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Peguei a esfrada menos usada.
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RESUMO

O tebuthiuron é um herbicida muito usado na cultura de cana-de-aglcar que
apresenta alta persisténcia no solo e elevado potencial toxico. Adicionalmente, em
areas canavieiras, a vinhaca também é frequentemente utilizada em praticas de
fertirrigacdo. Contudo, ambos podem ocasionar impactos ao meio ambiente. Dessa
maneira, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar o desempenho da mucuna-cinza
(Mucuna pruriens L. DC.) como adubo verde na rotacdo de cultura da cana e na
remediacdo de tebuthiuron em solo com vinhaca. A eficiéncia do processo de
fitorremediacdo foi avaliada quanto: ao desenvolvimento vegetal e a ecotoxicidade
do meio. Para isso, um experimento foi conduzido em casa de vegetacao utilizando
vasos com solo, com doses de tebuthiuron: zero, 0,25x, 0,50x, 0,75x, e a dose
recomendada (1,00x); e volumes de vinhaca: auséncia, 0,50x, 1,0x e o 2,0x. A
Crotalaria juncea foi utilizado como espécie sentinela no estudo sobre
fitorremediagdo, sendo determinado o diametro do colo, a altura da planta e o
namero de folhas; e, massa fresca e seca final. A ecotoxicidade das amostras de
solo nos tratamentos foi determinada nos tempos inicial (zero) e final (140 dias),
utilizando sementes de Lactuna sativa como organismos-teste. Conforme seu
desenvolvimento vegetal, maior efeito negativo foi encontrado na presenca de uma e
de duas vezes o volume recomendado de vinhaca, ocasionando mortalidade e até a
nao germinacdo de sementes, concluindo que a utilizacdo da mucuna-cinza nao
pode ser indicada para uso como adubo verde em solo com alta concentracéo
desses compostos. Ainda, conforme o desenvolvimento de C. juncea, observa-se
que, a presenca de vinhaca e tebuthiuron no solo foi prejudicial para o
desenvolvimento da planta. A andlise de quantificacdo de tebuthiuron no solo
revelou que a concentracdo foi menor nas unidades experimentais que nao
receberam aplicacdo de vinhaca. Quanto ao teste de ecotoxicidade, a presenca da
vinhaca no solo apresentou um potencial toxico para sementes de L. sativa no inicio

das avaliagOes, entretanto, na avaliagéo tardia (t140), esse efeito foi reduzido.

Palavras-chave: biorremediacao. Crotalaria juncea. Ecotoxicidade. Herbicida.



ABSTRACT

Tebuthiuron is a herbicide widely used in sugarcane culture that presents high
persistence in soil and high toxic potential. Additionally, in sugarcane growing areas,
vinasse is also frequently used in fertigation practices. However, both can cause
impacts on the environment. Thus, the objective of this study was to evaluate the
performance of velvet bean (Mucuna pruriens L. DC.) as a green manure in
sugarcane crop rotation and in the remediation of tebuthiuron in soil with vinasse.
The efficiency of the phytoremediation process was evaluated in terms of plant
development and ecotoxicity of the medium. For this, an experiment was conducted
in a greenhouse using pots with soil, with doses of tebuthiuron: zero, 0.25x, 0.50x,
0.75x, and the recommended dose (1.00x); and vinasse volumes: absence, 0.50x,
1.0x, and 2.0x. Crotalaria juncea was used as a sentinel species in the
phytoremediation study, and neck diameter, plant height, and number of leaves were
determined, as well as final fresh and dry mass. The ecotoxicity of the soil samples in
the treatments was determined at the initial (zero) and final (140 days) times, using
Lactuna sativa seeds as test organisms. According to their plant development, the
greatest negative effect was found in the presence of one and two times the
recommended volume of vinasse, causing mortality and even non-germination of
seeds, concluding that the use of velvet bean cannot be indicated for use as a green
manure in soil with a high concentration of these compounds. Also, according to the
development of C. juncea, the presence of vinasse and tebuthiuron in the soil was
harmful to the development of the plant. The quantification analysis of tebuthiuron in
the soil revealed that the concentration was lower in the experimental units that did
not receive vinasse application. As for the ecotoxicity test, the presence of stillage in
the soil presented a toxic potential for L. sativa seeds at the beginning of the

evaluations, however, in the late evaluation (t140), this effect was reduced.

Keywords: Bioremediation. Crotalaria juncea. Ecotoxicity. Herbicide.
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1 INTRODUCAO

No solo, a contaminacgéo refere-se principalmente as substancias toxicas que
excedem a capacidade de carga do solo, afetando assim a producdo vegetal e
animal, bem como a qualidade de aguas subterraneas que, no final, afetam a saude
e 0 bem-estar humano (WEI et al., 2021). Dentre as principais causas de
contaminacdo do solo estdo os residuos industriais e pesticidas aplicados a terras
agricolas.

Entre os diversos métodos de controle que envolvem essa cultura, o controle
quimico é amplamente utilizado no manejo de plantas daninhas devido a sua
praticidade de utilizacdo e eficiéncia. No Brasil, o Sistema de Agrotoxicos
Fitossanitarios (AGROFIT), do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
detém informacfes para a cultura da cana-de-acucar onde estdo registrados cerca
de 52 ingredientes ativos de herbicidas (BRASIL, 2021), no qual grande parte
dessas moléculas sdo recomendadas para aplicacdes em pré-emergéncia e pos—
emergéncia inicial, sendo o principal destino o solo. Dentre eles, o tebuthiuron é um
herbicida inibidor do fotossistema Il (PSIl) que possui acdo sistémica e pertence ao
grupo quimico das ureias, sendo aplicado em pré-emergéncia como alternativa no
controle quimico das culturas de cana-de-acucar (MENDES et al., 2021).

O processamento da cana-de-acucar para fabricacdo de acUcar e etanol gera
diversos subprodutos com caracteristicas fisico-quimicas distintas entre si, dentre os
quais se destaca a vinhaca.

A vinhaca é um liquido derivado da destilacdo do vinho, que € resultante da
fermentacdo do caldo da cana-de-aclucar ou melaco (CETESB, 2015). Sua
composi¢do quimica depende do material de origem (mosto), sendo necessario
avaliacdo periodica de parametros tais como pH, potassio, célcio, cloreto, entre
outros.

Utilizada na fertirrigacdo da lavoura, a vinhaca € aplicada na superficie do
solo (zona nado saturada), promovendo o0 acréscimo de matéria organica e,
consequentemente, a agregacao das particulas do solo (SOTO, BASSO, KIANG,
2017).

Entretanto, a aplicacdo dessa pratica depende dos seus valores de CTC
(cmolc dm3) e concentracdo de potassio do solo (Ks) (cmolc/dm3) e concentracéo de
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potassio da vinhaca (Kvi) em kg de K20/m?® (CETESB, 2015), j& que esse composto
€ rico em nutrientes e matéria organica, e pode causar impactos negativos ao solo e
as aguas subterraneas.

A fitorremediacdo é uma proposta inovadora como método alternativo para a
remocao de poluentes organicos e inorganicos de solo e agua, sendo o0 sucesso da
técnica dependente da selecdo criteriosa de plantas com caracteristicas favoraveis
(VASCONCELO et al.,, 2020), e vem sendo amplamente estudada em solos
brasileiros contaminados com herbicidas (BELO et al., 2007; FERREIRA et al., 2021,
GALON et al., 2017; MADALAO et al., 2012a; PIRES et al., 2003; SOUTO et al.,
2015; VASCONCELO et al., 2020).

Leguminosas utilizadas em rotacdo de cultura com a cana-de-agUcar,
apresentam potencial de fitorremediar solos contaminados com herbicidas aplicados
para 0 manejo de plantas daninhas dessa cultura (FERREIRA et al., 2021; GALON
et al.,, 2017; VASCONCELO et al., 2020). Diante disso, o intuito desse trabalho foi
avaliar o potencial fitorremediador da espécie Mucuna pruriens (L.) DC cultivada em
solo com tebuthiuron e vinhaca.

O presente trabalho foi dividido em dois artigos: Artigo 1 de perspectiva
agron6mica, no qual foi avaliado o comportamento de uma espécie vegetal, muito
utilizada na agricultura como adubo verde (Mucuna pruriens), em solo com presenca
de tebuthiuron e vinhaca; e Artigo 2 de perspectiva ambiental, no qual foi analisado o
potencial de remediacdo da espécie vegetal por meio do desenvolvimento de uma
espécie sentinela (Crotalaria juncea); realizado o0 monitoramento do potencial
ecotoxicolégico do solo antes e apoOs processo de fitorremediacdo utilizando
sementes de Lactuca sativa, como organismo teste; e a andlise residual do herbicida

tebuthiuron no solo antes e apds o processo e fitorremediacao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cana-de-acucar

Em meados da década de 1970, a cana-de-aclUcar se tornou uma das
principais lavouras cultivadas no Brasil, no qual o pais foi pioneiro na implantacéo de
programas de estimulo a biocombustivel, com o Programa Nacional do Alcool —
Proéalcool (RODRIGUES; ROSS, 2020), incentivados pela producdo de acucar e
etanol, principalmente.

Nos ultimos anos, cresceu a busca por fontes renovaveis de energia, que
possam substituir em parte ou totalmente os derivados do petrdleo (ABREU;
NASCIMENTO, 2016), entrando em cena o surgimento de novos produtos derivados
da cana-de-acucar, como o bagaco, intensificando a importancia da producdo dessa
cultura.

Nesse contexto, o Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar. Na
safra 2020/2021, a é&rea plantada foi de 1.160,0 mil hectares, utilizada
predominantemente para a producdo de acguUcar e etanol. Nessa safra, foram
colhidos aproximadamente 665 milhdes de toneladas de cana-de-acucar, tendo sido
produzidos 42 milhGes de toneladas de acticar e 30 milhdes de m? de etanol total. A
maior producao concentra-se na regido Centro-Sul do pais, com cerca de 1.066,3
mil hectares plantados, onde a produtividade atingiu aproximadamente 611 milhdes
de toneladas de cana-de-acucar, 39 milhdes de toneladas de acucar e 28 milhdes de
m?3 de etanol (CONAB, 2020).

O plantio e o desenvolvimento da cultura envolvem as etapas de preparo do
solo, o plantio de mudas e a prevencdo a problemas fitossanitarios (RODRIGUES;
ROSS, 2020). Um dos fatores bidticos interferentes no cultivo sdo as plantas
daninhas, as quais podem ocasionar perdas de produtividade de até 85% na
lavoura, quando nao controladas adequadamente (SABBAG et al., 2017). Para isso,
o controle quimico de plantas daninhas, utilizando herbicidas que sao aplicados na
lavoura afim de que a cultura desenvolva inicialmente num ambiente livre da

competicdo com plantas daninhas (SILVA et al., 2018).
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2.2 Tebuthiuron

Em cana-de-agucar, o uso de herbicidas inibidores do fotossistema Il €&
abundantemente empregado no manejo de plantas daninhas. Principalmente
aplicados em pré-emergéncia, os herbicidas fazem parte desse mecanismo de acao
pertencem a VAarios grupos quimicos, como triazinas, triazinona, triazolinonas e
ureias (TROPALDI et al., 2017).

Dentre os herbicidas comercializados para cana-de-agUcar, destaca-se 0
tebuthiuron (1- (5-tert-butil-1,3,4-tiadiazol-2-il) -1,3-dimetilureia) que é usado para
controlar espécies anuais de plantas daninhas tais como Urochloa decumbens
(Stapf) R.D.Webster, Commelina benghalensis L., Digitaria horizontalis Willd.,
Panicum maximum Jacq., etc (BRASIL, 2021). Na Figura 1 é apresentado a férmula

estrutural do herbicida tebuthiuron.

FIGURA 1 — Férmula estrutural do herbicida tebuthiuron.
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Fonte: (ALVES; FERREIRA; LANZA, 2012).

Esse herbicida possui meia-vida (ti2) entre 360 a 450 dias; alta solubilidade
em agua (2.500 mg L a 25 °C); coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) igual
a 1,79, sendo considerado lipofilico; pressdo de vapor de 0,27 mPA (25 °C);
constante de dissociacao (pKa) nao ionizavel, o que favorece a sua mobilidade no
perfil do solo (MANCUSO; NEGRISOLI; PERIM, 2011; TONIETO, 2014). Além do
mais, apresenta alta sor¢do as particulas de solo com maior teor de matéria
organica. Portanto, a variagdo do comportamento dos herbicidas no solo em fungéo
deste atributo pode influenciar o risco de contaminagédo do ambiente (MENDES et
al., 2021).
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2.3 Vinhaca

Na cadeia produtiva sucroalcooleira, tém-se a liberacdo de liquidos
susceptiveis a fermentacdo, que formam um vinho. Destilando-se esse produto,
recupera-se o etanol, mas € formada uma grande quantidade de um residuo
denominado de vinhaga (MORINI et al., 2017). Para cada litro de etanol produzido,
sdo gerados de 10 a 14 litros de vinhaca (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).
Estimando a producdo média de 30 milhdes de litros de etanol na dltima safra, é
possivel calcular cerca de 300 milhdes de litros de vinhagca produzidos em todo
Brasil.

Devido a sua composicdo quimica originada do tipo de mosto, a presenca
deste residuo na lavoura de cana-de-acucar pode favorecer as condi¢des de cultivo,
cujo aplicacdo é denominada como fertirrigacdo (PINTO; ARAUJO, 2019; PRADO et
al., 2017). Na Figura 2 esta apresentado o fluxograma do processo de producao de

etanol e a subproducao de vinhaca.

FIGURA 2 — Processo de producao de etanol e subproducéo de vinhaca.
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Fonte: Adaptado (CHRISTOFOLETTI et al., 2013).

A fertirrigacdo com vinhaca € uma pratica adotada por grande parte das
indUstrias sucroalcooleiras. Existem inUmeros ensaios que comprovam os resultados

positivos obtidos na produtividade agricola, associados a economia de adubos
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minerais (PINTO; ARAUJO, 2019; PRADO et al., 2017; SOTO; CHANG; BASSO,
2017; SOUZA et al., 2015), demonstrando-se como uma alternativa sustentavel de
reaproveitamento do residuo.

Entretanto, se ultrapassar os seus limites de aplicacdo, que variam em funcéo
da CTC (cmolc dm=) e concentracdo de potassio do solo (Ks) (cmolc dm?d) e
concentracdo de potassio da vinhaca (Kvi) em kg de K20 m?3 (CETESB, 2015)
podera ser nociva ao meio ambiente (LIMA et al., 2016; SOUZA et al., 2015). Como
exemplo, nos Estados de S&o Paulo e Mato Grosso do Sul, a Cetesb dispde da
norma P4.231/2015 e o Imasul dispbe a Resolucdo Semade n. 19/2015,
respectivamente, para critérios e procedimentos para aplicacdo de vinhaca no solo

agricola.
2.4 Biorremediacao

Biorremediacdo é uma abordagem pratica e rentavel para resolver uma vasta
gama de problemas de contaminacao do solo (VASILYEVA et al., 2020). Consiste na
utilizacdo de organismos que possuam a capacidade de modificar ou decompor
determinados poluentes. Este processo pode ocorrer pela utlizacdo dos
contaminantes como substrato por certos seres vivos, convertendo-os em
substéancias inertes (FASANELLA; CARDOSO, 2016). O grupo dos microrganismos
representa os principais responsaveis neste processo, além disso, algumas plantas
também estdo sendo usadas como agentes na descontaminacdo (FRANCISCO;
QUEIROZ, 2018).

As técnicas de biorremediacdo sao classificadas em tratamentos in situ,
sendo realizado diretamente no local contaminado, e ex situ, realizado fora do local
de contaminacdo. Ambos 0S processos visam a mineralizagcdo completa ou a
biotransformacdo dos contaminantes, ou seja, transforma-los em produtos com
pouca ou nenhuma toxicidade, como CO2 e agua (ANDRADE; AUGUSTO; JARDIM,
2010).

O uso de microrganismos na degradacdo de compostos organicos € muito
empregado principalmente na remediagdo de hidrocarbonetos de petréleo
(BISOGNIN et al., 2018; VIOTTI et al., 2017). No que diz respeito aos agrotoxicos,
Demichelli et al. (2018) encontraram resultados positivos no isolamento de

microrganismos com potencial de degradacéo do herbicida glyphosate em solos da
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regido sul do Brasil. Da mesma forma, Santos et al. (2019b), em ensaios
laboratoriais, identificaram microrganismos potencialmente degradadores do
inseticida imidacloprido, com eficiéncia de 40% em efluente sintético de fazendas
produtoras de uvas na regido do Vale do Sao Francisco, e QU et al. (2018),
utilizaram Myriophyllum spicatum na fitoextracdo e biodegradacdo de atrazina em
sedimentos de um lago eutrofico.

Além disso, para estimular o crescimento microbiano e induzir a degradacao
de moléculas poluentes no solo, como os residuos de agrotéxicos, é recomendado 0
cultivo de algumas espécies vegetais, favorecendo a microbiota capaz de
(co)metaboliza-los (MELO et al., 2017).

2.5 Fitorremediacgéo

A fitorremediacdo € uma técnica de tratamento in situ, que objetiva a
remediacdo de solo e 4gua com contaminantes organicos e inorganicos, utilizando-
se plantas (YADAV et al., 2018). Este processo esta diretamente relacionado com a
composicdo do solo, com a capacidade da planta em extrair estes compostos
organicos e com a diversidade de microrganismos presentes no solo capazes de
favorecer o processo (GALON et al., 2017). Baseado nesse processo, Mishra,
Kumar e Singh (2020) classificam a fitorremediacdo em:

a) fitoextragédo (muito utilizado na biorremediagéo de metais pesados, em que

0s poluentes téxicos se acumulam na planta);

b) rizofiltracdo (os contaminantes lipofilicos sdo absorvidos pela planta

através das raizes);

c) fitoestabilizacdo (imobilizacdo de contaminantes organicos presentes no

solo, os convertendo em nao solUveis especialmente na zona das raizes,

resultando na prevencéao da eroséo do solo);

d) fitodegradacao (degradacao de poluentes pelas plantas); e

e) fitoestimulacdo (degradacdo de contaminantes organicos na zona radicular

com o envolvimento de atividade microbiana ou pelas raizes, ou ambos

podem estar envolvidos).

Diversos trabalhos estudaram a aplicagdo da fitorremediacdo como
tratamento de solos com presenca de herbicidas, tais como: sulfentrazone (ALVES

et al., 2019; MADALAO et al., 2012b); atrazina, clorimuron-etil e sulfometuron-metil
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(GALON et al., 2017); fomesafen (ALVES et al., 2019); e tebuthiuron (FERREIRA et
al.,, 2021; PIRES et al., 2005). No entanto, sabendo-se que a degradacdo de
compostos organicos pode gerar compostos intermediarios mais toxicos que a
molécula original (ROCHA et al., 2018), a avaliacdo do potencial ecotoxicolégico no
ambiente é importante para evidenciar o sucesso no processo de biorremediacdo
(BANKS; SCHULTZ, 2005).

2.6 Ecotoxicidade

Ecotoxicologia é a ciéncia que estuda os efeitos toxicos de substancias
poluentes ao meio ambiente. Assim, organismos-teste sdo utilizados em ensaios
laboratoriais para a determinagdo da toxicidade de amostras ambientais. O
procedimento se baseia em expor o organismo escolhido em diferentes
concentracbes de amostras para analisar e quantificar os efeitos toxicos
(MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008).

Bioensaios de ecotoxicidade sao ferramentas de avaliagdo que auxiliam na
determinacdo do efeito de substancias em contato com organismos-teste. Seus
resultados podem variar desde mortalidade até alteracfes fisioldégicas dependendo
das caracteristicas quimicas do composto, da concentracéo, do tempo e frequéncia
de exposicdo, do organismo-teste utilizado e também da fase do ciclo de vida deste
(LIMA, 2017).

Um dos principais problemas para avaliagdo dos possiveis efeitos dos
herbicidas no ambiente é o desenvolvimento de organismos sentinelas ou
bioindicadores. A caracterizacdo de um bioindicador requer uma série de
informacgdes sobre sensibilidade, ciclo reprodutivo, facilidade de operacao e custo de
otimizacao (SILVA et al., 2012).

Alguns grupos de seres vivos podem ser classificados como bioindicadores
em testes de qualidade terrestres: acaros, anelideos, colémbolos, diplépodos,
isépodos, vegetais, dentre outros (BARETTA et al., 2010; GARCIA, 2004; MACCARI
et al., 2016; NIEMEYER et al., 2009; SEGAT et al., 2015; ZORTEA et al., 2015;
ZORTEA et al., 2017).

Nos vegetais, Lactuca sativa L. (alface) apresenta-se como uma espécie
muito utilizada pela simplicidade, boas caracteristicas fisioldgicas e alta sensibilidade

a contaminagdo do meio (GONCALVES et al., 2016). Em relacdo a avaliacdo do
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potencial ecotoxicolégico de amostras de solo com agrotoxicos, pesquisas recentes
reforcam a importdncia desses bioindicadores em protocolos experimentais de
bioensaios (BERNARDINO, 2019; CHELINHO et al., 2014; FERREIRA et al., 2021,
LEITAO et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o potencial fitorremediador da mucuna-cinza (Mucuna pruriens) em solo

contendo concentragdes de tebuthiuron e vinhaca.

3.2 Especificos

e Avaliar o desenvolvimento vegetal da mucuna-cinza em solo com
tebuthiuron e vinhacga;

e Monitorar o efeito da presenca da mucuna-cinza no solo com associacdes
tebuthiuron/vinhagca na germinacdo e no desenvolvimento da espécie
bioindicadora Crotalaria juncea,

e Determinar o potencial ecotoxicolégico do solo com tebuthiuron e vinhaca
antes e apos o processo de fitorremediacdo, utilizando sementes de alface
como organismos-teste;

e Determinar a concentragdo final de tebuthiuron no solo apds o processo de

fitorremediacéo.



24

4 ARTIGO 1 — PRODUCAO DE Mucuna pruriens EM SOLO COM TEBUTHIURON

E VINHACA

4.1 INTRODUCAO

No ultimo relatério da safra 2020/2021 emitido pela Unido das Industrias de
cana-de-agucar, somente no Centro-Sul do brasileiro, a producéo de cana-de-agucar
no Brasil atingiu a marca de 597 milhdes de toneladas.

Durante o cultivo da cana-de-acucar, o uso de herbicidas é comum e
fundamental para o manejo de plantas daninhas. Dentre os diversos agrotoxicos
recomendados para cana-de-acUcar, destaca-se o herbicida tebuthiuron. Trata-se de
um herbicida seletivo, recomendado para o controle de plantas infestantes
monocotiledéneas e eudicotiledéneas, sendo utilizado em aplicacbes de pré-
emergéncia para controle das principais espécies anuais infestantes da cultura
(MORAES et al., 2016).

Uma pratica muito adotada por grande parte das industrias sucroalcooleiras
a fertirrigacdo com vinhaca, visando a economia de adubos minerais e agua na
lavoura, e como um meio de disposicao final adequado para esse residuo. Devido a
sua composicdo, a presenca da vinhaca de cana in natura pode alterar as
caracteristicas do solo, promovendo modificacdes em suas propriedades fisicas,
guimicas e hidraulicas. Algumas alteracdes das propriedades podem trazer
beneficios a cultura devido a seu poder fertilizante, com resultados positivos na
produtividade agricola. No entanto, aspectos negativos como a salinizacéo do solo e
da &dgua sdo algumas das implicac6es na disposicao final desse residuo (SOTO;
BASSO; KIANG, 2017).

Outra ferramenta utilizada, € a melhoria das condicbes do solo com a
utilizacao de espécies de leguminosas como meio cultural de protecdo de solo, entre
o periodo do preparo de solo e a semeadura. Além da expectativa de melhorar a
fertiidade através da ciclagem de nutrientes e a decomposicdo da fitomassa
produzida pelas espécies de rotacdo, quando estas plantas sé&o incorporadas no
solo (CAMPOS, 2018). Dentre tais espécies recomendadas para esse fim, esta a
Mucuna pruriens, no qual apresenta alta persisténcia de desenvolvimento quando na
presenca de tebuthiuron (FERREIRA et al., 2021).
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Assim, 0 objetivo deste artigo foi avaliar o desempenho de Mucuna pruriens
como planta de cobertura em solo tratado com tebuthiuron associado a aplicacdo de

vinhaca.
4.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi instalada em casa de vegetacao localizada no municipio de
Dracena, coordenadas 21°28'57” latitude sul e 51°31°58” longitude oeste com
altitude média de 400 m.

O periodo de realizacdo foi entre maio e agosto de 2020 com médias de
temperatura e umidade relativa do ar de 23,4°C e 56,8%, respectivamente
(EMA/FCAT - Estacdo Meteorolégica de Dracena).

4.2.1 Coleta de solo e vinhaca

O solo utilizado no experimento € proveniente do campo experimental da
FCAT - Unesp Dracena, foi coletado a cerca de 20 cm de profundidade, sendo
peneirado em malha de 2,0 mm. De acordo com analise fisica, é constituido de
89,9% de areia, 7,1% de argila e 3,0% de silte, indicando textura arenosa. A
composi¢cdo quimica do solo pode ser observada na Tabela 1. Essa caracterizagédo
serviu de base para adubacdo dos vasos visando um bom desenvolvimento da
espécie avaliada.

TABELA 1 — Composicao quimica do solo utilizado.

Parametros Valor Unidade
pH 6,0

Matéria organica 6 g/dm3
Potassio 6,6

Célcio 27

Magnésio 27 mmolc/dm?
Hidrogénio + Aluminio 14

Fosforo 2

Boro 0,13

Ferto Y o
Manganés 0,3

Zinco 0,1

Saturacdo da CTC por bases (V%) 81 %
Soma de bases 61

Capacidade de troca catibnica mmolc/dm?
(CTO) 75

Fonte: Elaborado pela autora.
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Os adubos foram utilizados nas seguintes dosagens para todos os vasos: 600
kg ha' de Cloreto de Potassio (K20) e 5.100 kg ha' de Super Fosfato Simples
(P205). A vinhaca foi coletada em usina sucroalcooleira da regido de Nova
Andradina-MS, em recipiente de polietileno de alta densidade de 100 litros, sendo
constituida por 20.000 mg/L de K e 17,73% de Brix, conforme andlise de vinhaca

concentrada.
4.2.2 Herbicida tebuthiuron e espécie vegetal

O herbicida tebuthiuron (Combine® 500SC, 500 g i.a. L, Dow AgroSciences
Industrial Ltda.) foi utilizando, considerando-se a dose referéncia em bula de

1.000 g i.a. ha', recomendada para solo de textura arenosa.
4.2.3 Delineamento experimental e tratamentos

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticbes, em esquema fatorial triplo 8 x 5 x 4. Foram considerados os
fatores: (i) tempo, com 8 niveis: 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56 e 63 DAS; (ii) dose de
tebuthiuron, com 5 niveis: zero, 0,25x, 0,50x, 0,75%, e a dose de referéncia (1000 g
i.a./hd); e (iii) volume de vinhaca, com 4 niveis: auséncia, 0,50x, 1,0x e o 2,0x, sendo
o volume de vinhaca (1,0x) calculado em funcédo do teor de potassio no solo, de
acordo com Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015). Assim, foi considerado o
volume 600 mL como o recomendado para o solo em questdo. A aplicacdo foi
realizada manualmente com a ajuda de recipientes volumétricos.

Assim, foram considerados 20 tratamentos em quatro repeticdes, totalizando
80 unidades experimentais. Para melhor interpretacdo dos resultados, o0s
tratamentos sao representados pela composigao “x-y VT”, sendo “x” o volume de
vinhaca (V) e “y” a dose do herbicida tebuthiuron (T) aplicado unidade experimental.
Logo, o tratamento 2,0-1,00 VT indica a aplicacdo de duas vezes o volume de

vinhaca (2,0x V) e a dose recomendada do tebuthiuron (1,00x T).
4.2.4 Preparo das unidades experimentais

Inicialmente, os vasos com 3,6 L, utilizados como unidades experimentais
foram preenchidos com 3,0 dm3® de solo cada. Em seguida, os tratamentos com

vinhaca receberam a aplicacdo deste composto de forma manual e uniforme, com
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despejo superficial propondo simular a fertirrigacdo na lavoura. Foram considerados
os volumes: auséncia, 300 mL (0,50x), 600 mL (1,0x) e 1200 mL (2,0x).

No dia seguinte, foram realizadas a pulverizacédo de tebuthiuron por meio de
pulverizador costal pesquisa (Herbicat®) pressurizado por CO:2 equipado com duas
pontas de jato plano XR 11002 na pressdo de 200 kPa (vazdo de 0,65 L min?t) e
espacadas em 0,5 m. A aplicacdo 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 156 L hat. As condicdes ambientais no momento das aplicacdes de
herbicidas foram: temperatura de 23,5 °C e URar 50,9%, velocidade do vento de
2,2 m s?. Os tratamentos com auséncia de vinhaca tiveram o mesmo volume de
agua aplicado naqueles com a adicdo desse composto.

Sete dias apdés a aplicacdo do herbicida, foi realizado o plantio de trés
sementes de mucuna-cinza por vaso. Foi realizado o desbaste no 14° dia apés a
semeadura (DAS) e conduzida uma planta por vaso. Esses foram irrigados
diariamente com uma lamina de agua suficiente para a manutencao das condicdes

adequadas para o desenvolvimento vegetal.
4.2.5 Avaliacdo do desenvolvimento vegetal

O desenvolvimento das plantas foi avaliado de acordo com as seguintes
analises semanais: () diametro do colo em mm obtido com auxilio de um
paquimetro; (ll) altura da planta em cm com auxilio de uma régua; e (Ill) nimero de
folhas. Este monitoramento periddico foi realizado, semanalmente, por 63 dias.

Aos 63 DAS, as plantas foram separadas para determinacfes da biomassa:
comprimento de raiz (CR), massa fresca da parte aérea (MFPA) e radicular (MFR) e

massa seca da parte aérea (MSPA) e radicular (MSR).
4.2.6 Analise estatistica dos dados

Para andalise de variancia foi considerado um delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticbes em esquema fatorial triplo 8 x 5 x 4, sendo estes
os fatores tempo, herbicida e vinhaca, respectivamente. Devido a dificuldade de
interpretacdo, foi considerado cada nivel do fator tempo como um experimento
separadamente, considerando ainda um DIC com quatro repeticbes em esquema

fatorial duplo 5 x 4, sendo estes, respectivamente, os fatores herbicida e vinhaca.
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Para tais experimentos, foi realizada analise de variancia considerando o
modelo estatistico: Y = m + A; + B; + ABj; + eji; em que Y corresponde ao valor
observado para a variavel em estudo referente ao tratamento ij, na repeticédo k; m, a
média de todas as unidades experimentais para a varidvel em estudo; 4;, ao efeito
do i-eésimo nivel do fator dose de tebuthiuron no valor observado Yjy; B;, ao efeito do
j-ésimo nivel do fator Volume de Vinhaga, no valor observado Yjy; € ej, ao erro
experimental. Para as caracteristicas que apresentaram significancia na analise de
variancia, foi procedido o teste de Scott-Knott (p<0,05) para comparagado das
médias.

Para cada tratamento, dado pela combinagdo “x-y VT’ foi considerado o
modelo de regressao linear simples. Foi construida ainda a matriz de correlacdes
associadas as caracteristicas comprimento de raiz (CR), massa fresca das partes
aérea (MFPA) e radicular (MFR) e massa seca das partes aérea (MSPA) e radicular
(MSR).

Toda analise estatistica foi realizada por meio de rotinas no Software livre R
(R CORE TEAM, 2020).

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise de variancia para os parametros morfolégicos avaliados

para Mucuna pruriens estdo apresentados na Tabela 2.

TABELA 2 — Analise de variancia dos parametros morfolégicos de Mucuna pruriens

apos 63 DAS: altura (H) e diametro das plantas (D), e numero de folhas (NF).

QM
Fv 9 “Hiem) Dmm) NF
Tempo 7 713,25 24,41* 11,21*
Vinhaca 3 15375,28** 87,97** 209,89**
Herbicida 4  14965,72** 46,74** 266,87**
Tempo x Vinhaca 21 210,44~ 1,65™ 8,68*
Tempo x Herbicida 28 219,84™ 1,21  3,99™
Vinhacga x Herbicida 12 3836,74* 7,13** 72,85**
Tempo x Vinhaga x Herbicida 84 103,82™ 0,86"™ 3,48"
Residuo 480 291,84 1,24 4.84
CV (%) 19,18 158,39 149,85
X 13,79 1,26 1,77

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: QM: quadrado médio. CV (%): Coeficiente de Variacao. *p<0,05; **p<0,01; " — nao significativo.



29

Para os parametros morfolégicos avaliados para Mucuna pruriens foi
detectada significAncia para as caracteristicas altura (H), diametro (D) e numero de
folhas (NF) em relacéo ao tempo de analise e a presenca de vinhaca e do herbicida
tebuthiuron (Tabela 2).

Os resultados do teste de Scott-Knott (p<0,05) para comparacdo de médias
das caracteristicas morfolégicas de Mucuna pruriens no decorrer do periodo

avaliado estdo dispostos na Tabela 3.

TABELA 3 — Comparacao de médias dos parametros morfolégicos de Mucuna
pruriens durante o periodo de 14 a 63 dias: altura (H) e diametro das plantas (D) e
namero de folhas (NF).

Média
H(cm) D (mm) NF
14 10,89 b 2,03a 2,27a
21 15,47 a 193a 2/1l1a
28 17,49 a 166a 2,00a
35 16,40 a 1,20b 195a
42 15,42 a 1,07b 1,72a
49 14,44 a 0,96b 1,38a
56 10,55 b 0,66c 135a
63 9,66 b 059c 1,32a

DAS

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05) para
a mesma caracteristica avaliada.

Foi verificada diferenca significativa para os caracteres altura (H) e diametro
(D) (Tabela 3). Aos 28 DAS, a altura de plantas atingiu seu ponto maximo perante o
tempo de avaliacdo (17,49 cm), ndo diferenciando estatisticamente dos 21, 35, 42 e
49 DAS. Aos 56 DAS observa-se um declinio na altura de plantas, consequéncia da
possivel fitotoxicidade decorrente da presenca de tebuthiuron no solo, que € inibidor
do fotossistema Il (Tabela 3). A Figura 3 ilustra o efeito do herbicida ao longo do
tempo de desenvolvimento da planta no tratamento 0,0-1,00 VT. A esquerda a
planta esta aos 14 DAS e a direita aos 63 DAS. Houve reducgéo de altura, diametro e
numero de folhas, sendo esse ultimo evidenciado pela necrose e perda das folhas.

Os herbicidas inibidores do fotossistema Il (PSIl) causam o bloqueio do
transporte de elétrons da Qa para Qs, peroxidando os lipidios, devido estarem
ligados ao sitio da Qs localizado na proteina D1 0 qual se localiza na membrana dos
tilacoides dos cloroplastos (SILVA et al., 2013).
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Souza et al. (2009), avaliando a tolerancia de diferentes cultivares de cana-
de-acucar a herbicidas aplicados em poés-emergéncia inicial da soqueira,
observaram leves sintomas de intoxicacdo em todas as cultivares que receberam os
tratamentos com tebuthiuron, sendo estes sintomas caracterizados por um leve
amarelecimento nas folhas das plantas acompanhado de secamento nas pontas.
Alves et al. (2018), trabalhando com diferentes doses de fomesafen, apresentaram

reducdo da altura de plantas para a espécie Crotalaria juncea.

FIGURA 3 — Efeito do herbicida tebuthiuron sobre o desenvolvimento da M. pruriens

Fonte: Dados da prépria autora (2020).

J& para a caracteristica diametro (D), os dias iniciais (14, 21 e 28 DAS) foram
estatisticamente iguais, demonstrando um bom desenvolvimento do caule das
plantas logo no inicio do experimento. Porém, ha uma redugdo desses valores no
decorrer do monitoramento (Tabela 3). Galon et al. (2016), ao aplicar atrazina em
diferentes variedades de sorgo, constataram que o herbicida ndo prejudicou as
caracteristicas altura e diametro. Ao contrario do herbicida flumioxazin, que
ocasionou a reducédo do diametro das hastes de uma variedade.

Por fim, observa-se que as médias para numero de folhas (NF) ndo se
diferem estatisticamente no decorrer da avaliacdo do desenvolvimento da mucuna-
cinza (Tabela 3).

As caracteristicas morfolégicas de mucuna-cinza durante em diferentes
concentracdes de tebuthiuron e vinhaga no solo foram reduzidas quando cultivadas

em solo contendo as maiores concentracdes (Tabela 4).



31

TABELA 4 — Comparac¢do de médias da altura (H), do diametro (D) e do nimero de
folhas (NF) de Mucuna pruriens em diferentes concentracdes de tebuthiuron e

vinhaca no solo.

Volume de vinhaca
Dose de —455 05 1,0 2.0
tebuthiuron
H (cm)
0,00 58,43 Aa 28,64 Ca 39,82Ba 1,95D
0,25 13,19 Bb 28,24 Aa 12,59Bb 1,14 C
0,50 294 Bc 24,20Aa 3,44Bc 0,72B
0,75 18,37 Ab 21,34 Aa 1,37Bc 0,30B
1,00 13,01 Ab 544Bb 0,69Bc 0,00B
D (mm)
0,00 354Aa 2,79Ba 1,86Ca 0,71D
0,25 156Bb 2,42Aa 156Ba 0,34C
0,50 0,61Cc 1,79Ab 1,06Bb 0,30C
0,75 183Ab 144Ab 042Bc 0,14B
1,00 1,16 Ac 1,27Ab 0,47Bc 0,00B
NF

0,00 8,34 Aa 4,03Ba 3,59Ba 0,72C
0,25 1,22Bb 4,28Aa 1,84Bb 0,37C
0,50 0,44Bb 350Aa 1,25Bb 0,25B
0,75 0,94 b 1,50b 0,53c 0,12
1,00 0,62 b 1,44 b 0,32c 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e minUsculas comparam os resultados nas linhas e colunas, respectivamente
(Scott-Knott, p<0,05).

O tratamento controle (0,0-0,00 VT) obteve a média mais alta para as trés
caracteristicas (58,43 cm para H; 3,54 mm para D; e 8,34 para NF), demonstrando
que sem o efeito dos compostos, a planta foi capaz de se desenvolver
adequadamente.

No tratamento 0,5-0,25 VT, ndo houve diferenca estatistica quando
comparado com o tratamento controle (0,0-0,00 VT) para as trés caracteristicas. Tal
resultado sugere que a baixa concentracdo de vinhaca é capaz de favorecer o
desenvolvimento da planta por meio do fornecimento de nutrientes. Novo et al.
(2008), avaliando o efeito do herbicida imazapic no controle de tiririca (Cyperus
rotundus L.), observaram um aumento na biomassa fresca da parte aérea da planta,
sugerindo que a adicdo da vinhaca ao solo pode ter elevado a disponibilidade de
alguns nutrientes, o poder de retencdo de céations e a capacidade de retencdo de
agua, estimulando também a atividade microbiana do solo. Esses autores relataram

ainda que, quando se mistura herbicida em solu¢gBes nitrogenadas, pode ocorrer
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sinergismo, antagonismo ou indiferenca na acado do produto, quando comparada a
acao isolada.

A partir da unidade experimental com 0,5x de vinhaca e 0,50x do herbicida
(0,5-0,50 VT), foi possivel observar uma brusca reducdo nas meédias das
caracteristicas morfoldgicas, revelando que a sua associacdo em concentracdes
maiores foi prejudicial para o desenvolvimento de Mucuna pruriens. No tratamento
2,0-1,00 VT, as sementes de mucuna-cinza ndo germinaram, sugerindo que essas
altas concentracbes causaram a morte do embrido, em razdo da toxicidade
apresentada pelos tratamentos.

O desdobramento dos resultados para a altura das plantas durante o periodo
de avaliacdo fora significativo somente para as primeiras semanas de avaliacdo do
desenvolvimento vegetal (Tabela 5). Neste sentido, ndo houve diferenca significativa
entre as unidades experimentais com diferentes concentracdes de tebuthiuron e
vinhaca para os 42, 49, 56 e 63 DAS.

Aos 14 DAS, apenas as unidades experimentais 0,0-0,00 VT e 1,0-0,00 VT
apresentaram bom crescimento inicial das plantas com 41,22 e 27,50 cm,
respectivamente. A aplicacdo de tebuthiuron apresentou efeito negativo na auséncia
e quando presente 1,0x de vinhacga. Por outro lado, quando comparado na mesma
dose do herbicida, o aumento no volume de vinhaca diminuiu a altura das plantas,
principalmente nas maiores concentracdes (1,0x e 2,0x V). Vale ressaltar que o
tratamento 2,0-1,00 VT teve resultado nulo pela falta de germinacdo das sementes.

Resultados semelhantes foram encontrados na segunda e na terceira
avaliacdo da altura de Mucuna pruriens em 21 e 28 DAS, respectivamente (Tabela
5). Em ambas as andlises, a alta concentracdo de vinhaca promoveu menor
crescimento das plantas, sendo encontrada mortalidade em 28 DAS para o
tratamento 2,0-0,75 VT.

Aos 35 DAS, o tratamento controle atingiu altura maxima durante as
avaliacbes. Além disso, foi observado valores nulos nas unidades experimentais que
receberam 2,0x volume de vinhacga (com excecédo ao 2,0-0,00 VT), sendo decorrente

das mortes dessas plantas.
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TABELA 5 — Comparacédo de médias da altura (cm) de M. pruriens durante o periodo

em diferentes concentra¢des de tebuthiuron e vinhaga no solo.

Volume de vinhaca

Dose de tebuthiuron 0,0 0,5 1,0 2,0
14 DAS
0,00 41,22 Aa 822B 2750Aa 1,35B
0,25 11,00 Ab 15,62 A 8,00b 1,37
0,50 11,27 Ab 20,70 A 4,22Bb 1,55B
0,75 19,10 Ab 17,42 A 2,37Bb 1,30B
1,00 20,05 Ab 437B 1,10Bb 0,00B
21 DAS
0,00 48,37 Aa 16,95B 45,62 Aa 2,70 B
0,25 15,50 Bb 37,65 A 12,15Bb 3,50B
0,50 12,27b 2260 7,40Db 2,10
0,75 25,65 Ab 27,25A 567Bb 1,12B
1,00 11,50b 9,30 2,17b 0,00
28 DAS
0,00 61,40 Aa 33,40 A 52,42 Aa 4,02B
0,25 16,52 Bb 43,72 A 20,42Bb 4,25B
0,50 0,00b 23,90 9,30b 2,10
0,75 24,30 Ab 29,40 A 295Bb 0,00B
1,00 11,62b 8,97 1,17 b 0,00
35 DAS
0,00 63,2 Aa 37,60 A 53,07 Aa 4,17B
0,25 10,05 Bb 43,60 A 22,02 Bb 0,00 B
0,50 0,00b 23,62 6,60b 0,00
0,75 17,15b 25,20 0,00b 0,00
1,00 12,15b 8,35 1,12b 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e mindsculas comparam os resultados nas linhas e colunas,
respectivamente (Skott-Knott, p<0,05).

Matos et al. (2015), avaliaram a disponibilidade d e tebuthiuron na solugéo de
diferentes solos saturados com agua ou vinhaca, e identificaram que o tebuthiuron
esteve mais disponivel nos solos com a adi¢cdo de vinhaca, quando comparado com
a agua. A vinhaca foi capaz de influenciar a sorcdo dos herbicidas em diferentes
tipos de solo, promovendo a redugéo da capacidade de sorcdo do tebuthiuron e
aumentando a sua concentragao na solugéo do solo.

Madaléo et al. (2012), analisando o desenvolvimento do milheto (Pennisetum
glaucum (L.) R.Br.), em sucesséo a diferentes espécies de leguminosas em solo
com residual do herbicida sulfentrazone, observou que o P. glaucum apresentou
brusca reducdo na altura a partir da dose de 200 g i.a. ha, ndo se desenvolvendo

na dose de 800 gi.a. ha'l, em razdo da elevada toxicidade apresentada pelo
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sulfentrazone. Nesse sentido, aplicagbes de tebuthiuron com doses superiores a
0,5x, também provocou impacto negativo na altura da Mucuna pruriens quando
presente o tebuthiuron na auséncia e com o volume recomendado de vinhaca
(Tabela 5).

Soto, Chang e Basso (2017) revelaram que o volume de vinhaga aplicado no
solo ndo deve ultrapassar a capacidade de retencdo de ions que este possui, uma
vez que as dosagens devem ser mensuradas de acordo com suas caracteristicas.
Este estudo pode explicar o efeito negativo da aplicagcdo do dobro do limite de
vinhaca apresentado na Tabela 5, cujo prejuizo ocasionou até a morte de plantas de
Mucuna pruriens.

Os resultados da andlise de regressdo para a caracteristica altura (cm)
durante o periodo de avaliacdo em diferentes concentracdes dos compostos no solo
estdo dispostos na Figura 4.

A analise de regressao (Figura 4) endossa os resultados na Tabela 5. Nos
primeiros DAS, as plantas desenvolveram conforme o esperado para a altura, exceto
em 0,0-0,50 VT, cujo resultado néo foi significativo. Contudo, no decorrer do tempo,
€ possivel observar a queda brusca na altura das plantas, devido a acdo do

tebuthiuron em associagédo com a vinhaga.
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FIGURA 4 — Andlise de regressédo para a altura (cm) de Mucuna pruriens durante o
periodo em diferentes concentracfes* de tebuthiuron e vinhaca no solo

(*concentracdes x-y, sendo x 0 volume de vinhaca e y a dose de tebuthiuron).

0-0 0-0,25 0-05 0-075 0-1

2-0 2-026 2-05 2-075

40 30
Tempo

Fonte: Dados da prépria autora (2020).

Os resultados para o diametro das plantas de mucuna-cinza foram
significativos apenas para o ultimo dia de monitoramento do desenvolvimento
vegetal — 63 DAS (Tabela 6), ndo havendo diferenca significativa entre os demais

periodos avaliados.

TABELA 6 — Comparacado de médias de diametro (mm) de Mucuna pruriens durante

o periodo em diferentes concentracfes de tebuthiuron e vinhaca no solo.

Volume de vinhaga
0,0 0,5 1,0 2,0
63 DAS
0,00 3,88 Aa 1,33B 0,73B 0,00B
0,25 1,06b 1,14 0,00 0,00
0,50 0,00Bb 1,68 A 0,00B 0,00B
0,75 1,06b 045 0,00 0,00
1,00 0,63b 0,00 0,00 0,00

Dose de
tebuthiuron

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailisculas e minisculas comparam os resultados nas linhas e colunas, respectivamente
(Skott-Knott, p<0,05).
Pela Tabela 6, novamente se destaca as unidades experimentais com
auséncia dos compostos (0,0-0,00 VT), com a maior média para o diametro das

plantas de Mucuna pruriens em 63 DAS. Ainda € possivel observar resultados nulos
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em varios tratamentos, principalmente quando aplicada alta concentracdo de
vinhaga.

Alves et al. (2018) demonstraram que o uso do herbicida fomesafen em
diferentes doses néo apresentou diferenca para o diametro do caule em crotalaria,
mucuna-preta e sorgo. O mesmo foi observado por Galon et al. (2016), sobre o
didmetro dos caules de sorgo apoOs a aplicagdo da atrazina, que também é um
herbicida inibidor do fotossistema Il. Entretanto, a adicdo de tebuthiuron no solo sem
vinhaga reduziu o diametro de M. pruriens em pelo menos 72,7% (Tabela 6).

Ferreira et al. (2021) avaliou os efeitos da combinacdo de vinhaca e
tebuthiuron no solo sobre o didmetro de Canavalia ensiformis, Cajanus cajan,
Mucuna pruriens e Pennisetum glaucum. Neste estudo néo foi observada diferenca
significativa para o diametro quando houve a aplicacdo isolada de vinhaca para as
trés primeiras espécies. Contudo, o milheto obteve médias para altura, diametro e
namero de folhas bem acima das demais espécies na presenca de vinhaca, tendo

reducdo apenas quando combinado ambos 0os compostos.

FIGURA 5 — Analise de regressao para o diametro (mm) de Mucuna pruriens durante
o periodo em diferentes concentracfes* de tebuthiuron e vinhaca no solo
(*concentracdes x-y, sendo x o volume de vinhaca e y a dose de tebuthiuron).
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Fonte: Dados da prépria autora (2020).

Da mesma maneira como para a altura, a analise de regresséo dos resultados

do diametro das plantas nas diferentes concentracdes de vinhaca e tebuthiuron no
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solo (Figura 5) também corroboram com os dados demonstrados na Tabela 6. Foi
observado um bom desenvolvimento das plantas nos primeiros dias de avaliacéo,
tanto para o diametro (Figura 5) quanto para altura (Figura 4), uma vez que ambos
0S parametros estéo correlacionados.

J4 para os resultados para o numero de folhas nas plantas foram
significativos somente para as Ultimas semanas de avaliacdo do desenvolvimento
vegetal, ou seja, 35, 42, 49, 56, 63 DAS (Tabela 7). Neste sentido, ndo houve
diferenca significativa entre as unidades experimentais com diferentes
concentracdes de tebuthiuron e vinhaca para os 14, 21 e 28 DAS. O maior nimero
de folhas (NF) foi encontrado na unidade experimental de controle (0,0-0,00 VT).
Porém, a aplicacdo do herbicida e/ou da vinhaca promoveram efeitos negativos no

desenvolvimento foliar da mucuna-cinza (Tabela 7).
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TABELA 7 — Comparacdo de médias do numero de folhas de Mucuna

pruriens durante o periodo em diferentes concentracfes de tebuthiuron e vinhaca no

solo.
Volume de vinhaca
te?aﬁfr?iﬂin 0.0 05 10 20
35 DAS

0,00 9,00 Aa 5,75Ba 5,50Ba 1,25C
0,25 0,25Bb 5,75Aa 2,50Bb 0,00B
0,50 0,00b 3,25b 1,75b 0,00
0,75 0,00 b 1,25b 0,00b 0,00
1,00 0,25Db 2,00b 0,50b 0,00
42 DAS
0,00 10,00 Aa 450B 4,25B 0,50C
0,25 1,00 b 5,00 2,25 0,00
0,50 0,00 b 3,00 0,00 0,00
0,75 0,50b 1,25 0,00 0,00
1,00 0,25b 2,00 0,00 0,00
49 DAS
0,00 925Aa 350Ba 250B 0,00B
0,25 1,25Bb 4,25Aa 0,00B 0,00B
0,50 0,00Bb 4,00Aa 0,00B 0,00B
0,75 1,00b 0,50b 0,00 0,00
1,00 0,50b 0,25b 0,00 0,00
56 DAS
0,00 11,00 Aa 2,75B 2,50B 0,00B
0,25 1,25b 3,75 0,00 0,00
0,50 0,00 b 4,00 0,00 0,00
0,75 1,25b 0,00 0,00 0,00
1,00 1,00b 0,00 0,00 0,00
63 DAS
0,00 11,25Aa 150B 1,75B 0,00B
0,25 1,25b 3,25 0,00 0,00
0,50 0,00 b 4,25 0,00 0,00
0,75 1,75b 0,50 0,00 0,00
1,00 1,00b 0,00 0,00 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e minUsculas comparam os resultados nas linhas e colunas, respectivamente
(Skott-Knott, p<0,05).

Nos tratamentos com auséncia de vinhaca é evidenciado o efeito negativo do
tebuthiuron pela diferenca significativa (Tabela 7). Além disso, a presenca de
vinhaga promoveu resultados nulos nos maiores volumes utilizados a partir de 49
DAS. Esse dado que sugere que no volume adequado de vinhaga permitido para
fertirrigacdo, conforme a Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015), é possivel

encontrar prejuizos para algumas espécies vegetais, visto que a vinhaca tem a
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capacidade de reter a molécula do tebuthiuron por mais tempo no solo (MATOS et
al., 2015).

De modo diferente, nos tratamentos com aplicacdo de vinhaca e auséncia do
herbicida, as plantas obtiveram desenvolvimento satisfatorio. Brito et al. (2013)
estudaram a producédo de fitomassa e acumulo de nutrientes, com adicdo de vinhaca
de cinco espécies de plantas utilizadas como adubos verdes: feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis (L.) DC.); crotalaria (Crotalaria juncea L.); mucuna-preta
(Mucuna aterrima); guandu-anao (Cajanus cajan L. Mill sp.) e milheto (Pennisetum
glaucum). Os autores observaram que a adicdo de 12 m3 ha' de vinhacga contribuiu
significativamente para maior acumulo de fitomassa e de nitrogénio na parte aérea
das espécies avaliadas.

Os resultados da analise de regresséo para a caracteristica numero de folhas
durante o periodo de avaliacdo em diferentes concentracées dos compostos no solo

estdo dispostos na Figura 6.

FIGURA 6 — Andlise de regressao para o numero de folhas de Mucuna pruriens
durante o periodo em diferentes concentra¢des* de tebuthiuron e vinhaga no solo

(*concentracdes x-y, sendo x o volume de vinhaca e y a dose de tebuthiuron).
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Fonte: Dados da prépria autora (2020).

Nota-se pela analise de regressdo linear que o aumento no volume de

vinhaca ndo promoveu maiores resultados para o numero de folhas (Figura 6). E, as



40

maiores concentragfes utilizadas promoveram fitotoxicidade e mortalidade as
plantas.

Da mesma forma que o observado para altura (Figura 4) e diametro (Figura
5), a unidade experimental com auséncia de vinhaca e com metade da dose
recomendada do herbicida (0,0-0,50 VT) n&o apresentou significancia.

Os resultados para comprimento de raiz (CR), massa fresca de parte aérea
(MFPA) e massas secas de parte aérea (MSPA) e radicular (MSR) (Tabela 8).
Ressalta-se que, pela mortalidade das plantas, as maiores concentracbes da

vinhaga estdo com seus resultados nulos na Tabela 8.

TABELA 8 — Comparacédo de médias da massa fresca da parte aérea (MFPA), das
massas secas da parte aérea (MSPA) e radicular (MSR) e do comprimento da raiz
(CR) de Mucuna pruriens apos 63 DAS em diferentes concentracdes de tebuthiuron

e vinhaga no solo.

Volume de vinhaca

te%ﬁfﬁfr‘;n 0,0 05 10 20 0,0 05 1,0 20
MFPA (g) MSR (g)
0,00 1325Aa 1,96B 0,85B 0,00B 0,26Aa 0,03B 0,02B 0,00 B
0,25 041b 295 000 000 000b 004 000 0,00
0,50 000b 2,87 000 000 000b 004 000 0,00
0,75 063b 077 000 000 000b 000 000 0,00
1,00 063b 000 000 000 000b 000 000 0,00
MSPA (g) CR (cm)
0,00 792Aa 1,92B 058B 000B 143Aa 1,87B 2,75B 0,00 B
0,25 020b 228 000 000 412b 350 000 0,00
0,50 0,00b 1,06 000 000 000Bb 622A 0,00B 0,00B
0,75 000b 0,00 000 000 380b 225 000 0,00
1,00 0,00b 0,00 000 000 225b 000 000 0,00

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e minUsculas comparam os resultados nas linhas e colunas,
respectivamente, para a mesma caracteristica (Skott-Knott, p<0,05).

A MFR néo foi estatisticamente significativa pelo teste de Skott-Knott a 5% de
probabilidade, enquanto, a MSR apresentou significancia somente para O0s
tratamentos sem presenca de tebuthiuron (Tabela 8).

Em relacdo a MFPA, os maiores valores de biomassa foram encontrados nas
plantas cultivadas em solo sem a presenca de herbicida. Neste contexto, Campos
(2018) avaliou a biomassa fresca de Mucuna pruriens em solo argiloso com
tebuthiuron e constatou tolerancia intermediaria da espécie a esse herbicida,

decorrente da reducdo da biomassa quando cultivada sobre as maiores
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concentragdes. Porém, quando em solo arenoso, o autor ndo observou esse efeito
negativo, determinando que para as condi¢cdes e quantidades analisadas nao foram
suficientes para causar danos ao desenvolvimento de M. pruriens.

Em referéncia ao comprimento de raiz, o tratamento controle (0,0-0,00 VT) se
destaca com o maior valor encontrado (14,3 cm), sendo no minimo 2,3 vezes maior
que o segundo (6,22 cm para 0,5-0,50 VT). Na auséncia de vinhacga, o uso de
tebuthiuron prejudicou o crescimento da raiz mesmo na menor dose (0,25x).

Apoés a comparacédo de todos os parametros avaliados no desenvolvimento da
mucuna-cinza em solo com associagdes entre vinhaca e tebuthiuron, na Figura 7
esta demonstrada a analise de correlacdo entre essas caracteristicas. A
interpretacdo da correlacdo indica que quanto mais azul, maior a semelhanca entre
0s resultados.

E possivel observar que a altura (H) e o diametro (D) representaram duas
caracteristicas muito correlacionas no desenvolvimento da Mucuna pruriens (95%).
A medida que a planta cresceu, seu caule também se desenvolveu visando manter
uma boa sustentacdo. Correlagdo proxima também foi encontrada para comprimento
de raiz (CR) em relacdo ao diametro (D) e a altura (H) com valores de 95% e 94%,
respectivamente (Figura 7). Isto indica que o desenvolvimento radicular foi
proporcional ao tamanho das plantas cultivadas nos vasos.

Vale destacar também as correlagbes da massa fresca da parte aérea
(MFPA) com NF (95%), MSPA (97%) e MSR (96%). Quanto ao numero de folhas,
tem-se uma relacdo direta entre o crescimento foliar com a biomassa fresca
disponivel.

Os menores valores foram encontrados para MFR em relacdo MSPA (34%) e
MSR (25%), como demonstrado na Figura 7. Como observado pela Tabela 8, os
valores de MFR nao apresentaram diferenca estatistica. Assim, esse pequeno
resultado de correlacéo pode ser justificado pelo reduzido desenvolvimento radicular

nas plantas, com excec¢ao do tratamento controle.
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FIGURA 7 — Analise de correlacao para altura (H), diametro (D), numero de folhas
(NF), comprimento de raiz (CR), massas frescas de parte aérea (MFPA) e radicular
(MFR) e massas secas de parte aérea (MSPA) e radicular (MSR) de M. pruriens

apos 63 DAS em diferentes concentragfes de tebuthiuron e vinhaca no solo.
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Fonte: Dados da propria autora (2020).

4.4 CONCLUSAO

A associagdo de herbicida tebuthiuron com vinhaga no solo resultaram na
reducdo dos parametros morfolégicos da mucuna-cinza, principalmente quando
utilizado 1,0x e 2,0x volumes de vinhaca. Quando aplicados isoladamente, foi
observado um menor efeito negativo no desenvolvimento de Mucuna pruriens.

O efeito negativo da aplicacdo de tebuthiuron e vinhaca foi apresentado pela
alta mortalidade de plantas ao longo do experimento. Além disso, as maiores
concentragcbes utilizadas desses compostos (2,0-1,00 VT) ndo permitiu a
germinacao das sementes.

Portanto, a mucuna-cinza demonstrou ser muito sensivel aos tratamentos

com tebuthiuron e/ou vinhaca, e ndo é indicada para utilizacdo como adubo verde na
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reforma de canaviais em solo com a presenca de altas concentra¢des de tebuthiuron

e vinhaga.
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5 ARTIGO 2 - FITORREMEDIACAO DE SOLO COM TEBUTHIURON E VINHACA
POR Mucuna pruriens UTILIZANDO Crotalaria juncea COMO ESPECIE

BIOINDICADORA E Lactuca sativa EM BIOENSAIOS DE ECOTOXICIDADE

5.1 Introducéao

Alguns herbicidas registrados para uso na agricultura apresenta atividade
residual no solo, sendo importante para uso em situacdes onde o Periodo Total de
Prevencéo da Interferéncia (PTPI) das plantas daninhas sobre as culturas é longo
(PROCOPIO et al., 2009). Entretanto, ao fim do PTPI, a presenca do herbicida no
solo passa a ser motivo de preocupagédo ambiental, podendo provocar intoxicacéo
em culturas sucessivas (carryover), atingir aguas subterraneas (BELO et al., 2007) e
causar toxicidade a organismos ndo-alvo (PROCOPIO et al., 2014).

Logo, técnicas que englobam eficiéncia de descontaminacao, simplicidade e
menor custo na execucao sao alternativas para despoluir &reas contaminadas por
substancias organicas e inorganicas. Exemplo disso tem-se a biorremediacédo que €
caracterizada como uma técnica que objetiva descontaminar solo e 4gua por meio
da utilizagdo de organismos vivos, como microrganismos e plantas (PIRES et al.,
2003).

Dentre estes métodos, a fitorremediacdo baseia-se no uso de vegetais para
tratamento in situ de solos e agua contaminados, sendo aplicavel em locais que
contenham poluentes organicos e/ou inorganicos, como 0s pesticidas. Assim, estas
moléculas podem ser absorvidas por suas raizes e sequestradas, degradadas,
imobilizadas e/ou metabolizadas pelas mesmas (DIETZ; SCHNOOR, 2001).

Neste contexto, sabe-se do massivo uso de herbicidas para aumento de
produtividade nas lavouras no controle de plantas daninhas. Contudo, essa pratica
apresenta grande potencial de contaminagdo ambiental (MENDES et al., 2021)..
Portanto, o tratamento de areas com herbicidas por fitorremediacéo torna-se uma
importante alternativa, destacando o tebuthiuron que foi um dos primeiros herbicidas
a ser estudado nesta pratica no Brasil (PIRES et al., 2006; PROCOPIO et al., 2009).

Ao contrario dos herbicidas, a vinhaca € um residuo aplicado em terras
agricolas como agentes indutores de crescimento (SOUZA et al., 2015). Entretanto,

Soto et al. (2017) afirmaram que, quando aplicada incorretamente, as
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consequéncias ao meio ambiente nd&o somente envolvem problemas de
contaminacdo, mas também de interferéncia na dindmica da agua e em suas
propriedades mecéanicas, como resisténcia e deformacéo de solos saturados ou néao
saturados.

Sendo assim, a fitorremediacdo é uma alternativa vidvel de uso de plantas
para a reducdo da toxidez de contaminantes no ambiente (DIETZ; SCHNOOR,
2001). Ferreira et al. (2021) estudaram diferentes espécies de plantas com potencial
fitorremediador também em solo com tebuthiuron e vinhacga, e constataram que 0s
vasos que anteriormente foram ocupados por Mucuna pruriens (L.) DC., permitiram
um melhor desenvolvimento e produgcdo de biomassa para a espécie bioindicadora
C. juncea L.

Paralelamente, sdo empregadas ferramentas da ecotoxicologia para o
monitoramento ambiental baseado na resposta de organismos a diferentes
substancias e compostos quimicos (MAGALHAES; FERRAO FILHO, 2008). Neste
sentido, bioensaios de ecotoxicidade sdo empregados antes e apds o tratamento
biolégico na avaliacdo de sua eficiéncia e no diagnéstico do efeito dos
contaminantes e da técnica empregado frente aos organismos-teste (COELHO et al.,
2018).

Bioensaios de ecotoxicidade com sementes de alface (Lactuca sativa), de
acordo com Sobrero e Ronco (2004), é um teste estatico de toxicidade aguda (120
horas de exposicdo), no qual se pode avaliar os efeitos fitotbxicos de compostos
puros ou misturas complexas sobre o processo de germinacdo das sementes e 0
desenvolvimento das plantulas durante os primeiros dias de crescimento. Sua
principal vantagem é a ampla variedade de parametros de toxicidade, como a taxa
de germinacédo, ganho de biomassa, alongamento de raizes e aspectos bioquimicos,
além de apresentar baixo custo e possibilidade de serem realizados continuamente
(RODRIGUES et al., 2013).

Dessa maneira, o proposito desse artigo foi monitorar o efeito da presenca da
M. pruriens no solo com tebuthiuron e vinhaca no desenvolvimento da espécie
bioindicadora C. juncea, bem como determinar a ecotoxicologia do solo nos
tratamentos antes e apds o processo de fitorremediacao, utilizando Lactuca sativa L.

como organismo-teste.
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5.2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi instalada em casa de vegetacdo localizada no municipio de
Dracena, coordenadas 21°28'57” latitude sul e 51°31°58” longitude oeste com
altitude média de 400 m. O periodo de realizacédo foi entre maio e agosto de 2020
com meédias de temperatura e umidade relativa do ar de 23,4 °C e 56,8%,

respectivamente (EMA/FCAT - Estacdo Meteorologica de Dracena).
5.2.1 Coleta de solo e de vinhaca

O solo utilizado no experimento € proveniente do campo experimental da
FCAT - Unesp Dracena, foi coletado a cerca de 20 cm de profundidade, sendo
peneirado em malha de 2,0 mm. 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 andlise do solo foi realizada e apresentava as seguintes caracteristicas
quimicas: pH 6,0; matéria organica 6 g/dm3; potassio 6,6 mmolc/dm?3; célcio
27 mmolc dm3; magnésio 27 mmolc dm=3; H+Al 14 mmolc dm; saturacdo da CTC
por bases (V%) 81%; soma de bases 61 mmolc dm=3; e CTC 75 mmolc dm=3. Essa
caracterizacdo serviu de base para adubacdo dos vasos visando um bom
desenvolvimento das espécies avaliadas.

Os adubos foram utilizados nas seguintes dosagens para todos 0s vasos:
600 kg ha! de KCI e 5100 kg ha* de Super Fosfato Simples. A vinhaca foi coletada
em usina sucroalcooleira da regido de Nova Andradina-MS, em recipiente de

polietileno de alta densidade de 100 litros.
5.2.2 Herbicida tebuthiuron e espécies vegetais

O herbicida tebuthiuron foi adquirido em estabelecimento comercial pelo
produto comercial Combine® 500SC - Dow AgroSciences Industrial Ltda.

A espécies vegetais mucuna-cinza (Mucuna pruriens L. DC) e Crotalaria
juncea foram utlizadas para a fitorremediagdo e como espécie sentinela,

respectivamente. Ambas foram adquiridas como sementes pela empresa Sementes
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Pirai®. Para avaliagdo da ecotoxicidade, foram utilizadas sementes de alface mimosa

salad bowl, da empresa Agristar®.
5.2.3 Delineamento experimental

O experimento foi conduzido sob delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes, em esquema fatorial 5 x 4 x 2. Foram considerados os fatores: (i)
dose de tebuthiuron, com 5 niveis: zero, 0,25x, 0,50x, 0,75x, e a dose recomendada
(1000 g i.a./ha); (ii) volume de vinhaca, com 4 niveis: auséncia, 0,50x, 1,0x e 0 2,0x;
e (iii) a presenca ou ndo da espécie fitorremediadora (M. pruriens). Logo, foram
considerados 40 tratamentos em quatro repeticfes, totalizando 160 unidades
experimentais.

O volume de vinhacga (1,0x V) foi calculado em funcéo do teor de potassio no
solo, de acordo com Norma Técnica P4.231 (CETESB, 2015). Assim, foi
considerado o volume 600 mL como o recomendado para o volume do solo em
questdo. A aplicacdo foi realizada manualmente com a ajuda de recipientes
volumétricos.

Para melhor interpretacdo dos resultados, os tratamentos séo representados

pela composicao “x-y VT”, sendo “x

(13 1]

o volume de vinhaca (V) e “y” a dose do
herbicida tebuthiuron (T) aplicado unidade experimental. Logo, o tratamento 2,0-1,00
VT indica a aplicacdo de duas vezes o volume de vinhaca (2,0x V) e a dose

recomendada do tebuthiuron (1,00x T).
5.2.4 Preparo das unidades experimentais

Os vasos utilizados como unidades experimentais foram anteriormente
ocupados pela espécie potencialmente fitorremediadora (mucuna-cinza), conforme
Artigo 1. Sete 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 das plantas de C. juncea no 14° dia apls a
semeadura (DAS) e conduzida uma planta por vaso. Esses foram irrigados
diariamente por microaspersédo a 6 mm/h durante 60 minutos, sendo 30 minutos pela
manha e 30 minutos ao final do dia, para manutencéo das condicbes adequadas

para o desenvolvimento vegetal.
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5.2.5 Avaliacdo do desenvolvimento vegetal — Crotalaria juncea

O desenvolvimento da planta foi avaliado de acordo com as seguintes
andlises: () didametro do colo, em mm, com auxilio de um paquimetro; (ll) altura da
planta, em cm, com auxilio de uma régua; e (lll) namero de folhas. Este
monitoramento periodico foi realizado aos 14, 21, 28, 35 e 42 DAS, no qual se
iniciou o florescimento.

Ao final do experimento (42 DAS), a planta de cada tratamento foi separada
para determinacfes da biomassa: biomassa fresca das partes aérea (MFPA) e
radicular (MFR), biomassa seca das partes aérea (MSPA) e radicular (MSR) e
comprimento de raiz (CR).

A separacdo de parte aérea e raiz se deu pelo corte do caule rente ao solo.
As raizes foram lavadas para que todo o solo fosse removido. Apos a separacéo,
cada fracdo foi pesada separadamente, embaladas em saco de papel e colocadas

em estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C, por cinco dias, e novamente pesadas.

5.2.6 Bioensaios de ecotoxicidade

Os Dbioensaios foram preparados a fim de monitorar o potencial
ecotoxicolégico dos tratamentos antes e apds a presenca M. pruriens. Assim, para
cada tratamento o solo foi coletado dos vasos e homogeneizado. A fitotoxicidade
dessas amostras de solo foi determinada nos tempos inicial (t0) e final (t140),
utilizando como organismo-teste sementes de L. sativa (alface), segundo Sobrero e
Ronco (2004). Essa andlise foi realizada em quatro replicatas a partir do extrato
aguoso (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¢cao
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 hipocétilo (= 0,1 mm) e o indice de germinagao (Gl - Germination Index)

gue combina a germinacédo de sementes (%G) e alongamento da raiz (%R) relativos
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ao CN. O Gl foi utilizado para avaliar a toxicidade das amostras de solo no
organismo-teste, conforme a Equacao 1 (LABOURIAU; AGUDO, 1987):

_ (%G)x(%R)

GI o0 [1]

Os resultados estao expressos em “Gl”, o que indica que valores acima de
zero resultam em prejuizos a germinacao e ao desenvolvimento do organismo-teste,
engquanto valores negativos representam beneficios a L. sativa nos bioensaios, visto

que CN é o ensaio referéncia com valor zero.
5.2.7 Quantificagdo de tebuthiuron nas amostras de solo

Esta etapa foi realizada pela Central Analitica de Residuos e Contaminantes
da Embrapa Meio Ambiente, Jaguariina-SP. Foram analisadas amostras do solo
retirado dos vasos dos 40 tratamentos no tempo final (t140), e duas amostras no
tempo inicial (t0): 0,0-0,50 VT e 0,0-1,00 VT.

Antes da extracdo, as amostras de solo foram secas usando uma estufa de
circulacdo de ar forcada, a 30 £ 2 °C. Posteriormente, foram homogeneizadas em
peneira de 1 mm e pesadas utilizando uma balanca semi-analitica em frascos de
polipropileno tipo Eppendorf de 2 mL. A extracdo de tebuthiuron das amostras de
solo foi baseada no método QUEChERS miniaturizado, com modificacdes
(MORENO-GONZALEZ et al., 2018).

Resumidamente, 0,5 g de solo foi adicionado ao frasco tipo Eppendorf (2 mL)
e 1,0 mL de acetonitrila (grau HPLC) foi adicionado. A mistura foi agitada por meio
de um vortex vibratério multi reax (Heidolph®) por 2 minutos. Em seguida, foram
adicionados 200 mg de sulfato de magnésio anidro, 50 mg de cloreto de sddio, 50
mg de citrato de trissodio diidratado e 250 mg de hidrogenocitrato de dissodio
sesquiidratado e agitados novamente em vortex vibratério por mais 2 minutos. A
amostra foi centrifugada por 10 min a 14000 rpm e 10 °C. Uma aliquota de 0,5 mL
do sobrenadante foi transferida para um tubo concentrador e levada para
evaporacdo até a completa secagem, sob fluxo de nitrogénio. O extrato foi
reconstituido em 1,0 mL de fase movel (metanol:agua 50:50% v/v) e filtrado (0,45
pum, Millex-PVDF) diretamente no vial para posterior injecdo no sistema de HPLC-
UV/VIS para quantificacdo. A separacdo cromatogréafica foi realizada em modo

isocratico, com a fase mével (metanol:agua, 50:50% v/v) e fluxo de 1,0 mL min'?, a
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30 °C. A deteccao do herbicida analisado foi realizada em comprimento de onda (A)
de 254 nm.

Os parametros de validacdo avaliados foram: linearidade, recuperacéao,
repetibilidade (RSD - desvio padréao relativo), limite de deteccdo (LD) e quantificacéo
(LQ). Para obtencéo da linearidade do método analitico, foram utilizados extratos
branco da matriz, aos quais foram adicionadas aliquotas da solugdo padréo, de
forma a resultar nas concentracées compreendidas entre 0,015 ug mL* e 0,5 ug mL"
1, Para avaliagéo da recuperacdo e repetibilidade, foram realizadas cinco repeticées
de cada nivel de fortificagdo estudado, num total de 2 niveis avaliados, sendo eles
0,1 ug gt e 0,5 ug g*. O método validado mostrou-se satisfatério resultando em
curva analitica linear na faixa de concentracdo estudada (R? = 0,9993) limite de
detecgdo e quantificagdo 0,06 ug g* e 0,1 ug g?, respectivamente, e recuperacées
compreendidas entre 74 e 93%, com desvio padrao relativo inferior a 20%.

As amostras foram analisadas em duplicata, utilizando-se curvas de
calibracdo preparadas em extratos brancos da matriz, utilizando-se triplicatas de

amostras fortificadas como controle do método analitico.
5.2.8 Analise estatistica dos dados
5.2.8.1 Parametros de desenvolvimento de C. juncea

Foi considerado o modelo estatistico: Yjjq = m + A; + Bj + Cx + ABj + ACj +
BCj + ABCjy + e ; em que Y corresponde ao valor observado para a variavel em
estudo referente ao tratamento ijk, na repeticdo I; m, a média de todas as unidades
experimentais para a variavel em estudo; A;, ao efeito do i-ésimo nivel do fator dose
de tebuthiuron no valor observado Yjy; B;, ao efeito do j-€simo nivel do fator Volume
de Vinhaca, no valor observado Yj; Cx, ao efeito do k-ésimo nivel do fator espécie

vegetal, no valor observado Yjq; ABj, ACy e BCy correspondem aos efeitos das

ij o
interacdes dupla das combinacfes dos respetivos niveis dos fatores no valor

observado Y;jyi; ABCjj corresponde ao efeito da interacao tripla dos respetivos niveis
dos fatores no valor observado Yjy; € ej, @0 erro experimental.

Adicionalmente, foi considerada analise de ajuste de modelo de superficie de
resposta de segundo grau, considerando 0sS mesmos parametros: doses de

tebuthiuron (fator A); volume de Vinhaca (fator B); e espécie vegetal (fator C),
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presenga ou auséncia. Dessa forma, foi avaliado o modelo: Y; = by + b;A +b,B +

b;A%? + b,B% + bsAB. Para as caracteristicas que apresentaram significancia na
andlise de variancia, foi procedido o teste de Tukey (p<0,05) para comparagao das
médias.

Toda analise estatistica foi realizada por meio de rotinas no Software livre R
(R CORE TEAM, 2020).

5.2.8.2 Quantificagéo de tebuthiuron nas amostras de solo

Os resultados da quantificagdo de tebuthiuron nas amostras de solo foram
utilizados para processo de ampliacdo de dados (data augmentation). Para tanto, foi
considerado o valor observado como nivel médio, associado a um desvio padrao
arbitrario tomado por 0,008. Sob o conjunto de dados ampliados, foi realizada
andlises de variancias, considerando as situacdes com M. pruriens e sem M.
pruriens.

Valores simulados foram considerados uma variavel aleatéria Y ~ N (@, X). Os
dados foram transformados numa variavel aleatéria Z~ N (@, I) por meio da
transformacdo linear Z=F'Y, onde F foi obtido por meio do processo de
decomposicdo espectral de £, de tal forma que ! =FF . O processo de
amplificagdo consiste na simulagdo de novos valores de Y, considerando
Y ~ N (@, (F'1)~1Z). Um ficheiro de dados amplificados foi considerado para treinar
as redes neurais artificiais.

Para simular um conjunto de dados, ou replicar uma estrutura de dados
conhecida ou mesmo a expansao de um conjunto de dados baseado na estrutura do
outro, € necessario ter um conjunto de dados com distribuicdo conhecida, e em
principio uma média igual a zero e variancia igual a V. Para que tais requisitos sejam
cumpridos, o procedimento habitual é recorrer a transformacé@o de Box Muller. Para

a simulacdo de dados, as \variaveis consideradas sao: X =

v—2In(RND)V cos(2nRND) e y = ,/—2In(RNDV sin(2nRND) ; em que RND é um
numero aleatério.

Toda analise estatistica foi realizada por meio de rotinas no Software livre R
(R CORE TEAM, 2020).
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de Crotalaria juncea ndo germinaram em grande parte das
unidades experimentais, bem como muitas plantas morreram ao longo dos dias de
avaliacdo. Fato esse ocasionado pela alta concentracdo de tebuthiuron e/ou
vinhaca. Assim, ao final do experimento foram contabilizados poucos dados
experimentais, sendo entdo utilizado o parametro médio das plantas sobreviventes

para fins de andlise estatistica (Apéndice B).
5.3.1 Parametros de desenvolvimento de C. juncea

Inicialmente, os resultados revelaram que a Crotalaria juncea foi afetada
negativamente quando exposta as maiores concentracdes de vinhaca e tebuthiuron
(2,0-1,00 VT), uma vez que nao ocorreu a emergéncia das plantas.

Neste contexto, tem-se resultados parecidos de ndo emergéncia no estudo
recente de Alves et al. (2018), com o uso de fomesafen (0,0; 0,125; 0,25 e 0,5 kg ha
1) e de sulfentrazone (0,0; 0,3; 0,6 e 1,2 kg ha') em casa de vegetacdo, e das suas
doses recomendadas de fomesafen (0,250 kg ha') e de sulfentrazone (0,600 kg ha-
1) em campo para a andlise de pré-emergéncia de quatro espécies de cobertura (C.
juncea, P. glaucum, M. pruriens e Sorghum bicolor cv. Sudanense). Em casa de
vegetacao, os autores também reportaram que houve germinac¢ao das sementes nas
diferentes doses de sulfentrazone. Ja na aplicacdo de fomesafen, foi observado que
metade e o dobro da dose recomendada (0,25 e 0,5 kg ha?, respectivamente)
causou uma alta fitotoxicidade para as espécies, exceto para a M. pruriens, que
apresentou lesées inferiores a 20%.

No presente estudo, o monitoramento da altura, do diametro e do niumero de
folhas de Crotalaria juncea nas amostras de solo com diferentes concentracfes de

tebuthiuron e vinhaca esta apresentado nas Figura 8, 9 e 10, respectivamente.
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FIGURA 8 — Altura média (cm) de Crotalaria juncea durante o desenvolvimento

FIGURA 9 — Diametro (mm) de Crotalaria juncea durante o desenvolvimento vegetal

vegetal por 42 dias nas amostras de solo com tebuthiuron e vinhaca.
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por 42 dias nas amostras de solo com tebuthiuron e vinhaca.
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FIGURA 10 — Numero de folhas de Crotalaria juncea durante o desenvolvimento

vegetal por 42 dias nas amostras de solo com tebuthiuron e vinhaca.
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Fonte: Dados da prépria autora (2020).

Para a altura, foi possivel observar que os maiores valores foram encontrados
no tratamento controle (0,0-0,00 VT, Figura 8), independente da presenca ou
auséncia de M. pruriens. Diferentemente, a presenca simultanea da vinhaca e do
herbicida promoveu uma reducdo desse parametro nas plantas.

O acompanhamento do diametro da C. juncea revelou que, assim como na
altura, os maiores valores foram encontrados no tratamento controle (0,0-0,00 VT,
Figura 9). Podendo ser observado um menor resultado para os tratamentos com
presenca de vinhaca e herbicida. Por outro lado, esse parametro se manteve
constante quanto ao desenvolvimento das plantas, ndo diferindo entre si nos
tratamentos com a presenca dos compostos.

Quanto a avaliagcdo do nuamero de folhas (Figura 10), os tratamentos com a
presenca dos compostos apresentaram 0s menores resultados, tendo em vista que
em determinados momentos as folhas cairam.

O maior numero de folhas foi encontrado no tratamento controle (0,0-0,00 VT,
Figura 10), independente da presenca de M. pruriens, e o menor resultado foi para
1,0-1,00 VT.

Aos 42 DAS, realizou-se a coleta da espécie vegetal e separacdo entre parte
aérea e raiz para determinacdo da biomassa. A analise estatistica ndo foi
significativa para desse conjunto de dados, devido a alta mortalidade das plantas e a

nao emergéncia das sementes de C. juncea.
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Entretanto, foi realizada uma andlise de correlacao entre as caracteristicas de
desenvolvimento da planta e sua biomassa (Figura 11). A interpretacdo da
correlacéo indica que quanto mais azul, maior a semelhanca entre os resultados.

E possivel observar resultados positivos para todos os parametros de
biomassa da C. juncea quando semeadas em sucessao de M. pruriens, destacando
MFPA e CR, com estimativa maior em relagdo aos demais parametros avaliados
(Figura 11). Além disso, MFPA e MFR apresentaram comportamento semelhante as
avaliacdes de altura, diametro do colo e numero de folhas.

Para MFPA, os maiores valores observados foram observados em 0,0-0,00
VT, 0,5-0,25 VT e 1,0-0,50 VT; sendo o menor para o tratamento com 2,0x o volume
de vinhaca. Tal fato indica que nessa concentracao, tal composto foi prejudicial para

C. juncea.

FIGURA 11 — Andlise de correlacdo para comprimento de raiz (CR), biomassa
frescas de parte aérea (MFPA) e radicular (MFR) e biomassas secas de parte aérea

(MSPA) e radicular (MSR) de Crotalaria juncea apos 42 DAS apo6s processo de

fitorremediacéo do solo.
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Fonte: Dados da propria autora (2020).
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Quanto ao CR, o tratamento 0,0-0,00 VT foi maior tanto na presenga quanto
na auséncia de M. pruriens, apresentando cerca de 20 cm de comprimento.

De forma semelhante, Ferraco et al. (2019) cultivaram C. juncea como planta
fitorremediadora de solo com 0, 200 e 400 g i.a. ha! do herbicida sulfentrazone, e
utilizaram P. glaucum como planta bioindicadora. Os autores observaram que na
auséncia de cultivo prévio de C. juncea, as biomassas fresca e seca da parte aérea
e da raiz de P. glaucum foram inferiores aquelas obtidas com cultivo prévio.

Esta pesquisa recente corrobora com o presente estudo, indicando danos no
cultivo posterior da espécie bioindicadora quando o herbicida estd em associagdo
com a vinhaca no solo. Em trabalho similar, Santos et al. (2019a) observaram que a
producdo de biomassa fresca e seca de P. glaucum foi maior quando cultivada em
solo previamente ocupado por espécies potencialmente fitorremediadoras (C. juncea
e C. ensiformis). Paralelamente, 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.
5.3.2 Quantificacao de tebuthiuron nas amostras de solo

Inicialmente, foi realizado anéalise de variancia das amostras de solo no t140

quanto a concentracgédo residual do herbicida tebuthiuron no solo (Tabela 9).

TABELA 9 — Andlise de variancia das amostras de solo para quantificar residuos de

tebuthiuron apd6s 140 dias de experimento

QM
FV gl Ausénciade Presencade
M. pruriens M. pruriens
Vinhaca 3 1,46* 0,77*
Herbicida 4 1,37* 1,34*
Vinhaca x Herbicida 12 0,78* 0,41*
Residuo 80  0,00002 0,00003
Total 99
CV (%) 1,74 1,94
x 0,28 0,27

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Nota: QM: quadrado médio. CV (%): Coeficiente de Variagdo. *p<0,001.
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A partir da Tabela 9, observa-se que foi detectada significancia para a
concentragdo do herbicida em relagcdo as amostras do solo com auséncia e
presenca de M. pruriens. Neste sentido, houve interagdo significativa pelo teste de
Tukey para os fatores (p<0,001). Assim, fez-se a comparacao das médias a partir do
teste de Tukey (p<0,05) acerca da concentracéo residual de tebuthiuron no solo aos
t140 (Tabela 10).

Conforme esperado, nos tratamentos 0,00 T, que ndo recebeu aplicacdo do
herbicida, a quantidade de residuo do herbicida no solo detectada € nula (Tabela
10).

Quando se observa as amostras de solo sem vinhaga (0,0 V), a maioria dos
resultados demonstrou-se com valor nulo na concentracdo residual do herbicida,
independente da presenca ou auséncia da M. pruriens. Contudo, h& excecao para
os tratamentos 0,0-0,25 VT e 0,0-0,50 VT na presenca de mucuna-cinza, nos quais
foram detectados 0,14 e 0,09 ug de tebuthiuron por grama de solo, respectivamente.
Salienta-se que estes valores foram bem baixos quando comparados com os demais

tratamentos com aplicacdo de maiores volumes de vinhaca (Tabela 10).

TABELA 10 - Comparacao de médias da concentracdo de residuo de tebuthiuron no

solo (ug/g) ao final do periodo de 140 dias nos tratamentos avaliados.

Volume de vinhacga

te[;atsﬁtﬂin 00 05 1,0 2.0 0,0 0,5 1,0 2.0
Auséncia de M. pruriens Presenca de M. pruriens
0,00 0 0 0 0 0oc od od Oe

0,25 oD 0,17Bc 0,16Cd 0,22Ac 0,14Ba 0Cd 0,18Ab 0,18Ac
0,50 oD 0,10Cd 0,60Bb 0,63Aa 0,09Db 0,38Ac 0,15Bc 0,14Cd
0,75 0D 0,45Ab 0,26Cc 0,34Bb ODc 1,20Aa 0,68Ca 0,75Bb
1,00 0D 0,62Ba 1,95Aa 0,20Cd ODc 0,39Bb 0,19Cb 1,06Aa

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e minUsculas comparam os resultados nas linhas e colunas,
respectivamente, para a mesma caracteristica (Tukey, p<0,05).

Na presenca de M. pruriens, a medida que aumentou os volumes de vinhacga,
o residual de tebuthiuron resistiu no solo, como mostra os resultados dos
tratamentos 0,5-0,50 VT, 0,50-0,75 VT, 1,0-0,75 VT 2,0-0,75 VT e 2,0-1,0 VT
(Tabela 10). Este resultado indica que a matéria organica presente no residuo possa
ter efeito positivo na retencdo da molécula do herbicida quando em associacdo no

solo, o que corrobora com o descrito por Mendes et al. (2021). Outra evidéncia do
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presente estudo para este fato foi que as sementes de M. pruriens e C. juncea nao
emergiram na maioria dessas unidades experimentais.

Ferraco (2019) evidenciou a capacidade de C. juncea e C. ensiformis em
reduzir os teores de sulfentrazone, quando comparados a solos néao cultivados. Este
resultado demonstra o potencial de culturas de interesse agricola em fitorremediar
solos com herbicidas.

Também estudando fitorremediacdo de solo com sulfentrazone, Trevisan et
al. (2016) avaliaram o efeito da adicdo de composto organico juntamente ao plantio
de C. ensiformis. Os autores ndo encontram residuo do herbicida na parte aérea e
nas raizes da planta, mas sua presenca foi detectada em até 10 cm de profundidade
no solo. Contudo, a concentracao residual foi reduzida, revelando o efeito positivo da
presenca da espécie fitorremediadora no solo.

S&80 necessarios novos estudos na area de fitorremediacdo de solos com
herbicidas utilizando técnicas quantitativas para evidenciar a reducdo da sua
concentracdo residual em solos. Destacando-se o0 uso da cromatografia, cujos

resultados complementam as avaliacdes realizadas com plantas indicadoras.

5.3.3 Bioensaios de ecotoxicidade

Resultados dos bioensaios de fitotoxicidade do extrato aquoso das amostras no
tempo inicial (t0) e final (t140) estdo apresentados na Tabela 11. Pode ser
observada a analise estatistica dos dados a partir andlise de variancia das médias
dos valores de Gl dos tratamentos, pelo teste de Scott-Knott a 5,0% de

probabilidade.
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TABELA 11 — Analise de variancia dos valores do indice de Germinacéo de Lactuca
sativa nos bioensaios de ecotoxicidade para os tratamentos no tempo inicial (t0) e

tempo final de experimento (t140).

Dose de Volume de vinhaga

tebuthiuron 0.0 0.5 —— 1.0 2,0
Tempo inicial (t0)
0,00 0.0204 C 0.2380 Bb 0.7185 Aa  0.6548 Ab
0,25 -0.1228 C 0.3841 Bb 0.4822 Bb 0.6459 Ab
0,50 0.0027 C 0.3439 Bb 0.4861 Bb 0.9715 Aa
0,75 0.0184 B 0.5401 Aa 0.6166 Aa  0.6783 Ab
1,00 0.1576 B -0.1679 Cc  0.6421 Aa  0.5803 Ab
Tempo final (t140) para Presenca de M. pruriens
0,00 0.1398 Bb 0.3286 Ac 0.2826 Ab 0.1036 Bc
0,25 0.6185 a 0.5365 b 0.5584 a 0.4696 b
0,50 0.7028 Aa  0.3807 Bc 0.4995Ba  0.3638 Bb
0,75 0.6087 Aa  0.5732 Ab 0.2533 Bb 0.2335 Bc
1,00 0.4871Ba 0.7463 Aa 0.4638Ba  0.6422 Aa
Tempo final (t140) para Auséncia de M. pruriens
0,00 0.2649 Bb 0.4328 Ab 0.4525 A 0.1049 Bb
0,25 0.4927 Aa  0.2430 Bb 0.4712 A 0.0671 Bb
0,50 0.38945 b 0.5956 a 0.4786 0.5613 a
0,75 0.5608 Aa  0.4094 Ab 0.5328 A 0.2501 Bb
1,00 0.5754 Aa  0.3642 Bb 0.4008 B 0.7243 Aa

Fonte: Elaborado pela autora.
Nota: Letras mailsculas e minUsculas comparam os resultados nas linhas e colunas,
respectivamente, para a mesma caracteristica (Scott-Knott, p<0,05).

Em relacdo ao tempo inicial — t0 (Tabela 11), ndo foi encontrado um padrao
nos resultados quanto a dose de tebuthiuron. Observou-se ainda que, nas amostras
de solo ausente de vinhaca (0,0 V), o efeito fitotoxico para as sementes de L. sativa
nao apresentou diferenca significativa entre as doses do herbicida.

Entretanto, ao analisar os diferentes volumes de vinhacga antes do tratamento
biolégico (t0), nota-se que quanto maior € o volume de vinhaga utilizado, maior foi o
efeito prejudicial ao organismo-teste, destacando o uso do dobro de volume desse
residuo organico (2,0 V) (Tabela 11).

Nesse caso, quando observado o tratamento 2,00-0,75 VT, o tempo inicial
tem valor de 0,6783, com o decorrer do tempo esse valor diminui, ou seja, no t140
esse valor reduz para 0,2335 e 0,2501, na presenca e auséncia do cultivo de M.
pruriens, respectivamente.

Apés os 140 dias de atenuacdo natural, ou seja, sem a espécie vegetal M.
pruriens, foi observado que os tratamentos nao tiveram um padrdo nos resultados

ecotoxicolégicos ao se comparar os diferentes volumes de vinhaca testados. Em
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contrapartida, na Tabela 11 estd evidenciado que a presenca da mucuna-cinza
geralmente favoreceu a reducéo do efeito fitotoxico na presenca da vinhaca.

Quanto as doses de tebuthiuron, foi demonstrado resultado semelhante. Na
auséncia de M. pruriens, ndo hd um padrdo de reducdo ou aumento da
ecotoxicidade de acordo com a concentracdo do herbicida. Este fato é evidenciado
no uso de meia dose recomendada (0,50 T), cujos resultados apresentam-se
maiores, menores e sem diferenca significativa, dependendo do volume de vinhaca
associado. Entretanto, foi revelado que a presenca da mucuna-cinza promoveu
beneficios na qualidade ecotoxicologica das amostras de solo em relagdo a
dosagem de tebuthiuron, tendo em vista o padréo observado na Tabela 11 de maior
efeito fitotbxico quando utilizado a dose recomendada (1,00 T).Entretanto, na
auséncia do tebuthiuron com 2,00x o volume de vinhaca, o tempo foi determinante
na reducao do valor de 0,6548 (t0), para 0,1036 e 0,1049 para presenca e auséncia
do cultivo com mucuna-cinza, respectivamente. A presenca da mucuna respondeu
ao volume de vinhaca aplicado, quanto maior o volume adicionado menor foi o valor
observado.

Na auséncia do cultivo da mucuna, os valores para o tratamento 0,50x de
tebuthiuron se mantiveram constantes independentemente do volume da vinhaga.

Portanto, notou-se que a associacédo de vinhaca e tebuthiuron promoveu em
menor toxicidade para L. sativa (Tabela 11). Este que corrobora com o encontrado
por Ferreira et al. (2021), que também analisaram a ecotoxicidade de tebuthiuron e
vinhaca no solo em sementes de L. sativa. Os autores constataram que a presenca
isolada do herbicida resultou em maior toxicidade, entretanto, na adicdo da vinhaca
esse efeito é reduzido.

Quando ao cultivo de M. pruriens, os resultados da Tabela 11 evidenciaram
os beneficios na redugéo da ecotoxicidade nos tratamentos sem adicao de vinhaca.
E possivel observar que a presenca do subproduto da cana-de-aglcar promoveu
maior prejuizo no inicio (t0), porém houve a reducdo desse efeito ao organismo-teste
no decorrer do tempo.

Villaverde et al. (2017) afirmaram que o manejo da vinhaga pode interferir nas
propriedades microbioldgicas do solo de forma benéfica ou maléfica, dependendo da
guantidade, forma e tempo de aplicacdo. Por outro lado, Mendes et al. (2021)
ressaltaram que o tebuthiuron apresenta alta sor¢éo as particulas de solo com maior

teor de matéria organica. Portanto, a presenca da vinhaca é capaz de reter mais
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moléculas do herbicida na matriz ambiental. Este fato pode explicar o efeito
prejudicial das amostras de solo na presenca de ambos os compostos para as
sementes de L. sativa do decorrer do tempo, como demonstrado pela Tabela 10.
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6 CONCLUSAO

O cultivo prévio de M. pruriens em solo com tebuthiuron e/ou vinhaca nao
influenciou o desenvolvimento da espécie bioindicadora C. juncea.

A C. juncea foi sensivel na presenca de tebuthiuron e/ou vinhaga nas
doses/concentracfes estudadas.

A associacdo com a vinhaga promoveu maior concentracdo residual de
tebuthiuron no solo independente da presenca de M. pruriens, destacando-se 0s
tratamentos com o dobro de volume do residuo organico — 2,0 V. Além disso, a
auséncia de vinhaca no solo permitiu que a concentragao residual do herbicida fosse
nula apds 140 dias.

Quanto a ecotoxicidade, foi demonstrado um efeito prejudicial da vinhaca
frente as sementes de Lactuca sativa. A vinhacga proporcionou a intoxicacao do solo,
no entanto, o tempo contribuiu para a dissipacdo do efeito. Na presenca de
tebuthiuron (0,50x), a vinhaca contribuiu para a reducéo da intoxicagdo do solo na

avaliacao tardia (t140), quando cultivado a mucuna nesse solo.
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APENDICE

Apéndice A — Fotos do desenvolvimento vegetal de M. pruriens (ARTIGO 1)

FIGURA 12 — Mucuna pruriens no tratamento controle

Fonte: Dados da propria autora (2020).

Figura 13 — Mucuna pruriens no tratamento 0,50-0,75 VT

Fonte: Dados da propria autora (2020).
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Apéndice B — Fotos do desenvolvimento vegetal de C. juncea (ARTIGO 2)

FIGURA 14 — Crotalaria juncea no tratamento controle

Fonte: Dados da propria autora (2020).

FIGURA 15 — Crotalaria juncea no tratamento 0,00-1,00 VT

Fonte: Dados da propria autora (2020).
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Fonte: Dados da propria autora (2020).

FIGURA 17 — Sementes sem emergéncia de C. juncea no tratamento 0,50-1,00 VT

NN

Fonte: Dados da propria autora (2020).
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