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Caracteristicas fisioldgicas do feijoeiro cultivado em solos apos

fitorremediacéo do picloram?

Physiological characteristics of bean grown in soils after phytoremediation of

picloram

Miguel Henrique Rosa Franco?; Vinicius Teixeira Lemos?®; Luciana Monteiro Aguiar*; André
Cabral Franga®; Evander Alves Ferreira®; Daniel Valaddo Silva’

Resumo - A fitorremediacéo tem sido relatada como técnica promissora para a descontaminacédo
de solos com residuos de herbicidas. Para herbicidas hormonais, ha dificuldade na determinacéo
de residuos pela técnica do bioensaio em funcdo da variacdo na resposta em crescimento
apresentada pela indicadora. Objetivou-se com esse trabalho avaliar o efeito de subdoses do
picloram, em solos fitorremediados com braquiaria, nas caracteristicas fisioldgicas do feijoeiro. O
ensaio foi realizado em ambiente protegido no delineamento de blocos ao acaso. Aplicou-se
diferentes doses do picloram (0; 2; 4; 8; 16 e 32 g ha'), sendo posteriormente cultivado com
braquiaria por 120 dias. Nesta data retirou-se a braquiaria dos vasos e semeou o feijao como planta
bioindicadora, sendo depois de 30 dias avaliada as caracteristicas fisiologicas e a matéria seca do
feijoeiro. Mesmo apds a remediacdo por plantas de braquiaria, as subdoses do picloram afetaram
as caracteristicas fisiologicas do feijoeiro, principalmente a taxa fotossintética e a eficiéncia no uso
da agua, sendo essas varidveis as mais indicadas para se avaliar o residuo do herbicida no solo. A
reducdo dessas variaveis promoveu menor acumulo de biomassa total das plantas de feijao nos
solos fitorremediados. A segunda maior dose do herbicida provocou também reducdo da relacdo
Fv/Fm abaixo de 0,75, indicando algum tipo de estresse do aparato fotossintético das folhas do
feijoeiro.

Palavras-chaves: herbicidas auxinicos; fisiologia vegetal; fotossintese; transpiracao

Abstract - Plant remediation has been reported as a promising technique for decontaminating
soil herbicide residues. For hormonal herbicides there is difficulty in determining waste by bioassay
technique due to the variation in growth in response presented by the indicator plant. The objective
of this study was to evaluate the effect of doses of picloram through physiological characteristics
of the bean in phytoremdiation soils with braquiaria. The experiment was arranged in greenhouse
in the design of randomized blocks. Applied increasing doses of picloram (0; 2; 4; 8; 16 € 32 g ha
1, subsequently cultivated with Brachiaria for 120 days. In this date the brachiaria was harvested
and sowed beans as bioindicator, 30 days after the emergence of the culture was evaluated the
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physiological characteristics and bean biomass accumulation. Even after remediation by plants
Brachiaria, the doses of picloram affected the physiological characteristics of the bean, especially
the water use efficiency, these variables are the most appropriate to evaluate the herbicide residues
in the soil. The reduction of these variables promoted less accumulation of total biomass of bean
plants in soils that was made remediation. The second higher dose of the herbicide also caused
reduction of Fv / Fm ratio below 0.75, indicating some kind of stress photosynthetic apparatus of

bean leaves.

Keywords: auxinics herbicides; plant physiology; photosynthesis; transpiration

Introducao

Os herbicidas sdo os agrotdxicos com
maior volume de aplicagdo nos sistemas de
producdo vegetal e considerados a principal
ferramenta utilizada no manejo das plantas
daninhas devido ao baixo custo, o rendimento
operacional e a alta seletividade desses produtos
as culturas (SINDAG, 2012).

O picloram € um dos principais
herbicidas utilizados em pastagens para o
controle de espécies de plantas daninhas de
folha larga e apresenta alta seletividade as
plantas da familia das poaceas. Pertence ao
grupo dos herbicidas mimetizadores das auxinas
apresentando longo efeito residual no solo
(Santos et al., 2006). Essa Ultima caracteristica
tem sido relatada como problema para o plantio
de culturas sucessoras (carryover) e tem sido
objeto de estudos por diversos pesquisadores
(Carmoetal., 2008a, b, c; Procopio et al., 2008).

Para atenuar o problema de intoxicacao
de culturas sensiveis plantadas apds a utilizacao
de herbicidas residuais tem sido proposto o
plantio de espécies vegetais, com caracteristicas
fitorremediadoras, para descontaminacdo dos
solos (Belo et al., 2007a; Pires et al., 2008;
Procépio et al., 2006; Belo et al., 2007b; Santos
et al., 2007b). Essa técnica, denominada
fitorremediacao, é uma alternativa
ambientalmente aceita para a despoluicdo do
solo e agua contaminados com compostos
toxicos, como herbicidas (Pires et al. 2009).

O sucesso no  emprego da
fitorremediacdo depende da natureza quimica e
das propriedades do composto, além da aptiddo
ecologica da espécie vegetal a ser empregada, a
fim de efetivar a remediacédo e diminuir o tempo
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de descontaminacdo da éarea (Santos et al.,
2007a). A condicdo béasica para uma espeécie
apresentar potencial de fitorremediacdo, € ser
tolerante ao contaminante (Carmo et al., 2008¢c),
sendo uma tarefa dificil na descontaminacéo de
solo contaminado com herbicidas, pois estes sdo
utilizados especificamente no controle de
plantas, o que dificulta a selecdo de plantas
resistentes e fitorremediadoras para estas
substancias toxicas (Coutinho e Barbosa, 2007).
Considerando que as caracteristicas fisiologicas
sdo mais sensiveis ao efeito do herbicida, pode-
se considerar também a avaliacdo dessas
caracteristicas para determinar o potencial
fitorremediador nas plantas usadas como
bioindicadoras, sendo o feijoeiro extremamente
sensivel ao efeito dos herbicidas auxinicos
(Santos et al., 2007 a).

Uma das técnicas mais comuns para
identificar e quantificar um herbicida no solo ou
na &gua € por meio de bioensaios. Utilizam-se
plantas bioindicadoras em que os residuos do
contaminante  presente no solo  s&@o
demonstrados através de alteracdes nas plantas
sensiveis (Monquero et al., 2008). Todavia, a
técnica do bioensaio tem sido questionada para
aplicacdo em ambientes com residuo de
herbicidas hormonais. Como esses produtos
interferem na sintese de proteinas e enzimas, a
variacdo da concentracdo na solucdo do solo
produz diferentes efeitos no desenvolvimento da
bioindicadora, dificultando a correlacdo entre
aumento de doses e de injaria (Santos et al.,
2007). No entanto, sdo escassos trabalhos que
avaliem os efeitos desses herbicidas na
atividade fotossintética de especies
bioindicadoras.
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Dessa forma, objetivou-se com esse
trabalho avaliar o efeito de subdoses do
picloram previamente fitorremediacdo com
braquiaria nas caracteristicas fisioldgicas da
planta bioindicadora, no caso o feijoeiro.

Material e Métodos

O experimento foi realizado em casa de
vegetacdo no Departamento de Agronomia da
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Universidade  Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri, no periodo de
novembro de 2012 a marco de 2013. Como
substrato para o crescimento das plantas,
utilizou-se amostras de solo classificado como
Argissolo Vermelho-Amarelo, cujas
caracteristicas  fisicas e quimicas estdo
apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados das analises fisica e quimica das amostras do Argissolo Vermelho-Amarelo
utilizado no experimento. Diamantina — MG, 2012.

Anadlise Fisica (dag kg?)!

Argila Silte Areia fina Classificacéo textural
38 6 56 Franco-argiloso
Andlise Quimica’
pH P K* H+ Al AP Ca®* Mg*¥  CTCphro Vv m MO
H,0 mg dm® cmol, dm3 % dag kg
6,1 0,7 25 3,7 0 1,7 0,5 6 38 2 1

! Andlises realizadas no Laboratdrio de Analise de Solos da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Dimanatina-MG.

As amostras do solo, coletadas na
profundidade de 0-20 cm, em area sem histérico
de aplicagéo de herbicidas, foram secadas ao ar
e peneiradas em malha de 5 mm. Para o plantio
da espécie remediadora adubou-se o substrato
de acordo com o recomendado por Alvarez e
Ribeiro (1999) para a Brachiaria brizantha.

Antes do preenchimento dos vasos,
revestiram-se cada um deles com filme de
polietileno visando evitar perda do herbicida por
lixiviagdo. Ap6s o preenchimento dos vasos
com 10,0 kg do substrato, estes foram irrigados
ajustando-se a umidade em valor proximo a
80% da capacidade de campo, fazendo-se a
seguir a aplicacdo do herbicida com um
pulverizador de precisdo, nas doses
especificadas. O solo foi submetido a subdoses
crescentes de picloram (0; 2; 4; 8; 16 e 32 g ha
1, produto comercial Tordon® sendo
posteriormente cultivado com a Brachiaria
brizantha (sendo semeadas cinco sementes por
vaso com posterior desbaste deixando-se duas
plantas por vaso). Ap6s 120 dias da emergéncia
cortou-se a  braquidria, sendo  que,
posteriormente, foi plantado o feijoeiro como
planta bioindicadora (duas plantas por vaso). O
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ensaio foi montado em blocos ao acaso (DBC)
com quatro repetigdes.

Aos 30 dias ap6s a emergéncia do
feijoeiro foram realizadas as avalia¢fes na folha
mais jovem com limbo foliar totalmente
expandido, utilizando-se analisador de gases no
infravermelho (IRGA), marca ADC, modelo
LCA PRO (Analytical Development Co. Ltd,
Hoddesdon, UK), em casa de vegetacao aberta,
permitindo livre circulacdo do ar. Nessa
ocasido, foram determinadas: consumo de CO:
(AC - pmol mol™), carbono interno (Ci - umol
mol™), condutancia estomatica de vapores de
agua (Gs — mol ms?), pressdo de vapor na
camara subestomaética, taxa de transpiragdo (E —
mol H,0 m?s?), taxa fotossintética (A - umol
m2 s1), temperatura da folha (T - °C), relacio
carbono interno/carbono atmosférico (Ci/Ca),
sendo calculada ainda a eficiéncia do uso da
agua (EUA — mol CO2 mol H20™) pela relagéo
entre quantidade de CO. fixado pela
fotossintese e quantidade de agua transpirada.
As avaliagOes foram realizadas entre 7 e 9 horas
da manhd, em dia de céu limpo, com
temperatura em média de 25°C e com
iluminacdo natural, de forma a manter as
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condi¢cdes ambientais homogéneas durante as
avaliagoes.

Na mesma data, realizaram-se as
analises de fluorescéncia inicial  (Fo),
fluorescéncia maxima (Fm) e a razdo Fu/Fm. As
pincas para a medicdo dessas variaveis foram
colocadas no terco médio da folha do feijoeiro,
e a medicdo foi feita apds 30 minutos de
adaptacdo ao escuro, com emissdo de um pulso
de luz saturante de 0,3 s, sob frequéncia de 0,6
KHz. Nas mesmas folhas, foram retirados trés
discos de 85 mm de diametro, para
determinacdo do teor de pigmentos
fotossintéticos, utilizando o método de extracao
com o solvente organico DMSO (Hiscox e
Israelstam, 1979). Os discos foliares foram
fatiados em pequenos pedacos, postos em tubos
tipo "Falcon" e imersos em 3,0 ml de DMSO, os
quais foram mantidos no escuro por 48 horas;
apos este periodo, realizaram-se as leituras em
espectrofotdbmetro nas absorbancias de 480, 649
e 665 nm (Wellburn, 1994).

Apbs essas mediches, coletaram-se as
plantas de feijoeiro sendo posteriormente
colocadas em estufa de circulacéo forcada de ar
por 72 horas até atingir massa constante para
serem pesadas em balanca de precisdo para a
obtencdo da massa da matéria seca total.

Os dados foram submetidos a anélise de
variancia e foi calculado o desvio padrdo em
relacdo a média dos tratamentos. Os resultados
foram representados na forma de gréficos e
desvios-padrdes.

Resultados e Discussao

A aplicacdo do picloram reduziu a massa
da matéria seca das plantas de feijoeiro,
cultivados em solos remediados por braquiaria
apos a aplicacdo do herbicida, sendo que, a
ultima dose do produto causou a morte das
plantas bioindicadoras (Figura 1). Silva et al.
(2012) relataram que o cultivo de Eleusine
coracana, outra espécie remediadora do
picloram, reduziu em até 56% a meia vida do
herbicida quando comparado com solo sem
cultivo. No entanto, no presente trabalho isso
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ndo suficiente para permitir o cultivo do
feijoeiro no solo estudado.

35 4
30 1
25 1
20 1

151

Massa seca

10 4

°o 5 1 15 0 25 m
Doses do herbicida
Figura 1. Massa da matéria seca total de plantas
de feijoeiro cultivadas em solos contaminados
com dose do picloram e fitorremediados por
braquiaria. Diamantina — MG, 2012.

Nas trés primeiras doses do picloram nédo
foi constatada diferenca na condutancia
estomatica (Gs) de plantas de feijoeiro
cultivadas em solos remediadas por braquiaria,
no entanto, para as doses 8 e 16 g ha? do
herbicida observou tendéncia de decréscimo da
Gs (Figura 2B). A reducéo da Gs pode ter sido
provocada pela acdo do picloram, que estimula
a producao do etileno nas plantas, o qual por sua
vez estimula a sintese do &cido abscisico, que se
acumula inicialmente nas folhas e depois é
translocado pela planta, atuando no fechamento
estomatico (Mercier, 2004). Em contrapartida,
Barros et al (2014), observaram altos valores de
Gs para E. saligna e E. urophyla em solo com
picloram e 2,4-D.

Um dos efeitos dos herbicidas auxinicos
nas plantas é o acuimulo de célcio no citoplasma,
0 estimulo na produgdo de etileno e a
acidificacdo da parede celular (Belo et al.,
2011). O etileno promove a formagdo de
celulase, reduzindo a resisténcia fisica da parede
celular, ocorrendo elongacdo da mesma
(Machado et al., 2006). Dessa forma, os canais
presentes nos feixes vasculares, reduzem a
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translocacédo de agua e fotoassimilados (Belo et
al., 2011).

A fotossintese e, consequentemente, a
respiracdo dependem de fatores, entre eles, o
constante fluxo de CO2 e Oz que entra e sai da

célula. Esse fluxo livre é funcdo da
concentragdo de CO2e O2n0s espacos
intercelulares  dependentes da  abertura

estomatica (Messinger et al., 2006). Esse grupo

de herbicidas pode alterar o0s aspectos
fotossintéticos até mesmo de plantas
[
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consideradas tolerantes (Zhao e Wang, 2010),
atuando no fechamento estomaético por meio da
menor absorcdo de agua pelo sistema radicular
(Machado et al., 2006). Com o fechamento dos
estdmatos, reduz-se a turgescéncia foliar, o que
pode diminuir taxas transpiratdrias pela planta.
Portanto, qualquer efeito causado pelo picloram
que promove a menor absorcdo ou a
translocacédo de agua pode afetar primeiramente
a condutancia estomatica e/ou mesofilica,
reduzindo a taxa fotossintética (Belo, 2011).

ondutincia sstombics {Gs)

Taxa transparatona (E}

Moses do herbicida

D

Figura 2. A) Taxa fotossintética (A); B) Condutancia estomatica (Gs); C) Carbono interno (Ci);
D) Taxa transpiratdria (E) de plantas de feijoeiro cultivadas logo ap6s a braquiaria em solo tratados
com doses crescentes (0; 2; 4; 8; 16 e 32 g hal) do herbicida picloram. Diamantina — MG, 2012.

O carbono interno (Ci) e a taxa
transpiratoria (E) das folhas do feijoeiro foram
pouco alterados pela aplicacdo do picloram
(Figura 2C e 2D). No entanto, a dose de 16 g ha
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! do herbicida mostrou-se capaz de reduzir a E
do feijoeiro. O fechamento estomatico
influencia na reducdo da transpiracdo. A
condutancia estomatica controla a entrada de
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CO: e saida de agua pelo estdmato. Se a planta
estda com uma menor sua abertura, terd uma
maior a  resisténcia  estomética e,
consequentemente, uma menor perda de agua
por transpiracdo (Taiz e Zeiger, 2004). Alguns
autores trabalhando com herbicidas auxinicos
em mostarda, observaram reducdo de
aproximadamente 50% da taxa fotossintética e
da condutancia estomatica na presenca desses
produtos (Khan et al., 2002). Wong (2000)
também verificou reducdo de até 80% da
fotossintese de algas quando tratadas com 2 mg
L1 de 2,4-D. Em situagdes de stress, a planta
pode apresentar uma menor producdo de
produtos da fotossintese devido a reducdo de
CO. fixados e menor utilizagdo de energia
luminosa (Chaves et al., 2009).

Outro provavel mecanismo de limitagao
da atividade fotossintética pode ser devido a
alteracdo da expressdo génica das plantas com
presenca de herbicidas, uma vez que 0 mesmo
pode atuar como hormdonio, influenciando nos
reguladores da expressao génica, 0 que pode
levar a um bloqueio ou a uma maior expressao
de alguns genes. Isso pode modificar a sintese
de algumas enzimas essenciais para a
fotossintese (Chapman e Estelle, 2009).

Plantas de feijoeiro cultivadas em solos
isentos da aplicacdo do herbicida picloram
apresentaram taxa fotossintética (A) proxima de
16 pmol m? s (Figura 2A). Entretanto, na
primeira dose do herbicida observou-se redugéo
da A para aproximadamente 12 pmol m?s?ena
dose de 16 g ha esse valor reduziu para cerca
de 10 umol m2 s,

A temperatura da folha (T), o CO2
consumido (DC) e a relacdo carbono
interno/carbono atmosférico (Ci/Ca) das plantas
de feijoeiro ndo sofreram modificagbes com o
incremento da dose do picloram, com excecéo
da dose mais alta (Figuras 3A, B e C). Isso
indica que, até a dose de 16 g ha, o aparato
fotossintético da cultura estd funcionando
normalmente e que a redugdo da taxa
fotossintética esta relacionada com a reducdo na
concentracdo de CO2 na camara subestomatica,
ocasionada pelo fechamento dos estdmatos. A
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relacdo Ci/Ca, que faz uma relacédo direta entre
a concentracdo de CO2 na cdmara subestomatica
e a concentracdo de CO2 no ambiente, de modo
que os decréscimos nos valores de Ci/Ca da
indicam que as plantas de feijdo estdo
consumindo o CO2 normalmente e que a
reducdo na fotossintese esta ocorrendo em
funcdo da redugdo do substrato para a
fotossintese, ou seja, reducdo na concentragdo
de CO; na cAmara subestomatica.

A eficiéncia do uso da agua (EUA)
representa a quantidade de CO; fixado para a
producdo de biomassa em fungédo da quantidade
de 4gua transpirada. Essa varidvel relaciona-se
com o intervalo de tempo de abertura e
fechamento dos estdmatos, ao absorver CO; a
planta perde 4gua por transpiracao (Concenco et
al., 2007). Observaram-se decréscimos nos
valores dessa varidvel com o incremento da dose
do produto (Figura 3D). Machado et al. (2010)
constataram reducdo no EUA do eucalipto apds
a aplicacdo do glyphosate. Essa reducdo na
eficiéncia pode ser explicada pela reducdo na
fotossintese da planta (Figura 2 D) causando em
Ultima instancia reducdo no acumulo de
biomassa (Figura 1).

A segunda maior dose do picloram
promoveu decréscimo acentuado da
fluorescéncia méxima (Fm) diferindo das demais
doses (Figura 4A). Um menor Fm pode ser
atribuida a dissipacdo  ndo-fotoguimica,
especialmente pelo ciclo da xantofila, em que a
violaxantina € convertida em zeaxantina
(Demmig Adams e Adams, 1992).

O fendmeno de fluorescéncia fornece
informac@es sobre os processos fotoquimicos do
fotossistema Il em plantas. Segundo Bolhar-
Nordenkampf e Oquist (1993), por volta de 95%
dos fotons absorvidos sdo wusados na
fotoquimica, quando se ha baixa emissdo de luz,
além disso, 4,5% séo transferidos em calor e
0,5% é emitido mais uma vez como luz
fluorescente. Se todos os centros de reacdo do
fotossistema Il estiverem fechados pela
interrupcao da fotossintese, 95-97% da energia
pode ser dissipada como calor e 2,5-5,0%, via
fluorescéncia.

Rev. Bras. Herb., v.14, n.4, p.315-325, out./dez. 2015
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Figura 3. A) Temperatura da folha (T); B) CO2 consumido (DC); C) relacao Ci/Ca; D) eficiéncia
no uso da dgua (EUA) de plantas de feijoeiro cultivadas logo ap6s a braquiaria em solo tratados
com doses crescentes (0; 2; 4; 8; 16 e 32 g ha) do herbicida picloram. Diamantina — MG, 2012.

A eficiéncia fotossintética maxima das
plantas é calculada por Fv/Fm, em que Fn é a
fluorescéncia maxima e Fyé a fluorescéncia
variavel. Ja a Forepresenta a fluorescéncia
inicial, ou seja, a fracdo da energia absorvida
pelo complexo-antena e n&do transmitida
(Rascher et al., 2000).

Segundo Mohanty e Govindjee (1974),
por ser rapida, especifica e ndo destrutiva, a
analise cinetica da fluorescéncia tem vantagens
para estudos do transporte de elétrons durante a
fotossintese. Através de um fluordmetro, é
possivel registrar o comportamento da fase
inicial da fotossintese, ou seja, 0 transporte de
elétrons no fotossistema Il (Baker, 2008).

Mesmo comportamento observado para
a Fm foi observada para a fluorescéncia inicial
(Fo) nas folhas da feijoeiro (Figura 4B). Os
decréscimos em Fo podem estar envolvidos,
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danos irreversiveis a subunidades do complexo
de evolucdo do oxigénio, além de efeitos na
proteina D1 (Bertamini et al., 2004). Além
disso, os valores de Fo podem sofrer alteragdes
devido a algum tipo de stress sofrido pela planta,
levando a deformacéo estrutural dos pigmentos
no PSII (Baker, 2008).

Para a relagdo F./Fm observou-se
tendéncia de decréscimo no valor dessa
variavel, no entanto, esses valores foram abaixo
de 0,75 nas maiores doses do picloram (Figura
3C). Plantas ndo submetidas a estresses
apresentam a variagédo de 0,75 a 0,85 para a
relacdo Fv/Fm (Bolhar-Nordenkampf et al.,
1989), sendo a reducéo deste, um forte indicador
de efeito fotoinibitorio quando as plantas estdo
submetidas a estresses, como o0 quimico (Araus
e Hogan, 1994).

Rev. Bras. Herb., v.14, n.4, p.315-325, out./dez. 2015
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Figura 4. A) Fluorescéncia inicial (Fo); B) fluorescéncia méaxima (Fm); C) Relacdo Fv/Fm de plantas
de feijoeiro cultivadas logo ap6s a braquiaria em solo tratados com doses crescentes (0; 2; 4; 8; 16
e 32 g hal) do herbicida picloram. Diamantina — MG, 2012.

Conclusoes

De maneira geral, mesmo apds a
remediacdo por plantas de braquiaria, as
subdoses do picloram afetaram as caracteristicas
fisioldgicas do feijoeiro, principalmente a A e a
EUA, sendo essas variaveis, as mais indicadas
para se avaliar o residuo no solo do herbicida em
estudo. A partir de 16 g ha? do herbicida,
provocou reducdo da relacdo Fv/Fm, indicando
algum tipo de estresse do aparato fotossintético
das folhas do feijoeiro. O uso das variaveis
fotossintéticas mostrou-se viavel para a
avaliacdo da intoxicacdo de plantas de feijao a
residuos do herbicida picloram.
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