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RESUMO

CONCIANI, P. A. Potencial de fitorremediacdo de diferentes plantas em solo
contaminado por *C-tebuthiuron. 2015. 42 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro de

Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2015.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a tolerancia e a capacidade de
fitorremediacdo de crotaléria (Crotalaria spectabilis), sorgo (Sorghum bicolor), nabo
forrageiro (Raphanus sativus), amendoim (Arachis hypogaea) e alfafa (Mendicago
sativa) a solos contaminados por tebuthiuron. Para determinar a tolerancia das
plantas ao herbicida estas foram submetidas a 5 diferentes doses (300, 600, 1200,
2400 e 4800 gramas de ingrediente ativo por hectare gi.a. ha*) e comparadas com
uma testemunha que n&o recebeu aplicacdo do herbicida. Crotalaria, Nabo
forrageiro e alfafa se mostraram sensiveis ao herbicida, mesmo na menor dose de
aplicacdo, enquanto sorgo se mostrou tolerante ao herbicida até a dose de 600 gi.a.
ha’ tendo apresentado fitointoxicacdo de 80% na dose de 1200 gi.a. ha' e
amendoim foi tolerante até a dose de 4800 gi.a. ha™ para a qual apresentou apenas
40% de fitointoxicacdo. Plantas de amendoim e sorgo foram submetidas a dose de
contaminacdo de 600 gi.a. ha” aplicada por meio de uma solucdo de trabalho
contendo 17,47kBq (Quilobecquerels) de *C-tebuthiuron. As duas plantas foram
capazes de remediar o solo, no entanto amendoim se mostrou mais eficiente
reduzindo a contaminagcdo em 75,8% enquanto sorgo retirou do solo 44,49% do

herbicida contaminante.

Palavras-chave: Herbicida. Tolerancia. Contaminacédo do solo.
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ABSTRACT

CONCIANI, P. A. Phytoremediation potential of different plants in soil
contaminated by 14C-tebuthiuron. 2015. 42 p. Dissertacdo (Mestrado) — Centro

de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2015.

This study aimed to evaluate the tolerance and phytoremediation capacity of sunn
hemp (Crotalaria spectabilis), sorghum (Sorghum bicolor), turnip (Raphanus sativus),
peanuts (Arachis hypogaea) and alfalfa (Mendicago sativa) in tebuthiuron
contaminated soil. To determine the tolerance to the herbicide, plants were subjected
to five different doses (300, 600, 1200, 2400 and 4800 grams of active ingredient per
hectare gi.a. ha) and compared with a control that had no herbicide application.
Sunn hemp, turnip forage and alfalfa were sensitive to the herbicide, even at the
lowest application dose, while sorghum showed tolerance to the herbicide at 600
gi.a. ha™ dose, having 80% phytointoxication presented at dose 1200 gi.a. ha™ and
peanut was tolerant at dose 4800 gi.a. ha™ for which it showed only 40% of
phytointoxication. Peanut and sorghum plants were subjected to a contamination
dose 600 gi.a. ha™ applied in a work solution containing 17.47kBq (Kilobecquerels) of
4C-tebuthiuron. The two plants were able to remediate the soil, however peanut was
more efficient reducing contamination by 75.8% while sorghum removed 44.49% of

the soil contaminant herbicide.

Keywords: Herbicide. Tolerance. Soil contamination.
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INTRODUCAO

A contaminacdo do meio ambiente por agrotdéxicos é uma grande
preocupacdo global, podendo ser considerada um grande obstaculo para o
desenvolvimento de uma agricultura sustentavel. H4 um grande apelo social e
cientifico pela minimizagcdo dos impactos ambientais causados pelo uso de
agroquimicos, considerando os incrementos de areas cultivadas com a cultura da
cana-de-aclcar e 0 avango das areas tratadas com herbicidas de longo efeito
residual aumenta a cada ano (PESSOA et al., 2003; ).

O tebuthiuron € um herbicida sistémico de baixa seletividade, amplamente
utilizado na cultura da cana-de-acucar. Do mecanismo de acado dos inibidores do
fotossistema Il e do grupo das ureias substituidas. A molécula possui grande
potencial de lixiviagdo por apresentar alta solubilidade em agua (2500 mg L™), meia
vida longa (400 dias), mobilidade moderada no solo e ndo ser volatil ou sofrer
fotodegradacdo facilmente (UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE, 2014; ROSS;
CHILDS, 1996; WEED SCIENCE SOCIETY OF AMERICA, 2002).

O uso de moléculas com efeito residual prolongado e alta solubilidade em
agua aumentam o risco de contaminacao do solo e da agua, além de potencialmente
poder causar injurias as culturas implantadas em sucessdo nas areas tratadas
(MONQUERO et al., 2008; ANDREA; LUCHINI, 2002).

Contudo, o uso de herbicidas é uma ferramenta indispensavel para controle
de plantas daninhas em sistemas agricolas modernos, com grades extensdes
territoriais de cultivo, contribuindo fortemente para os elevados indices de producéo
atuais. No entanto o uso inadequado destas substancias podem acarretar sérios
danos ambientais (GUIMARAES, 1987; LEGRAND; COSTENTIN; BRUCHET, 1992).

As plantas representam grande parte da massa viva do planeta e a muito se
sabe que tem a capacidade de absorver substancias presentes no solo, no entanto,
de uma forma geral isto era visto apenas como aspecto nutricional e ndo como
alternativa para limpeza do ambiente (SOUTO, 2011).

A fitorremediacdo representa uma importante ferramenta a ser desenvolvida,
uma vez que a utilizacdo de defensivos agricolas é necessaria e amplamente
utilizada na agricultura para o controle de pragas, doencas e plantas daninhas
(BELO et al., 2011).
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No entanto, a fitorremediacédo destas substancias, em especial os herbicidas
representam um grande desafio, uma vez que estes compostos sdo formulados e
indicados para causar injurias e controlar a populacdo de plantas em doses
minimas. Desta forma a identificacdo de plantas tolerantes com a capacidade de
retirar do solo, acumular ou promover a degradacao de herbicidas especificos é de
suma importancia para aplicacdo pratica da fitorremediacdo (SILVA; MONQUERO,
2006).

Todavia, ainda sé&o escassos 0s estudos acerca do tema e a maioria das
informacdes existentes é proveniente de pesquisas realizadas nos EUA e na
Europa, havendo a necessidade de aprofundar o conhecimento a respeito das
técnicas e adequa-las para utilizacdo de plantas adaptadas as condi¢des
edafoclimaticas locais (SILVA; MONQUERO, 2006).

Este trabalho teve como objetivos avaliar a tolerancia de plantas de interesse
agrondmico a doses crescentes de contaminacdo do solo e a capacidade de

fitorremediacdo destas plantas em solo contaminado pelo herbicida tebuthiuron.
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REVISAO DA LITERATURA

A biorremediacdo consiste no emprego de técnicas que estimulam a
capacidade natural de organismos vivos em absorver, acumular, e degradar
contaminantes do solo em produtos menos toxicos que podem ser integrados aos
ciclos biogeoquimicos naturais (SILVA; MONQUERO, 2006).

A fitorremediacdo tem por base o uso de plantas e seus microrganismos
associados, técnicas agronémicas e de manejo do solo para remover ou tornar 0s
contaminantes menos téxicos (WHITE JUNIOR et al., 2006).

Uma vez que a biomassa vegetal representa 99% da massa viva do planeta,
€ natural que as plantas estejam envolvidas em numerosos processos que tém
relacdo intima com o destino de residuos quimicos despejados no ambiente
(MORENO; CORSEUIL, 2001).

Os principais mecanismos atuantes na fitorremediacdo de herbicidas sao a
fitoestimulacdo e em menor escala, a fitodegradacdo. A fitorremediacdo tem
despertado interesse, em razdo das elevadas taxas de remediacdo obtidas com a
utilizacdo de plantas que, comprovadamente, aumentam a degradacdo microbiana
de compostos organicos danosos presentes no solo e das diferencas significativas
observadas, quando sdo comparados solos vegetados e nao vegetados (SILVA;
MONQUERO, 2006).

De acordo com diferentes trabalhos (CUNNINGHAM; BERTI; HUANG, 1995;
SALT; SMITH; RASKIN, 1998; ALKORTA; GARBISU, 2001; DAVIS et al., 2002,
SCHWAB; BANKS; KYLE, 2006), os efeitos das plantas sobre os contaminantes no
solo podem ser resumidos em fitoextracdo, quando as plantas acumulam o
contaminante, que posteriormente pode seguir varios caminhos de intermediacao
fluindo através do tecido e convertidos em formas mais volateis, podem ser
sequestrados nos vacuolos ou ainda fixados em estruturas celulares insoltveis como
a lignina. Em fitodegradacédo, quando a planta, a partir de enzimas e outras
substancias excretadas pelas raizes ou através da microflora associada, convertem
o poluente em outras substancias menos toxicas. Ou ainda em fitoestabilizacao,
qguando o poluente fica retido ou inativo no tecido vegetal ou na matriz do solo.

Sabe-se que a comunidade microbiana presente na regido da rizosfera é
fortemente influenciada pelas condi¢cdes ambientais, portanto pode-se afirmar que as

plantas sdo capazes de influenciar a composicdo da comunidade microbiana através
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da exsudacéo de compostos organicos, da modificacdo da atmosfera pelo consumo
de O, e liberacdo de CO, e da absorcéo seletiva de minerais e agua pelas raizes
(SILVA; MONQUERO, 2006; PIRES et al., 2005a).

A grande abundancia e diversidade de microrganismos presentes no solo tem
um alto potencial metabdlico e respondem rapidamente a estresses ajustando sua
atividade. Embora os agrotdoxicos possam ter efeito negativo na populagéo
microbiana, estudos mostram que bactérias podem desenvolver resisténcia e se
multiplicar mesmo na presenca de contaminantes em elevadas concentracfes
(SILVA; MONQUERO, 2006).

Solos contaminados com herbicidas apresentam maiores limitacbes a
fitorremediacdo quando comparados com aqueles contaminados com poluentes
organicos ou inorganicos. Isso ocorre, por serem, muitas vezes, toxicos para as
plantas, principalmente quando ocorrem misturas desses compostos (COUTINHO;
BARBOSA, 2007).

Para Procopio et al. (2004), um fator negativo relacionado com a utilizacao de
herbicidas de longo efeito residual no solo é a maior probabilidade de ocorréncia de
lixiviacdo das suas moléculas originais ou dos seus metabdlitos para camadas mais
profundas do solo, podendo atingir o lencol freatico.

Segundo Pires et al. (2003a) a absorcao de herbicidas pelas plantas é afetada
pelas propriedades quimicas da molécula, pelas condicbes ambientais e pelas
caracteristicas das espécies vegetais.

Para o estudo da fitorremediacdo de herbicidas, torna-se fundamental a
identificacdo de espécies de plantas que estimulem a atividade e o crescimento
microbiano na rizosfera, resultando no aumento das taxas de degradacdo do
herbicida presente no solo, principalmente se este apresenta persisténcia elevada
(PIRES et al., 2005b; SOUTO, 2011).

Um aspecto importante na selecdo de plantas com potencial de
fitorremediacdo € a escolha de espécies de facil aquisicdo e multiplicacdo de seus
propagulos e de facil controle, uma vez que a planta introduzida pode tornar-se
espécie daninha. A identificacdo de espécies que apresentem potencial de
fitorremediacdo de herbicidas, associado a caracteristicas de interesse agronémico,
€ um importante passo para a elaboragdo de programas de descontaminacdo de
solos (PIRES et al., 2008; SANTOS; NOVAK, 2013).
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O uso de leguminosas, por exemplo, além de possibilitar a descontaminagéo
do ambiente, potencialmente proporcionard a fixagcdo simbidtica do nitrogénio
atmosférico, entre outros beneficios (SILVA; MONQUERO, 2006).

Quando nédo houver bioacumulacdo do contaminante estas plantas podem ser
incorporadas ao solo, reduzindo custos operacionais, proporcionando incremento de
matéria organica no solo e reduzindo a exposi¢cdo do solo a acdo de processos
erosivos, evitando o escoamento de solo e agua contaminados para outras areas
(SILVA; MONQUERO, 2006; SOUTO 2011).

E importante destacar que apesar da maioria dos testes avaliarem plantas
isoladas, véarias espécies podem ser usadas num mesmo local ao mesmo tempo ou
em sucessao, para remover mais de um contaminante, uma vez que em areas
agricolas varios herbicidas séo utilizados (SOUTO, 2011).

A fitorremediacdo, como qualquer técnica, tem suas limitacdes. As plantas
s&ao organismos vivos e precisam de oxigénio, agua e nutrientes. A textura do solo, o
pH, a salinidade e a concentracdo do poluente devem estar dentro dos limites de
tolerancia da planta. Para remediacdo de grandes areas com baixos niveis de
contaminacdo, processos bioldgicos sao geralmente mais econdmicos. Ja para
grandes concentracfes de contaminante em pequenas areas, outros meios podem
ter maior eficiéncia (CUNNINGHAM; BERTI; HUANG, 1995).

Efetivamente, nenhuma tecnologia € por si sO, aplicAvel com o mesmo
sucesso a todos os tipos de contaminantes e em todos os locais. Nos casos em que
a contaminacédo é provocada por mais de um tipo de contaminante, sera necessario
utilizar mais de uma técnica de remediacdo para resolver eficientemente o0s
problemas de contaminacédo (COUTINHO; BARBOSA, 2007).

Para Silva e Monquero (2006) a fitorremediacdo, em muitos casos pode ser
considerada um passo de polimento final, para encerramento de locais apds terem
sido aplicadas outras tecnologias de remediacdo. Todavia, o0s beneficios

apresentados pela fitorremediacdo a tornam uma técnica promissora.
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MATERIAL E METODOS

Os estudos foram realizados no Laboratério de Ecotoxicologia do CENA/USP
(Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de S&o Paulo), localizado
em Piracicaba, SP — Brasil. O Laboratério de Ecotoxicologia possui sistema BPL
(Boas Praticas de Laboratério) acreditado pelo INMETRO (Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizagédo e Qualidade Industrial) sob registro CLA0018, possuindo
em seu escopo de acreditagdo, estudos de degradacao, lixiviagdo, mobilidade,

sorcao e dessorcao de agrotoxicos em solos.

1.1 Coleta e Preparo do Solo

A fim de garantir que ndo houvesse nenhuma contaminacéo prévia do solo
utilizado neste trabalho, este foi coletado em diferentes pontos de mata nas
imediagdes da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, a uma distancia
minima de 20 metros das margens de qualquer estrada.

Foi realizada uma limpeza preliminar, eliminando-se folhas e pedacos de
madeira da superficie do solo e posteriormente foi coletado a camada de 0 a 10 cm
de profundidade.

O solo coletado foi seco ao ar, homogeneizado e passado em peneira
de 2 mm, do total de solo coletado foram retiradas 5 amostras de 1000g as quais
foram novamente homogeneizadas e retirada uma subamostra de 1000g que foi
encaminhada para analise fisico quimica aos cuidados do Laboratério de Solos da
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz, cujo resultado encontra-se na
Tabela 1.
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Tabela 1 - Andlise fisico-quimica do solo utilizado

Andlise Granulométrica

Areia Silte Argila
g.Kg™
406 150 444

Andlise Quimica
pH P[S| K|[Ca|Mg|AI| HtAl | MO. | SB | CTC |V

CaCL, mgfm mmolc.dm-3 g.dm

2 | mmolc.dm® | %

66 [10]6]33[74]|18 |<1| 20 69 | 955 116 |83

A partir destes dados obtidos foi realizada a correcdo da fertilidade do solo
com 40 kg ha™* de nitrogénio (N), 280 kg ha™ de fosforo (P) e 80 kg ha™ de potassio
(K) evitando que eventuais limitagbes nutricionais influenciassem o pleno

desenvolvimento das plantas.

1.2 Instalacdo dos Experimentos

Dois experimentos foram executados para o desenvolvimento desta pesquisa.
O primeiro determinou a tolerancia de plantas de interesse agrondmico em
diferentes niveis de contaminacéo do solo pelo herbicida tebuthiuron, selecionando
as plantas utilizadas no segundo experimento, que por sua vez determinou o
potencial de fitorremediacdo do sorgo e amendoim a um solo contaminado por

tebuthiuron.

1.3 Tolerancia de Plantas a Solo Contaminado

Foram cultivadas sementes de 5 espécies de plantas (Crotalaria spectabilis,
Sorghum bicolor, Raphanus sativus, Arachis hypogaea e Mendicago sativa,
respectivamente, crotalaria, sorgo, nabo forrageiro e amendoim e alfafa) em vasos
preenchidos por solo contaminado por diferentes doses do herbicida tebuthiuron
(Ox, 1/4x 1/2x, x, 2x e 4x), onde x representa a dose maxima recomendada para
aplicacdo em campo do herbicida (1200 gi.a. ha™ (Gramas de Ingrediente Ativo por

hectare)).
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Foram utilizados vasos de poliestireno com capacidade de aproximadamente
1500 cm?. Cada vaso recebeu 800g de solo seco e lentamente foi adicionada agua
através do prato, a fim de atingir a capacidade de campo, 24 horas apds o solo
atingir o ponto de saturacdo cada vaso recebeu 20 sementes que foram cobertas por
100g de solo seco.

Dado o pequeno diametro dos vasos cada dose foi preparada em
concentracdo de ingrediente ativo por volume de calda equivalente a taxa de
aplicacdo de 200 L ha' e aplicadas em camara de aplicacdo de herbicidas do
Departamento de Fitotecnia da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”
(ESALQ), cujo sistema de aplicagdo é calibrado em vazdo e velocidade de

deslocamento.

1.3.1 Delineamento Experimental

O experimento foi montado em delineamento de blocos casualizados em
esquema fatorial (5x6) com 3 repeticdes, onde os fatores testados foram 5 espécies
de planta (Crotalaria spectabilis, Sorghum bicolor, Raphanus sativus, Mendicago
sativa e Arachis Hypogaea) e 6 diferentes niveis de contaminacdo do solo pelo

herbicida tebuthiuron conforme apresentado na Tabela 2.

Tabela 2 - Diferentes niveis de contaminacéo de herbicida tebuthiuron em gramas

de ingrediente ativo por hectare (gi.a. ha™) aplicados ao solo

Dose (gi.a. ha™)
1 300
2 600
3 1200
4 2400
5 4800
Testemunha 0

Cada unidade experimental foi constituida por vasos contendo solo
contaminado por uma dose do herbicida e 20 sementes de uma das espécies de

planta, totalizando 30 tratamentos e 90 parcelas.
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1.3.2 Fitotoxicidade

A partir do surgimento da primeira folha verdadeira até a emissdo do segundo
par de folhas, a cada dois dias foram realizadas avaliacbes de fitointoxicacéao
segundo escala visual de 0 a 100% (SBCPD, 1995), onde O representa auséncia de
sintomas e 100% a morte total das plantas.

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica e os tratamentos

comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 0.05 de probabilidade de erro.

1.3.3 Quantificacdo de Massa Seca, Comprimento de Parte Aérea e

Comprimento de Raiz

Ap6s o termino das avaliacbes de fitotoxicidade os vasos foram
desmanchados e de cada parcela foram coletadas aleatoriamente 3 plantas. Cada
planta foi dividida em parte aérea e raiz, medida com auxilio de uma régua graduada
e armazenada em sacos de papel.

Apbs a pesagem as plantas coletadas foram deixadas por 72h em estufa
aguecida a 40°C e entao pesadas a fim de determinar a massa seca acumulada.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica e os tratamentos

comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 0.05 de probabilidade de erro.

1.4 Potencial de Fitorremediacéo

Foram utilizados vasos com capacidade de 2800 cm3, preenchidos com
900g de solo seco ao ar. Para que fosse reestabelecida a umidade do solo foi
acrescentada agua nas bandejas dos vasos até que esta chegasse a superficie do
solo. Apss 24 horas cada vaso recebeu 5 sementes e sobre elas foi depositada uma
camada de 100g de solo seco.

Dada a pequena area superficial dos vasos e a manipulacdo de um produto
radioativo, a aplicacdo do herbicida foi realizada através da adicdo de 100g de solo
seco previamente contaminado por uma solucdo de trabalho contendo 17,47kBq
(Quilobecquerels) de **C-tebuthiuron e produto técnico (frio) a fim de que a massa

total aplicada em cada vaso fosse equivalente a 600gi.a. ha™.
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Sempre que necessario o reestabelecimento da umidade nos vasos ocorreu
através da deposicdo de adgua nas bandejas a fim de manter a umidade do solo
préxima a capacidade de campo e evitar a lixiviacdo do herbicida através do arraste
provocado pelo deslocamento da agua no perfil do solo.

Como se trata de um experimento com utilizacgdo de moléculas
radiomarcadas, a conducao foi realizada em area delimitada com aviso de trabalho
envolvendo produtos radioativos, sob a supervisdo da comissdo de protecéo
radiolégica do CENA.

1.4.1 Delineamento Experimental

O experimento foi montado em esquema fatorial (2x3), sendo 2 espécies de
plantas (sorgo e amendoim) que receberam a aplicagcdo de dose equivalente a
600gi.a. ha' do herbicida tebuthiuron conduzidos a 3 estadios fenolégicos de
desenvolvimento, portanto somando 6 tratamentos e 4 repeticbes. Cada unidade
amostral (vaso) recebeu uma espécie de planta que se desenvolveu em solo
contaminado até um estadio fenolégico, desta forma totalizando 24 unidades
amostrais dispostas em delineamento em blocos casualizados. Para efeito de
comparacdo de desenvolvimento fenolégico foram montados 24 vasos

(testemunhas) que nao receberam solo contaminado.

1.4.2 Desmanche dos Vasos

Assim que as plantas atingiram os estadios de desenvolvimento fenoldgico
desejados (1 par de folhas verdadeiras formadas, 1° par de ramos e inicio da
floragdo para o amendoim e 32, 52 e folha bandeira completamente estendidas para
0 sorgo), os vasos foram desmanchados em bandejas plasticas com o auxilio de
picetas e solucdo de KCI 0,02 mol.L™, de forma cuidadosa, para evitar a quebra de

raizes ou perda de solucao radioativa no processo.
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1.4.3 Quantificacdo do Substrato

Apo6s o desmanche dos vasos, as bandejas foram deixadas em repouso por
24h para sedimentacdo da solucao. A fim de que fosse realizada a quantificacéo do
herbicida remanescente no solo, a a4gua excedente (solu¢cdo de desmanche dos
vasos) foi recolhida com auxilio de pipeta e centrifugada em frascos de teflon a
4.000 rpm, por 15 minutos, para a retirada do solo em suspensdo. O solo
sedimentado foi devolvido as bandejas e seco em estufa por 72h a 40°C. O solo
seco foi destorroado, homogeneizado, moido em grau e foram retiradas 3 amostras
de 0,2 g que foram queimados em oxidador biolégico R.J. Harvey Instrument
Corporation OX500 e a solucao resultante da queima foi lida em Espectrémetro de

Cintilacéo Liquida.

1.4.4 Solucédo de Desmanche dos Vasos

ApoOs ser submetida a centrifugacdo para separacdo do solo, a solucdo de
desmanche de vasos (SDV) foi avolumada com auxilio de proveta graduada. Para
cada vaso desmanchado foram retiradas 3 aliquotas de 10 mL desta solucdo. A
cada amostra foi adicionada 10 mL de solugao cintiladora “instant gel plus”, medida
em espectrémetro de cintilacao liquida. O papel de filtro e o filtrado foram secos em

estufa a 40°C e ap0s secos, a matéria organica foi incorporada ao solo para analise.

1.4.5 Absorcéao e Translocacao do Tebuthiuron

A absorcao e translocacédo do tebuthiuron foram estudadas qualitativamente
por radioimagem e quantitativamente por combustao dos tecidos vegetais.

As plantas foram lavadas, prensadas e secas em estufa de circulagédo forcada
a 45°C por 120 horas. Foram realizadas radioimagens de trés exemplares de cada
tempo seguindo o protocolo de Crafts e Yamaguchi (1964), sendo sensibilizado em
placas de filme, tipo Sr por 120 horas e analisados em aparelho de radioscanner
Cyclone® Plus (“Storage Phospor System”).

ApoOs secas, as plantas foram retiradas e divididas em folhas, raiz, caule e
cotilédone (quando este ainda estava presente) com o objetivo de quantificar a

radioatividade em cada parte da planta.



24

As amostras foram queimadas em aparelho oxidador de amostras bioldgicas
R.J. Harvey Instrument Corporation OX500 a 900 °C em barquinhas de porcelana,
com 3 repeticdes para cada parte da planta. O **CO, liberado na combustdo foi
recolhido em um frasco contendo solucéo cintiladora + monoetanolamina e metanol.

A radioatividade contida nesse meio foi determinada em espectrometro de
cintilagao liquida.

A radioatividade presente em todas as partes das plantas foi considerada
translocada. Foi calculada a média das repeticdes e, para o calculo da translocacéo,
foi considerada a radioatividade total aplicada inicialmente em relacdo a cada parte

da planta.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram realizados em estufa de vidro, no periodo de junho de
2014 a marco de 2015. Durante este periodo as médias observadas para
temperaturas maxima, minima e média foram respectivamente de 30,4, 17,2 e
23,8°C.

1.5 Tolerancia de Plantas a Solo Contaminado por diferentes doses do
herbicida tebuthiuron

Os resultados obtidos para a fitointoxicagcdo do sorgo submetido a diferentes

doses do herbicida tebuthiuron séo apresentados na Figura 1.
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Dose 1: y = 6,166/(1+exp(-(x**-10,010)/-0,062)); R? = 0,94
Dose 2: y = 7,209/(1+exp(-(x**-3,567)/0,334)); R?= 0,85

Dose 3: § = 84,581/(1+exp(-(x**-10,675)/2,136)); R*= 0,99
Dose 4: y = 98,852/(1+exp(-(x**-10,131)/2,218)); R?= 0,99
Dose 5: y = 101,836/(1+exp(-(x**-8,667)/1,879)); R?= 0,98

m>4q4080

Figura 1 - Porcentagem de fitointoxicacdo de plantas de sorgo (Sorghum bicolor) aos 2, 4, 6,
8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias apds a emergéncia (DAE). Os circulos soélidos representam a
dose 1 (300 gi.a. ha™), os circulos vazios representam a dose 2 (600 gi.a. ha), os triangulos
sélidos representam a dose 3 (1200 gi.a. ha), os tridngulos vazios representam a dose 4
(2400 gi.a. ha) e os quadrados sélidos representam a dose 5 (4800 gi.a. ha™)
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Observa-se que nas doses 1 e 2, respectivamente 300 e 600 gi.a. ha™* houve
uma pequena incidéncia inicial de fitointoxicacdo em relagdo ao tratamento
testemunha, no entanto a partir dos 10 DAE houve a tendéncia de reducdo dos
sintomas e aos 20 DAE as doses nao diferiam da testemunha, respeitando-se o

limite da margem de erro para a dose 2.

Pires et al. (2003a) estudaram os efeitos de diferentes doses de tebuthiuron
sobre Amaranthus hybridus, Crotalaria juncea, Chamaesyce hyssopifolia,
Chamaesyce hirta, Canavalia ensiformes, Helianthus annus, Pennisetum typhoides,
Stizolobium aterrimum, Raphanus raphanistrum e Crotalaria incana, respectivamente
caruru-roxo, crotalaria, erva andorinha, erva de santa luzia, feijdo guandu, girassol,
milheto, mucuna preta, nabica e xiquexique, e observaram comportamento
semelhante em plantas de milheto submetidas a uma dose de 500 gi.a. ha™ de
tebuthiuron, que aos 60 dias apds a semeadura (DAS) apresentaram fitotoxicidade

de 43% em relacao a testemunha.

Ja para as doses 3, 4 e 5, respectivamente 1200, 2400 e 4800 gi.a. ha™ os
sintomas iniciais foram se agravando ao longo do tempo tendo atingido 80% de
fitointoxicacdo para a dose 3 e valores acima de 95% para as doses 4 e 5,
tais resultados corroboram com Pires et al. (2003a) em que plantas de
milheto apresentaram fitotoxicidade de 76% em relacdo a testemunha quando
submetidas a uma dose de 1000 gi.a. ha™ de tebuthiuron, e de 100% para a dose de
2000 gi.a. ha™ aos 60 DAS.

Os resultados obtidos para a fitointoxicacdo de crotalaria, alfafa e nabo
forrageiro submetidos a diferentes doses do herbicida tebuthiuron s&o apresentados

respectivamente nas Figuras 2, 3 e 4.
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Dose 1: § = 100,754/(1+exp(-(x**-7,779)/1,245)); Rz = 0,99
Dose 2: § = 100,031/(1+exp(-(x**-6,889)/1,222)); Rz = 0,99
Dose 3: § = 99,463/(1+exp(-(x**-4,026)/0,921)); Rz = 0,99
Dose 4: § = 98,369/(1+exp(-(x**-2,940)/0,654)); R = 0,99
Dose 5: § = 98,290/(1+exp(-(x**-2,712)/0,618)); Rz = 0,98
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Figura 2 - Porcentagem de fitointoxicagdo em plantas de crotalaria (Crotalaria juncea)
aos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias apés a emergéncia (DAE). Os circulos sélidos
representam a dose 1 (300 gi.a. ha'), os circulos vazios representam a dose 2
(600 gi.a. ha), os triangulos solidos representam a dose 3 (1200 gi.a. ha™), os triangulos
vazios representam a dose 4 (2400 gi.a. ha™) e os quadrados sélidos representam a dose 5
(4800 gi.a. ha™)
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1: § = 98,291/(1+exp(-(x**-3,439)/0,814)); Rz = 0,99

2: § = 98,992/(1+exp(-(x**-3,818)/1,041)); R2 = 0,99
Dose 3: § = 98,871/(1+exp(-(x**-3,034)/0,923)); Rz = 0,99
Dose 4: § = 100,017/(1+exp(-(x**-2,940)/0,654)); R = 0,99
Dose 5: § = 100,034/(1+exp(-(x**+0,131)/1,054)); R? = 0,99
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Figura 3 - Porcentagem de fitointoxicagdo em plantas alfafa (Medicago sativa) aos 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias ap6s a emergéncia (DAE). Os circulos sélidos representam a
dose 1 (300 gi.a. ha™), os circulos vazios representam a dose 2 (600 gi.a. ha™), os triangulos
sélidos representam a dose 3 (1200 gi.a. ha™), os tridngulos vazios representam a dose 4
(2400 gi.a. ha) e os quadrados sélidos representam a dose 5 (4800 gi.a. ha™)
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Figura 4 - Porcentagem de fitointoxicagdo em plantas nabo forrageiro (Raphanus sativus)
aos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias ap6s a emergéncia (DAE). Os circulos
sélidos representam a dose 1 (300 gi.a. ha™), os circulos vazios representam a dose 2
(600 gi.a. ha), os triangulos sélidos representam a dose 3 (1200 gi.a. ha™), os triangulos
vazios representam a dose 4 (2400 gi.a. ha™) e os quadrados sélidos representam a dose 5
(4800 gi.a. ha)

Mesmo na menor dose de contaminacdo testada (300 gi.a. ha™), todas as
plantas de crotalaria apresentaram 100% de fitointoxicagdo em relacdo a
testemunha aos 12 DAE, o mesmo pode ser observado para alfafa e nabo

forrageiro, respectivamente aos 8 e 10 DAE.
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Pires et al. (2003a) observaram aos 60 DAS fitotoxicidade de 100% em
plantas de crotalaria e 83% em plantas de nabica submetidas a dose de
500 gi.a. ha™.

Pires et al. (2003b) verificaram fitotoxicidade de 95% aos 15 DAS e 100% aos

30 DAS em plantas de nabo forrageiro submetidas a uma dose de 500 gi.a. ha™.

Os resultados obtidos para a fitointoxicagdo de amendoim submetido a
diferentes doses do herbicida tebuthiuron sdo apresentados respectivamente na

Figura 5.
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Dose 5: { = 48,785/(1+exp(-(x**-13,965)/4,340)); R2= 0,95

Figura 4 - Porcentagem de fitointoxicacdo em plantas amendoim (Arachis hypogaea)
aos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 dias ap6s a emergéncia (DAE). Os circulos
sélidos representam a dose 1 (300 gi.a. ha), os circulos vazios representam a dose 2
(600 gi.a. ha™), os triangulos sélidos representam a dose 3 (1200 gi.a. ha™), os triangulos
vazios representam a dose 4 (2400 gi.a. ha™) e os quadrados sélidos representam a dose 5
(4800 gi.a. ha™)



31

Observa-se que nas doses 1 e 2, respectivamente 300 e 600 gi.a. ha™ ndo
houve fitotoxicidade em relacéo a testemunha, j& na dose 3 (1200 gi.a. ha), a partir

dos 10 DAE foi possivel observar leves sintomas que se mantiveram até os 20 DAE.

Nas doses 4 e 5 (2400 e 4800 gi.a. ha') houve um aumento constante da
fitotoxicidade ao longo do tempo e aos 20 DAE verificou-se valores de 30 e 40%

respectivamente.

Tais resultados corroboram com Fernandes et al. (2012), que em seu trabalho
observaram inicialmente que plantas de feijio submetidas a dose de 800 gi.a. ha™
apresentaram fitointoxicacado de 24% em relacdo a testemunha aos 28 dias apds a
aplicacdo (DAA) e com o passar do tempo houve a diminuicdo dos sintomas,

apresentando 18% de fitointoxicacdo aos 56 DAA.

A reducado da biomassa seca obtida com a aplicacdo de diferentes doses do
herbicida tebuthiuron é apresentada na Tabela 3, enquanto a porcentagem de
reducdo do comprimento da parte aérea e raizes em relacdo a testemunha de
plantas submetidas a diferentes doses do herbicida tebuthiuron sdo apresentadas

respectivamente nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 3 - Porcentagem de reducdo de biomassa seca em relacdo a testemunha de
5 espécies de plantas submetidas a diferentes doses do herbicida tebuthiuron aos
20 dias ap6s a emergéncia (DAE)

Planta Dose (gi.a. ha™)
300 600 1200 2400 4800
Sorgo 62,31 bA  71,92bA 81,64 bB 100,0 bC 100,0 bC
Crotaléria 90,30 cA 100,0 cA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Alfafa 100,0 cA 100,0 cA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Nabo forrageiro 100,0 cA 100,0 cA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Amendoim 19,38aA 3593aBC 43,40aC 29,73 aB 32,10 aB

Médias seguidas da mesma letra minlUscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.



32

Tabela 4 - Porcentagem de reducdo do comprimento da parte aérea em relacao a

testemunha de plantas submetidas a diferentes doses do herbicida tebuthiuron

Planta Dose (gi.a. ha™)
300 600 1200 2400 4800
Sorgo 18,89 aA 27,56 aA 57,06 bB 100,0 bA 100,0 bA
Crotalaria 76,97 bA 100,0 bA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Alfafa 100,0 bA 100,0 bA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Nabo forrageiro 100,0 bA 100,0 bA 100,0 cA 100,0 bA 100,0 bA
Amendoim 20,12 aA 27,03 aA 17,88 aA 19,51 aA 14,83 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.

Tabela 5 - Porcentagem de reducdo do comprimento de raizes em relacdo a
testemunha de plantas submetidas a diferentes doses do herbicida tebuthiuron

Planta Dose (gi.a. ha™)
300 600 1200 2400 4800
Sorgo 17,85aAB 24,75 aB 8,52 aA 100,0 bC 100,0 bC
Crotalaria 97,35 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA
Alfafa 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA
Nabo forrageiro 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA 100,0 bA
Amendoim 7,11 aA 10,29 aA 6,37 aA 10,29 aA 3,92 aA

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e mailscula na linha ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.

Com o acréscimo das doses todas as plantas apresentaram reducdo da
guantidade de biomassa seca produzida do comprimento de parte aérea e de raizes

em relacado a testemunha sem aplicagéo do herbicida.

Verifica-se que alfafa e nabo forrageiro apresentaram 100% de reducéo para
todos os fatores analisados, tal efeito € decorrente da morte das plantas, causada
pela alta sensibilidade destas ao herbicida. Crotalaria apresentou respectivamente
reducéo de 90,3, 76,97 e 97,35% para producao de biomassa seca, comprimento de
parte aérea e comprimento de raiz mesmo na menor dose utilizada (300 gi.a. ha™)
nao diferindo estatisticamente de nabo forrageiro e alfafa em nenhuma das variaveis

avaliadas para nenhuma das doses testadas.

Resultados semelhantes foram observados por Pires et al. (2003a) em
plantas de crotalaria e Pires et al. (2003b) em plantas de nabo forrageiro,
gue apresentaram 100% de mortalidade quando submetidas a uma dose de
500 gi.a. ha™.
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Observa-se que 0 sorgo apresentou 62,31 e 71,92% de reducdo na producgao
de biomassa seca, 18,89 e 27,56% de reducdo no comprimento da parte aérea e
17,85 e 24,75% de reducdo para comprimento de raiz respectivamente para as
doses de 300 e 600 gi.a. ha', ndo havendo diferenca estatistica entre as duas

doses.

Belo et al. (2011) encontraram resultados semelhantes, observando a
reducdo de 44% da producdo de biomassa seca na parte aérea de plantas de sorgo

aos 50 dias apds a aplicacdo de 500 gi.a. ha™ de tebuthiuron.

Ja4 o amendoim apresentou 19,38% de reducdo de producdo de biomassa
seca na dose de 300 gi.a. ha’ e 35,93% na dose de 600 gi.a. ha™ que ndo se
diferenciou estatisticamente das demais doses. Para comprimento de parte aérea e

raiz ndo houve diferenca estatistica entre as doses avaliadas.

1.6 Potencial de fitorremediacdo de sorgo e amendoim ao herbicida **C-

tebuthiuron

As médias de recuperacado de *C-tebuthiuron presente na agua sobrenadante

do desmanche dos vasos estdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6 - Porcentagem média de recuperacdo* de **C-tebuthiuron presente na

agua sobrenadante do desmanche dos vasos

Plantas L Tem;o 3 Média
Amendoim 6,74 3,12 2,09 3,98 a
Sorgo 8,7 6,55 4,5 6,58 b
Média 7,72b 484a 3,29a
CV% 36,78

* Recuperacdo em relacdo a dose total de radiacdo aplicada (17,47kBq (Quilobecquereis). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.
Tempo 1 equivale a 1° par de folhas verdadeiras formadas e 32 folha completamente estendida,
tempo 2 equivale a 1° par de ramos emitidos e 52 folha completamente estendida e tempo 3 equivale
a inicio da floracéo e folha bandeira completamente estendida respectivamente para amendoim e
sorgo.
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Observa-se que houve menor concentracdo de C-tebuthiuron na agua
proveniente do desmanche de vasos que continham plantas de amendoim em
relacdo a aqueles que continham sorgo, bem como houve maior porcentagem
recuperada no tempo 1 em relacdo aos demais, evidenciando a reducédo da
quantidade de herbicida disponivel para absorcdo das plantas na solugdo do solo ao
longo do tempo.

As porcentagens médias de '*C-tebuthiuron recuperada nas plantas
submetidas a solo contaminado podem ser observadas na Tabela 7.

Tabela 7 - Porcentagem média de radioatividade recuperada* das plantas

submetidas a solo contaminado

Tempo
1 2 3
Amendoim| 0,83 1,16 0,56 0,85 a
Sorgo 0,06 0,30 0,39 0,25b
Média 0,44a 0,73a 0,48a

CV% 69,58

* Recuperagdo em relacdo a dose total de radiacdo aplicada (17,47kBqg (Quilobecquereis).Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.
Tempo 1 equivale a 1° par de folhas verdadeiras formadas e 32 folha completamente estendida,
tempo 2 equivale a 1° par de ramos emitidos e 52 folha completamente estendida e tempo 3 equivale
a inicio da floracdo e folha bandeira completamente estendida respectivamente para amendoim e
sorgo.

Plantas Média

Observa-se que amendoim teve porcentagem média de recuperagdo de
radioatividade maior que sorgo em todos os tempos avaliados, indicando maior
eficiéncia na absorgéo do herbicida.

Apesar de haver uma consideravel variacdo na porcentagem de herbicida
recuperado ndo houve diferenca estatistica significativa na concentracdo de *C-
tebuthiuron encontrado nas plantas analisadas ao longo dos tempos de avaliacéo,

evidenciando que houve absorcao do herbicida pelas plantas.

Pode-se afirmar que a absorcdo do contaminante presente no solo e a
translocacao do herbicida absorvido para toda a planta ocorreu de forma continua ao

longo dos tempos de avaliacao.
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Tais afirmacdes podem ser confirmadas nas imagens apresentadas na
Figura 5.

Figura 5 - Radioimagem de plantas de amendoim e sorgo em diferentes periodos de
avaliacao

T1 equivale a 1° par de folhas verdadeiras formadas e 32 folha completamente estendida, T2 equivale
a 1° par de ramos emitidos e 52 folha completamente estendida e T3 equivale a inicio da floracao e
folha bandeira completamente estendida respectivamente para amendoim e sorgo. As imagens acima
apresentam a radioimagem das plantas, e abaixo fotografias das plantas equivalentes.

Observa-se que ao longo do tempo houve a diminuicdo da nitidez das
radioimagens, isso se deve ao fato de que a porcentagem de radioatividade
recuperada nas plantas se manteve constante, ao passo que a concentracdo de
radioatividade por grama de matéria seca diminuiu consideravelmente a medida que
as plantas cresceram, demonstrando que n&o houve acumulo da molécula herbicida
ou de seus metabdlitos na planta. Possivelmente a molécula herbicida ou seus
metabdlitos foi degradada pelas plantas a CO; e liberada na atmosfera.

As porcentagens médias de radioatividade recuperada no solo contaminado

podem ser observadas na Tabela 8.
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Tabela 8 - Porcentagens médias de radioatividade recuperada* no solo contaminado
proveniente do desmanche de vasos

Tempo
1 2 3
Amendoim| 68,77 42,64 24,2 | 45,20 a
Sorgo 98,42 85,56 55,51 | 79,83 Db
Média 83,60c 64,10b 39,85a

CV% 12,6

* Recuperacdo em relacdo a dose total de radioatividade aplicada (17,47kBq (Quilobecquereis).
Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de
erro. Tempo 1 equivale a 1° par de folhas verdadeiras formadas e 32 folha completamente estendida,
tempo 2 equivale a 1° par de ramos emitidos e 52 folha completamente estendida e tempo 3 equivale
a inicio da floracdo e folha bandeira completamente estendida respectivamente para amendoim e
sorgo.

Plantas Média

Houve reducéio da porcentagem de *C recuperado no solo ao longo do tempo
para as duas plantas avaliadas, evidenciando que tanto amendoim como 0 Sorgo
foram eficientes como fitorremediadoras do herbicida tebuthiuron. No entanto, em
todos os tempos avaliados as plantas de amendoim foram mais eficientes em reduzir
a quantidade de '*C recuperado, 69, 43 e 24% respectivamente para 0s tempos 1, 2
e 3, enquanto nas plantas de sorgo foi recuperado 98, 64 e 55% da radioatividade

aplicada.

Qy

As porcentagens de radioatividade recuperada no experimento em relacao

dose de **C-tebuthiuron aplicada est&o apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Porcentagem média do total de radioatividade recuperada* em relacéo a

dose aplicada* de **C-tebuthiuron

Tempo
1 2 3
Amendoim| 76,35 46,94 26,86 | 50,05 a
Sorgo 107,20 92,42 60,41 | 86,67 Db
Média 91,77c 69,68b 43,63a

CV% 12,31

* Recuperacdo em relacdo a dose total de radiacdo aplicada (17,47kBq (Quilobecquerels). Médias
seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de probabilidade de erro.
Tempo 1 equivale a 1° par de folhas verdadeiras formadas e 32 folha completamente estendida,
tempo 2 equivale a 1° par de ramos emitidos e 52 folha completamente estendida e tempo 3 equivale
a inicio da floracdo e folha bandeira completamente estendida respectivamente para amendoim e
sorgo.

Plantas Média




37

Verifica-se que para amendoim e sorgo houve reducédo na recuperacao de
radioatividade ao longo do tempo, indicando que houve degradacdo das moléculas
herbicidas, e que este foi liberado na atmosfera na forma de *CO.,.

Tal fendmeno pode ser atribuido a absorcdo e metabolizacdo da molécula
pelas plantas e também a acdo da microbiota particular que se forma em torno das
raizes.

Silva e Monquero (2006) ressaltam em seu trabalho que a utilizacdo de
plantas tem se mostrado como importante ferramenta para remediacdo de solos
contaminados em razdo das elevadas taxas de remediacdo obtidas através do
aumento da degradacdo microbiana de compostos organicos e das diferencas
significativas observadas, quando sdo comparados solos vegetados e néo
vegetados.

Pires et al. (2005b) observaram que plantas de aveia preta cultivadas em solo
contaminado por 500 gi.a. ha™ de tebuthiuron em sucessdo ao cultivo de milheto,
tremoco, feijdo guandu e feijdo de porco apresentaram menor fitotoxicidade e altura
de planta e producdo de biomassa seca maiores em relacdo a aquelas cultivadas

em solo sem cultivo prévio.
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CONCLUSOES

As plantas de alfafa, nabo forrageiro e crotalaria foram sensiveis ao herbicida
nao apresentando potencial para fitorremediagdo de solos contaminados por

tebuthiuron.

Sorgo e amendoim se mostraram tolerantes ao herbicida tebuthiuron, no
entanto amendoim se mostrou superior ao sorgo, tolerando maiores concentracdes

do herbicida no solo.

Houve efeito de fitorremediacdo do solo cultivado com sorgo, entretanto
amendoim apresentou maior eficiéncia na absor¢cdo do herbicida e foi capaz de

remediar grande parte da contaminagdo presente no solo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Sorgo e amendoim foram capazes de absorver e retirar do solo uma
quantidade significativa do contaminante apresentando-se como ferramentas com

grande potencial para a fitorremediacéao de solos contaminados por tebuthiuron.

De modo especial, devemos destacar a cultura do amendoim, que
tradicionalmente é cultivada em sucessdo a lavoura de cana-de-agclcar e mesmo
nao chegando ao final do ciclo foi capaz de remover do solo mais de 75% do

contaminante do solo.

Fica evidente a necessidade de realizarem-se outros trabalhos, que
conduzam as culturas até o final do ciclo reprodutivo e estabeleca uma comparacao
de efeito com solos ndo vegetados, a fim de permitir que as plantas demonstrem o
maximo potencial de extracdo do contaminante e atribuir qual a contribuicdo dos

microrganismos do solo ndo associados as plantas sobre o efeito final observado.

H& ainda a necessidade de estudos que contenham o **CO, desprendido do
solo e da planta para fechamento geral do balanco de massa e que verifiquem se
existe o acumulo do contaminante ou de seus metabdlitos nos gréos produzidos por
estas plantas, uma vez que estes sdo comumente utilizados como fonte alimento

para humanos e de animais.
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