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RESUMO

PEREIRA, L. M. Fitotoxicidade do herbicida 2,4-D em plantas usadas na adubacio verde.
2023. Monografia (Trabalho de Conclusdao de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2023.

Os agrotoxicos sao amplamente utilizados em diversos cultivos, como na cana-de-acucar, e estao
associados a diferentes impactos ambientais. O herbicida 2,4-D, por exemplo, pode causar
fitotoxicidade em diferentes espécies vegetais, incluindo plantas leguminosas que podem ser
utilizadas para a adubagdo verde. Nesse contexto, a presente pesquisa teve como objetivo
identificar a fitotoxicidade do 2,4-D durante o crescimento inicial de seis espécies de plantas
terrestres, incluindo Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea, Dolichos lablab,
Lupinus albus e Mucuna pruriens. Para isso, as plantas foram expostas a 6 concentragdes de
2,4-D (0; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2 ¢ 4,0 mg i.a. kg™), considerando 4 réplicas e duracdo de 14 dias ap0s a
germinagdo do controle. Os endpoints foram a porcentagem de germinacao, o crescimento da
parte aérea e da raiz, além da biomassa fresca e seca. Os resultados de biomassa fresca e seca
foram analisados por meio do Indice de Tolerancia (IT) e as concentragdes de efeito de inibigio
de 50% do crescimento foram calculadas para germinagao e crescimento da parte aérea e da raiz.
A germinag¢do da maioria das espécies foi alta (acima de 87,5%), com exce¢do apenas de C.
cajan e L. albus nas maiores concentracdes. O crescimento de todas as espécies foi prejudicado
diante da exposi¢do ao 2,4-D, sendo que o aumento das concentragdes do herbicida provocou o
decréscimo do comprimento da parte aérea e das raizes. Os efeitos foram mais evidentes para a
inibicdo do crescimento de L. albus, C. juncea, D. lablab e C. cajan em comparagao com C.
ensiformis € M. pruriens. Dentre os sintomas qualitativos de fitotoxicidade que foram
observados, destacam-se as raizes inchadas e o amarelamento das folhas. Portanto, observa-se a
fitotoxicidade do herbicida 2,4-D mesmo em doses inferiores as utilizadas no cultivo de
cana-de-agucar. A espécie M. pruriens foi a planta mais resistente, com IT superior a 60% em
todos os tratamentos, destacando-se como a espécie com maior potencial para para adubagao

verde de cultivos de cana-de-agtcar no periodo entressafra.

Palavras-chave: Agrotoxicos. Ecotoxicologia. Leguminosas.



ABSTRACT

PEREIRA, L. M. Phytotoxicity of the herbicide 2,4-D on green manure plant species. 2023.
Monografia (Trabalho de Conclusdo de Curso) — Escola de Engenharia de Sao Carlos,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Carlos, 2023.

Pesticides are widely used in various crops, such as sugarcane, and are associated with various
environmental impacts. The herbicide 2,4-D, for example, can cause phytotoxicity in different
plant species, including leguminous plants that can be used for green manure. In this context, the
present research aimed to identify the phytotoxicity of 2,4-D during the initial growth of six
terrestrial plant species, including Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea,
Dolichos lablab, Lupinus albus € Mucuna pruriens. The studied plants were exposed to six
concentrations of 2,4-D (0, 0.8, 1.6, 2.4, 3.2, and 4.0 mg a.i kg'), with four replicates and a
duration of 14 days after control germination. The endpoints were the germination percentage,
the shoot and root growth, and fresh and dry biomass. The results of fresh and dry biomass were
interpreted in terms of Tolerance Index (TI), and the concentrations of 50% growth inhibition
effect were calculated for germination and shoot and root growth. The germination of most
species was high, except for C. cajan and L. albus in the highest concentrations. The growth of
all species was impaired when exposed to 2,4-D, with an increase in herbicide concentrations
leading to a decrease in shoot and root length. The effects were more pronounced for the growth
inhibition of L. albus, C. juncea, D. lablab, and C. cajan compared to C. ensiformis and M.
pruriens. Swollen roots and yellowing of leaves stood out among the qualitative symptoms of
phytotoxicity. Therefore, phytotoxicity of the herbicide 2,4-D is observed even at lower doses
than those used in sugarcane cultivation. The species M. pruriens was the most resistant plant,
with a TI greater than 60% in all treatments, standing out as the species with the greatest

potential for green manure in sugarcane crops during the offseason.

Keywords: Pesticides. Ecotoxicology. Legumes.
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1. INTRODUCAO

A relagao entre o homem e a natureza sofreu alteracdes ao longo do tempo, sendo que,
durante toda a época de extrativismo, as atividades antropicas implicaram em poucas alteragdes
sobre o meio. Apds essa fase, 0 homem passou a explorar os ecossistemas as suas necessidades e a
agricultura se tornou uma das primeiras atividades econdémicas da humanidade (MATTOS E SILVA,
1999). O desenvolvimento da agricultura culminou na emergéncia da monocultura como o sistema
com maior possibilidade de ampliacdo da produtividade. Entretanto, esse sistema modificou as
relacdes ecossist€émicas naturais, que perderam sua complexidade, biodiversidade e estabilidade,
abrindo espago para o surgimento de novas interacdes, cujo desequilibrio transformou em pragas os
seres que anteriormente conviviam em harmonia (MATTOS E SILVA, 1999). Contudo, o termo
“agroneg6cio” surgiu apenas em 1957, descrito por John Davis e Ray Goldberg a partir da
percepcdo de uma cadeia produtiva integrada, considerando todas as etapas envolvidas na
preparacdo, producdo, processamento, distribuicdo e comercializagdo, que passavam pelo processo
de modernizagdo. O agronegdcio tem sido reconhecido como um vetor crucial do crescimento
econdmico brasileiro. Em 2020, a soma de bens e servigos gerados pelo agronegdcio chegou a
quase R$2 trilhdes ou 26,6% do PIB brasileiro (Confederagdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil,
2021).

A cana-de-agucar foi a primeira cultura a ser implementada no territério brasileiro,
marcando o primeiro ciclo econdmico do pais; esse cultivo ainda continua ocupando posi¢ao de
destaque nas exportacdes nacionais, visto que o Brasil ¢ o maior produtor mundial de
cana-de-agiicar (NACHILUK, 2021). De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB), a producdo de cana-de-agiicar deverd aumentar 4,4% na safra 2023/2024 gracas a
melhorias na produtividade das lavouras e a ampliacdo da area de cultivo, que deve chegar a 8,4
milhdes de hectares, com rendimento médio de 75.751 quilos por hectare (CONAB, 2023). Para
atingir tais posi¢des de destaque, tanto em relagdo a cana-de-agucar quanto ao agronegdcio em
geral, as ferramentas da Revolugdao Verde foram amplamente utilizadas com intuito de aumentar a
produtividade. O modelo agricola implantado com a Revolu¢ao Verde, embora tenha contribuido
para os sucessivos recordes de produtividade agricola e reducdo da pressdao do desmatamento em

areas nativas, nao se traduziu num modelo sustentavel (PRIMAVESI, 2001).
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Cerca de 300 mil toneladas de agrotoxicos sdo consumidas anualmente no Brasil, dado que
representa um aumento de 700% nos ultimos 40 anos; a cana-de-acUcar, por sua vez, ¢ uma das
culturas que mais utilizam esses produtos, ocupando o quarto lugar do ranking que avalia o
consumo em termos de ingrediente ativo (SPADOTTO, 2021). A maioria dos herbicidas utilizados
na cultura da cana-de-aglicar ¢ recomendada para aplicacdio em pré-emergéncia e/ou
pos-emergéncia inicial da cultura e das plantas daninhas e, portanto, o solo é o principal destino
desses produtos (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). O Brasil é considerado o maior
consumidor de agrotoxicos do mundo e segue flexibilizando a legislagao para liberar o registro de
cada vez mais ingredientes ativos e produtos comerciais, mesmo diante do aumento das restricdes
ao uso dessas substancias em paises desenvolvidos. Além da diversidade de agrotoxicos, o Brasil
também ¢ permissivo na quantidade utilizada. Por exemplo, para o 4cido 2,4-diclorofenoxiacético,
conhecido como 2,4-D e segundo agrotoxico mais vendido no Brasil, o Limite Maximo de Residuo
permitido na 4gua potavel brasileira ¢ de 30 pg/L, equivalente a 300 vezes o estabelecido para a

Uniao Europeia (BOMBARDI, 2017).

A exposi¢do aos agrotdxicos pode ocorrer por trés formas: i) ocupacional, referente a
contamina¢do dos trabalhadores rurais, que usam esses produtos em suas atividades cotidianas; ii)
alimentar, quando ocorre a ingestdo de alimentos contaminados; e iii) ambiental, que pode ocorrer
por meio do uso intensivo dos agrotoxicos ou por derramamentos acidentais (DUTRA e SOUZA,
2017). Os efeitos dos agrotoxicos sobre a saude podem ser de dois tipos: efeitos agudos, que sao
aqueles mais visiveis e que aparecem durante ou apos o contato com o produto, e efeitos cronicos,
que podem aparecer semanas, meses, anos, ou até mesmo geragdes apds o periodo de uso ou
contato com o produto contaminado, com efeitos carcinogénicos tanto para moradores do campo

como da cidade (ARAUJO; OLIVEIRA, 2017).

O solo ¢ o destino final da maioria das substancias utilizadas nos sistemas agricolas, sendo
que a relagdo entre o solo e os pesticidas, no geral, ¢ bastante dindmica, passando por diversos
processos fisico-quimicos (ENGELBERG, 2020). Embora o tempo de permanéncia do 2,4-D em
solos seja relativamente curto, ndo excedendo quatro semanas em solos argilosos, os efeitos
fitotoxicos do 2,4-D, em combinagdao com o picloram, foram observados em até 150 dias apds sua
aplicagdo (D'ANTONINO et al., 2009). Como os agrotdxicos sdo frequentemente usados em
conjunto nas lavouras, a persisténcia do 2,4-D pode se estender por periodos mais longos e causar

intoxicagdo em culturas subsequentes.
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A sucessao de diferentes cultivos contribui para a manutengao do equilibrio dos nutrientes
no solo e para o aumento da sua fertilidade, além de permitir uma melhor utilizagdo dos insumos
agricolas (DELARMELINDA, E. A. et al., 2010). A adubagdo verde ¢ uma técnica milenar que
utiliza espécies vegetais para cobertura ou incorporagcdo ao solo com intuito de melhorar a sua
qualidade quimica, fisica e bioldgica (MORALIS, L.A.S; BARBOSA, A.G, 2012). Os adubos verdes
aportam uma grande variedade de substancias orginicas ao solo, como exsudatos de raizes,
biomassa radicular e foliar, 4cidos organicos e diversas substancias elaboradas, como aminoacidos,
fitormonios, entre outras. A adi¢do regular de residuos de adubos verdes aos varios solos €
ambientes tropicais melhora a estrutura do solo, que favorece a aeragdo e a infiltragao de agua,
permitindo uma maior penetracdo das raizes (DELARMELINDA, E. A. et al., 2010). As plantas de
cobertura, utilizadas como adubo verde formam uma barreira fisica para as plantas invasoras,
competindo por dgua, luz e nutrientes e, quando manejadas adequadamente, podem diminuir o

nimero de capinas manuais e evitar a utilizagdo de herbicidas (FONTANETTI, A. et al., 2004).

De acordo com a teoria da trofobiose, 0s agrotdxicos e outros insumos sintéticos tornam as
plantas suscetiveis as pragas e doengas e a adubagdo verde favorece a proteossintese (formacao de
proteina a partir de aminoacidos), tornando as plantas mais resistentes as pragas e as doengas
(WACHEKOWSKI et al., 2021). As leguminosas, plantas da familia Fabaceae, sao as mais usadas
para adubacdo verde devido a sua capacidade de fixar o nitrogénio atmosférico em funcio da
simbiose com bactérias presentes em suas raizes (ALCANTARA et al., 2000). O cultivo de
cana-de-actcar possibilita a ado¢do de plantas de cobertura para reciclagem de nutrientes e
preservacao do solo, pois, durante a renovagao do canavial, que ocorre geralmente apos o quarto ou

quinto corte, o solo fica desprovido de vegetacdo por varios meses (DUARTE JR; COELHO, 2008).

As espécies utilizadas neste trabalho podem ser cultivadas no periodo de entressafra da
cana-de-agucar (entre dezembro e abril), portanto pode-se pensar na utilizagdo das mesmas para
adubacao verde do solo das areas de cultivo com intuito de tornar a proxima safra mais resistente a
pragas e doengas e reduzir a necessidade de insumos quimicos, diminuindo os riscos de acidentes
ocupacionais e contamina¢des ambientais, animais e humanas. Nesse contexto, a presente pesquisa
visou a determinacdo dos efeitos do agrotoxico 2,4-D por meio da observacdo da fitotoxicidade em

seis espécies de adubacao verde.

16 |



2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar os efeitos da fitotoxicidade do herbicida
2,4-D em seis espécies de plantas utilizadas para adubacdo verde, incluindo Cajanus cajan (i.e.,
feijdo guandu-forrageiro), Canavalia ensiformis (i.e., feijao-de-porco), Crotalaria juncea, Dolichos
lablab (i.e., feijao lablab), Lupinus albus (i.e., tremogo) € Mucuna pruriens (i.e., mucuna cinza).

Dessa forma, foram definidos dois objetivos especificos, incluindo:

1) Analisar o crescimento inicial das plantas expostas a diferentes concentracdes de 2,4-D,

comparando as espécies por meio do Indice de Tolerancia (IT) e das concentracdes de efeito;

i1) Discutir possiveis aplicagdes de plantas de adubagdo verde no cultivo de cana-de-agucar,

considerando os efeitos da exposi¢do a residuos de 2,4-D em solos contaminados;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Acido diclorofenoxiacético (2,4-D)

O 2,4-D foi o primeiro herbicida seletivo, desenvolvido ainda nos anos 1940, e ¢
amplamente utilizado para aplicagdo em plantas daninhas nos cultivos de trigo, soja, milho, arroz,
cana-de-agiicar e pastagens (NETO et al., 2012). O 2,4-D ¢ classificado, devido ao seu
funcionamento, como um mimetizador de auxina, que ¢ o hormonio responsavel pelo crescimento
das plantas. Os herbicidas auxinicos também sdo conhecidos como reguladores de crescimento,
auxinas sintéticas ou herbicidas hormonais por possuirem similaridade estrutural com a auxina
natural das plantas (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2011). Esse tipo de herbicida persiste por longos
periodos dentro da planta, devido a sua estabilidade e, por isso, sdo mais eficazes que as auxinas
naturais. Enquanto as auxinas naturais possuem concentragdes e efeitos controlados, os herbicidas
auxinicos ultrapassam os mecanismos regulatorios das plantas e causam uma resposta descontrolada
de crescimento (MARCATO et al., 2017). A principal auxina natural na maioria das plantas ¢ o
acido indolacético (AIA) e as auxinas sintéticas possuem uma ac¢ao importante no equilibrio das
auxinas endogenas, inibindo seu transporte ¢ promovendo sua oxida¢do ou competindo por
substrato, reduzindo os complexos auxinicos necessarios ao crescimento regular das plantas

(PAZMINO et al., 2012).

Os compostos auxinicos sintéticos alteram a estrutura do citoesqueleto e reduzem a acao dos
peroxissomos, diminuindo a ag¢do antioxidante, que protege as células (COSTA, 2019). Altos niveis
de auxina nas plantas induzem a biossintese de etileno e do acido abscisico (ABA), que leva ao
fechamento dos estomatos, tendo como consequéncia a reducdo da fixacdo do carbono pela
fotossintese. Na presenga de luz, o ABA combinado desencadeia um actimulo de perdxido de
hidrogénio, levando a danos oxidativos que contribuem para a fitotoxicidade (COSTA, 2019). Além
disso, esses compostos também causam a superproducdo de espécies reativas de oxigé€nio, que
levam a reorganizacdo da parede celular e a perda de sua estrutura original. Dessa forma, esses
radicais livres interagem com os fosfolipidios da membrana plasmatica, causando seu rompimento e
vazamento do citosol e consequente morte celular (COSTA, 2019). A toxicidade do 2,4-D pode se
manifestar de varias formas, como na epinastia das folhas, interrup¢ao do crescimento e formacgao

de necroses e raizes secundarias (SILVA et al., 2011).
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O modo de agao de herbicidas auxinicos ¢ dependente da dose e o seu efeito também
depende da sensibilidade dos tecidos e espécies (PAZMINO et al, 2012). Os efeitos do 2,4-D no
crescimento das plantas pode ser observado mesmo em baixas concentragdes, por isso o uso de
pulverizadores mal higienizados ou a ocorréncia de deriva pode causar s€rios prejuizos em culturas
sensiveis (OLIVEIRA JUNIOR, 2011). Ao entrar em contato com o solo, uma parte do herbicida ¢
absorvida pelas plantas e outra parte pode sofrer diversos processos, sendo estes agrupados em trés
categorias: sorc¢do, transformac¢do ou degradagdo e transporte. O principal produto de degradagdo do
2,4-D ¢ o 2,4-diclorofenol (2,4-DCF), que possui uma menor solubilidade em &agua, quando
comparado com o 2,4-D e ¢ classificado pela Unido Europeia como uma substancia de desregulacao
endocrina ou potencial de desregulagdo enddcrina comprovada (FEITOSA et al., 2023). O processo
de sor¢do se refere a retencdo de herbicidas pela fase solida do solo, independente dos mecanismos
quimicos envolvidos, j& a transformagdo ocorre quando ha alteragao de sua estrutura molecular por
meios bidticos e abidticos e por fim o transporte ¢ definido como a movimentagao do herbicida no
solo, podendo ocorrer por lixiviacdo, escoamento superficial e volatilizagdo (CHRISTOFFOLETI;

LOPEZ-OVEJERO, 2008).

A sor¢do no solo impede que esses contaminantes alcancem o lengol freatico via percolagao,
influenciada por propriedades como a persisténcia do produto e coeficiente de sor¢do a matéria
organica do solo, os quais sdo intimamente ligados e determinam a interag@o entre os agrotoxicos e
o solo (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014). Estudos realizados anteriormente demonstraram
que o coeficiente de sor¢do normalizado para carbono organico do solo (Koc) do 2,4-D esta entre
20 e 60 mL g' . Além disso, mais de 90% da sua sor¢do ocorre dentro de 2 h em condi¢des de
laboratorio (SPADOTTO, 2003). Uma das principais caracteristicas que influencia o processo de
sor¢do dos agrotoxicos ¢ a matéria organica do solo (MOS), que favorece a sor¢ao de moléculas
organicas, especialmente, as hidrofobicas. A ligagdo entre o herbicida e a MOS ¢, geralmente, mais
estavel que sua ligagdo aos componentes minerais. Portanto, o tempo para que ocorra a dessor¢ao €
maior e a quantidade de moléculas que retornam a solugdo do solo ¢ menor (CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEIJERO, 2008).

Entretanto, herbicidas de alta solubilidade podem nao ficar sorvidos no solo, mas serem
lixiviados, sobretudo se utilizados em periodos de alta precipitacdo. A solubilidade dos agrotoxicos
estd diretamente relacionada ao seu Kow (Tabela 1), ou seja, ao Coeficiente de Particdo

Octanol/Agua, que representa a afinidade pelo I-octanol, indicando a maior ou menor
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lipofilicidade. De modo geral, os valores de Kow apresentam relag@o inversa com a solubilidade em
agua e direta com a persisténcia do produto no ambiente, ou seja, quanto maior o Kow, menor a
solubilidade e maior a sor¢do. Por outro lado, quanto menor o Kow, maior o potencial de lixiviagado
do herbicida, o que pode resultar em menor efeito residual no solo (CHRISTOFFOLETI;
LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Tabela 1 — Propriedades fisico-quimicas do 2.,4-D.

Formula molecular C 8H 603C 12
Peso molecular 221 g/mol
Solubilidade em agua 0,07 g/100 mL a 25°C
Kow 2,81
pKa 2,73
Densidade relativa 1,563 a 20°C (so6lido)
Ponto de fusdo 136 a 140°C
Ponto de ebuligdo Decompoe

Fonte: adaptado de CETESB e Héhnke, V.D. et al. (2018)

Outro fator que influencia na lixivia¢ao ¢ a densidade do solo, que pode ser utilizada como
um dos indicadores de tendéncia de lixiviagdo de pesticidas, quando se tratar do mesmo tipo de
solo, pois quanto maior a densidade menor sera a quantidade de poros, que sdo os espacos que
poderdo ser preenchidos por agua (MARTINS, 2006). O processo de lixiviagdo € a principal forma
de transporte no solo das moléculas nao volateis e soluveis em agua e quando as moléculas sao
carreadas para camadas muito profundas do solo podem atingir e contaminar lengdis freaticos
(MONQUERO et al., 2010). A lixiviagdo dos herbicidas aumenta seu potencial de fitotoxicidade
para a cultura, pois reduz a seletividade de posicionamento no solo, principalmente em solos

arenosos (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008).

Os fatores que regem o comportamento dos herbicidas sdo: 1) os atributos do solo, incluindo
a textura, a estrutura, o teor de matéria organica, o pH, a capacidade de troca cationica (CTC), o
contetido de agua, o relevo, a comunidade microbiana e o equilibrio nutricional; ii) as condi¢des
ambientais, incluindo a umidade relativa do ar, a temperatura, a luminosidade, o vento e as chuvas;

iii) as propriedades fisico-quimicas das moléculas de herbicidas, a interacdo destes fatores, as
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formas de manejo da cultura, a tecnologia de aplicacdo dos herbicidas e a presenca ou auséncia de
plantas (CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2008). Além desses fatores, as variaveis
ambientais como o tipo de solo, a declividade, a presenca de cobertura vegetal e o clima afetam o

transporte dos pesticidas no meio ambiente (DELLAMATRICE; MONTEIRO, 2014).

O 2,4-D ¢ uma substancia Classe I de acordo com o IBAMA, que em animais refere-se a
DLs, (dose estimada que causa efeito letal a 50% de uma populagdo) por via oral entre 0-50 mg mg
i.a. kg’ e por via dérmica entre 0-200 mg kg e CLs, (concentra¢do estimada que causa efeito letal a
50% de uma populagdo exposta) por via respiratdria entre 0-0,2 mg L™ e irritagdo para pele e olhos
classificada como severa (NETO et al., 2012). Em mamiferos, o 2,4-D pode atacar o figado, o
sistema nervoso central e o coracdo, sendo que, nos humanos, uma inalacdo prolongada pode gerar
efeitos toxicos agudos como tonturas, tosse, fraqueza e até perda tempordria de coordenagdo
muscular, ja que os efeitos principais e mais recorrentes decorrem da manipulacido inadequada do

produto, que pode gerar irritagdo na pele e nos olhos (NETO et al., 2012).

A ocorréncia do 2,4-D em solos arenosos foi verificada por um estudo realizado por Feitosa
et al. (2023) nas areas de pastagens e apds a aplicacdo nas areas de cultivo de cana-de-acucar. No
solo arenoso, o 2,4-D foi monitorado por aproximadamente 1 ano e os resultados da quantificacao
quimica encontraram concentragdes de 2,4-D de 1,5 a 7,9 pg kg™ para as areas de pastagens e de
2,2 a 13,4 pg kg' nas areas de cana-de-agucar apOs a aplicagdo, sendo que apos 8 meses da
aplicagdo as concentragdes atingiram niveis inferiores ao limite de quantificagdo do método (0,75
ng kg™

E relevante destacar que um dos produtos comerciais mais utilizados contendo 2,4-D é o
DMA®806 BR, produzido pela Dow AgroSciences Industrial Ltda. Este produto ¢ frequentemente
aplicado no cultivo de cana-de-agucar, seguindo as recomendagdes para a aplicagdo na
pré-emergéncia das plantas infestantes Amaranthus viridis (caruru-de-mancha), Bidens pilosa
(picao-preto), Emilia sonchifolia (falsa-serralha), Galinsoga parviflora (picao-branco) e Portulaca
oleracea (beldroega) (OGURA, 2022b). A estrutura molecular do 2,4-D, principio ativo desse

produto, pode ser observada na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura molecular do 2,4-D

I
o, _O

Fonte: Héhnke, V.D. et al. (2018)

3.2 Ecotoxicidade

O termo “Ecotoxicologia” foi proposto pelo toxicologista francés René Truhaut em 1969,
definido como o ramo da toxicologia preocupado com o estudo dos efeitos toxicos causados por
poluentes naturais ou sintéticos aos constituintes dos ecossistemas animais (incluindo humanos),
vegetais e microbianos, em um contexto integral (OLIVEIRA; BALDAN, 2022). A ecotoxicidade ¢
uma importante ferramenta complementar no monitoramento ambiental para a avaliacdo de
interagdes sinérgicas e antagonicas de substincias naturais ou sintéticas em ambientes receptores
(terrestres, aquaticos ou aéreos), € sobre organismos, populacdes ou comunidades animais e
vegetais que os habitam (SERAFINI; SOARES; SEGAT, 2018). Dessa forma, os estudos
ecotoxicologicos tém desempenhado um papel fundamental na expansao do entendimento cientifico
e tecnoldgico, bem como no desenvolvimento das leis ambientais, com o objetivo de mitigar os
danos causados pelas agdes humanas ao meio ambiente. Eles representam uma ferramenta valiosa
para a identificagdo de agentes toxicos provenientes de diversas atividades econdmicas, que podem
ameagar a integridade dos ecossistemas e a diversidade da vida em todas as suas formas (SILVA,

2021).

Enquanto as analises quimicas identificam e quantificam as concentragdes das substancias
toxicas, os testes de toxicidade avaliam o efeito dessas substincias sobre sistemas bioldgicos, de

forma que as andlises quimicas e os testes de toxicidade se complementam (COSTA et al., 2008).
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De forma pratica, a Ecotoxicologia envolve a aplicagdo de ensaios como uma das estratégias mais
comuns para a avaliagdo do modo de agdo de substancias toxicas no ambiente (BIANCHI, 2013).
Para isso, sdo realizados estudos utilizando diferentes organismos e diferentes niveis de
contamina¢do, que podem demonstrar a toxicidade da substancia analisada e contribuir para as

decisoes legislativas sobre o uso da mesma substancia.

A fitotoxicidade, por sua vez, ¢ um dano ocasionado nas plantas devido ao uso de
substancias quimicas, sobretudo em grandes quantidades. Esta pode ser vista como um efeito
colateral, que pode ser reversivel, temporario ou irreversivel e ter como sintomas a inibicao de
crescimento dos brotos, morte e amarelecimento das folhas e morte de culturas ndo alvo
(ALENCAR, 2022). Os bioensaios de fitotoxicidade avaliam a intoxicacdo de espécies vegetais
quando expostas a substincias potencialmente toxicas, que podem inibir sua germinacido e
desenvolvimento. Silva et al. (2011) avaliaram os efeitos fitotoxicos do 2,4-D para Glycine max L.,
com aplicagdo do herbicida em solos de texturas distintas em diferentes periodos antes da
semeadura, por meio de pulverizagdo com duas dosagens (502,5 ¢ 1005 g i.a ha') e em ambas
foram observados como sintomas de fitointoxicagdo o encarquilhamento das folhas e a epinastia dos

peciolos.

Reis et al. (2010) utilizaram quatro concentragdes de 2,4-D (0; 1,5; 2 e 3 L ha™) aplicadas
em dois momentos: no dia do plantio e 21 dias apds o plantio de Zea mays. Apds 42 dias da
segunda aplicacdo, avaliaram a fitotoxicidade, que apresentou comportamento de dose-resposta,
verificada pelo decréscimo da matéria seca da parte aérea com o aumento das doses. Boteon (2022)
realizou experimentos com Arachis hypogaea, Gossypium hirsutum e Phaseolus vulgaris, usando 8
doses de 2,4-D. Para o Gossypium hirsutum, as duas maiores doses (dose comercial de 670 g i.a.
ha'! e 335 g i.a. ha') atingiram 95% de fitotoxicidade e levaram a morte das plantas, enquanto até a
quarta maior dose (83,75 g i.a. ha') chegou a 80%. A fitotoxicidade ainda pdde ser observada até a
quinta maior dose (41,87 g i.a. ha'), atingindo 50%. Dabéss et al (2018) realizaram experimentos
com o Zea mays, com concentracdes variando de 0 a 153,6 ppm e observaram efeitos de
fitotoxicidade nas avaliagdes aos 7, 14 e 21 dias apds aplicacdo do 2,4-D. Nesse estudo, os

principais sintomas foram encarquilhamento das folhas, amarelamento e reducao do crescimento.

Fontana (2021) observou que, no Phaseolus vulgaris, o 2,4-D causou encarquilhamento

foliar, epinastia dos ramos e peciolos, necrose ¢ aborto das flores, descoloracao e assimetria das
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nervuras foliares, peciolos quebradicos e redu¢do do tamanho de vagens. O mesmo estudo, que
utilizou concentragdes entre 0 € 36,48 g i.a. ha!, encontrou resultados similares para a Glycine max
e o Solanum lycopersicum, sendo este ultimo o mais sensivel. Soligo (2019) realizou experimentos
em campo com diferentes doses de 2,4-D (de 0 a 1396 g i.a. ha™') aplicadas em diferentes etapas de
desenvolvimento do Triticum aestivum. Seus resultados demonstraram que o 2,4-D causou
fitotoxicidade em 5% a 15% apos 7 dias de aplicagdo, sendo esta menor para doses baixas e maior

para doses altas e com aplicagdes antes do perfilhamento.

O 2,4-D presente na agua de irrigagdo também pode afetar o crescimento de espécies
vegetais. Ogura et al. (2022a) utilizaram amostras de dgua coletadas em mesocosmos contaminados
com 447 pg L' de 2,4-D para irrigar a espécie de leguminosa Phaseolus vulgaris. Os autores
observaram uma maior inibi¢do da parte aérea e das raizes na presenca do 2,4-D (17% e 45%,
respectivamente). Além disso, o 2,4-D também afetou o crescimento inicial da espécie de planta Z.
mays, uma monocotiledonea ndo-alvo, com uma inibi¢do de crescimento radicular de até 17%.
Esses autores também identificaram que a presenca de 2,4-D na agua de irrigagdo promoveu a
inibicdo da germinagdo e do crescimento de plantulas de FEruca sativa mesmo em baixas

concentragdes (0,2 ug L' de 2,4-D).
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4. METODOLOGIA

O solo utilizado no presente estudo foi coletado nas dependéncias do Centro de Recursos
Hidricos e Estudos Ambientais da Universidade de Sao Paulo (CRHEA/USP), localizado no
municipio de Itirapina (SP). O local de coleta ndo apresenta historico de contaminacdo e o solo ja
foi utilizado e caracterizado em estudos anteriores (OGURA et al., 2023). O solo foi peneirado
manualmente com uma peneira metalica de abertura de 4 mm para remocao de pedregulhos e
padronizac¢do da granulometria e em seguida foi levado a estufa por 24 h a 60°C para desfaunagem e
retirada de umidade. Em estudo anterior, Ogura (2022b) apresentou a caracterizacao do solo, que foi

feita no Laboratdrio de Geotecnia da EESC — USP (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizacdo do solo de estudo

Granulometria
Argila [< 0,002 mm] (%) 31,9 Areia fina [0,06 — 0,2 mm] (%) 24.8
Silte [0,002 — 0,06 mm] (%) 21,7 Areia média [0,2 — 0,6 mm] (%) 20,2
Areia [0,06 — 2,0 mm] (%) 46,4 Areia grossa [0,6 — 2,0 mm] (%) 1,4
Parametros fisicos e quimicos
pH (H,0) 5,2 Condutividade elétrica (uS cm™) 50,1
Potencial de oxirredugdo [Eh] (mV) +228,8  Capacidade de troca catiénica (cmol, kg™) 3,47
Densidade (g cm®) 1,48 Indice de vazios 1,05
Umidade média (%) 14,6 Porosidade (%) 55
Massa especifica aparente (g cm?) 1,28 Massa especifica real (g cm?) 2,83
Grau de saturacio (%) 31 Matéria organica (%) 11,4

Fonte: adaptado de OGURA (2022b)

Para os ensaios de fitotoxicidade, seis espécies que sdo utilizadas para adubacao verde foram
selecionadas, incluindo Cajanus cajan, Canavalia ensiformis, Crotalaria juncea, Dolichos Lablab,
Lupinus albus € Mucuna pruriens. As sementes de todas essas espécies foram fornecidas pela
empresa Pirai Sementes® (Piracicaba, Sao Paulo, Brasil) e as informacdes técnicas foram

sintetizadas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Informacdes sobre as sementes obtidas da Pirai Sementes®
Producdo de  Produgdo de

Espécies de Germinagdo  Profundidade  Epoca ideal

Familia o . . biomassa nitrogénio
plantas — pureza (%) ideal (cm) de plantio (t ha) (ke ha'!)
C. cajan Fabaceae 70 - 98 2-3 Outubro a 20-30 100 — 180

(Leguminosa) novembro
C. ensiformis 1 20aceac 7598 2-5 Outwbroa 5 49 80— 160
(Leguminosa) novembro
C. juncea Fabaceae 60— 98 2-3 Outwbroa 44 6o 300450
(Leguminosa) novembro
D. lablab Fabaceac 70— 98 2-3 Outwbroa 5 3, 80— 160
(Leguminosa) novembro
L. albus Fabaceae 7598 2-3 Abrila 20-30 6090
(Leguminosa) maio
M. pruriens Fabaceae 70 — 98 2-4 Outubro a 40— 50 180 — 220
(Leguminosa) novembro

Fonte: Pirai Sementes®

Os testes de fitotoxicidade com as espécies citadas foram feitos com quatro réplicas para
cada concentracdo, conforme a NBR 11269-2:2014 (ABNT, 2014). O produto utilizado ¢ da
formulacao comercial DMA®806 BR (Dow AgroSciences Industrial Ltda). A dosagem de 2,4-D foi
definida a partir do uso estimado no cultivo de cana-de-agucar, que é de 3,5 L ha!, equivalente a 7
uL kg™ solo, resultando em uma concentragdo de 4,7 mg i.a. kg por kg de solo seco. Dessa forma,
foram utilizados 6 tratamentos, cujas concentragdes variaram entre 0 € 4 mg i.a. kg (Tabela 4), pois
em estudos preliminares com maiores concentracdes a toxicidade levou a morte das plantas de todas
as espécies escolhidas. Os resultados foram expressos em termos de concentragdo nominal de

2,4-D, conforme a dosagem estimada com base no rotulo do fabricante.

A preparacdo do solo para o desenvolvimento dos testes foi feita com intuito de se obter
20% de umidade. Em potes plasticos (poliestireno) atoxicos de 400 mL, foram adicionados 300 g
do solo referente ao respectivo tratamento. As sementes utilizadas passaram por avaliagdao visual a
fim de selecionar apenas as que estivessem em bom estado, descartando aquelas com deformidades.
Ao todo, 10 sementes foram plantadas em cada réplica, aproximadamente 2 cm abaixo da superficie
do solo. Devido ao tamanho das sementes de C. ensiformis ¢ M. pruriens, apenas 7 sementes foram

plantadas em cada pote.
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Tabela 4 — Concentracao de 2,4-D para cada tratamento utilizado

Tratamento Concentra¢do nominal de 2,4-D (mg i.a. kg')
Co 0,0
Cl 0,8
C2 1,6
C3 2,4
C4 32
Cs5 4,0

Fonte: Elaboragdo Propria (2023)

Os ensaios (Figura 2), adaptados da NBR 11269-2:2014 (ABNT, 2014), foram
desenvolvidos em condi¢des controladas de temperatura (25 + 2°C), luminosidade artificial (4500
Ix) e fotoperiodo 12:12h. A umidade do solo foi mantida em aproximadamente 20% por meio de
irrigacdo manual com a frequéncia de 3 vezes por semana, utilizando de 20 a 30 mL de agua
destilada, de acordo com a necessidade de cada réplica. Os experimentos foram mantidos por 14
dias apds a germinacdo de 5 plantulas nas amostras controle, sendo que os organismos excedentes
foram removidos na etapa de desbaste. Os endpoints foram: porcentagem de germinagdo,
crescimento da parte aérea (comprimento entre o meristema apical e a folha mais alta) e da raiz,

biomassa fresca e seca (da parte aérea e da raiz).

Figura 2: Ensaios de fitotoxicidade, com destaque para a disposicdo dos experimentos (a), plantacdo das sementes (b),
plantulas desenvolvidas para desbaste (c) e visdo geral das réplicas de uma espécie (d)

Fonte: Elaboragao Propria (2023)
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As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software Statistica 7. A normalidade dos
dados foi verificada pelo teste de Shapiro-Wilk e a homogeneidade pelo teste de Levene. Os dados
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), seguida do teste post-hoc de Tukey para avaliar
se os tratamentos apresentaram diferencas estatisticas significativas no crescimento das plantas (p <
0,05). Os efeitos de fitotoxicidade para as espécies expostas ao 2,4-D também foram determinados

com base na porcentagem de inibi¢do de crescimento da parte aérea e da raiz.

A porcentagem de germinacdo foi calculada a partir da diferenca entre a quantidade de
sementes plantadas e a quantidade de plantulas desenvolvidas em cada pote. Ja o Indice de
Tolerancia, também expresso em porcentagem, foi obtido pela razdo entre a biomassa de
determinado tratamento e a biomassa no controle, sendo que nesse caso as réplicas formaram uma
amostra composto, de modo que ndo houve célculo do desvio padrio. A estimativa de produgdo de
biomassa para as espécies estudadas (em t ha') foi feita proporcionalmente com base nas
informacdes fornecidas pelo fornecedor das sementes (Tabela 3), comparando o crescimento das
plantas expostas a cada tratamento em relacdo ao crescimento esperado no controle. As
concentragdes de efeito (CEs,) foram determinadas para a germinacao, crescimento da parte aérea e
crescimento da raiz. As estimativas foram feitas com base em modelos de regressdao nao-linear pelo

modelo da curva logistica, com intervalo de confianca de 95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Germinagao

Os valores médios e o desvio-padrao dos resultados das 4 réplicas de cada tratamento estao
apresentados na Tabela 4. Comparando com os dados disponibilizados pela fornecedora das
sementes, todas as espécies deveriam ter uma porcentagem de germinagdo maior que 60%. Na
pratica, a maioria das espécies obteve porcentagens entre 87,5 ¢ 100%, mesmo nos tratamentos com
doses mais altas. Porém, para a espécie C. cajan a germinagao diminuiu consideravelmente logo na
primeira dose (0,8 mg i.a. kg™') e para a espécie L. albus essa diminui¢do foi observada a partir do

C3 (2,4 mgi.a. kg").

Tabela 5 — Porcentagem de germinacao para cada espécie estudada.

Germinagdo (%)

Tratamento Co C1 C2 C3 C4 G5
C. cajan 72,59 +£22,17 37,55 300 25 +£5,77 2255 200
C. ensiformis 100 £0 100 £0 100 £0 100 £0 100 £0 100 £0
C. juncea 97,5+5 97,5+5 92,5+9,57 97,5+5 92,5+9,57 87,5+9,57
D. lablab 100+ 0 1000 1000 100+ 0 1000 100+ 0
L. albus 100+ 0 97,5+5 100+ 0 35+£5,77 475£15 275+£5
M. pruriens 96,5+7,14 100+ 0 96,5+7,14 96,5+ 7,14 100+ 0 100£0

Fonte: Elaboracao Propria (2023)

A germinagdo das plantas € controlada por diversos fatores, como a disponibilidade de agua,
temperatura, luminosidade e equilibrio hormonal (SILVA et al., 2018). Em teste de germinacao de
sementes de soja com 2,4-D realizado por Silva et al. (2018) foi observado que o herbicida causou
impacto negativo, reduzindo o vigor e a qualidade fisiologica das sementes em funcdo das
alteragdes hormonais. No presente estudo, apenas as espécies C. cajan ¢ L. albus apresentaram
redugdo significativa da germinacdo (p < 0,05), podendo indicar perda da qualidade fisioldgica.
Porém, as dosagens utilizadas por Silva et al (2018) foram maiores, sendo que o primeiro
tratamento possuia concentragdo de 5,16 g i.a kg, ja que o ensaio foi realizado em campo, com

aplicagdo por pulverizagao, que pode aumentar a dispersao do herbicida.
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5.2 Crescimento

A espécie C. cajan registrou decréscimo médio de 2,6 cm no crescimento da parte aérea e
9,5 cm no crescimento da raiz ao ser exposta a primeira concentragdo de 2,4-D (0,8 mg i.a. kg™).
Entretanto, a diferenga entre os valores dos tratamentos contaminados ndo se mostrou tao
expressiva quanto a observada em relacdo ao controle, evidenciando uma diferenca inferior a 1 cm,
tanto para a parte aérea quanto para a raiz, com a excecao do C3, que apresentou os menores
crescimentos. J4 a espécie C. ensiformis apresentou pequenas variagdes no crescimento do controle
e dos tratamentos C1, C2, C3 e C4, porém no C5 o crescimento sofreu uma reducdo abrupta e
desproporcional, diminuindo 12,9 cm na parte aérea ¢ 9,2 cm na raiz. A leguminosa C. juncea
obteve comportamento semelhante a C. cajan, porém o crescimento dessa espécie no controle foi
ligeiramente inferior, com uma reducdo de 1,6 cm na parte aérea e 2,1 cm nas raizes. Ademais,
destaca-se que, ao contrario da C. cajan, a C. juncea ndo apresentou excegdes na propor¢ao da

diminui¢ao do crescimento.

O adubo verde D. lablab apresentou reducdes significativas no crescimento em comparagao
ao controle no tratamento C1 (1,4 cm na parte aérea e 6,9 cm na raiz) e no tratamento C4 em
relagdo ao C3 (2,7 cm na parte aérea e 0,5 cm na raiz), sendo que os demais tratamentos obtiveram
diminui¢des semelhantes entre si. A espécie L. albus apresentou uma redug¢do expressiva no
crescimento no primeiro tratamento (2,8 cm na parte aérea e 6,4 cm na raiz) e redugdes
gradualmente proporcionais nos tratamentos subsequentes. Por tltimo, a espécie M. pruriens obteve
redugdes significativas (acima de 1 cm) entre todos os tratamentos, embora tenha se destacado com
os maiores valores de crescimento. A concentragdo que mais afetou essa espécie foi a de 2,4 mg i.a.
kg', sendo que na concentragdo seguinte (3,2 mg i.a. kg'') aumentou para reduzir novamente na

maior concentracdo utilizada (4 mgi.a. kg').
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Figura 3: Crescimento da parte aérea e da raiz das espécies C. cajan (a), C. ensiformis (b), C. juncea (c), D. lablab (d),
L. albus (e) e M. pruriens (f)
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Fonte: Elaboragao Propria (2023)
Nota: as barras representam o desvio padrio e os asteriscos representam os tratamentos que foram estatisticamente
diferentes do controle

Portanto, o crescimento médio da parte aérea e da raiz das plantas expostas ao 2,4-D estao
apresentados na Figura 3. O crescimento de todas as espécies sofreu algum nivel de alteracdo nos
tratamentos com 2,4-D, sendo que o aumento das concentracdes do herbicida provocou o
decréscimo do comprimento tanto da parte aérea quanto da raiz, indicando que houve fitotoxicidade

com relacdo dose-resposta. Os ensaios com L. albus (e), C. juncea (c), D. lablab (d) e C. cajan (a)
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apresentaram os efeitos do 2,4-D de forma mais evidente em comparacao com C. ensiformis (b) e
M. pruriens (f). Para L. albus (e), C. juncea (c), D. lablab (d), C. cajan (a) e M. pruriens (f) todos
os tratamentos foram estatisticamente diferentes do controle (ANOVA seguida de post hoc de
Tukey, p < 0,05). Porém, para C. ensiformis (b) diferengas estatisticas significativas (p < 0,05)
foram observadas apenas no C3 para parte aérea ¢ no C5 para parte aérea e raiz. Nesse contexto, a
espécie que obteve menor alteragdo no crescimento foi C. ensiformis (b), que também apresentou,

junto com M. pruriens (f), um dos melhores crescimentos.

Em estudo semelhante, Ogura (2022b) também observou reducdo do crescimento da parte
aérea e da raiz das espécies C. cajan, C. ensiformis, C. juncea, D. lablab, L. albus € M. pruriens na
concentra¢do de 4,7 mg i.a. kg'. Portanto, no presente trabalho, o crescimento da parte aérea de C.
juncea, D. lablab e M. pruriens foi maior que o registrado por Ogura (2022b). O crescimento de L.
albus foi semelhante e o de C. cajan e C. ensiformis foi menor. No que diz respeito ao crescimento
das raizes, as espécies C. juncea e L. albus apresentaram um comportamento consistente em relagao
a andlise anterior, enquanto D. lablab teve valores préximos de crescimento em ambos os estudos.
Por fim, C. ensiformis e M. pruriens tiveram o maior crescimento no estudo com maior
concentracdo. Dessa forma, pode-se verificar a relagdo dose-resposta da fitotoxicidade do 2,4-D
para a maioria dos crescimentos comparados com o trabalho de Ogura (2022b). Como ¢ possivel
observar na Figura 3, C. ensiformis apresentou um aumento demasiado e desproporcional na
inibi¢do do seu crescimento na concentragdo de 4 mg i.a. kg, tanto para a parte aérea quanto para a
raiz. Na mesma figura, pode-se averiguar que as espécies M. pruriens e C. cajan também
demonstraram desvios no padrdo de aumento da inibi¢do com o aumento da concentragdo.

Triques et al. (2022) realizaram bioensaios com Raphanus sativus, utilizando solos
contaminados com 2,4-D em concentragdes de 0 a 2 mg i.a. kg', nos quais a reducdo do
crescimento foi observada a partir da primeira dose (0,13 mg ia. kg'), sendo que todos os
tratamentos diferiram estatisticamente do controle. No presente estudo, todas as espécies testadas
também tiveram seu crescimento reduzido desde o primeiro tratamento, porém o comportamento
grafico em ambos os estudos se assemelha ao observado na Figura 3 para C. cajan, C. juncea, D.
lablab e L. albus. Como as concentragdes usadas por Triques et al. (2022) foram inferiores as
utilizadas neste estudo, os efeitos fitotoxicos do 2,4-D parecem ser mais intensos para Raphanus

sativus em comparagdo com as espécies de adubagao verde.
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Figura 4: Porcentagem de inibi¢do do crescimento da parte aérea e da raiz das espécies C. cajan (a), C. ensiformis (b),
C. juncea (c), D. lablab (d), L. albus (e) e M. pruriens (f)

Inibigdo (%)

Inibigdo (%)

Concentracdo P. aérea Raiz Concentragdo P. aérea Raiz

b)

Inibigdo (%) Inibigdo (%)
Concentragao P. agérea Raiz Concentracdo P. aérea Raiz

Inibigdo (%) Inibigdo (%)

Concentracdo P. aérea Raiz Concentragdo P. aérea Raiz

0,8 70,7
1,6 65,4
2,4 76,3
3,2 79,5
4,0 84,1

Fonte: Elaboragdo Propria (2023)

A inibi¢do foi calculada a partir da razdo entre a média de crescimento de determinado
tratamento ¢ a média de crescimento do controle. Na maioria das espécies, a inibicdo do
crescimento afetou mais a raiz do que a parte aérea, com a excecdo de C. ensiformis ¢ de M.
pruriens. Essas duas espécies sdo as que apresentaram menor alteracdo no crescimento, de forma
geral, sendo que C. ensiformis ndo exibiu diferencgas estatisticas em certos tratamentos. No entanto,
a maior inibi¢do, que foi de 98,8%, ocorreu no crescimento da parte aérea de C. ensiformis. Em
relacdo as concentragdes, observou-se que na menor dose utilizada (0,8 mg i.a. kg') a maior
inibi¢do para a raiz foi de 86,7% no C. cajan e para a parte aérea, de 38,5% na M. pruriens.

Alguns estudos também avaliaram a fitotoxicidade de agrotoxicos a partir da percepcao
visual das plantas ao final do experimento. Constantin et al. (2007) realizaram experimentos com

algodio, aplicando 2,4-D em dosagens entre 0,84 e 26,88 g i.a. ha' e observaram sintomas de
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encarquilhamento das folhas mais novas, arroxeamento de folhas e caules e epinastia dos peciolos
do algodao a partir de 3 dias apos a aplicagdo e, apos 14 dias, amarelecimento e necrose de botdes
florais, rachaduras no caule, engrossamento da raiz principal e da base do caule. Fontana (2021)
observou encarquilhamento foliar, epinastia dos ramos e peciolos, necrose e aborto das flores,
descoloracdo e assimetria das nervuras foliares, peciolos quebradicos e redu¢do do tamanho de
vagens no feijoeiro, apos 28 dias da aplicagdo de 2,4-D em doses entre 4,56 € 36,48 g i.a. ha.
Porém, neste estudo, ao final dos testes, todas as espécies avaliadas sofreram algum sintoma de
fitotoxicidade, sobretudo nas raizes, que apresentaram inchago mesmo em concentragdes mais
baixas e tiveram seu crescimento interrompido ou irregular nas concentragdes mais altas, como
pode ser observado na Figura 5. Também foram observados o encarquilhamento e amarelamento

das folhas.

Figura 5: Exemplar da espécie D. lablab em cada tratamento (a) e destaque para as raizes inchadas (b)

=% e - NG
L 7 TN

Fonte: Elaboragdo Propria (2023)

5.3 Biomassa

Os resultados obtidos para as biomassas fresca e seca foram interpretados em termos de
Indice de Tolerancia (IT), que representa a resisténcia da espécie as diferentes concentragdes de
2,4-D de acordo com o controle. Dessa forma, a espécie que se mostrou mais resistente foi a M.
pruriens (f), com IT de mais de 60% em todos os tratamentos, tanto para biomassa fresca quanto
para biomassa seca. Para determinacao da espécie menos resistente foi realizada uma média entre os
valores de IT para cada biomassa (desconsiderando os controles) e foram encontradas espécies
diferentes, sendo que a menor porcentagem para biomassa fresca foi de C. cajan (44,16%) e para

biomassa seca foi de D. lablab (50,42%). No estudo de Ogura (2022b), na concentragdo de 4,7 mg

34|



i.a. kg! a espécie mais resistente também foi a M. pruriens, com IT médio de 64,45% para biomassa
fresca e de 41,9% para biomassa seca, valores inferiores aos registrados no C5, de 69,75% para
biomassa fresca e 68,81% para biomassa seca, conforme Figura 6 (f). O IT para C. cajan esteve
entre os menores valores, mas as porcentagens médias no trabalho de Ogura (2022b) foram
consideravelmente mais baixas, atingindo 8,5% para biomassa fresca e 20,85% para biomassa seca.

Figura 6: Biomassa da parte aérea e raiz das espécies C. cajan (a), C. ensiformis (b), C. juncea (c), D. lablab
(d), L. albus (e) e M. pruriens (f)
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A espécie vegetal a ser empregada na adubacdo verde deve ser, preferencialmente, grande
produtora de matéria seca (CACERES, 1994). Portanto, a produ¢do de biomassa das espécies
estudadas foi estimada a partir dos Indices de Tolerincia e dos dados fornecidos pela Pirai
Sementes®, para as diferentes concentragdes de 2,4-D. Duarte Junior e Coelho (2008) realizaram
experimentos com C. ensiformis, C. juncea € M. aterrima em area de cultivo de cana-de-agucar cujo
solo foi adubado e ndo contaminado, sendo que nessas condigdes a maior producdo de biomassa,
avaliada pela biomassa seca, foi da C. juncea. Pela Tabela 6, a C. juncea foi a segunda espécie com
maior producdo de biomassa, o que reforca a sua indicagdo de utiliza¢do na adubagao verde, mesmo
em solos contaminados. Porém, este estudo avaliou também a M. pruriens, que apresentou valores
significativamente superiores a C. juncea, sobretudo nas maiores concentragdes de 2,4-D, devido a
sua maior resisténcia, podendo ser uma melhor alternativa para a adubagdo verde no caso de solos

contaminados com esse agrotoxico.

Tabela 6 — Estimativa de producdo de biomassa para as espécies estudadas (em t ha™)

Co;:;n‘ttr_all;;ao C. cajan C. ensiformis C. juncea D. lablab L. albus M. pruriens
0 mg kg 20-30 20-40 40 - 60 15-30 20-30 40 -50

,6 I ! 7 T > 5O ™ 5 ’ - » > - 5 > - s ’ - 9
0,8 mg kg! 13,9 -20,85 15,8-31,6 25,96-38,95 13,54-27,07 15,02-22,53 30,72 -38,4

1,6 mg kg™ 15,91 -23,87 20,01 —40,02 22,86-34,29 9,09-18,2 14,74-21,71 28,88 — 36,1

2,4 mg kg! 6,91 -10,36 21,79 —43,58 22-33 8,02-16,04 11,86-17,78 24,47 -30,59

3,2 mg kg 561-841 20,59-41,18 17,13-25,7 7,63-15,26 11,23-16,84 31,31-39,14

4 mg kg 1,83 -2,74 4,19 -8,39 13,74-20,6 7,66 -15,33 10,85-16,28 27,9 - 34,87
Fonte: Elaboragdo Propria (2023)

Gaspar et al. (2017) realizaram experimentos com Lactuca sativa com subdoses de diversos
agrotoxicos. Para o 2,4-D as concentragdes variaram de 0 a 900 g i.a. ha' e a redu¢do de biomassa
foi superior a 60% em todos os tratamentos utilizados, ap6s 10 dias da aplicagcdo, porcentagem
maior que a observada nos tratamentos com concentragdes mais baixas para todas as espécies deste
estudo. Porém, para a concentragdo mais alta a reducdo neste estudo obteve porcentagens proximas,
variando de 62 a 75%, com exce¢do da M. pruriens, cuja maior porcentagem de reducdo foi
38,82%. No mesmo estudo, Gaspar et al. (2017) observou reducao de biomassa maior que 60% para
o agrotoxico amicarbazone. Em relacdo a producao de nitrogénio, um estudo realizado por

Ambrosano et al (2010) a partir da marcagdo isotopica do nitrogénio na C. juncea e na
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cana-de-aglicar, com o is6topo natural e estavel nitrogénio—15, concluiu que a adubagdo verde com

a C. jucea foi suficiente para suprir a demanda de nitrogénio da cana-de-acucar.
5.4 Concentragao de efeito

Com base nos resultados de germinagdo, crescimento da parte aérea e da raiz, foram
calculadas as CEs, para as espécies utilizadas neste estudo (Tabela 7). Em geral, as concentracdes de
efeito foram significativamente menores para a raiz em relagdo a parte aérea das espécies estudadas,
com excecdo da M. pruriens e da C. ensiformis, que apresentaram valores maiores que 1,0 mg kg™,
sendo que a maior CEy, foi da C. ensiformis. Ao comparar com os resultados descritos na Secdo 5.2,
¢ evidente que a C. ensiformis demonstrou um crescimento notavel, sofrendo as menores inibigdes e
exibindo os melhores Indices de Tolerancia até a concentragio de 3,2 mg kg, como indicado na
Sec¢do 5.3. Na maior concentragdo, contudo, a CEs, dessa espécie foi superior a 4,0 mg kg' e a
inibicdo de seu crescimento atinge mais de 90% tanto para a raiz quanto para a parte aérea, que

possui CEs, menor e, portanto, sofre maior inibi¢ao.

Tabela 7 — Concentragdo de efeito para 50% da populagdo

Concentragdo de efeito - CEs, (mg kg™)

Espécies de plantas

Germinagdo Parte aérea Raiz

C. cajan 0,91 1,59 0,001
C. ensiformis > 4,00 3,49 3,70

C. juncea > 4,00 451 0,004
D. lablab > 4,00 2,99 0,46
L. albus 2,64 1,14 0,31
M. pruriens > 4,00 1,35 1,56

Fonte: Elaboragdo Propria (2023)

Em relacdo a germinacgdo, os valores de CEs, foram maiores e relativamente uniformes entre
as espécies estudadas, com excegdo de C. cajan e L. albus. Esse resultado esta em conformidade
com o que foi discutido na Secao 5.1, uma vez que essas duas espécies foram as que apresentaram
as menores porcentagens de germinagdo. As CEs, dessas mesmas espécies para a raiz também estdo
entre as mais baixas e pode-se verificar no item 5.2 que as inibigdes atingiram mais de 70% em
todas as concentragdes e chegaram a superar os 90% em alguns tratamentos. A C. juncea também
apresentou baixa CEy, para a raiz e na Se¢do 5.2 ¢ possivel observar que esta sofre inibicdo acima

de 70% mesmo na concentracdo mais baixa.
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Para a parte aérea, todas as espécies apresentaram CEs, maior que 1 mg kg™. A C. juncea foi
a que apresentou o maior valor e, embora ndo tenha apresentado as menores inibi¢des (Figura 4), foi
a Unica espécie que manteve porcentagens relativamente proximas em todas as concentragdes, nao
ultrapassando os 52%. Ogura et al. (2023) identificaram valores de CEs, de 0,34 mg kg™' para parte
aérea de C. ensiformis e D. lablab, enquanto 0,68 mg kg para L. albus. Nesse estudo, os autores
identificaram os valores de CEs, para crescimento da raiz de 0,98, 0,05 ¢ 0,02 mg kg'. Esses
resultados indicam que, assim como no presente estudo, os efeitos da exposi¢cdo ao 2,4-D foram
mais evidentes para a raiz em relacao a parte aérea para D. lablab e L. albus, mas o mesmo padrao

nao foi observado para C. ensiformis.

5.5 Consideragdes finais

A partir dos resultados obtidos, pode-se confirmar que todas as espécies estudadas possuem
potencial para aplicagdo na adubacdo verde, mas algumas sofreram mais com os efeitos de
fitotoxicidade causados pelo 2,4-D. Assim, este estudo pode auxiliar na escolha de espécies de
plantas para utilizagao no cultivo de cana-de-acticar a fim de selecionar a op¢do mais vantajosa para

a melhoria da qualidade do solo e consequentemente da produtividade da cultura.

Porém, existem algumas limitagdes nesta pesquisa que devem ser consideradas, como as
condi¢des climdticas nas quais os experimentos se desenvolveram, que foram controladas em
laboratorio e ndo abarcam as variagdes naturais do ambiente. Além disso, este trabalho néo realizou
quantificagdo quimica do 2,4-D nas plantas, que pode trazer informagdes sobre o transporte € a

bioacumulagao dessa substancia.

Portanto, a realizacdao de futuros estudos em campo podem trazer resultados mais proximos
da aplicacdo pratica da adubagdo verde no cultivo de cana-de-agucar. O periodo dos experimentos
também pode ser aumentado para avaliar a variagdo dos efeitos de fitotoxicidade ao longo do
tempo. Outra complementacdo seria a quantificagdo quimica, que pode ser feita tanto para o
agrotoxico quanto para os nutrientes (nitrogénio, fésforo, potéassio, calcio, entre outros) presentes

nas plantas.
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6. CONCLUSOES

A fitotoxicidade do 2,4-D, mesmo em doses inferiores as comercialmente usadas no cultivo
de cana-de-agucar, foi verificada por meio da inibi¢do do crescimento tanto da parte aérea quanto da
raiz das espécies C. cajan, C. ensiformis, C. juncea, M. pruriens, L. albus e D. lablab. A
germinagdo foi afetada apenas nas espécies C. cajan e L. albus, que apresentaram porcentagens de
germinagdo inferiores as fornecidas pela empresa Pirai Sementes® nas maiores concentragdes
utilizadas. Em relagdo ao Indice de Tolerancia, a espécie mais resistente foi a M. pruriens, que
apresentou IT maior que 60% em todos os tratamentos e em relagcdo as duas andlises de biomassa.
Foi considerada como espécie menos resistente o C. cajan, que apresentou indices de Tolerancia
médios de 44,16% (biomassa fresca) e 57,5% (biomassa seca), respectivamente. Além disso, a M.
pruriens, foi a espécie com maior produ¢do de biomassa estimada, o que ¢ fundamental para a
utilizacdo na adubacdo verde. A concentragdo de efeito para 50% da populacdo obteve resultados

coerentes com os apresentados para germinagao, crescimento e Indice de Tolerancia.

Nesse contexto, a M. pruriens destaca-se como a espécie com o maior potencial de
utilizacdo, visto que demonstrou maior tolerancia ao 2,4-D e maior estimativa de produgdo de
biomassa, portanto provavelmente sofrera menos com os residuos remanescentes do agrotdxico
apos a colheita da cana-de-acucar e tera bom desempenho. Outra espécie que se sobressai ¢ a C.
ensiformis, que apresentou o segundo maior crescimento e Indices de Tolerdncia superiores aos da
M. pruriens até o tratamento C3, apesar de ter sofrido mais intensamente os efeitos toxicos do 2,4-D
na concentragdo de 4 mg i.a. kg™, que inibiu mais de 90% do seu crescimento e consequentemente

afetou o Indices de Tolerancia.
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