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RESUMO

O herbicida tebuthiuron é largamente utilizado na cultura da cana-de-agucar e pode acarretar
prejuizos ao ambiente devido seu elevado potencial toxico e alta persisténcia no solo. Assim,
esse trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de espécies vegetais em diminuir a
concentracdo de tebuthiuron no solo com aplicagdo de vinhaga. A eficiéncia do processo de
biorremediacdo foi avaliada quanto: ao desenvolvimento vegetal, aos parametros fisico-
quimicos do solo e a ecotoxicidade do meio. Os experimentos foram conduzidos em casa de
vegetacdo utilizando vasos com solo sem historico de aplicacdo do herbicida. As espécies
potencialmente fitorremediadoras testadas foram: feijao-de-porco (Canavalia ensiformis),
feijdo-guandu (Cajanus cajan), milheto (Pennisetum glaucum), e mucuna-cinza (Mucuna
pruriens (L.) DC.). Como espécie sentinela foi utilizada a Crotalaria juncea. Ao longo do
experimento foram avaliados: o didmetro do colo, a altura da planta e o namero de folhas. Ao
final, avaliacbes de massas fresca e seca foram realizadas para as cinco plantas testadas. A
fitotoxicidade das amostras nos tratamentos foi determinada nos tempos inicial (zero) e final
(50 dias), utilizando sementes de alface como organismos-teste. Os resultados revelaram que
o feijdo-de-porco e o feijdo-guandu ndo resistiram a presenca do herbicida. O milheto
apresentou o menor indice de mortalidade e também o melhor desempenho em solos na
presenca do tebuhiuron associado ou ndo a vinhaca. Baseado em seu desenvolvimento vegetal
a utilizacdo da mucuna-cinza pode ser mais indicada para uso em reformas de canaviais.
Sobre as espécies potencialmente fitorremediadoras, de acordo com o desenvolvimento de C.
juncea, observa-se que, 0s vasos que anteriormente foram ocupados por mucuna-cinza,
permitiram um melhor desenvolvimento e producdo de biomassa para a espécie
bioindicadora. Quanto ao teste de ecotoxicidade, a presenca isolada do tebuthiuron no solo
revelou um potencial toxico para sementes de L. sativa, mas a aplicacdo da vinhaca junto ao

herbicida favoreceu a reducdo dessa ecotoxicidade no tempo inicial.

Palavras chave: Biodegradacdo. Biorremediacdo. Ecotoxicidade. Herbicida.



ABSTRACT

The herbicide tebuthiuron is widely used in sugarcane cultivation and can cause damage to
the environment due to its high toxic potential and high soil persistence. Thus, this work
aimed to evaluate the potential of plant species in decreasing tebuthiuron concentration in the
soil with vinasse application. The efficiency of the bioremediation process was evaluated for:
plant development, soil physicochemical parameters and environment ecotoxicity. To
evaluate these parameters, the experiments were conducted in a greenhouse using pots with
soil with no history of herbicide application. Potential phytoremediation species tested were:
jack bean (Canavalia ensiformis), pigeon pea (Cajanus cajan), millet (Pennisetum glaucum),
and velvet bean (Mucuna pruriens (L.) DC.). As bioindicator species was used Crotalaria
juncea. Throughout the experiment were evaluated: the neck diameter, the plant height and
the number of leaves. At the end, fresh and dry mass evaluations were performed for the five
plants tested. The phytotoxicity of the samples in the treatments was determined at the initial
(zero) and final (50 days) times, using lettuce seeds as test organisms. Results revealed that
pigeon bean and jack bean did not resist the herbicide presence. Millet plants showed the
lowest mortality rate among all plant species and also presented the best performance in
tebuthiuron presence associated or not with vinasse. However, despite of these results for
millet, velvet bean was the most suitable for use in sugarcane fields reforming as green
manure based on plant development. Among the phytoremediation species, according to the
development of C. juncea, it is observed that, although velvet bean and millet had similar
results, the vessels that were previously occupied by velvet bean, allowed a better
development and production of biomass for the bioindicator species. Regarding the
ecotoxicity test, the isolated presence of tebuthiuron in the soil revealed a toxic potential for
L. sativa seeds, but the application of vinasse to the herbicide favored the reduction of this

ecotoxicity in the initial time.

Keywords: Biodegradation. Bioremediation. Ecotoxicity. Herbicide.
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1 INTRODUCAO

A cana-de-aglcar pertence ao género Saccharum e a familia Poaceae. E uma planta
semiperene que para apresentar um crescimento adequado, necessita de condicdes de alta
luminosidade, temperatura e umidade do solo (SILVA; SILVA, 2012). Dentre os fatores
bidticos que podem interferir negativamente na sua produtividade, destaca-se a presenca de
plantas daninhas que podem competir por todos os recursos disponiveis (KUVA, 2003;
SQUASSONI, 2012).

Para o controle dessas espécies invasoras, a utilizacdo do herbicida tebuthiuron é
amplamente realizada, tendo em vista sua acdo pré-emergente, através da inibicdo do
fotossistema Il (BRASIL, 2018). Apesar da importancia dos defensivos agricolas nas
atividades de producdo, € importante ressaltar que seu uso excessivo pode resultar em
problemas como carryover (MANCUSO et al., 2011), intoxicacdo a organismos ndo alvo
(SILVA et al., 2014), lixiviacdo e contaminacao de aguas subterraneas (SOUZA et al., 2001)

Outro composto organico muito utilizado nos canaviais brasileiros é a vinhaca, cuja
acdo fertilizante é explorada na fertirrigacdo e também pode resultar em impactos ao meio
ambiente por apresentar elevada demanda bioldgica de oxigénio (DBO), pH acido e alta
corrosividade (ANDRADE; DINIZ, 2007; SANTOS et al., 2009; LIMA et al., 2016).

A vinhaca de cana-de-acucar € o principal efluente do processo de destilagdo da
fermentacdo do etanol. As aplicacGes da vinhaca podem resultar em diferentes alteracfes no
solo, tais como, incremento na disponibilidade de alguns ions, elevacdo do pH (REZENDE,
1979; NUNES, 1981); capacidade de troca catidnica (CTC) mais elevada; maior capacidade
de retencdo de agua; melhoria da estrutura fisica do solo e a ampliacdo da populacdo e
atividade microbiana no solo (GLORIA ; ORLANDO FILHO, 1983; SILVA ; RIBEIRO,
1997; SILVA et al., 2007 ).

Além disso, esse composto apresenta cheiro e cor caracteristicos (escuro) pode ser
altamente poluente devido a altas concentracdes de matéria organica, baixo pH, alta demanda
bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio (DQO) (ESPANA-GAMBOA
et al., 2011). Seu uso prolongado pode resultar em saturacdo de cations no solo, lixiviacdo e
posteriormente a contaminacdo do lencol fredtico (JUNQUEIRA et al., 2009; MORILLO;
VILLAVERDE, 2017).
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Nesse sentido, apresenta-se a biorremediacdo, que inclui diferentes técnicas como a
biodegradacao, por meio dos micro-organismos, vermicompostagem, através das minhocas e
fitorremediacdo a partir das plantas. A biorremediacdo para eliminacdo de poluentes
orgénicos se caracteriza como uma técnica econdmica e ambientalmente amigével
(MORILLO ; VILLAVERDE, 2017) e oferece a possibilidade de recuperar ou remediar areas
contaminadas por meio da reducdo da concentracdo e efeitos toxicos de agentes poluentes
(FASANELLA; CARDOSO, 2016). O uso de plantas caracterizado como fitorremediacao, é
uma técnica que utiliza espécies com potencial de descontaminagdo ambiental por diferentes

processos bioldgicos destes organismos (SOUZA et al., 2011).

Tendo em vista a ampla utilizagdo do herbicida tebuthiuron na cultura da cana-de-
acucar, sua alta persisténcia no solo e elevado potencial toxico que pode ocasionar impactos
ambientais (IBAMA 2009; TONIETO, 2014), faz-se necessaria a avaliagdo de novas
alternativas de remediacdo, como a fitorrmediacdo, no contexto da lavoura canavieira
associado a fertirrigacdo com vinhaca pela utilizacdo de plantas, visando estabelecer métodos

de tratamento eficientes para reducdo desses efeitos negativos ao meio ambiente.

Dessa maneira, esse trabalho foi dividido em dois artigos, onde, no Artigo 1 ha um
enfoque agronémico, e foi avaliado o potencial de quatro espécies vegetais, utilizadas na
agricultura como forrageiras e adubo verde em remediar solo com associac¢fes de tebuthiuron
e vinhaca, analisando a eficiéncia do processo de biorremediacdo. E no artigo 2, com enfoque
ambiental, o potencial de remediacdo das espécies vegetais foi verificado por meio da
utilizacdo de uma espécie sentinela (Crotalaria juncea) e também, o potencial
ecotoxicologico desse solo foi monitorado antes e apos processo de biorremediacdo utilizando

sementes de Lactuca sativa, como organismo teste.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acucar
Segundo Sindhu et al., (2016) o Brasil € o maior produtor de cana-de-aglUcar do
mundo e contribui para 25% da producéo total mundial. Com isso o Brasil também se destaca
como o maior produtor mundial de agucar e etanol, a partir da cana-de-agucar, e com cerca de
660 milhGes toneladas sendo produzidos por ano (MAZUTTI et al., 2006; MAPA, 2016).

Neste sentido, o Brasil apresenta uma grande vantagem pelo seu potencial
edafoclimatico, que favorece grandemente as producbes agricolas como a cana-de-agUcar.
Porém, existem alguns fatores que podem causar prejuizos para essa producdo
(NASCIMENTO, 2016).

Dentre esses se destaca a elevada utilizacdo de defensivos agricolas, como os
herbicidas. Segundo Victoria Filho e Christoffoleti (2004), o controle das plantas daninhas
deve ser feito de maneira adequada, pois pode causar dificuldade na colheita da cultura e
sérias perdas na produtividade. Além disso, dados do Instituto de Economia Agricola (IEA,
2008) afirmam que a cana-de-aglUcar estd atras apenas da soja como cultura de maior

utilizacdo de herbicidas no pais.

2.2 Herbicidas
Na lavoura canavieira, a comunidade de plantas daninhas tem provocado sérias perdas
de produtividade quando ndo é adequadamente controlada. Apesar de apresentar uma via
fotossintética altamente eficiente (C4), a cana € afetada pela presenca dessas invasoras, que
competem por todos os recursos disponiveis (VICTORIA FILHO; CHRISTOFFOLETI,
2004; SANDANIEL et al., 2008).

Assim, faz-se necessaria a utilizacdo de um pacote tecnoldgico para 0 manejo
adequado de plantas daninhas para obtencdo de produtividades elevadas como, por exemplo,
0 uso de herbicidas (KUVA et al., 2008; OLIVEIRA; BRIGHENTI, 2011). Esse método
quimico € o mais utilizado na agricultura convencional por apresentar facilidade de acesso e

baixo custo comparado a outras técnicas de controle (KUVA et al., 2008).

Dentre os herbicidas mais utilizados na cultura da cana-de-agucar esta o tebuthiuron.
Sua molécula (1-(5-tert-butil-1,3,4-tiadiazol-2-il)-1,3-dimetilureia) estd incluida no grupo
quimico das ureias substituidas, sendo seletivo e de acdo sistémica. Tendo classificacdo
toxicolégica de moderada a extrema (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011), é considerado
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perigoso ao meio ambiente - Classe 111 segundo o IBAMA (2009). Além disso, ele também
apresenta elevada solubilidade (FRANCO-BERNARDES et al., 2014; TONIETO, 2014) e
tempo de meia vida no solo muito alto, podendo encontrar residuos por dois anos ou mais
apos sua aplicacdo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2011).

Figura 1. Férmula estrutural do herbicida tebuthiuron

O
v
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Fonte: scielo.br

Esse herbicida apresenta como mecanismo de acéo, a interrupgdo do transporte de
elétrons no FS Il nas plantas. O modo de agéo é pela inibicdo da fotossintese, se ligando ao
sitio de ligacdo da plastoquinona QB, e proteina D1 do fotossistema Il. Ha ainda nesse
processo um bloqueio de transporte de elétrons, que resulta na paralisacdo da fixacdo de CO,
e producdo de ATP e NADHP,, elementos fundamentais para o crescimento das plantas
(OLIVEIRA JR. et al., 2011; SILVA et al., 2014)

Ainda neste contexto, existe a aplicacdo de outros compostos orgéanicos na lavoura
canavieira que podem também resultar em impactos ambientais. Logo, a utilizacdo de
diferentes substancias na cultura pode interferir no comportamento ambiental dessas
moléculas. Dentre os compostos mais aplicados nas plantacdes de cana-de-acUcar estd a

vinhaca, representada pela técnica de fertirrigacéo.

2.3 Fertirrigacéo
Devido a sua abundancia em matéria organica, a vinhaca (também conhecida como
destilaria de destilaria ou destilaria lavada) tem sido aplicada em fertirrigacdo, com bons
resultados ao longo dos anos (HOARAN et al., 2018).

A fertirrigacdo baseia-se na utilizacdo de um subproduto das usinas sucroalcooleiras
como fertilizante nos canaviais (SILVA, 2011). Tendo em vista sua composi¢do quimica (alto

teor de potassio, nitrogénio, fosforo, sulfatos, cloretos, entre outros.) (ANDARADE; DINIZ,
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2007; EMBRAPA, 2015), a vinhaga pode substituir de forma parcial as aplicacbes de adubo
mineral (SANTOS et al., 2009).

A vinhaca representa o principal residuo da destilacdo do etanol, cuja geracdo esta
entre 10 a 14 litros para cada litro produzido do biocombustivel (ASSAD, 2017). Este fato
evidencia seu potencial poluidor e, consequentemente, a importancia do seu adequado

descarte no meio ambiente.

Souza et al.. (2015) observaram que a fertirrigagdo com vinhaga promoveu ganhos na
fertilidade do solo, favorecendo a producdo de colmos e incrementando a qualidade final do
produto. Entretanto, os autores reconheceram que essa pratica pode causar sérios problemas
ao meio ambiente dependendo do volume aplicado.

Neste sentido, o reaproveitamento da vinhaca na lavoura apresenta limita¢es quanto a
dosagem desse residuo no solo. Ultrapassar os seus limites pode ndo ser uma estratégia
sustentavel por apresentar efeitos negativos ao meio ambiente e & propria cultura (LIMA et
al., 2016).

2.4 Fitorremediacao
Recentemente, inlmeras acdes antropogénicas tém chamado atencdo quanto aos seus
impactos nos ecossistemas. Sobretudo quanto as praticas agricolas, devido ao indiscriminado
uso de pesticidas e gestdo inadequada das aplicacdes destes compostos quimicos nas culturas,
podendo resultar em contaminacdo do solo e das aguas superficiais e subterraneas (OLIVA
JUNIOR, 2012).

Biodegradacdo microbiana, fitorremediacdo pelo uso de plantas e vermicompostagem
com minhocas sdo diferentes técnicas que podem ser aplicadas como biorremediacdo destas
areas impactadas. Trata-se de uma alternativa ecologicamente viavel que oferece diferentes
possibilidades de destruir ou tornar os contaminantes em substancias indcuas (MORILLO;
VILLAVERDE, 2017).

O processo foi utilizado por Aradjo e Orlanda (2014) para biorremediar solo do
cerrado maranhense contaminado por 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) utilizando linhagens
bacterianas. Seu resultado revelou alta porcentagem de inativacdo desse herbicida pelos
microrganismos. Além disso, o cultivo de algumas espécies vegetais no solo impactado pode

estimular o crescimento microbiano e induzir a degradacdo de moléculas poluentes, como 0s
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residuos de herbicidas, pela acdo da microbiota capaz de (co)metaboliza-los (MELO et al.,
2017).

A fitorremediacdo de herbicidas tem sido muito estudada no Brasil (SANTOS et al.,
2004; PIRES et al., 2006; CARMO et al., 2008; PROCOPIO et al., 2008; BELO et al., 2011;
MADALAO et al., 2012; MONQUERQO et al., 2013).

Esse processo trata-se do uso de plantas para a reducdo da concentracdo e da toxidez
de contaminantes no ambiente (ALI et al., 2013). Pesquisas relacionadas a essa técnica
buscam compreender a interacdo planta-contaminante (VASCONCELLOS et al., 2012), cuja
fisiologia do vegetal é capaz de promover a descontaminacdo ambiental (SOUZA et al.,
2011).

Dependendo da origem do contaminante e da espéecie vegetal, existem diferentes
mecanismos  fitorremediadores: extragdo, estabilizacdo, volatilizacdo, acumulagéo,
degradacédo ou estimulo da microbiota indigena associada, conhecida como fitoestimulacao.
As plantas sdo capazes de suportar grandes populagfes microbianas na rizosfera pela
producdo de exsudados nas raizes (TURPAULT et al., 2007; AZABUIKE et al., 2016;
SANTOS et al., 2017). Portanto, representa um importante método de remediacdo para areas

impactadas com herbicidas de elevada persisténcia (SANTOS et al., 2010).

Logo, estudos vém sendo realizados com o intuito de reduzir esse efeito residual dos
herbicidas pela utilizacdo de espécies vegetais que aceleram a diminuicdo dos seus niveis no
solo. Seus resultados também apresentaram beneficios agricolas pela utilizacdo de espécies de
interesse agricola como plantas forrageiras e pela aplicacdo em adubos verdes (PIRES et al.,
2003; 2005a,b; 2008; MELO et al., 2017)

Diversos trabalhos na literatura observaram a reducdo na concentracdo de pesticidas
no solo empregando fitorremediacdo (PIRES et al., 2003; 2005a,b; 2008; CARMO et al.,
2008; MADALAO et al., 2013; MELO et al., 2017). No entanto, a toxicidade dessas amostras
de solo antes e apos o tratamento ndo foi analisada. Assim, sabendo-se que a degradacdo de
compostos organicos pode gerar compostos intermediarios mais toxicos que a molécula
original (ROCHA et al.., 2018), torna-se essencial a avaliacdo do potencial ecotoxicolégico
no ambiente para evidenciar o sucesso no processo de biorremediacdo (BANKS; SCHULTZ,
2005).



21

2.5 Ecotoxicidade
A ecotoxicologia é o ramo da toxicologia que avalia os efeitos toxicos resultantes da
acdo de compostos de origem natural ou sintética nos ecossistemas, o que pode resultar em
impactos na fauna, flora e/ou microbiota (FORBES; FORBES, 1994).

Os efeitos adversos causados pela acdo de agentes quimicos sobre 0s seres vivos sao
avaliados por meio dos testes de ecotoxicidade, que avaliam estes prejuizos sobre organismos-
teste ou espécies ndo alvo da substancia em analise (HAGNER et al., 2010; CARDOSO;
ALVES, 2013).

Para o estudo da ecotoxicologia, um bom modelo a ser utilizado séo os pesticidas
agricolas. Esses compostos causam constantemente problemas de contaminacgdo, apresentam
alta persisténcia no meio ambiente e provocam efeitos toxicos nas cadeias ecoldgicas,
atingindo diferentes formas de vida. Assim, a partir de bioensaios com diferentes seres vivos é
possivel avaliar os impactos do uso desses produtos sobre organismos ndo alvo (GRISOLIA,
2005).

A permanéncia de compostos no solo pode ser determinada quantitativamente por
técnicas cromatograficas. J4 os bioensaios de ecotoxicidade destacam-se pela deteccdo dos
residuos ativos biologicamente, diminuindo a complexidade e o custo de analise. No entanto,
seus resultados sdo semiquantitativos e especificos para a molécula e o organismo-teste
utilizados (BEYER et al., 1988).

Com base nisso, diversos estudos de biorremediacdo vém utilizando sementes na
avaliacdo ecotoxicolégica do processo de tratamento de ambientes potencialmente
contaminados para diferentes compostos: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos - HPAs
(CARVALHO et al.., 2010), 6leos lubrificantes automotivos (LOPES et al., 2010), farmacos
(REDE, 2011), 6leos vegetais e biodiesel (TAMADA et al., 2012), petréleo e derivados
(CRUZ et al.., 2014), espumas de incéndio (MONTAGNOLLI et al., 2017), cérregos urbanos
contaminados por efluentes de origem domiciliar e industrial (SANTOS et al., 2017), entre

outros.

Contudo, pesquisas com tratamento de solo com pesticidas utilizando microrganismos
(VILLAVERDE et al., 2017; WANG et al., 2018) e plantas (PIRES et al., 2003; 2005a,b;
2008; CARMO et al., 2008; MADALAO et al., 2013; MELO et al., 2017) geralmente n3o

avaliam a toxicidade do meio antes e ap6s 0 processo bioldgico. Portanto, ndo sdo capazes de



22

certificar a eficiéncia da biorremediacdo pela auséncia de dados ecotoxicologicos

comparativos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar o potencial de espécies vegetais utilizadas na agricultura como forrageiras e adubo
verde em remediar solo com associag¢Oes de tebuthiuron e vinhaga, analisando a eficiéncia

do processo de biorremediacao.Especificos

3.2 Especificos

e Auvaliar o desenvolvimento vegetal de espécies utilizadas na agricultura como
forrageira e adubo verde em solo com tebuthiuron e vinhaga;

e Analisar o potencial de remediacdo de espécies vegetais em solos com diferentes
associacOes tebuthiuron-vinhaca, utilizando uma espécie sentinela ap6s 0 processo
biologico;

e Monitorar o potencial ecotoxicologico das amostras de solo nos tratamentos antes e

apos o processo de biorremediacéo;
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4 DESENVOLVIMENTO E PRODUCAO DE ADUBO VERDE EM SOLO COM
APLICACAO DE TEBUTHIURON E VINHACA

4.1 INTRODUCAO

A cana-de-aglcar representa uma cultura de grande importancia no Brasil.
Atualmente, o estado de Séo Paulo ocupa a posi¢do de maior produtor, com uma area plantada
superior a 52% (CONAB, 2017).

Além dos fatores de acréscimo na produtividade, é necessario um destaque também,
para aqueles que podem limitar o sucesso da cultura. Dentre eles, as condi¢Bes climaticas,
doencas, insetos praga e as plantas daninhas. Essas, quando ndo controladas de maneira
adequada, podem resultar em até 85% de perdas para a producdo da cultura (VICTORIA
FILHO ; CHRISTOFFOLETI, 2004).

Neste contexto, destaca-se o grande volume de utilizacdo do herbicida tebuthiuron em

funcédo da sua acdo pré-emergente e da inibicdo do fotossistema Il (BRASIL, 2018).

Além do herbicida, outros compostos, como a vinhaca, que € um subproduto organico
da producdo de etanol (ASSAD, 2017) é aplicada nos canaviais e tem sua acdo fertilizante
explorada na fertirrigacdo (SANTOS et al., 2009; LIMA et al., 2016). Resultando em
economia na adubacédo dos canaviais (ROSSETTO, 2004).

Entretanto, a estratégia da fertirrigacdo apresenta limitacfes quanto a dosagem desse
material que pode ser utilizado no solo. Ultrapassar os seus limites pode ndo ser algo
sustentavel, e pelo contrario, causar danos ao meio ambiente e a propria cultura (LIMA et al.,
2016). Além disso, a ampla utilizacdo do tebuthiuron na cultura pode ocasionar prejuizos pela
sua alta persisténcia (por até dois anos) no solo (PIRES et al., 2006) e elevado potencial
toxico para organismos ndao-alvo (IBAMA, 2009). Portanto, faz-se necessaria a avaliacdo de
aplicacdo deste herbicida associada a fertirrigacdo com o intuito de cultivar espécies de

interesse agrondmico para a reforma de canaviais.

A utilizacdo de espécies leguminosas como adubo verde é recomendada na reforma do
canavial (AMBROSANO et al., 2013) por apresentar beneficios, como: fixacdo biologica de
nitrogénio (TIMOSSI et al., 2011), custo relativamente baixo, aumento na produtividade da
cultura, conservacdo do solo, e protecdo contra espécies invasoras (AMBROSANO et al.,
2005).
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Com isso, essa pesquisa teve como objetivo avaliar o efeito fitotoxico do tebuthiuron
associado ou ndo a vinhaca sob desenvolvimento vegetal e capacidade de producdo de
biomassa de espécies vegetais utilizadas na agricultura como forrageira e adubo verde.

5 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi instalada em casa de vegetacdo localizada na Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Tecnologicas, Universidade Estadual Paulista - FCAT/Unesp, cAmpus de Dracena,

coordenadas 21°28’ latitude sul e 51°31° longitude oeste com altitude média de 400 m.

O clima de tipo Aw (tropical umido), classificado segundo Koéppen (1948) com
temperatura local média de 22,1 °C e precipitacdo anual média de 1.200 mm, obtidos a partir
da estacdo meteorologica de Dracena EMA/FCAT.

O periodo de realizacdo foi entre marco e maio de 2019 com médias de temperatura e
umidade relativa do ar fora da casa de vegetacdo, de 25,7 °C e 73,4%, respectivamente,
também obtidos a partir da estacdo meteorologica de Dracena EMA/FCAT.

5.1 Coleta de solo e vinhacga

O solo da regido foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico por
Santos et al. (2018). A analise fisica revelou que consiste em 89,9% de areia, 7,1% de argila e
3,0% de silte, indicando textura arenosa. A composicdo quimica do solo pode ser observada
na Tabela 1. Essa caracterizacdo serviu de base para adubacdo dos vasos visando um bom

desenvolvimento das espécies avaliadas.

Os adubos foram utilizados nas seguintes dosagens por vaso: para o milheto, aplicacdo
de 80 g de Ureia diluida em 1,5 L de agua, divididos em 3 aplica¢fes de 500 mL cada. Para as
leguminosas, 8 g de Ureia diluidas em 4,5 L de agua aplicada em uma vez na semeadura. Para
todos os vasos: 125 g de KCI diluidos em 6 litros de agua, divididos em 3 aplicacdes de 2 L
cada, e 445 g de Super Fosfato Simples aplicados na preparacdo de 320 litros de solo,

necessarios para enchimento de todos os vasos (Fotos no apéndice).

Tabela 1. Composicéo fisico-quimica do solo.

Parametros Valor Unidade

pH 5,2

Matéria organica 3 g dm®

Potéssio 1,7 3
mmolc dm

Calcio 15
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Magnésio 4

Hidrogénio + Aluminio 13

Fosforo 5

Boro 0,17

Cobre 0,5 3
Ferro 8 mg dm
Manganés 7,8

Zinco 0,3

Saturacdo da CTC por bases (V%) 61 %
Soma de bases 21 mmole dirf
Capacidade de troca catiénica (CTC) 34

Fonte: Adaptado do resultado do laborat6rio da FCA/Unesp Botucatu

A vinhaca foi coletada em usina sucroenergética da regido de Dracena-SP em frascos

de vidro estéril. Posteriormente, o volume foi acondicionado em geladeira a 4 °C.

5.2 Herbicida tebuthiuron
O herbicida tebuthiuron foi adquirido em estabelecimento comercial no municipio de

Dracena-SP pelo produto comercial Combine® 500SC - Dow AgroSciences Industrial Ltda.

5.3 Espécies vegetais

As especies vegetais foram escolhidas conforme sua capacidade de remediar solo com
pesticidas e também pelo seu potencial agricola na melhora da qualidade do solo, sendo
utilizadas como adubo verde e/ou forrageiras na rotacdo da cultura de cana-de-actcar. Assim,
foram escolhidas quatro espécies da empresa BRSEEDS®, Lote 01/2018, Safra 2018/2018:
FG - feijdo-guandu (Cajanus cajan); FP - feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis)
(MADALAO et al., 2013; MADALAO et al., 2016); MC - mucuna-cinza (Mucuna pruriens
L. DC.). (PIRES et al., 2005; PIRES et al., 2008); e ML - milheto (Pennisetum glaucum)
(PIRES et al.., 2008).

5.4 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, no esquema
fatorial 2x2x4 com cinco repeticdes, ligado a dose recomendada de tebuthiuron pelo produto
comercial Combine® 500SC (auséncia e presenca), ao volume de vinhaca geralmente
utilizado na lavoura canavieira (auséncia e presenca), e as quatro espécies vegetais com

potencial agricola de utilizacdo na reforma de canaviais.

A dose utilizada do produto formulado Combine® 500SC foi de 2 L ha™ (200pldm™),

que corresponde a 1 kg ha™ do ingrediente ativo tebuthiuron. De acordo com a bula do
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produto, essa é a dose adequada para solos de textura arenosa e areno-argilosa (BRASIL,
2019).

O volume de vinhaca foi de 150 m* ha™ (150 mL dm™), que corresponde a aplicaco
geralmente realizada pela usina fornecedora, de acordo com a Norma Técnica P4.231/2005 da
CETESB (2005).

5.5 Preparo das unidades experimentais
Os vasos utilizados como unidades experimentais (volume de 4 dms3) foram
preenchidos com solo. Primeiramente, os tratamentos com presenga de vinhacga receberam a

aplicacdo deste composto de forma manual e uniforme.

Tabela 2. Delineamento experimental dos tratamentos

Especie Tratamentos Tebutiurom Vinhaca Especie Tratamentos Tebutiurom Vinhaga
vegetal vegetal
la - - 3a § -
1b - + £l ° *
spl 1c P ) sp3 3c + =
1d + + & * i
2a - - 4a i )
2b - ¥ 4b - *
sp2 2 N ) sp4 4c + -
2d * + 4d * i

Fonte: Préprio autor

No dia seguinte, foi realizada a pulverizacdes do Combine® 500 SC na dose comercial
de 2 L ha®, através do pulverizador costal pesquisa (Herbicat®) pressurizado por CO,
equipado com seis pontas de jato plano XR 8002 na pressdo de 2 bar (vazdo de 0,65 L min™)
e espacadas em 0,5 m. A aplicagdo foi realizada na velocidade de 5 km h™ mantidas a uma
altura de 0,75 m em relacdo ao topo dos vasos proporcionando um volume de aplicacdo de
250 L ha™. As condicbes ambientais como temperatura e umidade relativa do ar foram
monitoradas no momento das pulverizacdes através de termo-higro-anemémetro-luximetro
digital portatil (Instrutherm® modelo THAL-300). A pulverizagdo aconteceu dentro de uma
casa de vegetacdo, o que evitou o efeito do vento sob a aplicacdo. Os tratamentos com
auséncia de vinhaca e/ou tebuthiuron tiveram o mesmo volume de &gua deionizada aplicado

naqueles com a adicdo desses compostos (Fotos no apéndice).

No dia seguinte a aplicacdo do tebuthiuron, foi realizada a semeadura de dez sementes

por vaso. Foi realizado o desbaste no 8° dia apds a semeadura (DAS) e conduzida uma planta
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por vaso. Esses foram irrigados diariamente por microaspersio a 6 mm h™ durante 60
minutos, sendo 30 minutos pela manha e 30 minutos ao final do dia, para manutencdo das

condicdes adequadas para o desenvolvimento vegetal.

5.6 Avaliacdo do desenvolvimento vegetal

O desenvolvimento das plantas foi avaliado de acordo com as seguintes andlises
semanais: (1) didmetro do colo em mm obtido com auxilio de um paquimetro; (I1) altura da
planta em cm com auxilio de uma régua; e (I11) nimero de folhas. Este monitoramento

periddico foi realizado por 50 dias e resultou em seis avaliacOes.

Ao final do experimento (t50), as plantas de cada tratamento foram separadas para
determinagdes da biomassa: massa fresca das partes aérea (MFPA) e radicular (MFR) e massa
seca das partes aérea (MSPA) e radicular (MSR). A separacdo da parte aérea e raiz se deu
pelo corte do colmo rente ao solo. As raizes foram lavadas para que todo o solo fosse
removido. Apés a separacdo, cada fracdo foi pesada separadamente, embalada em saco de
papel e colocada em estufa de circulagdo forgada de ar a 65°C, por 72 horas e novamente

pesadas (Fotos no apéndice).

5.7 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram analisados efetuando-se a analise de variancia, teste de Tukey a
5,0% de probabilidade para a comparacdo de medias, utilizando o software Microcal Origin
8.0.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A mortalidade das espécies vegetais durante 0 monitoramento esta apresentada na
Tabela 3.

Inicialmente, observa-se que no tratamento controle (T-V-, auséncia de tebuthiuron e
vinhaca), apenas o milheto apresentou morte de 20% a partir de 29 DAS. Ja ao adicionar
vinhaca (T-V+), ndo foram registradas mortes até o tempo final (t50) para nenhuma espécie

vegetal (Tabela 3).

Contudo, a aplicacdo do tebuthiuron no solo provocou fitotoxicidade em todas as
espécies vegetais analisadas. A taxa de mortalidade nos tratamentos com feijdo-guandu e
feijdo-de-porco estava entre 80 e 100% aos 29 DAS, e no tempo final (50 DAS), o efeito do

herbicida resultou em morte de todos esses individuos (Tabela 3).
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Para a mucuna-cinza aos 50 DAS, a presenca do tebuthiuron ocasionou a morte de
60% e sua associacdo com a vinhaca reduziu essa perda para 40%. O milheto foi a espécie
com menor taxa de mortalidade na presenca do herbicida (40%), apesar de ser a Unica espécie
com 20% de perda em 15 DAS para o solo com associagdo tebuthiuron-vinhaga (T+V+)
(Tabela 3).

As porcentagens de mortalidade nos feijdes (FG e FP) demonstraram alta
susceptibilidade dessas espécies a aplicacdo recente do herbicida tebuthiuron, o que pode
inviabilizar sua utilizacdo na rotacdo de culturas com a cana-de-aglcar. Lembrando que na
pratica, a rotacdo acontece apds o ciclo completo da planta, o que pode levar um ano, e dessa
maneira, talvez as plantas ndo sofressem tanto com a fitotoxicidade do herbicida. Vale
ressaltar que ambas as espécies ndo estdo entre as plantas infestantes controladas pelo
tebuthiuron (BRASIL, 2019), porém seu efeito fitotoxico foi prejudicial ao desenvolvimento

das plantas nos tratamentos com o herbicida.

Tabela 3. Porcentagem de mortalidade das espécies vegetais em 15, 29 e 50 dias apés a
semeadura (DAS). Composicao dos tratamentos: T(tebuthiuron), V(vinhaga), + (presenca) e -

(auséncia).

Porcentagem de mortalidade

L . Tratamentos
Especies DAS TV T4 T4V- Tave
15 0 0 0 0
Feijao guandu 29 0 0 80 100
50 0 0 100 100
15 0 0 0 0
Feijao de porco 29 0 0 100 80
50 0 0 100 100
15 0 0 0 0
Mucuna cinza 29 0 0 40 40
50 0 0 60 40
15 0 0 0 20
Milheto 29 20 0 20 40
50 20 0 20 40

Fonte: Préprio autor
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Figura 2. Altura das plantas durante o desenvolvimento vegetal por 50 dias.
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Legenda: a) T-V-; b) T-V+; ¢) T+V-; d) T+V+. Composicao dos tratamentos: T (tebuthiuron),
V (vinhaga), + (presenca) e - (auséncia). FG — Feijdo-guandu, FP — Feijdo-de-porco, MC —

Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Proprio autor

De forma semelhante ao presente trabalho, Alves et al.. (2018) demonstraram que
diferentes doses do herbicida sulfentrazone (0,0; 0,3; 0,6 e 1,2 kg ha™) provocaram a morte de
espécies vegetais ndo-alvo: crotalaria, milheto, mucuna-preta e sorgo. Por outro lado, o feijdo-
guandu foi indicado por Monqueiro et al.. (2013) como uma boa espécie para a producédo de

adubo verde em solos com o herbicida diclosulam.

Aos 15 DAS, avaliacdes dos parametros morfoldgicos das plantas foram realizadas
semanalmente até o 50 DAS. O acompanhamento da altura nos diferentes tratamentos esta
apresentado na Figura 1 e os resultados no tempo final (t50) analisados estatisticamente estao

na Tabela 4.



31

O monitoramento da altura das plantas revelou que os maiores valores foram
encontrados no tratamento controle (T-V-, Figura 2a). Em contrapartida, oS menores
resultados foram observados na presenga de tebuthiuron e vinhaga (T+V+, Figura 2d). Em
relagdo as espécies, destaca-se a mucuna-cinza seguida do milheto (Figura 1).

Quando realizada a analise de variancia para a altura em 50 DAS (Tabela 4), nota-se
que ndo houve resultado para os feijoes (FG e FP) em funcdo da mortalidade na presenga do
herbicida (Tabela 3).

O monitoramento do desenvolvimento vegetal nos tratamentos também foi realizado
para o didametro das plantas e o niamero de folhas e estd apresentado nas Figuras 3 e 5,
respectivamente. Igualmente ao realizado para os resultados da altura, a anélise de variancia
para o diametro e nimero de folhas foi realizada no tempo final e pode ser observada, na
Tabela 4.

Figura 3. Diametro das plantas durante o desenvolvimento vegetal por 50 dias.
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Legenda: a) T-V-; b) T-V+; ¢) T+V-; d) T+V+. Composic¢do dos tratamentos: T(tebuthiuron),
V(vinhaga), + (presenca) e - (auséncia). FG — Feijdo-guandu, FP — Feijdo-de-porco, MC —
Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Proprio autor

Figura 4. Numero de folhas das plantas durante o desenvolvimento vegetal por 50 dias.
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Legenda: a) T-V-; b) T-V+; ¢) T+V-; d) T+V+. Composicao dos tratamentos: T(tebuthiuron),
V(vinhaca), + (presenca) e - (auséncia). FG — Feijao-guandu, FP — Feijao-de-porco, MC —

Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Préprio autor

Na Tabela 4, é demonstrado o efeito prejudicial para a altura da mucuna-cinza quando
associado o herbicida com a vinhaca. A aplicacdo isolada desses compostos ndo revelou
diferenca com o tratamento controle (T-V-). Porém, quando combinados (T+V+), houve uma

reducdo significativa de 65%.
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Comparando-se as espécies vegetais, apenas no tratamento T-V+ foi encontrada
diferenca significativa (Tabela 4). Neste caso, a mucuna-cinza teve maior resultado com 134,6

cm de altura.

Diferentemente dos resultados apresentados na Figura 2 e na Tabela 4, Galon et al..
(2017) observaram reducdo na altura de centeio, ervilhaca e soja-preta na presenca de uma
mistura de herbicidas (chlorimuron-ethyl e sulfometuron-methyl). Da mesma forma, Sanchez
et al.. (2017) relevaram que a aplicacdo de atrazine afetou o crescimento de quatro espécies
vegetais (azevém, cevada, festuca-alta e milho), sendo o milho mais resistente nas menores

doses.

A menor susceptibilidade das espécies vegetais em relacdo ao herbicida é uma
caracteristica fundamental para seu uso em reforma de canaviais. Neste sentido, diferentes
ingredientes ativos podem apresentar prejuizos no desenvolvimento vegetal relativos a cada
espécie. Para o tebuthiuron, associado ou ndo a vinhaca, foi observado que o uso de feijao-
guandu e feijdo-de-porco torna-se inviavel, mas a mucuna-cinza e o milheto demonstraram-se

como alternativas viaveis.

Tabela 4. Analise de variancia do didmetro das plantas aos 50 DAS. Composicdo dos

tratamentos: T(tebuthiuron), V(vinhaca), + (presenca) e - (auséncia).

Espécies Tratamentos
T- V- T-V+ T+V- T+V+
Altura (cm)
Feijao-Guandu 64,40 Aa 49,20 Bb *ND *ND
Feijao-de-Porco 75,00 Aa 64,80 Bb *ND *ND
Mucuna-Cinza 125,80 Aa 134,60 Aa 115,50 Aab 44,00 Bb
Milheto 71,00 Aa 53,60 Ba 60,75 Ba 56,67 Aa
Diametro do coleto / mm
Feijao-Guandu 5,41 Ba 4,69 Bb *ND *ND
Feijao-de-Porco 5,67 Ba 5,60 Bb *ND *ND
Mucuna-Cinza 5,05 Ba 5,03 Ba 4,47 Bab 3,49 Bb
Milheto 52,71 Aa 42,30 Aa 35,88 Aa 23,14 Ab
Numero de folhas
Feijao-Guandu 16,80 Aba 13,00 Bb *ND *ND
Feijao-de-Porco 4,80 Ca 4,20 Cb *ND *ND
Mucuna-Cinza 14,40 Ba 11,00 Ba 11,50 Ba 2,00 Ab
Milheto 22,50 Aa 20,80 Aa 20,50 Aa 16,33 Ba
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Letras maiUsculas diferentes representam diferenca significativa das médias entre os tratamentos
na coluna e letras mindsculas diferentes representam diferenca significativa das médias entre os
tratamentos na linha (teste de Tukey a 5,0% de significancia).

*ND (N&o detectado, por morte da planta)
Fonte: Proprio autor

O acompanhamento do didmetro das plantas revelou que, assim como na altura, 0s
maiores valores foram encontrados no tratamento controle (T-V-, Figura 3a). Por outro lado,
0s menores resultados foram observados na presenca de tebuthiuron e vinhaga (T+V+, Figura
3d). Em relacdo as espécies, destaca-se o milheto seguido da mucuna-cinza (Figura 3).

Quando realizada a analise de variancia para o didmetro e namero de folhas em 50
DAS (Tabela 4), nota-se que ndo houve resultado para os feijoes (FG e FP) em funcdo da
mortalidade ja& mencionada na presenca do herbicida (Tabela 3).

Na Tabela 3, é demonstrado o efeito prejudicial para o diametro do coleto da mucuna-
cinza quando associado o herbicida com a vinhaca em relacdo a amostra de solo controle. No
entanto, a aplicacéo isolada (T-V+ e T+V-) ndo revelou diferengca com o tratamento sem esses
compostos (T-V-). Ja o milheto, o tratamento T+V+ apresentou menor valor de diametro para
as plantas, diferindo significativamente de todos os outros. Além disso, o diametro do milheto
foi maior em todos os tratamentos com diferencas significativas em relacéo as outras espécies
vegetais, atingindo de 23,14 a 52,71 cm. (Tabela 3).

Quanto a avaliacdo do numero de folhas, essa obteve maiores variacGes, tendo em
vista que as espécies vegetais apresentavam grande diferenca em morfologia foliar e que em
determinados momentos houve queda e novas brotacdes de folhas. Essa queda pode ser
proveniente da fitotoxicidade que as plantas sofreram, como também do desenvolvimento
natural de cada espécie (Rocha et al., 2010). Os maiores valores foram encontrados na
auséncia de tebuthiuron e vinhaca (Figura 3a) e os menores na presenca de ambos (Figura 3d).
Observa-se também, pela Figura 4, que o milheto apresentou maior nimero de folhas nos

tratamentos.

Ainda na Tabela 4, observa-se efeito fitotoxico do herbicida para o namero de folhas
da mucuna-cinza quando associado com a vinhaca. Igualmente ao resultado do diametro do
colo, a aplicacdo isolada ndo revelou diferenca com o tratamento controle (T-V-). Contudo,
quando ambos foram adicionados (T+V+), esse tratamento diferiu de todos os outros,

mostrando uma reducéo de 86,11% na média do nimero de folhas.
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A comparacdo entre espécies revela que o milheto destaca-se com diferenca
significativa entre todas as espécies vegetais, com exce¢do do feijdo-guandu no tratamento

sem o uso de tebuthiuron e vinhaga.

Corroborando com o exposto, Dutra et al. (2017) afirmaram que a aplicagcdo dos
herbicidas diuron e hexazinone afetou, entre outros fatores, a taxa de crescimento em
didmetro e a area foliar de mudas de ipé-mirim, promovendo diminuicdo desses atributos,

comparado a testemunha.

Neste sentido, observa-se que, mesmo na dose comercial, a utilizacdo do herbicida
tebuthiuron foi capaz de afetar o desenvolvimento das quatro espécies de interesse
agrondmico para a reforma de canaviais. Portanto, uma avaliagcdo prévia de sua aplicacdo
associada ou ndo a outras substancias torna-se uma importante etapa para viabilizar o uso de

plantas leguminosas ou gramineas.

Aos 50 DAS, realizou-se a coleta das espécies vegetais e separacdo entre parte aérea e
raiz para determinacdo da biomassa. Esse € um fator de grande importancia, pois o acumulo
de biomassa, propicia a manutencdo da fertilidade do solo além de proporcionar a mesma
cobertura vegetal por um periodo mais longo que podera resultar em melhoria nas

propriedades fisicas e quimicas do solo (SOUZA et al., 2005).

O resultado da analise de variancia para as massas fresca e seca da parte aérea e raiz
das espécies vegetais estdo apresentados na Tabela 5. A biomassa fresca da parte aérea e da
raiz das quatro espécies vegetais analisadas apresentou comportamento semelhante as

avaliacOes de altura, diametro do colo e nimero de folhas.

Na Tabela 5, estdo os resultados para a parte area das plantas em que € demonstrado
mais uma vez o efeito prejudicial para a mucuna-cinza quando associado o herbicida com a
vinhaca. A aplicacdo isolada desses compostos, embora causasse reducdo dos valores, ndo
apresentou diferenca com o tratamento controle (T-V-). Para o milheto, ndo foi observada
diferenca estatistica nos tratamentos para massa fresca da parte aérea, porém, para a massa

seca, a combinacdo dos compostos (T+V+) diferiu dos tratamentos T-V- e T-V+ (Tabela 5).

As outras espécies (FG e FP), como observado na Tabela 1, ja haviam morrido no
tempo final do experimento (t50). Portanto, o milheto e a mucuna-cinza mostraram que,
embora houvesse uma queda da biomassa da parte aérea na combinagdo dos compostos

(T+V+), as plantas ainda se mantiveram vivas e capazes de se desenvolver, com destaque
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principalmente para o milheto que se torna uma alternativa para a geragdo de cobertura

vegetal.

Quanto a massa fresca e seca da raiz, é possivel observar em todas as espécies
vegetais, que essa parte da planta foi a mais afetada. O resultado para a combinacdo de
tebuthiuron e vinhaca (T+V+) diferiu da testemunha para estes parametros em relacdo a
mucuna-cinza (Tabela 5). Esta espécie também foi a mais prejudicada, mostrando valores
muito baixos de biomassa da raiz, sendo 0,40 g para massa fresca e 0,05 g para massa seca.
As plantas de milheto ndo diferiram em nenhum dos tratamentos, embora a redugdo no
tratamento T+V+ comparado ao controle tenha sido de 93,46% e 95,72% nas massas fresca e
seca da raiz, respectivamente. (Tabela 5).

Tabela 5. Analise de variancia da massa fresca e seca da parte aérea e raiz das espécies
vegetais. Composicdo dos tratamentos: T(tebuthiuron), V(vinhagca), + (presenca) e -

(auséncia).
ESpEci Tratamentos
SPectes T-V- T- v+ T+V- T+V+
Massa fresca PA
Feijao-Guandu 18,09 Ba 12,37 Ca *ND *ND
Feijao-de-Porco 50,4 Ba 42,66 Ba *ND *ND
Mucuna-Cinza 33,98 Ba 29,38 BCa 21,91 Bab 4,33 Bb
Milheto 170,93 Aa 92,68 Aa 92,51 Aa 50,19 Aa
Massa seca PA
Feijao-Guandu 5,21 Ba 3,58 Ba *ND *ND
Feijao-de-Porco 12,7 Aba 10,45 Aba *ND *ND
Mucuna-Cinza 8,73 Ba 7,49 Ba 4,88 Bab 0,63 Bb
Milheto 27,64 Aa 11,98 Aa 8,33 Aab 4,13 Ab
Massa fresca Raiz
Feijao-Guandu 6,04 Ba 2,79 Ba *ND *ND
Feijao-de-Porco 5,44 Ba 2,15 Ba *ND *ND
Mucuna-Cinza 1,73 Ba 1,34 Bab 1,12 Bab 0,40 Bb
Milheto 71,97 Aa 14,53 Aa 22,35 Aa 4,70 Aa
Massa seca Raiz
Feijdo-Guandu 0,47 Ba 0,28 Bb *ND *ND
Feijao-de-Porco 1,18 Ba 0,66 Ba *ND *ND
Mucuna-Cinza 0,35 Ba 0,23 Bab 0,22 Bab 0,05 Bb

Milheto 12,39 Aa 2,66 Aa 2,53 Aa 0,53 Aa
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Letras mailsculas diferentes representam diferenga significativa das médias entre os tratamentos na
coluna e letras minusculas diferentes representam diferenca significativa das médias entre os tratamentos
na linha (teste de Tukey a 5,0% de significancia).

*ND (N&o detectado, por morte da planta)
Fonte: Proprio autor

A reducdo da producdo de massa seca da parte aérea das espécies vegetais pode ser
atribuida ao fato do herbicida tebuthiuron possuir como mecanismo de acdo a inibicdo da
fotossintese, atuando no fotossistema 1l (TROPALDI et al., 2015), o que resulta na inibicao
do transporte de elétrons paralisando a fixacdo de CO; e a producdo de ATP e NADPH, os
quais sdo elementos essenciais ao crescimento das plantas (FUERST ; NORMAN, 1991;
PEREZ JONES et al., 2009).

De forma semelhante ao presente estudo, quanto a massa fresca da raiz, Ibrahim et al.
(2013) afirmaram que a aplicacdo do herbicida atrazine, que apresenta 0 mesmo mecanismo
de acdo do tebuthiuron, também afetou de forma mais significativa o desenvolvimento das
raizes de espécies vegetais nao-alvo: milho, tremogco amargo, sorgo doce, rabanete, tremoco
doce, aveia, soja e trigo. Corroborando com o exposto, Sanches et al. (2017) tambem
confirmaram que a atrazine diminuiu significativamente a biomassa total de varias espécies
vegetais ndo-alvo (azevém, cevada, festuca-alta e milho). Além disso, demonstraram que as

raizes dessas plantas foram afetadas em maior grau pelo herbicida.

A reducdo no valor da massa fresca, também foi observado por Galon et al. (2016),
que revelam que a aplicagdo combinada de atrazine e flumioxazin afetou o desenvolvimento
de sorgo sacarino resultando em menores massas quando comparado ao tratamento sem a

aplicacdo destes compostos.

Por fim, Monquero et al. (2013) ressaltaram que os resultados de acimulo de matéria
vegetal é importante, pois a escolha da espécie também deve considerar a taxa de crescimento
e a producdo de biomassa. Cazetta et al. (2005) afirmaram que a relacdo entre massa seca e
massa fresca (MS/MF) de gramineas pode ser 2,5 vezes maior do que a das leguminosas,
relevando uma informacéo relevante para a escolha da espécie vegetal que sera utilizada como

cobertura.

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram indicios de fitotoxicidade

provocada pelo tebuthiuron para a mucuna-cinza e o milheto, cujas redug6es da altura, do
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didmetro do coleto, do nimero de folhas, e da biomassa total foram decorrentes das alteraces
no processo fotossintético.

Comparando essas duas espécies (MC e ML), sabe-se que a parte aérea das
leguminosas apresenta baixa relagdo C/N resultando em rapida decomposicéo.
Diferentemente, gramineas apresentam relagdo C/N elevada, o que resultaria em massa seca
por mais tempo no solo. Em relacdo as raizes, ambas apresentam lignificacdo, o que resulta

em maior tempo para que sejam decompostas (GUIMARAES et al., 2017).

Porém, esses dois grupos de plantas diferenciam-se quanto a morfologia das raizes.
Nas leguminosas, elas crescem em profundidade, criando poros e melhorando a drenagem e
reducdo da resisténcia a penetracdo (SOUZA et al., 2013); enquanto nas gramineas ocorre
uma concentracdo de raizes proximo a superficie, resultando em agregacdo das particulas,
estabilizacdo da estrutura e elevacdo da taxa de infiltracdo de agua (SALTON et al., 2008;
SANTOS et al., 2012).

Diante do exposto, embora o milheto apresentasse melhor desenvolvimento e geracéo
de biomassa vegetal frente a mucuna-cinza, essa leguminosa ainda foi considerada como
melhor opcdo para utilizacdo em reforma de canavial em relacdo as espécies analisadas.
Dentre as vantagens estdo: o potencial de recuperacdo da fertilidade do solo pela
decomposicado da matéria vegetal; 0 aumento da capacidade de troca de cations; a melhora na
disponibilidade de macro e micronutrientes; o auxilio na formacdo e estabilizacdo de
agregados; a maior infiltracdo de agua; e, principalmente, o aporte de nitrogénio ao solo
devido a fixacdo bioldgica (SCIVITTARO et al., 2000; AMBROSANO et al., 2011; SOUZA
et al., 2013).

7 CONCLUSAO

As espécies vegetais feijdo-guandu e feijao-de-porco apresentaram elevados sintomas
de fitotoxicidade, o que resultou na morte de todas as plantas que receberam a aplicacdo do

herbicida.

Por outro lado, o milheto apresentou o menor indice de mortalidade e o melhor
desempenho quando associado tebuthiuron com a vinhaga. Entretanto, apesar desses
resultados para o milheto, a utilizacdo da mucuna-cinza foi a mais indicada para uso em
reformas de canaviais como adubo verde baseado no desenvolvimento vegetal e nas suas

caracteristicas como leguminosa.
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8 FITORREMEDIACAO DE SOLO COM TEBUTHIURON E VINHACA
UTILIZANDO CROTALARIA JUNCEA COMO PLANTA BIOINDICADORA

8.1 INTRODUCAO

Na cultura da cana-de-agUcar, a comunidade de plantas daninhas tem provocado sérias
perdas na produtividade, caso essa ndo seja adequadamente controlada. Apesar de apresentar
uma via fotossintética altamente eficiente (C4), colaborando dessa forma para seu adequado
crescimento nas fases iniciais do seu desenvolvimento, a cana é afetada pela presenca das
plantas daninhas, que competem por todos os recursos disponiveis (VICTORIA FILHO ;
CHRISTOFFOLETI, 2004; SANDANIEL; FERNANDES; BARROSO, 2008).

Assim, o plantio da cana-de-acUcar € desenvolvido em sua grande maioria em areas
extensas. Por isso, para obtencdo de produtividades elevadas, faz-se necessaria a utilizacdo de
um pacote tecnolégico para o manejo adequado de plantas daninhas, como os herbicidas
(KUVA et al., 2008; OLIVEIRA ; BRIGHENTI, 2011). Esse método quimico € o0 mais
utilizado na cultura, devido ao fato de apresentar facilidade de acesso e baixo custo,

comparado a outras técnicas de controle (KUVA et al., 2008).

Além dos herbicidas, a vinhaca que é um subproduto da industria sucroalcooleira e é
utilizada como fertilizante no campo (ANDRADE; DINIZ, 2007). A vinhaca representa um
residuo da destilacdo do alcool, cuja geracdo esta entre 10 a 14 litros para cada litro de etanol
produzido (ASSAD, 2017). Este fato evidencia seu grande potencial poluidor e,

consequentemente, a importancia do seu adequado descarte no meio ambiente.

Dentre as alternativas para despoluir areas contaminadas por agrotdxicos tem-se
optado por solucdes que englobam: eficiéncia na descontaminacdo, simplicidade na execucdo,
menor tempo demandado pelo processo e menor custo (FERRO et al, 1994). a
biorremediacdo apresenta-se como estratégia ecologicamente viavel no tratamento de areas
impactadas com compostos organicos. Seu principal objetivo é baseado na inducdo ou
aceleracdo dos processos bioldgicos naturais para reduzir a concentracao e os efeitos toxicos
dos agentes poluentes (FASANELLA; CARDOSO, 2016).

O processo de fitorremediacdo trata-se do uso de plantas para a reducdo da toxidez de
contaminantes no ambiente (ALI et al., 2013). As pesquisas relacionada a essa técnica

buscam a compreensdo da interacdo planta-contaminante (VASCONCELLOS et al., 2012).
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Assim, as plantas utilizadas devem apresentar capacidade de absor¢do de elementos toxicos
no solo para dessa forma promover sua descontaminacdo (SOUZA et al., 2011).

Nesse sentido, Pires et al. (2008), utilizando espécies como milheto (Pennisetum
typhoides), mucuna-preta (Stizolobium aterrimum), feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis) e
feijdo-guandu (Cajanus cajan), comprovaram eficiéncia da fitorremediacdo de tebuthiuron,
utilizando Crotalarea juncea como planta indicadora. Além disso, diversos trabalhos na
literatura observaram a redugdo na concentracdo de pesticidas no solo empregando
fitorremediacdo (PIRES et al.., 2003; PIRES et al.., 2005; PIRES et al., 2006; PIRES et al.,
2008; MADALAGO et al., 2013; MELO et al., 2017).

No entanto, a toxicidade dessas amostras antes e ap0s o tratamento ndo foi analisada.
A degradacdo de compostos organicos pode gerar compostos intermediarios mais toxicos que
a molécula original (ROCHA et al., 2018) e, portanto, torna-se essencial a avaliacdo do
potencial ecotoxicoldégico no ambiente para evidenciar 0 sucesso no processo de
biorremediagdo (BANKS; SCHULTZ, 2005).

Nesse sentido, objetivou-se avaliar o potencial de remediacdo de solo com tebuthiuron
e vinhaca por espécies de interesse agrondmico utilizando Crotalaria juncea como planta
indicadora e sementes de Lactuca sativa como organismos testes em ensaios de

ecotoxicidade.

9 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi instalada em casa de vegetacdo localizada na Faculdade de Ciéncias
Agrérias e Tecnoldgicas, Universidade Estadual Paulista - FCAT/Unesp, campus de Dracena,

coordenadas 21°28’ latitude sul e 51°31° longitude oeste com altitude média de 400 m.

O clima de tipo Aw (tropical umido), classificado segundo Kdppen (1948) com

temperatura média de 22,1 °C e precipitacdo anual média de 1.200 mm.

O periodo de realizacdo foi entre Maio e Julho de 2019 com médias de temperatura e

umidade relativa do ar de 22,6 °C e 62,9%, respectivamente.

9.1 Coleta de solo e vinhaca
O solo da regido foi classificado como Argissolo Vermelho-Amarelo distréfico por
Santos et al. (2018). A analise fisica revelou que consiste em 89,9% de areia, 7,1% de argila e

3,0% de silte, indicando textura arenosa.
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A anélise do solo foi realizada e apresentava as seguintes caracteristicas quimicas:
fosforo 5 mg/dm?®; matéria organica 3 mg/dm?®; pH 5,2; potéassio 1,7 mmolc/dm?; célcio
15 mmolc/dm®; magnésio 4 mmolc/dm®; H+Al 13 mmolc/dm®; CTC 34 mmolc/dm®; soma de
bases 21 mmolc/dm?®; e saturacdo da CTC por bases (V%) 61%. Essa caracterizacdo serviu de
base para adubacdo dos vasos visando um bom desenvolvimento das espécies avaliadas.

Os adubos foram utilizados nas seguintes dosagens por vaso: para o milheto, aplicacéo
de 80 g de Ureia diluida em 1,5 L de &gua, divididos em 3 aplica¢des. Para as leguminosas, 8
g de Ureia diluidas em 4,5 L de agua aplicada em uma vez na semeadura. Para todos 0s vasos:
125 g de KCI diluidos em 6 litros de agua, divididos em 3 aplicacOes, e 445 g de Super
Fosfato Simples aplicados na preparacdo de 320 litros de solo, necessarios para enchimento

de todos 0s vasos.

A vinhaca foi coletada em usina sucroenergética da regido de Dracena-SP em frascos

de vidro estéril. Posteriormente, o volume foi acondicionado em geladeira a 4 °C.

9.2 Herbicida tebuthiuron
O herbicida tebuthiuron foi adquirido em estabelecimento comercial no municipio de

Dracena-SP pelo produto comercial Combine® 500SC - Dow AgroSciences Industrial Ltda.

9.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi em blocos casualizados, no esquema
fatorial 2x2x4 com cinco repeticdes, ligado a dose recomendada de tebuthiuron pelo produto
comercial Combine® 500SC (auséncia e presenca), ao volume de vinhaca geralmente
utilizado na lavoura canavieira (auséncia e presenca), e as quatro espécies vegetais com
potencial agricola de utilizacdo na reforma de canaviais (milheto (Pennisetum typhoides),
mucuna-cinza (Mucuna pruriens L. DC.), feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) e feijdo-

guandu (Cajanus cajan),).

9.4 Preparo das unidades experimentais

Os vasos utilizados como unidades experimentais foram anteriormente ocupados pelas
espécies potencialmente fitorremediadoras (feijdo-de-porco, feijao-guandu, mucuna-cinza e
milheto) conforme Artigo 1. Dez dias apds a coleta do material vegetal dessas espécies, foi

realizada a semeadura de dez sementes da espécie sentinela, Crotalaria juncea.

Foi realizado o desbaste no 10° dia apds a semeadura (DAS) e conduzida uma planta

por vaso. Esses foram irrigados diariamente por microaspersao a 6 mm/h durante 60 minutos,
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sendo 30 minutos pela manha e 30 minutos ao final do dia, para manutencdo das condicoes
adequadas para o desenvolvimento vegetal.

9.5 Avaliacdo do desenvolvimento vegetal

O desenvolvimento da planta foi avaliado de acordo com as seguintes andlises
semanais: (1) didmetro do colo em mm obtido com auxilio de um paquimetro; (I1) altura da
planta em cm com auxilio de uma régua; e (I1l) nimero de folhas. Este monitoramento

periddico foi realizado por 45 dias e resultou em seis avaliacdes.

Ao final do experimento (t45), a planta de cada tratamento foi separada para
determinacdes da biomassa: massa fresca das partes aérea (MFPA) e radicular (MFR) e massa
seca das partes aérea (MSPA) e radicular (MSR).

A separacgdo de parte aérea e raiz se deu pelo corte do colmo rente ao solo. As raizes
foram lavadas para que todo o solo fosse removido. Apos a separacdo, cada fracdo foi pesada
separadamente, embaladas em saco de papel e colocadas em estufa de circulagédo forcada de ar
a 65°C, por 72 horas, e novamente pesadas.

9.6 Bioensaios de ecotoxicidade

Bioensaios foram preparados a fim de monitorar o potencial ecotoxicologico de cada
tratamento no decorrer do periodo. Assim, a fitotoxicidade das amostras foi determinada nos
tempos inicial (t0) e final (t50) utilizando como organismo-teste sementes de alface (Lactuca
sativa), segundo Sobrero e Ronco (2004). A determinacdo do efeito fitotoxico de cada
tratamento foi realizada em seis replicatas a partir do extrato aquoso (solubilizado), de acordo
a NBR 10.006 (ABNT, 2004).

Os testes de ecotoxicidade foram preparados em placas de Petri com papel filtro,
contendo 2,0 mL do solubilizado e 10 sementes de alface. Em seguida, as placas foram
envolvidas com filme de PVC o que evitava a perda de umidade e incubadas a 20 + 2 °C por

120 h ao abrigo da luz.

Controles positivo (CP) e negativo (CN) foram preparados utilizando sulfato de zinco
0,05 M, que promovem a inibi¢do da germinacdo de sementes (SOBRERO. RONCO, 2004) e

agua deionizada, respectivamente, para testar a sensibilidade das sementes.

Assim, foram determinadas: a germinacdo das sementes, o alongamento da raiz e do

hipocotilo (> 0,1 mm) e o indice de germinacao (GI - Germination Index) que combina a
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germinacdo de sementes (%G) e alongamento da raiz (%R) relativos ao CN. O Gl foi
utilizado para avaliar a toxicidade das amostras de solo no organismo-teste, conforme a
Equacdo 1 (LABOURIAU; AGUDO, 1987):

GI=((%G)x(%R))/100 [1]

Os resultados estdo expressos em “1-GI”, 0 que indica que valores acima de zero
resultam em prejuizos a germinacdo e ao desenvolvimento do organismo-teste, engquanto
valores negativos representam beneficios a Lactuca sativa nos bioensaios, visto que CN é o

ensaio referéncia com valor zero.

9.7 Forma de analise dos resultados

Os resultados foram analisados efetuando-se a analise de variancia, teste de Tukey a
5,0% de probabilidade para a comparacdo de medias, utilizando o software Microcal Origin
8.0.

10 RESULTADOS E DISCUSSAO

Dezessete dias ap6s a semeadura, avaliagdes dos parametros morfologicos da
Crotalaria juncea foram realizadas semanalmente até o 45° DAS. O acompanhamento da
altura nos diferentes tratamentos esta apresentado na Figura 5 e os resultados no tempo final

(t45) analisados estatisticamente estdo na Tabela 6.

O monitoramento do desenvolvimento vegetal nos tratamentos também foi realizado
para o didmetro das plantas e o niumero de folhas e esta apresentado nas Figuras 6 e 7,

respectivamente.

Figura 5. Altura de C. juncea durante o desenvolvimento vegetal por 45 dias.



45

Altura / cm

90 90+
75 75
£ 60 ) 60
S
£ 45- 45
£
<
30 - 304
15 4 | 154
0- T v T v T T T 0 1 T T v T T T
c) 0 15 30 45 d) 0 15 30 45
DAS DAS

Legenda: a) T-V-; b) T-V+; ¢) T+V-; d) T+V+. Composicao dos tratamentos: T (tebuthiuron),
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Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Proprio autor

Figura 6. Diametro de C. juncea durante o desenvolvimento vegetal por 45 dias.
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Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Préprio autor

Figura 7. Numero de folhas de C. juncea durante o desenvolvimento vegetal por 45 dias.
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Mucuna-cinza, e ML — Milheto.

Fonte: Proprio autor

O monitoramento da altura da espécie sentinela revelou que os maiores valores foram
encontrados no tratamento controle (T-V- Figura 5a). Por outro lado, os menores resultados

foram observados na presenca de tebuthiuron e vinhaga (T+V+, Figura 5d).

O acompanhamento do didmetro da C. juncea revelou que, assim como na altura, 0s
maiores valores foram encontrados no tratamento controle (T-V-, Figura 6a). Por outro lado,

0s menores resultados foram observados na combinag¢do dos compostos (T+V+, Figura 6d).

Quanto a avaliacdo do numero de folhas, essa obteve maiores variacfes, tendo em
vista que em determinados momentos as folhas caiam, e depois voltavam a se desenvolver.
Essa queda pode ser proveniente da fitotoxicidade que as plantas sofreram, como também do

desenvolvimento natural de cada espécie (ROCHA et al., 2010). Os maiores valores foram
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encontrados na auséncia de tebuthiuron e vinhaga (T-V-, Figura 7a) e 0S menores na presencga
de ambos (T+V+, Figura 7d).

Quando realizada a analise de variancia para a altura em 45 DAS (Tabela 6), nota-se
que a combinagdo dos compostos (T+V+) resultou em diferenca estatistica com o tratamento
T-V+ e T-V+ para 0s vasos anteriormente ocupados por mucuna-cinza e milheto. Pode-se
observar também que, como as espécies feijdo-guandu e feijao-de-porco em experimento
anterior ndo se desenvolveram, demonstrando alta suscetibilidade a molécula do herbicida, a
espécie sentinela também ndo se desenvolveu, indicando que provavelmente a molécula do

herbicida ainda permanecia nesses vasos.

Diferentemente do exposto, Pires et al. (2008) indicam que as espécies feijao-de-porco
e feijdo-guandu, tomando como base a altura de plantas, foram as espécies que melhor

remediaram o herbicida tebuthiuron, resultando em bons resultados para a espécie sentinela.

Igualmente ao realizado para os resultados da altura, a analise de variancia para o

diametro e numero de folhas foi realizada no tempo final e pode ser observada na Tabela 6.

Para o didmetro, foi observada diferenca significativa para 0s vasos com mucuna-cinza
e milheto, entre o tratamento T+V+ e os tratamentos controle e T-V+. A combinacdo dos
compostos resultou em uma queda de aproximadamente 63% no didmetro do caule da espécie

sentinela, comparado com a testemunha.

Entretanto, é importante observar que a presenca isolada do herbicida, ndo diferiu dos
demais tratamentos para nenhuma das espécies vegetais, podendo indicar que houve um nivel
de degradacdo da molécula desse herbicida, propiciando um desenvolvimento da C. juncea

similar com o tratamento controle e T-V+.

Isso pode ter ocorrido devido ao fato que determinadas moléculas do herbicida ainda
continuam no solo apos o cultivo da espécie remediadora, sugerindo que houve uma reducéo
dos efeitos toxicos, mas ndo a remediacdo completa do composto no solo (FERRACO et al.,
2017).

A eficiéncia da remediacdo de herbicidas de forma significativa, foi observada por
Ferraco et al.. (2019) que ao avaliarem o crescimento e desenvolvimento de P. glaucum,
notaram que, o cultivo prévio de C. juncea no solo contaminado com sulfentrazone contribuiu

para aumentar a altura da espécie bioindicadora aos 25 e 42 dias ap6s emergéncia,
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independentemente da densidade avaliada, embora esse aumento seja menor quando
comparado a altura de P. glaucum cultivada sem o herbicida

Por outro lado, Madal&o et al. (2012b) em trabalho similar, utilizando o milheto como
planta indicado e sulfrentazone, que também é um herbicida, observaram que a presenca desse
composto teve efeito fitotoxico sobre a espécie sentinela, mesmo apds o processo de
utilizacdo de plantas com potencial fitorremediador, as plantas de milheto apresentaram
brusca reducdo da altura e biomassa fresca e seca.

Na Tabela 6, para o namero de folhas, a aplicacdo isolada dos compostos nédo revelou
diferenca com o tratamento controle (T-V-) para 0s vasos anteriormente ocupados por
mucuna-cinza, como também os de milheto. Porém, quando combinados (T+V+), houve uma
reducdo significativa dessa variavel, mostrando diferenca significativa entre testemunha e
tratamento T-V+, tanto para vasos anteriormente ocupados por mucuna-cinza, quanto para 0s
de milheto.

Franco et al. (2014) relataram que a fitorremediacdo foi efetiva pela espécie Urochloa
brizantha, analisando-se o numero de folhas, area foliar e altura das plantas de feijao
(Phaseolus vulgaris) utilizadas como cultura bioindicadora, observou-se tendéncia de
acréscimo nos valores dessas variaveis, com o incremento no nimero de dias de crescimento
da braquiaria nos vasos. Dessa forma, quanto maior o tempo de permanéncia da braquiaria,

maior foi o potencial remediador da espécie.

Tabela 6. Analise de variancia da altura, didmetro e nimero de folhas de C. juncea apds 45
DAS em vasos anteriormente ocupados por espécies vegetais. Composicdo dos tratamentos:

T(tebuthiuron), V(vinhaga), + (presenca) e - (auséncia).

Espéci Tratamentos
SPEcies T-V- T-VE THV- T+V+
Altura (cm)
Feijdo-Guandu 74,60 Aa 60,00 Aa *ND *ND
Feijdo-de-Porco 73,00 Aa 72,20 Aa *ND *ND
Mucuna-Cinza 78,40 Aa 85,80 Aa 58,50 Aab 18,75 Ab
Milheto 72,80 Aa 66,80 Aa 57,00 Aab 11,5 Ab
Diametro do coleto / mm
Feijdo-Guandu 4,61 Aa 4,14 Aa *ND *ND
Feijdo-de-Porco 4,46 Aa 4,24 Aa *ND *ND

Mucuna-Cinza 4.84 Aa 491 Aa 3,41 Aab 1,78 Ab
Milheto 441 Aa 3,62 Aa 2,78 Aab 1,60 Ab
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Feijdo-Guandu

Feijao-de-Porco
Mucuna-Cinza
Milheto

32,40 Aa

31,40 Aa
32,2 Aa
34,80 Aa

NUmero de folhas

22,80 . .
b ND ND
3280Aa  *ND “ND
34,00 Aa 2450 Aab 10,00 Ab
2560 Aa 22,00 Aab 7,50 Ab

Letras mailsculas diferentes representam diferenca significativa das médias entre os
tratamentos na coluna e letras minudsculas diferentes representam diferenca significativa das
médias entre os tratamentos na linha (teste de Tukey a 5,0% de significancia).

*ND (N&o detectado, por morte da planta)

Fonte: Proprio autor

Aos 45 DAS, realizou-se a coleta da espécie vegetal e separacdo entre parte aérea e
raiz para determinacdo da biomassa. Os resultados da andlise de variancia para as massas
fresca e seca da parte aérea e raiz das espécies vegetais estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Anélise de variancia da massa fresca e seca da parte aérea e raiz de C. juncea em

vasos anteriormente ocupados por espécies vegetais.

Composicdo dos tratamentos:

T(tebuthiuron), V(vinhaga), + (presenca) e - (auséncia).

Espécies

Feijdo Guandu

Feijéao de Porco

Mucuna Cinza
Milheto

Feijdo Guandu

Feijéao de Porco

Mucuna Cinza
Milheto

Feijdo Guandu

Feijédo de Porco

Mucuna Cinza
Milheto

Feijdo Guandu

Feijédo de Porco

Mucuna Cinza
Milheto

T- V-

25,45 Aa
23,35 Aa
29,75 Aa
28,97 Aa

22,78 Aa
23,96 Aa
7,88 Aa
6,05 Aa

5,23 Aa

7,22 Aa
24,02 Aa
19,08 Aab

2,15 Aa
3,41 Aa
3,02 Aa
1,94 Aab

Tratamentos
T- V+ T+V- T+V+
Massa fresca PA
21,19 Aa *ND *ND
30,8 Aa *ND *ND
34,55 Aa 11,99 Ab 2,35 Ab
21,25 Bab 7,81 Ab 0,27 Ab
Massa seca PA
13,78 Ab *ND *ND
15,66 Aa *ND *ND
6,9 Aa 2,23 Aab 0,36 Ab
3,7 Bab 1,26 Ab 0,13 Ab
Massa fresca Raiz
4,33 Aa *ND *ND
5,65 Aa *ND *ND
19,23 Aa 9,563Aa 2,83Ab
24,48 Aa 6,7 Aab 0,07 Ab
Massa seca Raiz
1,34 Aa *ND *ND
1,75 Aab *ND *ND
2,56 Aa 0,90 Aab 0,16 Ab
2,74 Aa 0,45 Abc 0,02 Ac
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Letras maiGsculas diferentes representam diferenga significativa das médias entre os
tratamentos na coluna e letras minGsculas diferentes representam diferenca significativa das
médias entre os tratamentos na linha (teste de Tukey a 5,0% de significancia).

*ND (N&o detectado, por morte da planta)
Fonte: Proprio autor

Na Tabela 7, estdo os resultados onde para a parte area das plantas é demonstrado o
efeito prejudicial para as espécies vegetais, principalmente para milheto quando associado o
herbicida com a vinhaga. Para mucuna-cinza, a aplicagdo isolada de tebuthiuron (T+V-),
diferiu do tratamento controle (T-V-) e da aplicacdo isolada de vinhaca (T-V+). J& para
milheto, a aplicacdo isolada do herbicida diferiu apenas do tratamento controle.

Para massa seca da parte aérea, observa-se que para mucuna-cinza, a combinacdo dos
compostos diferiu do tratamento controle e T-V+. Ja para o milheto, a aplicacdo isolada de
tebuthiuron diferiu do tratamento controle.

Quanto a massa fresca da raiz, para 0s vasos anteriormente ocupados por mucuna-
cinza, a aplicacdo isolada desses compostos, embora causasse reducdo dos valores, nédo
apresentou diferenca com o tratamento controle (T-V-), porém, a combinacdo dos compostos
(T+V+) diferiu de todos os tratamentos. Ja para o milheto, a combinagdo dos compostos

T+V+, diferiu apenas do tratamento T-V+.

Para a massa seca da raiz, 0s vasos anteriormente ocupados por mucuna-cinza e
milheto, apresentaram a mesma resposta, onde o tratamento T+V+ diferiu dos tratamentos T-
V-eT-V+.

De forma semelhante, Franco et al.., (2015) observaram que a aplicacdo do picloram
reduziu a massa da matéria seca das plantas de feijoeiro, cultivados em solos remediados por
braquiaria ap6s a aplicacdo do herbicida, sendo que, a ultima dose do produto (32 g. ha™)
causou a morte da planta bioindicadora. Ou seja, assim como no presente estudo, o herbicida

causou dano a espécie indicadora, mesmo ap0s processo de fitorremediacéo.

Diferentemente do exposto, em trabalho similar, Belo et al.. (2016), observaram que a
producdo de massa fresca e seca da espécie indicadora P. glaucum foi maior, quando
cultivada em solo previamente cultivado com espécies potencialmente fitorremediadoras, C.

juncea e C. ensiformis.
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Da mesma maneira, Madaldo et al. (2012a) observaram um aumento na producdo de
biomassa quando C. juncea foi cultivada antes de P. glaucum, permitindo que a espécie
bioindicadora se desenvolvesse em um solo previamente contaminado com o também

herbicida sulfentrazone.

Ao utilizarem pepino, como planta bioindicadora, Galon et al. (2017) afirmam que 0s
tratamentos envolvidos na fitorremediacdo de solo provocaram um menor acimulo de massa
seca da parte aérea do pepino, ou seja, ndo ocorreu a descontaminacdo completa do solo que
foi tratado com os herbicidas chlorimuron-ethyl e sulfometuron-methyl, principalmente com o
incremento das doses. Esses dados também corroboram com os observados para a
fitotoxicidade e altura de plantas de pepino, onde os herbicidas apresentaram efeito prejudicial

mesmo apos o cultivo de espécies com potencial fitorremediador.

Por fim, Assis et al. (2010) verificaram que a espécie testada como fitorremediadora
de solo Eleusine coracana (capim-pé-de-galinha-gigante) ndo foi eficiente em garantir pleno
acumulo de massa seca pelas plantas de soja, quando cultivadas em solo que recebeu duas

doses do herbicida picloram (80 e 160 g ha™).

Na Tabela 8 estdo representados resultados dos bioensaios de fitotoxicidade do extrato
aquoso das amostras no tempo inicial (t0) e final (t45) onde pode ser observada a analise
estatistica dos dados a partir analise de variancia das médias dos valores de 1-GI dos

tratamentos, além dos controles negativo (CN), pelo teste de Tukey a 5,0% de probabilidade.

De acordo com a Tabela 8, € possivel observar que o tratamento com tebuthiuron e
sem vinhaca (T+V-) diferiu significativamente dos demais em t0. A presenca isolada do
herbicida resultou em maior toxicidade para L. sativa. No entanto, a adicdo da vinhaca
(T+V+) reduziu a ecotoxicidade. Apos a atenuacdo natural (t45), notou-se que os valores de
1-GI das amostras de solo ndo tiveram diferenca estatistica, com exce¢do do tratamento

controle.

Na avaliacdo do efeito da atenuacdo natural na ecotoxicidade das amostras de solo,
foi possivel notar que a maioria dos tratamentos apresentaram menores prejuizos a
germinacdo das sementes apds 45 dias de biodegradacdo. No entanto, apenas FP T+V- e ML

T+V- apresentaram diferenca significativa para este resultado.

Tabela 8. Analise de variancia dos valores de 1-Gl para Lactuca sativa nos bioensaios de

ecotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e apds 50 dias de atenuacdo natural
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(t50). Composicado dos tratamentos T(tebuthiuron), V(vinhaga), + (presenca) e - (auséncia),
CN (Controle negativo), C (Controle), FG (Feijao-guandu), FP (Feijdo-de-porco), MC
(Mucuna-cinza), e ML (Milheto).

Fonte: Préprio autor

1-GlI
Tratamentos — 5
Tempo inicial (t0) Tempo final (t50)
CN 0,0000 Aab 0,0000 Aa
CT-V- 0,0072 Aab 0,0096 Aab
CT-V+ -0,0961 Ab -0,0179 Aab
C T+V- 0,2871 Aa 0,1723 Aa

C T+V+ 0,0008  Aab -0,0448 Ab

FG T-V- 0,0072 Aab  -0,0521 Aa
FG T-V+ -0,0961 Ab -0,0589 Aa
FG T+V- 0,2871 Aa 0,1190 Aa
FG T+V+ 0,0008 Aab  -0,0984 Aa

FP T-V- 0,0072 Aab  0,04845 Aa
FP T-V+ -0,0961 Ab -0,085 Aa
FP T+V- 0,28707 Aa 0,0161 Ba
FP T+V+ 0,00084 Aab  -0,0452 Aa
MC T-V- 0,0072 Aab  -0,0351 Aa
MC T-V+ -0,0961 Ab 0,1081 Aa
MC T+V- 0,2871 Aa 0,0240 Aa
MC T+V+ 0,0008 Aab  -0,0645 Aa

MI T-V- 0,0072 Aab  0,11832 Aa
MI T-V+ -0,0961 Ab -0,004 Aa
MI T+V- 0,28707 Aa 0,02133 Ba
MI T+V+ 0,00084 Aab -0,049 Aa

Letras mailsculas  diferentes  representam  diferenca
significativa das médias entre os tratamentos na coluna e letras
minusculas diferentes representam diferenca significativa das
médias entre os tratamentos na linha (teste de Tukey a 5,0% de
significancia).

Os resultados positivos na reducdo da ecotoxicidade, apresentados pela Tabela 8,

podem estar relacionados com a adicdo de vinhaca ao solo.

De acordo com Prata et al. (2000, 2001), a vinhaca é uma fonte de carbono soltvel

prontamente disponivel. Assim, sua presenca ira resultar no favorecimento do metabolismo

dos micro-organismos presentes no solo, resultando em uma maior degradacdo dos

agrotoxicos.
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Villaverde et al. (2018) também corroboram com essa informacgdo, afirmando que
solos agricolas apresentam grandes comunidades de micro-organismos com elevada
diversidade, o que pode resultar em um maior potencial metabélico.

Por outro lado, Chang e Stritzke (1977) revelaram que o herbicida tebuthiuron
apresenta alta disponibilidade e mobilidade em solos com baixos niveis de matéria orgénica e
argila. Observou-se que até 40% do herbicida foi adsorvido quando aplicado em solo com
maior concentracdo de matéria organica (4,8%), enquanto apenas 1% desta molécula estava
adsorvida em solo com teor de 0,3%. Além disso, Pires et al. (1997) observaram que
imazaquin apresentou maior adsor¢do em solos com maiores niveis de matéria organica e,

conforme aumentava essa concentragdo, maior era a adsorgdo do herbicida.

Com relagdo aos tratamentos em que o tempo final resultou em diferenca estatistica do
tempo inicial (Tabela 8), nota-se que, embora os valores tenham reduzido, esses ainda séo

positivos, indicando que a toxicidade da molécula diminuiu, porém, essa ainda existe.

Testes com sementes também foram utilizados para verificagdo de toxicidade tanto de
herbicidas quanto de inseticidas, como exposto por Moore e Kroger (2010). Além disso, a
eficiéncia do teste também foi confirmada por Faria et al. (2018) em trabalho onde os autores
afirmam que a utilizacdo desse método é vidvel, e sementes de pepino sdo Otimos

bioindicadores de tebuthiuron, em concentragdo acima de 0,2 mg kg™

O efeito toxico sob sementes de L. sativa também foi observado por Martins e Pereira
(2018), onde os efeitos fitotoxicos de um herbicida a base de picloram e 2,4-D foram
avaliados. Nesse trabalho, os autores relatam que apds 96 horas de exposicdo foram
observadas uma media de 24,3 sementes germinadas no grupo controle enquanto que nas

concentracdes de 100%, 10%, 1% do herbicida a germinacao foi inibida.

Com isso, fazem-se necessarias novas avaliacbes com relacdo ao volume de vinhaca

aplicado, dose de herbicida e até mesmo, maior tempo de atenuacdo natural.

11 CONCLUSAO

Entre as espécies fitorremediadoras, de acordo com o desenvolvimento de C. juncea,
observa-se que, embora mucuna-cinza e milheto tenham apresentado resultados similares, os
vasos que anteriormente foram ocupados por mucuna-cinza, permitiram um melhor

desenvolvimento e produgdo de biomassa para a espécie bioindicadora.
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Quanto ao teste de ecotoxicidade, a presenca isolada do tebuthiuron no solo revelou um
potencial toxico para sementes de L. sativa, mas a aplicacdo da vinhaca junto ao herbicida
favoreceu a reducédo dessa ecotoxicidade no tempo inicial.
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12 CONCLUSAO GERAL

A presenca do herbicida resultou em morte de todas as plantas das espécies feijao-
guandu e feijao-de-porco.

Mucuna-cinza e milheto foram as espécies vegetais que apresentaram melhor
desenvolvimento vegetal, entretanto, o solo anteriormente ocupado por mucuna-cinza foi o
que possibilitou melhor desenvolvimento para a espécie bioindicadora (Crotalaria juncea),

comparado com a amostra testemunha.

O milheto apresentou 0 menor indice de mortalidade e o melhor desempenho quando
associado tebuthiuron com a vinhaca. Entretanto, apesar desses resultados para essa espécie, a
utilizagdo da mucuna-cinza foi a mais indicada para uso em reformas de canaviais como
adubo verde baseado no desenvolvimento vegetal e nas vantagens que ela pode fornecer ao
sistema, como fixacdo de N, quebra do ciclo de algumas doengas e de insetos praga, tendo em

vista que ndo pertence a mesma familia da cana-de-agucar.

A adicdo isolada de vinhaca geralmente ndo resultou em diferenca com 0 ensaio
controle, entretanto, quando essa foi adicionada junto ao herbicida tebuthiuron foram
observados 0s menores valores para todas as varidveis analisadas. JA no teste de
ecotoxicidade, a presenca de vinhaca junto ao herbicida, resulta em reducdo da ecotoxicidade,

mesmo que nao significativa estatisticamente.

Testes de ecotoxicidade com utilizacdo de sementes de alface mostrou-se uma
alternativa barata e positiva para bioensaios com a presenca do herbicida tebuthiuron e

vinhaca.

Ao comparar o desenvolvimento da planta com o das sementes, observa-se que, a
espécie sentinela apresentou melhor desenvolvimento em vaso anteriormente ocupado por
mucuna-cinza, ja nos testes de ecotoxicidade, milheto apresentou melhores valores, resultando

em uma menor toxicidade para o organismo teste.
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13 CONSIDERACOES FINAIS

E importante ressaltar que nessa pesquisa, as espécies vegetais foram semeadas logo
apods a aplicacdo do herbicida. J& em situacéo real, o herbicida tebuthiuron é aplicado na fase
inicial de cultivo da cana-de-acucar e sé apds esse periodo que entrard alguma outra espécie

no local.

A espécie vegetal mucuna-cinza permitiu um melhor desenvolvimento e producgdo de
biomassa para a espécie bioindicadora (C. juncea). Porém, para ser indicada como espécie
remediadora de solos com tebuthiuron e vinhaca, sdo necessarios novos experimentos que
podem contemplar maior nimero de plantas por vaso, diferentes doses do herbicida, e até
mesmo um periodo de desenvolvimento vegetal mais extenso, 0 que permitira identificar com

clareza o potencial dessa espécie como remediadora de solos de cana-de-agucar.

Ressalta-se tambeém que além do herbicida e da vinhaga outros compostos sédo
aplicados durante o ciclo da cana-de-agucar e esses podem inferir no comportamento

ambiental da molécula do tebuthiuron.

Portanto, o presente estudo revelou o potencial fitorremediador de algumas espécies de
interesse agrondémico e, consequentemente, a importancia dessa alternativa de remediacdo no
campo. Logo, novas abordagens experimentais podem ser conduzidas a partir deste ponto de
partida, para avaliar os possiveis efeitos sinérgicos e/ou antagdnicos dessas aplicagdes,

alertando para os potenciais impactos ambientais associados a estas substancias no solo.
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14 APENDICE

Figura 9. Aplicacdo de vinhaga aos tratamentos V+
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Figura 11. Sintoma de fitotoxicidade em espécies vegetais.
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Figura 13. Espécie visualmente mais raquitica, comparada
tratamento em que foi submetida.
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