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RESUMO

Em se tratando da contaminacdo de ecossistemas por residuos de defensivos agricolas,
especial atencdo é dada para a classe dos herbicidas, em funcdo do volume de aplicacdo. Os
que possuem moléculas sollveis passiveis de contaminacdo de lencdis hidricos subterraneos
se destacam pela abrangéncia dos efeitos negativos. Nesse sentido, objetivou-se selecionar
espécies vegetais arbdreas interessantes na remediacdo de ambientes contaminados por
residuos de atrazine e 2,4-D. Foram avaliados 36 tratamentos compostos pela combinacdo de
12 espécies florestais [Inga marginata (ingd), Schizolobium parahyba (guapuruvu),
Handroanthus serratifolius (ipé amarelo), Jacaranda puberula (carobinha), Cedrela fissilis
(cedro), Calophyllum brasiliensis (landin), Psidium mirsinoides (goiabinha), Tibouchina
glandulosa (quaresmeira), Caesalpinia férrea (pau-ferro), Caesalpinia pluviosa (sibipiruna),
Terminalia argéntea (capitdo) e Schinopsis brasiliensis (braina)] e trés solu¢bes simulando o
composto lixiviado (atrazine, 2,4-D e agua — controle), com quatro repeti¢des. Foram feitas 3
aplicagdes dos herbicidas atrazine e 2,4-D com intervalos de 20 dias (aos 60, 80 e 100 dias
apos o plantio), sendo cada aplicacdo correspondente & metade da dose comercial dos
produtos. Para as avaliacdes de crescimento foram mensuradas a altura da planta, o diametro
do caule, o numero de folhas, a rea foliar e 0 acimulo de biomassa seca. Na estimativa do
efeito visual dos herbicidas as plantas avaliadas, optou-se pela atribuicdo de notas em escala
de intoxicacdo. Para verificacdo de capacidade remediadora das espécies arbdreas procedeu-se
a semeadura da espécie indicadora para indicativo do residuo do herbicida no solo, (Cucumis
sativus (L.)). Posteriormente em amostras de solo provenientes da espécie remediadora mais
promissora procedeu-se a analise de polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo
terminal (T-RFLP), com intuito de caracterizar a diversidade microbiana presente. As
espécies florestais sobreviveram a aplicacdo dos herbicidas, sendo que umas se mostram mais
sensiveis do que outras. O inga apresentou bons resultados de remediagdo com o bioensaio,
assim como o ipé amarelo, apesar da sua sensibilidade aos herbicidas. Observou-se aumento
no conteldo relativo de macronutrientes para as plantas sob acdo dos herbicidas, na maioria
dos tratamentos. Os resultados de T-RFLP confirmaram a diversidade microbiana
diferenciada associada a rizosfera de ing4, principalmente quando submetida a acdo de

atrazine.

Palavras chave: descontaminacéo, herbicidas, T-RFLP.



ABSTRACT

In the case of contamination of ecosystems by residues of pesticides, special attention is given
to the class of herbicides, according to the application volume. Those with likely
contamination of underground water soluble molecules sheets are distinguished by breadth of
negative effects. In this sense, the aim of this work was to select interesting woody plant
species in the remediation of contaminated by residues of atrazine and 2,4-D environments.
Were evaluated 36 treatments consisted of combinations of 12 forest species [Inga marginata
(ingd), Schizolobium parahyba (guapuruvu), Handroanthus serratifolius (ipé amarelo),
Jacaranda puberula (carobinha), Cedrela fissilis (cedro), Calophyllum brasiliensis (landin),
Psidium mirsinoides (goiabinha), Tibouchina glandulosa (quaresmeira), Caesalpinia férrea
(pau-ferro), Caesalpinia pluviosa (sibipiruna), Terminalia argéntea (capitdo) and Schinopsis
brasiliensis (brauna)] and three leachate solutions simulate the compound ( atrazine , 2,4 - D
and water - control),with four replicates each. Three applications of atrazine and 2,4-D were
made at intervals of 20 days (at 60, 80 and 100 days after planting), each application was
corresponding to half of the recommended. Evaluations of growth were measured plant
height, stem diameter, number of leaves, leaf area and dry biomass. In estimating the visual
effect of herbicides on plants assessed, was opted for the grading scale of intoxication. To
check remediation ability of tree species proceeded seeding indicator species for indication of
herbicide residue in the soil (Cucumis sativus (L.)). Later in soil samples from the species
most promising remedial proceeded to analysis of length polymorphism terminal restriction
fragment (T-RFLP), in order to characterize the microbial diversity present. Forest species
survived the herbicide application, and some are more sensitive than others. The inga had
good results with the remediation bioassay, as well as the ipe amarelo, despite their sensitivity
to herbicides. Observed increase in the relative content of macronutrients for plants under the
effect of herbicides in most treatments. The results of T-RFLP confirmed the differentiated
microbial diversity associated with the rhizosphere of ingd, especially when subjected to the

action of atrazine.

Keywords: decontamination, herbicides, T-RFLP.
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1. INTRODUCAO

Herbicidas lixiviaveis tem sido alvo de pesquisas e discussdes em todo mundo, uma
vez que a movimentacdo de suas moléculas no perfil do solo pode alcangar zonas superficiais
ou mesmo atingir o lencol freatico (LAVORENTI & REGITANO, 2003). Quando o produto
permanece por mais tempo no solo sem ser adsorvido, degradado ou mineralizado, a
possibilidade de lixiviagdo € maior (PIRES et al., 2003), sendo assim sua intensidade
dependente das caracteristicas fisico-quimicas dos compostos, do tipo de solo, teor de matéria
organica, saturacao, regime de chuvas, irrigacdo, além da presenca de plantas (PIRES et al.,
2003; BICALHO, 2007).

Entre os grupos de herbicidas que vem mostrando alto potencial de contaminacéo de
aguas de subsolo e se caracteriza pela persisténcia no ambiente, encontra-se o das Triazinas,
na qual o herbicida atrazine (6-cloro-N-etil-N’-(1-metiletil)-1, 3,5-triazina-2,4-diamina), faz
parte. Esse é encontrado em muitas aguas superficiais e subterraneas na América do Norte,
bem como em alguns paises da Europa (STRUTHERS et al., 1998), e seus efeitos ecoldgicos
aquaticos sao uma possivel preocupacdo para as comunidades reguladoras. Outro grupo de
herbicidas, os auxinicos, ou hormonais, também apresenta potencial de lixiviacdo. Entre estes
se destaca o 2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético), bastante utilizado no pais, sendo
detectado em cursos d agua principalmente na regido sul (PRIMEL et al., 2005).

Nesse sentido, as pesquisas que se voltam para busca de alternativas ao uso de
herbicidas, juntamente com técnicas para acelerarem sua degradacdo no ambiente, constituem
prioridades na area de sustentabilidade ambiental. Dentre estas alternativas & despoluicdo de
ambientes por residuos organicos, ndo apenas por herbicidas, pode-se citar a biorremediacéo,
que consiste na capacidade de biodegradacdo ou indisponibilizacdo destes compostos por
meio do metabolismo de micro-organismos (TONINI et al., 2010). No entanto, a fim de
minimizar as limitacbes desta técnica, como por exemplo, a adaptacdo de certos micro-
organismos na regido contaminada, tem-se o uso de plantas, como estimulo para a microbiota
(BICALHO, 2007). Esse processo é denominado de fitorremediagéo, e consiste na utilizagéo
de plantas, bem como sua microbiota associada, na remocdo ou imobilizacdo destes
metabolitos, ou mesmo tornando estes inofensivos ao ecossistema (PIRES et al.,2003).

A fitorremediacdo € um processo que potencializa a biorremediacéo na superficie do
solo e de corpos d’agua pela sua capacidade de concentrar maior quantidade de poluentes nas
raizes, assim como de aumentar em até duas ordens de grandeza a populacdo microbiana
rizosférica (BICALHO, 2007).



No caso particular de herbicidas lixiviaveis uma proposta mais direcionada é a
rizofiltracdo, que consiste na adsor¢do ou precipitagdo do contaminante de um meio aquoso
através das raizes (GRATAO et al.,2005 ), por meio de espécies arboreas desenvolvidas a
jusante das areas agricolas, preferencialmente em barreiras proximas ou contidas nas matas
ciliares. A importancia de se permanecer com as matas ciliares deve-se ao fato dessas
situarem-se entre a area agricola e a agua de superficie, que acaba remetendo a este bioma,
possivelmente, o papel de barreira fisica a contaminagdo por pesticidas (HUBBARD &
LOWRANCE, 1994). Com essa hipotese, espécies tolerantes aos referidos produtos e com
capacidade para diminuicdo de seus residuos, evitariam ou, pelo menos, diminuiriam, a

quantidade efetiva desses compostos nos cursos hidricos.

2. REVISAO DE LITERATURA

A producdo nacional de alimentos, madeiras, fibras e seus derivados, no mercado
agricola, vém acompanhada de um histérico com cenério promissor no nosso pais. No ano de
2006, o Brasil ja era considerado o terceiro exportador mundial de alimentos, e na safra de
2011/2012 totalizou 50,86 milhdes de hectares em area cultivada e 165,9 mil toneladas de
grdos produzidos, consistindo em um aumento de 2% em relacdo a safra anterior. A previsdo
para a area plantada para o cultivo de grdos em 2013/2014 é de 55 milhGes de hectares e 195
mil toneladas de grdos, com destaque para a soja, com previsdo de producdo de 90 mil
toneladas, e o milho, com 78 mil toneladas (CONAB, 2013).

Segundo projecdes do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) o
setor agropecuario e florestal brasileiro no periodo de 2012/13 a 2022/23 permitirdo abastecer
anualmente um total de 200 milhdes de brasileiros e gerar excedentes exportaveis para algo
em torno de 200 paises, sendo o saldo do mercado agricola e pecuério interno forte e uma
balanca comercial que gera mais de 100 bilhGes de dolares a cada ano.

O crescimento da producdo agricola deve continuar acontecendo com base na
produtividade, ou seja, com maiores acréscimos na producao do que os acrescimos de area. O
MAPA revelou que entre 2013 e 2023 a producdo de gréos pode crescer entre 20 e 34%,
enquanto que a area devera expandir-se entre 8 e 21%. Essa projecdo exemplifica o quadro de
crescimento com base na produtividade, que remete a nova concep¢do do setor agricola de
sustentabilidade ambiental, com a otimizagéo do uso das areas disponiveis.

Ainda assim, em meio a essa nova Vvisao preservacionista, 0 aumento na produtividade

deve estar atrelado & forma com que se mantém a producédo, principalmente com o uso de



tecnologias e insumos. Atender a demanda crescente da producdo agricola em campos
cultivados sem o uso de novas areas demanda ainda mais do uso de defensivos agricolas, que
sdo de grande eficiéncia no controle de pragas, doencas e plantas daninhas (ANDEF, 2013).
As importacdes brasileiras de defensivos agricolas (principios ativos e produtos
intermediérios) bateram recorde em 2012, cresceram 10% em relacdo a 2011(SINDIVEG,
2013). N&o sO as importagBes, mas o mercado interno de defensivos também estd em
expansdo. Em 2012, as quantidades totais vendidas de defensivos agricolas no Brasil
cresceram quando comparadas com aquelas contabilizadas no ano anterior. Observou-se que,
em termos de produto comercial, foram transacionadas 823.226 t, o que contabiliza um
acréscimo de 12,7% em relacdo a 2011 (SINDIVEG, 2013). Dentre esses produtos, o que
mais tem sido comercializado pertence a classe dos herbicidas, em torno de 57%, se tratando

do produto comercial (Figura 1).

Produto Comercial (t)

® HERBICIDAS
EFUNGICIDAS

INSETICIDAS
= ACARICIDAS
B OUTRAS

Total: 823.226 t

Figura 1. Dados da venda de defensivos agricolas por classe no Brasil no ano de 2012 (SINDIVEG,
2013).

Os herbicidas sdo substancias quimicas que possuem a capacidade de controlar plantas
ndo cultivadas que se desenvolvem concomitantemente com as culturas, e seu uso é 0 mais
difundido entre os métodos de controle de plantas daninhas, devido & sua facilidade de
aplicagéo, rapidez e melhor relagdo custo/beneficio (BARBOSA, 2013). Parte dos herbicidas
registrados para uso na agricultura apresenta atividade residual no solo, de média a longa, o
que tem sido alvo de atencOes maiores quando se trata do comportamento desses no meio
ambiente.

Esse comportamento é importante quando se trata do uso onde o PTPI- Periodo Total
de Prevencdo da Interferéncia (PITELLI & DURIGAN, 1984) das plantas daninhas sobre as



culturas é longo. Isso porque, durante esse periodo a cultura deve ser mantida livre de plantas
daninhas para ndo afetar a producdo, e geralmente a cultura possui crescimento lento. Se
nessa situacdo a opcdo for para herbicida sem efeito residual, que controla apenas as plantas
daninhas ja emergidas, o resultado sera a necessidade de repetidas aplicacGes para manter a
cultura livre da interferéncia durante todo periodo. Isso pode resultar em aumento de custos,
dos danos 4s culturas e maior necessidade de equipamentos de aplicagio (PROCOPIO et al.,
2009).

Assim, nessa situacdo, € desejavel o uso de herbicidas de efeito residual no solo, a fim
de promover a eficiéncia no controle de plantas daninhas e manter a qualidade da producéo.
Contudo, esses herbicidas, principalmente os de longo efeito residual, ap6s o término do
PTPI, onde a propria cultura por meio do sombreamento impede o desenvolvimento de
plantas daninhas, se tornam indesejaveis no ambiente, pois podem provocar intoxicacdo em
culturas sucessivas (carryover) e atingir aqliferos subterraneos (BELO et al., 2007), além de
percolar ao longo do perfil do solo (lixiviagdo) e/ou promover o escorrimento superficial
(runoff), contaminando os mananciais e corpos d agua (CORREIA & LANGENBACH, 2006;
BORTOLUZZI et al., 2007). Ainda, podem promover a toxicidade em organismos ndo alvo
(ROUSSEAUX et al., 2003), como a microbiota do solo.

No ambiente, 0 comportamento dos herbicidas é determinado, principalmente, pelas
propriedades fisico-quimicas da molécula; pelas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
do solo e também pelas condi¢Ges meteoroldgicas (BARBOSA, 2013). Além disso, o destino
dessas moléculas também pode ser governado pelos processos de retencdo (sorcao, absorcédo e
dessor¢do), de transformacdo (degradacdo quimica e bioldgica) e de transporte (deriva,
volatilizacdo, lixiviacdo e carreamento superficial), e as interagdes entre esses (SPADOTTO,
2006).

A lixiviacdo exerce influencia direta no potencial de contaminacdo ambiental pelos
herbicidas (INOUE et al., 2003; BORTOLUZZI et al.,2007), e vai depender do tipo de solo,
teor de matéria organica,saturacdo do solo, presenca de plantas e regime de chuvas
(BICALHO, 2007). No Brasil, pesquisas sobre lixiviacdo de herbicidas aplicados em &reas
agricolas e consequente contaminagdo de aguas subterrdneas ja foram relatadas (DE
OLIVEIRA et al., 1999; DORES & DE-LAMONICA-FREIRE, 2001; PINHO et al.,2006).
Atualmente trabalhos expressivos indicando niveis considerados de moléculas toxicas
lixividveis em mananciais e rios tém sido realizados (YUA et al.,2009; VONBERG et
al.,2014; STEMPVOORT et al.,2014).



Entre os herbicidas que séo potencialmente capazes de lixiviar no meio estéo aqueles
pertencentes ao grupo das triazinas. Entre eles esta o atrazine, altamente persistente nos solos
e de mobilidade considerada de moderada a alta em solos com pouco contetdo de argila ou
matéria organica (CERDEIRA et al., 2005), podendo o seu tempo de meia vida variar de 2
meses a 6 anos, dependendo das condi¢des do meio (DE AVILA et al., 2009).

H& inGmeros relatos de casos de contaminacdo de lencgois fredticos pelo herbicida
atrazina em varias partes do mundo. Cerejeira et al.(2003) monitoraram o0s niveis de
herbicidas em aguas superficiais e subterraneas de regides de Portugal no periodo de 1983 a
1999, e constataram que o atrazine foi 0 mais encontrado. No Brasil, sdo informados alguns
casos na literatura de contaminacdo de aguas superficiais e subterrdneas com esse herbicida
(CERDEIRA et al.,, 2005; CORREIA & LANGENBACH, 2006; VASCONCELOS et
al.,2008).

Uma das formulagdes comerciais do atrazine que tem sido bastante utilizada é o
Primdleo®, herbicida seletivo a cultura do milho, recomendado para o controle na pos-
emergéncia das plantas daninhas anuais, folhas largas e capim-marmelada nos sistemas de
plantio direto e convencional (AGROFIT, 2013). Esse produto possui alta periculosidade
ambiental, o que o torna passivel de preocupagdes com relagdo ao seu langcamento no
ambiente. O atrazine age no fotossistema Il das plantas, como inibidor do transporte de
elétrons na fotossintese, ocasionando estresse oxidativo, 0 que permitira a peroxidacdo dos
lipidios das membranas, levando assim as plantas tratadas a morte (KRUSE et al., 2001).

Outro grupo de herbicidas, o dos auxinicos, ou hormonais, também apresenta potencial
de lixiviagdo. Estes foram introduzidos na agricultura no final da década de 1940, sendo os
primeiros herbicidas orgénicos seletivos para o controle de plantas daninhas e ainda hoje sdo
intensivamente utilizados em culturas de arroz, milho, trigo, cana-de-aclcar e em pastagens
(AGROFIT, 2013). Sendo hormonais ou mimetizadores de auxina, agem na planta
interferindo na acdo da enzima RNA-polimerase e, conseqiientemente, na sintese de acidos
nucléicos e proteinas, induzindo, assim, intensa proliferacdo celular em tecidos, causando
epinastia de folhas e caule, devido ao estimulo da producéo de etileno, além de interrup¢do do
floema, impedindo o movimento dos fotoassimilados das folhas para o sistema radicular
(MORELAND, 1980).

0 2,4D é um latifolicida que apresenta persisténcia moderada nos solos sendo algumas
formulagGes menos adsorvidas, como as formulagdes aminas (JUNIOR et al., 2002). Essas
formulacBes sdo mais propicias a serem lixiviadas para cursos d’adgua e acumularem
metabdlitos secundarios no perfil do solo (D’ANTONINO et al.,2009). Segundo Primel et al.



(2005) o 2,4-D detém baixo potencial de contaminagdo de &guas superficiais, porém,
apresenta potencial de contaminagéo de aguas subterraneas.

Nesse sentido, as pesquisas que se voltam para a busca de alternativas ao uso desses
produtos, acompanhado de técnicas para acelerarem sua degradacdo no ambiente, constituem
prioridades na area de sustentabilidade ambiental. A estimativa mundial para os gastos anuais
com a despolui¢do ambiental gira em torno de 25-30 bilhdes de ddlares. Este mercado, que é
estavel nos Estados Unidos (7-8 bilhdes), tende a crescer no Brasil (LOPES, 2010), uma vez
que os investimentos para tratamento dos rejeitos agricolas crescem a medida que aumentam
as exigéncias da sociedade e das leis ambientais que séo aplicadas no pais.

A remediacdo de areas contaminadas, tanto por poluentes organicos quanto por
poluentes inorganicos, envolve o uso de técnicas que podem promover a descontaminacao,
ainda que parcial, de uma area ou isolar o material contaminado de forma a evitar a dispersédo
dos poluentes (HUANG et al., 2005). Essas técnicas podem ocorrer ex situ, de forma a
remover o contaminante da area, por transporte ou armazenamento, ou in situ, cujo solo e/ou
agua sdo tratados sem a remocdo destes do local (MARQUES et al., 2011). Atualmente tem se
optado pelas técnicas in situ, dada & importancia de sua abordagem ambiental, que fornece
menos riscos ao meio ambiente, além de serem menos dispendiosas e mais simples
(NASCIMENTO & XING, 2006).

Dentre essas alternativas in situ, a fitorremediagcdo tem sido uma das mais atraentes
por prezar o uso de plantas e sua microbiota associada e por estar inserida dentro do contexto
da biorremediacdo (PIRES et al.,2003). Trata-se de um processo que potencializa a
biorremediag@o na superficie do solo e de corpos d’agua pela sua capacidade de concentrar
maior quantidade de poluentes nas raizes, assim como de aumentar em até duas ordens de
grandeza a populacdo microbiana rizosférica (BICALHO, 2007).

Esta técnica se torna ainda mais interessante e alvo de inumeros estudos quando o
contexto € o da descontaminacdo de produtos organicos, como os herbicidas, pois a
degradacéo desses pode ser facilitada pela liberagcdo de exudados radiculares que estimulam a
atividade microbiana nas plantas (SANTOS et al, 2010; SOUTO et al., 2013).

De acordo com alguns autores (CUNNINGHAM et al., 1996; PIRES et al., 2005;
GERHARDT et al., 2009; VIEIRA et al.,, 2011; CHEN et al.,2013) existem diferentes
abordagens para a fitorremediacdo de compostos organicos com base na diferenca do
mecanismo remediador das plantas. Essas podem promover a absor¢do radicular direta do
contaminante e subseqliente acimulo de metabdlitos nédo-fitotoxicos ou degradacdo do

composto nos tecidos das plantas (fitodegradacao); podem, apos absorverem e incorporarem o



poluente em seu tecido, tornar esses compostos volateis (fitovolatizacdo) e ainda os poluentes
organicos podem ser degradados pelas enzimas e exudados liberados pelas plantas e que
estimulam a mineralizacdo desses compostos por micro-organismos associados
(fitoestimulacdo/rizodegradacao).

No caso particular de herbicidas lixiviaveis, como atrazine e 2,4-D, uma proposta
ainda mais promissora é a rizofiltragdo, que consiste na adsorcdo ou precipitacdo do
contaminante de um meio aquoso sobre as raizes (GRATAO et al., 2005), por meio de
espeécies arboreas desenvolvidas a jusante das areas agricolas, preferencialmente em barreiras
proximas ou contidas nas matas ciliares.

O fato das matas ciliares situarem-se entre a area agricola e a agua de superficie
proporcionam a este bioma, possivelmente, o papel de barreira fisica a contaminagdo por
herbicidas (HUBBARD & LOWRANCE, 1994). O uso dessas faixas vegetadas, localizadas
ao longo do perimetro da area cultivada ou das margens dos corpos d'agua podem reduzir a
velocidade do escoamento superficial, impedindo que as moléculas dos poluentes cheguem
aos cursos d’agua ou, a0 menos, diminuindo a quantidade a eles chegada.

A analise do potencial de biodegradacao de herbicidas na regido de Orlandia-SP, entre
0s anos de 2003 e 2004, no transecto constituido de cana-de-agUcar contigua a mata ciliar
jovem e antiga, resultou na informacéo de que as matas ciliares antigas, mais estabilizadas,
funcionaram como faixa tampé&o reduzindo a contaminacgdo por diuron e hexazinona movida
pelo lencol d’agua (BICALHO, 2007). Ainda segundo o autor da pesquisa, em ensaios de
microcosmos com duas espécies arboreas, Cecropia hololeuca Mig. e Trema micrantha
Trécul, ambas tipicas de ambientes riparios, simulando um lengol d’agua contaminado com
herbicidas, foi observado que a Cecropia hololeuca Mig., junto com sua microbiota
associada, promoveu a mineralizacdo expressiva do herbicida atrazine, enquanto que a Trema
micrantha Trécul pode ser determinada como uma espécie bioindicadora desse produto no
ambiente.

O estudo sobre a biodegradacéo de herbicidas por meio do uso de espécies florestais
como faixas de contencéo, a exemplo das matas ciliares, pode estar atrelado com a legislagéo,
pertinente ao Codigo Florestal (Lei 12.651/12). As areas de protecdo permanentes (APP’s) em
zonas rurais funcionando como faixas marginais de cursos d’agua naturais, podem exercer
esse papel de minimizar a concentracdo de herbicidas, evitando a poluicdo de recursos
hidricos, além de preservar a estabilidade geoldgica e a biodiversidade. No entanto, o
desempenho da faixa na reducdo de poluentes depende também do tipo dos mesmos, da
vegetacao e da largura da referida faixa (LUDOVICE et al., 2003).



Em se tratando do uso de matas ciliares como faixas de retencdo para herbicidas, a
escolha da espécie arbdrea é de fundamental importancia. Caracterizacdo da area; estimativa
do tempo requerido para fitorremediacdo com base nas caracteristicas da area e da especie
vegetal escolhida e o destino do contaminante e seus metabdlitos no corpo da planta
(MARQUES et al., 2011), s&o fatores relevantes nesses estudos.

E importante destacar ainda, com relagdo a escolha das espécies, que apesar da
maioria dos testes avaliar plantas isoladas para essa finalidade, varias espécies podem ser
usadas num mesmo local a0 mesmo tempo ou em sucessdo, para remover mais de um
contaminante, uma vez que em &reas agricolas varios herbicidas sdo utilizados (SILVA &
MONQUEIRO, 2006).

O grande foco de pesquisas de fitorremediacao no Brasil deve ser direcionado a fim de
se explorar o potencial dos biomas brasileiros ricos em diversidade, como o Cerrado. Para a
descontaminacdo de metais pesados, varios autores ja identificaram espécies desse bioma com
potencial fitorremediador, como o cedro (Cedrela fissilis), a timbalva (Enterolobium
contortisiliqguum) e a caranana (Echinocloa polystachya) (SANTOS & NOVAK, 2013). Mas
ainda sdo insipientes os estudos que mostrem a relacéo de espécies de arvores, principalmente
de zonas riparias, que sejam efetivas para servir o proposito de descontaminacgdo de herbicidas
em mananciais proximos a areas de cultivo.

A influéncia da rizosfera dessas plantas também é um ponto importante a ser
mencionado quando se fala em fitorremediac&o de herbicidas. E nessa regi&o que ocorre um
aumento da biomassa microbiana, pois as raizes afetam fisicamente o solo, aumentando a
aeracdo e criando condigdes mais favoraveis aos micro-organismos. Esses sdo estimulados
por meio da liberacdo de exudados radiculares (aminoécidos, carboidratos, acidos organicos)
e pela decomposicdo do material vegetal (ANDRADE et al., 2007; BICALHO,2007).

Esse estimulo fornecido & microbiota associada &s raizes das plantas é conhecido como
fitoestimulag&o, principal mecanismo atuante na remediacdo de herbicidas e outros compostos
organicos (PIRES et al., 2005). Os micro-organismos favorecidos por esta técnica promovem
a decomposicdo dos contaminantes organicos, degradando suas moléculas e reduzindo a
toxicidade (JONER & LEYVAL, 2003).

A relacdo entre plantas e micro-organismos é fundamental para o sucesso desse tipo de
técnica remediadora, pois € grande a diversidade tanto de espécies vegetais quanto de micro-
organismos capazes de interagir e de se adaptarem a condi¢Ges adversas de contaminagéo,

garantindo vantagens em relacdo & outros métodos de remediacdo (TAVARES, 2009).



Assim, o estudo da diversidade das comunidades microbianas e sua relagdo com o
ambiente e com a rizosfera da planta associada é de grande importancia para o entendimento
da dindmica da remediacdo. Alguns indices matematicos como, o de diversidade de Shannon-
Weaver e 0 de equitabilidade de Pielou, fornecem informacGes importantes acerca do padrédo
de distribuicdo de espécies microbianas dentro do ecossistema (KENNEDY, 1999), porém
ndo muito complexas.

A extracdo de DNA total de amostras ambientais, com posterior amplificacdo e analise
do material genético, tem sido uma das alternativas usadas para se alcancar dados de
diversidade mais complexos (ZILLI et al., 2003). Dentre essas técnicas, pode-se citar a do T-
RFLP (Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism), que é tido como um método
molecular quantitativo para analises rapidas de comunidades microbianas complexas (LIU et
al., 1997). O uso de tal técnica é vantajoso, pois se obtém dados mais aproximados da
abundancia da populacdo na comunidade microbiana, além de estimativas a cerca da
diversidade filogenética das comunidades em diferentes ambientes (CAFFARO-FILHO et al.,
2007). Portanto uma juncdo de conhecimentos se torna crucial para determinar com éxito

quais espécies podem ser potenciais para remediacdo de solos contaminados com herbicidas.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial de espécies florestais para remediacdo de substrato contaminado
com atrazine e 2,4-D.
3.2. Objetivos especificos

)} Definir escala de toleréncia entre as espécies selecionadas a cada herbicida;
i) Avaliar a capacidade remediadora por meio da técnica do bioensaio;
i) Estimar por técnicas de avaliagdo genetica, a diversidade microbiana da

espécie promissora para a fitorremediacao.
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4. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em casa de vegetacédo pertencente ao Grupo de Pesquisa
Manejo Sustentavel de Plantas Daninhas (MaSPD) da Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri - UFVJM, em Diamantina-MG. As espécies vegetais nativas
utilizadas foram adquiridas no Horto do Instituto Estadual de Florestas (IEF) de Diamantina-
MG, com cerda de seis a oito meses de idade, em fase inicial de crescimento, com altura
padronizada e nimero de folhas aproximado entre elas.

Foram avaliados 36 tratamentos compostos pela combinacao das 12 espécies florestais
[Inga marginata (ingd), Schizolobium parahyba (guapuruvu), Handroanthus serratifolius (ipé
amarelo), Jacaranda puberula (carobinha), Cedrela fissilis (cedro), Calophyllum brasiliensis
(landin), Psidium mirsinoides (goiabinha), Tibouchina glandulosa (quaresmeira), Caesalpinia
férrea (pau-ferro), Caesalpinia pluviosa (sibipiruna), Terminalia argéntea (capitdo) e
Schinopsis brasiliensis (brauna)] e por trés solucGes simulando o composto lixiviado
(atrazine, 2,4-D e &gua — controle), com quatro repeticdes cada tratamento, em delineamento
em blocos ao acaso.

As espécies foram plantadas em vasos de polietileno com capacidade de 8 dm3 e area
de 0,0314 m? contendo como substrato amostras de solo classificado como Latossolo
Vermelho-Amarelo, de textura argilo-arenosa, proveniente do campus da UFVJM, coletado
em camada de 0-20 cm, em &rea ndo cultivada e que ndo havia histérico de contaminacdo por
herbicidas.. A adubacdo foi feita conforme necessidade do solo, observada por meio da
analise quimica (Tabela 1), que consistiu da aplicacdo de 8 Kg/m?3 de P,Os na forma de super
fosfato simples, 0,8 Kg/m3 de N em sulfato de aménio e 0,4 Kg/m? de K,O com o cloreto de
potéassio (CANTARUTTI et al, 2007).

Tabela 1. Caracterizacgdo fisico-quimica e textural da amostra de solo utilizada no experimento

Analise Granulométrica (dag km™)
Areia Silte Argila Classificagdo Textural
38 6 56 Argiloso
Analise Quimica
pH P K+ Ca Mg H+Al SB t T m V M.O
(H20) mg /dm? | ---------m-m-- cmolc/dmB--------------- ---%---- | ---dag/kg-----
61 [07]25[17]05] 0 |37 [23] 6 |2 |38 1

* Anélises realizadas no Laboratério de Fertilidade do Solo do Departamento de Agronomia da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri- UFVIM. (MO — matéria organica; V- saturacdo por bases; m-
saturacdo por aluminio; T- capacidade de troca de cétions a pH 7,0; t- capacidade de troca de cations efetiva; SB-
soma de bases).
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A dose total proposta para os herbicidas foi fracionada em trés aplicagbes com
intervalos de 20 dias (aos 60, 80 e 100 dias apds o plantio das mudas), sendo cada aplicacdo
correspondente a metade da dose comercial da formulacdo Priméleo® (2,5 | ha?), o que
corresponde a 1,25 kg ha™ de atrazine, e metade da dose comercial da formulacio DMA 806
BR® (0,5 | hat) que corresponde a 0,4 kg ha™ de 2,4-D. Esse fracionamento foi feito a fim de
simular a lixiviacdo dos herbicidas a jusante da &rea de aplicagdo, uma vez que estes ndo
alcancam o lencol freatico em sua totalidade. As aplicacdes foram feitas por meio do uso de
micropipetas com ajuste manual, de forma a direcionar as aliquotas diretamente em pratos de
contencdo de dgua colocados sob 0s vasos, com o intuito de simular a absorcéo de &gua pela
raiz a partir de um lencol freatico contaminado pelo herbicida (Figura 2). Para a irrigacéo
durante toda a conducdo do experimento a agua também foi depositada nos pratos de

contencdo, ndo ultrapassando sua capacidade de campo.

Figura 2. Foto do momento da aplicacdo da solucdo contendo o herbicida, realizada em trés épocas (aos 60, 80 e
100 dias ap6s o plantio das mudas) totalizando doses equivalentes a 3,75 kg ha™ para atrazine e 1,2 kg ha™* de
2,4-D.

Na primeira etapa do trabalho, avaliaram-se a tolerancia das espécies vegetais aos
herbicidas, caracteristicas de crescimento e nutricional.

A tolerancia das espécies aos herbicidas foi avaliada por meio da intoxicacao visual,
atribuindo-se notas de acordo com os sintomas visiveis na parte aérea das plantas, com escala
variando de 0 a 100%, onde O era a auséncia de quaisquer sintomas e 100 caracterizava a
morte da planta (SBCPD, 1995). Foram realizadas trés avaliagdes de intoxicacdo das espécies,

sempre 14 dias ap0s cada uma das trés aplicacGes dos herbicidas.
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Os resultados obtidos referentes a intoxicacdo foram submetidos a anélise de variancia
sendo as médias, quando significativas, agrupadas segundo o critério Scott-Knott, a 5% de
probabilidade de erro.

Aos 60 dias apos a terceira aplicacdo dos herbicidas, foram avaliadas as caracteristicas
de crescimento: altura da planta (AP), medida com o auxilio de uma régua, desde o colo da
planta até a inser¢do da ultima folha; o didmetro do caule (DC), medido com o auxilio de um
paquimetro a dois centimetros do nivel do solo; o numero de folhas (NF) e a area foliar (AF).
Além disso, todo o material vegetal foi colhido, separado em raizes, caules e folha, foi
posteriormente desidratado em estufa de circulacdo forcada de ar, a 65° C, até atingir massa
constante para a determinagdo da massa seca. Para as medidas de peso seco foi empregada
uma balanca semi-analitica. Para a determinacéo da area foliar, foi realizada a digitalizacdo do
limbo em scanner de mesa acoplado ao computador, e analisadas com o auxilio de software
de processamento de imagem e medicdo avangada ANATI QUANTI 2.0.

Os dados referentes as caracteristicas de crescimento foram transformados em
porcentagem em relacdo a testemunha, uma vez que se trata de espécies diferentes e, portanto
com caracteristicas de desenvolvimento distintas. Posteriormente procedeu-se a andlise de
variancia sendo as médias, quando significativas, agrupadas segundo o critério Scott-Knott, a
5% de probabilidade de erro.

Para determinacdo dos teores de nutrientes nas folhas, as amostras foram submetidas
ao processo de digestdo sulfurica, seguida pela destilacdo e titulacdo, no intuito de quantificar
o0 teor de nitrogénio; e digestdo nitroperclorica, sendo que a leitura do fosforo foi feita por
colorimetria pelo método da vitamina C, com espectrofotdmetro (BRAGA & DEFELIPO,
1974), e o potassio em fotometria de chama de acordo com Malavolta (1980). Para a
interpretacdo dos resultados foi calculado o teor, conteldo total e contetdo relativo dos
nutrientes na parte aérea das plantas. Procedeu-se com a analise de variancia dos dados sendo
as médias entre as espécies, quando significativas, agrupadas segundo critério de Scott-Knott
a 5% de probabilidade de erro, e as médias entre os herbicidas foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Na segunda etapa de avaliacdo do trabalho, foi determinada a capacidade
fitorremediadora de cada espécie em questdo, procurando verificar o nivel de
descontaminacdo a partir da primeira etapa trabalhando-se com plantas bioindicadoras. Além
disso, foi confeccionada curva de dose resposta para estimar a relagdo entre a quantidade de

herbicida aplicada e a intensidade dos efeitos observados (KRUSE et al., 2006).
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As unidades experimentais que compunham os tratamentos da primeira etapa foram
conservadas, mantendo assim o delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticoes,
inclusive os vasos sem planta. Foi retirada uma amostra de solo de cada vaso e
imediatamente, estas foram resfriadas e mantidas a -20° C para posterior analise de
diversidade microbiana na terceira etapa do estudo.

O substrato contido em cada vaso foi revolvido até sua homogeneizacéo,
aproximadamente 27 dias ap0s a retirada das espécies florestais. Em seguida cultivou-se
pepino (Cucumis sativus (L.)), para indicacdo do residuo de atrazine e 2,4-D. Aos 26 dias ap0s
a semeadura (DAS), fez- se a avaliacdo do grau de intoxicagédo dessas plantas pelo herbicida
(atribuindo-se notas variando de O, para auséncia de intoxicacdo, a 100%, para morte da
planta, segundo SBCPD, 1995). Foram consideradas também a altura e a massa seca total das
plantas de pepino. Os dados referentes a intoxicacdo da espécie indicadora (pepino) foram
submetidos a andlise de regressdo. Os dados referentes a massa seca total e altura foram
submetidos a analise de varidncia sendo as médias entre as espécies, quando significativas,
agrupadas segundo o critério Scott- Knott, a 5% de probabilidade de erro e as médias entre os
herbicidas comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A curva dose-resposta foi ajustada para porcentagens de controle visual em relacdo a
testemunha. O modelo matematico utilizado foi o log-logistico proposto por Seefeldt et al.
(1995), sendo o mais utilizado na Europa pelos pesquisadores em Ciéncias das Plantas
Daninhas (CHRISTOFFOLETI, 1999). O Bioensaio referente a curva de dose-resposta foi
conduzido em casa de vegetacdo, utilizando amostras do mesmo solo empregado no
experimento. As amostras com peso de 180g de substrato foram colocadas em copos plasticos
com capacidade volumétrica de 300 ml.

Foram aplicadas diferentes doses crescentes para cada herbicida correspondentes a 10
fragbes da dose comercial de cada um deles, 5 | ha™ para o atrazine e 1 | ha™ para o 2,4-D.
Aplicou-se o delineamento em blocos ao acaso com quatro repeticdes. Em seguida foi
efetuada a semeadura do pepino. Aos 26 dias apos a aplicagdo dos herbicidas, fez-se a
avaliacdo visual dos sintomas de toxicidade das plantas de pepino, atribuindo-se notas de
acordo com 0s sintomas visiveis na parte aérea das plantas, utilizando escala variando de 0 a
100%, onde O era a auséncia de quaisquer sintomas e 100 caracterizava a morte da planta
(SBCPD, 1995).

Na terceira etapa executaram-se as analises de estimativa da diversidade genética
microbiana por meio da técnica do Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-

RFLP) para a espécie mais promissora, em seis amostras de substrato, a saber: solo sem
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herbicida e sem planta; solo sem herbicida e cultivado; solo com 2,4-D e cultivado; solo com
atrazine e cultivado; solo com 2,4-D e sem planta e solo com atrazine sem planta.

Para isso, 0 DNA total contido nas amostras de solo foi extraido e purificado com o
auxilio do PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA), seguindo o
protocolo do fabricante com algumas modificagdes, que incluem a utilizagdo de 0,5 g de solo
para extracdo e adicdo de um passo de aquecimento a 70 °C no processo de lise. O DNA
purificado foi verificado em gel de agarose a 0,8% em tampdo TAE 1X e quantificado por
fluorometria, utilizando o equipamento Qubit® 2,0 (Invitrogen™).

O T-RFLP multiplex foi realizado para comparar o perfil genético das comunidades de
arqueas, bactérias e fungos simultaneamente (SINGH et al, 2006), entre as amostras,
utilizando os oligonucleotidios iniciadores apresentados na tabela 2. O mix de PCR foi
constituido de: tampdo de reacdo a 1 X, MgCl, a 2 mM, dNTP’s a 200 uM de cada
desoxinucleotideo, 20 pug de BSA, iniciador 63F (10 uM) a 200 nM, iniciador 1087R NED
(10 uM) a 200 nM, iniciador ITS1F FAM (20 uM) a 400 nM, iniciador ITS4 (20 uM) a 400
nM, iniciador Ar3f (20 uM) a 400 nM, iniciador Ar927 R HEX (20 uM) a 400 nM, enzima
Taq polimerase a 2,5 u, 2 pL de DNA molde e agua Milli-Q® estéril para completar 50 uL de
reacdo. A amplificacdo do DNA foi realizada em termociclador automético, conforme o
seguinte programa: 5 min. a 95 °C, seguido de 30 ciclos consistindo de desnaturacdo (30 seg.
a 95 °C), pareamento (1 min. a 55 °C) e extensdo (1 min. a 72 °C), e finalmente um passo de
extensdo final (10 min. a 72 °C). O produto da amplificacao (aliquota de 2 uL) foi verificado
por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,5 % em tampédo TAE 1X.

Os produtos de amplificacdo marcados foram purificados com o auxilio do kit Illustra
GFX® PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare) e em seguida eluidos em 40 pL
de tampdo de eluicdo. O produto da purificacdo foi submetido a clivagem enzimatica em
master mix constituido de 100-400 ng de produto da PCR purificado, 20 U de enzima de
restricdo Mspl (Promega, Madinson, Wis., USA), 0,2 uL de BSA acetilado, em um volume
final de 20 pL (com agua Milli-Q®). A clivagem foi conduzida em termociclador em um
programa de 37 °C por 3 h, seguido de um periodo de inativacdo da enzima de 15 min. a 95
°C. Os produtos da clivagem foram precipitados e novamente ressuspendidos em agua Milli-
Q®. Posteriormente, foram transferidos para placa de seqgiienciamento, juntamente com o
marcador de tamanho ET550-R (GE Healthcare) diluido em Loading Solution (Amersham
Pharmacia Biotech). O mix na placa foi submetido & desnaturagdo a 95 °C por 5 min. e

mantido no gelo até a corrida em seqlienciador automatico MegaBACE 1000 DNA Analysis
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System (Molecular Dynamics/GE Healthcare), utilizando o conjunto de filtros Genotyping
filter set 2. As condigdes da corrida foram: tempo de injecéo de 45 s., tensdo de injecdo de 3
kV, tempo de corrida de 75 min. e tensdo de corrida de 10 kV

A andlise dos dados obtidos foi realizada com o auxilio do programa MegaBACE
Fragment Profiler v 1.2 (Amersham Biosciences Corp.). Somente 0s picos com tamanhos
entre 50 e 500 pb foram considerados, a fim de se evitar T-RF’s causados por dimeros de
iniciadores e obter fragmentos dentro da faixa linear do marcador de tamanho (SINGH &
NAZARIES 2006). Para cada T-RF foi considerada uma unidade taxonémica operacional
(UTO) distinta. A partir das planilhas organizadas foi realizada analise de ordenacdo —
Anélise de Componentes Principais (PCA) e analise de riqueza.

Tabela 2. Primers para amplificacdo dos grupos-alvo na comunidade microbiana utilizados para 0 PCR- T-RFLP
multiplex.

Iniciador Marcagéo Seqiiéncia de 5’ para 3’ Genealvo Grupo Referéncia

63f - AGGCCTAACACATGCAAGTC 16SrRNA  Bactéria ~ Marchesi etal. (1998)
1087r NED [NED]-CTCGTTGCGGGACTTACCCC 16S rRNA Bactéria Hauben et al., (1997)
ITS1f 6-FAM CTTGGTCA'I[EI'-'IEQ?BAA-GGAAGTAA r:—RS’I\(IlAg)S Fungi Gardffs%s?mns
ITS4 - TCCTCCGCTTATTGATATGC 'Ig,\(llAg)S Fungi White et al., (1990)
Ar3F - TTCCGGTTGATCCTGCCGGA 16SIRNA  Archaea Giovannani et al.

(1988)

Arg27R HEX [HEX]-CCCGCCAATTCCTTTAAGTTTC 16S rRNA Archaea Jurgens et al., (1997)
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5. RESULTADOS
5.1. Tolerancia e crescimento das espécies florestais aos herbicidas

Os residuos do atrazine e 2,4-D no solo ocasionaram sintomas de intoxicacdo a
maioria das espécies florestais estudadas (Figura 3 e 4).Um dos sintomas visiveis do atrazine
é a clorose foliar, promovida devido a fotoxidacdo da clorofila. O 2,4-D, por ser um herbicida
mimetizador de auxina, desregula o metabolismo da planta e assim ocorre o crescimento
desordenado dos tecidos, provocando visivelmente a epinastia das folhas, encarquilhamento e

0 engrossamento das gemas terminais.

Figura 3. Sintomas de intoxicacdo visual provenientes do herbicida atrazine em algumas das espécies
florestais estudadas. A- guapuruvu, B- ipé-amarelo, C- ingd, D- cedro, E — bralna, F- quaresmeira.
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Figura 4. Sintomas de intoxicagdo visual provenientes do herbicida 2,4-D em algumas das espécies
florestais estudadas. A e B- braina, C- pau-ferro, D- ipé-amarelo, E — cedro, F- goiabinha.

Nas primeiras avaliacBes, aos 14 dias apds a 12 aplicacdo do herbicida atrazine, ndo
foram constatadas diferencas significativas entre as espécies (Tabela 3). No entanto, 14 dias
apos a 22 aplicacdo, as espécies inga, guapuruvu, cedro, quaresmeira, bratna e ipé amarelo,
apresentaram os primeiros sinais de intoxicacdo pelo herbicida. Estas permaneceram com
estes sintomas até o momento da colheita, exceto a espécie ipé-amarelo e cedro, que
avancaram seu quadro de intoxicacdo nas Ultimas avaliacdes, ja na 3? aplicacdo.

As mudas de carobinha, goiabinha, pau-ferro, sibipiruna apresentaram o0s menores
valores de intoxicacdo ao atrazine. A espécie capitdo mereceu destaque, pois foi a Gnica a ndo
apresentar sintoma algum, ao longo dos 60 dias de avaliagdes.
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Tabela 3. Médias de intoxicacéo visual observadas em mudas de espécies florestais, aos 14 dias ap6s cada uma
das trés aplicaces do herbicida atrazine, correspondentes a 1,25 kg ha™.

Espécie 12 Aplicacdo 2% Aplicacéo 32 Aplicacao
Inga 76a 140b 19,4 b
Guapuruvu 53a 23,3b 30,3b
Capitéo 0,0a 0,0a 0,0a
Quaresmeira 8,6a 150b 28,6 b
Carobinha 12,0 a 8,3a 10,6 a
Cedro 10,0 a 15,3 b 450c¢
Landim 16a 0,0a 17,0b
Goiabinha 10a 6,6 a 116a
Pau-Ferro 50a 9,3a 0,0a
Sibipiruna 56a 6,3a 9,3a
Ipé amarelo 22,6 a 54,3 ¢ 74,3 d
Bralna 30a 16,6 b 19,3 b
Meédia Geral 6,88 14,11 22,14
CV (%) 88,46 47,22 46,20

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

Para o herbicida 2,4-D, logo nas primeiras avaliac@es, correspondentes ao periodo da
12 aplicacdo, as espécies carobinha, cedro, sibipiruna e bralna, se mostraram mais sensiveis
com médias superiores de intoxicacdo (Tabela 4). A partir das avaliacdes seguintes, aos 80
dias ap6s o plantio das mudas, as espécies inga e ipé amarelo, que anteriormente nao
apresentaram sintomas significativos, se mostraram sensiveis ao herbicida com um aumento,
em média, de 65% na avaliacdo visual. Assim como estas espécies, o0 pau-ferro também se
mostrou mais sensivel, apresentando o dobro de intoxicacdo em relacdo a avaliagdo anterior.
A carobinha, que inicialmente apresentou sintomas significativos, obteve uma melhora com
relacdo a observacdo visual de intoxicacdo, e depois, aos 60 dias de avaliagcdes, voltou a
apresentar os sintomas de forma mais severa.

Apbs a 3? aplicacdo do 2,4-D, as espécies guapuruvu, ipé amarelo, carobinha e
goiabinha apresentaram sintomas de intoxicacéo visual semelhantes. As espécies pau-ferro e
brauna foram as que apresentaram maiores indices de intoxicacdo de 2,4-D. O inga e a
sibipiruna apresentaram uma melhora em seus sintomas, mostrando certa capacidade em se
recuperar da agdo deste herbicida no meio. O landim ndo apresentou sintomas nas duas
primeiras avaliacfes de intoxicacdo, apenas na 32 aplicacdo os sintomas apareceram, mesmo

assim ndo muito severos. Assim como o landim, as plantas de quaresmeira e capitdo
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apresentaram 0 mesmo tipo de comportamento quanto aos sintomas de intoxicagdo, nao se

mostrando sensiveis durante o periodo de avaliacdes (Tabela 4).

Tabela 4. Médias de intoxicacéo visual observadas em mudas de espécies florestais, aos 14 dias ap6s cada uma
das trés aplicacdes do herbicida 2,4-D, correspondentes a 0,4 kg ha™

Espécie 12 Aplicagdo 2% Aplicacéo 32 Aplicacao
Inga 4,0a 10,6 b 7,3a
Guapuruvu 36a 70a 15,0 b
Capitéo 6,0 a 50a 0,0a
Quaresmeira 30a 33a 4,3a
Carobinha 140b 8,6 a 19,3 b
Cedro 140b 20,0 b 49,6 c
Landim 0,0a 0,0a 7,3a
Goiabinha 30a 4,6 a 26,0 b
Pau-Ferro 4,6 a 38,3¢ 81,6d
Sibipiruna 9,3b 130b 9,3a
Ipé amarelo 4,6 a 14,3 b 24,6 b
Bralna 18,3 b 35,0¢c 69,3d
Média Geral 7,08 13,33 26,16
CV (%) 77,24 32,52 30,76

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro.

A variavel AP das espécies, quando comparadas entre os dois herbicidas, ndo
apresentou diferencas significativas, exceto para o ipé-amarelo, que apresentou altura 29%
inferior sob efeito do 2,4-D (Tabela 5).

Avaliando o comportamento das espécies sob efeito do atrazine, nota-se que a altura
da planta da maioria das espécies foi moderadamente menor a, em média, 15%, se comparado
as suas respectivas testemunhas (100%). No entanto, as espécies ingé, ipé amarelo, carobinha,
landim e pau-ferro apresentaram incremento significativo (p< 0,05) de 9%, em média (Tabela
5). Ja sob efeito do 2,4-D apenas duas espécies obtiveram incremento significativo, que foram
0 ingé (22,15%) e carobinha (14,75%). As demais espécies apresentaram uma menor AP, em
média de 14% (Tabela 5).

Para a variavel DC, ndo foi constatada diferencas significativas se comparado ao
comportamento de cada espécie com os dois herbicidas (Tabela 5). Para o tratamento com
atrazine, a maioria das plantas apresentou menor valor de DC, em média de 18,4%, se
comparadas as suas respectivas testemunhas. As plantas de guapuruvu, carobinha, pau-ferro e
sibipiruna apresentaram incremento em DC, de 9% em média.

Sob efeito do 2,4-D as espécies bralna, pau-ferro, goiabinha, landim, cedro e ipé

amarelo, apresentaram menor DC, em torno de 18% (Tabela 5). Todavia, algumas plantas



também apresentaram incremento significativo, como o foi o caso do guapuruvu (9,6%),

carobinha (4,97%), quaresmeira (6,48%) e sibipiruna (25,01 %).

Tabela 5. Altura de planta (AP %) e diametro do caule (DC %), de espécies florestais submetidas a aplicacao

dos herbicidas atrazine e 2,4-D comparadas a sua respectiva testemunha (100%)

. AP (%) DC (%)

Especie Atrazine 2,4-D Atrazine 2,4-D
Inga 102,18 aA 122,15 aA 98,00 aA 98,13 aA
Guapuruvu 87,07 bA 84,91 bA 109,25 aA 109,67 aA
Capitéo 67,71 bA 77,88 bA 94,54 bA 96,66 aA
Quaresmeira 91,76 bA 98,62 bA 80,90 bA 106,48 aA
Carobinha 120,23 aA 114,75 aA 109,66 aA 104,97 aA
Cedro 80,36 bA 85,05 bA 80,63 bA 78,30 bA
Landim 100,89 aA 100,75 bA 70,36 bA 86,16 bA
Goiabinha 92,94 bA 83,97 bA 76,59 bA 91,55 bA
Pau-Ferro 108,35 aA 93,54 bA 111,00 aA 87,61 bA
Sibipiruna 92,33 bA 95,25 bA 106,67 aA 125,01 aA
Ipé amarelo 112,65 aA 83,18 bB 82,37 bA 80,14 bA
Bralna 82,65 bA 75,96 bA 89,73 bA 70,26 bA
CV (%) 20,52 21,19

* Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Na linha para cada variavel, médias com mesma letra maitscula, ndo
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

A caracteristica NF variou entre plantas sob acdo dos herbicidas (Tabela 6). Sob efeito
do atrazine, 50% das especies apresentaram incremento no NF, com destaque para a
carobinha e o pau-ferro que apresentaram um aumento superior a 100% em relacdo as suas
testemunhas. As demais espécies apresentaram menor valor, em média de 49%. Em
contrapartida, a menor producdo de AF foi marcante em quase todas as espécies submetidas a
acao do atrazine, sendo de 18% a 78% a menos.

Ja sob efeito do 2,4-D, a maioria das espécies apresentou menores valores para NF,
sendo em média de 36% para as menos afetadas e 95% para as mais afetadas. As espécies
cedro, goiabinha, quaresmeira e sibipiruna obtiveram incremento médio no NF de 22%
(Tabela 6). A carobinha mereceu destaque pelo seu elevado incremento, cerca de 260% em
relacdo a sua testemunha. Assim como o NF o pardmetro AF também foi significativamente
menor para quase todas as espécies quando submetidas ao 2,4-D. A exce¢do foi a espécie

guapuruvu com valor de AF de 56% superior aquele observado para a testemunha.



Tabela 6. Nimero de folhas (NF %) e area foliar (AF %) de espécies florestais submetidas a aplicacdo dos

herbicidas atrazine e 2,4-D comparadas a sua respectiva testemunha (100%)

B NF (%) AF (%)

Especie Atrazine 2,4D Atrazine 2,4D
Inga 127,64 cA 69,92 cB 81,54 bA 90,15 bA
Guapuruvu 66,66 dA 58,33 cA 132,36 aA 156,02 aA
Capitédo 48,78 dA 69,51 cA 97,49 bA 87,14 bA
Quaresmeira 80,00 cA 111,37 bA 77,57 bA 91,76 bA
Carobinha 216,67 aB 366,66 aA 101,00 bA 47,18 cB
Cedro 32,00 dB 144,00 bA 80,66 bA 69,96 bA
Landim 54,07 dA 61,63 cA 31,11 cA 30,33 CcA
Goiabinha 145,09 bA 120,65 bA 65,83 bA 72,63 bA
Pau-Ferro 237,43 aA 5,02 dB 90,89 bA 90,89 bA
Sibipiruna 108,69 cA 115,22 bA 19,04 cA 9,77 cA
Ipé amarelo 28,57 dA 60,71 cA 16,98 cA 41,21 cA
Bralna 107,09 cA 9,65 dB 82,03 bA 104,14 bA
CV (%) 38,30 32,96

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Na linha para cada variavel, médias com mesma letra maitscula, ndo
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

Quanto a biomassa seca das folhas (MSF), sob acdo do atrazine, todas as espécies
apresentaram menor valor, em média de 40%, sendo as mais afetadas o ipé amarelo (92%) e o
cedro (78%). Sob acdo do 2,4-D a espécie mais afetada foi a bradna, resultante da perda total
das folhas (Tabela 7). As espécies afetadas negativamente apresentaram menor valor para
biomassa da parte aérea, variando de 33 a 70%.

A variavel MSC apresentou diferencas significativas entre os dois herbicidas, para as
espécies: landim, quaresmeira, pau-ferro e sibipiruna (Tabela 7). Sob acdo do atrazine
observou-se valor 75% menor para o cedro. Inga, guapuruvu e pau-ferro, apresentaram
incrementos significativos (p<0,05) em MSC, de 19%, 21% e 32%, respectivamente. A
aplicacdo de 2,4-D também ndo permitiu acimulo satisfatério de MSC ao cedro, com valor
75% menor. Inga e guapuruvu apresentaram incrementos, de 11 e 7 %, respectivamente,

indicando o potencial destas espécies na tolerancia a esses dois herbicidas.
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Tabela 7. Massa seca de folhas (MSF) e Massa seca de caule (MSC) de espécies florestais submetidas a
aplicacéo dos herbicidas atrazine e 2,4-D comparadas a sua respectiva testemunha (100%)

Espécie MSF (%) MSC (%)
Atrazine 2,4-D Atrazine 2,4-D

Inga 82,13 aA 94,60 aA 119,76 aA 111,80 aA
Guapuruvu 49,12 bA 72,51 bA 121,97 aA 107,11 aA
Capitdo 81,46 aB 117,41 aA 56,15 cA 67,56 bA
Quaresmeira 66,90 aB 101,74 aA 51,46 cB 119,13 aA
Carobinha 89,43 aA 62,90 bA 90,47 bA 77,77 bA
Cedro 22,10 cA 33,67 CA 25,55 cA 25,55 bA
Landim 72,16 aA 92,16 aA 45,43 cB 82,65 aA
Goiabinha 42,40 bA 65,66 bA 54,78 cA 53,31 bA
Pau-Ferro 54,43 bA 12,53 dB 132,32 aA 55,61 bB
Sibipiruna 81,31 aA 92,44 aA 59,95 cB 95,28 aA
Ipé amarelo 8,77 cB 44,68 cA 57,69 cA 61,53 bA
Bratna 82,05 aA 00,00 dB 91,73 bA 62,32 bA
CV (%) 37,40 31,25

* Médias seguidas de mesma letra minuscula na coluna néo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Na linha para cada varidvel, médias com mesma letra maiuscula, ndo
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

Em relacdo a MSR, observou-se que as espécies apresentaram comportamento
diversificado sob a acdo dos herbicidas (Tabela 8). Inga e carobinha obtiveram incremento em
ambos os tratamentos. Quaresmeira e capitdo apresentaram menor valor de MSR sob acéo do
atrazine, porém mostraram incremento com 2,4-D. Ao contrario dessas Ultimas espécies, 0
pau-ferro e a braiina apresentaram o inverso, com incremento para o tratamento com atrazine
e menor valor sob acdo do 2,4-D. As demais espécies avaliadas mostraram menor valor de
MSR de forma similar sob acéo dos dois herbicidas.

As alteracdes em relacdo a biomassa supracitadas determinaram modificacdes da
massa seca total (MST), observando um incremento médio das espécies ingd, carobinha e
pau-ferro de 7,54% quando sob acéo do atrazine e de 8% para as espécies inga e quaresmeira,
sob acdo do 2,4-D (Tabela 8). Para as demais espécies os valores de MST foram menores em

52%, sob acdo do atrazine e 32%, sob a¢éo do 2,4-D.
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Tabela 8. Massa seca de raiz (MSR) e Massa seca total (MST) de espécies florestais submetidas a aplicacdo dos
herbicidas atrazine e 2,4-D comparadas a sua respectiva testemunha (100%)

. MSR (%) MST (%)
ESPECIE Atrazine 2,4-D Atrazine 2,4-D
Inga 108,95 bA 111,87 aA 103,61 aA 106,09 aA
Guapuruvu 98,74 bA 89,46 aA 81,61 aA 89,69 aA
Capitdo 89,24 bB 135,88 aA 75,62 aA 90,28 aA
Quaresmeira 53,30 cB 110,98 aA 57,22 bB 110,62 aA
Carobinha 142,24 aA 124,49 aA 107,38 aA 88,39 aA
Cedro 46,55 cA 48,27 bA 31,40 cA 35,83 bA
Landim 45,53 cA 79,41 bA 54,37 bA 84,74 aA
Goiabinha 63,00 cA 65,41 bA 53,39 bA 61,46 bA
Pau-Ferro 148,18 aA 42,05 bB 111,64 aA 36,73 bB
Sibipiruna 68,85 CA 104,93 aA 70,04 bA 97,55 aA
Ipé amarelo 23,06 cA 59,10 bA 29,84 cA 55,11 bA
Bralna 104,56 bA 50,10 bB 92,78 aA 46,88 bB
CV (%) 32,68 29,44

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Na linha para cada variavel, médias com mesma letra maidscula, ndo
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade de erro.

O teor de N na parte aérea das espécies florestais (Tabela 9), ou seja, a quantidade de
nitrogénio por biomassa, nao apresentou diferencas significativas entre os tratamentos exceto
para o landim (que apresentou maior teor de N para o tratamento submetido ao atrazine) e
pau-ferro (cujo teor de N foi maior no tratamento com 2,4-D). Quanto a variacdo entre as
espécies, as mudas de inga, guapuruvu, carobinha e cedro apresentaram os maiores teores de
N no tratamento controle, em média de 1,83 dag/kg, considerado adequado para espécies
arbéreas (MALAVOLTA, 1980), enquanto que as demais apresentaram em média
0,81dag/kg.

As espécies guapuruvu, landim, goiabinha e capitdo apresentaram maior teor de P
guando submetidas ao atrazine (Tabela 9). J& o ipé amarelo apresentou menor teor de P sob
acdo do atrazine e a bralna obteve menor teor de P sob acdo do 2,4-D. As demais espécies
ndo apresentaram variacdo do teor de P. Quanto a variacdo observada entre as espécies, no
tratamento controle a espécie capitdo obteve destaque no teor de P, com 5,3 dag/kg, enquanto
as demais se mantiveram num mesmo grupo.

O teor de K encontrado nas espécies florestais foi superior ao valor médio relatado na
literatura (Tabela 9). Diferengas significativas foram encontradas entre os tratamentos quanto
ao teor de K para algumas espécies. Guapuruvu, landim, quaresmeira e sibipiruna
apresentaram o maior teor K no tratamento quando submetidas ao atrazine. O pau-ferro
mostrou maior teor desse nutriente sob acdo do 2,4-D. Ipé amarelo obteve maior teor no

tratamento controle sendo que a reducéo desse nutriente foi significativa no tratamento com
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atrazine. A brauna obteve maior teor de K no tratamento sob agdo do atrazine, que n&o diferiu

do tratamento controle, e apresentou reducéo significativa no tratamento com 2,4-D.

Tabela 9. Teor de macronutrientes (dag/kg) na parte aérea de espécies florestais, cultivadas em vasos, sob o
efeito da absorcéo dos herbicidas Atrazine e 2,4-D, e sem o efeito (Controle)

Espécies Teor de N (dag/kg)

Controle atrazine 2,4-D
Inga 2,27 aA 2,35 aA 2,76 bA
Guapuruvu 1,63 aA 2,12 aA 1,56 cA
Capitdo 0,87 bA 1,06 bA 0,76 cA
Quaresmeira 0,90 bA 1,22 bA 0,97 cA
Carobinha 1,64 aA 1,78 aA 1,74 cA
Cedro 1,81 aA 2,29 aA 1,24 cA
Landim 0,79 bB 1,92 aA 1,01 cB
Goiabinha 0,45 bA 1,16 bA 0,80 cA
Pau-Ferro 1,08 bB 1,13 bB 3,69 aA
Sibipiruna 1,18 bA 1,62 aA 1,19 cA
Ipé amarelo 1,30 bA 2,02 aA 1,48 cA
Bratna 0,41 bA 0,84 bA 0,31 cA
CV(%) 42,04

Teor de P (dag/kg)

Controle atrazine 2,4-D
Inga 1,48 bA 1,69 cA 2,30 cA
Guapuruvu 1,05 bB 3,83 bA 1,60 cB
Capitédo 5,30 aB 6,23 aA 4,58 aB
Quaresmeira 1,49 bA 251 cA 1,43 cA
Carobinha 2,48 bA 1,33 cA 1,44 cA
Cedro 2,60 bA 3,07 bA 2,95 bA
Landim 1,05 bB 2,87 bA 1,05cB
Goiabinha 1,78 bB 3,55 bA 3,89 aB
Pau-Ferro 1,30 bA 1,68 cA 0,91 cA
Sibipiruna 2,12 bA 3,45 bA 3,09 bA
Ipé amarelo 2,23 bA 0,72 cB 2,12 cA
Bralna 1,99 bA 2,77 bA 0,43 cB
CV(%) 35,40

Teor de K (dag/kg)

Controle atrazine 2,4-D
Inga 9,39 cA 8,21 cA 7,71 cA
Guapuruvu 8,21cB 19,87 aA 8,97 cB
Capitédo 7,12 cA 8,30 cA 7,21 cA
Quaresmeira 9,39cB 14,17 bA 9,39cB
Carobinha 11,82 cA 9,72 cA 12,88 bA
Cedro 13,75 bA 13,46 bA 11,20 bA
Landim 7,54 cB 17,94 aA 7,37 cB
Goiabinha 11,15cB 18,61 aA 17,33 aA
Pau-Ferro 7,96 cB 8,13 cB 17,88 aA
Sibipiruna 9,47 cB 15,00 bA 11,48 bB
Ipé amarelo 18,69 aA 5,03 cC 13,66 bB
Brauna 7,21 cA 7,36 CA 1,92 dB
CV(%) 25,16

* Médias seguidas de mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Médias seguidas de mesma letra maidscula na linha ndo diferem entre
si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Com relacdo ao conteddo total de N (Tabela 10), observaram-se diferencas
significativas entre os tratamentos apenas para as espécies carobinha, sibipiruna e capitdo.
Nas duas primeiras a aplicacdo dos herbicidas provocou diminui¢do no acimulo de N, o que
diverge da ultima espécie, que apresentou maior acimulo de N no tratamento com atrazine.
Quanto a variagdo entre as espécies, 0 inga apresentou maior acimulo de N nos tratamentos
com atrazine e com 2,4D.

Carobinha e bratna apresentaram menor acimulo de P nos tratamentos sujeitos a acao
dos herbicidas (Tabela 10). O capitdo apresentou maior acimulo de P nos tratamentos com
herbicida e as demais, ndo diferiram quanto ao conteudo total desse nutriente. Observou-se
que, entre as espécies, capitdo apresentou o maior acimulo de P nos tratamentos com atrazine
e 2,4-D.

As espécies carobinha, sibipiruna e braina apresentaram menor acimulo de K nos
tratamentos com os herbicidas (Tabela 10). Ipé amarelo mostrou menor acimulo de K quando
submetido a acdo do atrazine. Capitdo apresentou maior acumulo desse nutriente nos
tratamentos com os herbicidas. As demais ndo apresentaram diferencas significativas entre o0s

tratamentos.
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Tabela 10. Contetido Total (mg/ planta) de macronutrientes da parte aérea de espécies florestais, cultivadas em

vasos, sob o efeito da absorcéo dos herbicidas atrazine e 2,4-D, e sem o efeito (Controle)

Espécies Conteudo Total de N (mg/planta)

Controle atrazine 2,4-D
Ingé 130,0 aA 120,0 aA 150,0 aA
Guapuruvu 60,0 bA 40,0 bA 40,0 bA
Capitdo 10,0 cB 40,0 bA 30,0 bB
Quaresmeira 10,0cA 10,0 cA 10,0 bA
Carobinha 60,0 bA 30,0 bB 20,0 bB
Cedro 40,0 cA 30,0 bA 20,0 bA
Landim 10,0 cA 30,0 bA 20,0 bA
Goiabinha 10,0 cA 10,0cA 10,0 bA
Pau-Ferro 20,0 cA 10,0 cA 20,0 bA
Sibipiruna 60,0 bA 20,0 bB 20,0 bB
Ipé amarelo 30,0 cA 10,0 cA 20,0 bA
Bratna 20,0 cA 10,0 cA 10,0 bA
CV(%) 64,62

Conteldo Total de P (mg/planta)

Controle atrazine 2,4-D
Inga 80,0 aA 80,0 bA 130,0 bA
Guapuruvu 40,0 bA 80,0 bA 40,0 cA
Capitédo 30,0 bB 240,0 aA 220,0 aA
Quaresmeira 10,0 bA 20,0cA 10,0 cA
Carobinha 80,0 aA 20,0 cB 10,0 cB
Cedro 70,0 aA 50,0 bA 40,0 cA
Landim 10,0 bA 40,0 bA 20,0 cA
Goiabinha 20,0 bA 20,0 cA 40,0 cA
Pau-Ferro 20,0 bA 10,0 cA 0,00 cA
Sibipiruna 10,0 aA 50,0 bA 50,0 cA
Ipé amarelo 40,0 bA 10,0 cA 30,0 cA
Brauna 80,0 aA 10,0 cB 10,0 cB
CV(%) 75,72

Conteldo Total de K (mg/planta)

Controle atrazine 2,4-D
Inga 590,0 aA 430,0 aA 440,0 aA
Guapuruvu 320,0 bA 400,0 aA 220,0 bA
Capitdo 50,0 cB 300,0 aA 270,0 aA
Quaresmeira 90,0 cA 110,0 bA 110,0 bA
Carobinha 410,0 bA 180,0 bB 170,0 bB
Cedro 360,0 bA 250,0 aA 170,0 bA
Landim 120,0 cA 310,0 aA 160,0 bA
Goiabinha 130,0 cA 120,0 bA 160,0 bA
Pau-Ferro 140,0 cA 40,0 bA 90,0 bA
Sibipiruna 440,0 bA 220,0 aB 200,0 bB
Ipé amarelo 360,0 bA 20,0 bB 230,0 bA
Bralna 310,0 bA 40,0 bB 10,0 bB
CV(%) 55,15

* Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha
ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Médias
seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de

erro.

O conteudo relativo de macronutrientes (Tabela 11) mostrou que a maioria das

espécies apresentou incrementos em N, P e K em relacdo as suas testemunhas, fato este
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interessante uma vez que estas mudas foram submetidas a acdo de herbicidas e mesmo assim

obtiveram melhor aproveitamento nutricional.

Tabela 11. Contetido Relativo de macronutrientes da parte aérea de espécies florestais, cultivadas em vasos, sob
o efeito da absorcdo dos herbicidas atrazine e 2,4-D, em relacdo ao controle

Espécies Conteudo Relativo de N

atrazine 2,4-D
Ingé 1,03 bA 1,20 bA
Guapuruvu 1,59 bA 1,07 bA
Capitdo 1,22 bA 0,86 bA
Quaresmeira 1,34 bA 1,08 bA
Carobinha 1,17 bA 1,15 bA
Cedro 1,44 bA 0,73 bA
Landim 2,562 aA 1,26 bA
Goiabinha 2,84 aA 2,07 bA
Pau-Ferro 1,14 bB 4,06 aA
Sibipiruna 1,36 bA 1,02 bA
Ipé amarelo 1,60 bA 1,16 bA
Bralna 2,11 aA 0,63 bB
CV(%) 59,02

Conteudo Relativo de P

atrazine 2,4-D
Inga 1,23 bA 1,70 aA
Guapuruvu 3,69 aA 1,52 aB
Capitdo 1,18 bA 1,18 bA
Quaresmeira 1,66 bA 1,03 bA
Carobinha 0,58 cA 0,66 bA
Cedro 1,51 bA 1,22 bA
Landim 2,88 aA 0,98 bB
Goiabinha 1,95 bA 2,30 aA
Pau-Ferro 1,45 bA 0,78 bA
Sibipiruna 1,81 bA 1,74 aA
Ipé amarelo 0,33 cA 0,98 bA
Brauna 1,58 bA 0,14 bB
CV(%) 46,74

Conteudo Relativo de K

atrazine 2,4-D
Inga 0,87 cA 0,84 aA
Guapuruvu 2,55 aA 1,14 aB
Capitédo 1,19 cA 1,07 aA
Quaresmeira 1,52 bA 0,98 aA
Carobinha 0,83 cA 1,14 aA
Cedro 1,03 cA 0,83 aA
Landim 2,41 aA 1,00 aB
Goiabinha 1,67 bA 1,56 bA
Pau-Ferro 1,04 cB 2,28 aA
Sibipiruna 1,70 bA 1,31 aA
Ipé amarelo 0,27 dA 0,74 aA
Brauna 1,03 cA 0,32 aB
CV(%) 34,38

* Médias seguidas de mesma letra minascula na coluna e médias seguidas de mesma letra maiuscula na linha
ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de Scott Knott a 5% de probabilidade de erro. Médias
seguidas de mesma letra maitscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.
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5.2. Avaliacao da capacidade remediadora das espécies florestais

O crescimento de plantas de pepino no substrato previamente cultivado com as
espécies florestais foi uniforme quanto a altura de plantas para a maioria dos tratamentos. A
excecdo foi observada para as plantas com cultivo prévio das espécies goiabinha e

quaresmeira, sob efeito do atrazine (Tabela 12).

Tabela 12. Valores médios de altura (Alt.) de pepino aos 26 dias apds a semeadura, cultivadas em solo com e
sem aplicacdo de atrazine e 2,4-D, previamente cultivados ou ndo com espécies florestais.

Solo cultivado com: Alt. Controle Alt. Atrazine Alt. 2,4-D
Ingé 6,43 Aa 6,03 Ab 6,97 Aa
Guapuruvu 8,43 Aa 8,72 Aa 7,25 Aa
Capitédo 5,56 Aa 6,51 Ab 7,38 Aa
Quaresmeira 5,92 Ba 8,25 Aa 5,72 Ba
Carobinha 6,41 Aa 6,56 Ab 6,28 Aa
Cedro 5,72 Aa 6,35 Ab 6,13 Aa
Landim 5,91 Aa 5,71 Ab 5,97 Aa
Goiabinha 7,16 Ba 8,88 Aa 5,72 Ba
Pau-Ferro 6,50 Aa 6,75 Ab 6,93 Aa
Sibipiruna 6,60 Aa 7,56 Aa 6,50 Aa
Ipé amarelo 6,40 Aa 6,15 Ab 5,50 Aa
Bratna 5,31 Aa 4,90 Ab 4,32 Aa
Sem cultivo prévio 5,93 Aa 4,31 Aa 4,88 Aa
CcVv 25,23

* Médias seguidas de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si segundo critério de agrupamento de
Scott Knott a 5% de probabilidade de erro e méedias seguidas de mesma letra mailscula na linha ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

A massa seca das plantas de pepino néo foi alterada em funcdo dos tratamentos, sendo
o0 valor médio das plantas de 0,87g. Dessa forma, pode-se afirmar que a massa seca dessas
plantas ndo representa estimativa de residuo dos herbicidas atrazine e 2,4-D, na dose aplicada
e no tempo passado até seu cultivo.

Por outro lado, a intoxicacdo visual mostrou-se excelente variavel relacionada a
estimativa de residuos dos herbicidas. Nas tabelas 13 e 14, encontram-se as equacdes de
regressdo relacionando o percentual de intoxicacdo das plantas de pepinos utilizadas no
bioensaio, a fim de verificar a capacidade de descontaminagdo do solo pelas plantas.

Observou-se que o cultivo prévio das espécies arboreas foi positivo quanto a
diminuicdo dos residuos de atrazine na maioria dos tratamentos, uma vez que a intoxicagdo
das plantas de pepino crescidas nos substratos previamente cultivado foi inferior ao valor
observado naquelas sobre substrato sem cultivo prévio (Tabela 13). Isso traduz de forma
positiva 0 uso de espécies arbdreas na descontaminacdo de atrazine. No entanto, nos

tratamentos que anteriormente foram cultivados com carobinha e cedro, a intoxicagédo
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observada foi superior ao observado pelo vaso sem cultivo de plantas, cerca de 20% e 10%,
respectivamente.

Plantas de pepino cultivadas nos vasos onde se desenvolveu o landim apresentaram
57% de intoxicacgdo inferior ao do tratamento sem planta (Tabela 13). O ipé amarelo merece
destaque, pois se mostrou bastante sensivel ao atrazine e, no entanto, apresentou uma das
melhores respostas na descontaminagdo do solo com residuo desse herbicida. O inga foi o que
proporcionou maior potencial para a descontaminacgéo de atrazine, pois além de tolerar muito
bem este produto, possibilitou excelente crescimento das plantas de pepino no solo
anteriormente contaminado.
Tabela 13. Equacdes de regressao relacionando ao grau de intoxicacdo (%) e dias apos a semeadura (DAS), das

plantas de pepino (Cucumis sativus) cultivadas em vasos que foram previamente cultivados, ou ndo, com
espécies florestais submetidas & acdo do herbicida atrazine

Intoxicacgéo Final

M Ai 2
Tratamento Equagdo ajustada r (% aos 26 DAS)
Sem Planta f=-10, 5811 + 3, 3880 * x 0, 9226 77,51
Inga f=-7,7413 + 1, 5886 * x 0, 9366 33,56
Guapuruvu f=4,5164 + 2, 4649 * x 0, 9039 68,60
Capitédo f=-21, 8707 + 3, 2943* x 0, 9470 63,78
Quaresmeira f=-5,2858 + 2, 7554 * x 0, 9644 66,35
Carobinha f=-20, 1125 + 4, 5267 * x 0, 8998 97,58
Cedro f=-56795+ 3, 5989 * x 0, 9092 87,89
Landim f=-2,8397 + 1, 7994 * x 0, 9092 43,94
Goiabinha f=2,1742 + 2, 4836 * x 0, 9538 66,74
Pau-Ferro f=-0, 4967 + 2, 4930 * x 0, 8961 64,81
Sibipiruna f=-10, 4171 + 3, 0366 * x 0, 9282 68,53
Ipé amarelo f=-17,2540 + 1, 9728 * x 0, 9280 34,03
Braiina f=-7,9569 + 2, 7648 * x 0, 9164 63,92

Na Tabela 14, pode-se observar que em praticamente todos os tratamentos, a
intoxicacdo pelo 2,4-D se manteve proxima a observada no tratamento sem planta, ou seja,
mesmo nos tratamentos em que houve cultivo prévio das espécies florestais, o herbicida
permanece em concentracdo suficiente no solo para ser absorvido pelas plantas de pepino e
causar-lhes injaria. Ipé amarelo e cedro, apesar de apresentarem sensibilidade ao 2,4-D na
andlise de intoxicagdo visual das mudas, apresentaram valores melhores de descontaminacao,
em vista das demais espécies, cerca de 9%. Novamente, o tratamento contendo inga foi o de

maior eficiéncia na remediacdo, apesar do valor ndo muito expressivo, sendo observada
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reducdo de 12% na intoxicacdo das plantas de pepino, quando comparadas ao substrato
contaminado com o herbicida e sem plantas remediadoras.
Tabela 14. EquacOes de regressdo linear relacionando ao grau de intoxicagdo (%) e dias apds a semeadura

(DAS), das plantas de pepino (Cucumis sativus) cultivadas em vasos que foram previamente cultivados, ou ndo,
com espécies florestais submetidas & acdo do herbicida 2,4-D

Intoxicacéo Final

3 i 2
Tratamento Equacdo Ajustada T (% a0s 26 DAS)
Sem Planta f=-17, 0947 + 3, 0600 * x 0, 8861 62,46
Ingé f=-22, 3055 + 2, 7976 * x 0, 9003 50,43
Guapuruvu f=-17, 4039 + 3, 0084 * x 0, 9197 60,81
Capitdo f=-22,2259 + 3, 3411 * x 0, 8839 64,64
Quaresmeira f=-21, 2062 + 3, 2990 * x 0, 8792 64,56
Carobinha f=-22,2259 + 3, 3411 * x 0, 8839 64,64
Cedro f=-24,7329 + 2, 9991 * x 0, 9228 53,24
Landim f=-24, 2324 + 3, 3552 * x 0, 9217 63,00
Goiabinha f=-22, 1275 + 3, 1303 * x 0, 8570 59,26
Pau-Ferro f=-19, 8313 + 3, 2099 * x 0, 9417 63,62
Sibipiruna f=-22, 1275 + 3, 1303 * x 0, 8570 59,26
Ipé amarelo f=-24, 7329 + 2, 9991 * x 0, 9228 53,24
Bralna f=-22,1931 + 3, 2709 * x 0, 9132 62,85

Na Figura 5 é apresentada a curva de dose-resposta para a intoxicacdo de plantas de
pepino pelo atrazine. A analise dos dados de porcentagem de intoxicacao, obtidos a partir das
plantas de pepino cultivadas em diferentes doses de atrazine no substrato correspondente ao
solo utilizado no experimento, foi significativa (p<0,05). Nota-se que pela equacdo, 0 Csg,

dose correspondente a 50% de resposta em intoxicacdo, encontra-se definido em 317,49g ha™.
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Figura 5. Estimativa de intoxicacdo (curva de dose-resposta) relativa ao bioensaio com pepino, submetido &
acdo de atrazine, aplicado até a dose méxima de 2.500 g ha™.
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Admitindo-se a equacdo estimada para representacdo do residuo de atrazine disponivel
no solo a partir dos dados de intoxicacao, observou-se que o valor maximo encontrado para
plantas de pepino em ambiente ndo remediado (substrato isento do cultivo prévio por espécies
florestais corresponde a 77% (Tabela 13), equivalente a 1699,77 g.ha * de herbicida. Ao
comparar esse valor com aquele encontrado para as plantas de pepino cultivadas no substrato
proveniente dos vasos com inga, cuja intoxicacdo maxima foi de 33% (Tabela 13), observa-se
que a dose estimada presente no solo é de 150,32 g ha ™ do atrazine, significando remediacéo
de 90% desse herbicida (1549,45 g ha™), mostrando o potencial da espécie em remediar tal
contaminante.

Na Figura 6 encontra-se a andlise da curva de dose-resposta para a intoxicacdo de
plantas sob efeito do 2,4-D. A anélise dos dados de porcentagem de intoxicacdo do substrato

sobre as plantas foi significativa (p<0,05). O Cs foi determinado na dose de 55,34 g ha™.
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Figura 6. Estimativa de intoxicacdo (curva de dose-resposta) relativa ao bioensaio com a pepino, submetida a
acdo de 2,4-D, aplicado até a dose maxima de 1200 g ha™.

Novamente, apds comparac¢do da curva com os valores de remediacdo observados na
avaliacdo visual das plantas de pepino, pode-se afirmar melhor resultado quando o solo estava
ocupado com inga, permitindo reducdo no nivel de residuo estimado do 2,4-D de 63,839 ha™
para 57,759 ha. Mesmo ndo sendo um nimero muito expressivo, pode-se dizer que o inga
promoveu a remediacdo de 10% da molécula de 2,4-D presente no solo, em um curto periodo

de tempo avaliado.
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5.3. Diversidade microbioldgica

A partir dos dados obtidos com a selecdo de plantas e avaliagdo com a planta
indicadora, a espécie |. marginata (ingd) foi considerada a mais promissora e selecionada para
estudo do Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism (T-RFLP). Foram analisados
os dados de riqueza de Unidades Taxonomicas Operacionais (UTO’s), onde, para cada T-RF
encontrado no perfil de uma comunidade, uma Unidade Taxonomica Operacional (UTO) foi
considerada.

A Figura 7 mostra os graficos de riqueza de UTO’s das comunidades de Bacteria,
Archaea e Fungi dos seis ambientes estudados no experimento. E possivel notar uma menor
riqueza de UTO’s para o dominio Fungi em relacdo aos demais, devido a uma menor
quantidade T-RFs (ou picos detectados nos eletroferogramas). O grupo Archaea, apesar de
estar mais distribuido entre os ambientes, se manteve com menor riqueza em relag¢do ao grupo
Bacteria.

Nos ambientes em que havia a presenca de atrazine, com e sem o cultivo prévio do
inga, o grupo Bacteria foi predominante. O grupo Archaea foi predominante nos ambientes

em que ndo foram aplicados os herbicidas (Figura 7).

EN°de UTO’s ARCHAEA mN°de UTO’s BACTERIA BN° de UTO’s FUNGI
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Figura 7. Riqueza de Unidades Taxon6micas Operacionais (UTOs) detectadas com a técnica de T-RFLP. Solo
sem herbicida e sem inga (Al), solo sem herbicida e cultivado previamente com ingé (A2), solo com 2,4-D e
cultivado previamente com inga (A3), solo com atrazine e cultivado previamente com ingé (A4); solo com 2,4-D
e sem inga (A5) e solo com atrazine e sem inga (A6).

Para verificar as intersec¢Oes e peculiaridades entre os ambientes, foram construidos

diagramas de Venn (FAUTH et al., 1996), identificando o niimero de UTO’s exclusivas e
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compartilhadas entre as amostras que continham o inga previamente cultivado em vaso e as
amostras que ndo continham o inga (Figura 8 ).

Observa-se que para o grupo Archaea, em substrato com cultivo prévio de inga, o
ambiente sem herbicida possui 0 maior niumero de UTO’s exclusivas, e compartilha do
mesmo ndmero que o ambiente com atrazine. Apenas 5 UTO’s do grupo Archaea puderam
ser observadas nos trés ambientes. J& para o grupo Bacteria em cultivo prévio com ingé, o
ambiente contendo atrazine foi o que mais apresentou diversidade de UTOs, sendo 16
exclusivas, e 11 encontradas nos trés ambientes. Assim como para 0 grupo das Archaea, o
grupo Fungi em cultivo prévio com ingé teve maior numero de UTOs exclusivas no ambiente
sem aplicagéo dos herbicidas (Figura 8).

Observando os ambientes sem o cultivo prévio de inga, verificou-se um
comportamento semelhante quanto ao nimero de espécies exclusivas dos grupos Archaea e
Bacteria se comparado aos ambientes com cultivo prévio. O grupo Fungi, ao contrério,

apresentou um maior numero de espécies nas amostras sem o cultivo de ingé.
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Figura 8. Nimero de UTOs exclusivas de cada tratamento, em diagrama de Venn, para as amostras com cultivo
prévio de inga (coluna da esquerda) e sem o cultivo prévio (coluna da direita) em vaso, para cada grupo

microbioldgico. (A- Archaea, B- Bacteria e C- Fungi).

O indice de diversidade de Shannon expressa a uniformidade dos valores de

importancia por meio de todas as espécies da amostra (KANIESKI, 2010). Observa-se que 0s

indices condizem com a analise de riqueza de UTQ’s analisada anteriormente (Tabela 15). Os

grupos de Archaea e Fungi revelaram maior diversidade nos tratamentos onde ndo havia
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aplicacdo dos herbicidas e nem o cultivo prévio de ingd. O grupo Bacteria, por sua vez,
apresentou maior diversidade para a amostra com herbicida atrazine, em solo cultivado
previamente com inga, a mesma amostra que apresentou a maior diversidade de bactérias
exclusivas.

Também foi calculado o indice de Pielou (J”) (PIELOU, 2000), que mede a proporgao
da diversidade observada em relacdo a méxima diversidade esperada. Quanto maior a
equitabilidade das amostras, mais robustos séo os resultados.

As amostras do grupo Archaea apresentaram uma equitabilidade variando entre 0,64 a
0,81, indicando alta uniformidade das amostras, exceto pela amostra com atrazine em cultivo
prévio com inga4, que apresentou baixo valor, de 0,41 (Tabela 15). O grupo Bacteria
apresentou equitabilidade entre 0,65 e 0,78, consideradas assim com alta uniformidade
(KANIESK et al., 2010). Por fim, o grupo Fungi variou de 0,51 a 0,75 sua equitabilidade.

Tabela 15. indice de Diversidade Shannon (H") e medidas de Equitabilidade* das amostras obtidas usando T-
RFLP

Archaea Bactéria Fungi
Amostras Shannon Pielou (J°) Shannon Pielou Shannon Pielou
(H) (H) ) (H) (J)
Al 3,13 0,81 3,05 0,72 2,86 0,75
A2 3,09 0,79 2,96 0,70 2,62 0,69
A3 2,66 0,68 2,75 0,65 2,18 0,57
A4 1,61 0,41 3,31 0,78 1,92 0,51
A5 3,11 0,80 2,85 0,67 2,73 0,72
A6 2,48 0,64 2,87 0,68 2,37 0,63

*[ndice de Pielou, quanto mais proximo de 1 maior é a equitabilidade da amostragem.( Solo sem herbicida e sem
ingd (A1), solo sem herbicida e cultivado previamente com inga (A2), solo com 2,4-D e cultivado previamente
com inga (A3), solo com atrazine e cultivado com inga (A4); solo com 2.4-D e sem inga (A5) e solo com
atrazine sem ingé (A6)).

As andlises de componentes principais (PCA) realizadas com os dados de T-RFLP das
comunidades de Bacteria, Archaea e Fungi também revelaram diferengas estruturais na
composicao dessas comunidades nos ambientes estudados (Figura 9).

Observou-se proximidade entre as amostras que continham herbicidas e que tinham
sido cultivadas previamente com o inga. Assim como essas, as amostras A2 (sem herbicida e
cultivado com ingd) e A5 (com 2,4-D e sem ingd) demonstram caracteristicas semelhantes
quanto a composi¢do da sua comunidade microbiana. As amostras Al(sem herbicida e sem
ingd) e A6 (com atrazine e sem inga) obtiveram caracteristicas singulares, que as diferiram

entre si e das demais amostras (Figura 9).
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T-RFLP PCA

Axis 2
.
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Figura 9. Andlise de Componentes Principais (PCA) das comunidades microbianas dos solos estudados
determinados por T-RFLP. Solo sem herbicida e sem inga (Al), solo sem herbicida e cultivado previamente com
ingd (A2), solo com 2,4-D e cultivado previamente com inga (A3), solo com atrazine e cultivado previamente
com inga (A4), solo com 2,4-D e sem inga (A5) e solo com atrazine e sem inga (A6).
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6. DISCUSSAO
6.1. Toler&ncia e crescimento das espécies florestais aos herbicidas

A maioria das espécies florestais apresentou sintomas de intoxicagdo ao atrazine. Esse
¢ absorvido pelas raizes e translocado via xilema, interrompendo o fluxo de elétrons do
fotossistema Il (FS 1) para o fotossistema I, além de diminuir a producao de energia (ATP) e
poder redutor (NADPH) (GIROTTO et al., 2010). Assim, os sintomas aparecem inicialmente
nas folhas, incluindo clorose nas internervuras e nas bordas das folhas, em funcdo do
rompimento dos pigmentos ocasionados pela peroxidacdo de lipidios na membrana, como foi
observado nas espéecies mais afetadas. Esse sintoma pode progredir, evoluindo para necrose
(WELLER, 2003).

Plantas que se desenvolvem em condi¢cbes de menor luminosidade, ou seja, que
toleram certo grau de sombreamento em sua fase inicial de crescimento sdo mais suscetiveis a
acao do atrazine (SILVA et al., 2007). Isso reflete, de maneira geral, para as espécies do
grupo ecoldgico das secundarias (BUDOWSKI, 1965), que possuem um aparato
fotossintético menor (MACIEL et al., 2003) e assim, produzem menos proteina D-1, na qual a
molécula do herbicida se prende inibindo o fluxo de elétrons, além de apresentarem menor
barreira cuticular & penetracdo do atrazine. O resultado é a menor tolerancia dessas espécies
ao herbicida em questdo, como foi observado para a espécie ipé-amarelo. Ao contrario, as
espécies pioneiras (BUDOWSKI, 1965), de uma forma geral, apresentam maior tolerancia
pelo fato de possuirem uma capacidade fotossintética maior do que as secundarias, como foi o
caso da espécie pioneira capitdo, que ndo apresentou sintomas de intoxicacao.

A maioria das espécies também se mostrou sensivel a aplicacdo do 2,4-D. Esse
herbicida pertencente ao grupo dos hormonais, afeta 0 metabolismo de acidos nucléicos e
aspectos metabolicos da plasticidade da parede celular das plantas, comprometendo a
distribuicdo de H,O e nutrientes para elas. Os sintomas visuais observados foram
caracteristicos de herbicidas auxinicos, como epinastia (curvatura e enrolamento) do apice das
folhas e encarquilhamento (VIDAL, 1997), progredindo para necrose e queda de folhas, em
algumas das espéecies. O mesmo foi observado por Yamashita et al (2009) ao avaliarem o0s
efeitos da aplicacdo de 2,4-D nas espécies florestais Schizolobium amazonicum e Ceiba
pentandra. Apesar do 2,4-D ndo ser indicado para controle de espécies arboreas, o efeito
toxico pode ser explicado pela idade das mudas.

As espécies florestais que menos toleraram o 2,4-D foram pertencentes ao grupo das

secundarias, bratna e pau-ferro, que apresentaram alta sensibilidade. Pelo fato desse herbicida
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afetar o sistema radicular, essas espécies se mostraram mais sensiveis, visto que apresentam
crescimento lento, e assim, suas raizes, na fase inicial de muda, sdo menos desenvolvidas
(MACIEL et al, 2003). Evidentemente que, em se tratando da tolerancia das mudas ao 2,4-D,
em condi¢Oes de campo, 0s sintomas desapareceriam apos determinado periodo. Ja as plantas
pioneiras possuem sistema radicular mais desenvolvido (POGGIANI & SCHUMACHER,
2004) e se mostraram mais tolerantes, como foi 0 caso da quaresmeira, capitdo e ingéa, sendo
que este Gltimo apresentou recuperacao na ultima aplicacdo. Ferreira, et al (2010) avaliando o
efeito de diferentes tratamentos com herbicidas de pré-emergéncia, como o atrazine € 0
imazapyr, no desenvolvimento inicial de mudas de espécies arbdreas pioneiras, tipicas de
matas ciliares, observaram que mesmo com efeito fitotoxico provocado pelos produtos, houve
recuperacdo das mudas das espécies, em relacdo ao dano inicia promovido pelos herbicidas.

A anélise de crescimento permite conhecer as diferencas funcionais e estruturais entre
plantas de forma a identificar respostas a aplicacéo de diferentes tratamentos.

Observou-se ao analisar a altura e didametro, que certas espécies foram mais tolerantes
do que outras. Neste caso o fator grupo ecoldgico ndo pode justificar os efeitos observados,
pois tanto espécies pioneiras quanto espécies secundarias apresentaram incrementos em AP e
DC sob acdo do atrazine e 2,4-D.

No entanto, maior atencdo é dada para o inga, em vista da sua crescente utilizacdo em
projetos de recuperacdo de matas ciliares, pois este apresentou incremento em altura sob a
condicdo de contaminacdo com os dois herbicidas e diametro consideravel, proximo ao valor
do controle. Alguns autores (CORREA, 2006; SILVA & CORREA, 2008; STARR, 2009),
avaliando o desenvolvimento de espécies em condi¢fes de solo com residuos de mineracéo,
observaram que o inga obteve melhor desempenho em crescimento, se mostrando uma
espécie capaz de se desenvolver bem em condi¢des adversas.

As espécies apresentaram, no geral, um comportamento semelhante de compensacéo,
pois investiram pouco em area foliar e compensaram com o incremento do numero de folhas
(NF).

A producgdo do namero de folhas pelas plantas é determinada por uma alocagdo de
recursos, envolvidas em uma relagéo de compensacdo (LONNIE, 2012). Essa relagéo pode ser
observada tanto nos tratamentos com atrazine quanto nos que foram submetidos ao 2,4-D, ou
seja, a acdo dos herbicidas funcionou com uma situacdo adversa & condicdo de algumas
espécies, levando algumas & investirem mais em quantidade de folhas do que em area, como

forma de melhor aproveitamento de recursos.



40

A reducdo de massa seca foliar apresentada por todas as espécies sob acdo do atrazine
pode estar relacionada com a inibi¢do ou reducdo do aparato fotossintético no fotossistema Il
das mudas (ALADESANWA et al., 2001), em virtude da acao desse herbicida.

A fenologia da braina, que foi a mais afetada negativamente quanto a massa seca das
folhas sob acdo do 2,4-D, pode explicar a perda total de folhas, sendo esta uma espécie
decidua facultativa e pode perder suas folhas em plena estacdo seca, ou por outros disturbios
fisioldgicos (BARBOSA et al., 1989)

Avaliando a massa seca do caule, inga e guapuruvu apresentaram incremento sob acao
dos herbicidas. Ambas pertencem ao grupo ecoldgico das pioneiras, que possuem rapido
crescimento e a caracteristica de possuir uma madeira leve (CARVALHO, 2003,
CARVALHO, 2006), o que pode ter levado ao melhor desempenho dessas nessa condicao.

Inga e carobinha apresentaram incremento de raiz sob acdo dos herbicidas, o que
novamente pode ter sido favorecido pelo grupo ecolégico a qual pertencem, pois estudos ja
afirmaram que as pioneiras possuem sistema radicular mais desenvolvido (GONCALVES et
al.,1992). Além disso, o incremento de raiz apresentado sob acdo do 2,4-D pode ser explicado
pelo fato desse herbicida promover a esse 6rgdo um crescimento desordenado das células,
com isso as raizes se tornam mais curtas, porém mais grossas (JUNIOR et al., 2002).
Contudo, admitindo-se que o mecanismo de acdo constitui-se pelo aumento na producéo de
enzimas e proteinas, é provavel efeito positivo para as plantas mencionadas, quando em doses
toleraveis.

Do ponto de vista nutricional, o maior teor de N observado nas espécies florestais
pode ser interpretado como um efeito de concentracdo desse nutriente nas folhas por reducéo
na taxa de crescimento (SANTOS et al., 2007), visto que o landim obteve menor massa seca
total quando submetido ao atrazine e o pau-ferro quando submetido ao 2,4-D.

Quanto ao contetdo total de N, foi observado que as espécies carobinha e sibipiruna
apresentaram valores maiores quando submetidas ao atrazine. Esse aumento do acimulo de N
em plantas tratadas com herbicida do grupo das triazinas ja foi observado em alguns trabalhos
com subdoses de atrazine (MOHANADAS et al.,1978; KLEPPER, 1979). Uma das formas
das plantas adquirirem o nitrogénio é pela absor¢do do nitrato via raizes. O nitrato € reduzido
a nitrito em, em seguida a amonio, por meio das enzimas redutases (NR) do nitrato e (NiR) do
nitrito (DELU-FILHO et al.,1998). Fleck et al. (2001) analisando o efeito de atrazine no
aproveitamento de nitrogénio por plantas de milho observou que o herbicida, dependendo da
fonte de nitrogénio aplicada, favorece o teor de N na fitomassa, isso porque a a¢do no

metabolismo da planta esté associado ao fornecimento de energia as enzimas NR e NiR.
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O fato de a espécie capitdo ter apresentado maio teor de P condiz com a sintese de que
as espécies pioneiras tém mais eficiéncia nutricional para o fésforo do que as de estagio
sucessional mais avancado (DUBOC, 2005), visto que o capitdo pertence ao grupo das
pioneiras. Santos et al. (2008) avaliando o comportamento de espécies pioneiras e secundarias
na absorcdo de P também constataram que, de maneira geral, a tendéncia é das pioneiras
apresentaram maior capacidade de absorcdo desse nutriente.

Os teores de K encontrados acima do esperado podem estar relacionados com fatores
externos como temperatura e umidade do solo, pois a elevacdo desses fatores no ambiente
contribui para o aumento da absorcéo de K pelas plantas (ERNANI et al., 2007).

De maneira geral pode-se observar que as espécies dos estadios sucessionais iniciais
possuem maior capacidade de absor¢do de nutrientes relativamente aquelas dos estadios
sucessionais subseqientes, caracteristica intimamente relacionada com o potencial de
crescimento, maior desenvolvimento e densidade de raizes finas e do maior potencial na taxa
de sintese de biomassa (GONCALVES et al., 1992, FURTINI NETO et al., 2000).

Assim tem-se a resposta de que as espécies sobreviveram a presenca das moléculas de
atrazine e 2,4-D. Contudo, ipé amarelo e cedro foram mais susceptiveis aos produtos. Ambas
pertencem ao grupo ecoldgico das secundarias (BUDOWSKI, 1965; CARVALHO, 2003), o
que poderia ser uma das razfes da baixa intolerancia, pois sao espécies de crescimento tardio
e levam mais tempo para se estabelecerem (GOMIDE, 1997). Por outro lado, 0 inga e
carobinha obtiveram respostas positivas a aplicacdo dos herbicidas, o que pode ser explicado
pelo fato destas espécies pertencerem ao grupo das pioneiras e possuir um crescimento mais
rapido, sistema radicular mais desenvolvido e maior poder de absorcdo de nutrientes do que as
secundarias (POGGIANI & SCHUMACHER, 2004), garantindo a estas mudas melhor

desempenho nos primeiros meses.

6.2. Avaliacdo da capacidade remediadora das espécies florestais

O método do bioensaio para estimativa de residuos de herbicidas tem sido bastante
utilizado apesar das criticas a sua adogcdo em trabalhos cientificos (FORNAROLLI et al.,
1998; SANTOS et al., 2009; SANTOS et al., 2013). Os métodos analiticos, apesar de mais
confidveis ndo podem ser empregados em algumas situacbes em funcdo das baixas
concentracdes do composto que se quer avaliar na amostra de solo. Assim, mesmo nao se

obtendo resultado satisfatério para altura e biomassa de plantas de pepino sob efeito dos
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herbicidas estudados, pode-se afirmar a validade do emprego da técnica pelo efeito visual de
intoxicagao observado.

A carobinha ndo apresentou sintomas visuais de intoxicacao por atrazine, porém, a
remediacdo pode ndo ter sido eficiente, mesmo se tratando de uma espécie pioneira, a ponto
de intoxicar o pepino plantado posteriormente, ou seja, ndo sendo eficiente o processo de
remediagdo, apesar da sua tolerancia ao herbicida. Ao contrério dessa espécie, o ipé amarelo,
que foi bastante sensivel ao atrazine conforme as avaliacdes de intoxicacao e crescimento das
mudas, mesmo pertencendo ao grupo das secundarias, foi capaz de remediar o produto do
solo pelo resultado positivo quanto a resposta de intoxicagdo das plantas de pepino. Assim,
evidencia-se a importancia de se mesclar espécies de grupos ecoldgicos diferentes no
processo de remediacdo (SILVA & MONQUEIRO, 2006).

Por meio da analise do grafico de dose-resposta dos herbicidas, observou-se que
317,49g ha™ de atrazine e 55,34 g ha™* de 2,4-D no ambiente, sdo capazes de promover 50%
de intoxicacdo nas espécies utilizadas neste estudo. Além disso, foi possivel verificar o
potencial de remediacdo do ingd, uma fez que este promoveu uma reducédo de 90% de atrazine
e 10% de 2,4-D, quando comparado ao tratamento sem cultivo de plantas em sua maxima
intoxicacdo. Esse é um fator de grande relevancia para este estudo, confirmando o potencial
da espécie para compor programas de fitorremediacdo para esses herbicidas, sendo
necessarios mais estudos a fim de se encontrar quais mecanismos, como fitodegradacao,

fitoextracdo, por exemplo, séo utilizados pela espécie na remediacéo.

6.3. Diversidade microbioldgica

Ao avaliar a diversidade presente na rizosfera da espécie em potencial para a
remediacdo, através do estudo de T-RFLP, observou-se menor riqueza de UTO’s para o
dominio Fungi. O dominio Archaea, apesar de estar mais distribuido entre os ambientes, se
manteve com menor riqueza em relagdo ao grupo Bacteria, concordando com Aller & Kemp
(2008), que haviam observado que as comunidades de Archaea sdo menos diversas que as
comunidades de Bacteria num mesmo sitio.

Admitindo-se que o ingd é uma espécie da familia das leguminosas e possui a
capacidade de associar-se com bactérias endossimbiontes do género Rhizobium sp. (FARIA et
al., 1984), é possivel a contribuigdo dessa associac¢do ao resultado observado.

Nos ambientes em que havia a presenca de atrazine, com e sem o cultivo prévio do

ing4, o grupo Bacteria foi predominante, contendo também um maior nimero de bactérias
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exclusivas em relagdo aos demais. Camargo et al. (2011) ao analisarem a associa¢do de
Rhizobium sp. com duas leguminosas em solo contendo atrazine, observaram que no
tratamento com inoculo da bactéria e com esse herbicida o nimero de nodulos foi superior ao
tratamento sem herbicida, o que pode evidenciar o potencial dessas bactérias em degradar
essas moléculas ou a necessidade da associacdo para a planta driblar os efeitos toxicos do
herbicida.

Mesmo ndo se tendo as informacGes de quais bactérias estavam presentes nas
amostras, sabe-se que a diversidade dessas € interessante para a remediagdo, uma vez que
pesquisas recentes demonstram que a utilizacdo de bactérias, ndo s6 endofiticas, pode
acentuar o processo de fitorremediacdo de substratos contaminados com herbicidas (DOTY,
2008).

Os grupos de Archaea e Fungi revelaram maior diversidade nos tratamentos onde nao
havia aplicacdo dos herbicidas e nem o cultivo prévio de inga. Geralmente este
comportamento é esperado pelo fato de &reas ndo perturbadas, neste caso pela aplicacdo dos
produtos, manterem o padrdo de diversidade (TSAI et al., 2003).

Os dominios Bacteria e Archaea apresentaram maior equitabilidade, segundo o indice
de Pielou, o que comprova a alta uniformidade desses, ou seja, 0 nimero de individuos esta
distribuido de forma uniforme entre as espécies encontradas nesses dois dominios, nos
ambientes estudados (KANIESKI, 2010). Ao contrério, o dominio Fungi apresentou menor
equitabilidade, o que pode estar relacionada a redugéo da diversidade e da riqueza de UTO’s
(MOCO et al., 2005).

Na observacdo da analise de PCA, nota-se que as amostras de solo submetidas a
aplicacéo dos herbicidas atrazine e 2,4-D, com o cultivo de ing4, apresentam similaridades em
sua diversidade microbiana. Assim, esta pode ser uma importante informacéo para programas
de descontaminacgdo, uma vez que a principal via de degradacdo dos herbicidas em ambientes
tropicais é a microbioldgica (PIRES et al., 2005, SANTOS et al., 2007, CAMARGO et al,
2011). Além disso, alguns autores afirmam que os herbicidas podem contribuir na ativacdo da
microbiota do solo, servindo como fonte de carbono e energia (SOUZA et al., 1999;
MORENO et al.,2007).

Os resultados sdo interessantes, pois revelam a necessidade de isolamento e
identificacdo das espécies de micro-organismos presentes no solo, capazes de atuarem na
remediacdo. Varios autores ja constataram que as bactérias dos géneros Rhodococcus,

Nocardia, Bacillus e principalmente Pseudomonas, sdo capazes de degradar moléculas de
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atrazine e também de 2,4-D (BEHKI & KHAN, 1986; LEVANON, 1993; LAMEGO &
VIDAL, 2007).

A identificacdo, isolamento e adocdo de técnicas de bioestimulacdo associada as boas
praticas silviculturais para producéo e plantio das espécies estudas em areas de mata ciliar ou
proximas a elas, a jusante dos campos agricolas que recebem, para o controle de plantas
daninhas, os herbicidas atrazine e 2,4-D, constitui opcdo sustentavel. Além do beneficio
promovido pela presenca efetiva nas zonas riparias, a capacidade remediadora das espécies
florestais diminuira a quantidade de residuos desses produtos que chegam aos cursos hidricos,
tornando menores os danos ambientais promovidos pelo uso da técnica de controle quimico

de plantas daninhas.
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7. CONCLUSOES

e Observou-se uma tendéncia maior de tolerancia a acdo dos herbicidas atrazine e 2,4-D
para as espécies florestais do grupo das pioneiras. Tal fato ndo exclui a capacidade das
demais espécies para programas de fitorremediacao, visto que todas toleraram a agéo
dos produtos;

e Sob contaminacéo de 317,49g ha™ de atrazine e 55,34 g ha™ de 2,4-D no substrato
utilizado, as espécies estudadas foram capazes de apresentar 50% de intoxicagéo;

e 0O inga foi capaz de remediar 90% de atrazine no solo e 10% de 2,4-D;

e No ambiente com a rizosfera de inga, sob a acdo do atrazine, foi possivel verificar
maior nimero de bactérias, inclusive maior nimero de espécies exclusivas;

e Os ambientes que continham as moléculas de atrazine e 2,4-D apresentaram

similaridade quanto a diversidade microbiana.
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