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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pés-Graduacao em Agronomia
Universidade Federal de Santa Maria

FITORREMEDIACAO DE SOLO DE VARZEA CONTAMINADO COM OS
HERBICIDAS DO IMAZETAPIR E IMAZAPIQUE

AUTOR: KELEN MULLER SOUTO
ORIENTADOR: SERGIO LUIZ DE OLIVEIRA MACHADO
Santa Maria, RS, 25 de fevereiro de 2010.

Os efeitos adversos da utilizagdo de herbicidas como sua toxicidade para
espécies nao-alvo e producdo de residuos persistentes no solo e em aguas
superficiais, tém chamado a atencdo e estimulado pesquisas para melhor
compreensao do destino no ambiente e para o desenvolvimento de métodos
eficientes de descontaminagcdo. A fitorremediacdo é um processo baseado na
utilizacdo de plantas e sua microbiota associada com a finalidade de extrair,
estabilizar, metabolizar, compartimentalizar e/ou degradar poluentes. Em vista do
exposto, a presente dissertacdo de mestrado teve por objetivos: 1) fazer uma
revisdo de literatura sobre a fitorremediacao de solos contaminados com herbicidas
(Capitulo 1); 2) selecionar espécies vegetais que apresentem tolerancia a presenca
do herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25
g e.a. L") para serem testadas quanto sua eficiéncia fitorremediadora (Capitulo 11);
3) avaliar a eficiéncia de espécies vegetais na remediacao do solo contaminado com
a mistura herbicida estudada, utilizando a cultivar de arroz irrigado IRGA 417 como
planta bioindicadora (Capitulo Ill) e 4) avaliar a degradagéo do herbicida composto
pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a.L") em solo
rizosférico proveniente do cultivo de Canavalia ensiformis, Glycine max, Lolium
multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium aterrimum e Vicia sativa (Capitulo V).
As espécies Avena strigosa, Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Crotalaria
juncea, Vicia sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum, Glycine max e
Raphanus sativus apresentaram tolerancia significativa e potencial fitorremediador,
sendo eficientes na descontaminacao do solo com presenca do herbicida composto
pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a.L"). A maior
atividade metabdlica, evidenciada pelo desprendimento de CO,, observada em solo
vegetado com as espécies vegetais Lotus corniculatus, Lolium multiflorum, Vicia
sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum e Glycine max, permiti inferir
que estas espécies podem influenciar a atividade da microbiota presente na
rizosfera das mesmas, resultando na mineralizacdo dos herbicidas imazetapir e
imazapique.

Palavras-chave: Arroz irrigado. Poluicdo organica. Remediagdo. Residual de
herbicidas. Solo de varzea.
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PHYTOREMEDIATION OF LOWLAND SOIL CONTAMINATED WITH THE
HERBICIDES IMAZETHAPYR AND IMAZAPIC
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Adverse effects of the use of herbicides, such as toxicity to non-target species
and production of persistent residues in soil and in surface water, have drawn
attention and stimulated research to better understand the destination in the
environment and to the development of efficient methods of decontamination. The
Phytoremediation is a process based on the use of plants and their associated
microbiota in order to extract, stabilize, metabolize, compartmentalize and / or
degrade pollutants. In view of the exposured, this dissertation aimed to: 1) make a
review on phytoremediation of soils contaminated with herbicides (Chapter I), 2)
select plant species that show tolerance to the herbicide compound made by mixing
Imazapic + imazethapyr (75 + 25 g e.a. L") to be tested for its phytoremediation
efficiency (Chapter Il), 3) evaluate the efficiency of plant species in the remediation of
soil contaminated with the studied herbicide mixture, using the irrigated rice cultivar
IRGA 417 as a bioindicator plant (Chapter Ill) and 4) evaluate the degradation of the
herbicide compound formulated mixture of imazethapyr + Imazapic (75 + 25 g e.a. L-
1) in rhizosphere soil from the cultivation of Canavalia ensiformis, Glycine max,
Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium aterrimum and Vicia sativa
(Chapter V). The species espécies Avena strigosa, Lolium multiflorum, Secale
cereale, Lotus corniculatus, Crotalaria juncea, Vicia sativa, Canavalia ensiformis,
Stizolobium aterrimum, Glycine max and Raphanus sativus showed significant
tolerance and phytoremediation potential, being efficient in descontaminating the soil
with compost by the presence of the herbicide formulated mixture imazethapyr +
Imazapic (75 + 25 g ai L-1). The highest metabolic activity, evidenced by the release
of CO2 observed in soil vegetated with plant species Lutus corniculatus, Lolium
multiflorum, Vicia sativa, Canavalia ensifromis, Stizolobium aterrimum and Glycine
max, allows to infer that these species can influence the activity of the microbiota
present in rhizosphere of the same, resulting in mineralization of the herbicides
imazethapyr and Imazapic.

Key- words: Irrigated rice. Organic pollution. Remediation, Herbicide residual,
Lowland soil.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos ha um consideravel aumento no consumo de agua e
agrotdxicos na agricultura. Isso se deve a crescente demanda por alimentos e fibras,
sendo que essa producao deve ser adequadamente manejada, pois esta sujeita a
uma série de processos que reduzem a producgao e o valor das culturas.

Para a obtencdo de elevadas produtividades nas culturas agricolas, é
necessario, entre outros fatores, um manejo adequado para o controle de plantas
daninhas, o qual pode ser realizado basicamente com a utilizagdo de herbicidas.
Hoje, a grande maioria dos herbicidas utilizados sdo moléculas organicas obtidas por
rotas sintéticas, portanto, ndo sao encontrados na natureza, e por isso, denominados
xenobioticos.

O solo é um dos destinos dos produtos quimicos usados na agricultura, sejam
eles aplicados diretamente neste ou na parte aérea das plantas. Ao entrarem em
contato com o solo, os herbicidas estdo sujeitos a processos fisico-quimicos que
regulam seu destino no ambiente.

A maioria desses compostos € transformada, predominantemente, por
processos biologicos atravées de enzimas existentes em animais, plantas e
microrganismos, e essas transformacgdes geralmente resultam na degradacdo da
estrutura molecular do composto em formas menos complexas (TAUK, 1990). No
entanto, se as condicoes ambientais forem desfavoraveis para a degradacéo, as
moléculas do pesticida podem permanecer no solo, dando origem ao denominado
efeito residual (carryover), o que implica em problemas quando se trata da sucessao
de espécies sensiveis a esses compostos (PIRES et al., 1995).

Herbicidas pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas sdo exemplos
de compostos que possuem alta persisténcia no solo, podendo afetar culturas néao
tolerantes semeadas em rotagdo/sucessao (RENNER et al., 1998). Esses herbicidas
sdo0 usualmente utilizados em areas de varzea cultivadas sob o Sistema Clearfield®
para o controle do arroz vermelho, principal planta daninha da cultura do arroz
irrigado.

Devido as semelhancas morfofisiologicas entre o arroz cultivado e o arroz-
vermelho, os herbicidas tradicionalmente utilizados na lavoura sao ineficientes no

controle dessa planta daninha (SANTOS et al., 2007). Contudo, o desenvolvimento
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de cultivares de arroz irrigado tolerante a herbicidas que controlam essa planta
daninha possibilitou o controle do arroz-vermelho de forma seletiva (FONTANA et al.,
2007). De acordo com Steele et al., (2002), o sistema denominado Clearfield®,
desenvolvido na Universidade de Louisiana/EUA, utiliza cultivares de arroz irrigado
tolerantes aos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, sendo estas,
portanto, dependentes desses herbicidas. Quando aplicados, uma proporcao
significativa destes compostos atinge o solo, onde sao passiveis de serem
absorvidos pelas raizes das plantas e sorvidos aos colbides do solo (KRAEMER et
al., 2009), podendo entao sofrer lixiviagdo causando efeitos negativos ao ambiente.

A producdo de culturas nao-tolerantes pode ser comprometida caso o
intervalo entre a aplicacdo das imidazolinonas e a semeadura da cultura em rotacao
nao seja observado (RENNER et al., 1998). O uso continuado do Sistema
Clearfield®, sem rotacdo com outros sistemas de cultivo, provoca grande pressao de
selecdo no arroz-vermelho, gerando bidtipos tolerantes/resistentes a esses
herbicidas (VILLA et al., 2006), podendo também contaminar o lencol freatico, que
em areas de varzea, fica préximo da superficie.

Além de causar danos ao arroz nao tolerante, os herbicidas pertencentes a
esse grupo quimico também s&o conhecidos por causar fitointoxicacdo em culturas
como alfafa, aveia, azevém, beterraba-acucareira, ervilha, meldo, milho, pimenta,
pimentao e tomate (ALISTER; KOGAN, 2005).

Em vista do exposto, é crescente a preocupagdo em despoluir areas
contaminadas com herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, e para isto ha
varias tecnologias biologicas de remediacdo sendo pesquisadas em todo o mundo.
Geralmente, essas tecnologias, conhecidas como Biorremediacdo, sao
fundamentadas nas atividades biodegradativas dos microrganismos e plantas,
visando incrementar os processos ja existentes na natureza (MELO et al., 2001). A
biorremediacdo tem aplicacbes potenciais de descontaminacdo em solos,
sedimentos e agua. Comparadas aos métodos fisicos de remediacdo, esse processo
€ considerado menos oneroso e causa menor impacto ambiental (MONQUEIRO et
al., 2000).

Anterior a implantacdo de um projeto de biorremediacao, devem ser avaliados
importantes parametros, como a determinagdo da biodegradabilidade do composto
ou da possivel acumulacao em plantas e microrganismos, e conhecer 0 mecanismo

mais efetivo de biodegradacdo do mesmo. Essa biodegradagédo, por sua vez, é
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influenciada por uma série de fatores quimicos, fisicos e biol6gicos, tais como,
solubilidade em agua, lipolificidade, concentragdo no meio, pH, temperatura,
concentragdo de O, nutrientes, densidade populacional de plantas e
microrganismos, capacidade de absorcao, entre outros (MELO et al., 2001).

Entre os muitos métodos de biorremediacao disponiveis, alguns podem ser
empregados em grandes extensbées de solos contaminados. O nivel de
contaminacdo para que haja intervencédo, pode ser aquele onde 0s niveis de
residuos presentes afetam o desenvolvimento de outras culturas agricolas
suscetiveis, ou que estejam além dos niveis aceitaveis estipulados pelos érgaos
regulamentadores nacionais e internacionais, tais como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e a Environmental Protection Agency (USEPA)
(SKLADANY; METTING, 1992). Dentro dessa abordagem, a fitorremediagao, técnica
que visa descontaminar solo e/ou agua com a utilizacao de plantas e sua microbiota
associada, aparece como uma alternativa pratica, eficiente e de baixo custo.

Nesse contexto, esse trabalho de dissertacao teve por objetivos: 1) apresentar
caracteristicas peculiares da técnica de bio/fitorremediacdo e também de outras
técnicas utilizadas na remediacao de solos contaminados com herbicidas (Capitulo
I); 2) selecionar espécies vegetais que apresentem tolerdncia a presenga do
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25
g e.a. L") para serem testadas quanto sua eficiéncia fitorremediadora (Capitulo 11); 3)
avaliar a eficiéncia de espécies vegetais na remediacado do solo contaminado com a
mistura herbicida estudada, utilizando a cultivar de arroz irrigado IRGA 417 como
planta bioindicadora (Capitulo Ill) e 4) avaliar a degradacao do herbicida composto
pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a.L") em solo
rizosférico proveniente do cultivo de Canavalia ensiformis, Glycine max, Lolium

multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium aterrimum e Vicia sativa (Capitulo 1V).
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- CAPITULO | -

BIORREMEDIACAO DE SOLO CONTAMINADO COM HERBICIDAS:
UMA REVISAO

Resumo

Hoje, varios setores tém observado com grande interesse o crescente numero
de poluentes existentes em todo o mundo. Por esse motivo aumenta o interesse por
técnicas remediadoras. Técnicas de biorremediacdo podem ser utilizadas para
descontaminar esses ambientes e a fitorremediacdo, técnica que objetiva a
descontaminacao de solo e agua por meio da utilizagdo de plantas e sua microbiota
associada, possui um lugar de destaque devido a sua eficiéncia na
descontaminacao dos solos e também devido ao seu custo ser mais acessivel do
que outras técnicas. Apds extrair o contaminante do solo, a planta armazena-o e/ou
metaboliza-o, podendo, em alguns casos, transforma-lo em produtos menos téxicos
podendo também estimular a atividade microbiana degradadora através da
fitoestimulacdo. Em vista do exposto, essa revisdo tem por objetivo apresentar
caracteristicas peculiares da técnica de bio/fitorremediacdo e também de outras
técnicas utilizadas na remediacado de solos contaminados com herbicidas. O estudo
e a subsequente avaliagdo da interagdo entre o solo, a planta e o poluente, séo
necessarios e constituem uma promissora area de pesquisa para a remedia¢do do
ambiente. Embora ainda incipiente no Brasil, ja existe estudos sobre algumas
espécies agricolas cultivadas e espécies silvestres ou nativas da propria area
contaminada, com o objetivo de selecionar espécies eficientes na fitorremediacao do
solo. Resultados promissores ja foram obtidos para metais pesados
hidrocarbonetos, agrotéxicos, explosivos, solventes clorados e residuos toxicos da

indUstria.

Palavras chave: Fitorremediacdo. Contaminagdo. Meio ambiente. Poluicéo

organica.
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Introducao

Problemas resultantes dos processos de poluicdo e degradacédo dos recursos
naturais por agrotéxicos tém recebido atencao especial, principalmente em sistemas
agricolas que necessitam utilizar esses produtos no manejo integrado de insetos,
doencas e plantas daninhas (JAKELAITIS et al., 2005; SANTOS et al., 2005; SILVA
et al.,, 2005). A poluicdo que afeta essas areas é hoje um grande problema, pois
muitos poluentes possuem utilidades ndo dispensaveis, como os herbicidas. Estes
produtos bem como outros biocidas, possuem caracteristicas bastante
preocupantes, devido a sua persisténcia no solo, na agua e nos alimentos
(COUTINHO; BARBOSA, 2007).

Existe ainda o problema ambiental ocasionado pela lixiviacdo das moléculas
de herbicidas ou de seus metabdlitos para camadas mais profundas no perfil do
solo, podendo atingir aguas subterraneas (PIRES et al., 2003). Quando o produto
permanece por mais tempo no solo sem ser adsorvido aos colbides, degradado e/ou
mineralizado, a possibilidade de lixiviacao é maior. Isso comprova que o
comportamento do herbicida no solo sera influenciado, entre outros fatores, pelas
préprias caracteristicas da molécula.

Atualmente, as propriedades procuradas em um herbicida sdo sua pronta
degradabilidade, eficiéncia em doses baixas, especificidade e baixa toxicidade para
0S organismos nao-alvos, existindo uma conscientizacdo dos problemas ambientais
ou de saude que podem ocorrer devido a ma utilizacao desses compostos quimicos
(SANTOS et al., 2005). Herbicida ideal é aquele que permanece ativo no ambiente
tempo suficientemente longo para o controle das plantas daninhas em determinada
cultura, porém nao tao longo que cause dano as culturas susceptiveis que venham
em rotacao (KRAEMER, 2008). Nesse contexto, é importante conhecer a forma de
degradacao desses compostos no solo, pois desse modo pode-se tragar estratégias
de descontaminacao dessas areas.

A degradacgéao dos herbicidas refere-se a mudangas na natureza quimica da
molécula por processos fisicos (fotodecomposi¢ao), quimicos (oxidacao, reducao,
hidrélise, formacgéo de sais insoluveis em agua e complexos quimicos) ou biolégicos
(degradacao microbiolégica) (TAUK, 1990). A degradagdo, de modo geral, é

importante por reduzir o nivel de residuo dos pesticidas no solo; e as transformagdes
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quimicas e biolégicas sdo os processos mais importantes na degradacdo dos
herbicidas no solo (PIRES et al., 1995).

Além da degradacdo microbiolégica e quimica, a absorcdo e metabolizacéo
dos produtos pelas plantas daninhas e cultivadas também reduzem os residuos de
herbicidas no solo. Quando absorvidos por plantas resistentes, os herbicidas podem
ser armazenados e/ou metabolizados, mas comumente conjugados com glicosideos
e peptideos, tonando-se inativos dentro das plantas (OLIVEIRA JUNIOR, 2001).

A idéia basica de que as plantas podem ser utilizadas para remediacao
ambiental é muito antiga e ndo pode ser atribuida a uma fonte especifica, no
entanto, uma série de descobertas cientificas tem permitido o desenvolvimento
desta idéia em uma tecnologia promissora, rentavel e ambientalmente sustentavel. A
capacidade das plantas em absorver, acumular e metabolizar, direta ou
indiretamente xenobibticos, promovendo a descontaminacéo do solo e/ou da agua é
denominada Fitorremediacdo (CUNNINGHAM et al., 1996).

De acordo com o destino dado ao contaminante, a fitorremediacdo pode ser
classificada em trés diferentes processos que podem estar agindo em conjunto ou
separadamente: degradacao, extracao e contencao (VIMIEIRO; SILVA, 2007). Para
cada um destes processos, existem mecanismos distintos de acao utilizados pelas
plantas, que englobam: extragdo do contaminante do solo ou da agua subterranea;
concentracdo do contaminante no tecido das plantas; degradacdo do contaminante
por meio de uma série de processos metabdlicos envolvendo grande numero de
enzimas; volatiizacdo do contaminante para a atmosfera; imobilizagdo dos
contaminantes na zona da raiz; controle hidraulico da agua subterrdnea
contaminada (controle da pluma de contaminagdo); controle do escoamento
superficial, erosao e infiltracao pela cobertura vegetal (CUNNINGHAM et al., 1996;
ACCIOLY ; SIQUEIRA, 2000; SANTOS et al., 2004; FERNANDEZ; ALCANTARA,
2009).

Uma consideracdo importante no desenvolvimento de estratégias de
remediacao utilizando plantas € o destino a curto e longo prazo e o potencial de
toxicidade dos produtos finais da biodegradacdo. Para a classe de produtos
quimicos como os herbicidas, as evidéncias indicam que a maioria dos metabdlitos
formados na degradacao das moléculas desses compostos sdo vinculados de forma
irreversivel nos tecidos vegetais (SALT et al., 1998).



21

Apesar da dificuldade de identificar espécies que reunem, além da
capacidade remediadora, caracteristicas desejaveis do ponto de vista agronémico,
como facil aquisicao ou multiplicagéo de propagulos (SILVA; SILVA, 2007) e também
facil colheita, quando necessaria a remocao da planta da area contaminada;
resultados evidenciam claramente o potencial da utilizagcdo de plantas terrestres e
aquaticas na fitorremediacao de agrotdxicos (PIRES et al., 2003). Um exemplo disso
€ que, nos solos rizosféricos de Kockia scoparia, a meia-vida do herbicida atrazina
foi de 50 dias e, nos solos ndo-vegetados, de 193 dias (ARTHUR et al., 2000).

Naturalmente, torna-se dificil reunir as inUmeras caracteristicas que
potencializam o processo de fitorremediacdo em uma so6 planta, porém aquela que
for selecionada deve reunir o maior numero delas (PIRES et al.,, 2003). Outro
aspecto a ser observado é que, embora a maioria dos testes avalie plantas isoladas,
varias espécies podem ser usadas em um mesmo local, ou a0 mesmo tempo ou
subseqlentemente, para remover mais de um contaminante (MILLER, 1996).

O estudo da dinamica ambiental de herbicidas é importante para estabelecer
a probabilidade de contaminacdo ambiental, porém ainda ha caréncia de estudos
sobre a dinamica de herbicidas no solo, assim como quais sdo as caracteristicas do
solo que mais influenciam no seu transporte. Em vista do exposto, faz-se necessario
formar recursos humanos através da realizacao de estudos sobre 0s processos que
regulam o transporte de herbicidas para o ambiente, assim como do efeito residual
desses no solo.

Desta forma, esta revisdo tem por objetivo apresentar caracteristicas
peculiares da técnica de bio/fitorremediacdo e também de outras técnicas utilizadas

na remediagcao de solos contaminados com herbicidas.

Biorremediacao

Com o intuito de despoluir areas contaminadas com compostos tdxicos,
principalmente xenobibticos, tem-se optado por solugcées que englobam: eficiéncia
na descontaminacao, simplicidade na execugao, tempo demandado pelo processo e
menor custo (PIRES et al., 2003). Nesse contexto, cresce o interesse pela utilizagao

de Tecnologias Inovativas de Tratamento (ITT’s), que contemplam, em suas formas
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mais variadas, a utilizacdo da Biorremediacdo, técnica esta que visa tratar locais
contaminados mediante o uso de agentes biolégicos (plantas e microrganismos)
capazes de modificar ou decompor poluentes alvos (BENTO et al., 2003). Estes
agentes “quebram” os compostos alvos visando utiliza-los como fonte de alimento e
o beneficio maximo desses processos € a mineralizacdo do poluente, isto é, a
transformacdao em gas carbbnico, agua e biomassa. Essa técnica é bastante
utilizada para remediacao de areas contaminadas com metais pesados (FRANCO,
2004; QUEROL et al., 2006), solventes halogenados, compostos nitroaromaticos e,
mais recentemente, herbicidas (MONTEIRO, 1996).

O mercado mundial de aplicacdo de técnicas que apresentam como principio
basico a biorremediacdo segue uma rota direcionada pelas agéncias ambientais dos
préprios paises que se utilizam das ITT’s (FERNANDES; ALCANTARA, 1998). E
sabido que o maior mercado mundial na area de remedia¢gdes € o norteamericano,
responsavel por 35 a 40% do mercado, sendo 0 mesmo detentor do mais completo
modelo de controle ambiental em execug¢do. Segundo levantamento realizado pela
United States Environmental Protection Agency (USEPA), em seu estudo
denominado “Innovative Technology Evaluation Report’ (1999), mais de 95,0% dos
processos de biorremediagcdo sdao empregados para descontaminacdo de solos e
aguas subterraneas.

As estratégias de biorremediacdo incluem: a utilizagcdo de microrganismos
autoctones, ou seja, do préprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias
ativas de remediacao (biorremediacéo intrinseca ou natural); a adicdo de agentes
estimulantes como nutrientes, oxigénio e biossurfactantes (bioestimulacdo); e a
inoculacdo de consoércios microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al.,
2003). De acordo com Accioly e Siqueira (2000), a biorremediacdo pode ser
classificada de trés modos diferentes quanto ao local de tratamento: a) In situ:
tratamento no local da contaminacdo, b) Ex situ ou off site: remocédo do solo
contaminado para posterior tratamento e c) On site: tratamento apds escavacao do
solo.

No tratamento in situ a degradacdo do contaminante pode ser feita de forma
passiva, realizada pelos microrganismos indigenas do solo; pode ser realizada
através da adicao de misturas especificas de microrganismos no local contaminado,
denominada de bioaumento (MELO; SILVA, 2003); pode ocorrer também a adicao

de nutrientes (N e P) ao meio para estimular o crescimento e atividade microbiana,
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processo esse denominado de bioestimulagcdo (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). Essa
bioestimulacdo também pode ser alcancada mediante otimizagcdo das condigcdes
ambientais, como: pH, temperatura, oxigénio, umidade, entre outros. A degradacao
do xenobiodtico também pode ser estimulada através da bioventilacdo, que € quando
ocorre a adicdo de gases estimulantes, tais como O, e CH4 (MILER, 2009).

O tratamento ex situ conta com diferentes processos, entre 0os quais podem
ser citados os reatores tipo bioslurry ou reatores de fase caldo (MELO et al., 2001).
Nesse processo o solo contaminado é escavado, peneirado para remocdo de
grandes particulas e, entdo, misturado com agua, de modo a formar um caldo,
contendo de 10% a 40% de particulas sélidas. Em um reator, esse solo é misturado
e recebe nutrientes e oxigénio para manter a condicao aerébica. O solo tratado é
entdo transferido de volta a area original. Esse tipo de biorreator é ideal para
tratamento de solo com alto teor de argila devido a caracteristica de baixa
solubilidade (ALEXANDER, 1999).

Outro processo realizado no tratamento ex situ é o chamado Landfarming,
onde os poluentes sao removidos da area contaminada e colocados em células de
confinamento (SILVA et al., 2004). O solo deve ser revolvido periodicamente para
aumentar a aeracao e facilitar o contato dos residuos com as bactérias. Para Melo e
Silva (2003) esse processo, embora eficiente e ndo oneroso, oferece o
inconveniente da poluicao atmosférica em areas urbanas em funcao da volatilizagao
dos compostos orgéanicos e a possibilidade de contaminacao de solos adjacentes
devido a lixiviagdo e escoamento superficial dos contaminantes da pilha de
tratamento.

Outra estratégia de biorremediagdo ex situ é a compostagem, processo
aerdbico que utiliza a acado de microrganismos para degradar materiais organicos,
resultando na termogénese, producdo de compostos organicos de menor peso e
inorganicos (ALEXANDER, 1999).

Fitorremediacao

Buscando alternativas para a utilizacdo de areas agricolas com presenca de

compostos persistentes e fitotdxicos no solo, tem-se pesquisado com maior énfase,
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nos ultimos anos, o emprego da fitorremediacao, que dentro da biorremediacéo, é
um processo que consiste na descontaminacdo do solo ou agua utilizando-se de
plantas e sua microbiota associada (CUNNINGHAM et al., 1996; SANTOS et al.,
2007) e de amenizantes (corretivos, fertilizantes, matéria organica etc.) do solo, além
de praticas agron6micas que, aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou
tornam os contaminantes inofensivos ao ecossistema (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

A fitorremediacao (fito do grego “planta” e remediacéo do latim “voltar ao que
era antes, limpar”), tem ganhado respeito e destaque como uma solucdo de
remediacdo de baixo custo, utilizando plantas selecionadas para limpar solos,
sedimentos contaminados por metais pesados, pesticidas, solventes, 6leo cru,
hidrocarbonetos aromaticos ciclicos, lixiviados de aterros sanitarios, entre outros
residuos comumente encontrados (VIMIEIRO; SILVA, 2007). Ha muito se sabe que
as plantas tém a capacidade de absorver alguns minerais, mas isso era visto
geralmente sob um aspecto de nutricdo e ndo como uma alternativa de limpeza do
ambiente.

A fitorremediacao é uma técnica que pode acelerar a retirada de compostos
toxicos, como herbicidas, do solo, promovendo sua descontaminacéo
(CUNNINGHAM et al., 1996). Quando comparada com técnicas tradicionais, como
bombeamento e tratamento, ou remocdo fisica da camada contaminada, essa
técnica tem sido considerada vantajosa, principalmente por sua eficiéncia e pelo
baixo custo (CUNNINGHAM et al., 1996; PIRES et al., 2003).

Segundo Spilborghs e Casarini (1998), nesse processo ocorre 0 emprego de
plantas para descontaminar sitios com residuos quimicos organicos em sua porcao
superficial. Em geral, é mais dificil trabalhar com contaminantes orgéanicos, em razao
da diversidade molecular, da complexidade de analise e das constantes
transformacoes a que estdo sujeitos. Os metais pesados, por exemplo, sdo mais
facilmente quantificados e raramente formam metabdlitos intermediarios no solo,
como ocorre na biodegradacao dos contaminantes organicos (CUNNINGHAM et al.,
1996). Para Coutinho e Barbosa (2007) solos contaminados apresentam certas
limitacbes a fitorremediacdo por serem muitas vezes téxicos as plantas,
principalmente onde ocorrem misturas de herbicidas, o que dificulta a selegdo de
plantas resistentes e fitorremediadoras para este conjunto de compostos.

A possibilidade de uma planta ser fitorremediadora depende do tipo de
poluente, devendo ser testadas varias plantas para que seja detectada aquela que
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possui maior resisténcia ao poluente (CUNNINGHAM et al., 1996). Em estudos
realizados por Procopio et al. (2004), em ambiente controlado, as espécies vegetais
Calopogonium muconoides, Crotalaria juncea, Crotalaria spectabilis, Vicia sativa,
Cajanus cajan, Canavalia ensiformes, Helianthus annus, Dolichus lablab, Pennisitum
glaucum, Stylosantes guianensis, Stizolobium aterruim, Raphanus sativus e Lupinus
albus foram testadas para detectar seu potencial fitorremediador em solo
contaminado com Trifloxysulfuron Sodio. As espécies mais eficientes na
descontaminacao do solo com este herbicida foram M. aterrina e C. ensiformis. No
entanto, a continuacao destes estudos de fitorremediacdo € necessaria em nivel de
campo, visando confirmar os resultados obtidos.

Burken e Schnoor (1996) relataram que a linhagem DN3A de Populus
deltoides nigra foi capaz de absorver a maior parte da atrazina que nao foi
totalmente adsorvida a fracdo organica do solo, proporcionando desenvolvimento
normal das arvores da espécie testada. Anderson et al. (1994) demonstraram que a
degradacao de atrazina, metolachlor e trifluralin foi significativamente maior em solos
rizosféricos de K. scoparia que em solos nao-vegetados.

Seguindo essa linha de estudo, Scramin et al., (2001) obsevaram que as
espécies Cynodon dactylon, Cyperus rotundus, Digitaria horizontalis, Commelina
benghalensis, Brachiaria decumbens, Euphorbia heterophyla, Chamaesyce hirta e
Chamaesyce hyssopifolia podem ser inicialmente utilizadas em programas de
fitorremediagcdo em solos contaminados com herbicidas utilizados na cultura da
cana-de-acgucar no Estado de Sao Paulo.

Estudos realizados com os herbicidas tebuthiuron (PIRES et al., 2005b, 2006
e 2008; BELO et al., 2007) e trifloxisulfuron — sédio (PROCOPIO et al., 2005, 2006 e
2007; e SANTOS et al., 2004 e 2007), apontam as espécies Canavalia ensiformis,
Crotalaria juncea e Stizolobium aterrimun como fitorremediadoras desses
compostos. Também existem estudos com as moléculas do herbicida picloram
(FERREIRA et al., 2006; CARMO et al., 2008), que apontam como espécies
remediadoras a Brachiaria brizantha e Eleusine coracana.

Em vista da grande quantidade de espécies vegetais potencialmente
fitorremediadoras, torna-se possivel e recomendavel o emprego de plantas na

descontaminacéo dos solos contamindos com herbicidas.
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Mecanismos de fitorremediacao

Para Vimieiro e Silva (2007), a fitorremediagdo pode ser classificada, de
acordo com o destino do contaminante, em processos de degradacédo, extracdo e
contencdo. A degradacdo engloba a fitodegradacdo e a rizodegradacado e/ou
fitoestimulacdo. Os mecanismos de extracdo sao a fitoextracao, fitovolatilizacéo,
fitoacumulacédo e a rizofiltragdo; e o processo denominado contencdo engloba os
mecanismos de fitoestabilizacdo, controle hidraulico e capas vegetativas. Todos
esses processos nao sao exclusivos e podem ocorrer simultaneamente, podendo
acontecer isolados ou conjuntamente, envolvendo fatores edafoclimaticos e,
principalmente, a interagdo entre a planta e os microrganismos a ela associados
(SANTOS et al., 2004).

Extracao - Pelo mecanismo de fitoextracdo tem-se a absor¢do do herbicida
pelas raizes, o qual é armazenado na propria raiz ou transportado e acumulado na
parte aérea (fitoacumulagcao) (VOSE et al., 2000). Para a implantagcéao da técnica sao
utilizadas plantas especificas chamadas “hiperacumuladoras”, que acumulam nos
seus tecidos grandes quantidades de contaminantes encontrados no solo ou na
agua (FERNANDEZ; ALCANTARA, 2009). Segundo Teixeira e Filho (1998), esse
mecanismo de extragdo é normalmente limitado a zona de influéncia das raizes e
assim, a profundidade das raizes ira determinar a profundidade efetiva do processo.
A maioria das plantas acumuladoras tem extensao limitada as camadas superficiais
do solo.

A rizofiltracdo € um processo de extracdo aplicada a ambientes aquéaticos.
Nesse processo, as plantas podem ser mantidas em sistemas hidroponicos, através
dos quais a agua contaminada pelo herbicida passa, podendo ser absorvida pelas
raizes, que por sua vez concentram ou degradam o produto (RICE et al., 1997). Esta
técnica foi utilizada por Glass (1998) para limpeza de ambientes aquaticos
contaminados por metais pesados, sendo hoje empregada com sucesso para
despoluicdo de aguas contendo diversos residuos agricolas ou industriais, além do
tratamento de chorume. Diferentemente, se o contaminante for absorvido e
convertido em forma volatil, sendo este liberado na atmosfera, caracteriza a
fitovolatilizacao (SANTOS et al., 2004). De acordo com Vimieiro e Silva (2007), neste

processo o contaminante pode ser volatilizado em forma menos téxica do que a
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original. A fitovolatilizacdo também pode ser caracterizada pela absorcdo pelas
plantas, dos contaminantes suspensos na atmosfera (NEWMAN et al., 1998).
Contencao - A retencao dos contaminantes pode acontecer em fungdo da
quimica e da atividade microbiolégica caracteristica da rizosfera, além de alteracdes
no solo e no contaminante (USEPA, 2000). Como exemplo, tem-se a alteracédo do

pH ocasionada pelo exudato das plantas e pela produgao de CO,, o que altera a

solubilidade e mobilidade dos metais ou impacta a dissociacdo de compostos
organicos. Por se tratar de uma técnica que apenas retém o contaminante, o seu
uso muitas vezes pode ter um carater provisério, até que outra forma de tratamento
faca efetivamente a sua retirada (VIMIEIRO; SILVA, 2007). Se o poluente
permanecer imobilizado na planta ou humificado na rizosfera de maneira
indisponivel aos microorganismos (SANTOS et al., 2004), bem como o uso das
plantas e de suas raizes para preveng¢do da migracdo dos contaminantes feita pelo
vento, erosao, lixiviacdo e dispersdo no solo, estara caracterizada a fitoestabilizacao
(USEPA, 2000).

Outra forma de contencéo, o controle hidraulico, faz uso das plantas (arvores)
para extracao e consumo da agua subterranea, objetivando impedir a migracdo dos
contaminantes (USEPA, 1999). Para Teixeira e Filho (1998), certas espécies
consomem grandes quantidades de agua, maximizam a evaporacao e transpiracao
de um local, e podem estender suas raizes até a zona saturada, possibilitando desta
maneira, o controle da pluma de contaminacao. Esta técnica pode ser utilizada para
contaminantes solUveis em &gua, organicos ou inorganicos, tais como aguas
subterrdneas contendo metais pesados, nutrientes e pesticidas. A quantidade de
agua evapotranspirada por uma arvore depende de muitos fatores, especialmente
do seu tamanho, profundidade das raizes e das condigdes climaticas. A taxa com
que a agua é retirada variara com a temperatura, precipitacao e vento, sendo menor
no periodo do inverno (HORTIRELVA, 2010).

As capas vegetativas sdo coberturas vegetais, constituidas de capins ou
arvores, feitas sobre aterros sanitarios, para minimizar a infiliracdo de agua da
chuva, conter a disseminacao dos residuos poluentes, e evitar que o lixo fique a céu
aberto (ANSELMO; JONES, 2005). A camada de solo deve ser projetada com uma
espessura tal que garanta o armazenamento da agua, enquanto as perdas por

evaporacdo e transpiracdo se processem (HORTIRELVA, 2010). As raizes
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aumentam a aeragdo do solo, promovendo a biodegradacdao, evaporacao e
transpiracéo (GLASS, 1998).

Degradacao - A capacidade de metabolizagcdo do herbicida a um composto
nao-téxico (ou menos téxico) as culturas e ao ambiente, tendo como agente
remediador a planta, € denominada fitodegradacao (VIMIEIRO; SILVA, 2007). Por
esse processo os herbicidas sdo degradados ou mineralizados dentro das células
vegetais por enzimas especificas (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). Entre essas
enzimas, destacam-se as nitroredutases (degradacdo de nitroaromaticos),
desalogenases (degradacdo de solventes clorados e pesticidas) e lacases
(degradacao de anilinas) (MILER, 2009). Para Burken e Schnoor (1996), os
componentes resultantes da fitodegradacdo podem ser tanto volatilizados
(fitovolatilizacao), incorporados aos tecidos das plantas ou exsudados pelo sistema
radicular. Se alguns componentes resultantes, ainda apresentarem caracteristicas
de toxidez, ao ponto de contaminar outros cultivos posteriores mais sensiveis ao
herbicida parcialmente degradado, a espécie remediadora podera ser encaminhada
a combustao ou usada em aplicagdes alternativas.

A vantagem da fitodegradacdo € que ela pode ocorrer em locais onde a
biodegradacdo nado pode, como por exemplo, quando a concentragcdo do
contaminante € elevada e tdéxica aos microrganismos (VIMIEIRO; SILVA, 2007).
Como desvantagens Scramin et al. (2001) citam a possibilidade da formacao de
produtos téxicos intermediarios no processo de quebra dos contaminantes, bem
como a dificil confirmacdo da destruicdo do contaminante durante a atividade
metabdlica da planta.

Para Scramin et al. (2001) e Santos et al. (2006), outros mecanismos de
degradacdo de poluentes sdo a rizodegradacdo, que ocorre quando a planta,
considerada fitorremediadora, libera exudados capazes de degradar o contaminante;
e a fitoestimulacdo que é apresentada juntamente com a rizodegradacao devido a
dificuldade de tratar esses dois processos separadamente, na qual ha o estimulo a
atividade microbiana, promovido pela liberacado de exsudatos radiculares, que atuam
degradando o composto no solo, o que caracteriza, em algumas plantas, a aptidao
rizosférica para a biorremediacdo de compostos toxicos. A fitoestimulagao utiliza as
raizes em crescimento (extremidades e ramificagdes laterais) para promover a
proliferacdo de microrganismos degradadores na rizosfera, que usam os metabdlitos
exsudados da planta como fonte de carbono e energia. Além disso, as plantas



29

podem secretar, elas proprias, enzimas biodegradativas (MOREIRA; SIQUEIRA,
2002).

Os principais mecanismos atuantes na fitorremediacdo de agrotdxicos
organicos nao clorados e herbicidas sao a fitoestimulagdo e/ou rizodegradacéao e,
em menor escala, a fitodegradacado (PIRES et al., 2005a). A fitorremediacdo por
meio desses mecanismos principais tem despertado interesse, em razao das
elevadas taxas de remediacdo obtidas com a utilizacdo de plantas que,
comprovadamente, aumentam a degradacdo microbiana de compostos organicos
danosos no solo (ANDERSON et al., 1994), e das diferencas significativas
observadas, quando sdo comparados solos vegetados e ndo vegetados (ARTHUR
et al., 2000).

Alguns requisitos para a implantacao de programas de fitorremediacdo devem
ser levados em consideracao, principalmente as caracteristicas fisico-quimicas do
solo e do contaminante, e sua distribuicdo na area. Qualquer fator que venha a
interferir negativamente no desempenho das plantas deve ser controlado ou
minimizado, para favorecer sua acdo descontaminante. E desejavel que as plantas
que apresentem potencial para fitorremediacdo possuam algumas caracteristicas
que devem ser usadas como indicativos para selecao (NEWMAN, 1998). Em
esséncia, a espécie vegetal ideal para remediar um solo contaminado por herbicidas
seria aquela que apresenta alta producao de biomassa, que tanto pode tolerar como
acumular o produto. Dessa forma, a escolha de plantas que apresentem
tolerancia/seletividade ao herbicida € o primeiro passo na selecdo de espécies
potencialmente fitorremediadoras (FERRO et al., 1994; CUNNINGHAM et al., 1996;
ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; VOSE et al., 2000, PIRES et al., 2003).

Também, segundo Pires et al. (2003) é importante que as plantas utilizadas
em programas de descontaminacdo de solo e agua apresentem determinadas
caracteristicas como uma boa capacidade de absorcdo, concentracdo e/ou
metabolizacdo do contaminante; retencdo do contaminante nas raizes, no caso da
fitoestabilizagcdo, como oposto a transferéncia para a parte aérea, evitando sua
manipulacdo e disposicao; sistema radicular profundo e denso; capacidade
transpiratéria elevada, especialmente em arvores e plantas perenes. E interessante
também que essas espécies sejam de facil colheita, quando necessaria a remocao
da planta da area contaminada; tenham elevada taxa de exsudagao radicular;

resisténcia a pragas e doencas; sejam de facil aquisicdo ou multiplicacao de
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propagulos e de facil controle ou erradicacdo; tenham capacidade de desenvolver-se
bem em ambientes diversos; e seja de ocorréncia natural em areas poluidas. O ideal
seria reunir todas essas caracteristicas em uma sé planta, porém, como isso nem
sempre € possivel, aquela que for selecionada deve reunir 0 maior nimero destas.
Outro aspecto a ser observado é que, embora a maioria dos testes avalie plantas
isoladas, varias espécies podem, como sugerido por Miller (1996), serem usadas em
um mesmo local, ao mesmo tempo ou subseqiientemente, para promoverem maior
descontaminacgao.

Um esquema resumindo as principais etapas para a selecdo de espécies
vegetais para utilizacdo em programas de fitorremediagdo de herbicidas €

apresentado na Figura 1.
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1) Selegdo de plantas tolerantes ao herbicida avaliado:
(nesta etapa recomenda-se ufilizar metade da dose
comercialmente aplicada). Ao mesmo tempo, podem-se
iniciar os estidos referentes ass mecanismos
bioguimicos e fisiold gicos que conferem maior
tolerdncia das espécies vegetais ao herbicida.

2) Nova selecdo, porém, com diferentes doses para
determinagdo da mdxima tolerdncia ao produto.
Espécies menos talerantes sdo descartadas nesta

etapa.

3) Avaliagdo do residual por

meio de bioensdios com

plantas altamente sensiveis ao

herbicida, ou por métodos Solb fiorramedindo

analiticos

6) Posterior plantio das culturas de

interasse, sensiveis ao herbicida, em solo
aeora descontfaminado.

Solo comtaminado

3) Cultivo das espécies remediadoras em
4) Testes com diferentes densidades de plantas condicées de campo em solo
e mais de um ciclo de cultive visando
acelerar o processo de remediacdo. Nesta
etapa recomenda-se o estudo do potencial da
Sfitoestinlagdo.

contaminade pelo herbicida avaliado.

Figura 1 - Resumo das principais etapas de um esquema proposto para programa de

fitorremediacdo de solos contaminados por herbicidas residuais. Fonte: Silva
(2007).
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Com bases em relatos feitos por Cunningham et al. (1996) e Vose et al.
(2000), a fitorremediacao apresenta elevado potencial de utilizacdo, devido as
vantagens que apresenta em relacdo as outras técnicas de remediacdo de
contaminantes do solo. Entre essas potencialidades, podem ser citadas:

- menor custo em relacao as técnicas tradicionalmente utilizadas e na maioria
dos casos, 0s equipamentos e suprimentos empregados no programa de
fitorremediacdo sdo os mesmos utilizados na agricultura. Logo, quando a
fitorremediacao é implantada em areas agricolas, o custo deve ser ainda menor;

- as propriedades bioldgicas e fisicas do solo sdo mantidas e, nao raro, até
melhoradas, pois pode ocorrer a incorporacdo de matéria organica ao solo, quando
nao ha necessidade de retirada das plantas fitorremediadoras da area contaminada;
pode, consequentemente, ocorrer fixacdo de nitrogénio atmosférico, no caso da
utilizagdo de leguminosas; e também podem auxiliar na melhoria das caracteristicas
do solo através do controle do processo erosivo, edlico e hidrico. Nesse ultimo caso,
evitam o carreamento de contaminantes com a agua e com o solo e, por
conseguinte, reduzem a possibilidade de contaminacéo de lagos e rios;

- plantas sdo mais faceis de serem monitoradas do que microrganismos, por
exemplo; também sao mais favoraveis, esteticamente, do que qualquer outra técnica
de biorremediacdo e podem ser implementadas com minimo disturbio ambiental,
evitando escavacoes e trafego pesado e utilizando energia solar para realizar os
processos.

Considerando esses fatores e o0 mais baixo custo esperado para a
fitorremediacédo, ela pode ser usada em maior escala do que seria possivel no caso
de outros métodos.

A técnica da fitorremediagcdo nao é aplicavel universalmente nem € um sistema
perfeito. Ela oferece muitos aspectos positivos, mas também existem
inconvenientes. As limitacées da fitorremediacdo de compostos organicos em geral,
relatadas por Cunningham et al. (1996) sdo: dificuldade na seleg¢do de plantas para
fitorremediacdo; o tempo requerido para obtencao de uma despoluicdo satisfatéria
pode ser longo; o contaminante deve estar dentro da zona de alcance do sistema
radicular; elevados niveis do contaminante no solo podem impedir a introdugédo de
plantas no sitio contaminado; pode apresentar potencial de contaminag¢édo da cadeia
alimentar; existe a possibilidade de a planta fitorremediadora tornar-se planta
daninha; e melhoria nas condi¢cées do solo pode ser requerida, incluindo a quelacéao
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do contaminante para facilitar sua absorcdo pelas plantas, devido a quebra de

pontes de ligacao com particulas do solo.

Metabolizacao dos herbicidas

A principal exigéncia a ser cumprida para que uma planta seja selecionada
como potencialmente fitorremediadora é que a mesma seja tolerante ao pesticida
(SCRAMIN et al., 2001). A tolerancia € uma caracteristica inata, relacionada com a
variabilidade genética natural de uma espécie, que é capaz de sobreviver e se
reproduzir apds o tratamento herbicida, mesmo sofrendo injurias (SILVA et al.,
2007). Esta seletividade deve-se ao fato de que tecidos vegetais possuem
capacidade de absorver, metabolizar, compartimentalizar e/ou translocar compostos
organicos que sao posteriormente volatilizados, podendo também ser completa ou
parcialmente degradados ou sofrerem transformagdes, originando compostos menos
toxicos, especialmente menos fitotéxicos (SCRAMIN et al., 2001). Além disso, a
seletividade de herbicidas pode ser baseada ndo apenas em caracteres bi6tico, mas
também nas caracteristicas do produto, modo de aplicacdo (no tempo e no espaco),
uso de antidotos e agentes de protecdo e da engenharia genética (OLIVEIRA JR.,
2001). Porém, deve-se ter cuidado para que posteriormente, essas espécies nao se
tornem de dificil controle e que apresentem outros beneficios ao solo, como é o caso
dos adubos verdes (PROCOPIO et al., 2004).

Segundo Oliveira Junior (2001) existem pelo menos trés mecanismos gerais
que podem explicar o desenvolvimento da resisténcia/tolerancia de plantas a
herbicidas e influenciar o modo de acao desses compostos: a) perda de afinidade do
herbicida pelo local de acdo da enzima; b) metabolizacdo ou desintoxicacdo do
xenobibtico originando compostos menos toxicos; c¢) absorcdo foliar e/ou
translocacao diferenciada do composto toxico, fazendo com que ocorra uma reducao
do herbicida no local de acdo. De acordo com Silva et al. (2007), para varios
herbicidas, o metabolismo diferencial da molécula e a alteracdo do local de agao
(mutacdes que ocorrem no DNA das células) sao as principais causas da tolerancia

de espécies a esse tipo de composto.
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O herbicida apresenta um local especifico de atuagédo dentro da planta, onde
sua acao dificulta um processo ou funcéo particular dentro da mesma. Esse local
especifico as vezes é alterado e a molécula do xenobiédtico torna-se incapaz de
exercer sua funcgao fitotéxica. De acordo com Betts et al. (1992), alteracdes de uma
base nitrogenada, pode originar ou ndo, uma enzima com caracteristicas funcionais
diferente da original; e esse tipo de mutacdo pode provocar alteracédo no local de
acao do herbicida. A modificacdo no local de acado significa que a molécula do
herbicida diminui a capacidade de inibir esse ponto, devido a uma ou mais
alteracoes nesse local (SILVA et al., 2007). O gene que codifica a enzima ALS nas
espécies resistentes/tolerantes, por exemplo, pode apresentar diferentes mutagdes,
entre elas a substituicdo, no centro ativo (dominio) A da ALS, da prolina 173 por uma
alanina, glutamina, histidina, serina ou treosina, que conferem modificacdes
funcionais na enzima ALS (POWLES; PRESTON, 1998). Porém existem mais quatro
dominios (B, C, D e E), nos quais podem ocorrer substituicdes que conferem
tolerancia aos herbicidas inibidores da ALS (RIZZARDI et al., 2002).

A maioria das plantas degrada moléculas herbicidas, mas somente algumas
espécies as degradam em velocidade suficientemente rapida para proporcionar a
inativacdo metabdlica, evitando que o composto tdéxico cause danos irreversiveis a
elas e consequentemente, sua tolerancia ao produto (POWLES; PRESTON, 1998).
Duas enzimas principais estdo envolvidas nesse processo, sendo elas, a
monoxigenases do citocromo P450 e a glutationa (HALL et al., 2001). A degradacao
do herbicida pode ser causada por um processo metabdlico natural de
desintoxicacdo da planta, geralmente classificados em quatro fases principais
(YUAN et al., 2007): fase I, também conhecida como conversao, fase || denominada
conjugacao, fase lll envolve a conjugacdo secundaria seguida pelo transporte dos
conjugados para compartimentos como o0 vacuolo e parede celular e fase IV
caracterizada pela deposicéao do metabdlito final.

Fase | - Durante essa fase do metabolismo do herbicida, as moléculas do
ingrediente ativo sofrem modificagbes quimicas, tais como oxidagcdo, reducédo e
hidrélise, quando grupos funcionais (OH, NH, COOH) s&o introduzidos ou gerados,
tornando a molécula mais hidrofilica e, portanto, menos fitotoxicos (SIMINSZKY,
2006).

As reacdes de oxidacao sao processos que utilizam o oxigénio molecular (Oy)

como reagente no metabolismo dos xenobidticos. As enzimas que usam o O, como
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substrato sdo as oxigenases, oxidases e peroxidases (EARD et al., 2003). As
oxigenases sao enzimas multifuncionais que ativam o O, para o ataque eletrofilico
em muitos xenobibticos e as peroxidases oxidam xenobidticos pelo uso de perdxido
de hidrogénio (H20.) (SIMINSZKY, 2006), ambas sao responsaveis pela geracao de
espécies de oxigénio ativo que oxidam os compostos téxicos. Ja& as oxidases
interagem diretamente com o xenobibtico por transferirem elétrons do substrato para
0 Oz (EARD et al., 2003). Os produtos dessas reacoes sao mais polares, solluveis em
agua e biodegradaveis que a molécula original, pois frequentemente apresentam
como substituinte na molécula, uma carboxila ou hidroxila.

As oxigenases sao as enzimas mais importantes envolvidas nas reagdes de
oxidacdo, mais especificamente, as monooxigenases do citodromo P450 (YUAN et
al., 2007), que sado heme-proteinas vinculadas a membrana plasmatica, que
exercem papel de mediadoras de reacbes de oxidacao, com importante papel na
detoxicagdo de herbicidas, outorgando resisténcia/tolerancia as plantas (VIDAL,
2002). Na verdade, os citocromos P450 sdo uma grande familia de enzimas que
podem catalisar varios tipos de reacdes diferentes, mas existe algo em comum entre
elas: todas as reacbes sdo de oxidacao e convertem substratos lipofilicos em
produtos mais hidrofilicos, pois sao responsaveis pela adicdo de um unico atomo de
oxigénio em substratos hidrofébicos (PRESTON, 2004). Segundo Carvalho et al.
(2009), o grupo dos herbicidas mais sensiveis a agdo P450 inclui as sulfoniluréias e
algumas imidazolinonas.

Para Siminszky (2006), essa capacidade de realizar reagdes com um grande
numero de substratos é decorrente da variedade de isoenzimas do citocromo P450 e
da néo especificidade de cada uma das isoenzimas para um substrato Unico. Esta
pouca especificidade prové importante flexibilidade ao metabolismo de xenobibdticos
(CARVALHO et al., 2009). Em plantas, bactérias e fungos, as P450s produzem
muitos metabdlitos secundarios, incluindo reguladores de crescimento,
isoprendides e alcaléides (EARD et al., 2003).

Segundo Siminszky (2006), a resistencia/tolerancia de plantas mediada
pela P450 pode ser caracterizada por dois fatores: 1) mutacdo em uma das
isoenzimas que fazem parte do citocromo P450, permitindo maior conjugacéo e,
consequentemente, maior metabolizacdo das moléculas do herbicida e/ou 2)
aumento na atividade das P450s ja existentes.
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As principais reagdes oxidativas sdo: hidroxilacdo, dealquilagdo e
sulfoxidagao.

A hidroxilacdo ocorre quando um grupo hidroxila (OH) é inserido nas
moléculas alvo, resultando na formacao de intermediarios como catecois, que sao
incorporados as vias que geram energia (PRESTON, 2004). As reagdes de
hidroxilacdo sdo essenciais no metabolismo aerdbico de todos os agrotdxicos que
contém anel aromatico (VIDAL, 2002).

A dealquilacdo é caracterizada pela remocao oxidativa dos grupos alquila
ligados a molécula do composto via &tomos de nitrogénio ou oxigénio (EARD et al.,
2003). E uma reacdo que requer a presenca de oxigénio e nicotinamida-adenina-
dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH) (ALEXANDER, 1999).

A sulfoxidacao ocorre quando atomos de enxofre divalente sdo oxidados para
sulféxido e, algumas fezes, para sulfona (EARD et al., 2003). Varios agrotéxicos séo
sulfetos, tendo como constituinte da molécula a estrututa R-S-R, e por isso, a
sulfoxidagdao é um mecanismo freqliente de degradacao desses compostos no solo
(ALEXANDER, 1999).

As reacdes de reducéao e hidrélise, que acompanham as reacdes de oxidacgao,
também exercem importante papel na fase | do metabolismo dos pesticidas. De
acordo com Melo et al. (2001), as reacbes de redugcdo que ocorrem na fase |, sao
processos caracterizados pela adicao de elétrons as moléculas dos agrotdxicos
tornando-as mais biodegradaveis ou, menos tdéxicas que as moléculas originais.

As reacGes hidroliticas sdo rea¢des podem ocorrer tanto na presenga quanto
na auséncia de oxigénio, pois o grupo hidroxila (-OH) origina-se da agua
(PRESTON, 2004). A hidrolise €, geralmente, realizada por esterases e em menor
dimenséao, por lipases e proteases (EARD et al.,, 2003). A presenca de grupos
hidrolisdveis em um xenobidtico pode ser um fator importante na determinacéao de
seu potencial de biodegradacdo (SILVA et al.,, 2004), pois muitas vezes, 0s
herbicidas esterificados apresentam maior absorcdo e seletividade e, em contra
partida, a desesterificacdo pode resultar na desistoxicacdo do fitotbxico em
determinadas plantas (EARD et al., 2003).

Fase Il - Para Carvalho et al. (2009), durante a Fase Il, a molécula do
herbicida ou do metabdlito derivado da Fase | é conjugado com agucares,
aminoacidos ou com o tripeptideo glutationa. Hall et al. (2001) define a conjugacao
de pesticidas como o “processo metabdlico no qual um composto exégeno ou
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enddgeno natural esta associado a um pesticida ou a seus metabdlitos, facilitando a
desintoxicacao, a compartimentalizacao, o sequestro e/ou a mineralizacao”.

Em geral, os metabdlitos originados na Fase Il tém baixa ou nenhuma
atividade herbicida, e podem ser armazenados em organelas celulares (PRESTON
et al., 2004). A conjugacao com esses compostos tende a causar uma reducao na
mobilidade da molécula do herbicida e conseqliente aumento na tolerancia dele por
uma determinada espécie (EARD et al., 2003). De acordo com Siminszky (2006)
estas reagdes de conjugacao sdo catalisadas pelas glutationas S-transferases
(GST), que sédo enzimas desintoxicadoras que catalisam a conjugacao de uma
variedade de moléculas organicas enddégenas e exdgenas com o substrato
endogeno, o glutationa reduzida (GSH). A GSH, formada pelos aminoéacidos glicina,
cisteina e glutamato, é o co-fator para a GST (PRESTON et al., 2004). Os
conjugados do GSH sao moléculas menos tdxicas, mais soluveis e, portanto, mais
facilmente excretaveis que os compostos originais (TORRES et al., 2004).

O papel das GSTs e das GSHs engloba varias funcdées importantes. A
primeira € o metabolismo de produtos secundarios, incluindo as antocianinas (EARD
et al., 2003). A segunda funcdo é a regulacdo e o transporte de ambos os
compostos endogenos e exdgenos que serdo compartimentalizados no vacuolo ou
na parece celular (TORRES et al., 2004); e a terceira funcao é a protecao contra o
estresse oxidativo provocado por herbicidas, poluentes do ar e ataque de patégenos
(HALL et al., 2001).

Muitos compostos sofrem as reagdes da fase | e da fase Il, enquanto outros
sofrem reagdes de apenas uma dessas fases. Nas reacdes que envolvem as duas
fases, compostos lipofilicos sado primeiramente oxidados e, assim, um grupo
funcional (normalmente um "OH) é introduzido na molécula (SILVA, et al., 2004).
Esse grupo, é entdo, unido por enzimas de conjugacdo a uma molécula polar,
facilitando a excrecao desses compostos (TORRES et al., 2004).

Fase Il — Nessa fase os metabdlitos derivados da Fase Il sdo transportados e
armazenados (compartimentalizados) em organelas de reserva, como os vacuolos,
estando passiveis também de ocorrer conjugacbes secundarias, originado
compostos nao-fitotoxicos (EARD et al., 2003). Para Kissmann (1996), a
compartimentalizacdo ocorre quando a molécula é conjugada com metabdlitos da
planta, tornado-se inativa, ou € removida das partes metabolicamente ativas da

célula e armazenada em locais inativos, como o vacuolo. O vacuolo da célula
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vegetal € um ambiente dinamico a partir do qual metabdlitos podem retornar ao
citoplasma, pois este mecanismo ndao é necessariamente uma operacao de
eliminacao terminal (COLE, 1994).

Fase IV - Os metabdlitos do processo de desintoxicacao,
compartimentalizados nos vacuolos, podem ser associados com 0s componentes da
parede celular (pectina, lignina, polissacarideos, proteinas e fracées) (PRESTON et
al., 2004), formando residuos insollveis, diminuindo assim a disponibilidade
biolégica dos residuos (COLE, 1994). Este processo € mais comum em plantas
adultas.

Exemplos de herbicidas que sao extremamente seletivos por sofrerem
desativacdo metabdlica sdao as sulfoniluréias (CAREY et al., 1997) e as
imidazolinonas (OLIVEIRA JR., 2001), para os quais diferencas na seletividade entre
espécies tolerantes e sensiveis podem ser centenas de vezes maiores. No caso das
sulfoniluréias, as espécies tolerantes conseguem rapidamente transformar os
herbicidas em produtos inativos, enquanto o metabolismo é muito mais lento e em
menor intensidade nas espécies sensiveis (CARVALHO et al.,, 2009). Para as
imidazolinonas, os principais metabdlitos formados nas plantas séo menos tdxicos
do que os compostos originais (HARTWING et al. 2008).

A seletividade destes herbicidas em algumas culturas, como soja [Glycine
max (L) Merrilll] e trigo (Triticum aestivum L.), é baseada principalmente na
habilidade das plantas em metabolizar o herbicida rapidamente em formas nao-
toxicas (MONQUEIRO et al., 2000). Do mesmo modo, varias espécies de plantas
daninhas, como Echinochloa crus-galli (L) Beauv, Solanum nigrum (L) e Sorghum
halepense (L) Pers, sdo naturalmente tolerantes a certos inibidores da ALS pela
inativagdo metabdlica (HUTCHISON et al., 1984). Corroborando com esses
resultados, Hartwing et al. (2008), também encontraram seletividade em culturas
como aveia (Avena sativa) e trigo (Triticum aestivum L.) a herbicidas inibidores da
enzima acetolactato sintase (ALS).

A velocidade de metabolizacdo do composto toxico depende do ambiente,
podendo variar com a espécie e estadio de desenvolvimento da planta (KISSMANN,
1996). Assim, uma mesma quantidade de herbicida aplicada a uma espécie pode
tornar-se fitotéxico sob determinadas condicbes e ndao produzir nenhum dano em

outras.
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A absorc¢éao e/ou translocacéo diferenciadas sdo duas outras possibilidades de
mecanismos que conferem tolerancia as plantas. Algumas plantas tém capacidade
de sequestrar os herbicidas sem que o mesmo alcance o local de acado da planta
Esses mecanismos se apresentam quando a quantidade de herbicida que atinge o
local de acdo é bastante reduzida, ndo chegando a ser suficiente para causar
injurias (EARD et al., 2003). De acordo com Christoffoleti et al. (2001), estas baixas
concentracdes podem ocorrer por causa da reducdo na retencado do herbicida pela
superficie foliar, reducdo da absorcdo e/ou translocacdo na planta, ou pela
ocorréncia de fenbmenos de seqlestracdo em organelas celulares, tais como os
vacuolos ou pela ligagdo com constituintes lipofilicos da parede celular,

A rota primaria da translocacgéo de herbicidas depende de propriedades fisico-
quimicas e das condicdes internas das plantas (CARVALHO et al., 2009). Alguns
herbicidas, por exemplo, podem sofrer ionizacdo ao entrar no simplasto,
apresentando como resultado uma forma aniénica que € incapaz de voltar a penetrar
a membrana celular. O herbicida na forma anidnica é “aprisionado” no citoplasma e
fica confinado a translocacdo pelo simplasto. De forma analoga, herbicidas nao
ibnicos que se movem livremente através da membrana celular podem sofrer
transformacdes no apoplasto (DEVINE; VANDEN, 1991).

Em geral plantas que exibem tolerancia a herbicidas méveis pelo floema por
nao transporta-los, também possuem a habilidade de metabolizar o herbicida
absorvido para uma forma inativa, evitando a fitointoxicacao (HESS, 1985 apud
SILVA, 2007). A diferenca de translocacdo do imazaquin, por exemplo, pode ser a
causa das diferencas na suscetibilidade entre as espécies. Imazaquin é muito ativo
no milho, mas pouco ativo em Avena fatua, pois ocorre paralisacdo da translocagéao
em aveia uma hora ap6s o tratamento, enquanto a translocacao no milho continua
por muito tempo (SILVA, 2007).

Consideracoes finais
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O mercado de tecnologias ambientais disponivel hoje € bastante amplo,
sendo que uma atencdo maior tem sido dispensada aos tratamentos de
remediacdes de solos e aguas subterraneas.

Nos diferentes estudos apresentados nesse trabalho, conclui-se que medidas
adotadas isoladamente sdo insuficientes para a minimizacdo da contaminacéo do
meio ambiente, assim sendo, para se obter bons resultados faz-se necesséaria a
aplicacdo de duas ou mais tecnologias em associacdo. Nesse contexto a
fitorremediacdo pode ser uma opgao para o tratamento de areas contaminadas por
herbicidas que apresentam longa meia-vida no solo. Além disso, essa técnica é
relativamente barata, comparada a outros processos de descontaminacgao, podendo
ser aplicada em extensas areas e tendo grande aceitacao pela populacao.

Os resultados obtidos até agora sao, entretanto, ainda incipientes para a
utilizagdo de plantas na remediacdo de herbicidas. Informac¢des como densidade
populacional ideal, tempo de cultivo necessario para satisfatéria descontaminacao
do solo, comportamento fitorremediador sob condi¢cdes edafoclimaticas diversas e
realizacdo de trabalhos em campo, entre outras, sdo fundamentais para a
recomendacgao segura dessa pratica.
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- CAPITULO I -

SELECAO DE PLANTAS PARA FITORREMEDIACAO DE SOLO
CONTAMINADO COM OS HERBICIDAS IMAZETAPIR E IMAZAPIQUE

Resumo

Para que uma determinada espécie vegetal seja implantada em um programa
de fitorremediagdo, esta deve apresentar tolerdncia ao contaminante e isto é
relativamente critico para herbicidas que sao originalmente desenvolvidos para
eliminar plantas. O presente trabalho objetivou selecionar espécies vegetais que
apresentem tolerancia a presencga do herbicida composto pela mistura formulada de
imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a.L") para que posteriormente, sejam
implantadas em programas de fitorremediagcdo em solo de varzea. O fator A constou
de 15 espécies vegetais e um tratamento sem cultivo prévio de plantas; e o fator B,
sete doses do herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir+imazapique
(75 + 25 g e.a. L"), variando de zero a 4000 mL ha™ aplicadas no solo antes da
semeadura. Foram avaliados estatura de planta e sintomas de fitointoxicagao aos 7,
14, 21, 28 e 35 dias apds emergéncia (DAE) e massa da matéria seca da parte
aérea das plantas aos 60 DAE. Dentre as espécies utilizadas no estudo, Avena
strigosa, Secale cereale, Lotus corniculatus, Crotalaria juncea, Vicia sativa,
Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum, Glycine max, Trifolium repens,
Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum e Triticum aestivum apresentaram
tolerancia ao herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique
(75 + 25 g e.a. L"), pois diferiram estatisticamente da testemunha brassica napus,
sendo assim, passiveis de serem utilizadas em programas de fitorremediacéo.

Palavras-chave: Impacto ambiental. Tolerancia. Polui¢gdo orgéanica.
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Introducao

Herbicidas que possuem longa persisténcia no solo podem limitar a rotacao
de culturas (RENNER et al., 1998). Dentre esses compostos encontram-se
herbicidas pertencentes ao grupo quimico das imidazolinonas, que sao largamente
utilizados em lavouras de arroz irrigado cultivados sob o Sistema Clearfield® no Rio
Grande do Sul.

O Sistema Clearfield® é uma das principais alternativas no controle do arroz
vermelho (STEELE et al., 2002), planta daninha responsavel por grandes perdas no
potencial produtivo da cultura do arroz irrigado (AGOSTINETTO et al.,, 2001),
reduzindo a produtividade e a qualidade do produto colhido (VILLA et al., 2006b).
Esse sistema de cultivo tem como base o uso de plantas de arroz tolerantes ao
principio ativo dos herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas (CROUGHAN,
1998).

Estes herbicidas apresentam como mecanismo de ag&o a inibicdo da enzima
acetolactato sintase (ALS), também conhecida como acetohidroxiacido sintase
(AHAS) (VIDAL, 2002). A ALS participa da biossintese dos aminoacidos valina,
leucina e isoleucina em microrganismos e plantas. Esta enzima é o principal sitio de
acao desses herbicidas, e, quando inibida, paralisa a divisdo celular, reduz a sintese
de proteinas, inibe a translocacdo de carboidratos e, conseqlentemente, reduz o
crescimento das plantas (RAY, 1984).

No Brasil, em lavouras sob o Sistema Clearfield®, preconiza-se uma Unica
aplicacdo da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L") em
pds-emergéncia, quando as plantas de arroz vermelho encontram-se no estadio de
até quatro folhas (VILLA et al., 2006a).

O herbicida imazetapir possui pKas de 2,1 e 3,9 e o imazapique de 2,0; 3,9 e
11,1, o que os caracteriza como acidos fracos (SENSEMAN, 2007). Possuem
também elevada solubilidade em agua, sendo que para o imazetapir a solubilidade é
de 1400 mgL™" e para o imazapique é de 2200 mgL™. Esses herbicidas possuem
longa persisténcia no solo, pois apresentam meia-vida de 60 a 90 dias e 120 dias,
respectivamente (RODRIGUES; ALMEIDA, 2005). Tais caracteristicas tornam esses
compostos altamente influenciados pelo ambiente que os cerca. Em solos com pH
acido, argilosos ou com alto teor de matéria orgéanica, esses herbicidas tendem a
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permenecer adsorvidos ao solo, ndo estando disponiveis a absorcao pelas plantas.
Com o aumento da umidade do solo esses herbicidas tornam-se menos adsorvidos
(AVILA et al., 2005), assim como com o aumento do pH devido a auto-calagem do
solo em condi¢cdes de anaerobiose (STOUGAARD et al., 1990), e, portanto, mais
disponiveis para as plantas e passiveis de sofrerem lixiviacao (INOUE et al., 2007).

Uma das caracteristicas mais buscadas em um herbicida é que ele
permaneca ativo no ambiente tempo suficiente para o controle das plantas daninhas,
porém sem causar danos nas culturas que virdo em sucessao (KRAEMER, 2008).
Para os herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas, pesquisas mostram que
sua permanéncia no solo causa, em arroz nao tolerante, menor estande de plantas
por efeito residual da associagcdo imazetapir + imazapique, porém sem efeito na
produtividade (VILLA et al., 2006). No entanto, Marchesan et al. (2007) constataram
que o efeito residual desses herbicidas causaram perdas de produtividade de 19 e
30% sobre arroz suscetivel. Corroborando com esses resultados, trabalhos
existentes na literatura demonstraram fitointoxicacdo ao milho, algod&o, sorgo e
arroz semeados 52 semanas apds a aplicacdo de imazetapir na cultura da soja
(JOHNSON et al. 1993). Danos & cultura do sorgo em rotacdo com arroz Clearfield®,
também foram registrados pela presenca de residuos desses herbicidas no solo,
ocasionando reducao no rendimento biolégico, peso de mil grdos e produtividade de
graos (PINTO et al., 2010).

Na busca de alternativas para minimizar o problema causado pelos herbicidas
que possuem longo efeito residual no solo, tem-se estudado o uso de plantas
tolerantes para a remocgado ou degradacao dos herbicidas no solo. Essa técnica é
conhecida como fitorremediagcdo, e seu emprego tém sido indicado em areas
contaminadas com substancias organicas e inorganicas (CUNNINGHAM et al.,
1996).

Comparada com a selecao de plantas para a descontaminacdao de metais
pesados, sao complexas as limitacdes encontradas na selecao de espécies vegetais
para a remediagdo de compostos herbicidas, pois estes apresentam grande
diversidade molecular diante das constantes transformacbes a que estdo sujeitos
(PIRES et al., 2003a). Além disso, ha o inconveniente de o contaminante (herbicida)
ser desenvolvido para o controle do descontaminante, no caso, as plantas (SANTOS
et al., 2006). Em vista disso, a selecdo de plantas tolerantes ao principio ativo do

herbicida exige, geralmente, que seja avaliado inicialmente um numero elevado de
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espécies, como verificado nos trabalhos desenvolvidos com o herbicida
trifloxysulfuron-sédio (PROCOPIO et al., 2004a,b; SANTOS et al., 2004), e com o
herbicida tebuthiuron (PIRES et al., 2003b,c)

A selecao de plantas que apresentem tolerancia/seletividade ao pesticida € o
primeiro passo na avaliagdo de espécies potencialmente fitorremediadoras (SALT et
al., 1998). Contudo, deve-se evitar a utilizacdo de espécies de dificil controle
posterior e, se possivel, selecionar espécies que promovam outros beneficios ao
solo, como é o caso dos adubos verdes (CUNNINGHAM et al., 1996; PIRES et al.,
2003a). Quando se obtém uma planta capaz de reduzir a concentracdo de
herbicidas no solo, na pratica, o que se conquista é a antecipacédo da producao de
culturas agricolas de interesse econdbmico, antes impossibilitadas de serem
cultivadas em determinadas areas (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000).

Em plantas tolerantes, parte do herbicida é absorvido, rapidamente
metabolizado e inativado antes de exercer os seus efeitos fitotoxicos (OLIVEIRA
JUNIOR, 2001). No entanto, parte do herbicida chega ao local alvo da agao, levando
a planta a manifestar sintomas de fitointoxicacdo. Quando o limiar de tolerancia de
uma planta é atingido, sdo revelados sintomas fisiologicos e metabdlicos que
culminam em lesdes irreversiveis ou sintomas cronicos (LARCHER, 2000).

Ha a necessidade de se buscar plantas cultivadas que possam servir como
plantas remediadoras de solo contaminado com os herbicidas imazetapir e
imazapique. Em vista do exposto, o objetivo deste trabalho foi o de selecionar
espécies que apresentem tolerancia a presencga do herbicida composto pela mistura
formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L"), para posterior utilizagao

em programas de fitorremediacao de solos contaminados com este herbicida.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia junto a Universidade Federal de Santa Maria, RS, no ano agricola de
2009/2010; tendo sido utilizado como substrato o solo coletado do horizonte A
classificado como Planossolo Hidromérfico eutréfico arénico com classe textural

franco siltosa, com as seguintes caracteristicas: pH agua (1:1) = 6,2; teor de argila =
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200 gKg™', teor de matéria organica = 32 gKg ', P = 16,2 mg dm™, K = 180 mg dm,
Ca = 5,5 cmol. dm™, Mg = 3,2 cmol. dm™, Al = 0,0 cmol, dm™ e indice SMP = 6,6.

Os tratamentos foram compostos pela combinacao entre as espécies vegetais
Avena strigosa, Brassica napus L., Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea, Glycine
max, Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Raphanus sativus, Secale cereale,
Stizolobium aterrimum, Trifolium repens, Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum,
Triticum aestivum; um tratamento controle — sem cultivo prévio, e sete doses do
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g
e.a. L™"): zero, 50, 100, 300, 400, 500 e 1000 mL ha™, para as plantas mais sensiveis
(Brassica napus L., Trifolium repens, Trifolium pretense e Trifolium vesiculosum) e
zero, 200, 300, 400, 500, 1000 e 4000 mL ha”, para as plantas mais tolerantes
(demais espécies), totalizando 476 parcelas. A escolha das espécies e das doses
da mistura formulada baseou-se em ensaios preliminares de tolerancia aos
herbicidas realizados no ano anterior a instalacdo do experimento, sendo que a
espécie vegetal Brassica napus L. foi a que apresentou maior sensibilidade quando
em contato com os herbicidas utilizados e por essa razdo esta espécie foi utilizada
como testemunha no presente estudo.

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, em esquema fatorial 16x7,
com quatro repeticdes. As unidades experimentais foram constituidas de vasos de
polietileno contendo trés decimetros cubicos de solo para as espécies Canavalia
ensiformis, Glycine max e Stizolobium aterrimum, e um decimetro cubico de solo
para as demais espécies. A aplicagdo dos herbicidas nas doses descritas
anteriormente foi realizada 48 horas antes da semeadura das culturas, utilizando-se
pipetador de precisdo para adicionar as solugdes com herbicidas na superficie do
solo, o qual foi revolvido e apds adicionado volume de agua suficiente para que o
solo atingisse sua capacidade de compo, permitindo assim a distribuicao
homogénea do herbicida em toda a unidade experimental. Os vasos foram mantidos
sob irrigagcao diaria, a fim de se conservar a umidade do solo em torno de 80% da
capacidade de campo.

As caracteristicas avaliadas para determinacdo da suscetibilidade das
espécies aos herbicidas foram os sintomas de fitointoxicacao, estatura de plantas e
massa da matéria seca da parte aérea das plantas. Os sintomas de fitointoxicacéo
foram avaliados visualmente, atribuindo-se notas entre zero e 100%, sendo: zero,

para auséncia de sintomas, a 100%, para morte de planta. A estatura das plantas foi
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realizada adotando-se como base para a medicdo o meristema apical nas
dicotiledéneas e a extremidade da folha mais alta de cada planta nas demais
espécies. Ambas as avaliacoes foram realizadas aos 7, 14, 21, 28 e 35 dias apds
emergéncia (DAE). Transcorridos 60 dias apds a emergéncia, as espécies vegetais
foram retiradas das unidades experimentais e avaliou-se a massa da matéria seca
obtida por meio de pesagem do material colhido, secado em estufa de circulacao
forcada (70 £ 2 °C) por 72 horas.

Os dados foram testados quanto a homogeneidade da variancia e a
normalidade e submetidos aos procedimentos de analise da variancia e regressao
polinomial através do programa computacional SAS para a andlise estatistica e
SigmaPlot® para confecgdo das curvas de dose resposta; sendo que as mesmas
foram determinadas pelo modelo log-logistico preferencialmente utilizado nas
determinacées de curvas de dose-resposta de plantas daninhas a herbicidas
(SEEFELDT et al., 1995), sendo que as doses estao representadas, nas figuras, em
escala logaritmica.

A partir dos parametros das curvas, foi obtido o0 GRsy (dose de herbicida que
causa 50% de efeito biolégico) e a partir deste valor foi calculado o fator de
suscetibilidade (Fs), usando-se a espécie que se demonstrou mais suscetivel como
testemunha. O Fs foi calculado dividindo-se os valores de GRsg (FTs0, ESTs0, MSs0)
de cada espécie avaliada com o GRsy da espécie utilizada como testemunha
(Brassica napus).
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Resultados e Discussao

Estatura de plantas

Ao comparar o nivel de tolerancia das espécies testadas, observou-se que o
aumento das doses causou reducgao da estatura de plantas, sendo que a intensidade
da reducao da estatura variou com a espécie testada (Figura 2A e 2B).
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——— V. sativa —— S aterrimum ... T. repens

— — R. sativus —— C. ensiformi

—— L. corniculatus

Figura 2 - Curvas de dose resposta de espécies tolerantes (A) e suscetiveis (B) a
mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 e 25 g e.a. L") avaliadas
através da estatura aos 35 dias apdés a emergéncia (DAE) em relagao a
testemunha. Santa Maria, RS, 2010.

Nao foi observada diferenca significativa entre a espécie utilizada como
testemunha (Brassica napus L.) e a espécie Raphanus sativus, sendo que esta

apresentou 50% da reducédo da estatura quando submetida & dose de 99 mL ha™ da
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solucado herbicida (Tabela 1). De forma semelhante, Correa et al. (2010), verificaram
que as espécies Helianthus annuus e Raphanus sativus foram controladas
totalmente, mesmo na menor dose utilizada (0,035 kg i.a. ha') do herbicida
diclosulam, que também é um herbicida inibidor da enzima acetolactato sintase
(ALS).

O efeito das doses da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25
g e.a. L") foi significativo (P < 0,01) sobre a estatura das demais espécies testadas,
uma vez que as plantas apresentaram de 3 a 52 vezes mais tolerancia, suportando
doses entre 132 e 2149 mL ha™', quando comparadas com a testemunha (Brassica
napus L.) (Tabela 1). Resultados estes que corroboram com os encontrados por
Correa et al. (2010), onde as espécies Cajanus cajan e Canavalis ensiformis foram

as mais tolerantes ao efeito do herbicida diclosulam.
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Tabela 1- Dose do herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir
+imazapique (75 + 25 g e.a. L") que causa 50% de reducdo de estatura
(ESTs0) nas espécies avaliadas aos 35 DAE e respectivos fatores de
suscetibilidade (Fs) das espécies vegetais, com base na espécie mais
suscetivel ao herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir +

imazapique. Santa Maria, RS, 2010.

Espécies ESTso Fator de suscetibilidade (Fs)
Brassica napus 40 -
Raphanus sativus 99" 2,5
Lolium multiflorum 132* 3,3
Trifolium repens 171* 4,3
Trifolium pratense 218" 5,4
Triticum aestivum 301~ 7,5
Avena strigosa 147* 3,7
Trifolium visiculosum 309* 7,7
Secale cereale 297" 7,4
Lotus corniculatus 433* 10,8
Vicia sativa 989" 24,7
Stizolobium aterrimum 1465* 36,6
Glycine max 2149* 53,7
Crotalaria juncea 583* 14,6
Canavalia ensiformis 2091* 52,2

" Valor de GRso ndo difere da testemunha suscetivel (Brassica napus) pela sobreposicdo dos intervalos de

confianga dos valores em 95% de probabilidade;
* Valor de GRsp difere da testemunha suscetivel (Brassica napus) pela ndo sobreposi¢cédo dos intervalos de

confianga dos valores em 95% de probabilidade.

Sintomas de fitointoxicacao

Semelhante aos resultados observados na avaliagdo da estatura das plantas
foi possivel observar um aumento proporcional nos sintomas de fitointoxicacao nas
plantas testadas com o aumento da dose da mistura de herbicida utilizada, sendo
que a intensidade desses sintomas variou com a espécie avaliada (Figura 3A e 3B).
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Figura 3 - Curvas de dose resposta de espécies resistentes (A) e suscetiveis (B) ao
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 e
25 g e.a. L") avaliadas visualmente a partir da fitointoxicacdo aos 35 dias
apos a emergéncia (DAE). Santa Maria, RS, 2010.

As espécies que apresentaram maiores sintomas de fitointoxicacdo quando
submetidas as doses da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g.i.a
L-1) foram Lolium multifforum e Raphanus sativus, nédo diferindo da planta utilizada
como testemunha, pois as doses que causaram 50% de fitointoxicacdo nessas
espécies foram 115 e 39 mlLha', respectivamtente. As demais espécies
apresentaram entre 6 e 39 vezes mais tolerancia, pois demonstraram seletividade
quando submetidas as doses que variaram entre 152 a 933 mL ha', quando
comparados com a testemunha (Brassica napus L.) (Tabela 2).

Os dados expostos estdo de acordo com Carmo et. al. (2008), onde foram
encontradas respostas semelhantes quanto a fitointoxicagdo obtidas com as
espécies Zea mays, Eleusine coracana, Brachiaria brizantha, Pennisetum glaucum,
Brachiaria decumbens, Brachiaria ruziziensis, Brachiaria humidicola, Pennisetum

glaucum, Brachiaria brizantha, Sorghum bicolor x Sorghum sudanense, Panicum
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maximum, Panicum maximum e Panicum maximum que apresentaram tolerancia a
atividade residual no solo do herbicida picloran, podendo estas espécies ser
inseridas inicialmente para avaliacdo em programas de fitorremediacdo desse

herbicida.

Tabela 2 - Dose do herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir
+imazapique (75 + 25 ge.a.L”) que causa 50% de fitointoxicacdo
(FTs0) nas espécies avaliadas aos 35 DAE e respectivos fatores de
suscetibilidade (Fs) das espécies vegetais. Santa Maria, RS, 2010.

Espécies FTso Fator de suscetibilidade (Fs)
Brassica napus 24 --
Raphanus sativus 39" 1,6
Lolium multiflorum 115™ 4,8
Trifolium repens 152* 6,3
Trifolium pratense 168* 7,0
Triticum aestivum 186* 7,7
Avena strigosa 191* 7,9
Trifolium visiculosum 218* 9,1
Secale cereale 222* 9,2
Lotus corniculatus 294" 12,2
Vicia sativa 447~ 18,6
Stizolobium aterrimum 626* 26,0
Glycine max 666* 27,7
Crotalaria juncea 711* 29,5
Canavalia ensiformis 933* 38,7

" Valor de GRso ndo difere da testemunha suscetivel (Brassica napus) pela sobreposicdo dos intervalos de
confianga dos valores em 95% de probabilidade;
*Valor de GRso difere da testemunha suscetivel (Brassica napus) pela ndo sobreposigdo dos intervalos de
confianga dos valores em 95% de probabilidade.
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Massa da matéria seca da parte aérea

Quando comparados os niveis de tolerancia das espécies estudas com a
espécie vegetal utilizada como testemunha, Brassica napus L. é possivel observar o
efeito significativo das doses da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 +
25 g e.a. L") sobre a reducdo da biomassa das mesmas, porém, a intensidade
desse efeito é dependente da espécie vegetal analisada (Figura 4A e 4B).
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Figura 4 - Curvas de dose resposta de espécies resistentes (A) e suscetiveis (B) ao
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 e
25 g e.a. L") avaliadas através da reducdo de massa da matéria seca aos
60 dias apds a emergéncia (DAE). Santa Maria, RS, 2010.

Quanto ao acumulo de biomassa apresentado pelas espécies vegetais
testadas, verificou-se que as espécies Lolium multifforum e Secale cereale nao
diferiam significativamente da espécie utilizada como testemunha, apresentando

reducdo de 50% de massa da matéria seca quando utilizados apenas 20 e 75
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mL ha™, respectivamente, da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25
ge.a. L") (Tabela 3).

Tabela3- Dose do herbicida composto pela mistura formulada de
imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L") que causa 50% de reducao
na massa da matéria seca (MSso) nas espécies avaliadas aos 35 DAE e
respectivos fatores de suscetibilidade (Fs) das espécies vegetais, com
base na espécie mais suscetivel ao herbicida composto pela mistura
formulada de imazetapir+imazapique. Santa Maria, RS, 2010.

Espécies MSso Fator de suscetibilidade(Fs)

Brassica napus 29 -

Raphanus sativus 173* 5,9

Lolium multiflorum 20" 0,7

Trifolium repens 85* 2,9

Trifolium pratense 104* 3,5

Triticum aestivum 247" 8,5

Avena strigosa 139* 4.8

Trifolium visiculosum 146* 5,0

Secale cereale 75 2,6

Lotus corniculatus 370" 12,7

Vicia sativa 312" 10,7

Stizolobium aterrimum 1289* 44 1

Glycine Max 588* 20,1

Crotalaria juncea 494* 16,9

Canavalia ensiformis 1358* 46,4

" Valor de GRs, ndo difere da testemunha suscetivel (Brassica napus L.) pela sobreposi¢do dos
intervalos de confianga dos valores em 95% de probabilidade;
* Valor de GRsg difere da testemunha suscetivel (Brassica napus L.) pela ndo sobreposicdo dos
intervalos de confianga dos valores em 95% de probabilidade.

A maioria das plantas degrada moléculas herbicidas, mas somente algumas

espécies as degradam em velocidade suficientemente rapida para proporcionar a

inativacao metabdlica, evitando que o composto téxico cause danos irreversiveis a

elas e consequentemente, sua tolerancia ao produto (POWLES; PRESTON, 1998).
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As espécies de plantas tolerantes aos herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas e sulfoniluréias geralmente apresentam aumento no metabolismo do
herbicida ou metabolismo diferencial em relagdo as suscetiveis (VARGAS et al.,
1999). Desse modo, acredita-se que as espécies acima citadas lancam mao dos
mecanismos mais comuns de tolerancia das culturas aos herbicidas inibidores da
sintese da enzima acetolactato sintase (ALS), que sdo a capacidade da planta em
metabolizar rapidamente a molécula herbicida em formas nao-téxicas (SWEESTER
et al., 1982) ou a inativacao metabdlica, mecanismo de resisténcia correspondente a
alteracdo do gene responsavel pela codificacdo da ALS, caracterizando-se como
perda da afinidade do herbicida pelo local de acdo da enzima (COLE, 1994).

Devido a sua natureza sedentaria, as plantas dependem muito dos
mecansimos  bioquimicos de defesa. Em geral, as enzimas que
realizam as reacoes de defesa sdo constitutivas, ou seja, elas estao presentes e em
funcionamento na planta em circunstancias normais (COLE, 1994).

Os herbicidas sao, geralmente, lipofilicos, e o metabolismo inicial da molécula
serve para reforcar tanto a reatividade quanto a polaridade da molécula, tornando-a
mais hidrofilica e portanto mais passivel de degradacdo. Estas reacbes séao
comumente provocadas por mecanismos oxidativos, por exemplo, hidroxilacao,
oxidacao de enxofre ou desalquilacdo seguidos por conjugagdo com constituintes
naturais da planta (VIDAL, 2002). Por exemplo, a introdu¢cdo de um grupo hidroxila
na molécula permite a conjugacao das moléculas do pesticidas com acucares para
formar éter glicosil. Herbicidas modificados desta forma tornam-se menos fitotdxicos,
embora haja alguns casos notaveis em que o resultado seja a ativacdao (COLE,
1994).

No presente trabalho, foi possivel observar niveis diferentes de tolerancia
para a maioria das espécies testadas, estando esses resultados, de acordo com
trabalhos de pesquisa que indicam que tanto as plantas daninhas como as
cultivadas apresentam variabilidade no grau de tolerancia a determinados herbicidas
(VARGAS; FLECK, 1999; FONTANA et al., 2007). O critério utilizado para a
determinacao da tolerancia das espécies testadas foi a diferenca significativa que
estas apresentaram em relacao a testemunha (Brassica napus L.)

Cabe ressaltar que as espécies Vicia sativa, Canavalia ensiformis,
Stizolobium aterrimum e Glycine max sao as espécies que toleraram as maiores

doses da mistura herbicida utilizada, pois estas, na grande maioria dos resultados,
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suportaram doses acima do recomendado (1000 mL ha™) da mistura formulada de
imazetapir+imazapique (75 + 25 ge.a.L”) para a cultura do arroz irrigado.
Corroborando com o exposto, Silva e Bueno (2000) verificaram que Stizolobium
aterrimum foi tolerante aos herbicidas alachlor, imazaquin e pendimenthalin. Da
mesma forma, Santos et al. (2004b) e Procépio et al. (2005a,b, 2006, 2007) também
encontraram resultados semelhantes com as espécies Canavalia ensiformis e
Stizolobium aterrimum para o herbicidas picloram e trifloxysulfuron sédio. Em
trabalho realizado por Baerg e Barrett (1996), os quais estudaram a tolerancia da
espécie Vigna sinensis ao herbicida imazetapir, essa desentoxicacdo é realizada
através da conjugacao das moléculas do herbicida com moléculas de glicose, sendo
que esta reacdao é, possivelmente, catalizada pela acdo do citocromo P450
monooxigenase.

Cole (1994) afirma que a resisténcia apresentada pela cultura da soja
(Glycine max) a imidazolinonas é conferida por mudancas estruturais na molécula do
herbicida, tais como a hidroxilacdo do grupo etil no anel peridina na molécula do
imazatapir ou a hidroxilacdo do carbono amina seguido da abertura do anel em
moléculas de imazaquim. As rotas do metabolismo diferencial destes dois herbicidas
na cultura da soja sdo exemplos tipicos de oxidacao, clivagem do anel e reacées de
conjugacao metabdlica nos mecanismos de desintoxicacao do herbicida (TECLE et
al., 1993).

Em experimentos em éareas com cultivo de arroz irrigado, Martini (2010)
constatou que ap6s a colheita do arroz, a quantidade presente da mistura formulada
de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L) encontrada no solo variou de 190 a
500 mL ha™'. Isso nos permite inferir que todas as espécies que suportaram as doses
entre esses dois extremos possuem capacidade de serem utilizadas em programas
de fitorremediacao de solos contaminados com esses herbicidas, ja que um dos pré-
requisitos para as plantas serem usadas como fitorremediadoras € que sejam
tolerantes a concentragdes de herbicidas encontradas a campo (CUNNINGHAM et
al., 1996).
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Conclusao

As espécies vegetais hibernais Avena strigosa, Secale cereale, Lotus
corniculatus, Vicia sativa, Trifolium repens, Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum,
Triticum aestivum e as espécies estivais Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea,
Stizolobium aterrimum e Glycine max, apresentaram tolerancia aceitavel quando
cultivadas em solo que recebeu doses da mistura formulada de
imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L™). Diante disso, essas espécies apds serem
testadas quanto ao seu potencial remediador, poderdo ser inicialmente inseridas em

programas de fitorremediacao de solo contaminado com essa mistura herbicida.
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- CAPITULO Il -

ESPECIES VEGETAIS FITORREMEDIADORAS DE SOLO
CONTAMINADO COM OS HERBICIDAS IMAZETAPIR E IMAZAPIQUE

Resumo

O uso de plantas para descontaminar agua e solo contaminados com
poluentes organicos e inorganicos é uma tecnologia promissora para a agricultura
sustentavel. Em vista do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a
eficiéncia de espécies vegetais na remediacao do solo contaminado com o herbicida
composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a. L"),
utiizando a cultivar de arroz irrigado IRGA 417 como planta bioindicadora. Os
tratamentos foram compostos pela combinagcao entre 15 espécies vegetais e sete
doses da mistura herbicida utilizada: zero, 50, 100, 300, 400, 500 e 1000 mL ha™,
para as plantas mais sensiveis (Brassica napus L., Trifolium repens, Trifolium
pretense e Trifolium vesiculosum) e zero, 200, 300, 400, 500, 1000 e 4000 mL ha™
para as demais espécies. Apds o cultivo das espécies vegetais foram avaliados, nas
plantas de arroz irrigado, a estatura de plantas e sintomas de fitointoxicacdo aos 7,
14, 21 e 28 dias apOs a emergéncia, e massa da matéria seca da parte aos 28 dias
apos a emergéncia. As espécies hibernais Brassica napus, Lolium multiflorum, Vicia
sativa, Raphanus sativus, Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum, Triticum
aestivum e as espécies estivais Crotalaria juncea, Canavalia ensiformis, Glycine max
e Stizolobium aterrimum foram eficientes na reducdo do efeito do herbicida
composto pela mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25 ge.a. L)
sobre as plantas de arroz irrigado néo tolerantes cultivadas em sucesséo.

Palavras-chave: Agricultura sustentavel. Biorremediagdo. Meio ambiente.
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Introducao

Compostos que tém alta persisténcia no solo possuem maior potencial de
contaminacao do ambiente (MELO et al., 2001). Herbicidas do grupo quimico das
imidazolinonas podem apresentar residual no solo por até dois anos (RENNER et
al., 1998) e, dependendo da cultura sucessora, causar fitointoxicacdo (BALL et al.,
2003). Sua permanéncia no solo depende de fatores como pH, matéria organica,
textura, umidade do solo (LOUX; REESE, 1993), mineralogia, retencdo de agua e
atividade dos microorganismos do solo (WITT; FLINT, 1997). A utilizacado de culturas
de inverno como pastagens, na rotagéo lavoura/pecuaria, ou a escolha de cultivares
de arroz nao tolerante ao principio ativo desses compostos podem ser prejudicadas
pela presenca desse tipo de herbicida no solo.

Na busca de alternativas que minimizem esse problema, tem-se difundido o
uso de plantas tolerantes para a remocao desses contaminantes do solo. Estudos
metabdlicos demonstraram a capacidade das plantas em extrair e metabolizar uma
série de poluentes organicos encontrados no solo e na agua, incluindo residuos de
municao (TNT), fendis policlorados (PCBs) e uma vasta gama de agroquimicos, tais
como herbicidas, fungicidas e inseticidas (CUNNINGHAM et al., 1996; SALT et al.,
1998; PIRES et al.,, 2003a,b,c; PROCOPIO et al., 2005a,b). Esse processo,
conhecido por Fitorremediagdao é uma tecnologia que utiliza espécies vegetais para
extrair, conter, imobilizar ou degradar contaminantes do solo e da agua, tornando-os
menos toxicos e, especialmente, menos fitotdxicos (SALT et al., 1998).

Diferentes caracteristicas encontradas nas plantas sdo importantes para que
a fitorremediacao aconteca satisfatoriamente. Em geral, crescimento rapido, elevada
producao de biomassa, alta competitividade e vigor, e tolerancia ao contaminante,
sdo caracteristicas favoraveis para plantas que serdo utilizadas no processo de
fitorremediacdo (LAMEGO; VIDAL, 2007). Em esséncia, a espécie vegetal ideal para
remediar um solo contaminado por herbicidas seria uma planta com alta producao
de biomassa, que tanto pode tolerar como acumular o produto. Dessa forma, a
escolha de plantas que apresentem tolerancia/seletividade ao herbicida é o primeiro
passo na selecdo de espécies potencialmente fitorremediadoras (FERRO et al.,
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1994; PERKOVICH et al., 1996; CUNNINGHAM et al., 1996; NEWMAN et al., 1998;
ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; VOSE et al., 2000, PIRES et al., 2003a).

O emprego da remediacao do solo e agua por meio da utilizacdo de espécies
vegetais engloba eficiéncia na descontaminacdo, simplicidade na execug¢ao, pouco
tempo demandado pelo processo e menor custo (PIRES et al., 2003a);
apresentando como principal consequencia a redugdo da mobilidade e
disponibilidade da molécula contaminante (CUNNINGHAM et al., 1996).

A captacdo direta do contaminante €& essencialmente limitada pela
disponibilidade do composto alvo e pelos mecanismos de extracdo do mesmo
(MELO; SILVA, 2003). As plantas podem extrair substancias quimicas do solo em
trés fases distintas: vapor, liquida e sélida. Com algumas poucas excecdes -
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e herbicidas na fase de vapor - o movimento
de organicos no interior das plantas ocorre através da fase liquida (SALT et al.,
1998).

A fitorremediagcdo pode ser classificada em cinco tipos, levando em
consideracao processos fisiolégicos das plantas (CUNNINGHAM et al., 1996;
WILSON et al., 2000), sendo eles: a fitoextragdo, que consiste no uso de plantas
acumuladoras para remover metais ou compostos organicos do solo ou agua,
concentrando-o0s nos érgao de reserva ou metabolizando-os; a fitodegradacao, onde
as plantas podem degradar poluentes organicos diretamente por suas proprias
atividades enzimaticas. Pode ser citado também a rizofiltracéo, processo pelo qual
as planta utilizam suas raizes para absorver, principalmente metais pesados, de
aguas e efluentes aquosos; a fitoestabilizacdo, que consiste no uso de plantas para
diminuir a biodisponibilidade dos poluentes no ambiente; e a fitovolatilizacao, que é
caracterizado pelo uso de plantas com capacidade de remover os poluentes em
suspensao no ar.

Antes da implantacdo de programas de fitorremediacédo, as caracteristicas
fisico-quimicas do solo e do contaminante devem ser conhecidas, bem como sua
distribuicao na area (PIRES et al., 2003a). Qualquer fator que venha a interferir
negativamente no desempenho das plantas fitorremediadoras deve ser controlado
ou minimizado, para favorecer sua atuagao descontaminante.

O custo reduzido quando comparado aos demais métodos de
descontaminacao e a op¢ao de tratamento natural in situ (LAMEGO; VIDAL, 2007),

bem como a capacidade de fitorremediar mais de um poluente no mesmo local e a
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ampla aceitacdo por parte da populacao (tecnologia verde) (CUNNINGHAM et al.,
1996), estdo entre as principais vantagens do processo de fitorremediacao. Todavia,
esta técnica também apresenta muitas limitagdes, tais como: dificuldade na selecéo
de plantas; aplica-se a solos com contaminagao superficial e 4guas rasas; o tempo
requerido para obtencdo de uma despoluicao satisfatéria pode ser longo (PIRES et
al., 2003a); requer climas amenos; o contaminante deve estar dentro da zona de
alcance do sistema radicular das plantas; ndo se aplica a compostos altamente
hidrofébicos; elevados niveis do contaminante no solo podem impedir a introdugéo
de plantas no sitio contaminado (ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000); pode apresentar
potencial de contaminacao da cadeia alimentar; ha a possibilidade de complexacao
de alguns contaminantes com os exudatos e estes serem transportados pela agua;
existe a possibilidade de a planta fitorremediadora tornar-se planta daninha; e ha
grande dificuldade de se tratar uma mistura de compostos e herbicidas
(CUNNINGHAM et al., 1996).

As plantas apresentam maneiras especificas para a remocao, imobilizacao ou
transformacao de poluentes especificos. Com isso € necessario que mais estudos
nessa area sejam realizados para assim, melhor conhecermos a capacidade
fitorremediadoras das plantas. Dado o pouco conhecimento acerca do assunto, a
fitorremediacdo ainda é cercada por obstaculos, tornando sua aplicagédo e utilizacao
mais eficiente a medida que pesquisas vao sendo desenvolvidas.

Em vista do exposto, objetivou-se neste trabalho avaliar o potencial de
espécies vegetais cultivadas na fitorremediacdo do solo contaminado com o
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25

g e.a. L), utilizando arroz n&o tolerante como planta indicadora.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitotecnia junto a Universidade Federal de Santa Maria, RS, no ano agricola de
2009/2010; tendo sido utilizado como substrato o solo coletado do horizonte A
classificado como Planossolo Hidromorfico eutréfico arénico com classe textural

franco siltosa, com as seguintes caracteristicas: pH agua (1:1) = 6,2; teor de argila =
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200 gKg™', teor de matéria organica = 32 gKg ', P = 16,2 mg dm™, K = 180 mg dm,
Ca = 5,5 cmol. dm™, Mg = 3,2 cmol. dm™, Al = 0,0 cmol, dm™ e indice SMP = 6,6.

Os tratamentos foram compostos pela combinagdo entre fatores, sendo o
Fator A as espécies vegetais Avena strigosa, Lolium multiflorum, Brassica napus L.,
Secale cereale, Lotus corniculatus, Crotalaria juncea, Vicia sativa, Canavalia
ensiformis, Stizolobium aterrimum, Raphanus sativus, Glycine max, Trifolium repens,
Trifolium  pratense, Trifolium vesiculosum, Triticum aestivum, semeadas
anteriormente a cultura do arroz (Oryza sativa L.); mais um tratamento controle —
sem cultivo prévio, e o Fator B sete doses do herbicida composto pela mistura
formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L™"): zero, 50, 100, 300, 400,
500 e 1000 mL ha”, para as plantas mais sensiveis (Brassica napus L., Trifolium
repens, Trifolium pretense e Trifolium vesiculosum) e zero, 200, 300, 400, 500, 1000
e 4000 mL ha™, para as plantas mais tolerantes (demais espécies), totalizando 476
parcelas. A escolha das espécies e das doses da mistura formulada baseou-se em
ensaios preliminares de tolerancia a este herbicida.

O experimento foi conduzido em blocos ao acaso, em esquema fatorial 16x7,
com quatro repeticdes. As unidades experimentais foram constituidas de vasos de
polietileno contendo trés decimetros cubicos de solo para as espécies Canavalia
ensiformis, Crotalaria juncea, Glycine max e Stizolobium aterrimun, e um decimetro
cubico de solo para as demais espécies. A aplicacao dos herbicidas nas doses
descritas anteriormente foi realizada 48 horas antes da semeadura das culturas,
utilizando-se pipetador de precisdo para adicionar as solu¢gdes com herbicidas na
superficie do solo, o qual foi revolvido e apés adicionado volume de agua suficiente
para que o solo atingisse sua capacidade de campo, permitindo assim a distribuicao
homogénia do herbicida em toda a unidade experimental. Os vasos foram mantidos
sob irrigacao diaria, a fim de se conservar a umidade do solo em torno de 80% da
capacidade de campo.

Apés 60 dias da semeadura, as espécies vegetais foram cortadas na altura do
coleto, ndo tendo sido efetuada a retirada das raizes do solo. Apds sete dias, foi
realizada a semeadura da cultivar de arroz nao tolerante ao principio ativo do
herbicida utilizado, IRGA 417, como planta teste, com o intuido de avaliar a
capacidade fitorremediadora das espécies anteriormente cultivadas em solo
contaminado. Apds a emergéncia das plantas de arroz, efetuou-se desbaste,

deixando-se quatro plantas por vaso.
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As caracteristicas avaliadas para determinagcdo do potencial fitorremediador
das plantas anteriormente testadas ao herbicida foram fitointoxicacdo, estatura e
massa da matéria seca da parte aérea das plantas de arroz. Os sintomas de
fitointoxicacdo foram avaliados visualmente, comparando-se com a testemunha e
atribuindo-se notas de acordo com a aparéncia da parte aérea de cada espécie,
utilizando escala variando de 0 a 100%, para auséncia de sintomas até a morte de
planta, respectivamente. A estatura das plantas foi avaliada medindo-se a
extremidade das folhas mais altas das plantas. Ambas as avaliacbes foram feitas
aos 14, 21 e 28 dias ap6s emergéncia (DAE). Aos 60 DAE, as plantas foram
cortadas rente ao solo para determinacdo de massa da matéria seca da parte aérea,
obtida por meio de pesagem do material colhido, secado em estufa de circulacéao
forcada (70 £ 2 °C) por 72 horas.

Os dados foram analisados quanto a homogeneidade da varidncia e
normalidade, sendo submetidos aos procedimentos de andlise da variancia e
regressao polinomial, através do programa computacional SAS, para a analise
estatistica, e SigmaPlot® para confecgao das curvas de dose resposta, sendo que as
mesmas foram determinadas pelo modelo log-logistico preferencialmente utilizado
nas determinacdées de curvas de dose-resposta de plantas daninhas a herbicidas
(SEEFELDT et al., 1995).

A partir dos parametros das curvas, foi obtido 0 GRsy (dose de herbicida que
causa 50% de efeito biol6gico) e, de acordo com seu valor foi calculado o fator de
remediacdo (FRem), usando os tratamentos sem cultivo como testemunha. O FRem
foi calculado dividindo-se os valores de GRso (FTs0, ESTs0, MSs0) das plantas de arroz
irrigado, cultivado em solo com residuo de herbicida que recebeu espécie vegetal,
com aquele obtido em &area que nao recebeu espécie vegetal durante a
rotacdo/sucessao e que também tinha residuo do herbicida.

Resultados e Discussao

Atravéz da analise das curvas de dose resposta das espécies estudadas
constatou-se efeito significativo (P < 0,05) sobre o residual da mistura formulada de
imazetapir+imazapique (75 e 25 g e.a. L) na estatura de plantas, fitointoxicagdo e
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massa da matéria seca da parte aérea das plantas de arroz nao tolerante, IRGA
417, semeadas em sucessdao as espécies Avena strigosa, Lolium multiflorum,
Brassica napus L., Secale cereale, Lotus corniculatus, Crotalaria juncea, Vicia
sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum, Raphanus sativus, Glycine
max, Trifolium repens, Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum, Triticum aestivum,
e, também, quando ndo houve cultivo anterior (testemunha). Para esses
tratamentos, o aumento das doses resultou em plantas de menor estatura (Figura 5)
e massa da matéria seca (Figura 7) e plantas com maior fitointoxicacao (Figura 6),

sendo que a intensidade desses efeitos variou com a espécie testada.
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Figura 5 - Curvas de dose resposta de espécies resistentes (A) e suscetiveis (B) a
mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 e 25 g e.a. L) avaliadas
através da reducao da estatura de plantas de arroz ndo tolerantes (IRGA
417) aos 21 dias ap6s a emergéncia (DAE), em relagdo a testemunha.
Santa Maria, RS, 2010.
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através da fitointoxicacdo de plantas de arroz néo tolerantes (IRGA 417)
aos 21 dias apds a emergéncia (DAE). Santa Maria, RS, 2010.
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através da massa da matéria seca de plantas de arroz nao tolerantes
(IRGA 417) aos 60 dias apds a emergéncia (DAE). Santa Maria, RS, 2010.

A partir dos parametros das curvas de dose resposta, (Figuras 5, 6 e 7), pode-
se calcular a dose da mistura herbicida que causou 50% na reducdo da estatura
(ESTs0) € massa da matéria seca (MSsp) da parte aérea e 50% de fitointoxicacao
(FTso) nas plantas de arroz nédo tolerante quando comparadas com a testemunha
(sem cultivo prévio) (Tabela 4). A partir destes célculos, é possivel inferir que quanto
maior € o valor de GRsy, maior é o potencial remediador (FRem) da espécie
estudada.

Como para cada varidvel dependente analisada destacam-se diferentes
espécies, foram avaliados os resultados do fator de remediacéo para cada espécie na
variavel dependente massa da matéria seca (MSsp). Usou-se essa variavel como
base porque, dentre as trés variaveis analisadas, a producao de graos na cultura do
arroz esta relacionada com a producdo de matéria seca, através da producao
bioldgica e do indice de colheita (IC) (YOSHIDA, 1981).

Os valores estimados de GRsp para massa da matéria seca demonstram que,
as espécies hibernais Brassica napus, Lolium multiflorum, Vicia sativa, Trifolium
pratense, Trifolium vesiculosum e Tritcum aestivum apresentam potencial
fitorremediador do solo, pois os valores observados de GRs5o foram maiores do que os
obtidos no tratamento sem cultivo prévio no inverno (testemunha), demonstrando o
efeito dessas espécies na diminuigdo do residual do herbicida composto pela mistura
formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L"). Da mesma forma, as
espécies estivais Crotalaria juncea, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum e
Glycine max, demonstraram potencial fitorremediador da mistura herbicida utilizada,
pois foram observados valores de GRs, para massa da matéria seca superiores a
testemunha (sem cultivo no verao). Ja as espécies Avena strigosa, Lotus corniculatus
e Secale cereale nao diferiram significativamente do tratamento utilizado como
testemunha (solo sem cultivo prévio no inverno).

Resultados semelhantes foram encontrados por Procépio et al. (2005a) onde
a espécie Vicia sativa, exposta ao tratamento com o herbicida trifloxysulfuron-sédio,
apesar de nao ter proporcionado biomassa seca da parte aérea das plantas de feijao

igual a de Stizolobium aterrimum e Canavalia ensiformes, foi superior aos demais
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tratamentos. Estudos realizados por Burken e Schnoor (1996) indicaram que a
espécie Populus deltoides nigra DN34, foi capaz de absorver a maior parte do
herbicida atrazina aplicado, sem efeitos adversos detectaveis as arvores da espécie
testada.

Os resultados observados no presente estudo também corroboram com os
resultados encontrados por Correa et al. (2010) que afirma que as espécies
Canavalia ensiformis, Cajanus cajan e Stizolobium aterrimum sao plantas com
potencial de fitorremediar areas tratadas com o herbicida diclosulam. Para Procépio
et al. (2005a), o cultivo prévio de Stizolobium aterrimum, em qualquer das
densidades populacionais avaliadas, evitou reducdo de biomassa seca da parte
aérea das plantas de feijao, proporcionada pela presenca do herbicida
trifloxysulfuron-sodio no solo cultivado.



78

Tabela 4 - Efeito do cultivo de espécies vegetais no periodo de entressafra na dose
de herbicida que causa 50% de fitointoxicacdo (FTsg), 50% de reducao
de estatura de plantas (ESTso) aos 21 DAE e 50% de reducdo de massa
da matéria seca da parte aérea (MSsp) aos 60 DAE de plantas de arroz
irrigado nao tolerante, IRGA 417. E respectivos fatores de remedicao
(FRem). Santa Maria, RS. 2010.

Espécies FTsy FRem' ESTs; FRem MSso, FRem
Hibernais Apds o cultivo de espécies hibernais

Sem planta inverno 300 467" 231"
Raphanus sativus 440* 1,1 489™ 1,0 317 1,4
Triticum aestivum 447 1,1 624* 1,3 313* 1,4
Lolium multiflorum 457 1,2 700* 1,5 307* 1,3
Avena strigosa 460* 1,5 594* 1,3 246™ 1,1
Trifolium vesiculosum 486* 1,2 625* 1,3 401* 1,7
Lotus corniculatus 468* 1,5 553" 12 38™ 0,2
Brassica napus 621* 1,6 738* 1,6 275* 1,2
Secale cereale 699* 1,8 714* 1,5 161" 0,7
Trifolium pratense 702* 1,8 961* 2,1 327 14
Vicia sativa 542* 1.8 667" 1.4 311* 13
Estivais Ap0és o cultivo de espécies estivais

Sem planta verao 302 254 218
Crotalaria juncea 361* 1,2 427 1,7 494* 23
Stizolobium aterrimum 722% 24 1125* 4.4 1289* 5,9
Canavalia ensiformis 732 24 1220* 4.8 1358* 6,2
Glycine max 803* 27 1142* 45 598* 2,7

'FRem = O fator de remedicao foi calculado dividindo-se os valores de GRsg (FTs50, ESTsg € MSsq)
do arroz irrigado, cultivado em solo com residuo de herbicida que recebeu a espécie vegetal com
aquele obtido em area que nado recebeu espécie vegetal durante a rotacdo e que também tinha
residuo de herbicida.

" Valor de GRs, ndo difere da testemunha suscetivel (canola) pela sobreposicdo dos intervalos de
confianca dos valores em 95% de probabilidade;

* Valor de GRs, difere da testemunha suscetivel (canola) pela ndo sobreposicdo dos intervalos de
confianca dos valores em 95% de probabilidade.

Os valores de MSs, variaram entre 275 e 1358 mL ha™', demostrando que a
dose necessaria para causar 50% de reducdo da massa da matéria seca nas
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plantas de arroz, foi de uma a seis vezes superior quando comparados com solo
sem cultivo anterior.

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel
observar que a presencga de espécies vegetais causa impacto positivo na dissipacao
de moléculas herbicidas no solo, em compara¢do com solos sem vegetacao. Kruger
et al. (1997), observou menor quantidade do herbicida atrazina extraivel de solos
vegetados com Kochia scoparia, quando comparado com solos nao cultivados.

Segundo Spilborghs e Casarini (1998), areas contendo plantas apresentam
uma biodegradabilidade mais acelerada e completa quando comparadas com areas
nao vegetadas, devido a expansao da populagcédo ativa dos microrganismos no solo
(rizosfera) que se utilizam da fracao “exudata” das raizes (rizodeposi¢cao) como fonte
de alimento. Esses materiais oriundos da rizodeposicdo das plantas estimulam
transformacdes cometabdlicas, assim sendo, muitos contaminantes sdo degradados
via estimulacdo da microbiota pela presenca desses materiais. Também de acordo
com Spilborghs e Casarini (1998), o aumento da biodegradabilidade das moléculas
herbicidas pode acontecer porque algumas plantas possuem a habilidade de
produzir enzimas que transformam metabolicamente os contaminantes organicos,
contribuindo para a oxidacdo mais rapida dos mesmos pelos microrganismos
presentes no solo.

Segundo Pires et al. (2003a), a utilizagao da fitorremediacdo é baseada na
seletividade, natural ou desenvolvida, que algumas espécies exibem a determinados
tipos de compostos ou mecanismos de acdo. Em vista do exposto, pode-se inferir
que os resultados obtidos no presente trabalho podem ser explicados pela
capacidade que as plantas estudadas possuem em metabolizar (fitodegradacao) o
herbicida em questdo até compostos nao-tdxicos (ou menos téxicos) a planta e ao
ambiente, ou simplesmente possuem a habilidade de compartimentalizar as
moléculas do agrotdéxico. Como a massa vegetal das plantas anteriormente
cultivadas foi retirada, junto pode ter sido retirado o herbicida que estava
compartimentalizado em algum 6rgdo de reserva, permitindo assim o
desenvolvimento normal das plantas de arroz. Salte et al. (1998), afirma que a
maioria dos organicos parece sofrer algum grau de transformacao nas células das
plantas antes de serem isolados em vacuolos ou ligarem-se a estruturas celulares

insollveis, como a lignina.
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Outra possibilidade é a fitoestimulagdo, na qual ha o estimulo a atividade
microbiana, promovido pela liberacdo de exsudatos radiculares, que atuam
degradando o composto no solo, 0 que caracteriza, em algumas plantas, a aptidao
rizosférica para a biorremediacdo de compostos toxicos (ACCIOLY; SIQUEIRA,
2000; SCRAMIN et al., 2001). Alguns estudos indicam que Stizolobium aterrimum e
Canavalia ensiformis sao eficientes na descontaminacao de areas tratadas com os
herbicidas trifloxysulfuron-sédio e tebuthiuron e que o provavel mecanismo envolvido
na descontaminacdo é a interacdo da fitoestimulacéo e fitodegradagdo (PROCOPIO
et al. 2005a). Em outro trabalho, a permanéncia ou retirada da parte aérea das
plantas de C. ensiformis e S. aterrimum da area contaminada com trifloxysulfuron-
sédio, apds o periodo de remediacao, nao interferiu no desenvolvimento posterior de
plantas de feijao, indicando que o produto pode estar sendo degradado internamente
nos tecidos (fitodegradacao) ou inativado por outros mecanismos rizosféricos,
sendo, provavelmente, a fitoestimulagdo da microbiota associada a rizosfera
(PROCOPIO et al., 2006).

Para certas caracteristicas das plantas e condicdes ambientais, a absorgcao
radicular de xenobibticos da agua esta diretamente relacionada ao logaritmo do
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) do composto. De acordo com Brigss et
al. (1982), o fluxo transpiratério, fundamental para promover o carreamento do
quimico absorvido para a parte aérea das plantas, levando a fitodegradacao, é maior
quando o Log Kow do pesticida varia de 0,5 a 3,0, sendo maior a absor¢cdo quando o
valor de Log Kow é igual a 2,1. Os resultados obtidos neste trabalho ndo estdo de
acordo, pois tanto o imazetapir quanto o imazapique possuem valores de Kow
distantes de 2,1 e mesmo assim suas moléculas foram absorvidas e metabolizadas

e/ou compartimetalizadas pelas plantas em estudo.

Conclusoes

As espécies hibernais Brassica napus, Lolium multiflorum, Vicia sativa,
Raphanus sativus, Trifolium pratense, Trifolium vesiculosum, Triticum aestivum e
das espécies estivais Crotalaria juncea, Canavalia ensiformis, Glycine max e

Stizolobium aterrimum, cultivadas em vasos, sdo capazes de reduzir o efeito da
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mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L") sobre as plantas
de arroz néo tolerantes a esses herbicidas, em comparacdo com 0 solo nao
cultivado.

Mesmo sendo apresentada este elenco de espécies consideradas
fitorremediadoras, deve-se preconizar o uso preferencial das espécies vegetais
Glycine max e Lolium multiflorum por serem estas adaptadas a solos de ambientes
hidromérficos, caracteristica essa encontrada em solos de varzea. Além disto, faz-
se necessario estudar o efeito dessas espécies em descontaminar solos em nivel
de campo e verificar se elas sdo suficientemente eficientes na reducao do residual
do herbicida a ponto de evitar a reducao de produtividade do arroz irrigado.

O uso da fitorremediacao podera resultar em maior seguranca do cultivo do
arroz nao tolerante em areas onde esse herbicida tenha sido aplicado. Além disso, o
cultivo das espécies consideradas remediadoras citadas acima, apds a aplicacédo
desta mistura formulada, contribuird para a redugdo do risco de ocorréncia de
impactos ambientais adversos, como a contaminagdo de recursos hidricos
subterraneos, porém esses resultados precisam ser testados também em nivel de

campo.
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- CAPITULO IV -

ATIVIDADE RIZOSFERICA DE ESPECIES VEGETAIS
FITORREMEDIADORAS DE SOLO CONTAMINADO COM OS
HERBICIDAS IMAZETAPIR E IMAZAPIQUE

Resumo

A fitoestimulacao basea-se na liberacdo de rizodeposicées que estimulam a
atividade microbiana responsavel pela degradacao de compostos organicos no solo,
caracterizando, em algumas plantas, a aptidao rizosférica para a biorremediacao de
compostos toxicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do solo rizosférico
de seis espécies vegetais com potencial para fitorremediacdo na degradacao do
herbicida composto pela mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25
ge.a.L"). Foi analisado o solo rizosférico das espécies Canavalia ensiformis,
Glycine max, Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium aterrimum e Vicia
sativa; e de uma testemunha (sem planta), com a presencga do herbicida composto
pela mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L), nas doses de
0, 250, 500, 1000 e 4000 mL ha™'. A taxa de liberagdo de C-CO,, foi quantificada
semanalmente até os 65 dias apo6s a aplicacao dos tratamentos (DAT) e a deteccao
e quantificagdo dos herbicidas imazetapir e imazapique foi realizado por LC-MS-MS.
A maior atividade metabdlica, evidenciada pelo desprendimento de CO,, observada
em solo vegetado com as espécies vegetais Lotus corniculatus, Lolium multiflorum,
Vicia sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum e Glycine max, permiti
inferir que estas espécies podem influenciar a atividade da microbiota presente na
rizosfera das mesmas, resultando na mineralizagcdo dos herbicidas imazetapir e

imazapique.

Palavras-chave: Ambiente. Biorremediagado. Rizodeposicao.
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Introducao

Em solos cultivados com determinadas espécies de plantas, tem sido
observada uma redugdo mais rapida dos contaminantes, em comparacao com solos
cultivados com outras espécies ou em solos sem cultivo (SANTOS et al., 2009). O
desaparecimento de xenobidticos em solos cultivados tem sido, geralmente,
atribuido a degradacdo microbiana na rizosfera das plantas, zona das raizes
influenciada por grande numero de espécies de microrganismos, devido a
exsudacao de nutrientes das plantas, tais como aminoacidos e polissacarideos
(ARTHUR et al., 2000).

A rizosfera € um ecossistema capaz de promover crescimento microbiano
altamente especializado, suportando populacdes até 100 vezes maiores do que as
comumente encontradas em ambientes isentos de raizes (MOREIRA; SIQUEIRA,
2006). Por essa razao, este ambiente pode ser um 6timo sitio de degradacao de
compostos orgéanicos indesejaveis, gracas a comunidade microbiana associada
(fungos, bactérias e actinomicetos), que podem em alguns casos, utilizar os
contaminantes como fonte de carbono primario e nutrientes (PIRES et al., 2005b).

Muitos microrganimos sado capazes de transformar parcialmente o0s
compostos quimicos sem que este forneca energia para o organismo degradador
(ALEXANDER, 1999). O processo denominado co-metabolismo € muito importante
para a biorremediacdo, porque compostos de alto peso molecular, extremamente
recalcitrantes, que nao sao utilizados diretamente pelos microrganismos sao
provavelmente degradados através desse processo (TAKAKI et al., 2008).

A acdo desses organismos associados as raizes das plantas, acelerando a
degradacao de compostos no solo, é conhecida como fitoestimulacdo e constitui-se
um dos principais mecanismos de fitorremediagdo de herbicidas no solo
(CUNNINGHAM et al., 1996; ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000). A fitoestimulacao basea-
se na rizodeposicdo de uma infinidade de compostos organicos, que auxiliam os
microrganismos na degradacdo de poluentes, principalmente porque esses
compostos estimulam a atividade metabdlica da microbiota existente no entorno das
raizes, bem como sua multiplicagéao.

Varios fatores afetam os microorganismos associados a rizosfera, podendo,
também, afetar o processo de fitorremediacdo. Dentre estes, podem ser citados os
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seguintes: caracteristicas do solo, como teor de argila e matéria organica, pH,
disponibilidade de elementos, conteudo de agua e aeragdo (TAUK, 1990); e
caracteristicas das plantas, como espécie, vigor, profundidade do sistema radicular,
namero e tamanho de raizes, quantidade de exsudados, materiais solluveis, mucigel,
mucilagem e células mortas produzidas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

A capacidade de modificacdo do pH na regido rizosférica tem grande
importancia no processo de rizodegradacao, influenciado pela eliminagdo de prétons
e, principalmente, pelos exsudados radiculares, absorcdo de nutrientes pelo sistema
radicular e processos como a fixagdo biologica do N, pela simbiose entre

leguminosas e diazotréficos do solo (HOUOT et al., 2000). Modificagdes nos valores
de pH podem tornar a remediacao dos herbicidas mais acelerada (HOUT et al.,
2000).

A biodegradagao de um herbicida no solo também é funcéo de caracteristicas
como concentracdo, composicado quimica e biodegrabilidade do composto, bem
como propriedades fisico quimicas do contaminante (pH, condutividade elétrica,
solubilidade em agua, ponto de ebulicdo), e da capacidade adsortiva do solo
(MESSIAS; SILVA, 2008). Quando um herbicida € adsorvido aos col6ides do solo de
tal maneira que sua concentracdo, em meio aquoso, torna-se reduzida, esta baixa
concentragdo pode n&o induzir os microrganismos a produzirem enzimas
degradativas (SOUZA et al., 1999).

Embora os agrotoxicos possam ter efeito negativo na populagédo microbiana,
estudos mostram que bactérias podem resistir, e até mesmo proliferar, na presenca
de agrotéxicos em elevadas concentracées, maiores que as taxas aplicadas no
campo (MARTESSON, 1992). Para esse tipo de estudo, a taxa de evolucédo de CO,
do solo tem sido utilizada como indice da atividade microbiana (SOUZA et al., 1999),
bem como a biomassa microbiana (STENBERG, 1999), quociente metabdlico
(gCO2) (ANDERSON; DOMSCH, 1985 apud SANTOS, 2005), porcentagem de
colonizacdo das raizes por fungos micorrizicos e nimero e atividade de nédulos na
fixacdo de Nz, no caso de leguminosas (PAUL; HAO, 1999).

Varios trabalhos demonstram a contribuicdo das plantas na estimulagdo, por
meio da atividade microbiana associada as raizes destas, na degradacao de muitos
herbicidas, em especial atrazina, metalachlor e trifloxysulfuron-sédio (ANDERSON et
al., 1994; PERKOVICH et al., 1996; BURKEN; SCHNOOR, 1996; SANTOS et al.,
2007).
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O processo de degradacao de herbicidas pertencentes ao grupo quimico das
imidazolinonas, grupo ao qual pertencem os herbicidas imazetapir e imazapique, é
caracterizado por ser lento, porém continuo (MANGELS, 1991). Esses herbicidas
contam com a degradacdo microbiana (GOETZ et al., 1990) e a decomposicio
fotolitica (ALISTER; KOGAN) como principais mecanismos de dissipacao. Tanto o
imazetapir quanto o imazapique sofrem limitada biodegradacdo sob condicdes
anaerdbicas (SENSEMAN, 2007).

Quando as condicbes ambientais favorecem o desenvolvimento dos
microrganismos e a biodisponibilidade dos herbicidas, a degradacdo das
imidazolinonas aumenta. Para Flint e Witt (1997), a degradacdo microbiana de
herbicidas como o imazetapir e do imazaquim é limitada pelas baixas temperaturas e
baixos teores de umidade.

A possibilidade de que as raizes das plantas aumentem a degradacao
microbiana de moléculas xenobi6ticas abre novos caminhos na resolucdo de
problemas relacionados a contaminagdo ambiental, pelo uso da vegetacdao e sua
microbiota associada. O nivel de degradacao de um xenobiético depende muito das
caracteristicas do produto, do microrganismo envolvido e do ambiente. Esse conjuto
de fatores determina os produtos formados, tornando-se de grande importancia na
biorremediacao/fitorremediacdo, que idealmente busca atingir a mineralizacao para
eliminar os efeitos residuais do produto em potencial.

Em vista do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito do solo
rizosférico de seis espécies vegetais com potencial para fitorremediacdo na
degradacdo do  herbicida composto pela  mistura  formulada de

imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L™).
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Material e Métodos

A primeira etapa do experimento foi realizada em casa de vegetacdo do
Departamento de Fitotecnia junto a Universidade Federal de Santa Maria, RS, no
ano agricola de 2010. No periodo compreendido entre os meses de marco a maio
foram cultivadas as espécies estivais Canavalia ensiformis, Glycine max e
Stizolobium aterrimum em vasos contendo 3 dm® de solo de varzea livre de
herbicida. Sendo este previamente corrigido em relacao a acidez e teor de nutrientes
de acordo com recomendacdes para a cultura da soja. Os mesmos procedimentos
foram realizados com as espécies hibernais Lolium multiflorum, Lotus corniculatus e
Vicia sativa, cultivadas no periodo compreendido entre os meses de junho a agosto
do mesmo ano. Cinquenta e cinco dias apds a emergéncia, as plantas inteiras foram
retiradas dos vasos e as amostras do solo aderido as raizes (solo rizosférico) foram
coletadas para a aplicagao dos tratamentos. Simultaneamente, as amostras de solo
mantidas sob as mesmas condicdes, mas sem cultivo (solo nao-rizosférico), foram
coletadas como controle.

A segunda etapa do experimento realizou-se no Laboratorio de Herbologia
Professor Loreno Covolo pertencente a Universidade Federal de Santa Maria, no
ano de 2010. Essa etapa foi dividida em dois momentos (experimentos), de acordo
com a época de cultivo das espécies testadas.

O primeiro experimento foi realizado nos meses de maio a julho, onde as
amostras de solo rizosférico das espécies estivais foram peneiradas em peneira de
2,0 mm de abertura de malha, secas a sombra por 24 horas, pesadas (100q) e,
acondicionadas em frascos de vidro. Logo apds, uma solugcdo de
imazetapir+imazapique, na concentracdo de 75 + 25 g e.a. L do produto técnico foi
adicionada em diferentes doses (tratamentos), utilizando-se pipetador de precisao.
Foi feita a aplicacdo de agua necessaria para alcancar o mesmo teor de umidade
para todos os tratamentos (80% da capacidade de campo do solo). O experimento
foi conduzido no delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial (4 x
5), contendo trés repeticées. Os tratamentos foram compostos pela combinacédo de
amostras de solo rizosférico das trés espécies vegetais em questdo: Canavalia

ensiformis, Glycine max e Stizolobium aterrimum, mais amostra de solo nao-
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rizosférico; e de cinco doses da mistura formulada de imazetapir+imazapique: zero,
250, 500, 1000, 4000 mL ha™, totalizando 60 parcelas.

O segundo experimento foi conduzido da mesma forma que o primeiro,
porém no periodo compreendido entre os meses de agosto a outubro e com o solo
rizosférico das espécies hibernais avaliadas: Lolium multiflorum, Lotus corniculatus e
Vicia sativa.

Os frascos foram equipados com aparato de captura de CO,, composto por
um copo plastico de 50 mL com 20 mL de NaOH (hidréxido de sédio) 0,5 molar (M),
fechados hermeticamente e incubados em triplicata, a temperatura ambiente no
laboratério (20 a 25°C). Durante um periodo de 63 dias, semanalmente os frascos
eram abertos, a solucao de NaOH recebia um mL de BaCl; (cloreto de bario) 1 M e
era titulada com HCI (acido cloridrico) 1,0 M, utilizando fenolftaleina como indicador.
A solugéo de HCI foi padronizada com tris, conforme Tedesco et al. (1995). Dois
frascos foram incubados sem solo, sendo estes utilizados como prova em branco. A
producao de C-CO, foi expressa em mg por kg de solo seco.

A producao de C-COzfoi quantificada através da férmula de Stotzky (1965):

C-CO2(mg kg'de solo) = (B-T) xegx M x 10

onde B é o volume (em mL) da solucéo de HCI gasto para titular a prova em branco
(frasco respirométrico sem solo); T & o volume (em mL) da solucdo de HCI gasto
para titular os tratamentos; eq € o equivalente-grama do C, que € 6; M é a
molaridade da solugcdo padronizada de HCI e 10 é o fator de conversado para
kilograma de solo.

Ao final do periodo de incubacdo, as referidas amostras de solo foram
acondicionadas em sacos de papel e encaminhadas ao Laboratério de Andlise de
Residuos de Pesticidas (LARP-UFSM), onde foi ralizada a deteccdo e a
quantificacado, utilizando-se cromatografia liquida acoplada a espectometria de
massa (LC-MS-MS), dos herbicidas imazetapir e imazapique ainda existentes nas
amostras de solo rizosférico das plantas estudadas. A técnica de LC-MS-MS é uma
importante ferramenta analitica para a analise de pequenas moléculas em diversas
matrizes biolégicas. Os beneficios deste acoplamento sdo decorrentes da
combinacao do alto poder de separacao da cromatografia liquida com a seletividade
e sensibilidade da espectrometria de massa.
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Os dados foram analisados quanto a homogeneidade da varidancia e
normalidade, sendo submetidos aos procedimentos de analise da variancia e
regressdo polinomial, através do programa computacional SAS, para a analise
estatistica, e SigmaPlot®, para confeccdo das equacdes de regressido referentes a
taxa de evolucéo de C-CO.,

Resultados e Discussao

Com base na avaliacao da taxa de liberagdo do C-CO. do solo, observou-se
que 63 dias de incubacao foram suficientes para uma boa estimativa do total
acumulado de C-CO,, uma vez que neste intervalo de tempo, a liberacédo do total de
gases apresentou tendéncia de estabilizacdo, independente da concentracéo
aplicada da mistura herbicida. Observou-se o efeito do solo rizosférico na taxa de
evolugao acumulada de C-CO,, de acordo com a concentracao utilizada da mistura
herbicida para as espécies hibernais (Figura 8) e estivais (Figura 9).

Observou-se comportamento crescente para os valores de acumulo de CO»
com o aumento da concentracdo herbicida aplicada ao longo do periodo de
incubacgao das amostras de solo. O comportamento polinomial quadratico das curvas
de evolucao, que mostra um decréscimo na producdo de CO, na dose de 4000 mL
ha™' da mistura herbicida utilizada, pode ser explicado pelo fato de que, nesta dose,
houve efeito toxico sobre os microrganismos existentes no solo rizosférico,
comprometendo a atividade degradadora e/ou provavelmente provocando a morte
destes.
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Figura 8 - Produgcao acumulada de CO, em solo rizosférico das espécies hibernais
apos 63 de incubacdo em funcdo da dose correspondente a mistura
formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L'"). Santa Maria,
RS. 2010.
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Figura 9 - Producdo acumulada de CO, em solo rizosférico das espécies estivais
apos 63 de incubacdo em funcdo da dose correspondente a mistura
formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L"). Santa Maria,
RS. 2010.

O maior acumulo de CO. foi observado no solo rizosférico das espécies
hibernais Lotus corniculatus, Lolium multiflorum e Vicia sativa, independente da dose
herbicida aplicada, sendo que estas nao diferiram significativamente entre si. A
menor atividade metabdlica, evidenciada pelo desprendimento de CO,, foi verificada
no solo nao cultivado independente da dose da mistura formulada de

imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L") adicionada (Figura 8).
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Para as espécies estivais, as maiores taxas de liberacdo de CO, acumulado
foram observadas nas espécies Glycine max, Canavalia ensiformis e Stizolobium
aterrrimum, ndo havendo diferenga significatica entre elas (Figura 9). Da mesma
forma que observado para as espécies hibernais, o solo ndo cultivado apresentou o
menor acumulo de CO.,, evidenciando menor atividade metabdlica nesse solo.

E provavel que a maior atividade observada no solo cultivado e
posteriormente contaminado com herbicida, em comparacdo com o solo sem cultivo
prévio, se deva a maior populacdo de microrganismos e maior concentragdo de
carbono na regido das raizes, devido habilidade que, provavelmente, estas plantas
possuem em secretar uma vasta gama de moléculas de alto e baixo peso molecular
na rizosfera, um processo chamado rizodeposicdo, que segundo Marriel et al.
(2005), resulta na proliferacdo de microrganismos dentro da raiz (endorrizosfera),
sobre a raiz (rizoplano) e ao redor da raiz (ectorizosfera), conferido a rizosfera
caracteristicas quimicas, fisicas e biolégicas diferentes das do solo livre de raizes
(ndo rizosférico).

Pires et al. (2005) observaram que o solo rizosférico tratado com tebuthiuron
apresentou maior desprendimento de CO,, se comparado ao solo ndo vegetado,
sendo este fato atribuido a fitoestimulacdo da microbiota associada a rizosfera.
Acreditase que a degradacdo dos herbididas imazetapir e imazapique, em solo
vegetado, seja beneficiada pelo efeito rizosférico. Varios trabalhos relatam o
beneficio da vegetacao na atividade microbiana (SANTOS et al. 2006; 2007).

Considerando-se a complexidade do sistema radicular no solo, quanto a
possibilidade de interacbes com microrganismos € a variedade de compostos
presentes, varias sao as possibilidades de quebra de compostos xenobibticos, bem
como a degradacao de compostos enddgenos do solo, como materiais himicos e
compostos organicos, por meio da rizodegradagdo, mecanismo que contribui, de
maneira integrada, a fitoestimulacdo (SANTOS et al. 2007). Nesse sentido, a
variedade de compostos, bem como o estadio fenoldgico e a idade da planta, podem
garantir maior sucesso no processo de descontaminacao (SANTOS et al. 2010).

A taxa de liberagcdo de C-CO, observada refere-se a quantidade de CO,
liberado pela microbiota do solo quando esta degrada componentes presentes no
mesmo. Esta “respiracdo do solo" consiste em um indicador sensivel da
decomposicdo de residuos, volume de carbono organico metabolizado e
perturbacdes no ecossistema do solo (PAUL et al., 1999).
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Cabe ressaltar que esta liberacao de C-CO,, pode ser proviniente ndo sé da
mineralizacdo das moléculas da mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 +
25 g e.a. L") aplicada no solo, mas também da mineralizacdo da matéria organica
presente no mesmo, bem como dos proprios compostos liberados pelas raizes das
plantas (rizodepozicdo) ou dos compostos adjuvantes existentes da formulagédo da
mistura herbicida utilizada. Além das moléculas herbicidas, ocorre também a
decomposicado da fracdo humica do solo, que pode ser desfavoravel para muitos
processos fisico-quimicos, tais como agregacao, capacidade de troca de cations e
retencdo de agua (TOTOLA; CHAER, 2002). Assim, altas taxas de respiracdo
microbiana podem indicar tanto uma perturbacéo ecolégica quanto um ecossistema
com alto nivel de produtividade.

A alta taxa de mineralizagdo dos herbicidas, bem como a alta taxa de
liberacdo de C-CO, acumulado, deve-se ao fato de que as condicbes em que o
experimento foi realizado foram as mais favoraveis possiveis (umidade e
temperatura), originando um ambiente propicio para que a atividade microbiana
fosse otimizada, independente da fonte de energia utilizada.

Na tentativa de superar este problema, a deteccdo e a quantificacdo dos
herbicidas imazetapir e imazapique foi realizada utilizando-se LC-MS-MS. Os
resultados mostram que nao houve diferenca significativa entre os valores
recuperados das moléculas de imazetapir, tanto para as espécies hibernais (Figura
10A) como para as espécies estivais (Figura 10B), bem como para as moléculas de
imazapique (Figura 11A e B) observando-se elevada mineralizacdo dos herbicidas
adcionados ao solo rizosférico, independente se o solo foi ou néo cultivado (Tabela 5
e 6).

Nao foi encontrada diferenca significatica entre os tratamentos porque a
analise de LC-MS-MS sé foi realizada quando a produgdo de C-CO. estava
estabilizada, ou seja, quando todos os compostos passiveis de serem utilizados
como substrato, como material hiumico, materiais provinientes da rizodeposicao das
plantas e as moléculas dos herbicidas, ja teriam sido degradados. Sendo assim,
qualquer diferenca que poderia haver entre os tratamentos foi elimidada pelo tempo
de incubacao.

A producdo de C-CO, revelou que na dose de 4000 ml ha' ocorreu
proporcionalmente menor mineralizagdo em comparacdo com as doses menores.

Porém, os resultados da cromatografia revelam que os ingredientes ativos dos
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herbicidas utilizados foram degradados quase que em sua totalidade (média de
94% de mineralizagdo). Isto indica que as diferencas observadas na respirometria
devem-se a mineralizacdo diferenciada dos adjuvantes, que demostraram efeito
inibidor da atividade microbiana na concentracdo de 4000 ml ha' da mistura

formulada de imazetapir+imazapique.
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Figura 10 - Concentragéo do herbicida imazetapir encontrado em solo rizosférico das
espécies hibernais Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Vicia sativa e
solo sem cultivo no inverno (A) e das espécies estivais Canavalia
ensiformis, Stizolobium aterrimum, Glycine max e sem cultivo no verao
(B), ap6s 63 DAT de incubagéo. Santa Maria, RS. 2010.
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Figura 11- Concentracdo do herbicida imazapique encontrado em solo rizosférico das
espécies hibernais Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Vicia sativa e
solo sem cultivo no inverno (A) e das espécies estivais Canavalia
ensiformis, Stizolobium aterrimum, Glycine max e sem cultivo no verao
(B), ap6s 63 DAT de incubagéo. Santa Maria, RS. 2010.
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Tabela 5 - Quantidade dos herbicidas imazapique e imazetapir aplicados, recuperados por LC-MS-MS, transformados e % de

mineralizacdo aos 63 DAT em fungéo da dose do herbicida e da cultura hibernal utilizada. Santa Maria, RS. 2010.

Doses Imazetapir Imazapique

Cultura mL ha’ Aplicado Recuperado Mineralizado Mineralizacdao Aplicado Recuperado Mineralizado Mineralizacao

-------------- ug/Litro % -------------- ug/Litro %
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Lolium 250 331,34 17,49 313,85 94,79 +4,52 110,5 7,26 103,19 93,42 + 1,31
multiflorum 500 662,68 25,52 645,67 92,57 £ 0,29 220,9 10,72 210,18 95,14 +£0,73
1000 1325,36 55,03 1270,33 92,64 + 0,48 441.,8 21,31 420,48 95,17 £0,23
4000 5301,44 168,27 5133,17 9269+0,37 1767,2 60,88 1706,27 96,55 £ 0,26
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Lotus 250 331,34 22,05 309,29 94,02+0,12 110,5 7,86 102,59 92,88 £ 0,33
corniculatus 500 662,68 31,22 631,46 96,57 + 2,97 220,9 12,24 208,84 94,54 £0,18
1000 1325,36 63,67 1261,69 94,51 £ 0,43 441.,8 23,29 418,50 94,72 £ 0,27
4000 5301,44 203,50 5097,94 92,11 +0,27 1767,2 49,61 171754 97,19+£2,39
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
250 331,34 23,51 307,83 92,34 +1,43 110,5 7,48 102,97 93,22 £ 1,21
Vicia sativa 500 662,68 30,16 632,52 94,46 + 0,20 220,9 9,39 211,46 95,72 + 0,26
1000 1325,36 63,43 1261,93 94,60 + 0,49 441.,8 20,10 422,50 95,63 +0,32
4000 5301,44 189,60 5175,04 9462+0,15 1767,2 60,44 1726,86 97,71 £1,97
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sem cultivo no 250 331,34 19,96 318,03 90,10+ 0,50 110,5 7,70 105,32 95,35+ 4,02
inverno 500 662,68 28,46 634,22 91,77 £ 0,81 220,9 10,12 210,66 95,36 + 0,18
1000 1325,36 64,2 1282,56 92,11 + 0,61 441.,8 23,34 426,23 96,47 + 3,11
4000 5301,44 182,53 5118,91 9258 +0,72 1767,2 66,32 1700,83 96,24 £ 0,15
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Tabela 6 - Quantidade dos herbicidas imazapique e imazetapir aplicados, recuperados por LC-MS-MS, transformados e % de

mineralizacdo aos 63 DAT em fungéo da dose do herbicida e da cultura estival utilizada. Santa Maria, RS. 2010.

Doses Imazetapir Imazapique

Cultura mL ha' Aplicado Recuperado Mineralizado Mineralizacdao Aplicado Recuperado Mineralizado Mineralizacao

-------------- ug/Litro -------------- % -----------——- ug/Litro -------------- Y%
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Canavalia 250 331,34 25,88 314,09 94,79 +4,52 110,5 6,55 106,08 96,04 + 3,44
ensiformis 500 662,68 49,19 613,49 92,57 +0,29 220,9 12,93 208,51 94,39 + 0,05
1000 1325,36 97,48 1227,88 92,64 + 0,48 441.,8 27,97 413,82 93,66 + 0,20
4000 5301,44 387,20 491424 9269+0,37 1767,2 110,27 1656,88 93,76 + 0,31
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
250 331,34 19,80 311,54 94,02+0,12 110,5 5,88 104,57 94,67 £ 0,50
Glycine max 500 662,68 34,02 640,00 96,57 +2,97 220,9 10,33 216,36 97,94 + 2,90
1000 1325,36 72,66 1252,70 94,51 £ 0,43 441.,8 22,05 419,74 95,00 + 0,29
4000 5301,44 417,77 4883,67 92,11 +0,27 1767,2 116,53 1650,62 93,40 £ 0,46
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Stizolobium 250 331,34 25,35 305,99 92,34 +1,43 110,5 7,33 103,12 93,36 + 0,54
aterrimum 500 662,68 36,70 625,98 94,46 + 0,20 220,9 11,28 209,85 95,00 +2,90
1000 1325,36 71,50 1253,86 94,60 + 0,49 441.8 21,78 420,01 95,06 * 0,31
4000 5301,44 285,07 5016,37 9462+0,15 1767,2 95,89 1671,26 94,57 £ 0,25
0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sem cultivo no 250 331,34 32,80 298,54 90,10 £ 0,50 110,5 8,43 102,02 92,37 £ 0,35
verdo 500 662,68 54,48 608,20 91,77 £ 0,81 220,9 14,65 206,16 93,33 + 1,09
1000 1325,36 104,55 1220,81 92,11 + 0,61 441.8 28,78 413,01 93,48 +0,52
4000 5301,44 393,17 4908,27 9258 +0,72 1767,2 115,50 1651,65 93,46 £ 0,39
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Conclusao

Os resultados deste trabalho sugerem que os herbicidas imazetapir e
imazapique foram preferencialmente utilizados como substrato em comparagdo com
outros componentes da formulacdo (adjuvantes), devido a elevada mineralizacao
evidenciada pelos resultados obtidos na analise de LC-MS-MS, observados em
solo vegetado com as espécies vegetais Lotus corniculatus, Lolium multiflorum,
Vicia sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum e Glycine max, bem como

no solo onde nao houve cultivo de espécies vegetais.
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CONCLUSOES FINAIS

Nos diferentes estudos apresentados neste trabalho de dissertacéo, sujere-se
que medidas adotadas isoladamente sao insuficientes para a minimizacao da
contaminacdo do ambiente, assim sendo, para se obter bons resultados faz-se
necessaria a aplicacdo de duas ou mais tecnologias em associacédo. Nesse contexto
a fitorremediacdo € uma das opgdes para o tratamento eficiente de areas
contaminadas por herbicidas que apresentam longa meia-vida no solo. Além disso,
essa técnica é relativamente barata, comparada a outros processos de
descontaminacdo, podendo ser aplicada em extensas areas e tendo grande
aceitacao pela populagéo.

As plantas de arroz, IRGA 417, desenvolveram-se normalmente em solo com
residual da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 ge.a.L”),
quando este foi submetido ao cultivo prévio das espécies hibernais Brassica napus,
Lolium multiflorum, Vicia sativa, Raphanus sativus, Trifolium pratense, Trifolium
vesiculosum, Triticum aestivum e das espécies estivais Crotalaria juncea, Canavalia
ensiformis, Glycine max e Stizolobium aterrimum, pois estas possuem capacidade
fitorremediadora deste produto, porém, deve-se preconizar o uso preferencial das
espécies vegetais Glycine max e Lolium multiflorum por serem estas adaptadas a
solos de ambientes hidromoérficos, caracteristica esta encontrada em solos de
varzea.

A associacao planta/microrganismo das espécies testadas influencia a
degradacdo da mistura formulada de imazetapir + imazapique (75 + 25 g e.a. L),
pois a maior atividade metabdlica, evidenciada pelo desprendimento de CO,,
observada nas maiores doses dos herbicida imazetapir e imazapique em solo
vegetado, sugere que esses compostos foram utilizados como substrato,
evidenciando que a rizodeposi¢ao das espécies vegetais Lotus corniculatus, Lolium
multiflorum, Vicia sativa, Canavalia ensiformis, Stizolobium aterrimum e Glycine max
pode influenciar a atividade da microbiota presente na rizosfera das mesmas, porém
os resultados foram inconclusivos devido ao tempo de incubacao dos tratamentos.

O uso da fitorremediacado podera resultar em maior seguranca do cultivo do
arroz nao tolerante em areas onde a mistura formulada de imazetapir + imazapique

(75 + 25 g e.a. L") tenha sido aplicada. Além disso, o cultivo dessas espécies apds a
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aplicagédo desse herbicida contribuira para a redugédo do risco de ocorréncia de
impactos ambientais adversos, como a contaminagdo de recursos hidricos

subterraneos.



SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, sugere-se repetir os experimentos de tolerancia e
potencial fitorremediador da mistura formulada de imazetapir+imazapique a nivel de
campo com as espécies que apresentaram as melhores respostas, possibilitando
assim a interacédo de agentes externos, tais como umidade e temperatura.

Sugere-se também trabalhar com herbicidas que ndo sejam inibidores da
enzima acetolactato sintase (ALS) ou que possuam outros modos de acao.

Quanto a possibilidade de espécies vegetais influenciarem na atividade da
microbiota presente na rizosfera das mesmas, o ideal para este tipo de estudo,
utilizando-se LC-MS-MS, seria a retirada da amostra de solo na metade do tempo de
incubacdo, para que pudessemos observar diferenca significativa entre os

tratamentos. Também seria interessante a identificacdo desses microrganismos.



ANEXOS
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Anexo A - Relacao de plantas daninhas, distribuidas por familia e espécie,

citadas durante o texto. Santa Maria, RS. 2010.

(continua)
Nome cientifico Nome comum Familia
Avena fatua Aveia comum Poacea
Avena strigosa Aveia preta Poacea
Brassica napus Canola Brassicaceae

Brachiaria brizantha
Brachiaria decumbens
Brachiaria humidicola
Brachiaria ruziziensis
Cajanus cajan
Calopogonium mucunoides
Canavalia ensiformes
Chamaesyce hirta
Chamaesyce hyssopifolia
Commelina benghalensis
Crotalaria juncea
Crotalaria spectabilis
Cynodon dactylon
Cyperus rotundus
Digitaria horizontalis
Dolichus lablab
Echinochloa crus-galli
Eleusine coracana
Euphorbia heterophyla
Glycine Max

Helianthus annus

Kockia scoparia

Lolium multiflorum

Lotus corniculatus

Lupinus albus

Braquiaria, Capim marandu
Braquiaria, Capim-braquiaria
Braquiaria, Capim-agulha
Braquiaria, Braquiaria-peluda
Feijao guandu

Rabo de iguana, Falso oro
Feijao-de-porco
Erva-de-santa-luzia

Erva andorinha
Trapoeraba

Crotalaria

Crotalaria

Grama-seda

Tiririca

Capim-colchao

Lab-lab

Capim-arroz
Capim-pé-de-galinha
Amendoim-bravo, leiteiro
Soja

Girassol

Cipreste de verao

Azevém

Cornichao
Tremoco-branco

Poacea
Poacea
Poacea
Poacea
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Euphorbiaceae
Euphorbiaceae
Commelinaceae
Fabaceae
Fabaceae
Poaceae
Cyperaceae
Poacea
Fabaceae
Poaceae
Poacea
Euphorbiaceae
Fabacea
Asteraceae
Chenopodiaceae
Poaceae
Fabaceae
Fabacea
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Anexo A - Relacao de plantas daninhas, distribuidas por familia e espécie,
citadas durante o texto. Santa Maria, RS. 2010.

(concluséo)

Nome cientifico Nome comum Familia
Panicum maximum Capim-monbaga Poacea
Pennisitum glaucum Milheto Poacea
Populus deltoides nigra Alamo Salicaceae
Raphanus sativus Nabo-forrageiro Fabacea
Secale cereale Centeio Poaceae
Solanum nigrum Maria-pretinha Solanaceae
Sorghum bicolor Sorgo-forrageiro Poaceae
Sorghum halepense Sorgo-de-alepo Poaceae
Sorghum sudanense, Sorgo-sudao Poaceae
Stizolobium aterrimum Mucuna-preta Fabaceae
Stylosantes guianensis Estilozantes Mineirdo Fabaceae
Trifolium pratense Trevo vermelho Fabaceae
Trifolium repens Trevo branco Fabaceae
Trifolium vesiculosum Trevo vesiculoso Fabaceae
Triticum aestivum Trigo Poaceae
Vicia sativa Ervilhaca Fabaceae
Vigna sinensis Feijao-de-corda Fabaceae
Zea mays Milho Poaceae
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Anexo B - Propriedades fisico-quimicas dos agrotoxicos utilizados nos
presentes estudos. Fonte: Sensaman (2007).

Imazetapir Imazapique
Peso molec. (g mol-1) 289,3 275,3
Solub. em agua (mg L-1) 1400 2200

11 (pH 5); 0,16 (pH 5);
Kow 31 (pH 7); 0,01 (pH 7);

16 (pH 9) 0,002 (pH 9)
Koc 52 206
PKa 2,1e3,9 2,0;39e 11,1
PV (mPa) < 0,013 < 0,013

Meia vida (dias) 60-90 120




