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Biodegradacéo dos herbicidas imazetapir e imazapique em solo
rizosférico de seis espécies vegetais

Biodegradation of the herbicides imazethapyr and imazapic in rhizosphere
soil of six plant species

Kelen Miller Souto' Rodrigo Josemar Seminoti Jacques'" Luis Antonio de Avila"
Sérgio Luiz de Oliveira Machado" Renato Zanella" Jodo Paulo Refatti'

RESUMO

A fitoestimulagdo €& wuma das técnicas de
fitorremediacdo que pode ser utilizada para a reducdo da
concentragéo dos herbicidas no solo. Para tanto é necessario a
selecdo de plantas que estimulem a atividade dos microrganismos
degradadores da rizosfera. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a biodegradacdo de cinco doses do herbicida composto pela
mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25 ge.a. L)
em solo rizosférico proveniente de seis espécies vegetais com
potencial para a fitoestimulagédo. A biodegradacdo do herbicida
nas doses de 0, 250, 500, 1.000 e 4.000mL ha*no solo rizosférico
de Canavalia ensiformis, Glycine max, Lolium multiflorum,
Lotus corniculatus, Stizolobium aterrimum, Vicia sativa e no solo
sem cultivo foi avaliada através da quantificagdo da producéo
de C-CO, do solo e da degradacdo do herbicida no solo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. A
producéo de C-CO, do solo ap6s a contaminagdo com a mistura
de imazetapir+imazapique foi maior nos solos rizosféricos das
seis espécies vegetais se comparado ao solo ndo cultivado. O
solo rizosférico de Stizolobium aterrimum apresentou a maior
degradagédo do herbicida imazetapir nas maiores doses avaliadas,
sendo uma espécie promissora para a fitoestimulagéo.

Palavras-chave: arroz irrigado, rizosfera, microrganismos,
fitorremediagéo, fitoestimulagéo.

ABSTRACT

Phytostimulation isatechnique of phytoremediation
that can be used to reduce the concentration of herbicides
in the soil. It is necessary to select plants that stimulate the
activity of the rizosphere degrading microorganism. The aim of
this study was to evaluate the activity of the biodegradation of
the herbicide compound formulated mixture of imazethapyr +
imazapic (75 + and 25 g L?) in rhizosphere soil from six plant

species with potential for phytostimulation. Biodegradation of the
herbicide in the rhizosphere soil of Canavalia ensiformis, Glycine
max, Lolium multiflorum, Lotus corniculatus, Stizolobium
aterrimum and Vicia sativa, and a control (soil without plant) was
evaluated at doses of 0, 250, 500, 1.000 and 4.000mL 1 ha, by
quantifying the production of C-CO; of the soil and the degradation
of the herbicide from the soil by liquid chromatography coupled
to mass spectrometry. The production of C-CO, of the soil after
the contamination with the mixture imazethapyr + imazapic
was higher in the rhizosphere soil of the six plant species when
compared to soil not cultivated. The rhizospheric soil from
Stizolobium aterrimum shouwed the highest degradation of the
herbicide imazetapyr on the highest doses evaluated, being a
promising specie for phytostimulation.

Key words: rice, rhizosphere, microorganisms, phytoremediation,
phytostimulation.

INTRODUCAO

Em solos cultivados com determinadas
espécies de plantas tem sido observada uma redugéo
mais rapida dos contaminantes, em comparagao
aos solos sem cultivo ou aos solos cultivados
com outras espécies (SANTOS et al., 2009). Esse
efeito geralmente ¢ atribuido ao maior numero
de microrganismos degradadores na rizosfera de
algumas plantas, consequéncia das rizodeposigoes de
nutrientes, tais como aminoacidos, polissacarideos ¢
outros compostos especificos (PIRES et al., 2005).

A agdo desses organismos rizosféricos no
aumento da taxa de degradagdo dos contaminantes
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organicos no solo ¢ conhecida como fitoestimulagdo
e constitui-se em um das principais técnicas de
fitorremediacdo de herbicidas no solo (SANTOS et al,
2010). Varios trabalhos demonstraram a contribuigédo
positiva da fitoestimulagdo para o aumento da
degradacdo de herbicidas no solo, em especial da
atrazina, do metalaclor, do trifloxisulfuron-sodio, do
glifosato e do imazapir (PERKOVICH et al., 1996;
SANTOS et al., 2010; SOUZA, et al., 1999), porém
ha escassez de informagdes em relagdo aos herbicidas
imazetapir e imazapique, pertencentes ao grupo
quimico das imidazolinonas.

Esses herbicidas sdo usualmente utilizados
em areas de varzea de cultivo do arroz irrigado por
inundagdo, manejadas sob o Sistema Clearfield®.
De acordo com STEELE et al. (2002), esse Sistema
utiliza cultivares de arroz irrigado tolerantes aos
herbicidas do grupo quimico das imidazolinonas,
0 que possibilita o controle do arroz vermelho
(Oryza sativa L.), principal planta daninha dessa
cultura agricola. Quando aplicados na lavoura, uma
propor¢ao significativa desses herbicidas atinge o
solo, onde sdo passiveis de serem absorvidos pelas
raizes das plantas e/ou sorvidos aos coloides do solo
(KRAEMER et al., 2009).

Uma das caracteristicas dos herbicidas
imazetapir e imazapique ¢ a sua longa persisténcia
no solo (VILLA, et al., 2006), o que resulta na
redugdo do numero de aplicagdes de herbicidas para
o controle das plantas daninhas. No entanto, tem-se
observado a ocorréncia de fitointoxicacdo em plantas
sensiveis (carryover), cultivadas apds a utilizacdo
desses herbicidas (VILLA et al., 2006; PINTO et al.,
2010), cujo efeito residual varia de alguns meses até
trés anos ou mais, dependendo das caracteristicas
do ambiente em que se encontram (SENSEMAN,
2007). A elevada atividade da molécula no solo, a
sua persisténcia por longos periodos ¢ a extrema
sensibilidade de algumas culturas a esses herbicidas
impoem restricdes ao uso de determinadas culturas
em rotagdo/sucessdo ao arroz irrigado manejado
sob o Sistema Clearfield® (ROMAN et al., 2007).
Além disso, quanto maior o tempo de permanéncia
do herbicida no solo, maior ¢ a possibilidade de
contaminagdo de outros compartimentos ambientais,
como as aguas subsuperficiais, através da lixiviagdo
do proprio herbicida e/ou de seus metabdlitos
(PIRES et al., 2003).

Uma alternativa para a redugdo
da concentragdo dos herbicidas do grupo das
imidazolinonas do solo ¢é a fitorremediagdo. Como
um dos principais mecanismos de dissipagdo destes

herbicidas no ambiente ¢ a degradagdo microbiana
(FLINT & WITT, 1997), torna-se fundamental a
identificacdo de espécies de plantas que estimulem
o crescimento de microrganismos degradadores na
rizosfera, o que pode resultar no aumento das taxas
de biodegradacdo do herbicida no solo. Em vista
do exposto, esse trabalho teve por objetivo avaliar a
biodegradagao de cinco doses do herbicida composto pela
mistura formulada de imazetapir+imazapique (75 + 25
ge.a. L) em solo rizosférico proveniente de seis espécies
vegetais com potencial para a fitoestimulacao.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado em dois
momentos, de acordo com a estagdo de cultivo das
espécies testadas. O cultivo das espécies vegetais foi
realizado em casa de vegetagdo, em vasos contendo
3dm?® de solo de varzea, livre de herbicidas. O
solo utilizado pertence a unidade de mapeamento
Vacacai, coletado no horizonte A e classificado como
Planossolo Haplico Eutréfico arénico (EMBRAPA,
2006), com classe textural franco siltosa e as
seguintes caracteristicas: pH.i moy = 6,2; argila =
200 g kg'!, matéria organicawaiey-pack) = 32 g kg,
Penticn 1y = 16,2 mg dm™, Kventien.y = 180 mg dm,
Cagerimy = 5,5 cmol, dm?, Mgkcrimy = 3,2 cmol, dm,
Alkci i = 0,0 cmol, dm? e indice SMP = 6,6. O solo
foi previamente corrigido, em relagdo a acidez e ao
teor de nutrientes, de acordo com as recomendagdes
para a cultura da soja. As espécies estivais Canavalia
ensiformis (feijao-de-porco), Glycine max (soja)
e Stizolobium aterrimum (mucuna-preta) foram
cultivadas no periodo de margo a maio de 2010 e
as espécies hibernais Lolium multiflorum (azevém
anual), Lotus corniculatus (cornichdo) e Vicia sativa
(ervilhaca) foram cultivadas no periodo compreendido
entre os meses de junho a agosto do mesmo ano.

Cinquenta e cinco dias apos a emergéncia,
as plantas inteiras foram retiradas dos vasos e o solo
aderido as raizes foi considerado como sendo de
solo rizosférico (SANTOS et al., 2009). Este solo
recebeu imediatamente a aplicagdo de diferentes
concentragdes dos herbicidas, conforme descrito
abaixo. Simultaneamente, as amostras de solo
mantidas sob as mesmas condigdes, mas sem cultivo
(solo nao rizosférico) foram utilizadas como controle.

A Dbiodegradacdo dos herbicidas foi
quantificada por meio de dois experimentos
respirométricos, em condigdes de laboratorio, de
acordo com a estacdo de cultivo das plantas testadas,
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e pela quantificacdo cromatografica da concentracao
dos herbicidas no solo (LC-MS-MS).

Experimento de verdo — as amostras
de solo rizosférico das espécies estivais foram
peneiradas em malha de 2,0mm de abertura, secas a
sombra por 24 horas, pesadas ¢ 100g acondicionadas
em frascos respirométricos de vidro de 1L. Logo
apo6s, uma solugdo de imazetapir+imazapique, na
concentragdo de 75 + 25 g e.a. L' do produto técnico
foi adicionada em diferentes doses, utilizando-se
pipetador de precisdo. Foi feita a adicdo de 4gua
necessaria para alcancar o mesmo teor de umidade em
todas as amostras (80% da capacidade de campo do
solo). O experimento foi conduzido no delineamento
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 4x5,
contendo trés repetigdes. Os tratamentos foram
compostos pela combinagdo de amostras de solo
rizosférico de trés espécies vegetais: C. ensiformis,
G. max e S. aterrimum, mais a amostra de solo nio
cultivado; e de cinco doses da mistura formulada
de imazetapirtimazapique: zero, 250, 500, 1.000,
4.000mL ha'', totalizando 60 unidades experimentais.

Experimento de inverno - O segundo
experimento respirométrico foi conduzido da mesma
forma que o primeiro, porém com o solo rizosférico
das espécies hibernais L. multiflorum, L. corniculatus
e V. sativa, mais a amostra de solo nao cultivado.

Os frascos respirométricos de vidro foram
equipados com aparato de captura de CO,, composto
por um copo plastico de SOmL com 20mL de NaOH
0,5M, fechados hermeticamente e incubados em
triplicata, a temperatura ambiente no laboratorio (20 a
25°C). Durante um periodo de 63 dias, semanalmente
os frascos foram abertos e a solu¢do de NaOH recebia
um mL de BaCl, 1 M e procedia-se a titulagdo com
HC1 1M, utilizando fenolftaleina como indicador.
A solucao de HCI foi padronizada com a solucdo de
TRIS ou THAM (tris-hidroximetil amino metano)
(Merck™), conforme TEDESCO et al. (1995).
Dois frascos foram incubados sem solo, sendo
estes utilizados como prova em branco. A produgao
de C-CO, foi quantificada através da formula de
STOTZKY (1965).

Ao final do periodo de biodegradagdo
dos herbicidas (63 dias), as amostras de solo foram
acondicionadas em sacos de papel e encaminhadas
ao Laboratorio de Andlise de Residuos de Pesticidas
(LARP-UFSM), onde foi realizada a deteccdo e a
quantificacdo dos herbicidas imazetapir e imazapique
ainda existentes nas amostras de solo rizosférico apds
0 experimento respirométrico. Para isso utilizou-

se a técnica de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS-MS) descrita
por ZANELLA et al. (2003), onde as amostras
foram acidificadas e pré-concentradas em cartuchos
contendo 500mg do adsorvente STRATA C18, sendo
a diluicdo executada por duas vezes com 500uL de
metanol. A deteccdo e a quantificagdo dos herbicidas
imazetapir e imazapique foram realizadas utilizando-
se HPLC-UYV, a 220nm, equipado com uma coluna
Bondesil C18 (250x4,6 mm i.d; Sum), com fase
movel constituida de metanol e agua (60:40 vv'),
ajustada a pH 4,0 com acido fosforico, com vazdo de
0,8mL min™'.

Os dados foram analisados quanto
a homogeneidade da varidncia e normalidade,
sendo submetidos aos procedimentos de analise da
variancia e regressao polinomial, através do programa
computacional SAS, para a analise estatistica,
e SigmaPlot®, para confec¢do das equagdes de
regressao referentes a taxa de produgdo de C-CO,.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 63 dias de duragdo do experimento
respirométrico foram suficientes para uma adequada
estimativa da quantidade de C-CO, produzido, uma
vez que, ao final desse intervalo de tempo a produgao
de C-CO, apresentou tendéncia de estabiliza¢do, em
todas as concentracdes avaliadas da mistura herbicida
(dados ndo apresentados).

Houve tendéncia de maior produgdo de
C-CO, quanto maior a concentragdo do herbicida
aplicada no solo rizosférico das espécies hibernais
(Figura 1A) e estivais (Figura 1B). Porém, o
comportamento polinomial quadratico das curvas
mostra que menor producdo de C-CO, ocorreu na
dose de 4.000mL ha’!, que representa mais que o
dobro da dose de campo normalmente recomendada
para esse herbicida, que ¢ de 1.500mL ha'. Essa
menor porcentagem de mineralizagdo na maior
dose aplicada pode ser devido ao efeito toxico
do herbicida sobre os microrganismos do solo
rizosférico, comprometendo a sua atividade. ZHANG
et al. (2010) relatou que o herbicida imazetapir
aplicado em solo cultivado com soja nao teve efeitos
adversos sobre a biomassa microbiana do solo
quando aplicado na dose de campo, porém teve efeito
toxico quando aplicado em taxas mais elevadas. Em
trabalho realizado por PIRES et al. (2005), em solo
rizosférico de mucuna-and (Mucuna deeringiana),
ocorreu queda na produgdo de CO,, explicada pelo
provavel efeito toxico provocado pelas doses mais
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Figura 1 - Produgdo acumulada de C-CO, nos solos rizosféricos das
espécies hibernais (A) e estivais (B), contaminados com as
concentragdes de 0, 250, 500, 1.000 e 4.000 mL ha™' da mistura
formulada de imazetapirtimazapique (75 + 25 g e.a. L),
apos 63 dias de duragdo dos experimentos respirométricos,
mantidos em condigoes de laboratério.

4000

%
4

elevadas do herbicida tebutiuron sobre a microbiota.
Os resultados do presente trabalho e dos autores
acima citados remetem a possibilidade de que apos
sucessivas aplicacdes de herbicidas do grupo das
imidazolinonas, pode ocorrer redugdo da degradacao
microbiana no ambiente, o que conduziria a maior
persisténcia dos herbicidas no solo ¢ o maior efeito
fitotoxico na cultura em sucessao.

A produgdo acumulada de C-CO, foi
maior no solo cultivado com as espécies hibernais
L. corniculatus, L. multiflorum e V. sativa,
comparado com o solo sem cultivo, independente
da dose herbicida aplicada, sendo que essas ndo
diferiram significativamente entre si, exceto na
dose de 250mL ha', onde a espécie V. sativa foi
superior as demais (Figura 1A). Corroborando com

Ciéncia Rural, v.43, n.10, out, 2013.



1794 Souto et al.

resultados, PIRES et al. (2005) observaram que o
solo rizosférico tratado com tebutiuron apresentou
maior producdo de CO,, se comparado ao solo nao
vegetado, sendo esse fato atribuido a fitoestimulagdo
da microbiota associada a rizosfera. Ndo houve
diferencas estatisticas na produgdo de C-CO, entre
as trés espécies estivais avaliadas. No entanto, o
solo ndo cultivado novamente apresentou em todas
as doses o menor acumulo de C-CO, diferindo
significativamente do solo rizosférico das espécies
estivais nas doses de 500 ¢ 4.000mL ha'’.

E provavel que a maior atividade observada
nos solos cultivados e contaminados com o herbicida,
em comparagdo com o solo sem cultivo, nas duas
estagdes, se deva a maior populagao de microrganismos,
devido a habilidade que, provavelmente, essas plantas
possuem em rizodepositar uma gama de moléculas
de alto e baixo peso molecular, que resulta na maior
proliferagdo de microrganismos dentro da raiz
(endorrizosfera), sobre a raiz (rizoplano) e ao redor
da raiz (ectorizosfera) (MARRIEL et al., 2005).
Outra possibilidade é que a microbiota associada
as raizes dessas plantas possam, além de tolerar os
herbicidas imazetapir e imazapique, utiliza-los como
substrato para seu metabolismo, como ocorre com 0s
microrganismos existentes rizosfera da espécie Kochia
scoparia, fitorremediadora de atrazine (PERKOVICH
etal., 1996), e com Helianthus annus, potencialmente
fitorremediadora de sulfentrazone (BELO et al., 2011).

Comparando-se as espécies estivais e
hibernais observa-se que, namédia das doses avaliadas,
houve maior produgdo de C-CO, no solo rizosférico
das espécies estivais, sem haver diferengas estatisticas
entre os dois grupos de plantas. Cabe ressaltar, no
entanto, que a producdo de C-CO, quantificada
nesses experimentos respirométricos, pode ser
proveniente ndo s6 da mineralizacdo das moléculas
da mistura formulada de imazetapir+imazapique
(75+2g e.a. L") aplicada no solo, mas também da
mineralizagdo da matéria organica presente no solo,
bem como dos proprios compostos liberados pelas
raizes das plantas (rizodepozigdo) ou dos compostos
adjuvantes existentes na formulagdo da mistura
herbicida utilizada. Essas diferentes fontes de C-CO,
acima mencionadas podem dificultar a quantificacdo
da correta fragdo do herbicida que ¢ degradada pela
microbiota do solo.

Assim, para evitar interpretacdes erroneas,
a deteccdo e a quantificacdo dos herbicidas imazetapir
e imazapique foram realizadas nos solos rizosféricos
apos os experimentos respirométricos, utilizando-se

a técnica de cromatografia acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS-MS). Os resultados mostraram
uma elevada degradacdo dos herbicidas adicionados
ao solo, em média de 93%, independente da espécie
vegetal e do cultivo ou ndo do solo (Figura 2).
Porém nas maiores doses testadas houve diferengas
estatisticas na degradagdo do imazetapir pelas
espécies estivais. Na dose de 1.000mL ha™, os solos
rizosféricos das espécies G. max e S. aterrimum
proporcionaram maiores degradagdes e na dose de
4.000mL ha' o solo rizosférico de S. aterrimum
apresentou a menor concentragdo do imazetapir,
diferindo significativamente das demais espécies e
do solo ndo cultivado. Esse comportamento indica
que nas doses menores de 250 ¢ 500 mL ha'! os
microrganismos do solo rizosférico de todas as
espécies avaliadas foram capazes de degradar, em
média, 94 % do herbicida adicionado ao solo, porém
nas doses mais elevadas a atividade degradadora do
solo rizosférico de algumas espécies se destacam, em
especial da S. aterrimum (Figura 2B). SANTOS et
al. (2010) observaram que o solo contaminado com
trifloxisulfuron-sodio e posteriormente cultivado com
S. aterrimum apresentou maior atividade microbiana,
que foi consequéncia da maior abundancia de
rizodeposi¢des provenientes do desenvolvimento
da espécie vegetal e da maior biomassa de
microrganismos na rizosfera.

A elevada porcentagem de degradacdo
dos herbicidas no solo observada no presente
trabalho deve-se também as adequadas condigdes
de umidade, temperatura ¢ disponibilidade de
nutrientes inorgdnicos em que o experimento
foi conduzido, propiciando alta atividade dos
microrganismos rizosféricos. Condigdes estas que
dificilmente ocorrem em condigdes de campo, o
que pode resultar em menores porcentagens de
biodegradacdo, se comparadas as condicdes do
laboratorio.

CONCLUSAO

A produgdo de C-CO, do solo apods
a contaminagdo com a mistura formulada de
imazetapir+imazapique ¢ maior nos solos rizosféricos das
seis espécies vegetais se comparado ao solo ndo cultivado.

O solo rizosférico de Stizolobium
aterrimum apresenta a maior degradagio do herbicida
imazetapir nas maiores doses avaliadas, sendo uma
espécie promissora para a fitoestimulacao.
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Figura 2 — Concentragdo dos herbicidas imazetapir (A e B) e imazapique (C e D) nos solos rizosféricos das espécies hibernais (A e
C) e estivais (B e D), contaminados com as concentragdes de 0, 250, 500, 1.000 e 4.000 mL ha' da mistura formulada de
imazetapir+imazapique (75 + 25 g e.a. L), apds 63 dias de duragéo dos experimentos respirométricos, mantidos em condi¢des
de laboratorio.
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