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RESUMO

FAUSTINO, Lais Aradjo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de 2019.
Desenvolvimento de técnica para biorremediacao de solos contaminados com indaziflam.
Orientador: Francisco Claudio Lopes de Freitas. Coorientadores: Mauricio Dutra Costa e
Antonio Alberto da Silva.

O uso de herbicidas persistentes no solo reduz o nimero de aplicagcdes em culturas que
apresentam longo periodo critico de preven¢do da interferéncia de plantas daninhas. Entretanto,
residuos desses herbicidas no ambiente podem causar intoxicacdo de organismos ndo alvo,
elevar os riscos de contaminacdo do solo e das dguas superficiais e subterraneas, além de
inviabilizar a rotacdo de culturas com espécies sensiveis. Dentre esses herbicidas, destaca-se o
indaziflam. Esse produto vem sendo utilizado em grandes dreas nas culturas de cana-de-agucar,
café e eucalipto. Nesta pesquisa foram desenvolvidas técnicas para biorremediar o indaziflam
em solos contaminados. O trabalho foi dividido em trés etapas. Na primeira, o experimento foi
composto em esquema fatorial 7 x 5. Foram avaliadas sete espécies vegetais Stizolobium
aterrimum, Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens, Cajanus cajan, Zea mays, Vigna
unguiculata, e Phaseolus vulgaris e cinco doses do indaziflam (0; 5; 10; 20; 40 g ha'!), sendo
selecionadas as espécies vegetais Canavalia ensiformis € Mucuna pruriens tolerantes ao
herbicida indaziflam. Na segunda, o experimento foi montado no delineamento inteiramente
casualizado, com 10 tratamentos e trés repeticdes. Sendo 10 isolados bacterianos que se
destacaram quanto ao crescimento em meio mineral liquido modificado + indaziflam, os quais
foram avaliados quanto a capacidade de degradacdo do herbicida, por meio de quantificacdao
em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), sendo selecionados cinco isolados com
capacidade para degrada¢do do indaziflam. Na terceira, avaliou-se a degradacao do indaziflam
pelas espécies vegetais selecionadas associadas ou ndo ao consércio bacteriano formado pelos
cinco isolados selecionados. O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 4 x 5, com
dois niveis de consdrcio bacteriano (presenca e auséncia), quatro niveis para espécies vegetais
(Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens, Canavalia ensiformis + Mucuna pruriens e auséncia
de espécies vegetais) e cinco doses do indaziflam (0, 10, 20, 40, 80 g ha™!). Na presen¢a do
consércio bacteriano, menores indices de intoxicacdo da planta bioindicadora foram
constatados nos solos sem cultivo de espécies vegetais e cultivado previamente com Mucuna
pruriens ou Canavalia ensiformis + Mucuna pruriens. Concluiu-se que as espécies vegetais
Canavalia ensiformis e Mucuna pruriens foram as mais tolerantes ao indaziflam, os isolados

bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54, IN59 foram os que apresentam maior potencial de



degradacdo do herbicida e o consércio bacteriano associado as espécies vegetais selecionadas

podem promover biorremediagdo de solos contaminados com o indaziflam.

Palavras-chave: Fitorremediacdo. Herbicida. Bactérias.



ABSTRACT

FAUSTINO, Lais Aratjo, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October, 2019.
Development of technique for bioremediation of indaziflam contaminated soils. Adviser:

Francisco Claudio Lopes de Freitas. Co-advisers: Mauricio Dutra Costa and Antonio Alberto
da Silva.

The use of persistent soil herbicides reduces the number of crop applications that have a long
critical period of weed interference prevention. However, residues of these herbicides in the
environment can cause poisoning of non-target organisms, increase the risk of contamination
of soil and surface and groundwater, and make it impossible to rotate crops with sensitive
species. Among these herbicides, indaziflam stands out. This product has been used in large
areas in sugarcane, coffee and eucalyptus crops. In this research techniques were developed to
bioremediate indaziflam in contaminated soils. The work was divided into three stages. In the
first one, the experiment was composed in a 7 x 5 factorial scheme, in a randomized block
design with four replications. Seven plant species Stizolobium aterrimum, Canavalia
ensiformis, Mucuna pruriens, Cajanus cajan, Zea mays, Vigna unguiculata, and Phaseolus
vulgaris and five doses of indaziflam (0; 5; 10; 20; 40 g ha™!), were evaluated plant species
Canavalia ensiformis and Mucuna pruriens herbicide tolerant indaziflam. In the second, the
experiment was set up in a completely randomized design with 10 treatments and three
replications. Being 10 bacterial isolates that stood out for growth in modified liquid mineral
medium + indaziflam, which were evaluated for herbicide degradation capacity by
quantification in high performance liquid chromatography (HPLC), and five isolates with
capacity for indaziflam degradation. In the third, the indaziflam degradation technique was
validated by the selected plant species associated or not with the bacterial consortium formed
by the five selected isolates. The experiment was composed in a 2 x 4 x 5 factorial scheme, with
two levels of bacterial consortium (presence and absence), four levels for plant species
(Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens, Canavalia ensiformis + Mucuna pruriens and
absence of plant species) and five levels doses of indaziflam (0, 10, 20, 40, 80 g ha!). In the
presence of bacterial consortium, lower rates of poisoning of the bioindicator plant were found
in soils without cultivation of plant species and previously cultivated with Mucuna pruriens or
Canavalia ensiformis + Mucuna pruriens. It was concluded that the plant species Canavalia
ensiformis and Mucuna pruriens were the most tolerant to indaziflam, the bacterial isolates IN4,

IN43, IN50, IN54, IN59 were the ones with higher herbicide degradation potential and bacterial



consortium associated with the selected plant species promote bioremediation of soils

contaminated with indaziflam.

Keywords: Phytoremediation. Herbicide. Bacteria.
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INTRODUCAO GERAL

Os herbicidas sdo utilizados na agricultura para controle de plantas daninhas. Muitos
desses herbicidas sdo persistentes, a exemplo do indaziflam, possibilitando o controle adequado
de plantas daninhas na drea por um periodo maior, reduzindo com isso o nimero de aplicacdes.

Entretanto, a presenca do herbicida no solo por periodo de tempo prolongado passa a
ser indesejdvel, podendo inviabilizar o sistema de rotacdo de culturas (efeito carryover) ou
culturas intercaladas, pode provocar a intoxicacdo de organismos ndo alvo, ser lixiviado no
perfil dos solos e causar a contaminagdo de dguas subterrineas e superficiais devido ao
escorrimento superficial, o que pode elevar os riscos de contaminacdo ambiental.

Em decorréncia dos problemas ambientais e agronomicos causados pelos herbicidas com
longa persisténcia no solo, tem-se aumentado o interesse por técnicas como a biorremediagao,
que visam explorar agentes bioldgicos para a degradagcdo e transformacdo de poluentes
organicos em baixas concentragdes, minimizando os efeitos negativos da presenca desses
herbicidas no ambiente.

O indaziflam, possui baixa solubilidade em dgua e meia-vida no solo superior a 150
dias, pertence a classe quimica denominada alquilazina, tem como mecanismo de agdo a
inibicdo da biossintese de celulose e apresenta efeito satisfatério para o controle de
monocotileddneas e eudicotiledoneas. No Brasil, esse herbicida encontra-se registrado para uso
nas culturas de banana, café, caju, cana-de-agucar, citros, coco, dend€, eucalipto, goiaba, maga,
manga e uva, visando o manejo em pré-emergéncia das plantas daninhas.

Estudos envolvendo a fitorremediacdo de solos com herbicidas geralmente utilizam
apenas uma espécie vegetal como remediadora. No presente trabalho, testou-se a capacidade de
fitorremediacao de duas espécies vegetais distintas na associagdo com um consdrcio bacteriano.
No entanto, sdo escassos na literatura trabalhos envolvendo a utilizacao de plantas e consorcio
bacteriano associados para biorremediacdo do herbicida indaziflam.

Assim, diante da frenquente utilizacdo do indaziflam no Brasil nas culturas da cana-de-
acucar e café e no reflorestamento para controle de plantas daninhas, da preocupacdo em
impedir a contaminacao de solos e d4guas, da importancia da biorremedia¢do como técnica para
descontaminac¢ao de solos e pela falta de trabalhos com plantas fitorremediadoras associadas a
consoércios microbianos, propds-se a realizacdo deste trabalho.

No capitulo 1 foi apresentado o referencial tedérico que serviu como base para o
desenvolvimento deste trabalho. No capitulo 2 foram selecionadas duas espécies tolerantes ao

indaziflam, C. ensiformis e M. pruriens, indicando potencial para serem inseridas em programas
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de fitorremediacdo de solos contaminados com o herbicida indaziflam. No capitulo 3, isolou
bactérias degradadoras do indaziflam em meio de cultura a partir de solo com histérico recente
de aplicacdo de diferentes herbicidas e em 4rea de mata nativa, sem histérico de aplicacao de
herbicidas. Os isolados bacterianos apresentaram capacidade diferenciada de degradar o
ingrediente ativo na formulacdo comercial ou no padrao técnico e apresentam potencial de uso
em programas de biorremediacao de solos contaminados com o indaziflam. Por fim, no capitulo
4, avaliou-se a associacdo entre o consorcio bacteriano e espécies vegetais na biorremedia¢io
de solo contaminado com o herbicida indaziflam. Os residuos do herbicida no solo foram

detectados por meio de bioensaio e cromatografia liquida de alta eficiéncia.



CAPITULO 1

14
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REFERENCIAL TEORICO: ESPECIES VEGETAIS E BACTERIAS NA
BIORREMEDIACAO DE SOLO COM HERBICIDA INDAZIFLAM

O uso de herbicidas para o controle quimico de plantas daninhas € pratica indispensavel
para a agricultura moderna, sendo a classe de agrotéxico mais consumida no mundo
(FAOSTAT, 2018). Apds a aplicacdo, os herbicidas podem seguir diferentes destinos,
governados por processos como sor¢do, lixiviacdo e escoamento superficial, degradacdo
quimica e, ou bioldgica e a absorcao pelas plantas, podendo também, ocorrer interagcdo entre os
respectivos processos (MANCUSO et al., 2011, CARA et al., 2017).

Alguns desses herbicidas possuem persisténcia elevada no solo, o que € importante para
o controle por periodo maior, sem que haja necessidade de outras aplicagdes (PROCOPIO et
al., 2009). No entanto, a persisténcia prolongada do herbicida no ambiente pode ser indesejavel,
podendo inviabilizar o sistema de rotagdo de culturas (efeito carryover) ou culturas intercaladas
(DAN et al., 2012). Além disso, pode provocar a intoxicacao de organismos ndo alvo (VIEIRA
et al., 2007; LANE et al., 2012; SILVA et al., 2014), ser lixiviados no perfil dos solos e causar
a contaminacdo de dguas subterraneas (SANTOS et al., 2015) e de dguas superficiais devido ao
escorrimento superficial (MARCHESAN et al., 2010; OTTO et al., 2012).

Em razdo da longa persisténcia, o conhecimento de técnicas que venha favorecer a
remediacdo de solos contaminados por esse herbicida € de grande interesse pratico. Assim,
como forma de descontaminacdo de solos submetidos a aplicagcdes de herbicidas, técnicas de
biorremediacao tém sido utilizadas.

A biorremediagcdo consiste no emprego de espécies vegetais associadas com micro-
organismos utilizadas na descontaminac¢do de solos, apresentando-se como técnica eficiente,
promissora (CHELINHO et al., 2010) e interessante devido, principalmente, aos baixos custos

e por ser estratégia com minima intervencao na recuperacao dos ambientes contaminados.

INDAZIFLAM

0] indaziflam (N-[(1R,25)-2,3-dihydro-2,6-dimethyl-1H-inden-1-yl]-6-[(1R)-1-
fluoroethyl]-1,3,5-riazine-2,4-diamine) (Figura 1), € herbicida pertencente a classe quimica
alquilazina (TOMPKINS, 2010). Possui como caracteristicas fisico-quimicas baixa
solubilidade em dgua (0,0028 kg m™ a 20°C), o Koc < 1.000 mL g de carbono organico, o
pKa=3,5¢ 0log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,8 e meia-vida no solo (t¥2) superior a 150 dias. E

classificado como moderadamente mdvel no solo a mével (TOMPKINS, 2010) ou a pouco
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moével no solo (ALONSO et al., 2011; JHALA; SINGH, 2012), porém seus produtos de
degradacao (indaziflam-acido carboxilico, fluoroetildiaminotriazina e

fluoroetiltriazinanodiona) sdo mais méveis (USEPA, 2010).

HsC_F

o I
: N

N.—-"
|
H)%NJ\NH,?

CHj

Figura 1: Estrutura quimica do herbicida indaziflam.

Este herbicida tem como mecanismo de acdo a inibi¢do da biossintese de celulose,
fazendo com que novas células da parede celular ndo sejam formadas, ocorrendo paralisacao
do desenvolvimento da planta (GRIFFIN, 2005; TOMPIKINS, 2010; GUERRA et al., 2013).
A inibicdo supostamente acontece na etapa da reticulacdo das microfibrilas de celulose
(GUERRA et al. 2013; BRABHAM, 2016). Além disso, o indaziflam também inibe a
disposicdo dos cristais de celulose na parede celular, prejudicando o alongamento e a divisdao
celular em fun¢do da mé formacao da parede celular.

E recomendado para aplicagio em pré-emergéncia das plantas daninhas, atuando sobre
plantas monocotiledoneas e algumas eudicotiledoneas (AMIM et al., 2014), porém € mais
eficiente no controle de monocotiledoneas (SEBASTIAN et al., 2017). Possui registro no Brasil
para controle de plantas daninhas nas culturas de cana-de-agucar, café, citros, eucalipto, pinus,
banana, caju, coco, dendé, goiaba, manga, maca e uva (MAPA, 2019).

Trabalhos realizados por Gongalves (2018) e Souza (2018) constataram que, apesar da
baixa retencdo do indaziflam aos coloides do solo, sua sorcdo € influenciada pelos teores de
matéria organica e pH. Solos com pH elevado (acima de 5,5) e com baixas concentragdes de
matéria organica tendem a deixar o herbicida mais disponivel na solu¢@o para absor¢do pelas

culturas e para processos de lixiviagao.

BIORREMEDIACAO

A biorremediagao é um processo no qual organismos vivos, geralmente microrganismos

e, ou plantas, sdo utilizados para alterar ou decompor determinados poluentes, transformando-
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os em substancias menos nocivas ou inertes (JACQUES et al., 2010). Essa biotecnologia pode
ser utilizada em dguas superficiais e subterraneas, bem como em solos e residuos industriais,
em aterros e dreas de contencdo. Esse método bioldgico tem sido a maneira mais
ecologicamente adequada e eficaz de se degradar substancias téxicas, além de ser, em geral,
mais barato (BAMFORTH; SINGLETON, 2005; OTENIO et al., 2005; MARTINS et al., 2007;
JESUS et al., 2009; XU et al., 2009; ZHANG et al., 2013; NITISAKULKAN et al., 2014).

Para eliminagdo dos poluentes do ambiente, podem ser utilizadas técnicas de
biorremediacdo in situ, como atenuacdo natural, bioaumentagdo, bioestimulagdo,
fitorremediacdo e “landfarming”, ou técnicas de biorremediagdo ex sifu, como compostagem e
biorremediadores (JACQUES et al., 2007).

O tratamento ex-situ (ou off-site), realizado fora do local onde ocorreu a contaminagao,
requer a escavacao e a remocao do solo contaminado para outro local, tornando o processo mais
caro, enquanto que o in-situ (ou on-site), € realizado no préprio local da contaminacdo
(ANDRADE et al., 2010). Sendo este mais atrativo e economicamente vidvel, quando
comparado ao tratamento ex-sifu. Além disso, o tratamento in-situ, normalmente, incide em
menores impactos ambientais (NANO et al., 2003).

Segundo Andrade et al. (2010), as bactérias sdo as mais utilizadas e, por isso, sdo
consideradas como o componente principal em trabalhos que envolvem a biodegradacdo de
solos contaminados, pelo seu rdpido crescimento, facil cultivo e produgdo de inoculantes. Sao
importantes, em funcdo de seus efeitos bioquimicos e por destruirem ou transformarem os
poluentes potencialmente perigosos em compostos mais simples e menos toxicos ao ser humano
e ao meio ambiente (NRC, 1993).

A biodegradacido de um complexo de moléculas normalmente envolve o efeito mituo
das comunidades de microrganismos associado ou nio a plantas, e conta com a versatilidade
metabolica de bactérias e fungos (SILVA; FAY, 2004). Segundo Lopez et al. (2005), o maior
grupo de bactérias isoladas foram identificadas como gram-negativas e classificadas como
membros do género Pseudomonas (41%) e Aeromonas (31%), retiradas de amostras de dgua de
um lago oligotréfico.

A biorremediacdo consiste em trés principios bésicos: presenga do micro-organismo,
disponibilidade do contaminante e as condi¢cdes ambientais adequadas para o crescimento e
atividade microbiana (MENEGHETT]I, 2007). Assim, a biorremediacao revela-se como técnica
eficiente, promissora (CHELINHO et al., 2010) e interessante devido, principalmente, aos
baixos custos e por envolver minima intervencao, na maioria das vezes, na recuperacao dos

ambientes contaminados.
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FITORREMEDIACAO

A fitorremediacdo é uma das técnicas de biorremediacdo mais estudadas, devido a sua
eficiéncia na descontaminacdo dos solos e por ser alternativa vidvel, de baixo custo, que
promove a manuten¢do da fertilidade do solo. Essa técnica consiste no uso de espécies vegetais,
sua comunidade microbiana associada e de amenizantes das condi¢des do solo (corretivos,
fertilizante, matéria orgénica etc.), além de préticas agrondmicas que, se aplicadas em conjunto,
removem, imobilizam ou tornam os contaminantes inofensivos para o ecossistema (ACCIOLY;
SIQUEIRA, 2000).

O conceito de se utilizar espécies vegetais em ambientes contaminados nao é novo. No
fim do século 19, Thlaspi caerulescens e Viola calaminaria foram as primeiras espécies
vegetais documentadas por acumular altos niveis de metais nas folhas (LASAT et al., 2000). A
fitorremediacdo pode ser usada em solos contaminados com substincias organicas ou
inorganicas, como metais pesados, elementos contaminantes, hidrocarbonetos de petrdleo,
agrotoxicos, explosivos, solventes clorados e subprodutos téxicos da inddstria
(CUNNINGHAM et al., 1996).

Entretanto a fitorremediacdo de solos com herbicidas tem menos eficdcia que outros
compostos (PIRES et al., 2005), porque em geral, € mais dificil trabalhar com compostos
organicos, em razdo da diversidade molecular, complexidade da andlise e das constantes
transformagdes a que estdo sujeitos. Os metais pesados, por exemplo, sdo mais facilmente
quantificados e raramente formam metabdlitos intermedidrios no solo, como ocorre na
biodegradacdo de compostos organicos (CUNNINGHAM et al., 1996).

A fitorremediacdo apresenta elevado potencial de utilizacdo, entre as indimeras
vantagens, destacam-se algumas caracteristicas, como 0 menor custo, 0s cCompostos organicos
podem ser degradados a CO2 e H20, remocao de toda fonte de contaminagdo, as plantas sdao
mais faceis de serem monitoradas, as propriedades bioldgicas e fisicas do solo sao mantidas, ha
incorporacdo da matéria organica ao solo e controle da erosdo, utiliza-se a energia solar e ha
alta probabilidade de aceitacdo publica (COLE et al. 1995; CUNNINGHAM et al. 1996; VOSE
et al. 2000).

J4 em relagdo as limitacdes da técnica, destacam-se a dificuldade na selecdo de plantas
com potencial para fitorremediagao, o tempo requerido para obtencdo de resultado satisfatério
ser longo, condi¢des edaficas podem restringir o crescimento de plantas selecionadas, e
possibilidade das plantas fitorremediadoras tornarem-se indesejaveis (NARAYANAN et al.
1996; CUNNINGHAM et al. 1996; MACEK et al. 2000). Os herbicidas podem ser translocados
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para outros tecidos da planta e subsequentemente volatilizados; podem ainda sofrer parcial ou
completa degradacdo ou ser transformados em compostos menos toxicos, especialmente menos
fitotéxicos, combinados e, ou ligados a tecidos das plantas (compartimentalizacio)
(ACCIOLY; SIQUEIRA, 2000; SCRAMIN et al., 2001).

Virias pesquisas t€ém comprovado a eficicia de plantas na fitorremedia¢@o de herbicidas
(MADALAO et al., 2012a, b; SANTOS et al., 2012; MITTER et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; MITTON et al., 2014; BELO et al., 2016; MADALAO et al., 2017).

Para selecdo de espécies fitorremediadoras € preciso que seja avaliado inicialmente um
nimero elevado de espécies, sendo que o primeiro passo na selecdo é que as espécies
apresentem tolerancia ao herbicida estudado. Contudo, deve-se evitar a utilizacdo de espécies
de dificil controle posterior e, se possivel, selecionar espécies que promovam outros beneficios
ao solo, como € o caso dos adubos verdes.

Os principais tipos de fitorremediagdo sdo: Fitoextracdo, o processo € iniciado quando
ocorre a remoc¢dao dos contaminantes do solo e posterior retencdo no tecido vegetal;
Fitotransformacdo, técnica que pode ser aplicada tanto no tratamento da 4gua como do solo, na
qual o metabolismo da planta atua na degradacdo dos contaminantes; Fitoestimulacdo, onde a
estimulagdo da atividade dos micro-organismos degradadores dos contaminantes ocorre na
rizosfera da planta; e Fitoestabilizacdo, nesta técnica as plantas sdo utilizadas para reduzir a

migracdo dos contaminantes no solo.

MICRO-ORGANISMOS NA REMEDIACAO DE SOLOS CONTAMINADOS

A polui¢do tornou-se preocupacdo global devido a contaminacdo do ambiente com
compostos indesejaveis e ao efeito negativo que esses poluentes causam nio somente no
ambiente, mas também na saide humana (MARTINS; AZEVEDO, 2012). Na busca de
alternativas para despoluir dreas contaminadas por diversos compostos organicos, tem-se
optado por solucdes que englobam: eficiéncia na descontaminagao, simplicidade na execucao,
menor tempo demandado pelo processo € menor custo.

A persisténcia de um contaminante no solo depende de suas propriedades fisico-
quimicas, das propriedades do solo, da interacdo com o solo e mudangas estruturais da molécula
as quais irdo determinar sua degradabilidade (LAVORENTI, 1996). Os solos diferem entre si
nas atividades metabdlicas microbianas, sendo estas afetadas pela estrutura e composicao,

dentre outras caracteristicas (SABATE et al., 2004),
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A biorremediacdo consiste na utilizacdo de microrganismos autdctones, ou seja, do
proprio local, sem qualquer interferéncia de tecnologias ativas de remediagdo; na adi¢do de
agentes estimulantes (bioestimula¢do) como: oxigénio e biossurfactantes; e na inoculacdo de
consoércios microbianos enriquecidos (bioaumento) (BENTO et al., 2003).

Os produtos finais de uma biorremediacao efetiva sdo nitratos, sulfatos, fosfatos, formas
amoniacais, dgua, gds carbdnico e outros compostos inorganicos resultantes do processo de
mineraliza¢do. Estes compostos ndo apresentam toxicidade e podem ser incorporados ao
ambiente sem prejuizo aos organismos vivos (MARIANO, 2007).

Bactérias e fungos sdo agentes transformadores eficazes, haja vista a capacidade desses
microrganismos de degradar ampla diversidade de substincias organicas (DESAI & DESALI,
1993). Segundo Mariano (2007), a estrutura quimica dos poluentes organicos tem profunda
influéncia na capacidade dos micro-organismos metabolizarem essas moléculas, especialmente
com respeito as taxas e extensio da biodegradacao, sendo que alguns compostos organicos sao
rapidamente biodegradados enquanto outros sdo recalcitrantes.

Esse referencial tedrico teve como objetivo entender a interagdo plantas e micro-
organismos na biorremediagdo de solos contaminados com herbicidas, bem como a

caracterizacdo do herbicida indaziflam.
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SELECAO DE ESPECIES VEGETAIS TOLERANTES AO INDAZIFLAM VISANDO
PROGRAMA DE FITORREMEDIACAO

RESUMO: Herbicidas que apresentam longa persisténcia no solo sdo de grande interesse para
uso em diversas culturas. Entretanto, esses herbicidas podem contaminar o solo e dguas
superficiais e subterraneas, além disso podem inviabilizar a rotacdo de cultivos. Dentre esses
herbicidas, destaca-se o indaziflam, que € muito utilizado no Brasil nas culturas da cana-de-
acucar e café e no reflorestamento. Uma das alternativas para reduzir a persisténcia de
herbicidas no solo € o cultivo em &reas contaminadas de espécies tolerantes que podem se
associar a microrganismo do solo promovendo a remediacdo. Objetivou-se com esta pesquisa
selecionar espécies vegetais com potencial para utilizagdo em programas de fitorremediacdo de
solos contaminados com o herbicida indaziflam. O experimento foi montado em esquema
fatorial 7x5, no delineamento em blocos casualizados, com quatro repeti¢des. Foram avaliadas
sete espécies previamente selecionadas (Stizolobium aterrimum, Canavalia ensiformis, Mucuna
pruriens, Cajanus cajan, Zea mays, Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris) as quais foram
submetidas a cinco doses de indaziflam (0; 5; 10; 20; 40 g ha™), aplicadas em pré-emergéncia,
no sentido de verificar a tolerancia destas ao referido herbicida e seu potencial para uso em
programas de fitorremediacdo. Aos 14, 21, 28 e 35 DAS foram realizadas avaliacdes visuais de
intoxicacdo nas plantas, utilizando-se escala de 0 a 100%, sendo zero para auséncia de sintomas
e 100 para a morte da planta. Aos 35 DAS, também foram avaliadas drea foliar, a massa de
matéria seca da parte aérea e das raizes da planta e volume das raizes. Concluiu-se que C.
ensiformis e M. pruriens foram as mais tolerantes ao indaziflam, indicando potencial para serem

inseridas em programas de fitorremediagdo de solos contaminados com o referido herbicida.

Palavras-chave: Fitorremediacao. Canavalia ensiformis. Mucuna pruriens.
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SELECTION OF INDAZIFLAM TOLERANT VEGETABLE SPECIES FOR A
PHYTOREMEDIATION PROGRAM

ABSTRACT: Herbicides that have a long persistence in the soil are of great interest for use in
several cultures. However, these herbicides can contaminate soil and surface and groundwater,
in addition to making crop rotation unfeasible. Among these herbicides, indaziflam stands out,
which is widely used in Brazil in the cultivation of sugar cane and coffee and in reforestation.
One of the alternatives to reduce the persistence of herbicides in the soil is cultivation in
contaminated areas of tolerant species that can be associated with soil microorganisms
promoting remediation. The objective of this research was to select plant species with potential
for use in phytoremediation programs of soils contaminated with the herbicide indaziflam. The
experiment was set up in a 7x5 factorial scheme, in a randomized block design, with four
replications. Seven previously selected species were evaluated (Stizolobium aterrimum,
Canavalia ensiformis, Mucuna pruriens, Cajanus cajan, Zea mays, Vigna unguiculata and
Phaseolus vulgaris) which were subjected to five doses of indaziflam (0; 5; 10; 20; 40 g ha” b,
applied in pre-emergence, in order to verify their tolerance to said herbicide and its potential
for use in phytoremediation programs. At 14, 21, 28 and 35 DAS visual evaluations of
intoxication in the plants were performed, using a scale of 0 to 100%, being zero for the absence
of symptoms and 100 for the death of the plant. At 35 DAS, the leaf area, the dry matter mass
of the aerial part and the roots of the plant and the volume of the roots were also evaluated. It
was concluded that C. ensiformis and M. pruriens were the most tolerant to indaziflam,
indicating the potential to be inserted in phytoremediation programs of soils contaminated with

this herbicide.

Keywords: Phytoremediation. Canavalia ensiformis. Mucuna pruriens.
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INTRODUCAO

O uso de herbicidas trouxe beneficios a agricultura moderna, entretanto, problemas
advindos do uso excessivo e continuo desses produtos tém causado danos ao meio ambiente. O
problema torna-se ainda maior quando os herbicidas aplicados possuem longo periodo residual.
Esses herbicidas podem inviabilizar o sistema de rotacdo de culturas (efeito carryover) ou
culturas intercaladas (DAN et al., 2012). Além disso, podem provocar a intoxicacdo de
organismos nao alvo (VIEIRA et al., 2007; LANE et al., 2012; SILVA et al., 2014), serem
lixiviados no perfil dos solos e causar a contaminagdo de dguas subterrineas (SANTOS et al.,
2015) e de 4guas superficiais devido ao escorrimento superficial MARCHESAN et al., 2010;
OTTO et al., 2012).

Dentre os herbicidas que apresentam longo efeito residual no solo e sdo muito utilizados
no Brasil destaca-se o indaziflam (N-[(1R,2S)-2,3-dihydro-2,6-dimethyl-1H-inden-1-yl]-6-
[(IR)-1fluoroethyl]-1,3,5-riazine-2,4-diamine). Esse herbicida inibe a biossintese de celulose,
atuando no complexo celulose sintase (BRABHAM et al., 2014). E recomendado para aplicagio
em pré-emergéncia das plantas daninhas, atuando sobre plantas monocotiledoneas e algumas
eudicotiledoneas (AMIM et al., 2014). Possui registro no Brasil para controle de plantas
daninhas nas culturas de cana-de-actcar, café, citros, eucalipto, pinus, banana, caju, coco,
dendg, goiaba, manga, mac¢a e uva (MAPA, 2019).

O indaziflam possui longo periodo de persisténcia no solo, com meia-vida superior a
150 dias (TOMPKINS, 2010). Apresenta baixa solubilidade em dgua (0,0028 kg m™ a 20°C),
Koc < 1.000 mL g de carbono organico, o pKa = 3,50 e 0 log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,80
(TOMPKINS, 2010) e € classificado como mdvel a moderadamente mdvel no solo (GUERRA
et al., 2013).

Em razdo dessa longa persisténcia no solo, o conhecimento de técnicas que venham a
favorecer a remediagdo de solos contaminados por esse herbicida € de grande interesse pratico.
Aplicacdes dessas técnicas poderdo reduzir os riscos ambientais decorrentes do uso desse
herbicida. Segundo SUSARLA et al., 2002 a fitorremediac@o possibilita a remediacdo in situ
de contaminantes inorganicos e organicos no solo e na dgua. Além disso, € de baixo custo em
relacdo as outras técnicas (NEWMAN et al., 1998). Vdrias pesquisas t€ém demonstrado a
eficiéncia dessa técnica em diversos ecossistemas contaminados com compostos organicos e
inorganicos (MADALAO et al.,, 2012a, b; SANTOS et al., 2012; MITTER et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2014; MITTON et al., 2014; BELO et al., 2016; MADALAO et al., 2017).
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A fitorremediacdo envolve o uso de plantas e sua microbiota, associada a préticas
agrondmicas que, se aplicadas em conjunto, removem, imobilizam ou tornam os contaminantes
inofensivos ao ecossistema (PIRES et al., 2003a). Varios trabalhos tém resultados satisfatorios
na fitorremediag@o de herbicidas com longo efeito residual que, além de acelerarem a redugdo
dos niveis dos contaminantes no solo, resultam em beneficios como adubos verdes e producao
de forragem (PIRES et al., 2003a).

A selecdo de espécies vegetais para remediacdo de residuos de herbicidas tem
limitacdes, pois herbicidas sdo contaminantes que possuem grande diversidade molecular e
maior complexidade nas andlises, diante das constantes transformagdes a que estdo sujeitos
(PIRES et al., 2003a). Essa dificuldade pode aumentar ainda mais quando o herbicida possui
amplo espectro de acdo (SANTOS et al., 2004a). Além disso, o herbicida € utilizado para o
controle de plantas, as quais, nesta técnica, sdo os agentes remediadores (SANTOS et al., 20006).

Em razao disso, a primeira etapa quando se pretende implantar um programa de
fitorremediacdo de solos contaminados com herbicidas consiste na selecio de espécies
tolerantes. Essas espécies devem ser de facil cultivo e, dentro do possivel, agregar atributos ao
solo que venham melhorar a fertilidade.

Nesta pesquisa, o objetivo foi selecionar espécies vegetais tolerantes ao herbicida

indaziflam.

MATERIAL E METODOS

Selecdo de espécies vegetais tolerantes ao indaziflam

O experimento foi realizado em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa, em esquema fatorial 7 x 5, no delineamento em blocos
casualizados, com quatro repeticdes. Foram avaliadas sete espécies vegetais mucuna-preta
(Stizolobium aterrimum), feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), mucuna-cinza (Mucuna
pruriens), feijdo-guandu (Cajanus cajan), milho (Zea mays), feijao-caupi (Vigna unguiculata),
e feijio-comum (Phaseolus vulgaris) e cinco doses do indaziflam (0; 5; 10; 20; 40 g ha™).

As espécies avaliadas no presente trabalho foram escolhidas a partir da condugdo de
ensaio preliminar onde foram avaliadas, as seguintes espécies: mucuna-preta (Stizolobium
aterrimum), feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), mucuna-cinza (Mucuna pruriens), feijao-
guandu (Cajanus cajan), lab-lab (Dolichus lablab), braquidria (Urochloa brizantha), milho

(Zea mays), girassol (Helianthus annus), feljao-caupi (Vigna unguiculata), soja (Glycine max),
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milheto (Pennisetum glaucum), sorgo (Sorghum bicolor), trigo (Triticum aestivum), aveia-preta
(Avena strigosa), crotalaria (Crotalaria juncea) e feijdo-comum (Phaseolus vulgaris).

Foram utilizados vasos de polietileno com capacidade de 3,6 dm?, revestidos com sacos
plasticos, preenchidos com Latossolo Vermelho-Amarelo de textura argilosa (50% de argila,
13,6% de silte e 36,3% de areia), coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade em area
sem historico de aplicacdo de herbicidas, no Municipio de Vicosa-MG. A andlise quimica do
solo apresentou as seguintes caracteristicas: pH (dgua) 5,71; matéria organica 3,36 dag kg™'; P
e K6,2e 68 mg dm>, respectivamente; Ca, Mg, Al, H + Al e CTC efetiva 4,99; 0,81; 0,0; 3,2
e 5,97 cmole dm™, respectivamente. O solo foi previamente adubado com 0,144 g dm™ de N,
1,044 ¢ dm™ de P2Os e 0,288 g dm™ de K»O.

ApOs o preenchimento dos vasos com solo foram semeadas seis sementes por vaso
seguidas de irrigacdo até atingir, aproximadamente, 80% da capacidade de campo.
Posteriormente, foi realizada a aplicacdo do herbicida utilizando-se pulverizador costal,
pressurizado com gas carbonico (CO2), equipado com duas pontas de pulverizacdo tipo leque
TT110 02, espacadas de 0,50 m, com volume de caldade 170 L ha'l.

ApOs a emergéncia das plantulas, foi realizado desbaste deixando quatro plantas por
vaso. Os vasos foram irrigados sempre que necessdrio para manter a umidade do solo com
aproximadamente 80% da capacidade de campo. Aos 14, 21, 28 e 35 DAS foram realizadas
avaliacdes visuais de intoxicacdo nas plantas, utilizando-se escala de 0 a 100%, sendo zero para
auséncia de sintomas e 100 para a morte da planta. Aos 35 DAS, avaliaram-se, também, a drea
foliar, a massa de matéria seca da parte aérea e das raizes da planta, e volume das raizes.

Para determinagio da 4rea foliar (AF - cm?/vaso) foi utilizado medidor de 4rea foliar LI-
3100. A massa de matéria seca da parte aérea (MSPA - g/vaso) e das raizes das plantas (MSR
- g/vaso) foi obtida por meio de pesagem do material colhido, seco em estufa de circulagdo
forcada (70 £ 2 °C) até atingir massa constante. O volume de raizes (VR - cm?®/vaso) foi
determinado pelo método do volume de dgua deslocado em proveta graduada (CARRIGAN;
FREY, 1980).

Para a comparacdo entre as diferentes espécies, que apresentam caracteristicas
morfoldgicas distintas, os dados de matéria seca da parte aérea e das raizes, drea foliar e volume
de raizes foram transformados em um indice em relacdo a testemunha de cada espécie (sem

herbicida), que recebeu valor igual a 1,0 (um).

Anadlise estatistica dos dados obtidos
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Os dados foram submetidos a anélise de variancia e de regressdo. Para o fator qualitativo
utilizou-se o critério de agrupamento de médias de Scott-Knott a 5% de significancia e para o
fator quantitativo utilizou-se a regressdo, e os modelos foram escolhidos baseados na
significincia dos coeficientes de regressdo utilizando-se o teste “t” a 5% de probabilidade, no
coeficiente de determinacdo e no comportamento do fendmeno em estudo. A partir das
equacgdes estabeleceu-se o Cso, dose necessdaria do indaziflam para reducdo de 50% das
caracteristicas de intoxicagao, area foliar, matéria seca da parte aérea, das raizes e volume das

raizes.

RESULTADOS

Constatou-se efeito significativo para espécie, dose e interagdo entre espécie e dose para
a caracteristica intoxicacao aos 14, 21, 28 e 35 dias apds a semeadura (DAS) (Tabela 1).
Tabela 1 - Resumo das andlises de variancia das varidveis intoxicagdo aos 14, 21, 28 e 35 dias

apo6s a semeadura (DAS)

QM
FV GL  14DAS 21DAS 28DAS 35DAS

Bloco 3 12,03 88,22 117,45 44,94
Espécie 6 8.846,57*F 6.702,99%* 3.339,71%* 3.107,50%*
Dose 4 18.011,31%% 17.919,20%* 14.639,12%% 7.612,32%*
Espécie x Dose 24 1.089,94%%  830,97%%  04524%* 217,84%*
Residuo 102 134,47 144,49 257,97 127,05
CV (%) 31,9 33,45 55,98 63,50

** F significativo a 1% de probabilidade

Verificou-se no desdobramento dos niveis de intoxica¢do obtido pelas diferentes
espécies dentro de cada dose avaliada do indaziflam (Tabela 2), que C. ensiformis e Z. mays
pertencem ao grupo de espécies com menor intoxicac¢ao nas avaliacdes aos 14 e 21 DAS e C.
ensiformis e M. pruriens na avaliacdo aos 35 DAS para a dose de 20 g ha! indaziflam. Na dose
de 40 g ha'!, aos 14 e 21 DAS, as plantas foram separadas em quatro grupos, com menor
intoxicagdo verificada pela C. ensiformis, diferentemente do que ocorreu aos 28 DAS, que o
grupo com menor intoxicagdo foi composto pelas espécies C. ensiformis e M. pruriens. Aos 35
DAS, foram obtidos cinco grupos distintos, sendo o grupo com menor intoxicagdo S.
aterrimum, C. ensiformis e M. pruriens, com indices de intoxicagao de 21,2, 13,7 e 3,7% na

dose de 40 g ha!, respectivamente.
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Tabela 2 — Intoxicacdo (%) em espécies vegetais cultivadas em solo com diferentes doses do

herbicida indaziflam, aos 14, 21, 28 e 35 dias apds a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha™!)

Espécie 0 5 10 20 40
14 DAS
S. aterrimum 00a 63,7 a 78,7 a 77,0a 96,7 a
C. ensiformis 00a 0,0c 6,2c 75¢c 18,7d
M. pruriens 0,0 a 36,2 b 78,7 a 85,0a 85,0a
C. cajan 00a 13,7 ¢ 75,0 a 84,0a 84,5a
Z. mays 0,0a 75¢ 12,5¢ 20,0c 68,7b
V. unguiculata 00a 13,7 ¢ 38,7b 32,5b 425¢c
P. vulgaris 0,0a 25,0¢c 26,2 b 31,2b 62,5b
21 DAS
S. aterrimum 0,0a 47,5 a 80,0 a 73, 7a 86,2a
C. ensiformis 0,0a 3,75 ¢ 10,0d 87d 17,5d
M. pruriens 0,0 a 13,7 ¢ 70,0 a 71,2a 76,2Db
C. cajan 0,0a 23,7b 68,7 a 79,5a 920a
Z. mays 0,0a 8,7¢ 13,7d 150d 58,7b
V. unguiculata 0,0 a 21,2b 375c 30,0c 47,5c
P. vulgaris 0,0a 28,7b 53,7b 50,0b 70,0b
28 DAS
S. aterrimum 0,0a 8,7b 47,5 a 712a 56,2c
C. ensiformis 0,0a 8,7b 8,75b 10,0b 17,5d
M. pruriens 00a 1,2b 25,0b 25,0b 35,0d
C. cajan 0,0a 10,0b 12,5b 675a 992a
Z. mays 0,0a 10,0b 18,7b  237b 66,2b
V. unguiculata 0,0a 20,0b 40,0 a 38,7b 51,2c¢
P. vulgaris 00a 40,0 a 46,2 a 66,2a 78,7b
35 DAS
S. aterrimum 00a 0,0a 38,7a 40,0b 21.2e
C. ensiformis 0,0a 6,2 a 50b 6,2d 13,7e¢
M. pruriens 00a 1,2a 6,2b 2,5d 3, 7e¢
C. cajan 0,0a 0,0a 25D 262¢ 975a
Z. mays 0,0a 10,0 a 13,7b 262c 450c¢
V. unguiculata 0,0a 3,7a 8,7b 17,5¢ 27,5d
P. vulgaris 00a 11,2 a 41,2 a 712a 73,7b

Grupos de médias seguidos da mesma letra na coluna sdo semelhantes pelo critério de Scott Knott ao
nivel de 5% de probabilidade.

No desdobramento das doses do indaziflam sobre a intoxicagcdo das espécies vegetais
avaliadas aos 14 e 21 DAS (Tabela 3) e 28 e 35 DAS (Tabela 4), pelo modelo de regressao
linear segmentado com platd (RLP), verificou-se que as espécies que se destacaram, aos 35
DAS, com menores indices de intoxicagdo, associados a maiores doses do indaziflam, foram C.

ensiformis e M. pruriens, com intoxica¢cdo maxima de 10,0 e 3,12%, respectivamente, e ambas
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com Cso maior que 40 g ha! de indaziflam. Embora, C. ensiformis tenha obtido indices baixos
desde a avaliacdo realizada aos 14 DAS, M. pruriens apresentou elevados indices visuais de

intoxicagdo até 21 DAS e posterior recuperagao.
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Tabela 3 — Equagdes ajustadas da intoxicagdo em func¢do das doses do herbicida indaziflam para

as respectivas espécies vegetais, aos 14 e 21 dias apds a semeadura (DAS)

Espécie Equacdes ajustadas Intervalo Cso
14 DAS

S. aterrimum Y 1=12,75Dose ! 0<D<6,60 4,0
¥,=84,17 2 6,60 <D < 40,00

C. ensiformis ¥1=-1,042+0,625Dose 0<D<22,67 >40
Yo=13,12 22,67 <D < 40,00

M. pruriens Y 1=-1,042+7,875Dose 0<D<10,93 0,5
¥>=85,00 10,93 <D < 40,00

C. cajan ¥1=2,75Dose 0<D<29,51 18,0
¥,=81,17 29,51 <D < 40,00

Z. mays ¥1=0,417+1,25Dose 0<D<35,17 >40
Y=44,37 35,17 <D < 40,00

V. unguiculata Y1=2,75Dose 0<D<13,79 >40
¥,=37,92 13,79 <D < 40,00

P. vulgaris ¥1=3,958+2,625Dose 0<D<16,35 >40
Y2=46,87 16,35 <D < 40,00

21 DAS

S. aterrimum Y1=9,50Dose 0<D<842 5.5
Y,=80,00 8,42 <D <40,00

C. ensiformis Y1=1,750+0,443Dose 0<D<35,56 >40
Y,=17,50 35,56 <D < 40,00

M. pruriens Y 1=2,75Dose 0<D<26,36 18,0
Y,=72,50 26,36 <D < 40,00

C. cajan Y1=-3,542+6,875Dose 0<D<12,99 8,0
Y2=85,75 12,99 < D < 40,00

Z. mays Y1=0,625+1,375Dose 0<D<26,36 >40
Y2=36,87 26,36 <D < 40,00

V. unguiculata Y1=4,25Dose 0<D<9,02 >40
Y2=38,33 9,02 <D < 40,00

P. vulgaris Y1=0,625+5,375Dose 0<D<11,05 9,0

Y2=60,00

11,05 <D <40,00

'Y= a + bx descreve uma reta crescente ou decrescente até um determinado valor d (valor que
encontra as retas) da curva que € o platd de resposta no intervalo 0 <D < d;
2 Y,= uma constante, no intervalo d < D < 40,00
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Tabela 4 — Equagdes ajustadas da intoxicagdo em fun¢do das doses do herbicida indaziflam para

as respectivas espécies vegetais, aos 28 e 35 dias apds a semeadura (DAS)

Espécie Equacdes ajustadas Intervalo Cso
28 DAS

S. aterrimum Y1=-1,250+3,786Dose 0<D<15,19 13,5
¥2=56,25 15,19 <D < 40,00

C. ensiformis ¥1=3,250+0,414Dose 0 <D < 34,40 >40
¥2=17,50 34,40 < D < 40,00

M. pruriens Y 1=-3,750+2,50Dose 0<D<13,50 >40
¥2=30,00 13,50 < D < 40,00

C. cajan ¥1=-7,000+3,371Dose 0<D<31,51 17,0
¥2=99,25 31,51 <D < 40,00

Z. mays ¥1=0,208+1,875Dose 0<D<23,89 >40
¥2=45,00 23,89 < D < 40,00

V. unguiculata Y 1=4,00Dose 0<D<11,25 >40
¥2=45,00 11,25 <D < 40,00

P. vulgaris Y1=5,625+4,625Dose 0<D < 14,46 9.5
Y2=72,50 14,46 < D < 40,00

35 DAS

S. aterrimum Y1=-0,250+2,278Dose 0<D<944 >40
Y2=21,25 9,44 <D < 40,00

C. ensiformis Y1=1,250+0,500Dose 0<D<17,5 >40
Y>=10,00 17,5 <D <40,00

M. pruriens Y1=-0,625+0,625Dose 0<D<6,00 >40
Y2=3,12 6,00 <D < 40,00

C. cajan Y=7,1875

Z. mays Y1=1,500+1,257Dose 0<D < 34,60 >40
¥2=45,00 34,60 < D < 40,00

V. unguiculata ¥1=-0,250+0,886Dose 0<D<31,33 >40
¥»=27,50 31,33 <D < 40,00

P. vulgaris Y1=-3,125+4,125Dose 0<D<1833 13,0
¥2=72,50 18,33 <D < 40,00

'Y= a + bx descreve uma reta crescente ou decrescente até um determinado valor d (valor que
encontra as retas) da curva que € o platd de resposta no intervalo 0 <D <d;
2 Y,= uma constante, no intervalo d < D < 40,00

Houve efeito significativo da espécie, dose e interacdo entre as doses do herbicida
indaziflam e as espécies vegetais para as caracteristicas AF, MSPA e VR, com excec¢ao de
MSR, que a interacd@o ndo foi significativa, no entanto, devido ao interesse, ela foi desdobrada

(Tabela 5).
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Tabela 5 - Resumo das andlises de variancia das varidveis drea foliar (AF), matéria seca da parte
aérea (MSPA), das raizes (MMSR) e volume das raizes (VR), aos 35 dias apds a semeadura

(DAS)

QM
FV GL AF MSPA MSR VR
Bloco 3 0,018 0,044 0,771 0,145
Espécie 6 0,544%  0301%*  2,125%%  (0,470%*
Dose 4 0,919%* 1,314%% 0,837+ 1,711%%
Espécie x Dose 24 0,242% 0,149%* 0,398 0,176%*
Residuo 102 0,128 0,053 0,270 0,072
CV (%) 46,67 32,21 59,03 33,20

** F significativo a 1% de probabilidade; * F significativo a 5% de probabilidade;
" F ndo significativo

No desdobramento das espécies dentro de cada dose do herbicida (Tabela 6), verificou-
se dois grupos distintos para as varidveis AF e MSPA, onde C. ensiformis, M. pruriens, Z. mays
e V. unguiculata foram as espécies mais tolerantes, com maiores indices em relacdo a
testemunha na dose de 20 g ha'! de indaziflam. Nesta mesma dose, para a varidvel VR, também
verificou-se dois grupos distintos, onde o grupo com maior indice € representado pelas espécies
C. ensiformis e M. pruriens.

Para as varidveis MSPA e VR, na dose de 40 g ha!, foram revelados dois grupos
distintos, sendo o grupo formado pela S. aterrimum, C. ensiformis, M. pruriens, Z. mays e V.

unguiculata, o grupo com maior tolerancia ao herbicida (Tabela 6).
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Tabela 6 — Indices em relacdo 2 testemunha para drea foliar (AF), matéria seca da parte aérea
(MSPA), das raizes (MSR) e volume das raizes (VR), de espécies vegetais cultivadas em solo

com diferentes doses do herbicida indaziflam, aos 35 dias ap6s a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha™')

Espécie 0 5 10 20 40
AF (cm?/vaso)
S aterrimum 1,00 (1.659,88)a 1,10a 0,70b 0,33b 0,72b
C. ensiformis 1,00 (2.418,78)a 0,73a 096a 094a 0,66b
M. pruriens 1,00 (2.528,95)a 0,74a 121a 084a 122a
C. cajan 1,00 (54423)a 1,12a 1,05a 0,31b 0,00c
Z. mays 1,00 (1.946,95)a 0,83a 096a 0,82a 0,68b
V. unguiculata 1,00 (2.576,86)a  0,60a 0,64b 0,63a 0,59b
P. vulgaris 1,00 (2.763,33)a 0,71a 0,29b 0,28b 0,14c
MSPA (g/vaso)
S. aterrimum 1,00 (7,57)a 1,13a 0,63b 036b 049a
C. ensiformis 1,00 (17,13)a 0,73b 098a 092a 0,72a
M. pruriens 1,00 (92)a 081b 093a 0,71a 0,61a
C. cajan 1,00 (3,68)a 1,03a 091a 031b 0,00b
Z. mays 1,00 (12,58)a 0,81b 0,84a 0,81a 0,60a
V. unguiculata 1,00 (16,26)a 0,53b 0,52b 0,53b 0,54 a
P. vulgaris 1,00 (14,06)a 0,79b 0,35b 0,33b 0,19b
MSR (g/vaso)
S. aterrimum 1,00 2,87)a 1,31b 0,80a 046a 0,70b
C. ensiformis 1,00 (5,11)a 1,05b 1,34a 095a 0,67b
M. pruriens 1,00 (3,44)a 096b 1,04a 092a 1,30a
C. cajan 1,00 (1,48)a 1,02b 0,78a 0,22a 0,00b
Z. mays 1,00 (9,73)a 2,33a 1,37a 140a 1,26a
V. unguiculata 1,00 (5,86)a 0,57b 045a 0,59a 061b
P. vulgaris 1,00 (793)a 0,32b 0,64a 0,63a 0,14b
VR (cm?/vaso)
S. aterrimum 1,00 (38,33)a 1,31a 0,86b 0,62b 0,64a
C. ensiformis 1,00 (33,75)a 1,25a 1,12a 0,89a 0,87a
M. pruriens 1,00 (36,25)a 0,99a 1,11a 1,05a 0,70a
C. cajan 1,00 (15,00)a 1,08a 1,25a 0,30b 0,01b
Z. mays 1,00 (135,5)a 0,88b 0,87b 0,65b 0,53a
V. unguiculata 1,00 (75,00)a 0,57b 0,61b 0,61b 0,66a
P. vulgaris 1,00 (66,25)a 0,66b 0,52b 0,57b 0,28b

Grupos de médias seguidos da mesma letra na coluna sdao semelhantes pelo critério de Scott
Knott ao nivel de 5% de probabilidade. Nimeros entre parénteses referem-se aos valores reais
observados na testemunha (dose 0,0 g ha™ de indaziflam) para cada varidvel.

O efeito das doses do indaziflam sobre os indices AF, MSPA, MSR e VR, pela andlise

de regressao, foi apresentado na Tabela 7, onde observou que nao houve efeito das doses do
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herbicida para C ensiformis nas variaveis AF (0,86), MSPA (0,87), MSR (0,99) e VR (1,02),
M. pruriens para AF (1,00), S. aterrimum para MSR (0,85) e VR (0,88), Z. mays MSR (1,47) e
P. vulgaris para MSR (0,54) e VR (0,60). Maiores decréscimos lineares com o aumento da dose
foram observados para todas as varidveis do C. cajan e para AF e MSPA do P. vulgaris.

Para a espécie M. pruriens, verificou-se incremento no indice para as varidveis MSR e
VR, nas menores doses e posterior decréscimo nas doses maiores, caracterizando como fungao
quadratica, com o coeficiente Bo com sinal positivo (Tabela 7), indicando que em baixas doses
o herbicida proporciona estimulo no crescimento das plantas e Cso de 24,5 para MSR e maior
que 40 para VR evidenciando elevada tolerancia ao herbicida, assim como o C. ensiformis que

ndo sofreu influéncia das doses avaliadas do indaziflam para as para as varidveis AF, MSPA,

MSR e VR..
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Tabela 7 — Equacoes ajustadas dos indices em relacdo a testemunha da drea foliar (AF), matéria
seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e volume das raizes (VR), em funcdo das doses

do herbicida indaziflam para as respectivas espécies vegetais, aos 35 dias apds a semeadura

(DAS)

*k k0 o e™significativoa 1, 5, 10, 15 % e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste

Espécie Equacdes ajustadas R?/1? Cso
AF
S. aterrimum Y1=1,152-0,059°D-0,001°D? 0,7676 8.5
C. ensiformis Y=0,8602
M. pruriens Y=1,0037
C. cajan Y1=1,144-0,029*D 0,8671 19,5
Z. mays ¥1=0,965-0,007*D 0,7683  >40
V. unguiculata 3?1=O,977—O,171*D1/2+O,018°D 0,9008 >40
P. vulgaris ¥1=0,955-0,059*D+0,0009°D? 0,9075 95
MSPA
S. aterrimum Y1=1,137-0,054°D+0,0009°D? 0,8061 13,5
C. ensiformis Y=0,8717
M. pruriens Y1=0,950-0,009*D 0,8049 >40
C. cajan Y1=1,074-0,028**D 0,9167 19,5
Z. mays Y1=0,936-0,008*D 0,8398 >40
V. unguiculata Y1=0,980-0,230%D2+0,025*D 09515 10,5
P. vulgaris Y1=0,978-0,055*D+0,0008°D? 09114 10,5
MSR
S. aterrimum Y=0,8553
C. ensiformis Y=0,9999
M. pruriens Y1=1,021-0,011"D-0,0004°D? 0,8695 24,5
C. cajan Y1=1,024-0,027**D 0,8961 19,0
Z. mays Y=1,4753
V. unguiculata  Y1=0,983-0,242*D'?+0,029*D 0,9130 12,0
P. vulgaris Y=0,5466
VR

S. aterrimum Y=0,8844
C. ensiformis Y=1,0262
M. pruriens Y1=0,982+0,014°D-0,0005*D? 0,9610 >40
C. cajan Y1=1,182-0,030*D 0,7832 19,5
Z. mays ¥1=0,962-0,011**D 0,9360 >40
V. unguiculata  ¥1=0,979-0,206*D'?+0,025*D 0,9165 >40
P. vulgaris Y=0,6058 0,9315
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DISCUSSAO

Quando avaliou-se as doses do herbicida para as sete espécies, constatou-se aos 35 DAS,
que menores indices de intoxicac¢do, associados a maiores doses do indaziflam, foram
verificados para S. aterrimum, C. ensiformis € M. pruriens, com intoxicagdo maxima de 21,25,
10,0 e 3,12%, respectivamente (Tabela 4). A maior tolerancia dessas espécies ao indaziflam,
pode ser devido ao maior tamanho das sementes, com isso maiores quantidades de reservas,
sendo potencialmente mais vigorosas que as demais espécies avaliadas. Segundo Haig e
Westoby (1991), a maior quantidade de reserva aumenta a probabilidade de sucesso no
estabelecimento da plantula, pois permite a sobrevivéncia por maior tempo em condi¢des
ambientais desfavoraveis.

Como o indaziflam atua inibindo a biossintese de celulose, fazendo com que novas
células da parede celular ndo sejam formadas, causando engrossamento nas raizes e paralisagao
do crescimento (BRABHAM et al., 2014), a maior quantidade de reservas nas sementes pode
resultar em maior tolerancia ao herbicida, possibilitando seu estabelecimento para posterior
recuperagdo, especialmente, considerando que o herbicida foi aplicado sobre o solo, com maior
concentracdo nas camadas superficiais.

Menores indices de intoxicacdo aos 14, 21 e 28 DAS, verificados para C. ensiformis
pode ser consequéncia da raiz mais profunda para sustentacdo dessa espécie em relacdo a S.
aterrimum e M. pruriens, uma vez que estas possuem mais raizes laterais que sustentam seu
crescimento rasteiro e com caracteristicas trepadeira (BOTH, 2011). Maior profundidade do
sistema radicular consiste em caracteristica importante em plantas remediadoras pois, estd
relacionado a maior probabilidade de sobrevivéncia inicial, quando ainda hd maior
concentracdo de herbicida no solo.

S. aterrimum e M. pruriens apresentaram maior intoxicac¢ao inicial, até 28 DAS, devido
as raizes mais superficiais (BOTH, 2011). Entretanto, com o crescimento e aprofundamento das
raizes, as plantas se recuperaram dos efeitos do indaziflam aos 35 DAS, com a M. pruriens
alcancando indice de intoxica¢@o na ordem de 3% (Tabelas 2 e 4).

A M. pruriens destaca-se pela alta capacidade de producio de biomassa e por apresentar
baixo risco de se tornar indesejdvel, pois nio possui dorméncia nas sementes (BRANCALIAO,
2009). Por outro lado, S. aterrimum, possui dorméncia (OLIVERA, 2013), sendo, portanto,
menos indicada devido a possibilidade se tornar uma planta infestante na drea em cultivos

posteriores, aliado a sua capacidade de interferéncia nas culturas e dificuldade de controle.
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Observa-se que as sete espécies estudadas, com exce¢do Z. mays (Tabela 2), pertencem
a familia Fabaceae, o que € desejdvel em programas de fitorremediacao, devido a capacidade
de fixar o nitrogénio atmosférico (N2) por meio da simbiose com bactérias do género Rhyzobium
(RIBEIRO et al., 2013; HUNGRIA, KASCHUK, 2014) e elevada capacidade de acimulo de
biomassa (SCRAMIN et al. 2001).

Diversos trabalhos realizados com a finalidade de selecionar espécies fitorremediadoras
de herbicidas constataram que espécies leguminosas, destinadas a adubacgdo verde foram as que
apresentaram o melhor desempenho. C. ensiformis e M. pruriens foram as que mais se
destacaram quanto a tolerancia aos herbicidas tebuthiuron (PIRES et al. 2003a, b) e
trifloxysulfuron sodium (Procépio et al., 2004; Santos et al., 2004b). Silva & Bueno (2000)
selecionaram S. aterrimum como uma das espécies tolerantes aos herbicidas alachlor,
imazaquin e pendimethalin, sendo suscetivel apenas ao 2,4-D. Todos os trabalhos mencionados
evidenciaram que as espécies que toleraram os herbicidas no solo, também tiveram,

posteriormente, desempenho satisfatério como fitorremediadoras.

CONCLUSAO

As espécies C. ensiformis e M. pruriens apresentaram boa tolerancia ao indaziflam,
indicando potencial para serem inseridas em programas de fitorremediacdo de solos

contaminados com o esse herbicida.
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SELECAO DE ISOLADOS BACTERIANOS DEGRADADORES DO HERBICIDA
INDAZIFLAM

RESUMO: Herbicidas que apresentam longo periodo residual no solo, a exemplo do
indaziflam, possibilita o controle de plantas daninhas por maior periodo. No entanto, residuos
desse herbicida no solo causam contaminag¢do ambiental, € podem inviabilizar novos cultivos
em sucessio (Carryover). Objetivou-se com esta pesquisa, isolar e selecionar bactérias com
potencial para degradagdo do herbicida indaziflam, utilizando-o como fonte de carbono. Foram
coletadas amostras de solo em drea agricola com histérico recente de aplicagdo de diferentes
herbicidas e outra, em area de mata nativa, sem historico de aplicacdo de herbicidas. As
amostras foram levadas ao laboratério, onde foram selecionados 60 isolados bacterianos
capazes de crescer na presenca do indaziflam, os quais foram avaliados, quanto a taxa de
crescimento em caldo nutriente, caldo nutriente + indaziflam e meio mineral liquido modificado
+ indaziflam, por meio de curva de crescimento em placas de Elisa, por 30 horas. Dez isolados
se destacaram quanto ao crescimento e foram avaliados quanto a capacidade de degradacdo do
indaziflam, com o herbicida como unica fonte de carbono. Constatou-se capacidade
diferenciada dos isolados na degradacdo do indaziflam na formulacao comercial. Cinco desses
isolados promoveram de 35,91 a 48,72 % de degradacdo do indaziflam na formulagdo
comercial, em um periodo de 10 dias. Conclui-se que os isolados bacterianos IN4, IN43, IN50,

IN54, IN59 foram os que apresentaram maior potencial de degradacdo do herbicida indaziflam.

Palavras-chave: Herbicida. Bactérias. Degradacdo. Solos.
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SELECTION OF BACTERIAL INSULATES DEGRADING THE INDAZIFLAM
HERBICIDE

ABSTRACT: Herbicides that have a long residual period in the soil, such as indaziflam, enable
weed control for a longer period. However, residues of this herbicide in the soil cause
environmental contamination, and can prevent new crops in succession (Carryover). The
objective of this research was to isolate and select bacteria with potential for degradation of the
herbicide indaziflam, using it as a carbon source. Soil samples were collected in an agricultural
area with a recent history of application of different herbicides and another in an area of native
forest, without a history of application of herbicides. The samples were taken to the laboratory,
where 60 bacterial isolates capable of growing in the presence of indaziflam were selected,
which were evaluated for growth rate in nutrient broth, nutrient broth + indaziflam and modified
liquid mineral medium + indaziflam, by means of growth curve in Elisa plates, for 30 hours.
Ten isolates stood out for growth and were evaluated for the degradation capacity of indaziflam,
with the herbicide as the only carbon source. Differentiated capacity of the isolates was found
in the degradation of indaziflam in the commercial formulation. Five of these isolates promoted
35.91 to 48.72% degradation of indaziflam in the commercial formulation, in a period of 10
days. It is concluded that the bacterial isolates IN4, IN43, IN50, IN54, IN59 were those that

presented the greatest degradation potential of the herbicide indaziflam.

Keywords: Herbicide. Bacteria. Degradation. Soils.
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INTRODUCAO

O uso de herbicidas na agricultura atual € pratica comum e contribui para evitar a perda
de produtividade ocasionada pelas plantas daninhas. No entanto, durante esse processo, os
herbicidas atingem ndo apenas as plantas, mas também o solo, podendo causar problemas de
contamina¢do ambiental.

Uma vez aplicado, os herbicidas podem ser volatilizados, fotodegradados, serem
absorvidos pelas plantas, degradados ou transformados pela microbiota no solo, serem
lixiviados ou adsorvidos aos coloides organicos e minerais do solo (PRATA, 2002; MANCUSO
et al., 2011). Assim, o solo € destino provavel da maioria dos produtos quimicos utilizados na
agricultura, sejam eles aplicados em pré ou pés-emergéncia (LAW, 2001).

Herbicidas com efeito residual longo possibilitam o controle de plantas daninhas na area
por um periodo maior, reduzindo com isso o nimero de aplicacdes, especialmente, em culturas
perenes ou com logo periodo critico de interferéncia. Entretanto, a presenca do herbicida por
longo periodo no solo inviabiliza o sistema de rotacdo de culturas (carryover) ou culturas
intercaladas (DAN et al., 2012), intoxica¢do a organismos nao alvo (VIEIRA et al., 2007;
LANE et al., 2012; SILVA et al., 2014). Além disso, ird favorecer a lixivia¢ao e contamina¢ao
de dguas subterraneas (SANTOS et al., 2015), escorrimento superficial (runoff) e contaminagao
de 4dguas superficiais (MARCHESAN et al., 2010; OTTO et al., 2012).

Dentre os herbicidas utilizados para o controle de plantas daninhas com periodo residual
longo, cita-se o indaziflam (N-[(1R,2S)-2,3-dihydro-2,6-dimethyl-1H-inden-1-yl]-6-[(1R)-1-
fluoroethyl]-1,3,5-triazine-2,4-diamine). Pertence a classe quimica denominada alquilazina,
possui registro no Brasil para controle de plantas daninhas nas culturas de cana-de-acucar, café,
citros, eucalipto, pinus, banana, caju, coco, dendé, goiaba, manga, maca e uva (MAPA, 2019)
e é recomendado para aplicacdo em pré-emergéncia das plantas daninhas, atuando sobre plantas
monocotiledoneas e algumas eudicotiledoneas (AMIM et al., 2014).

O indaziflam possui meia-vida (t/2) estimada no solo maior do que 150 dias, baixa
solubilidade em dgua (0,0028 kg m> a 20°C), o Koc < 1.000 mL g"! de carbono organico, pKa
=3,50 e o log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,80 (TOMPKINS, 2010). Além disso, ele € classificado
como mével a moderadamente mével no solo e apresenta valor de pressdo de vapor de 6,92 x
10 Pa (GUERRA et al., 2013). O teor de matéria orginica e o pH sfo os principais atributos
do solo que governam o potencial de sor¢cao do indaziflam, em que solos com pH superior a 5,5

e baixo teor de matéria organica possuem baixo potencial de retencao do herbicida aos coloides
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e, consequentemente, maior disponibilidade na solu¢do para absor¢do pelas plantas, bem como
para lixiviagdo (GONCALVES, 2018; SOUZA, 2018).

Visando a diminui¢do dos problemas ocasionados pelo uso de herbicidas com longa
persisténcia no ambiente, tem sido proposto a biorremediag¢do. Essa consiste no emprego de
processo ou atividade bioldgica por meio de organismos vivos, sejam plantas e, ou micro-
organismos e suas enzimas, que possuam capacidade de modificar ou decompor determinados
poluentes, transformando-os em substancias menos toxicas ou inertes (JACQUES et al., 2010).
A biorremediacdo apresenta-se como uma técnica eficiente, promissora (CHELINHO et al.,
2010) devido, principalmente, aos baixos custos e por ser uma estratégia com minima
intervencdo, na recuperacao dos ambientes contaminados

Os micro-organismos do solo, a exemplo das bactérias e fungos, participam de forma
efetiva na eliminacio ou reducdo de residuos de herbicidas pela sua capacidade degradadora
(OHMES et al., 2000; DELLAMATRICE; MONTEIRO 2004; MARTINS et al., 2007; SILVA
et al., 2007; MARTINEZ et al., 2010). Melo et al. (2016), isolaram bactérias degradadoras do
sulfentrazone a partir de solo com historico de aplicagdo do herbicida, sendo o género
Pseudomonas, predominante entre os isolados.

A degradacao de herbicidas no solo pode ocorrer por meio da atuagdo de uma espécie,
ou, mais comumente, de vdrias espécies de micro-organismos, sendo essas capazes de degradar
e até mineralizar herbicidas, possibilitando a biorremediacdo de dreas contaminadas. Apesar da
importancia da microbiota de solo na transformacio do herbicida indaziflam em substincias
menos toxicas, sdo escassas as informacdes na literatura sobre eficiéncia de bactérias na
degradacdo desse herbicida. Assim, objetivou-se, nesta pesquisa, isolar e caracterizar bactérias
capazes de utilizar o indaziflam como fonte de carbono, bem como avaliar o potencial das

mesmas de degradar o herbicida.

MATERIAL E METODOS

1- Local e solos utilizados
Foram coletadas duas amostras compostas de solo na profundidade de 0-10 cm, no
campo experimental Diogo Alves de Melo da Universidade Federal de Vigosa, o primeiro em
drea agricola com histdrico recente de aplicacdo de diferentes herbicidas (glyphosate, 2,4-D,
nicosulfuron, atrazine, flumioxazin, metribuzin, oxyfluorfen, s-metolachlor e sulfentrazone), e
o segundo em drea de mata nativa sem historico de aplicacao de herbicidas. As amostras foram

levadas para o Laboratério de Ecologia Microbiana (BIOAGRO), onde foram passadas em
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peneira com malha de 2,0 mm e uma parte destas encaminhadas ao laboratério para andlises

quimica e fisica (Tabela 1).

Tabela 1 - Resultados das andlises quimica e fisica dos solos nas camadas de 0-10 cm
Analise quimica
pH MO P K Ca Mg Al H+Al t
Amostras (dgua) dagkg! mgdm? cmolc dm?
Cultivado 4,98 326 339 188 334 05 0,1 51 442
Mata Nativa 5,12 500 20 63 414 1,11 01 51 551
Analise fisica

Amostras Areia (g kg Argila (g kg!) Silte (g kg
Cultivado 0,183 0,606 0,211
Mata Nativa 0,382 0,536 0,083

Andlises realizadas no Laboratério de Anélises de Solo Vigosa, segundo metodologia da
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria — Embrapa (1997).

2- Cultivo de enriquecimento

Para cada solo, uma por¢ao de 15,0 gramas foi adicionada a 150,0 mL de meio minimo
liquido (1,0 L 4gua; 3,0 g NaNOs; 1,0 g KoHPO4; 0,5 ¢ MgS04.7H20; 0,5 g KCI; 0,01 g
FeS04.7H,0; pH 6,8) suplementado com 1000 ug mL™! do ingrediente ativo (i.a.) indaziflam
na formulacdo comercial do herbicida Alion® (500 g L!i.a.) e mantidos sob agitacdo em shaker
a 30°C e 150 rpm durante 15 dias. A formulacdo comercial (Alion®) foi a dnica fonte de
carbono e energia disponibilizada.

O herbicida Alion® na concentragdo de 500 g L! do i.a. foi esterilizado por meio da
técnica de tindalizac@o, que consiste no aquecimento descontinuo em recipiente fechado, com
exposicdo a temperatura de 80°C, em banho maria, por 20 minutos durante trés dias
consecutivos, com intervalo de 24h.

3- Isolamento, cultivo e conservacdo

Ap6s 24, 72, 168 e 360 horas de incubagdo do solo foram realizadas dilui¢des em série,
transferindo-se inicialmente 1,0 mL da suspensdo para tubos contendo 9,0 mL de solu¢do salina
(NaCl 0,85%) obtendo-se a diluicdo 107! e, assim sucessivamente até obter a diluicio 10®. Foi
realizado o plaqueamento de 0,1mL das dilui¢des 101, 102 1073, 104, 102, 10° espalhando
com o auxilio de alca de Drigalsky, em meio de cultura minimo solido (1,0 L 4gua; 3,0 g
NaNO3s; 1g KoHPOg; 0,5 g MgS04.7H20; 0,5 g KCI; 0,01 g FeSO4.7H20; 16,0 g dgar)
suplementado com o produto comercial (Alion®) como tnica fonte de carbono e energia.

Foram acrescidos 1,0 mL de solucdo de ciclohexamida (10 mg mL™') ao meio de cultura. De
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cada uma das dilui¢Ges foram retiradas cinco aliquotas para o plaqueamento em placas de Petri,
as quais foram incubadas em BOD a 30°C por 3 dias.
Cada isolado bacteriano obtido foi inoculado em Meio LB (Luria Bertani Broth, Miller)
a 30°C e 150 rpm até o meio se tornar turvo a olho nu. Uma aliquota de 1,7 mL do Meio LB
com o indculo foi misturada a 0,30 mL de glicerol a 80%, homogeneizados e congelados
posteriormente em nitrogénio liquido e armazenado em ultrafreezer a —86°C.
4- Crescimento dos isolados bacterianos

O crescimento dos isolados foram avaliados por meio da leitura de densidade 6ptica ao
longo do tempo em placas de Elisa, contendo 96 células com capacidade de 250 puL cada, por
meio de leituras de absorbancia em espectrofotdmetro a 560 nm.

Inicialmente, foi avaliado o crescimento dos isolados em caldo nutriente (1,0 L dgua;
2,0 g Na,HPOyg; 3,0 g NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8), sendo utilizado 180
puL de caldo nutriente e 10 uL. dos isolados bacterianos. Posteriormente, foram avaliados o
crescimento em dois meios suplementados com o herbicida Alion® na concentragdo de 0,7 pug
mL.

O primeiro meio foi o caldo nutriente, sendo utilizado 140 pL de caldo nutriente, 40
pL do herbicida indaziflam e 10 uLL dos isolados com densidade 6ptica de 0,6. O segundo meio
foi 0 meio minimo liquido (1,0 L 4gua; 3,0 g NaNOs; 1,0g KoHPOs; 0,5 g MgS04.7H20; 0,5 g
KCI; 0,01 g FeSO4.7H>0; pH 6,8), contendo 140 uL de meio minimo, 40 uL do herbicida
indaziflam e 10 uL dos isolados bacterianos. Na mesma placa foram mantidas amostras em
branco sem a presenca do isolado bacteriano, somente com o meio de cultura.

4.1- Avaliagdo

As placas de Elisa com os trés meios de cultura foram incubadas a 30°C por 30 horas,
sendo o crescimento bacteriano avaliado em intervalos de 30 minutos, através de leituras de
absorbancia no espectrofotometro de 560 nm. O experimento foi realizado em esquema fatorial
3 x 15, no delineamento inteiramente casualizado com trés repeticdes. Os tratamentos
constaram da combinagdo, dos trés meios de cultura e dos tempos de avaliacdo (2, 4, 6, 8, 10,
12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28 e 30 horas), para cada isolado.

5- Degradagdo do indaziflam no produto comercial

Os isolados selecionados foram cultivados em caldo nutriente (1,0 L dgua; 2,0 g
Na>HPOys; 3,0 g NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) até a densidade 6ptica
(D.O.) de 0,6. Posteriormente, frascos com 50,0 mL de meio minimo liquido (1,0 L dgua; 3,0 g

NaNOs; 1,0g KoHPOg4; 0,5 g MgS04.7H20; 0,5 g KCl; 0,01 g FeSO4.7H20; pH 6,8),
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suplementado com 1.000 pg mL! i.a. indaziflam, foram inoculados com 0,1 mL de inéculo e
incubados a 30°C, 150 rpm, por 10 dias.

Ap6s o periodo de incubacio, a degradacdo do herbicida pelos isolados foi estimada por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), modelo Shimadzu LC 20AT Japdo, com
detector UV/vis (Schimadzu SPD-20A) e coluna de aco inoxiddvel C18 (VP, Shimadzu Shim-
pack ODS 150x6 mm x 4 mm id.).

As condi¢gdes cromatogréficas para a andlise foram: como fase mével acetonitrila e 4gua
(acidificada com 0,01% de 4cido acético) na proporcao de 60:40 (V:V), com volume de inje¢ao
de 20 pL, a um fluxo de 1,0 mL min! e comprimento de onda de 212 nm, a uma temperatura
de 30 °C (ROMERO et al., 2018).

6- Andlises estatisticas
Os dados foram submetidos a anélise de variancia e de regressdo. Para o fator qualitativo

utilizou-se o critério de agrupamento de médias de Scott-Knott & 5% de significancia e para

avaliagio do crescimento em fung¢do do tempo foram ajustados modelos sigmoidal § =

a ~ 2 .. . A . .
—x—xo ¢m que: ¥ € a varidvel resposta de interesse (Absorbancia 560 nm), X € o tempo em
1+e b

horas, a € assintona correspondente ao valor maximo da varidvel em questdo; b € a inclinagao
da reposta da varidvel e X0 € o ponto de inflexdao da curva e corresponde ao tempo, em horas,

necessario para a ocorréncia de 50% de resposta.

RESULTADOS

Das duas amostras de solo coletadas em drea agricola e mata nativa, foram constatados
60 isolados bacterianos capazes de crescer em meio suplementado com a formulagdo comercial
do herbicida indaziflam, sendo identificados como IN1 até IN60. As coldnias isoladas, possuem
caracteristicas morfoldgicas distintas como coloragdo, formato da borda, presenca de brilho,
halo e rugosidade.

Dos 60 isolados obtidos na primeira etapa, 10 foram selecionados com base em
caracteristicas como crescimento inicial rdpido em meio caldo nutriente e densidade Gptica

acima de 0,4 (dados ndo apresentados).

Nas Figuras 1 e 2, estdo apresentados os dados relativos ao crescimento dos 10 isolados

selecionados na etapa inicial em meio caldo nutriente, meio caldo nutriente + indaziflam e meio
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mineral liquido modificado + indaziflam, onde se observa que o meio caldo nutriente sem
adicdo do indaziflam demandou maior tempo para estabilizacdo do crescimento de todos os
isolados em relacdo aos meios contendo indaziflam, com exce¢dao do IN50, indicando que a
presenca do herbicida em meio caldo nutriente influenciou positivamente o crescimento dos
isolados, reduzindo o tempo para estabilizacdo do crescimento. Além disso, maiores valores de
absorbancia indicam maior taxa de crescimento dos isolados nos meios contendo indaziflam,
enquanto que no meio caldo nutriente sem herbicida, o valor médximo obtido foi inferior aos
meios contendo o herbicida.

Vale ressaltar que o meio mineral liquido modificado + indaziflam, o qual tem como
tnica fonte de carbono o indaziflam na formulagcdo comercial, favoreceu o crescimento de todos
os isolados bacterianos, com maiores valores em relacdo ao meio caldo nutriente (Figuras 1 e
2). O IN4 foi o isolado com o crescimento mais elevado no meio caldo nutriente + herbicida,

expresso pelos maiores valores de absorbancia (Figura 1).
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Figura 1: Crescimento dos isolados bacterianos IN4, IN9, IN22, IN41, IN43 e IN45 cultivados
em meio caldo nutriente (CN), meio caldo nutriente + herbicida (CN+H) e meio mineral liquido
modificado + herbicida (MM+H), por 30 horas (sendo utilizado o herbicida indaziflam na

formulacdo comercial) Abs (absorbancia 560 nm).
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Figura 2: Crescimento dos isolados bacterianos IN47, IN50 IN54 e IN59 cultivados em meio
caldo nutriente (CN), meio caldo nutriente + herbicida (CN+H) e meio mineral liquido
modificado + herbicida (MM+H), por 30 horas (sendo utilizado o herbicida indaziflam na

formulacdao comercial) Abs (absorbancia 560 nm).

Na avaliacdo da capacidade de degradacdo do indaziflam pelos isolados, por meio de
CLAE, na formulacdo comercial e padrdo técnico, verificou-se capacidades distintas de
metabolizacdo da molécula e redug¢do da concentracdo inicial do principio ativo. Quando
utilizou-se o indaziflam na formulacdo comercial, os 10 isolados foram separados em trés
grupos distintos, sendo a maxima degradacdo observada nos tratamentos compostos pelos
isolados IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59, visto que houve uma variacdo de 35,91% a 48,72% da
concentracdo inicial em meio liquido mineral modificado (Tabela 2). Dos isolados que

apresentaram mdaxima degradacdo, dois foram coletados em solo de mata nativa, sem histérico
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de uso de herbicidas, e trés em drea agricola, com histdrico recente de aplicacdo de diferentes

herbicidas.

Tabela 2: Concentracdo final do indaziflam obtida por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia e percentual de reducdo em relacdo a concentracdo da testemunha sem isolado
bacteriano a partir do produto comercial Alion® (1000,00 ug mL™), cultivados em meio liquido
mineral modificado com diferentes isolados bacterianos, apdés 10 dias de incubagdo a 150 rpm

e 30°C.

Produto comercial

Local de Redugdo da
Isolados coletados  Concentragcdo concentracao
bacterianos isolados (pg mL™ inicial (%)
IN 4 Area agricola 559,46 ¢ 44,05
IN9 Area agricola 789,43 b 21,06
IN 22 Mata nativa 784,47 b 21,55
IN 41 Mata nativa 889,37 b 11,06
IN 43 Mata nativa 554,37 ¢ 44,56
IN 45 Mata nativa 830,07 b 16,99
IN 47 Mata nativa 843,81 b 15,62
IN 50 Area agricola 640,85 ¢ 35,91
IN 54 Mata nativa 512,80 ¢ 48,72
IN 59 Area agricola 565,28 ¢ 43,47
Testemunha 1000,00 a
CV (%) 9,13

Grupos de médias com a mesma letra sdo semelhantes ao nivel de 5% de probabilidade pelo
critério de Scott Knott _
DISCUSSAO

Na fase de isolamento, onde foram detectados 60 isolados bacterianos capazes de
crescer em meio € com o produto comercial indaziflam como unica fonte de carbono, nos solos
coletados em mata nativa e drea agricola (dados ndo apresentados), constata-se a diversidade
de microrganismos no solo com potencial para tolerar e, eventualmente, degradar o referido
herbicida.

Na segunda fase, em que avaliou-se os dez isolados bacterianos com maior taxa de
crescimento em diferentes meios de cultura, constatou-se que os mesmos apresentaram
melhores taxas de crescimento em meio liquido mineral modificado + indaziflam, o qual possui
apenas o herbicida como fonte de carbono, em relacao ao meio caldo nutriente sem o herbicida,
evidenciadas pelas maiores taxas de absorbancia e menor tempo para estabilizacdo do

crescimento (Figuras 1 e 2).
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No presente estudo, a biodegradag¢ao do herbicida ndo parece ser realizada somente por
cometabolismo, uma vez que na auséncia de fontes preferenciais de carbono ocorre o
crescimento dos isolados, bem como degradacio dos herbicidas (Figuras 1 e 2). Tal resultado,
também foi observado por Martins (2012), que também constatou biodegradacao do herbicida
s-metolachlor na auséncia de outras fontes de carbono.

Maior degradagdo do indaziflam na formulagdo comercial (Alion®), com indices de
redugdo na concentracdo do i.a. entre 35,91 e 48,72, no periodo de 10 dias de incubagao, foi
observada nos meios contendo os isolados IN54, IN43, IN4, IN59 e IN50 (Tabela 2).
Entretanto, esses isolados também possuam capacidade de crescimento quando em presenca do
herbicida e outras fontes de nutrientes, mais faceis de metabolizacdo, tornando possivel seu
crescimento em ambientes naturais com fontes alternativas de carbono e nutrientes (Figuras 1
e?2).

MELO et al. (2016), avaliando potencial de degrada¢do do sulfentrazone na formulacao
comercial em solucdo, constataram que bactérias das espécies Pseudomonas putida,
Pseudomonas lutea, Pseudomonas plecoglossicida e trés isolados de Pseudomonas sp,
reduziram a concentracao do herbicida até 5% no mesmo periodo.

Bactérias das espécies Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas alcaligenes e
Enterobacter aerogenes reduziram a concentracdo do herbicida s-metolachlor na ordem de
14,42 e 35,01% quando mantidas em solu¢do por 5 e 10 dias de incubacdo, respectivamente
(MARTINS et al., 2007). Villaverde et al. (2018), avaliando consércios microbianos, isolados
de diferentes solos agricolas, observaram que a degradacdo do herbicida diuron em solucdo
mostrou resultados de mineralizacdo com reducao de até 81,6%.

Dois dos cinco isolados com maior potencial de degradacdo na formulacdo comercial
sdo provenientes de mata nativa e trés de drea agricola (Tabela 2), evidenciando que ndo ha
uma logica que determine o padrdo da area de origem das bactérias com potencial de degradagdo
do herbicida. Esta variacdo da origem dos isolados corrobora com CARDOSO (1992), que
relata o solo como reservatério da maioria dos micro-organismos, com grande diversidade, as
quais possuem capacidade de degradar compostos desde simples moléculas até compostos
quimicos sintetizados pelo homem (TORSTENSSON, 1980).

Portanto, a degradacdo de até 48% do indaziflam, obtido por meio do produto
comercial, em meio liquido mineral modificado, comprova o potencial desses isolados para
fitorremediacdo do herbicida visando minimizar problemas de intoxicacdo em culturas
sensiveis cultivadas em sucessdo (carryover), bem como redugdo do risco de contaminagdo

ambiental. Ressaltando, que o indaziflam € herbicida com elevado periodo residual, com meia-
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vida superior a 150 dias no solo (TOMPKINS, 2010), e fica pouco sorvido no solo, estando
assim disponivel para lixiviacdo e intoxicacdo em espécies sensiveis cultivadas em sucessao

(SOUZA, 2018).

CONCLUSAO

Os isolados IN4, IN43, IN50, IN54, IN59 promoveram 35 a 48% de degradacdo do
indaziflam na formulagdo comercial, demonstrando potencial para trabalhos futuros com

biorremediacao de solos contaminados com esse herbicida.
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EFICIENCIA DO CONSQRCIO ENTRE PLANTAS E ISOLADOS BACTERIANO
NA BIORREMEDIACAO DE SOLO CONTAMINADO COM INDAZIFLAM

RESUMO: Residuos de herbicidas no solo podem causar contaminagao ambiental e prejudicar
o crescimento e a produtividade de espécies sensiveis cultivadas em sucessao a cultura principal
(Carryover). Diante do exposto, objetivou-se avaliar a eficiéncia do consércio bacteriano
previamente selecionado, por plantas fitorremediadoras e pela associacdo desses na
biorremediacdo de solos contaminados com o indaziflam. O delineamento experimental
adotado foi em blocos casualizados, com quatro repeti¢des. Os tratamentos foram arranjados
em esquema fatorial 2 x 4 x 5, com dois niveis de consorcio bacteriano (presenca e auséncia),
quatro niveis para espécies vegetais (C. ensiformis, M. pruriens, C. ensiformis + M. pruriens e
auséncia de espécies vegetais) e cinco niveis para dose do indaziflam (0, 10, 20, 40, 80 g hal).
O crescimento das plantas foi avaliado 60 dias apds a semeadura (DAS). Nesta ocasido, foram
feitas avaliacdes de intoxicagdo e do crescimento (drea foliar, volume de raizes e acimulo de
matéria seca da parte aérea e das raizes) e coleta das amostras de solo para o cultivo do sorgo
(Sorghum bicolor), visando avaliar a presenca de residuo do indaziflam no solo. Constatou-se
que plantas de C. ensiformis e M. pruriens quando cultivadas em solo contaminados com até
40 g ha'! apresentaram indice de crescimento satisfatério. Menores indices de intoxicacdo pelo
indaziflam foram verificados na M. pruriens e no consorcio C. ensiformis + M. pruriens quando
estas foram cultivadas em solo com consércio bacteriano. Quanto a resposta da planta
bioindicadora (S. bicolor) da presenca do indaziflam na solu¢do do solo ndo se verificou
diferencas até a dose de 20 g ha!, independente do tratamento utilizado. Entretanto, na dose de
40 g ha'!' foram observados menores indices de intoxicagio no sorgo quando se adicionou o
consorcio bacteriano ao solo, independente do cultivo de espécies vegetais, indicando menor
acdo residual do indaziflam. Menor acdo residual do herbicida na presenga do consércio
bacteriano foi constatado, também, no solo sem cultivo de espécies vegetais e cultivado
previamente com M. pruriens ou C. ensiformis + M. pruriens. Concluiu-se que o consorcio
bacteriano associado ou ndo ao cultivo M. pruriens e C. ensiformis possuem capacidade para
biorremediacdo de solos contaminados com o herbicida indaziflam, reduzindo contaminacgdo

ambiental e intoxica¢ao em culturas sucessoras.

Palavras-chave: Fitorremediacao. Bactérias. Descontaminacao. Herbicida.
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CONSORTIUM EFFICIENCY BETWEEN PLANTS AND BACTERIAL ISOLATES
IN THE BIORREMEDIATION OF SOIL CONTAMINATED WITH INDAZIFLAM

ABSTRACT: Herbicide residues in the soil can cause environmental contamination and impair
the growth and productivity of sensitive species grown in succession to the main crop
(Carryover). Given the above, the objective was to evaluate the efficiency of the bacterial
consortium previously selected, by phytoremediation plants and their association in the
bioremediation of soils contaminated with indaziflam. The experimental design adopted was in
randomized blocks, with four replications. The treatments were arranged in a 2 x 4 x 5 factorial
scheme, with two levels of bacterial consortium (presence and absence), four levels for plant
species (C. ensiformis, M. pruriens, C. ensiformis + M. pruriens and absence of species
vegetables) and five levels for indaziflam dose (0, 10, 20, 40, 80 g ha™!'). Plant growth was
evaluated 60 days after sowing (DAS). On this occasion, evaluations of intoxication and growth
(leaf area, volume of roots and accumulation of dry matter in the aerial part and roots) were
carried out and collection of soil samples for the cultivation of sorghum (Sorghum bicolor), in
order to assess the presence of indaziflam residue in the soil. It was found that plants of C.
ensiformis and M. pruriens when grown in soil contaminated with up to 40 g ha! showed a
satisfactory growth rate. Lower indaziflam intoxication rates were observed in M. pruriens and
in the consortium C. ensiformis + M. pruriens when they were grown in soil with a bacterial
consortium. Regarding the response of the bioindicator plant (S. bicolor) to the presence of
indaziflam in the soil solution, there were no differences up to the dose of 20 g ha™!, regardless
of the treatment used. However, at a dose of 40 g ha™!, lower rates of intoxication in sorghum
were observed when the bacterial consortium was added to the soil, regardless of the cultivation
of plant species, indicating less residual action of indaziflam. Less residual herbicide action in
the presence of the bacterial consortium was also observed in the soil without cultivation of
plant species and previously cultivated with M. pruriens or C. ensiformis + M. pruriens. It was
concluded that the bacterial consortium associated or not with the cultivation M. pruriens and
C. ensiformis have the capacity for bioremediation of soils contaminated with the herbicide

indaziflam, reducing environmental contamination and intoxication in successor crops.

Keywords: Phytoremediation. Bacteria. Decontamination. Herbicid.
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INTRODUCAO

Ap6s atingir o solo os herbicidas podem seguir diferentes destinos: serem sorvidos,
lixiviados e escoados via superficial, degradados por processo quimico e, ou bioldgicos e serem
absorvidos pelas plantas, podendo também, ocorrer interagao entre 0s respectivos processos
(MANCUSO et al., 2011, CARA et al., 2017).

Alguns desses herbicidas possuem persisténcia elevada no solo, o que € importante para
o controle por um periodo de tempo maior, sem que haja necessidade de outras aplicacdes
(PROCC)PIO et al., 2009). No entanto, a persisténcia prolongada do herbicida no ambiente
pode acarretar danos em plantas sensiveis em sistemas de rotacao de culturas (carryover) ou
culturas intercaladas (DAN et al., 2012), intoxica¢do a organismos ndo alvo (VIEIRA et al.,
2007; LANE et al., 2012; SILVA et al., 2014), lixiviagcdo e contaminacao de dguas subterraneas
(SANTOS et al., 2015), escorrimento superficial (run-off) e subsuperficial (run-in) e
contaminacdo de dguas superficiais (MARCHESAN et al., 2010; OTTO et al., 2012).

Dentre os herbicidas utilizados para o controle de plantas daninhas com periodo residual
longo, tem-se o indaziflam (N-[(1R,25)-2,3-dihydro-2,6-dimethyl-1H-inden-1-yl]-6-[(1R)-1-
fluoroethyl]-1,3,5-riazine-2,4-diamine), pertencente a classe quimica alquilazina
(TOMPKINS, 2010).

Tem como mecanismo de acdo a inibi¢do da biossintese de celulose, que supostamente
acontece na etapa da reticulagdo das microfibrilas de celulose, além da inibi¢do da disposi¢do
dos cristais de celulose na parede celular, prejudicando a sua formacgdo, o alongamento e a
divisdo celular. Com isso, dificilmente o indaziflam ird afetar plantas com folhas
completamente desenvolvidas, visto que ndo ocorre a sintese de celulose e a parede celular ja
se encontra totalmente formada (GUERRA et al., 2013). Possui baixa solubilidade em dgua
(0,0028 kg m™ a 20°C), Koc< 1.000 mL g! de carbono organico, o pKa= 3,5 e o log Kow em
pH 4; 7 ou 9 = 2,8 e meia-vida no solo (t%2) superior a 150 dias (TOMPKINS, 2010).

Em decorréncia dos problemas ambientais e agrondmicos causados pelos herbicidas
com longo periodo residual no solo, tem-se aumentado o interesse por técnicas como a
biorremediacdo, que visam explorar agentes biolégicos para a degradacao e transformacgdo de
poluentes organicos em baixas concentracdes (COLLA et al., 2008), minimizando os efeitos
negativos da presenca desses herbicidas no ambiente.

A biorremediagdo consiste na utiliza¢ao de processo ou atividade bioldgica por meio de

organismos vivos, sejam micro-organismos €, ou plantas, que possuam a capacidade de
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modificar ou decompor determinados poluentes, transformando-os em substincias menos
téxicas ou inertes (JACQUES et al., 2010).

Diversas pesquisas destacaram o potencial de plantas na remediagdo de solos com
herbicidas, técnica conhecida como fitorremediagdo, que consiste no tratamento de dreas
contaminadas com o uso de espécies vegetais com o objetivo de reduzir a concentracdo de
contaminantes a niveis seguros para a saide humana e do ambiente, impedindo ou dificultando
a propagac¢do de substancias nocivas (PILON-SMITS, 2005; BALDANTONI et al., 2014).

A fitorremediacdo associada a bioaumentacdo, ou seja, a introdugcdo de micro-
organismos ou consorcios para acelerar e aumentar a eficiéncia de remog¢ao dos compostos
toxicos in situ (MARTIN-HERNANDEZ et al., 2012), pode promover a descontaminagao do
solo mais rapidamente, tornando a drea apta a receber culturas sensiveis em menos tempo.

Para estudos de quantificacao de herbicidas no solo, o bioensaio é uma ferramenta muito
util na investigacdo da atividade residual de herbicidas no solo, porque € capaz de detectar
concentracdes pequenas, muita das vezes ndo quantificadas por métodos cromatograficos, mas
que sdo capazes de causar toxicidade nas plantas. As vantagens dos bioensaios sdo a sua
simplicidade, versatilidade, alta sensibilidade (NAVAS et al., 2016), possibilidade de detecc¢ao
de baixos niveis de metabdlitos toéxicos que pode ndo ocorrer com métodos quimicos e
habilidade de quantificar apenas a fracao biologicamente ativa do herbicida (SANTOS et al.,
2013).

Contudo, sdo escassas as pesquisas associando fitorremediagdo com a introdugdo de
micro-organismos comprovadamente degradadores de herbicidas no solo. Diante do exposto,
objetivou-se avaliar o potencial de biorremediacdo de solos contaminados com o indaziflam
por consércio bacteriano previamente selecionado, por plantas fitorremediadoras e pela

associacao desses.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecnia da
Universidade Federal de Vigosa em duas etapas, na primeira foram cultivadas espécies vegetais
associadas a adicdo de consorcio bacteriano ao solo por um periodo de 60 dias e na segunda,
avaliou-se o potencial de fitorremediacdo dos tratamentos do primeiro experimento, por meio

de bioensaio com sorgo como espécie indicadora da presenca do herbicida.
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Cultivo de espécies vegetais potencialmente fitorremediadoras em associacd@o com consorcio
bacteriano

Cada unidade experimental correspondeu a vasos com capacidade de 5 dm?, revestidos
com sacos plasticos e preenchidos com Latossolo Vermelho-Amarelo de textura argilosa (58%
de argila, 6% de silte e 36% de areia) coletado na camada de 0 a 20 cm de profundidade em
area sem historico de aplicacdo de herbicidas, no Municipio de Vigosa-MG. A andlise quimica
do solo, apresentou as seguintes caracteristicas: pH (dgua) 4,94; matéria organica 2,02 dag kg
LPeK13,7¢93 mg dm3, respectivamente; Ca, Mg, Al, H + Al e CTC efetiva 2,01; 0,58; 0,0;
4.3 e 2,83 cmolc dm™, respectivamente. O solo foi previamente adubado com 0,144 g dm> de
N, 1,044 g dm™ de P,Ose 0,288 g dm™ de K,0O.

O delineamento experimental adotado foi em blocos casualizados, com quatro
repeticoes. Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 2 x 4 x 5, com dois niveis de
consorcio bacteriano (presenga e auséncia), quatro niveis para espécies vegetais (C. ensiformis,
M. pruriens, C. ensiformis + M. pruriens e auséncia de espécies vegetais) e cinco niveis para
dose do indaziflam (0, 10, 20, 40, 80 g hal).

O solo adubado foi colocado em uma caixa de madeira (1,8 x 0,5 x 0,19 m) revestida
com filme de polietileno e a aplicacdo do indaziflam foi realizada com pulverizador costal,
pressurizado com gas carbonico (CO2), equipado com duas pontas de pulverizacdo tipo leque
TT110 02 espagadas de 0,50 m, com volume de calda de 170 L ha™!. Apés a aplicacdo do
herbicida, o solo foi homogeneizado de modo a incorporar o herbicida no mesmo antes de ser
colocado nos vasos.

A semeadura das espécies potencialmente fitorremediadoras (C. ensiformis, M. pruriens
e C. ensiformis + M. pruriens) selecionadas em experimentos anteriores foi realizada a 5 cm de
profundidade utilizando-se seis sementes por vaso. Decorridos 15 dias da semeadura realizou-
se o desbaste deixando trés plantas da mesma espécie ou duas de cada (cultivo misto) em cada
unidade experimental. A irrigacdo foi realizada diariamente, de modo a manter o solo com
aproximadamente 80 % da capacidade de campo.

O consoércio bacteriano foi formado por cinco isolados identificados como IN4, IN43,
INS50, IN54 e IN59, selecionados em ensaio anterior (Capitulo 3), com base em caracteristicas
como crescimento inicial rdpido, densidade Optica acima de 0,4 e degradacdo do herbicida
indaziflam. Estes foram cultivados separadamente em meio caldo nutriente (1,0 L dgua; 2,0 g
Na;HPOg; 3,0 g NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por aproximadamente 10
horas a 30°C e 150 rpm até densidade 6ptica de 0,6. O meio foi submetido a centrifugacdo (5000

rpm, 5 min e 4°C) e as células bacterianas suspendidas em solu¢do salina (NaCl 0,85%). O
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consorcio foi adicionado ao solo aos sete dias apds o semeio das espécies vegetais, pipetando-
se volumes de trés mL de solucdo de cada um dos cinco isolados de modo a garantir igual
quantidade de unidades formadoras de coldnia (UFC mL™) de cada espécie, totalizando 15 mL
de solucdo e inoculagio de 4,5 x 10* UFC g! de solo.

Aos 15, 30, 45 e 60 dias apds a semeadura (DAS), foram realizadas avaliagcdes visuais
de intoxicagdo nas plantas, utilizando escala de 0 a 100%, sendo zero para auséncia de sintomas
e 100 para a morte das plantas. As espécies vegetais foram cultivadas por 60 DAS, quando
foram realizadas avaliacdes de drea foliar e matéria seca da parte aérea e das raizes e volume
de rafzes. Para determinacdo da drea foliar (AF - cm?/vaso) foi utilizado um medidor de drea
foliar LI-3100.

ApOs a retirada da parte aérea, o solo contido nos vasos foi destorroado de modo a nao
afetar as raizes, as quais foram, posteriormente lavadas com dgua corrente e submetidas ao
processo de medi¢do de raizes (VR - cm?/vaso) pelo método do volume de d4gua deslocado em
proveta graduada (CARRIGAN; FREY, 1980). Apds a determinagdo do VR, as raizes e a parte
aérea das plantas foram colocadas separadamente, em sacos de papel e levadas a estufa com
circulacao forcada de ar (70 + 2 °C) até atingir peso constante para posterior determinagdo da
massa da matéria seca (g/vaso).

Para a comparacdo entre as diferentes espécies, que apresentam caracteristicas
morfoldgicas distintas, os dados de matéria seca da parte aérea e das raizes, drea foliar e volume
de raizes foram transformados em um indice em relacdo a testemunha de cada espécie (sem
herbicida), que recebeu valor igual a 1 (um).

Bioensaio

Amostras homogeneizadas de solo de cada unidade experimental coletado dos vasos,
ap6s a colheita das plantas, foram colocadas em vasos com capacidade de 0,3 dm?, revestidos
com sacos pldsticos. Posteriormente foram semeadas dez sementes da espécie bioindicadora
Sorghum bicolor ( BRAGA, 2017), deixando-se, apds desbaste, seis plantas por vaso.

Aos 14 e 21 DAS foram realizadas avaliagdes visuais de intoxica¢do nas plantas de
sorgo, utilizando escala de 0 a 100%, sendo zero para auséncia de sintomas e 100 para a morte
das plantas. Aos 21 DAS as plantas foram colhidas e avaliadas quanto a massa de matéria seca
da parte aérea e das raizes e volume de raizes. A massa da matéria seca da parte aérea e das
raizes das plantas foi obtida por meio de pesagem do material colhido, seco em estufa de
circulacdo forgada (70 + 2 °C) até atingir peso constante e o volume de raizes (VR - cm?/vaso)
foi determinado pelo método do volume de dgua deslocado em proveta graduada (CARRIGAN;

FREY, 1980).
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Analise estatistica dos dados obtidos

Os dados foram submetidos a andlise de variincia e de regressdo. Para os fatores
qualitativos, utilizou-se o teste de Tukey, a 5% de significancia, e para o fator quantitativo,
utilizou-se a regressdo. Os modelos foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes
de regressdo, utilizando-se o teste “t” a 5% de probabilidade, no coeficiente de determinacdo e
no comportamento do fendmeno em estudo. Independentemente da interacdo de maior grau ser
ou ndo significativa optou-se pelo desdobramento da mesma, devido a interagdo em estudo. A
partir das equagdes estabeleceu-se o Cso, dose necesséria do indaziflam para reducdo de 50%
das caracteristicas de intoxicagdo, area foliar, matéria seca da parte aérea, das raizes e volume

das raizes.

RESULTADOS

Cultivo de espécies vegetais potencialmente fitorremediadoras em associacdo com consorcio
bacteriano

No desdobramento dos fatores espécies vegetais e adi¢cao do consércio bacteriano dentro
de cada dose de indaziflam para a varidvel intoxicagdo das plantas C. ensiformis, M. pruriens e
C. ensiformis + M. pruriens aos 15, 30, 45 e 60 dias apos a semeadura (DAS) (Tabela 1),
verifica-se maior tolerancia da M. pruriens ao indaziflam, constatada pelos menores indices de
intoxicacdo nas doses de 10 e 20 g ha! em relacdo ao C. ensiformis e ao cultivo simultineo das
respectivas espécies, independente do tratamento de inoculagao com o consdércio bacteriano.

Na dose de 40 g ha! de indaziflam, verifica-se que aos 15 DAS nio hd diferenca na
intoxicacdo em relacdo a presencga e auséncia do consorcio bacteriano. Entretanto, a partir dos
30 DAS, no cultivo simultaneo entre C. ensiformis + M. pruriens e aos 60 DAS para o cultivo
de M. pruriens, constata-se menores indices de intoxicacdo quando se realizou a inoculacao do
consoércio bacteriano ao solo (Tabela 1).

Verificou-se que na dose de 80 g ha', ndo houve diferengas contrastantes entre as
espécies e a adi¢do do consorcio bacteriano, em razdo dos altos indices de intoxicacdo em
funcdo da dose elevada do herbicida (Tabela 1), correspondente a dose comercial recomendada

em bula (MAPA, 2019).
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Tabela 1 — Intoxicacao (%) nos diferentes cultivos com cinco doses do herbicida indaziflam, com ou sem inocula¢do do consércio bacteriano, aos

15, 30, 45 e 60 dias apds a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha™!)

0 10 20 40 80
Cultivo Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
15 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 0,0Aa 31,7Ab 295Ab 66,2Ab 66,2 Ab 82,0Aa 81,5Ab 90,7Aa 90,7 Aa
M. pruriens 0,0Aa 0,0Aa 41,2Aa 31,5Bab 70,0 Aab 71,7 Aab 87,0Aa 89,0Aa 932Aa 91,5Aa
C. ensiformis+M. pruriens 0,0 Aa 0,0Aa 38,0Aa 37,5Aa 725Aa 762Aa 832Aa 875Aab 87,7Aa 920 Aa
CV (%) 6,41
30 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 0,0Aa 412Aa 355Aa 562Aa 575Aa 69,0Aa 72,0Ab 86,2 Aa 83,7 Aab
M. pruriens 0,0Aa 0,0Aa 162Ab 20,0Ab 250Ac 275Ac 66,2Aa 662Ab 830Aa 77,5Ab
C. ensiformis+M. pruriens 0,0 Aa 0,0 Aa 46,2Aa 375Ba 350Ab 40,0Ab 662Ba 795Aa 855Aa 852Aa
CV (%) 9,52
45 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 0,0Aa 405Aa 33, 7Bb 57,2Aa 56,2Aa 70,0Aa 72,0Aa 85,0Aa 81,5 Aab
M. pruriens 0,0Aa 0,0Aa 150Bb 275Ab 30,0Ac 325Ab 68,5Aa 63,7Ab 87,0Aa 76,5Bb
C. ensiformis+M. pruriens 0,0 Aa 0,0 Aa 46,2 Aa 42,5Aa 45;7Ab 50,5Aa 675Ba 755Aa 857Aa 86,0Aa
CV (%) 9,58
60 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 0,0Aa 312Aa 312Aa 492Aa 450Aa 63,7Aa 57,5Bb 86,0Aa 80,7 Aab
M. pruriens 0,0Aa 0,0Aa 11,2Ab 11,2Ab 292Ab 29,5Ab 40,7Bb 49,5Ac 83,7Aa 76,2Bb
C. ensiformis+M. pruriens 0,0 Aa 0,0Aa 37,5Aa 36,2Aa 455Aa 46,0Aa 432Bb 83,7Aa 840Aa 86,7 Aa
CV (%) 9,41

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na linha e mindscula na coluna para cada dose, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade



72

Na Tabela 2 estdo apresentados os desdobramentos das doses do indaziflam sobre a
intoxicacdo dos cultivos com ou sem inoculacdo do consoércio bacteriano aos 15, 30, 45 e 60
DAS. Aos 15 DAS, para os cultivos C. ensiformis e M. pruriens, com ou sem inoculacio, foram
ajustadas equacdes pelo modelo de regressao linear segmentado com platé (RLP), com a dose
demandada para a estabilizacdo da intoxica¢do nos cultivos variando entre 25,15 a 26,36 g ha’
I com indices entre 86,12 ¢ 90,25% e Cso bem estavel entre os tratamentos, com doses entre
135e155¢ ha'l.

Aos 60 DAS, verifica-se reducao dos indices de intoxicag@o nas plantas cultivadas em
relacdo as avaliagdes anteriores (Tabela 2), em que o cultivo C. ensiformis, com e sem
inoculacdo, demandaram 26,5 e 30,0 g ha! de indaziflam para atingirem indice de 50% de
intoxicacgdo (Cso), respectivamente. Para a M. pruriens, houve incremento linear da intoxicagao,
com elevacdo de 1,01 e 0,94% por grama do indaziflam e Cso de 47 e 45,5 g ha’!, com e sem
adicao do consoércio bacteriano, respectivamente, evidenciando maior tolerancia ao herbicida
em relacdo ao C. ensiformis, cujos indices de elevagao na intoxicacao foram superiores a 1,34%
por grama do herbicida.

Para o cultivo simultaneo C. ensiformis + M. pruriens, ndo se verificou efeito de doses
sobre a intoxicacdo das plantas quando se realizou a inoculacdo com consoércio bacteriano,
obtendo média de intoxicacdo de 42,50%, o que permite inferir que o Cso € superior a dose
méxima, de 80 g ha!, diferente do comportamento observado para o cultivo sem inoculagio,

que foi ajustado pelo modelo quadratico, com Cso de 19 g ha'! (Tabela 1).
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Tabela 2 — Equacdes de regressdo ajustadas da intoxicagcdo aos 15, 30, 45 e 60 dias apds a
semeadura (DAS), nos diferentes cultivos, com ou sem inoculacdo (Inoc) do consércio

bacteriano e as doses necessdrias para atingir 50% de intoxicac¢do (Cso)

Cultivo Inoc Equacdes ajustadas Intervalo Cso
15 DAS
C. ensiformis Com Y=-0,458+3,312D' 0<D<2621 15,5
¥,=86,37° 26,21 <D <80
C. ensiformis Sem Y=-1,208+3,312D 0<D<26,36 15,5
Y2=86,12 26,36 <D <80
M. pruriens Com Y =2,083+3,500D 0<D<2515 13,5
Y2=90,12 25,15<D <80
M. pruriens Sem Y=-1,458+3,587D 0<D<2556 14,5
¥»=90,25 25,56 <D <80
C. ensiformis + M. pruriens Com Y=5,561+3,352*D-0,029*D? R2=0,9521 15,5
C. ensiformis + M. pruriens Sem Y =4,938+3,544*D-0,030*D? R2=0,9536 14,5
30 DAS
C. ensiformis Com Y=4,375+2,812D 0<D<26,04 16,0
Y,=77,62 26,04 <D <80
C. ensiformis Sem Y=2,250+2,875D 0<D<26,30 16,5
Y,=77,87 26,30 <D <80
M. pruriens Com Yi=-1,750+1,636D 0<D<51,81 31,5
¥2=83,00 51,81<D <380
M. pruriens Sem Y=0,250+1,611D 0<D <4796 31,0
¥,=77,50 47,96 <D < 80
C. ensiformis + M. pruriens ~ Com Y=46,60
C. ensiformis + M. pruriens Sem \A(1=3,129+2,681>“D—O,O2O*D2 R2= 10,9630 20,5
45 DAS
C. ensiformis Com Y=3,953+2,862D 0<D<25,69 16,0
¥,=77,50 25,69<D <80
C. ensiformis Sem Y=1,875+2,812D 0<D<26,62 17,0
¥,=76,75 26,62<D <80
M. pruriens Com Y=6,8375+1,108**D 2=0,9197 39,0
M. pruriens Sem \?1=13,143+0,896*D 2= 0,8675 41,5
C. ensiformis + M. pruriens Com Y1=9,680+2,227°D—O,016E’D2 R2=0,9070 21,5
C. ensiformis + M. pruriens ~ Sem Y;=-0,295+15,010%*D!2-0,585°D R2=0,9905 16,0
60 DAS
C. ensiformis Com Y,=9,600+1,512D 0<D<50,52 26,5
¥>=86,00 50,52<D <380
C. ensiformis Sem Y;=10,000+1,339D 0<D<52,82 30,0
¥,=80,75 52,82<D <380
M. pruriens Com Y =2,4187+1,0193**D 2=0,9868 47,0
M. pruriens Sem Y 1=4,8937+0,9468**D 2= 0,9649 47,5
C. ensiformis + M. pruriens  Com Y=42,50
C. ensiformis + M. pruriens Sem Y1=2,3O7+2,947**D—0,023*D2 R2=0,9831 19,0

*k k0 Pe™ significativo a 1, 5, 10, 15 % e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste t

'Y= a + bx descreve uma reta crescente ou decrescente até um determinado valor d (valor que
encontra as retas) da curva que € o plato de resposta no intervalo 0 <D < d;
2 Y,= uma constante, no intervalo d < D < 80,00
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Os desdobramentos das espécies cultivadas e da adi¢dao do consoércio bacteriano dentro
de cada dose de indaziflam para as varidveis area foliar (AF), massa da matéria seca da parte
aérea (MSPA), matéria seca das raizes (MSR) e volume das raizes (VR) aos 60 DAS estdo
representados na Tabela 3. Verifica-se que na dose 10 g ha™! de indaziflam, maior indice para
varidvel AF foi observado no cultivo simultineo entre C. ensiformis e M. pruriens, com
inoculagdo do consdrcio bacteriano, enquanto que para as demais varidveis, nao houve variagao.
Entretanto, na dose de 20 g ha! de indaziflam, maior indice para a varidvel MSR foi observado
quando se realizou inoculagdo do consércio bacteriano no cultivo simultineo entre C.
ensiformis + M. pruriens.

Na dose de 40 g ha!, também no cultivo simultineo entre C. ensiformis + M. pruriens,
maiores indices foram verificados nos tratamentos com inoculac¢do do consoércio bacteriano para
as varidveis AF e VR (Tabela 3), com incremento de 74% e 135%, respectivamente, em relacdo
ao tratamento sem inoculacdo do consércio bacteriano. Também, na dose de 80 g ha'l, foi
verificado incremento na ordem de 123 % quando se adicionou o consorcio bacteriano para a
varidvel volume de raizes no cultivo simultaneo de C. ensiformis + M. pruriens.

Quando se compara as espécies dentro de cada dose e dos sistemas com e sem adi¢ao
do consorcio bacteriano, constata-se que com a adi¢do do consércio bacteriano maiores indices
foram verificados para C. ensiformis e C. ensiformis + M. pruriens para as varidveis
relacionadas as raizes (MSR e VR) e para C. ensiformis + M. pruriens para area foliar na dose
de 40 g ha'!, enquanto na dose de 80 g ha'! verifica-se maior volume de raizes para o cultivo
simultaneo C. ensiformis + M. pruriens, ressaltando que os indices alcancados para volume de
raizes foram maiores do que a testemunha (0,0 g ha™') em todas as doses avaliadas. Quando nio
se adicionou o consdrcio bacteriano, maiores indices foram constatados para C. ensiformis para
as varidveis AF, MSPA, MSR e VR na dose de 40 g ha'! e MSR na dose de 80 g ha! de

indaziflam.
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Tabela 3 —Indices em relacdo 4 testemunha para as varidveis drea foliar (AF), massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e

volume das raizes (VR), em difrentes cultivos com cinco doses do herbicida indaziflam, com ou sem inoculag¢do do consoércio bacteriano, aos 60

dias apds a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha™!)

0 10 20 40 80
Cultivo Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
Area foliar (cm?/vaso)
C. ensiformis 1,00 (6795) Aa 1,00 (7378) Aa 0,69 Aa 0,78Aa 056Aa 053Aa 049Aab 049 Aa 0722Aa 0,31 Aa
M. pruriens 1,00 (8110) Aa 1,00 (10467)Aa 0,74 Aa 0,64 Aab 0,60 Aa 0,53Aa 036Ab 029Ab 0,14 Aa 0,25 Aa
C. ensiformis+M. pruriens 1,00 (7563) Aa 1,00 (9440) Aa 0,74 Aa 059Bb 0,66 Aa 058Aa 054Aa 031Bb 0,24 Aa 0,19 Aa
CV (%) 14,99
Massa da matéria seca da parte aérea (g/vaso)
C. ensiformis 1,00 (52,42) Aa 1,00 (53,10) Aa 0,70Aa 0,81 Aa 0,55Aa 0,55Aa 043Aa 044Aa 0,22Aa 0,29 Aa
M. pruriens 1,00 (38,95) Aa 1,00 (45,27) Aa 0,82 Aa 0,71 Aa 0,69Aa 0,60Aa 035Aa 0,27Ab 0,14 Aa 0,25 Aa
C. ensiformis+M. pruriens 1,00 (49,21) Aa 1,00 (53,40) Aa 0,74 Aa 0,77 Aa 0,66 Aa 0,58 Aa 047 Aa 0,37 Aab 0,25 Aa 0,16 Aa
CV (%) 16,29
Matéria seca da raiz (g/vaso)
C. ensiformis 1,00 (5,74) Aa 1,00 (5,66) Aa 1,05Aa 1,05Aa 1,18Aa 1,23 Aa 1,08Aa 1,00Aa 0,54 Aa 0,80 Aa
M. pruriens 1,00 (8,89) Aa 1,00 (8,48) Aa 0,77Aa 098Aa 1,17Aa 096 Aab 037Ab 0,39 Ab 0,22Aa 045 Aab
C. ensiformis+M. pruriens 1,00 (9,35) Aa 1,00 (10,6) Aa 0,86 Aa 1,01 Aa 1,10Aa 0,70Bb 0,80Aa 0,50Ab 0,45 Aa 0,31 Ab
CV (%) 27,02
Volume de raiz (cm?/vaso)
C. ensiformis 1,00 (34,75) Aa 1,00 (45,00) Aa 093 Aa 123 Aa 1,16 Aa 1,08Aa 1,58Aa 1,62Aa 0,81 Aab 1,02 Aa
M. pruriens 1,00 (63,75) Aa 1,00 (68,25) Aa 123 Aa 1,15Aa 1,28Aa 1,11Aa 086Ab 0,55Ab 0,29 Ab 0,49 Aa
C. ensiformis+M. pruriens 1,00 (50,75) Aa 1,00 (58,75) Aa 1,20 Aa 1,18 Aa 1,46 Aa 1,12 Aa 1,86 Aa 0,79Bb 1,07 Aa 0,48 Ba
CV (%) 38,66

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na linha e mintscula na coluna para cada dose, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Niimeros entre parénteses referem-se aos valores reais observados para cada varidvel, na dose 0,0 g ha ! de

indaziflam.
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As doses do indaziflam sobre as espécies cultivadas, com ou sem inoculacdo do
consorcio bacteriano para as varidveis AF, MSPA, MSR e VR estdo apresentados na Tabela 4.
Nio se verificou efeito do aumento da dose de indaziflam, com Y=média, para as varidveis drea
foliar, para C. ensiformis com e sem adi¢do do consoércio bacteriano, MSPA para C. ensiformis
sem adicdo do consoércio bacteriano, MSR na M. pruriens sem adi¢do e C. ensiformis + M.
pruriens com adi¢do do consdrcio bacteriano.

A medida que se aumentou a dose do indaziflam, houve reducio nos indices para as
varidveis AF e MSPA nas espécies M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens independente da
adicao do consércio bacteriano, MSPA para C. ensiformis e MSR para M. pruriens, ambas com
inoculac@o e MSR para o cultivo simultaneo C. ensiformis + M. pruriens e VR para M. pruriens
sem adicao do consodrcio bacteriano, evidenciados pelas equagdes lineares ou quadraticas com
o parametro f; negativo (Tabela 4).

Houve estimulo no crescimento proporcionado pelo aumento de pelo menos uma das
doses do indaziflam, com posterior decréscimo, para as varidveis MSR e VR para C. ensiformis,
VR no cultivo simultaneo C. ensiformis + M. pruriens, com e sem adi¢do do consércio
bacteriano ao solo e na M. pruriens com adicdo do consorcio bacteriano, evidenciados pela
equacdes raiz quadraticas ou quadraticas com o parametro f; positivo (Tabela 4), embora, taxas
de incrementos mais pronunciadas foram evidenciadas na varidvel VR com adi¢do do consércio
bacteriano, independente da espécie vegetal, conforme também pode ser verificado na Tabela
3.

Nas avaliacdes das varidveis AF e MSPA, o cultivo mais tolerante, com maior Cso, foi
o cultivo C. ensiformis + M. pruriens com adicdo do consorcio bacteriano, enquanto para MSR
destacou-se o cultivo de C. ensiformis independente da inocula¢do do consércio bacteriano e,
para VR o cultivo de C. ensiformis independente da inoculacdo e C. ensiformis + M. pruriens

com adi¢@o do consoércio bacteriano (Tabela 4).
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Tabela 4 - Equagdes de regressdo ajustadas dos indices em relacdo a testemunha de drea foliar
(AF), massa de matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e volume das raizes
(VR), aos 60 dias ap6s a semeadura (DAS), nos diferentes cultivos com cinco doses do
herbicida indaziflam, com ou sem inoculacdo (Inoc) do consércio bacteriano e valores de C50
que representam a dose de indaziflam necessdria para reduzir o indice das respectivas varidveis

em 50%

Cultivo Inoc Equacdes ajustadas R’ Cso
AF
C. ensiformis Com Y=0,592
C. ensiformis Sem Y=0,622
M. pruriens Com Y1=0,975-0,021**D+0,0001*D?>  0,9949 26,5
M. pruriens Sem Y1=0,952-0,025%D+0,0002*D>  0,9748 23,5
C. ensiformis+ M. pruriens Com Y1=0,895-0,008**D 0,9305 56,0
C. ensiformis+ M. pruriens Sem Y1=0,931-0,023*D+0,0001°D? 0,9387 22,5
MSPA

C. ensiformis Com Y1=0,999-0,105**D"?+0,002°D  0,9978 28,0
C. ensiformis Sem Y=0,620
M. pruriens Com Yi=1,014-0,020**D+0,0001*D?>  0,9936 30,0
M. pruriens Sem Y1=0,991-0,025**D+0,0002*D> 0,9901 24,5

C. ensiformis+ M. pruriens Com Y=0,960-0,017*D+0,0001°D? 0,9816 35,0
C. ensiformis+ M. pruriens Sem Y;=0,984-0,021**D+0,0001**D?> 0,9964 26,5

MSR
C. ensiformis Com Y1=0,994+0,011*D-0,0002*D>  0,9825 >80
C. ensiformis Sem Y¥1=0,989+0,080°D?-0,011°D  0,7792 >80
M. pruriens Com Yi=1,024-0,010*D 0,6867 50,5

M. pruriens Sem Y=0,759
C. ensiformis+ M. pruriens Com Y=0,841
C. ensiformis+ M. pruriens Sem Y1=1,057-0,017*D+0,00009°D>  0,9500 40,0

VR
C. ensiformis Com Y1=0,847+0,028°D-0,0003°D> 0,7444 >80
C. ensiformis Sem  Y1=0,950+0,024°D-0,0003°D? 0,6497 >80
M. pruriens Com Y1=1,005+0,166*D"2-0,027*D  0,9766 70,0
M. pruriens Sem Yi=1,115-0,008*D 0,7275 70,0

C. ensiformis+ M. pruriens Com Y 1=0,922+0,040*D-0,0004*D? 0,9467 >80
C. ensiformis+ M. pruriens Sem Y1=1,021+0,089°D2-0,017*D 0,9475 75,5
*k k0o e™gignificativoa 1, 5, 10, 15 % e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste t

Bioensaio
Na tabela 5, estdo apresentados dados relativos aos desdobramentos dos fatores espécies
cultivadas e adi¢do do consoércio bacteriano dentro de cada dose de indaziflam no ensaio

bioldgico para a varidvel intoxicacdo de plantas aos 14 e 21 dias apds a semeadura (DAS),
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visando a detec¢do de residuo de indaziflam pela planta indicadora (sorgo). Verifica-se que até
a dose de 20 g ha! de indaziflam, ndo se detectou, visualmente, intoxicacdo nas plantas de
sorgo, independente do cultivo de espécies vegetais e/ou presenca e auséncia do consorcio
bacteriano, o que se deve a dose baixa do herbicida, associada ao espaco de tempo de 60 dias
entre a aplicacdo do herbicida e o inicio da conducdo do bioensaio.

Na dose de 40 g ha’!, foram observados menores indices de intoxicagdo no sorgo nas
avaliacdes aos 14 e 21 DAS, quando se adicionou o consércio bacteriano ao solo, independente
do cultivo de espécies vegetais, indicando menor a¢do residual do indaziflam (Tabela 5). Na
dose de 80 g ha'! de indaziflam ndo houve diferenca da inoculagio sobre a intoxicag¢do das
plantas, independente do cultivo de espécies vegetais.

Quando se compara as espécies dentro de cada dose e dos sistemas com e sem adi¢do
do consdrcio bacteriano, constata-se que com a adi¢do do consodrcio bacteriano, menores indices
de intoxicacdo foram verificados no solo sem cultivo de espécies vegetais aos 14 DAS e
cultivado com C. ensiformis + M. pruriens e sem cultivo de espécies vegetais aos 21 DAS na
dose de 40 g ha'!, enquanto na dose de 80 g ha! nio hd diferenca entre as espécies vegetais,
independente da inoculagdo do consorcio. Quando nio se adicionou o consorcio bacteriano,
menores indices foram constatados para M. pruriens e sem cultivo de espécies vegetais aos 14
e 21 DAS na dose de 40 g ha' e C. ensiformis, M. pruriens e sem cultivo de espécies vegetais

na dose de 80 g ha™! de indaziflam (Tabela 5).
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Tabela 5 — Intoxicagdo do sorgo (%) nos diferentes cultivos com cinco doses do herbicida indaziflam, com ou sem inoculagdo do consdércio

bacteriano, aos 14 e 21 dias apds a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha ™)

0 10 20 40 80
Cultivo Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
14 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 40,0Bb 575Aa 90,0Aa 91,5 Aa
M. pruriens 0,0Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 450Ba 525Ab 91,7Aa 91,7 Aa
C. ensiformis+ M. pruriens 0,0 Aa 0,0Aa 00Aa 00Aa 0,0Aa 00Aa 41,5Bab 575Aa 94,0Aa 93,7 Aa
Sem cultivo 0,0Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 275Bc 5000Ab 91,2Aa 90,0 Aa
CV (%) 7,95
21 DAS
C. ensiformis 0,0Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 0,0Aa 38,7Ba 537Aa 882Aa 857Ab
M. pruriens 0,0Aa 00Aa 0,0Aa 0,0Aa 00Aa 0,0Aa 37,5Bab 52,5Aab 90,7 Aa 87,0 Aab
C. ensiformis+ M. pruriens 0,0 Aa 0,0Aa 0,0Aa 00Aa 0,0Aa 00Aa 32,5Bbc 562Aa 92,0Aa 912Aa
Sem cultivo 0,0Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 00Aa 275Bc 475Ab 882Aa 84,7Ab
CV (%) 10,82

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na linha e mindscula na coluna para cada dose, pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade
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Nos desdobramentos das doses do indaziflam dentro dos fatores espécies cultivadas e
com ou sem inocula¢cdo do consdrcio bacteriano para a varidvel intoxicacdo aos 14 e 21 DAS
do sorgo (Tabela 6), verifica-se incremento exponencial para intoxica¢c@o nas plantas de sorgo
a partir da dose de 20 g ha'!, com indices madximos na dose de 80 g ha™!, com pouca variag¢io
no indices de Cso, que variou entre 40, 5 e 46,5 aos 14 DAS e entre 37,5 e 43,5 aos 21 DAS,
embora possa ser constatado na ultima avaliacdo, que com a adi¢do do consércio bacteriano
houve necessidade de doses mais elevadas para alcancar o Cs0 nos solos cultivados com M.
pruriens, C. ensiformis + M. pruriens e sem cultivo prévio, indicando menor a¢ao residual nos

respectivos solos.

Tabela 6 — Equacdes de regressao ajustadas da intoxicagdo aos 14 e 21 dias apds a semeadura
(DAS), nos diferentes cultivos com cinco doses do herbicida indaziflam, com ou sem
inoculacdo do consdércio bacteriano e valores de Cso, que representam a dose de indaziflam

necessdria para promover 50% de intoxicagdo nas plantas de sorgo.

Cultivo Inoc Equacdes ajustadas R’/ Cso

14 DAS
C. ensiformis Com ?1=91,05/(1+€Xp(4,93—0,11D)) 0,999 46,5
C. ensiformis Sem Y1=91,50/(1+exp(9,28—0,24D)) 0,999 40,0
M. pruriens Com Y1=91,79/(1+exp(7,73—0,19D)) 0,999 41,5
M. pruriens Sem Y1=91,75/(1+exp(9,33—0,24D)) 0,999 40,0

C. ensiformis+ M. pruriens Com  Y1=94,00/(1+exp(15,78-0,38D)) 0,999 42,0
C. ensiformis+ M. pruriens Sem  ¥1=93,75/(1+exp(9,41-0,24D)) 0,999 40,0

Sem cultivo Com Y1=91,24/(1+exp(20,00—0,47D)) 0,999 43,0

Sem cultivo Sem  Y1=89,99/( 1+exp(20,00-0,50D)) 0,999 40,5
21 DAS

C. ensiformis Com Y1=88,75/(1+exp(5,70—0,16D)) 0,999 37,5

C. ensiformis Sem Y1=85,75/(1+exp(13,34—0,34D)) 0,999 40,0

M. pruriens Com Y1=9O,83/(1+exp(7,67—0,18D)) 0,999 435

M. pruriens Sem Y1=87,00/(1+exp(14,25—0,36D)) 0,999 40,5

C. ensiformis+ M. pruriens Com Y1:91,99/(1+exp(17,47—0,42D)) 0,999 42,0
C. ensiformis+ M. pruriens Sem Y1:91,25/(1+exp(8,38—0,22D)) 0,999 39,0
Sem cultivo Com Y 1=88,24/( 1+exp(20,00-0,48D)) 0,999 425
Sem cultivo Sem Y 1=84,74/( 1+exp(20,00-0,50D)) 0,999 41,0
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Nos desdobramentos dos fatores espécies cultivadas e adi¢do do consércio bacteriano
dentro de cada dose de indaziflam para as varidveis MSPA, MSR e VR do sorgo aos 21 DAS
(Tabela 7), ao se comparar a adicdo do consodrcio bacteriano dentro de cada nivel do cultivo de
espécies vegetais, verifica-se que quando o solo foi mantido sem cultivo, a adicao do consércio
bacteriano resultou em redu¢do na taxa de acimulo de MSPA nas dose de 0,0, 10e 20 g ha! de
indaziflam, MSR na dose de 10 g ha! e, também, o VR na dose de 0,0 g ha’!, indicando efeito
inibitdrio do crescimento do sorgo com adi¢@o do consércio bacteriano.

Entretanto, na dose de 40 g ha!, a partir da qual se observou intoxicagio nas plantas de
sorgo (Tabela 5) e também das plantas de C. ensiformis e M. pruriens cultivadas no primeiro
ensaio (Tabela 1), somente detectou-se efeito da adicdo do consércio bacteriano no solo sem
cultivo para a varidvel MSPA, com maior indice no tratamento com inoculagdo do consorcio.
Na dose de 80 g ha™!, praticamente nio houve crescimento de plantas em todos os tratamentos,
com isso0, ndo houve diferenca para nenhuma das varidveis.

No desdobramento do sistema de cultivo dentro de cada dose do herbicida e nos sistemas
com e sem adicao do consorcio bacteriano (Tabela 7), verifica-se que quando nao se inoculou
o consorcio bacteriano, maiores taxas de acimulo de MSPA do sorgo foram constatadas quando
o solo foi mantido sem espécies vegetais até a dose de 40 g ha!. Ainda no solo sem inoculac?o,
verificou-se maiores taxas de MSR nas doses de 10 e 20 g ha! e VR nas doses de 0,0 10 g ha"
!. Na presenca do consércio bacteriano, também se constata maiores taxas de crescimento do
sorgo quando o solo foi mantido sem cultivo prévio na dose de 10 g ha™..

Menores indices de crescimento do sorgo nos solos com cultivo anterior de C.
ensiformis, M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens, especialmente, nas doses mais baixas do
indaziflam, sugerem efeito inibitério do crescimento do sorgo devido a um possivel efeito

alelopadtico das espécies vegetais.
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Tabela 7 — Matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes (MSR) e volume das raizes (VR) do sorgo, nos diferentes cultivos com cinco doses do

herbicida indaziflam, com ou sem inoculacdo do consércio bacteriano, aos 21 dias apds a semeadura (DAS)

Dose do indaziflam (g ha ™)

0 10 20 40 80
Cultivo Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem Com Sem
MSPA (g/vaso)
C. ensiformis 1,86 Aa 168 Ab 1,36Bb 1,73 Ab 127Bb 1,88 Ab 0,90 Ab 0,71 Ab 0,17 Aa 0,19 Aa
M. pruriens 1,69 Aab 1,76 Ab 143Bb 1,84 Ab 146Ab 1,63Ab 093 Ab 1,01 Ab 0,14 Aa 0,17 Aa
C. ensiformis+ M. pruriens 145Ab 1,72Ab 1,37Bb 1,86 Ab 1,58 Ab 1,83 Ab 0,97 Ab 0,83 Ab 0,13 Aa 0,14 Aa
Sem cultivo 1,82Bab 3,20Aa 2,52Ba 3,08Aa 229Ba 3,05Aa 1,65Aa 141Ba 0,18 Aa 0,22 Aa
CV (%) 14,96
MSR (g/vaso)
C. ensiformis 293 Aa  1,66Ba 1,34Aa 148 Ab 129 Ab 1,70 Aab 0,82 Aa 0,52 Aa 0,19 Aa 0,25 Aa
M. pruriens 1,43Ab 191 Aa 124Aa 205Ab 1,16 Ab 1,63 Aab 1,00Aa 0,71 Aa 0,17 Aa 0,16 Aa
C. ensiformis+ M. pruriens 2,30 Aab 188 Aa 1,61 Aa 1,71 Ab 1,63 Aab 1,04 Ab 0,76 Aa 0,66 Aa 0,22 Aa 0,18 Aa
Sem cultivo 1,54Ab 2,19Aa 206Ba 398Aa 268Aa 235Aa 149 Aa 091 Aa 030Aa 0,25 Aa
CV (%) 50,66
VR (cm?/vaso)

C. ensiformis 222 Aa  122Bb 122Ab 120Ab 145Aa 13,7Aa 105Aa 625Aa 2,75Aa 2,5Aa
M. pruriens 17,0 Aab 13,7 Aab 12,5Ab 132Ab 1625Aa 13,5Aa 12,0Aa 10,0 Aa 2,25 Aa 2,25 Aa
C. ensiformis+ M. pruriens 18,0 Aa 15,0 Aab 142 Ab 10,5Ab 17,0Aa 11,0Ba 11,2Aa 7,0Aa 2,25Aa 1,50 Aa
Sem cultivo 11,7Bb 182 Aa 20,0Aa 21,7Aa 185Aa 16,0Aa 13,7Aa 11,2 Aa 4,00Aa 2,75 Aa
CV (%) 26,45

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na linha e mindscula na coluna para cada dose, pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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Na Tabela 8, estdo apresentados os desdobramentos das doses do indaziflam dentro dos
fatores espécies cultivadas e inoculacao de consorcio bacteriano para as varidveis MSPA, MSR
e VR de sorgo, no bioensaio. Verifica-se que quando se realizou o cultivo das espécies C.
ensiformis, M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens, independente da inoculacdo com
consorcio bacteriano no solo sem cultivo e sem adigdo do consércio bacteriano, houve
decréscimo para as varidveis MSPA, MSR e VR com o aumento da dose do herbicida,
evidenciado pelos valores negativos do ff7 das equacdes lineares e quadréticas ajustadas (Tabela
8).

Entretanto, quando o solo foi mantido sem cultivo e com inoculacdo do consdrcio
bacteriano, no primeiro ensaio, houve incremento no crescimento do sorgo com o aumento da
dose do indaziflam e posterior decréscimo, evidenciado pelos valores positivos do f; e
negativos do 2 nas equagdes ajustadas pela modelo raiz quadrética, fato que resultou em
maiores indices de Cso para as varidveis MSPA, MSR e VR (Tabela 8), indicando potencial do
consorcio bacteriano na degradacdo do indaziflam.

Ao se comparar o Cso entre as espécies vegetais, verifica-se necessidade de doses mais
elevadas para reduzir 50% das varidveis MSPA, MSR e VR quando se faz o cultivo prévio de
M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens em relagcdo ao cultivo da C. ensiformis, independente

da inoculacao do consorcio bacteriano.
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Tabela 8 - Equacdes de regressdo ajustadas da matéria seca da parte aérea (MSPA), das raizes
(MSR) e volume das raizes (VR), aos 21 dias apds a semeadura (DAS), nos diferentes cultivos
com cinco doses do herbicida indaziflam, com ou sem inoculacdo (Inoc) do consércio
bacteriano e valores de Cso que representam a dose de indaziflam necessdria para reduzir o

indice das respectivas varidveis em 50%

Cultivo Inoc Equagoes ajustadas R?/r? Cso
MSPA
C. ensiformis Com Yi=1,702-0,019**D 0,9701 44,5
C. ensiformis Sem Y=1,891-0,021*D 0,8534 45,0
M. pruriens Com Yi=1,709-0,019**D 0,9828 45,0
M. pruriens Sem Y1=1,937-0,021**D 0,9661 46,0
C. ensiformis+M. pruriens Com Y =1,628-0,017**D 0,8940 48,0
C. ensiformis+M. pruriens Sem Y1=1,965-0,022%*D 0,9006 44,5
Sem cultivo Com Y1=1,860+0,377*D"?-0,063**D  0,9888 62,0
Sem cultivo Sem Y =3,416-0,040%*D 0,9427 42,5
MSR
C. ensiformis Com Y=2,868-0,466*D"?+0,019°D 0,9760 13,0
C. ensiformis Sem Yi=1,93x0,97" 0,9156 23,0
M. pruriens Com Y1=1,457-0,015%*D 0,9652 48,5
M. pruriens Sem Y1=2,038-0,024**D 0,9200 42,5
C. ensiformis+M. pruriens Com Y1=2,047-0,024**D 0,9183 425
C. ensiformis+M. pruriens Sem Y1=1,738-0,021%*D 0,9005 41,5
Sem cultivo Com Y=1,523+0,463°D"2-0,067*D 0,8958 68,5
Sem cultivo Sem Y1=3,607x0,968" 0,8965 21,5
VR

C. ensiformis Com Yi=18,562-0,203*D 0,8379 46,0
C. ensiformis Sem Yi=15,240x0,978P 0,9203 31,0
M. pruriens Com Y1=17,175-0,172*D 0,8601 50,0
M. pruriens Sem Y=15,050-0,150%*D 0,9431 50,0
C. ensiformis+M. pruriens Com Y1=18,325-0,192**D 0,9253 48,0
C. ensiformis+M. pruriens Sem Y1=13,687-0,156**D 0,9527 44,0
Sem cultivo Com Yi=12,105+3,387*D"2-0,536**D 0,9813 60,5
Sem cultivo Sem Y=20,693-0,223**D 0,9208 46,5

*k k0o e™gignificativoa 1, 5, 10, 15 % e ndo significativo, respectivamente, pelo Teste t
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DISCUSSAO

No primeiro experimento, observou-se que, dos cultivos avaliados, a M. pruriens
apresentou maior tolerancia ao herbicida indaziflam nas doses mais baixas, refletindo em
menores indices de intoxicacdo em todas as avaliagcdes e necessidade de maior dose para
alcancar 50% de intoxicacdo (Cso), independente da inoculacdo do consércio bacteriano
(Tabelas 1 e 2), o que relaciona a adaptacao e tolerincia dessa espécie ao herbicida, conforme
constatado, também, no capitulo 2.

No presente estudo, ndo foi possivel observar diferencas entre a presenga e auséncia do
consoércio bacteriano nas primeiras avaliagdes de intoxicacdo (Tabela 1), o que se deve,
possivelmente, ao fato de que o tempo para o consdrcio bacteriano se estabelecer no solo ndo
foi suficiente para proporcionar diferencas significativas, considerando que a inoculag¢do no
solo foi realizada 7 DAS. Entretanto, na avaliacao realizada aos 60 DAS, constata-se no cultivo
simultaneo entre C. ensiformis + M. pruriens € M. pruriens, menores indices de intoxicacao
quando se realizou a inoculag¢do do consdércio bacteriano ao solo (Tabela 1), podendo-se inferir
que com o aumento do espaco de tempo apods a inoculacdo, houve redugdo do nivel de residuo
do indaziflam no solo.

Possivelmente, os isolados bacterianos adicionados ao solo foram capazes de
metabolizar a molécula de indaziflam, assim como observado no meio de cultura, no capitulo
3. A maioria dos micro-organismos pode utilizar mais de um composto como fonte de carbono,
através de vias preferenciais que direcionam a célula para compostos de facil acesso e simples
composi¢do, ou mesmo, pode ser metabolizada paralelamente a outras vias, caracterizando o
co-metabolismo (MARTINS, 2012).

Os indices alcancados para as varidveis relacionadas as raizes (MSR e VR) foram
superiores ao da testemunha quando se aplicou indaziflam em doses de até 40 g ha! (Tabelas 3
e 4), que pode ser atribuida ao efeito hormese, em que baixas doses do indaziflam estimulam o
crescimento das plantas. Costa (2018), observou que o mesmo herbicida promoveu o
incremento em mudas de macaiba, quando a aplica¢ido ocorreu apds o transplantio, atribuindo
efeito hormese, que consiste no efeito de doses baixas de substancias definidas como toxicas
promovendo estimulo ao desenvolvimento das plantas (SILVA et al., 2012). Também Souza
(2018), estudando lixiviagdo do indaziflam por meio de ensaio bioldgico, constatou baixas
concentragdes do indaziflam estimularam o crescimento do sorgo.

Bioensaio
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Na segunda etapa do trabalho, na qual se avaliou por meio de bioensaio, a detec¢do do
herbicida no solo obtido apds término do primeiro experimento, observa-se que até a dose de
20 g ha'! de indaziflam, ndo se detectou intoxicagio do sorgo. Entretanto, na dose de 40 g ha!
foram observados menores indices de intoxicacdo quando se adicionou o consdércio bacteriano
ao solo (Tabela 5), indicando menor acdo residual do indaziflam, independente do cultivo de
espécies vegetais. Fato que também € constatado na tabela 6, onde se observa indices de Cso
mais elevados, que indicam redug@o da acdo do herbicida, para intoxica¢do aos 21 DAS nos
solos sem cultivo e com cultivo de M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens e, ainda, na Tabela
8, para as MSPA, MSR e VR no solo sem cultivo.

Embora, nio tenha sido verificada intoxica¢do no sorgo até a dose de 20 g ha'! de
indaziflam, residuos remanescentes causaram intoxicagfio no sorgo nas doses de 40 e 80 g ha™,
semeado 60 dias apos a aplicacdo, confirmando a sensibilidade do sorgo ao herbicida em solo
(BRAGA, 2017) e a elevada persisténcia deste no solo.

Outro fato importante a ser relatado, € a intoxicacdo das plantas, causadas ndo somente
pelo indaziflam, mas também, pelos seus metabolitos resultantes da degradacdo do indaziflam
(indaziflam-triazinadiamina (FDAT), indaziflam-triazinaindanona (ITI) e acido indaziflam-
carboxilico (ICA)) que possuem elevada toxicidade para plantas (ALONSO at al., 2011;
SOUZA, 2018), podendo ser detectados no bioensaio.

Menores indices de crescimento do sorgo nos solos com cultivo anterior C. ensiformis,
M. pruriens e C. ensiformis + M. pruriens, especialmente, nas doses mais baixas do indaziflam,
sugerem acao inibitdria do crescimento do sorgo devido a um possivel efeito alelopatico das
espécies vegetais. Além disso, pode haver liberacdo de substancias alelopaticas pelos vegetais
em resposta ao estresse gerado pelo herbicida, inibindo de certa forma o crescimento da espécie
bioindicadora (MELO et al., 2014). Segundo Fontanétti et al. (2004), Stizolobium aterrimum,
C. ensiformis e Crotalaria juncea (L.) mostraram-se eficientes no controle de tiririca (Cyperus
rotundus), provavelmente por efeito alelopatico, especialmente S. aterrimum.

Verifica-se, também, que quando o solo foi mantido sem cultivo, a adicdo do consércio
bacteriano resultou em redugio na taxa de acimulo de MSPA e VR na dose de 0,0 g ha™! (sem
herbicida), indicando efeito inibitério do crescimento do sorgo com adicdo do consércio
bacteriano, que se deve provavelmente a liberagdao de substancias com efeito alelopético pelos
micro-organismos, resultando em menor MSPA e VR aos 21 DAS do sorgo.

O cultivo simultaneo entre C. ensiformis + M. pruriens associado com 0 consdrcio
bacteriano foi a combinacdo que proporcionou resultados mais satisfatérios, podendo ser uma

alternativa interessante para a biorremediacao de solos contaminados com herbicida indaziflam,
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porque além da reducdo dos residuos de herbicida no solo proporcionam maior aporte de
nitrogénio ao solo por serem leguminosas, € ainda propiciam aumento da atividade microbiana
e da diversidade de micro-organismos no solo com relagdo aos cultivos isolados, pela
diversidade de exsudatos langados no meio (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006; MELO et al.,
2014).

A técnica do bioensaio demonstrou potencial para avaliacdo da descontaminacio de
solos com residuos de indaziflam por meio da fitorremediacao associada a bioaumentagdo com
adicao de consdrcio bacteriano com potencial para biorremediacdo. Entretanto, estudos mais
minuciosos por meio de quantificagdo de residuos do herbicida sdo necessarios em razdo da
variabilidade no crescimento do sorgo por efeitos inibitérios decorrentes de substincias
liberadas pelas plantas e pelo consoércio bacteriano, pelo efeito de hormese do herbicida em
baixas concentracOes estimulando o crescimento das plantas e ainda, pela possibilidade de

degradacao do herbicida a metabdlitos toxicos

CONCLUSOES

Na presenca do consércio bacteriano, menores indices de intoxicagdo da planta
bioindicadora foram constatados nos solos sem cultivo de espécies vegetais e cultivado
previamente com M. pruriens ou C. ensiformis + M. pruriens.

O consorcio bacteriano possui capacidade para biorremediacdo de solos contaminados
com o herbicida indaziflam, reduzindo contaminacdo ambiental e intoxica¢do em culturas

sucessoras.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho, avaliou-se a associagc@o entre consdrcio bacteriano e espécies vegetais
na biorremediagdo de solo contaminado com o herbicida indaziflam.

As espécies C. ensiformis e M. pruriens foram tolerantes ao indaziflam, indicando
potencial para serem inseridas em programas de fitorremediacdo de solos contaminados com
esse herbicida.

Isolaram-se bactérias degradadoras do indaziflam em meio de cultura a partir de solo
com histdrico recente de aplicacdo de diferentes herbicidas e em drea de mata nativa, sem
historico de aplicagcdo desse composto. Os isolados bacterianos variam quanto a capacidade de
degradar o ingrediente ativo na formulacdo comercial e apresentam potencial de uso em
programas de biorremediacdo de solos contaminados com o indaziflam.

Na primeira etapa do trabalho, em solo contaminado com cinco doses do herbicida
indaziflam, foi realizado ou nao o cultivo de duas espécies vegetais distintas (C. ensiformis e
M. pruriens), associadas ou ndo a isolados bacterianos previamente selecionados. Na segunda
etapa, na qual se avaliou por meio de bioensaio a detec¢ao do herbicida indaziflam no solo ap6s
término do primeiro experimento, constatou-se indicativo de reducdo do residuo do herbicida
indaziflam no solo. As doses mais baixas ndo foram suficientes para intoxicar as plantas de
sorgo e na dose de 80 g ha! a concentracdo era muito alta, causando alta intoxicagio mesmo
apos os 60 dias.

Os resultados encontrados contribuem para trabalhos sobre a biorremediagdo de solos
contaminados com residuos de herbicidas, de modo a entender melhor a interagdo entre espécies
vegetais e bactérias degradadoras no solo. Essa associacdo, abre novas perspectivas de estudos
de solos com residuos de herbicidas no Brasil, lembrando a complexidade do sistema, que deve
ser estudada individualmente, caso por caso.

Assim, entendendo melhor os efeitos da associagdo entre espécies vegetais
fitorremediadoras e bactérias na biorremediacdo de solos contaminados com residuod do
herbicida indaziflam, pode-se acelerar e otimizar o processo de descontaminagao,
disponibilizando a drea para o cultivo de espécies vegetais sensiveis (efeito carryover) mais
rapidamente, além de reduzir os potenciais riscos de contaminagdo ambiental, sobretudo de

corpos de dguas subterraneas e superficiais.



