

As médias referentes a altura de plantas e as massas secas da parte aérea obtidas pela
testemunha de cada espécie (dose zero) foram transformadas, atribuindo-se indice igual a 1. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, as médias entre
espécies foram comparadas pelo teste Scott-Knott (p<0,05) e as médias entre doses foram
submetidas a analise de regressdo com auxilio do programa Sigmaplot (SISTAT SOFTWARE,
versdo 12.0).

Para fitointoxicacdo, os dados foram ajustados a equacdo do tipo sigmoide de trés
parametros. Para as avaliacdes de altura e biomassa, a maioria dos tratamentos também foram
explicadas por esta equacéo:

Equacdo sigmoidal:
a
(1+exp (— X —be))

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

y:

maximo e minimo da curva, X0 € a dose que expressa 50% de resposta da varidvel e b a

declividade da curva.

3. RESULTADOS

As avaliacOes de altura e fitointoxicacdo foram realizadas aos 30 e 60 dias apos a
emergéncia da maioria das espécies. As médias observadas para altura e fitointoxicacéo, além

dos modelos sigmoidais ajustados em funcdo das subdoses, sdo apresentadas nas tabelas
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subsequentes.

3.1 Fitointoxicacao aos 30 DAE

Aos 30 DAE, observou-se interacdo entre os fatores espécie e dose. Para a dose 125,0 g
hal, as espécies que apresentaram maior sensibilidade foram C. juncea e D. lablab, com 100
e 98% de fitointoxicacdo, respectivamente. As espécies que apresentaram sintomas de
fitointoxicacdo intermediarios foram: U. brizanta, P. glaucum, M. pruriesis e M. aterrima.
Uma maior tolerancia 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't, observou-
se maior tolerancia 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?, nenhuma espécie apresentou

tolerancia ao herbicida (Tabela 1).



Tabela 1 — Fitointoxicacao, promovidas por doses de hexazinona, nas espécies testadas avaliada aos 30 dias apds a emergéncia (DAE)
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Doses de hexazinona (g ha™)

Espécies Equacéo da regresséo R2
0 125,0 187,5 375,0
Urochloa brizantha 0,00a¥  59,17b 88,33 a 100,00 a Y=98,8553/(1+exp (-(x — 113,5094) / 31,7230)) 0,99
Urochloa ruziziensis 0,00a  3083c 93,33a 100,00 a Y=99,9997/(1+exp (-(x — 139,6486) / 18,1310)) 1,00
Cajanus cajan 000a 3417c  4750b 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 0,00a 15,00 ¢ 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 ¢ 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 0,00a 64,17b 90,00 a 100,00 a Y=98,4276/(1+exp (-(x — 107,5034) / 29,6756)) 0,99
Mucuna pruriensis 0,00a 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(AXB) 2,62%
CV (%) 19,9

Y Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas sio estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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Para cada espécie, a partir da analise de regressdo para as doses, com base na equagao
sigmoidal, observa-se altos valores para o coeficiente a. Sendo assim, houve alta diferenca entre
0 ponto maximo e minimo de porcentagem de fitointoxicacdo, provocada pela aplicagdo 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 varidvel x0
apresentam-se mais tolerantes em relacdo ao aumento da dose, sendo que o maior valor
encontrado foi para C. cajan com x0 = 195,5354 g ha' é a dose que expressa 50% de
fitointoxicacdo. M. pruriensis apresentou baixa tolerancia nas crescentes doses, com x0 =
96,9079 g ha’. Valores expressos para a variavel 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 rapidos sintomas de fitointoxicacdo. Para uma curva mais
pronunciada como C. cajan, que apresentou maior declividade, denota maior tolerancia com o
aumento da dose aplicada. As espécies C. juncea e D. lablab foram explicadas através de um
modelo exponencial expressando elevado aumento de fitointoxicagdo mesmo em baixas
concentracdes de herbicida aplicado. Para todas as espécies, os coeficientes de regressio (R?)

observados variaram de 0,97 a 1.

3.2 Fitointoxicagdo 60 DAE

Observou-se que aos 60 dias (Tabela 2) houve interacdo entre os fatores espécies e doses
e, para a dose 125,0 g ha'l, as espécies que apresentaram maior sensibilidade foram C. juncea,
D. lablab, M. pruriensis e M. aterrima. As demais espécies apresentaram maior tolerancia,
sendo o menor valor observado, para C. cajan, com 6,67%. Na dose 187,5 g ha, apenas C.
cajan apresentou baixo indice de fitointoxicacdo. Para a dose subsequente, todas as espécies

apresentaram altos valores de fitointoxicacdo, indicando baixa tolerancia.



Tabela 2 - Fitointoxicacdo, promovidas por doses de hexazinona, nas espécies testadas avaliada aos 60 dias apds a emergéncia (DAE)

32

Doses de hexazinona (g ha)

Espécies Equacéo da regresséo R2
0 125,0 187,5 375,0
Urochloa brizantha 0,00a¥  9,17b 85,00 a 100,00 a Y=100,0001 / (1+exp(- (x — 160,5857) / 15,5162)) 1,00
Urochloa ruziziensis 0,00a  3333b 100,00a 100,00 a Y=100,0000 /(1+exp(- (x — 126,8958 ) / 2,7350)) 1,00
Cajanus cajan 0,00a 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 000a 9417a  100,00a 100,00 a Y=100,0000 / (1+exp(- (x — 116,0608) / 3,2138)) 1,00
Pennisetum glaucum 0,00a 4167b 73,33 a 85,00 a Y= 84,7286 /(1+exp(- (x — 126,5601) / 31,8329 )) 0,99
Mucuna pruriensis 0,00a 59,17 a 93,33a 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(AxB) 3,07**
CV (%) 24,40

Y Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas séo estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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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
tolerancia em doses baixas. Em relagdo ao coeficiente x0, 0 maior valor observado foi para a

espécie C. cajan, sugerindo maior tolerancia em funcdo do aumento da dose.

3.3 Altura aos 30 DAE

Para altura das plantas avaliadas aos 30 dias (Tabela 3) observou-se interagdo entre 0s
fatores testados e maior indice foi verificado para os tratamentos sem aplica¢do do herbicida,
sugerindo atraso no crescimento das plantas nas demais doses aplicadas. Tal fato também pode
ser constatado, observando os sintomas de fitointoxicacdo. Na dose de 125 g ha™* de hexazinona,
as espécies que apresentaram maior indice de altura foram: U. brizantha, U. ruziziensis, C.
cajan, C. spectabilis e C. ensiformis, porém houve diminui¢do 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. Nao se observou
crescimento para C. juncea e D. lablab, indicando menor tolerancia. Para as doses de 1879 ha
! de herbicida aplicado, apenas C. cajan apresentou crescimento de 54% em relac&o ao controle,
sendo que as demais espécies apresentaram alta sensibilidade e ndo se desenvolveram. Para a
dose maior, j& constatado pelos sintomas de fitonitoxicacao, todas as espécies foram sensiveis

e ndo apresentaram crescimento.



Tabela 3 — Altura das espécies testadas avaliada aos 30 dias ap6s a emergéncia (DAE) em funcédo das doses do herbicida hexazinona.
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Doses de hexazinona (g ha)

Espécies Equacéo da regresséo R2
0 125,0 187,5 375,0
Urochloa brizantha 1,00 a¥ 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 0,57a 0,00 b 0,00 a Y=0,8583 - 0,0027x 0,75
Cajanus cajan 1,00 a 0,83a 0,54 a 0,00a Y=1,0088/ (1+exp (- (x- 193,2287) / -426272)) 0,99
Crotalaria juncea 1,00 a 0,00c 0,00 b 0,00 a Y=0,9733 - 0,0090x + (1,7067.10°°)x? 0,96
Crotalaria spectabilis 1,00 a 0,73a 0,14 b 0,05a Y =1,0016/ (1+exp (- (x — 146,9942) / -22,2882)) 0,99
Canavalia ensiformis 1,00 a 0,77 a 0,00b 0,00 a Y=1,0654 — 0,0056x + (7,231. 10°)x? 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 0,23b 0,10b 0,00a Y =1,0126exp (-0,0121x) 0,99
Mucuna pruriensis 1,00 a 0,33b 0,09b 0,00a Y=1,1061/ (1+exp (- (x —91,1976) / - 40,2044)) 1,00
Mucuna aterrima 1,00 a 0,25b 0,00 b 0,00 a Y =1,0171 exp (- 0,0132x)) 0,98
F (A) 4,81%*
F (B) 198,69**
F (A XB) 2,78%*
CV (%) 9,89

Y Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas sdo estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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As respostas em relacdo as 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?, sendo a C. cajan que apresentou maior tolerancia entre
estas espécies em relacdo 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'* ndo houve crescimento, fazendo a curva decair para zero para
todas as espécies. O comportamento de U. ruziziensis na presenca das subdoses foi explicada
por uma equacao linear (y = a + bx), em que o crescimento decaiu linearmente com o aumento
da dose na proporcdo 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 equacdo y =
a 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 avaliacdo de altura, aos 60 DAE nota-se que houve interacdo entre os fatores testados
(Tabela 4) e para a dose de 125 g ha™* nota-se que crescimento mais pronunciado ocorreu para
C. cajan, U. brizantha, C. spectabilis e C. ensiformis, indicando maior toleréncia ao herbicida.
Menor crescimento foi constatado para U. ruziziensis, P. glaucum e M. pruriensis, sendo que
para C. juncea, D. lablab e M. aterrima ndo se observou crescimento, indicando menor
tolerancia. C. cajan foi a Unica espécie que apresentou maior crescimento (52% em relagdo ao
controle) para a dose de 187,5 g ha™. Ja constatado na avaliagio anterior, para 375,0 g ha,
todas as espécies apresentaram alta sensibilidade, sendo controladas.



Tabela 4 - Altura das espécies testadas avaliada aos 60 dias ap6s a emergéncia (DAE) em fun¢do das doses do herbicida hexazinona.
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Doses de hexazinona (g ha™)

Espécies 0 1250 1875 375.0 Equacdo da regressao R2
Urochloa brizantha 1,00 a¥ 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 0,00b 0,00 a Y=1,0212 exp (- 0,0107x) 0,95
Cajanus cajan 1,00 a 091a 0,52 a 0,00 a Y=1,0012/ (1+exp(- (x — 189,4806) / -28,0659)) 1,00
Crotalaria juncea 1,00 a 0,00c 0,00 b 0,00 a Y=0,9733 — 0,0090x + (1,7067.1075)x? 0,96
Crotalaria spectabilis 1,00 a 0,65a 0,20b 0,03a Y=1,0108 / (1+exp (- (x-143,6830) / -31,3431)) 0,99
Canavalia ensiformis 1,00 a 0,56 a 0,00b 0,00 a Y=1,0409 — 0,0065x + (9,8462.10°%)x? 0,91
Dolichos lablab 1,00 a 0,05c¢ 0,00 b 0,00 a Y=1,0246 exp (-0,0244x) 0,99
Pennisetum glaucum 1,00 a 0,26 b 0,09b 0,00 a Y=1,0132 exp (-0,0116X) 0,99
Mucuna pruriensis 1,00 a 0,30b 0,07b 0,00 a Y=1,0152 exp (-0,0110x) 0,99
Mucuna aterrima 1,00 a 0,16 ¢ 0,00 b 0,00 a Y=1,0175 exp (-0,0161x) 0,99

F (A) 5,39%*
F (B) 201,78**
F(AxB) 2,68**
CV (%) 9,82

Y Médias seguidas pelas mesmas letras mintsculas nas colunas sdo estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.
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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, demonstrando
que C. cajan que apresentou maior crescimento em relacdo as demais. U. brizantha, D. lablab,
P. glaucum, M. pruriesis, e M. aterrima foram explicadas pela equacao exponencial, cujo efeito
das doses foram mais evidenciados para Dolichos lablab (Tabela 4).

3.5 Producdo de biomassa da parte aérea

Para MSPA — Massa seca da parte aérea, verificou-se interacdo entre os fatores (espécie
e dose), sendo que, para dose 125 g ha™* observou-se maior producio 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 producédo de biomassa, indicando alta sensibilidade.

Na dose de 187,5 g hal, apenas C. cajan apresentou maior producéo de biomassa, com
57% em relacdo ao controle, indicando pouca tolerancia das demais espécies. De acordo com
as avaliacOes precedentes e na avaliagio de producéo de biomassa para a dose de 375,0 g ha?,
todas as espécies apresentaram alta sensibilidade e produgdo de massa inexpressiva.
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Tabela 5 - Producdo de biomassa da parte aérea das espécies testadas avaliada aos 60 dias ap6s a emergéncia (DAE) em funcdo das doses do herbicida
hexazinona.

Doses de hexazinona (g ha)

Espécies Equacdo da regressao R2
0 125,0 187,5 375,0
Urochloa brizantha 1,00 a 0,47 a 0,02b 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 0,03b 0,02b 0,01a 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 0,15b 0,15a Y=0,9211/ (1+exp (- (x -164,4164) / -14,0813)) 0,95
Dolichos lablab 1,00 a 0,06 b 0,03b 0,01a 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 0,33b 0,07b 0,04 a Y=1,0498 / (1+exp (- (x-99,2643) / -32,9997)) 0,99
F (A) 3,72%*
F (B) 136,40%*
F(AxB) 1,79%
CV (%) 11,21

Y Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas nas colunas sio estatisticamente iguais pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade
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Em funcgéo 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 diferenca entre o ponto maximo e minimo de indice de biomassa pelo
aumento das subdoses aplicadas, que resulta em maior producéo de biomassa nas menores doses

e menor producdo de biomassa nas doses mais altas.

Ao analisar o coeficiente x0, nota-se que a espécie que apresentou maior producgdo de
biomassa foi C. cajan, sendo de 198g ha*, sequido de C. ensiformis (164 g hat), C. spectabilis
(126 g hal), U. brizantha (123 g hal) e M. aterrima (99 g hal). As demais espécies

apresentaram baixa tolerancia com o aumento das doses.

Para as espécies U. ruziziensis, C. juncea, D. lablab, P. glaucum e M. pruriensis, a
producdo de biomassa dentro das doses foram explicadas pela equacao, sendo a espécie menos
tolerante a D. lablab.

3.6 Producdo de biomassa da raiz

Para esta variavel ndo foi observado interagdo entre os fatores testados, apenas efeito
isolado entre doses (Figuras 1 e 2). Entre as espécies ndo foi observado diferencas significativas
de producédo de biomassa da raiz (Figura 1). Ao observar os indices de massa seca de raiz em
relacdo as doses (Figura 2), nota-se diminui¢do da producao de biomassa a medida que a dose
é aumentada, atingindo 50% da variavel resposta na dose de 123,13 g ha. Na maior dose,
nenhuma producgéo de biomassa foi observada.
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Figura 1: indice de massa seca de raiz (MSR) das espécies testadas avaliadas aos 60 dias apos
a emergéncia (DAE). Histogramas seguidos das mesmas letras séo 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).
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Figura 2: indice de massa seca de raiz (MSR) avaliadas aos 60 dias apds a emergéncia (DAE)
em funcédo das doses testadas.
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4. DISCUSSAO

A espécie Cajanus cajan foi a Unica a apresentar maior tolerancia nas doses estudadas,
no entanto, aos 30 DAE houve diminui¢do no crescimento para a dose 125 g ha! e 187,5 g ha”
L de 17 e 46%); e aos 60 DAE diminuicéo de 9 e 48%, respectivamente, demonstrando aumento
na tolerancia em periodo 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
recuperacdo contra a acdo do herbicida hexazinona. Tal condicéo pode ser atribuida a adaptacéo
contra o estresse abiotico, ou a diminuicdo da molécula no solo por condi¢des naturais, como
lixiviagdo ou biodegradagéo.

Kumar et al. (2015) mostram que C. cajan apresentou alta habilidade em acumular os
metais cromo e niquel, além dos altos fatores de bioconcentracéo e translocacdo, que tornam
uma planta com habilidade na remocdo de metais e com potencial fitotecnol6gico. Jerez e
Romero (2016) também descrevem a capacidade da espécie na remocdao de cromo, chegando a
49%. Yadu et al (2017) mostraram a aptidao da espécie em tolerar o flGor, quando combinada
com glicina betaina, um composto de aménio com capacidade de eliminar as espécies reativas
de oxigénio (ROS) em plantas sob estresse e melhorar o rendimento. A sensibilidade ao
herbicida imazaquim foi observada por Florido et al. (2014). Entretanto, ndo ha investigacdes
sobre o estresse causado em C. cajan por hexazinona e seu potencial de tolerancia ou

biodegradabilidade.

Aos 60 dias, U. brizantha apresentou para a primeira dose decréscimo no crescimento
de 24% comparada a testemunha, a biomassa diminuiu 53% na primeira dose aplicada,
observando fitointoxicacdo de 9,17%, esses dados sugerem que o herbicida causou uma
inibicdo de crescimento. Para as demais doses, ndo 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 acumulagdo em seus vacuolos.

C. spectabilis e C. ensiformis também se apresentaram mais tolerantes em relagéo as
demais espécies, com diminuicdo de crescimento aos 60 dias de 35 e 44%, respectivamente,
comparadas com a testemunha para a dose 125 g hal. Em condic@es controladas, Madal&o et al.
(2017) identificou C. ensiformis como tolerante a sulfentrazona. Conforme apresentado por
Monquero et al. (2013), C. ensiformis e C. cajan apresentaram tolerancia ao herbicida

diclosulam, que pertence ao grupo quimico sulfonanilidas, sendo que, em testes posteriores, C.
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cajan apresentou melhores resultados nas maiores doses aplicadas, tendo maior indice de
producdo de biomassa, menor indice de fitointoxicacdo. Alem dessas espécies, M. aterrima
apresentou baixo acimulo de biomassa e sensibilidade a molécula.

Foi relatado por Florido et al. (2014) toleréncia das espécies C. ensiformis, M. aterrima
e C. cajan ao herbicida imazaquim nas doses mais altas avaliadas, sendo que C. ensiformes
apresentou maior acimulo nas raizes.

As espécies mais sensiveis ao hexazinona (125,0 g ha) foram U. ruziziensis, M.
pruriesis e P. glaucumi, com indice de altura menor que a testemunha de 62%, 70% e 74%;
sequidas de C. juncea, D. lablab e M. aterrima, nas quais observou-se morte da planta. Isso
pdde ser confirmado apos avaliacdo de producdo de biomassa, sendo que 0s menores indices
foram observados para C. juncea, D. lablab. Sendo assim, na planta que apresenta baixa
tolerancia, o crescimento é prejudicado, pois a fitointoxicacdo causada pelos poluentes
organicos inibe a capacidade vegetal de absorcdo de agua e nutrientes (KHAM et al., 2013).

Na dose 187,5 g ha observou-se tolerancia apenas para C. cajan, sendo que as demais
espécies apresentaram baixo crescimento e altos indices de fitointoxicacdo. Para a maior dose

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

5. CONCLUSOES

Até a dose de 187,5 g ha' 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

remediacdo de solos contaminados com hexazinona.
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CAPITULO 1I

Selecdo de micro-organismos e preparo de inoculantes com potencial de
aplicagdo na remediacdo de solos contaminados com hexazinona

RESUMO

O uso excessivo de agroquimicos resulta em impactos ambientais, com isso, torna-se necessario
o desenvolvimento de tecnologias sustentaveis para a diminui¢do de contaminantes no solo. O
hexazinona € o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-de-aglUcar, e apresenta
persisténcia no ambiente. E sua principal via de degradacdo no solo é através de micro-
organismos. Com isso, selecionou-se 6 micro-organismos que apresentaram crescimento na
presenca 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 solubilizacdo de fosfatos. E para o teste de
solubilizacdo de Cas(POa)2, as linhagens que apresentaram melhores resultados foram B.
pumillus e S. maltophilia. Posteriormente os inoculantes foram preparados e a concentracdo
ap6s plaqueamento de 2,71x10° UFC.mL? para B. pumillus, 1,02x10° UFC.mL* para S.
maltophilia e consdrcio com as duas linhagens 1,14x10'° UFC.mL. Sendo estes, valores
satisfatorios para utilizagdo como inoculantes.

Palavras-chave: B. pumillus, S. matophilia, inoculante, biorremediagéo, 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;
SCMb5A - 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 1.14x10%°
UFC.mL- 1. These being satisfactory values for use as inoculants.

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

1. INTRODUCAO

Os solos agricolas possuem uma diversidade microbiana que pode exibir propriedades
de degradacdo por permanecerem em condi¢Oes de estresse. Por isso, torna-se viavel o
isolamento de micro-organismos nessas condi¢Ges para utilizar como inoculantes e aumentar a
degradacéo de contaminantes (VILLAVERDE et al., 2018).

A bioaumentacdo no solo, introducao de cepas e consércio microbiano com capacidades
cataliticas desejadas permitem o aumento da capacidade de degradacdo de xenobioticos
(PIOTROWSKA et al., 2010). Sendo que a fitorremediacdo associadas a micro-organismos
compreende uma tecnologia promissora para a descontaminacdo de ambientes (SALT et al.,
1998). As bactérias podem interagir no ambiente contaminado de diversas formas, seja na
promocdo de crescimento vegetal, que favorece a planta em condicdes de estresse, na

degradacdo de compostos toxicos e disponibilidade de nutrientes.

Hexazinona € um herbicida utilizado para a cultura da cana-de-acucar (TONIETO E
REGINATO, 2014), pertencente ao grupo quimico das triazinas, € 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 avaliagdo dos riscos que esse
composto pode gerar ao meio ambiente. A contaminacdo pode ocorrer em meios variados, como
agua, solo e ar, que resulta em um risco potencial. Sua principal via de degradacéo no solo, €
atribuida a micro-organismos. Porém, a taxa de degradacéo € lenta e a atividade residual pode
se prolongar por varios meses. Para Wang et al. (2012), a degradacéo da molécula esta associada
ao teor de carbono organico e da atividade microbiana no solo.

Com isso, 0 objetivo deste trabalho, foi selecionar micro-organismos tolerantes a
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hexazinona que apresente capacidade de solubilizacdo de fosfato bem como o preparo de
inoculantes para aplicacdo associado a planta na remediacdo de solo contaminado com

hexazinona.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Isolamento microbiano de solo contaminado com hexazinona

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Microbiologia Aplicada do IF
Goiano Campus Rio Verde. As amostras de solo foram coletadas de local com histérico de
aplicacdo recente do herbicida hexazinona, na profundidade de 10 centimetros em 20 pontos
diferentes, e foram homogeneizadas para obtencdo de uma amostra composta. Os
microrganismos foram isolados a partir de dilui¢do seriada e o espalhamento em placa, a partir
de 1g do solo diluidos em 9 ml de solucéo salina (0,85%). Foram utilizadas trés repeticbes e

realizada diluigdo seriada até 10%

Para plaqueamento, 0,1ml de cada amostra foi espalhado em placas de petri, com auxilio
de alca de Drigalski, contendo meio rico (agar nutriente) com e sem herbicida e meio minimo
((NH4)2S04 1g; NaCl 1g; KH2SO4 1,5g; MgS0s4 0,2g; agar 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 minimo, respectivamente, e foram realizadas as contagens de
unidades formadoras de col6nia (UFC). A dose utilizada do herbicida foi de 4,86 ml.L?,
representando a dose comercial de aplicagdo, considerando volume de calda de 200 L. ha™.

O isolamento de bactérias tolerantes ao herbicida hexazinona foi realizado por anéalise
de UFCs que apresentaram halo de degradacdo e com base nas diferencas morfoldgicas 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 minimo com e sem

herbicida e nove diluicdes, com trés repeticdes.
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2.1 Extracdo de DNA e amplificagéo do gene 16S rDNA

Os isolados foram selecionados por apresentar mecanismos de resisténcia ou tolerancia
ao herbicida. O procedimento de extracdo de DNA bacteriano foi realizado no Laboratério de
Genética de Microrganismos Prof. Jodo Ldcio de Azevedo, na Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz — ESALQ — S8o Paulo. Antes da extracdo, as amostras bacterianas foram
inoculadas em meio liquido e colocadas em agitador a 110rpm 28° “overnight”. Todo o
conteudo das amostras foi centrifugado nas seguintes condi¢Ges: 2 ml a 1200 rpm por 2 min,

para aumentar a massa de células.

Utilizou-se o DNeasy Blood & Tissue Kits para a extragdo. O gene 16S rDNA foi
amplificado pela reacdo 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 reacdes
com volume final de 25pl contendo 2,5ul de solugdo tampao; 2,0l de MgClz; 0,5ul de DNTp;
0,2ul de Tag DNA polimerase; 0,5ul de cada primer; e 1ul da amostra. A reagdo de PCR foi
conduzida em termociclador nas seguintes condi¢@es: (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 quantificacdo do DNA foi
realizada com 1uL do produto por cecletroforese em gel de agarose (0,8%).

O produto de PCR foi utilizado para a purificagdo com kit Illustra GFX PCR DNA e
Gel Band Purification. O produto da purificacdo foi sequenciado utilizando o método Sanger
no Laboratério de Biotecnologia Animal - ESALQ/SP. As sequéncias do 16S foram
comparadas no banco de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com sequéncias
conhecidas por busca de similaridade via Blastn.

2.2 Arvore de similaridade para identificacdo dos isolados bacterianos

A construcéo da arvore foi realizada com o software MEGA 7 (TAMURA et al., 2013),
utilizando o algoritmo Neighbour-Joining, pela opgdo de distancia de acordo com o modelo
Jukes e Cantor (1969), no qual as sequéncias das bactérias, foram comparadas as sequéncias
tipo, com base nos resultados observados no Basic Local Alignment Search Tool - BLASTn e
Ribosomal Database Project — RDP. A robustez da arvore de similaridade foi confirmada pela
analise 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 solubilizacdo de fosfatos

Os isolados foram caracterizados e selecionados por promoverem o crescimento da
planta, considerando o tra¢o funcional de solubilizagdo de fosfato de célcio inorgénico, 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 agua destilada, em tubos de ensaio
contendo 10 mL cada (SYLVESTER-BRADLEY, 1982) e foram mantidas por 24 horas sob
agitacdo orbital — Shaker (110rpm 28°C) para obtencéo do pré-indculo. Retirou-se uma aliquota
de 1mL para leitura da densidade dptica (DOsoo) em espectrofotdmetro.

Todas as bactérias tiveram suas DOeoo (0,5) equiparadas por meio de dilui¢do salina
(0,85%). Foram adicionadas separadamente as fontes insoltveis de fosfato em cada meio (5 g
L de fosfato de célcio - Caz(POa)2; 1 g Lt de fosfato de ferro - FePO4; 2 g L de fosfato de
aluminio - AIPQOg4. Inoculou-se 1mL de cada cultura em 8mL de meio, em triplicata (Gadagi e
S4, 2002). Mantidos sob agitacdo constante com auxilio de mesa agitadora pendular (TE-240/1
Tecnal®) a 100rpm, por 72h e 28°C.

Apoés o periodo de crescimento, o pH das amostras foi aferido e a solubilizacdo 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 °C. Em seguida,
1mL do sobrenadante foi adicionado a 9mL do reagente de trabalho [900mL de agua destilada,
0,4 g de &cido ascérbico e 100mL da solugdo 725 (0,1 g de subcarbonato de bismuto, 6,8mL de
acido sulfdrico, 30mL de agua destilada, 2,0 g de molibdato de aménio, 6,8mL de acido
sulfurico/completar para 100mL em baldo volumétrico)]. Transcorridos 20 minutos, foi
realizada a leitura a 725nm em espectrofotdmetro. A solubilizacdo de fosfato foi determinada
utilizando a equagdo da curva padrdo de cido fosférico (160mg.L ™) e as médias comparadas
pelo teste Tukey(5%).
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2.5 Preparo de inoculantes bacterianos para aplicagdo em fitorremediagdo
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 solubilizacdo de fosfatos. Foi inoculada uma col6nia de cada bactéria em tubos de
ensaio mantidos sob agitacdo orbital — Shaker (110rpm 28°C) — por 24h. A DOsoo medida foi
de 0,6. Em erlenmeyers com 40 mL de caldo nutriente (59 peptona, 3g extrato de levedura em
1L de agua destilada), foi inoculado 400l em trés repetigdes (1% do volume total). A DOsoo
foi medida com intervalo de 2h em 2h até atingir a fase estacionaria.

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

plaqueamento em meio rico em trés diferentes tempos: inicio da fase log de crescimento e fi

3. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e as diferencas entre 0s
tratamentos foram observadas pelo teste de Tukey (p < 0,05), através do software Sisvar®. Para
0s ensaios de solubilizacdo de fosfatos, analisou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson entre

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

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolados microbianos tolerantes a hexazinona

Os micro-organismos foram inoculados nas placas com os seguintes tratamentos: agar
nutriente com e sem herbicida, e placas de meio minimo com e sem herbicida. A diluicdo que
possibilitou a contagem de UFCs nas placas foi a de 1072,

Observou-se que apenas um tratamento se diferiu dos demais (Figura 1), sendo ele de
meio minimo sem herbicida. Visualmente, constataram-se diferencas morfologicas no
crescimento dos micro-organismos, sendo que, nos tratamentos com meio rico, 0 crescimento
foi mais acelerado, formando colénias maiores e em menor quantidade. Nos tratamentos com

meio minimo, houve maior formacao de UFCs, resultando em col6nias de menor diametro, se
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comparadas com o tratamento anterior.

Isolados na presenca e auséncia de hexazinona

b

UFC.mL1

a a
: ﬂ “
MRCH MRSH MMCH MMSH
Meios de cultura

Figura 1 - Meio rico com herbicida (MRCH); Meio rico sem herbicida (MRSH); Meio
minimo com herbicida (MMCH) Meio minimo sem herbicida (MMSH). Histogramas
contendo as mesmas letras séo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).

Houve uma inibic&o no crescimento de UFCs na presenca do herbicida para meio rico
e minimo. Este comportamento de crescimento pode estar relacionado com a geracdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) na célula, cujo aumento esta relacionado com exposicao a
agentes quimicos, como metais pesados e outros tipos herbicidas, responsaveis 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 0 excesso de ROS (GRATA et al., 2005). Porém, as UFCs que foram formadas na
presenca do herbicida indicam tolerdncia no meio rico e, no meio minimo, 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 minimo (potencialmente degradantes). O
parametro para sele¢do, foi através da observacdo de diferencas morfoldgicas entre as UFCs
crescidas na placa. A identificacdo primaria dos isolados levou em consideracdo a origem e 0

meio de crescimento do micro-organismo conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 — Isolados bacterianos de meio rico € meio minimo. Sendo, S: oriundos do solo,
C:crescidos na presenca de herbicida, R: meio rico, M: meio minimo.

Isolados na presenca de hexazinona
SCR-1
SCR-2
SCM-3
SCM-4
SCM-5A
SCM- 5B

Meio rico

Meio minimo

4.2 ldentificagdo molecular por gene 16S rDNA

A identificacdo da sequéncia rDNA 16S por analise de similaridade comparadas no

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

seis cepas isoladas (Tabela 2). A construgdo da relagdo filogenética possibilitou a identificacdo
de cinco espécies (Figura 2). Porém, nao foi possivel inserir a espécie e SCM-5B na relacdo
pela menor qualidade da sequéncia de pares de bases. Entretanto, em analise de similaridade

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

Tabela 2 — Isolados do solo identificados por analise de similaridade no banco de dados
GenBank.

Isolados do

solo Identificacio 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%
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o8 | SCR-2
99| |Bacillus pumilus LM-5_MF977357 1
s Bacillus pumilus EI-24-10_AJ494727

Bacillus subtilis AE4-3_AB269766.1

100

SCM-4
Ai Bacillus cereus RG04_KX962162.1
100 100 -

Bacillus thuringiensis_EF206345.1

Microbacterium laevaniformans_D21344.1

- SCR-1

1

W‘ Microbacterium arborescens_(T)_X77443
Microbacterium arborescens LUF14_KX280780.1

Stenotrophomonas acidaminiphila _AF273080.1

100 _‘SCM-3
99 I Stenotrophomonas maltophilia VLC1_KY682292.1
Burkholderia cepacia _AB334766.1

0020

Figura 2 - Analise de similaridade baseado em sequéncias de rRNA 16S parciais, mostrando
as relacdes entre sequéncias de isolados bacterianos de solo contaminado e alguns
de seus parentes filogenéticos mais préximos (indicado pelo nimero de acesso).
Burkholderia cepacia (AB3347661) foi utilizado como grupo externo.

Bactérias do género Bacillus sdo conhecidas por suas habilidades em degradar grande
variedade de xenobi6ticos (PINTO et al., 2012). Quando isoladas de solos contaminados com
herbicida, observou-se toleréncia e habilidades de degradagdo em testes na presenca de diversas
moléculas (BARDOT et al., 2015; ZHANG et al., 2018; CUI et al., 2018). Bacillus sp.
apresentou alta eficiéncia na remocdo de atrazina (90%) em meio liquido (GEED et al., 2017),
além da promocdo de crescimento vegetal.

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

degradacdo e desintoxicacdo de contaminantes ambientais, pelas caracteristicas genémicas
(AVRAMOV et al., 2016).

4.3 Micro-organismos solubilizadores de fosfato de ferro

No teste de solubilizacdo de fosfato de ferro (Tabela 3), observou-se interacdo entre
concentracéo de fosfato de ferro solubilizado e faixa de pH. Na concentracéo de ferro soluvel

no meio, as menores concentracbes de FePO4 foram para M. arborescens (SCM-5A); B.
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safensis (SCM-5B) e S. maltophilia (SCM-3). Nota-se maior concentra¢do de fosfato de ferro
solubilizado para a cepa B. pumillus (SCR-2) com 271,33 mg mL™%, seguido da B. cereus (SCM-
4), com 258,57 mg mL™,

Considerando o valor inicial de pH (6,5), observou-se que houve acidificacdo do pH
para os tratamentos controle M. arborescens, B. pumillus e B. cereus. J& para os tratamentos S.
maltophilia, M. arborescens (SCM-5A) e B. safensis ocorreu uma basicidade do meio.

Correlacionando as variaveis de concentracdo de fosfato de ferro insoltvel e faixa de
pH, obteve-se coeficiente de correlacdo de Pearson negativo (R= - 0,97). Portanto, a medida
que o pH do meio é acidificado, hd maior solubilizacdo 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 — Concentracdo de Fe solubilizado por cepas bacterianas isoladas de solo contaminado
e valores de pH.

Linhagens identificadas FePOs

Isolados Gene 16S rDNA mg mL* PH
Controle 241,04 b 4,86 b
SCR-1 Microbacterium arborescens 251,54 bc 5,02c
SCR-2 Bacillus pumillus 271,33 ¢ 453 a
5CM-3 Stenotrophomonas maltophilia 200,67 a 6,90 f
S5CM-4 Bacillus cereus 258,57 be 4,83b
SCM-5A Microbacterium arborescens2 197,70 a 6,57 d
SCM-5B Bacillus safensis 196,54 a 6,71e

F 58,59* 2393,1*
CV(%) 3,13 0,65

Meédias seguidas pelas mesmas letras sdo 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 solubilizacdo de P foi
associada a diminuigédo do pH, sendo que as bactériasdo género Bacillus apresentaram aumento

de biomassa para as leguminosas amendoim e milho.
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4.4 Micro-organismos solubilizadores de fosfato de célcio

Para os valores obtidos no teste de solubilizacdo de fosfato de calcio (Caz(POa)2),
observou-se que houve interacdo entre os fatores concentragcdo de calcio solubilizado e pH
(Tabela 4). As menores concentragdes de solubilizacdo de Caz(POs4)2 foram para M.
arborescens (SCM-5A) e B. safensis, sugerindo baixa capacidade de solubilizar. As linhagens
que apresentaram maior solubilizacio foram B. pumillus e S. maltophilia, com 334,44 gmL"e
334,30 g mL?, respectivamente, indicando o trago funcional de solubilizacio mais eficiente,
sendo que houve acidificagdo do pH para ambas as linhagens, apontando para mecanismo das
linhagens para favorecer a solubilizag&o.

Ao correlacionar as duas variaveis analisadas, concentracdo de fosfato de calcio
solubilizado e pH, também foi observado forte correlacdo negativa (R= - 0,95), sendo que, a
medida que o pH se torna mais &cido, mais ocorre a solubilizacdo de fosfato de célcio
inorganico. Como observado por Merbach et al. (2009), a solubilizacdo de fosfato de célcio
aumenta a medida que o pH diminui. Os &cidos organicos produzidos por micro-organismos
podem facilitar a solubilizacdo de P, através da mudanca de pH do meio (YADAV ET AL.,
2017).

Tabela 4 — Concentracdo de Ca solubilizado por cepas bacterianas isoladas de solo
contaminado e valores de pH.

Linhagens identificadas Cas(POa4)2
Isolados Gene 16S rDNA g.mL'l PH
Controle 39,36 a 6,51 bcd
SCR-1 Microbacterium arborescens 206,18 ¢ 5,93 bc
SCR-2 Bacillus pumillus 334,44 d 4,82a
SCM-3 Stenotrophomonas maltophilia 334,30d 4,88a
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 7,05d
F 26,406* 19,488*
CV(%) 25,53 6,08

Meédias seguidas pelas mesmas letras sdo estatisticamente iguais pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Para o género Bacillus, a solubilizacdo de fosfato foi aumentada na presenca de
herbicidas (RAMANI, 2011). Stenotrophomonas maltophilia isolada de rizosfera de cana-de-
acucar foi considerada como boa candidata para a solubilizacéo de fosfatos de calcio (AWAIS
etal., 2017). O incremento de pesticidas ndo altera a quantidade de bactérias solubilizadoras de
fosfato (GIRVAN et al., 2004; ANZUAY et al., 2015), visto que, apos a adi¢do de herbicidas e
inseticidas, notou-se aumento nas bactérias com esse traco funcional. Segundo esses autores,
isso €, pela utilizacdo 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 a
hexazinona e com traco funcional de solubilizagdo de fosfato de célcio, caracteristica
importante para os solos com alto teor de célcio. Para Kwon et al. (2017). Stenotrophomonas
possui potencial biotecnolédgico devido ao seu metabolismo. B. pumillus foi citado por possuir
capacidade de degradacdo de molécula organica (COSTA et al.,, 2014), bem como
caracteristicas de promocao de crescimento vegetal para o género 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 (DOs0o), a fim de encontrar a fase de aumento exponencial de
crescimento bacteriano, ou seja, 0 momento em que ha maior producédo de células bacterianas
com metabolismo ativo. Nas medigdes realizadas em intervalos diferentes, observou-se para a
linhagem B. pumillus, que a fase log se iniciou ap6s 5 horas de crescimento, a fase estacionaria
atingida apds 15 horas e ocorre decréscimo apés as 18 horas, como pode ser observada na figura
3.
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Figura 3 — Curva de crescimento bacteriano de Bacillus pumillus. Absorbancia

por tempo. Unidades formadoras de col6nias em cada tempo.

Conforme apresentado por Anwar et al. (2009), B. pumillus apresentou rapida
degradac&o do inseticida clorpirifés, em alta densidade celular (10° UFC.mL1). Em densidades
menores, porém, a degradacdo foi mais lenta, tendo como condi¢cdo pH proximo da

neutralidade. Foi observada a sobrevivéncia de B. pumillus na rizosfera de azevém apoés

inoculacdo, tendo area de raiz aumentada (AHMAD et al., 2012).

Para a cepa bacteriana S. maltophilia, a fase logaritmica foi observada ap6s 5 horas de

crescimento, a fase estacionaria foi observada as 14 horas, com decréscimo no crescimento apos

as 21 h.

57
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Figura 4 — Curva de crescimento bacteriano de Stenotrophomonas maltophilia. Absorbancia
por tempo. Unidades formadoras de coldnias em cada tempo.

O género Stenotrophomonas foi relatado como promotor de crescimento vegetal de
plantas e agente de controle biol6gico pela alta producdo de metabdlitos e enzimas antifingicas
(ELHALAG et al., 2015; SOLIS et al., 2018). Para Dubey et al. (2012), S. maltophilia tem
aplicacdes promissoras na utilizacdo de biorremediacédo e fitorremediacdo, devido aos genes
gue metabolizam grande variedades de compostos organicos presentes na rizosfera de plantas,
apresentando eficiéncia da degradacdo de xenobioticos (ZHANG et al., 2007), chorpyrifos
(DUBEY et al., 2012), metal pesado (SHOUANA et al.,, 2017) e hidrocarbonetos
poliarométicos (TIWARI et al., 2016; SHUONA et al., 2017).

S. maltophilia tem o potencial de reduzir concentracdes de MTBE (produto adicionado
a gasolina) em agua, sendo que o crescimento celular aumentou até 18 horas ap0s a incubacéo.
Devido aos genes caracteristicos da bactéria, capazes de utilizar o contaminante com Unica fonte
de carbono, pode ter favorecido o crescimento, tendo uma eficiéncia de degradacéo de 48%.
(ALFONSO-GORDILLO et al., 2016).

5. CONCLUSOES

Seis isolados bacterianos foram selecionados a partir de meio mineral e meio rico com
herbicida, levando em consideragdo tamanho das unidades formadoras de coldnias e diferencas

morfolégicas. Foram identificados a partir da extragdo de DNA e amplificacdo 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 solubilizacdo de fosfato de calcio,
selecionou-se SCR2 — B. pumillus e SCM3 — S. maltophilia como melhores candidatos a
promocdo de crescimento vegetal. A partir disso, foram preparados inoculantes microbianos,

em concentragdes de 10° UFC.mL com base nas curvas de crescimento estudadas.
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CAPITULO Il

Cajanus cajan assistida por B. pumillus e S. maltophilia para
fitorremediacao de solo contaminado com hexazinona

RESUMO

A fitorremediacdo através do estimulo com micro-organismos tem sido considerada vantajosa
para descontaminacéo de solos. Hexazinona é o herbicida mais utilizado para a cultura da cana-
de-agUcar, e apresenta persisténcia no ambiente. Com isso, avaliou-se a eficiéncia de C. cajan
inoculada com B. pumillus, S. maltophilia e consércio microbiano em destoxificar solo com
hexazinona. Foram realizadas avaliagdes biométricas e trocas gasosas aos 30 e 60 dias. As
amostras de solo foram coletadas no tempo inicial e aos 60 dias para a quantificacdo via CLAE.
As amostras de plantas foram coletadas aos 30 e 60 dias para analise fisiol6gica de peroxidacédo
de lipideos, e aos 60 dias para quantificacdo cromatogréafica. Para todas as avaliacdes, nao foram
observadas diferencas significativas para nenhum tratamento. Houve efeito da época para
peroxidacao lipidica e trocas gasosas. A planta apresentou baixa capacidade de bioacumular e
as amostras de solo diminuiram a concentracdo de hexazinona ao longo do tempo.

Palavras-chave: C. cajan, fitorremediacao, 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. INTRODUCAO

Os herbicidas sdo utilizados para o controle de plantas daninhas, apresentam
persisténcia apos aplicacdo (Seefeldt et. al., 2014), que representa uma série de impactos para
0 ambiente e salde humana (Kang et. al., 2014). A fitorremediacao tem sido considerada uma
tecnologia promissora e eficiente para a descontaminacdo de solo e &gua (Salt et. al, 1998;
Meagher et. al., 2000; Arslan et. al., 2015), pois aumenta a quantidade de carbono organico do
solo, que pode estimular a atividade microbiana e aumentar a degradacao proximo a regido da
rizosfera, além de auxiliar na estabilidade do solo e sequestro de carbono (Dietz et. al., 2005;
Eapen et. al., 2005). A inoculag¢do de micro-organismos para a remediacéo de xenobioticos e a
aplicacdo de nutrientes, sdo importantes para garantir boas condi¢fes para remediacdo em
periodos mais longos (Eapen et. al., 2007). A atividade microbiana das plantas, sdo de
importancia significativa para a fitorremediacdo (Hassan et. al., 2014).

A fitorremediagdo assistida por micro-organismos, com populacdo edafica e com
estimulos através da inoculacdo em sementes, apresentam bons resultados (Greenberg et. al.,
2006). Enzimas degradantes encontradas em plantas e micro-organismos também auxiliam no
processo de destoxificacdo (Singer et. al., 2004). Plantas devem apresentar caracteristicas que
favorecam a sua utilizacdo, como tolerancia e alta producéo de biomassa. Os micro-organismos
selecionados também devem apresentar tolerancia, capacidade de degradacdo, ou tracos
funcionais que auxiliam na degradacéo.

Hexazinona é um herbicida da familia das triazinas (C12H20N402) utilizado na cana-de-
acucar para o controle de ervas largas e gramineas (Privman e Zuman, 1998), possui alta
solubilidade (33g.L™?) (FAO, 2017). Citado por Wang (2009), o hexazinona ja foi encontrado
em agua subterranea e solos, que provoca preocupac¢des quanto a seguranca para a saude
humana. A sua degradacdo se da principalmente através do metabolismo microbiano nos solos
e ndo é significativamente afetada por fotodegradagdo ou degradacdo quimica (Wang et. al.
2006).
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Bacillus pumillus e Stenotrophomonas maltophilia foram apresentadas no Capitulo 11
como tolerantes a hexazinona e com capacidade de solubilizar fosfato de célcio, podendo
promover o crescimento da espécie vegetal. Com base nos ensaios posteriores, foram testadas
a habilidade da Cajanus cajan e inoculantes microbianos na degradagdo da molécula em solo
contaminado.

Cajanus cajan, conhecida popularmente como “feijao-guandu”, “feijao-andu”, “ervilha-
de-pombo, é uma leguminosa considerada de importancia agronémica pela producéo de graos
de alto valor nutritivo, pois contém, segundo Hernandez e Foch (1985) e a Embrapa (1995),
entre 18 a 28% de proteina; elevada concentracdo de nutrientes nos tecidos foliares (SILVEIRA
et al., 2007), maior producdo de N2 por biomasssa vegetal comparada com outras leguminosas
(SAXENA; NADARAJAN, 2010) e alta fixacdo de nitrogénio (MACEDO et al., 2008),
chegando 350 kg.hat.ano? (FORMENTINI et al., 2008). Além disso, possui alta resisténcia a
seca em elevadas temperaturas (HANCOCK, 2007). Sendo a adubacéo verde a sua principal
funcdo, favorecida pela alta produgdo de biomassa (SALMI et al., 2007). Também é muito
utilizada na rotacédo de culturas, como forma de recuperacdo de areas degradadas, bem como
para a fitorremediacdo, devido ao seu sistema radicular robusto (AZEVEDO et al., 2007).

Com esse trabalho, objetivou-se avaliar a fitorremediacdo assistida por micro-
organismos de solo contaminado com hexazinona, através de C. cajan inoculada com B.

pumillus, S. maltophilia, consércio microbiano, e através de bioaumentacéo.

2. MATERIAIS E METODOS

O ensaio foi conduzido em casa de vegetagdo, no periodo de setembro a dezembro de
2017. Cada unidade experimental corresponde a vasos de 6 dm?, preenchidos com 6 kg de
Latossolo Vermelho Escuro de textura média (70% de areia, 4% de silte, 26% de argila), com
as seguintes caracteristicas quimicas: pH 5,3; matéria organica e carbono organico: 13 e 7,59
dm3; P e K:0,98 e 156mg dm3; K*, Ca*2, Mg*?, Al*3, H + Al e CTC, foram de, respectivamente:
0,04; 1,18; 0,45; 0,02; 1,67; 3,34 cmol. dm.

Elevou-se saturacdo por base do solo para 70% com auxilio da calagem. Entéo,
procedeu-se a adubacio, a partir da analise de solo, utilizando-se 40 kg ha™* de potassio (K20),
110 kg ha' de fosforo (P20s) e 40 kg ha de nitrogénio. E, apds 30 dias, foi realizada adubacio

de cobertura, com 50 kg ha® de nitrogénio.
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A especie vegetal utilizada — Cajanus cajan — foi escolhida com base na producgéo de
biomassa determinada em teste preliminar (conforme descrito no Capitulo I). Os micro-
organismos inoculados foram selecionados de acordo com a tolerancia ao hexazinona e a
capacidade de solubilizacéo de fosfato de célcio inorgéanico, sendo eles o Bacillus pumillus e a
Stenotrophomonas maltophilia, como abordado no Capitulo I1.

Foi utilizado o delineamento experimental em blocos ao acaso com cinco repeticdes. Os
tratamentos foram arranjados em esquema fatorial (2x4) em duplicata, sendo o primeiro fator
representado pela presenca e auséncia de C. cajan e o segundo, os inoculantes utilizados
(testemunha, B. pumillus, S. maltophilia e consoércio (B. pumillus + S. maltophilia)).

O herbicida foi aplicado nos vasos com o auxilio de pulverizador costal com pressdo a
CO; constante de 2 bar, volume de calda de aproximadamente 260 L ha™. A dose de herbicida
utilizada foi de 83,25 g ha'®, que representa um terco da dose recomendada para solo de textura
média. As aplicacbes foram realizadas no periodo matutino com temperatura de 31,1°C;
velocidade do vento de 1 m s, e umidade relativa do ar a 72,2%. A umidade dos vasos foi

mantida com irrigacdo 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 apds 24
horas para preparo do inoculante a ser utilizado no experimento em casa de vegetacdo. Apds
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 centrifugacéo para retirar
residuos do meio de cultura foi realizado 2x com H2Oq, As células foram, entéo, adicionadas a
H»Oq, para ajustar a densidade Optica a 1 e atingirem 108 células/mL, que foram utilizados para
inoculacdo em sementes. A quantificacdo celular foi realizada a partir de plagueamento em
meio rico (HOBEN; SOMASEGARAM, 1982).

2.2 Inoculagdo em sementes

Depois de 48 horas da aplicagdo do herbicida, realizou-se a inoculagdo dos micro-

organismos (testemunha, B. pumillus, S. maltophilia e consorcio (B. pumillus + S. maltophilia))
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nas sementes.

Antes da inoculacdo, as sementes foram esterilizadas superficialmente com etanol
(70%) durante 30s, NaClO (0,01%) por 2 minutos e, posteriormente, lavadas 4 vezes com agua
destilada e autoclavada (ABDUL-BAKI, 1974). As sementes foram agrupadas em sacos

plasticos, sendo que cada tratamento continha 85 unidades, divididas para cinco parcelas.

Foram utilizados 5mL de inoculante em cada tratamento, sendo que cada semente
recebeu 58,82uL de indculo, mantidos em contato com a semente por 10 minutos, nas seguintes
concentragbes: 2,71x10° UFC.mL? de B. pumillus (I11); 1,02x10° UFC.mL?' de S.
maltophilia(12); e 1,14x10'° UFC.mL* B. pumillus + S. maltophilia (1+2).

Nos tratamentos sem espécie vegetal, a inoculagdo foi realizada em sulcos no solo, com
1mL de cada inoculante por parcela. Apos a germinacéo, foi realizado um desbaste, deixando
trés plantas por unidade experimental.

Aos 30 dias, foi realizada uma segunda inoculacdo via drenching, em solos com e sem
planta, utilizando 2mL de cada inéculo aplicados com auxilio da pipeta. As concentracdes
quantificadas no Capitulo Il foram: 3,25x10° UFC.mL™ de B. pumillus; 1,23x10° UFC.mL™ de
S. maltophilia; e 2,08x10'° UFC.mL* de B. pumillus + S. maltophilia.

2.3 Avaliacgbes biométricas

Conduziram-se as avaliacGes de altura (cm), aos 30 e 60 DAE, com o auxilio de régua
graduada, tomando-se como base o meristema apical (MADALAO et al., 2017). Também
foram avaliados os sintomas de fitointoxicacdo (%) aos 30 e 60 dias, atribuindo notas no
intervalo de 0 a 100%, de acordo com o0s sintomas apresentados pelas plantas, sendo 0 a

auséncia de sintomas e 100 a morte da planta.

Aos 60 dias, parte aérea e raizes foram separadas para avaliacdo da producdo de
biomassa seca. As amostras foram acondicionadas em estufa a 65°C por 72 horas e,

posteriormente, pesadas em balanca analitica.

2.4 Amostragem de solo e planta

Devido as analises destrutivas, o experimento foi realizado em duplicata, sendo uma



70

delas destinada para coleta de folhas da planta aos 30 e 60 DAE para anélise de peroxidagado
lipidica.

Também foram coletadas amostras de solo no tempo inicial (antes da inoculacdo) e aos
60 dias, e folhas da planta aos 60 dias, para quantificacdo cromatografica. Em cada periodo,
dez folhas foram coletadas por parcela, acondicionadas em sacos de aluminio e mantidas a -
80°C até 0 momento da analise. Do solo, com auxilio de trado, coletaram-se 50g de cada
parcela, que foram armazenadas em tubos falcon e mantidas em freezer a -20°C, até a realizacéo

da analise. A outra duplicata foi realizada para avaliacdo da altura e producao de biomassa seca.

2.5 Determinacéao de trocas gasosas

As medicbes de trocas gasosas das plantas, aos 30 e 60 dias, foram realizadas para
estimar as varidveis de taxa fotossintética (A, pmol CO2 m s1), condutancia estomatica (gs,
mol H20 m™ s1), taxa transpiratoria (E, mmol H20 m s) e a relagdo entre a concentragio
interna e externa de CO2 (Ci/Ca), em folhas completamente expandidas no terco médio da
planta (MACHADO et al., 2005).

As medigOes foram realizadas utilizando analisador de gases ao infravermelho (LI-
6400XTR, Licor®, Lincoln, Nebraska, EUA) e aconteceram entre 8 e 12 horas, utilizando-se
radiacéo fotossinteticamente ativa (PAR) constante (1000 pmol fétons m m st), concentragio
atmosférica de CO2 (Ca) (~409 pumol mol™), temperatura (~25 °C) e umidade (46 — 67 %)

ambientes.

2.6 Peroxidacdo lipidica

Os danos celulares foram avaliados por meio da quantificagdo do produto de
peroxidacdo de lipideos (MDA), conforme descrito por Cakmak e Horst (1991). Amostras de
50 mg de tecido foliar foram maceradas em N2 liquido em almofariz até a obtengdo de um po
fino. Esse po foi homogeneizado em 1 mL, constituido de &cido tricloroacético (TCA) 1%
(m/v). O homogeneizado foi centrifugado a 12000 x g, durante 15 min, a 4°C. ApO0s
centrifugagdo, 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 1,5 mL da solugdo de acido
tiobarbitarico (TBA) 0,5% (m/v) (preparado em 10% (m/v) de TCA) e incubado em banho-
maria a 95 °C, por 30 min.



71

ApOs esse periodo, a reacdo foi parada em banho de gelo. As amostras foram
centrifugadas a 9000 x g, por 10 min, e a absorbancia especifica do sobrenadante foi
determinada a 532 nm. A absorbancia inespecifica foi mensurada a 600 nm e subtraida do valor
da absorbéncia especifica. A concentracdo de MDA foi calculada usando o coeficiente de
extingdo de 155 mM* cm™ e foi expressa em pmol kg™ de massa fresca (HEATH; PACKER,
1968).

2.7 Preparo das amostras para Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).

Conforme proposto por Mendes et al. (2016), utilizaram 30g de massa seca do solo com
30mL de metanol, mantidos sob agitacdo orbital a 200rpm por 30 minutos. Uma segunda
extracao foi realizada utilizando as mesmas condicGes. Essas amostras foram centrifugadas a
4000rpm por 10 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi removido e evaporado em capela de
exaustdo durante 48 horas. Na sequéncia, as amostras foram filtradas em membranas de 0,45um
e armazenadas em frascos para anélise.

Para tecido vegetal, como apresentado por Amadori et al. (2013), 2g de tecido vegetal
previamente macerados em N liquido foram pesados e suspensos em 3mL de acetonitrila.
Mantidos com agitacao orbital a 150rpm por 30 minutos. As amostras foram centrifugadas por
15 minutos a 3500rpm e os sobrenadantes foram reservados. O procedimento foi realizado trés
vezes, 0s sobrenadantes agrupados e filtrados em membrana de 0,45um e armazenadas em

frascos para analise.

2.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em amostras de solo e planta

A andlise foi executada em CLAE-DAD/UV-VIS (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia acoplada ao Detector de Arranjo de Diodo com sistema de deteccdo
Ultravioleta/Visivel) (Shimadzu®), em coluna C18 de a¢o inoxidavel (250 x 4,6 x 5mm).

As condi¢Bes cromatograficas para andlise foram as seguintes: &gua (com &cido
ortofosfdrico adicionado para correcdo de pH para 2,2) e acetonitrila, como fase mével a uma
proporcao de 35:65 (v v -1); uma taxa de fluxo de 1,0 mL min™, um volume de injecéo de 10
pL, uma temperatura da coluna de 35 ° C; e um comprimento de onda de 242 e 235 nm. As

analises foram realizadas em triplicata.
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3 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e quando significativos,
realizou-se o teste de Tukey (p<0,05). As varidveis analisadas aos 30 e 60 dias foram arranjadas
em parcela subdivididas, através do software SISVAR®.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inoculantes bacterianos de B. pumillus, S. maltophilia e consorcio

O inoculo foi quantificado através de plagueamento e foi observado uma concentragéo
de 2,71x10° UFC.mL™ para B. pumillus, 1,02x10° UFC.mL* para S. maltophilia e consdrcio
com as duas linhagens 1,14x10%° UFC mL™. Sendo estes valores satisfatorios para utilizago

como inoculantes.

4.2 AvaliacgOes biométricas

Na tabela 1, sdo apresentados os valores de indice de altura das plantas, fitointoxicacad
aos 30 e 60 DAE e as massas secas da parte aérea e de raiz de C. cajan. Nao foram observadas
diferencas significativas para altura, fitointoxicacdo, massa seca da parte aérea (MSPA) e massa
seca da raiz (MSR). Isso sugere que uma vez que a dose aplicada do herbicida ndo apresentou
dano para a espécie e 0s micro-organismos inoculados ndo apresentaram beneficios, em termos
de crescimento da planta.

O tratamento com B. pumillus ndo apresentou efeito, porém, para Grupta et al. (2012),
a inoculacédo de Bacillus megaterium em C. cajan aumentou o crescimento em 37% em relagéo
ao controle e estimulo no comprimento de raiz de 21% em relacdo ao controle, sendo que em
estudos posteriores, constataram maior estimulo da microbiota ap6s a aplicagdo do inoculante
(GRUPTA et al., 2016).
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Tabela 1 — indice de altura, fitointoxicacio avaliados aos 30 a 60 DAE e indice de massa seca
da parte derea (MSPA) e de raiz (MSR) de C. cajan em funcdo dos tratamentos: SHSI —
tratamento sem herbicida e sem inéculo; CHSI — com herbicida, sem in6culo; CHI1 — com
herbicida, indculo 1; CHI2 — com herbicida, inoculo 2; CH1+2 — com herbicida, indculo 1 + 2.
DAE - dias ap06s aplicacao.

Tratamentos Indice de altura Indice de fitointoxicagéo 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 Oa 7,50a 4,03a
CV (%) 13,18 7,90 233,85 0 12,60 29,05
F(x) 0,672™ 1,464™ 1 o™ 2,014 1,167"™

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

O género Stenotrophomonas foi relatado como agente de controle bioldgico e promotor
de crescimento vegetal, pela alta producdo de metabdlitos e enzimas antiflngicas (Elhalag et
al., 2015). Porém a inoculacdo com a linhagem S. maltophilia ndo apresentou sinais de aumento
de crescimento para C. cajan.

A auséncia de sintomas de fitointoxicacdo aos 30 e 60 dias sugere que o herbicida nao
causou efeito no metabolismo de C. cajan. O hexazinona quando metabolizado pela planta é
convertido em diversos metabolitos hidroxilados e demetilados que ndo causam fitotoxicidade
(Rodrigues e Almeida, 2011). C. cajan apresentou toleréncia sob aplicacdes de imazethapyr e
imazamox (Chouhan, 2017) e imazaquim, com 31,67% de fitointoxicacdo ap6s 30 dias (Florido
etal., 2014).

4.3 Determinacéao de trocas gasosas

Em plantas sob condi¢des de estresse, a eficiéncia fotossintética pode diminuir pela
menor dissipacdo de energia, que reduz a eficiéncia do fotossistema Il (PSIl) e taxa de
transporte de elétrons (HAVAUX; NIYOGI, 1999). Ndo foram observadas diferencas
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significativas entre os tratamentos para as varidveis avaliadas: taxa fotossintética, condutancia
estomatica, taxa de transpiracdo e relacdo entre a concentracdo interna e externa de CO:
(Tabela2). Poréem, quando se compara com épocas diferentes de avaliacdo, aos 30 e 60 dias
houve diminuicdo de todas as variaveis, sendo consequéncia natural da diminuicdo de defesas
da planta devido a idade (KUK et al., 2006).

Tabela 2 — Taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa de transpiracéo (E) e concentragdo
interna e externa de CO2 (Ci/ca) avaliadas aos 30 e 60 dias em plantas de C. cajan em fungdo dos
tratamentos: SHSI — sem herbicida e sem indculo; CHSI — com herbicida, sem indculo; CHI1 — com
herbicida, in6culo 1; CHI2 — com herbicida, inoculo 2; CH1+2 — com herbicida, inéculo 1 + 2,
representado por F(A) e os intervalos entre as avaliagdes de cada variavel representado por F(B).

A gs E

Tratamentos  (Hmol CO; m2s%)  (mol H,0 m?s%)  (mmolH,0 m?s?) CilCa

30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE 30 DAE 60 DAE

SHSI 21,91 1859 047 027 504 3,08 0,79 0,64
CHSI 2041 2214 052 034 603 3,66 0,83 0,69
CHI1 2287 1860 058 027 633 313 0,82 0,69
CHI2 21,15 1942 0,56 030 620 354 0,83 0,66
CH1+2 2489 1547 061 020 640 257 0,81 0,65
Média 2225a 1884b 055a 028b 600a 319b 082a  067b
F(A) 0,103™ 0,491" 0,674 0,456
F(B) 7,017* 69,097* 58,362* 45,617%

F(A*B) 2,005™ 1,527 0,788™ 0,136™
CV(%) 22,11 27,86 28,25 10,64

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

4.4 Peroxidacdo lipidica

O produto da peroxidacgdo dos lipideos foi medido como marcador de dano oxidativo,
com valores expressos na Tabela 3. Para os tratamentos, ndo foram observadas diferencas
significativas para as concentragdes de malondialdeido (MDA), sendo que se notou um
aumento na segunda avaliacédo, aos 60 dias. Kuk et al. (2006) credita essas diferencas nos niveis
de peroxidacdo entre plantas jovens e velhas ao desenvolvimento de defesas antioxidantes, nas

quais em plantas mais velhas as defesas tendem a diminuir.
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Tabela 3 — Peroxidacdo lipidica em células vegetais de C. cajan na presenca de hexazinona.
Tratamentos: SHSI — sem herbicida e sem inoculo; CHSI — com herbicida, sem in6culo; CHI1 — com
herbicida, inoculo 1; CHI2 — com herbicida, in6culo 2; CH1+2 — com herbicida, in6culo 1 + 2
representado por F(A) e os intervalos entre as avaliacGes de cada varidvel representado por F(B).

MDA (umol g* Massa Fresca)

Tratamentos 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) 0,309™
F(B) 55,105*
F (AxB) 0,362
CV (%) 29,12

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

O hexazinona ocasiona o bloqueio do transporte de elétrons e impede a producgdo de
ATP e NADPH. Conjuntamente, uma série de reacGes é desencadeada e promove a peroxidacdo
dos lipideos de membranas celulares e leva a planta a morte (PEREZ-JONES et al., 2009).
Portanto, ndo se pode afirmar que a quantidade de MDA medido esta ligada a exposicdo ao

herbicida, mas com o tempo decorrido e a diminuigéo de defesas antioxidantes de C. cajan.

4.5 Quantificacdes cromatograficas do herbicida no solo e planta por CLAE

A partir das analises dos cromatogramas, realizou-se a regressao de dados observados
de concentracdo e area, para realizar a quantificacdo de hexazinona no solo e planta, resultando
na equacéo linear (y = 8.028.631,78x + 18.755,14). Nessa equacdo tem-se que o valor que
acompanha a variavel independente representa o aumento da variavel dependente quando se
aumenta 1 unidade na concentragdo do herbicida e a variavel que acompanha x representa o

valor de y, quando a concentragéo é zero.
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Observa-se nos cromatogramas (Figural), o tempo (em minutos) em que a molécula foi

identificada.
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Figura 1 — Padrdo de hexazinona, solo e tecido vegetal.

A raiz da planta é o primeiro tecido em contato com o herbicida, sendo que a habilidade
em translocacgdo para o caule e a parte aérea depende das propriedades fisicas e quimicas do
poluente, bem como das caracteristicas bioldgicas da espécie vegetal e do ambiente (CHENG
et al., 2017). Solubilidade e concentracdo do composto no solo tém efeitos sobre a absorgéo e
translocacéo nas plantas, sendo que moléculas disponiveis na solugdo do solo sdo absorvidas
mais facilmente pelas raizes (INUI et al., 2008).

Atraves dos dados de quantificagdo do herbicida em peso fresco de C. cajan, ndo foi
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observada diferenca significativa entre os tratamentos. Porém, notaram concentragdes de

hexazinona em todos 0s outros tratamentos, exceto para o controle.

Tabela 4 — Quantificacdo de hexazinona em tecido vegetal de C. cajan (mg g*) Tratamentos: SHSI —
sem herbicida e sem in6culo; CHSI — com herbicida, sem in6culo; CHI1 — com herbicida, inéculo 1;
CHI2 — com herbicida, in6culo 2; CH1+2 — com herbicida, in6culo 1 + 2.

Tratamentos Concentracéo de Hx por peso fresco (ug g*)

SHSI 0,0000
CHSI 26,30
CHI1 10,40
CHI2 14,40
CH1+2 9,60
Média 12,10

F(X) 0,7193"

CV (%) 207,69

Para as amostras de solo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os
tratamentos (Tabela 5). Porém, no tempo final, aos 60 dias, ndo foi possivel quantificar
concentracdes do herbicida para a maioria dos tratamentos, sugerindo que o herbicida foi
dissipado, ou sofreu degradacdo natural. Acredita-se, entdo, que as plantas e micro-organismos

podem ter auxiliado nessa dindmica.
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Tabela 5 — Quantificacdo de hexazinona em solo tratado com C. cajan e inoculantes (mg.g')
Tratamentos: SHSI —sem herbicida e sem inéculo; CHSI — com herbicida, sem in6culo; CHI1 — com
herbicida, inoculo 1; CHI2 —com herbicida, indculo 2; CH1+2 —com herbicida, inéculo 1 + 2.

Concentracdo de Hx por peso seco ~ Concentragdo de Hx por peso seco

Tratamentos de solo _(ug 9) de 59 lo (ug 9)
Ti apos 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) 0,0271"
F(B) 0,0036™

CV (%) 295,44

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
lixiviacdo € afetado pela textura do solo, quantidade de carbono orgéanico e composicao
mineraldgica. As caracteristicas do solo utilizado: 70% de areia e baixo teor de matéria organica
(13g.dm?), além da alta solubilidade em agua (33 g L), favorecem a lixiviagdo. Em solo
argiloso, as porcentagens de lixiviacdo detectadas foram menores, comparadas com solo
arenoso. De acordo com Reis et al. (2017), a baixa capacidade de troca de cations (CTC) de
solo arenoso, comparada com solo argiloso, acarreta em um alto potencial de lixiviacdo, sendo
que, no vaso, pode ocorrer a dissipacdo do herbicida no perfil do vaso. Portanto, a diminuigéo
das concentracdes de herbicida ndo atribuidas a planta e inoculante pode ser explicada pelo alto
teor de areia, baixa quantidade de matéria organica e capacidade de troca de cations do solo

utilizado.

5 CONCLUSOES

Apesar de C. cajan e inoculantes microbianos de B. pumillus e S. maltophilia terem se
mostrado como bons candidatos a fitorremediacdo, ndo foi possivel atribuir a diminuicdo da

concentracdo de herbicida no solo aos tratamentos empregados, pois ndo se observaram
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diferengas significativas para avaliacbes biométricas, fisioldgicas e da quantificacdo do
herbicida nas matrizes. Sendo que as caracteristicas do solo amentaram a disponibilidade do

herbicida, e com isso 0 aumento da percolacao no perfil do vaso.
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CONCLUSAO GERAL

Dentre 10 espécies, C. cajan foi selecionada como a mais tolerante a hexazinona, na
dose de 125 g ha* de acordo com avaliagdes 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 & hexazinonona, sendo que B. pumillus e S. maltophilia
apresentaram habilidades em solubilizar Caz(POa)..

A espécie vegetal selecionada e 0s micro-organismos com capacidade de solubilizacédo
fosfato foram testados em conjunto e ndo foram observados efeitos em C. cajan, sendo que
apresentou pequena capacidade de acumular a molécula em seus tecidos. Houve diminuicdo na

concentracdo do hexazinona no solo, porém ndo pode ser atribuida aos tratamentos testados.



