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RESUMO

O herbicida atrazine, amplamente utilizado para o controle de plantas daninhas em diversas
regibes do mundo, tem sido frequentemente identificado em fontes hidricas acima das
concentragOes seguras. Neste sentido, informacdes sobre estratégias de remediacdo de atrazine
s80 essenciais para mitigar os impactos ao meio ambiente causados pela aplicacéo do herbicida.
Assim, foi investigada a sensibilidade de espécies florestais as dguas subterraneas contaminadas
pelo atrazine, bem como o potencial de espécies florestais de remediar o atrazine de aguas
subterraneas rasas. O estudo foi conduzido em casa de vegetacdo em delineamento inteiramente
casualizado, com trés repeticdes e uma planta por unidade experimental. Os tratamentos foram
arranjados em fatorial 2 x 10. O primeiro fator correspondeu a presenca (1,0 mg i.a. kg solo)
ou auséncia (controle) do herbicida atrazine na agua subsuperficial. O segundo fator foi
composto por 10 espécies florestais: Amburana cearensis, Anadenanthera macrocarpa,
Bauhinia cheilantha, Enterolobium contortisiliquum, Hymenaea courbaril, Libidibia ferrea,
Mimosa caesalpiniifolia, Mimosa tenuiflora, Myracrodruon urundeuva e Tabebuia aurea. As
espécies florestais avaliadas possuem mecanismos de defesa antioxidante que lhes conferem
diferentes niveis de sensibilidade ao atrazine. As espécies A. cearensis e B. cheilantha
mostraram-se altamente sensiveis ao atrazine, revelando baixa eficiéncia do sistema
antioxidante e capacidade de descontaminacdo de aguas contaminadas por esse herbicida. As
espécies A. macrocarpa, E. contortisiliquum, L. ferrea e M. caesalpiniifolia apresentaram maior
tolerdncia aos danos oxidativos provocados pelo atrazine, porém ndo foram eficientes no
processo de fitorremediacdo. As espécies H. courbaril, M. urundeuva e T. aurea exibiram maior
tolerancia ao atrazine em raz&o da ativacdo de mecanismos de defesa antioxidante. No entanto,
somente a espécie H. courbaril mostrou-se capaz de ser usada em processos de
descontaminacdo de aguas poluidas pelo atrazine.

Palavras-chave: Lencol freatico; Impacto ambiental; Fitorremediacdo; Plantas arbdreas.



ABSTRACT

The herbicide atrazine, widely used for weed control in different regions of the world, has been
frequently detected in water sources above safe concentrations. In this sense, information on
atrazine remediation strategies is essential to mitigate the impacts on the environment caused
by the herbicide application. Thus, the sensitivity of forest species to atrazine-contaminated
groundwater was investigated, as well as the potential of forest species to remediate atrazine
from shallow groundwater. The experiment was carried out in a greenhouse in a completely
randomized design, with three replications and one plant per experimental unit. The treatments
were arranged in a 2 x 10 factorial. The first factor corresponded to the presence (1.0 mg a.i.
kg™ of soil) or absence (control) of the herbicide atrazine in groundwater. The second factor
was composed of 10 forest species: Amburana cearensis, Anadenanthera macrocarpa,
Bauhinia cheilantha, Enterolobium contortisiliquum, Hymenaea courbaril, Libidibia ferrea,
Mimosa caesalpiniifolia, Mimosa tenuiflora, Myracrodruon urundeuva and Tabebuia aurea.
The evaluated forest species have antioxidant defense mechanisms that give them different
levels of sensitivity to atrazine. The species A. cearensis and B. cheilantha were highly sensitive
to atrazine, revealing low efficiency of the antioxidant system and ability to decontaminate
water contaminated by this herbicide. The species A. macrocarpa, E. contortisiliquum, L. ferrea
and M. caesalpiniifolia showed greater tolerance to oxidative damage caused by atrazine, but
they were not efficient in the phytoremediation process. The species H. courbaril, M.
urundeuva and T. aurea showed greater tolerance to atrazine due to the activation of antioxidant
defense mechanisms. However, only the species H. courbaril was able to be used in
decontamination processes of water polluted by atrazine.

Keywords: Groundwater; Environmental impact; Phytoremediation; Forest plants.
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INTRODUCAO GERAL

Desde o final da década de 1960, o controle quimico com herbicidas é o método mais
utilizado na agricultura para mitigar os prejuizos provocados pelas plantas daninhas (PEROTTI
et al., 2020; DA SILVA et al., 2022), devido a sua eficiéncia de controle e baixo custo de
aplicacdo (OSIPITAN et al., 2018). Atualmente, os herbicidas abrangem cerca de 60% do total
dos pesticidas empregados na agricultura brasileira (PIGNATI et al., 2017). Dentre os
herbicidas utilizados no Brasil, o atrazine caracteriza-se como 0 terceiro produto mais
comercializado e aplicado em lavouras brasileiras (IBAMA, 2021), em virtude da sua eficiéncia
no controle de plantas daninhas em vérias culturas com importancia econémica (BROVINI et
al., 2021).

O atrazine (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina), pertencente a familia
das triazinas, € um herbicida aplicado em pré e p6s-emergéncia para o controle de plantas
daninhas monocotiledoneas e dicotiledoneas (SINGH et al., 2018) em diversas culturas, como
milho e sorgo (GABARDO et al., 2021). Esse herbicida atua inibindo a fotossintese ao se ligar,
no sitio de ligacdo da plastoquinona B (Qb), a proteina D1 do fotossistema Il (PSII), bloqueando
o fluxo de elétrons e a transferéncia de energia do PSIl para o fotossistema | (PSI) (DE
ALBUQUERQUE et al., 2020; SUN et al., 2020).

Esse bloqueio impede a conversao da energia luminosa em energia quimica na forma de
adenosina trifosfato (ATP) e nicotinamida adenina dinucledtido fosfato (NADPH) (DE
ALBUQUERQUE et al., 2020). Além disso, ha formacdo de moléculas de clorofila altamente
energizadas e espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando na degradacao de pigmentos,
peroxidacao de lipidios e proteinas, reducdo da fixacdo de carbono e sintese de aglcares (DE
ALBUQUERQUE et al., 2020; WU et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Como resultado, o
atrazine promove clorose e necrose foliar, causando a morte da planta (FAN et al., 2018).

O atrazine apresenta solubilidade moderada em agua (33,0 mg L™ a 22 °C), baixa
pressdo de vapor, baixo coeficiente de adsorgdo ao solo (Koc = 100 cm?® g1) e coeficiente de
particdo octanol-agua (log Kow) igual a 2,75 (DE ALBUQUERQUE et al., 2020). O tempo de
meia-vida do atrazine no solo varia entre quatro e 57 semanas (BOOPATHY, 2017) e em torno
de 100 dias na agua (HOU et al., 2017). Apos a aplicagdo no solo, o atrazine pode ser degradado
em diversos metabolitos, como a deisopropilatrazine (DIA) (HOLASKOVA et al., 2019), por
meio dos processos quimicos de hidrélise, fotdlise (PEREZ; DOUCETTE; MOORE, 2022) e
atividade microbiana (LUO et al., 2021). Porém, a baixa adsor¢do do atrazine e de seus
metabdlitos ao solo favorece perdas por lixiviacdo (YADAV; BANERJEE; SINGH, 2021) e
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aumenta o potencial de contaminagdo das &guas subterraneas (DE ALBUQUERQUE et al.,
2020).

Dessa maneira, 0 atrazine pode impactar ndo apenas o estabelecimento de plantas
daninhas, como também ecossistemas aquaticos, tornando-se uma ameaca ao meio ambiente
(SINGH et al., 2018). Em vista disso, assim como a Unido Europeia (GABARDO et al., 2021),
a legislacdo brasileira determinou o valor maximo de 2,0 ug L™ de atrazine em agua por meio
da Resolucédo n° 357/05 (BRASIL, 2005). No entanto, diversos estudos tém relatado amostras
de aguas contaminadas com concentracGes de atrazine superiores aquela permitida por lei
(AMADORI et al., 2016; BROVINI et al., 2021; CHISTE et al., 2020; VIEIRA et al., 2021).
Altos valores de atrazine na agua foram identificados principalmente em regides agricolas
produtoras como, por exemplo, no estado de Goias, onde foram registrados 195 pg L™ de
atrazine (BROVINI et al., 2021). Ainda €é valido ressaltar que ndo ha regulamentacao vigente
que estabeleca a concentracdo méaxima dos metabolitos do atrazine nas dguas (GABARDO et
al., 2021).

Em virtude do potencial do atrazine de contaminar mananciais, deve-se redobrar a
atencdo nas pulverizacdes desse herbicida em locais préximos as fontes hidricas, como 0s rios
(RIBEIRO et al., 2019). Além disso, € necessario aplicar técnicas para mitigar os impactos
desse contaminante em &reas ja poluidas (ESCOTO etal., 2019; RIBEIRO et al., 2019; VIEIRA
et al., 2021). Nesse sentido, a fitorremediacdo ¢ um método ja validado e baseado na utilizacao
de plantas para remover poluentes organicos e inorganicos do meio ambiente (SANCHEZ et
al., 2017). Nessa técnica, as plantas removem ou transformam a molécula herbicida em
compostos menos toxicos com base na fisiologia vegetal, biogquimica do solo e quimica dos
poluentes (DOS SANTOS et al., 2018). Além disso, a fitorremediacdo é uma estratégia de baixo
custo e de facil aplicacdo (SANCHEZ et al., 2017).

O sucesso da fitorremediacdo depende da selecdo de espécies com potencial de
remediacdo (FARRAJI et al., 2016). As espécies florestais sdo potenciais agentes
fitorremediadores por possuirem alta variabilidade genética, alto acimulo de massa seca, raizes
profundas e elevada transpiracdo (DOS SANTOS et al., 2018).

Nesse sentido, pesquisadores tém estudado o potencial fitorremediador de diversas
especies florestais brasileiras. Aguiar et al. (2020) relataram a eficiéncia das espécies
Eremanthus crotonoides e Inga striata na remediacdo dos herbicidas atrazine e clomazone do
solo. De acordo com Barroso et al. (2021), as espécies Mabea fistulifera e Zeyheria tuberculosa
podem ser recomendadas para programas de fitorremediagdo em &reas contaminadas pelos

herbicidas 2,4-D e picloram. Dos Santos et al. (2018) comprovaram a capacidade da espécie
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Calophyllum brasiliense de remediar os herbicidas ametrin e hexazinone e o potencial da
espécie Hymenaea courbaril em remover o hexazinone do solo. Ainda nesse trabalho, as
especies E. crotonoides, I. striata e Protium heptaphyllum apresentaram menor aptiddo de
remediar o ametrin e alta sensibilidade ao hexazinone. As espécies florestais utilizadas em
programas de fitorremediagdo de herbicidas devem ser capazes de sobreviver em ambientes
contaminados por esses poluentes.

O desempenho de espécies arbdreas na fitorremediacdo de atrazine é afetado pela alta
sensibilidade dessas plantas a esse herbicida (VIEIRA et al., 2021). Como mencionado
anteriormente, o atrazine inibe o crescimento das plantas ao interromper o transporte de elétrons
do PSII para o PSI, restringindo a sintese de ATP e NADPH, requeridos na fixa¢do do CO2 no
ciclo de Calvin (SILVA et al., 2021). Simultaneamente, devido ao acumulo excessivo de
clorofilas altamente reativas, ocorre a formacao de EROs (WANG et al., 2018). As EROs sdo
formas de oxigénio parcialmente reduzidas ou excitadas, como o oxigénio singlete (:O2), radical
superdxido (O2™), peroxido de hidrogénio (H20z) e radical hidroxila (OH) (MITTLER, 2017).
Em baixas concentracdes, as EROs auxiliam na manutencdo de diversas vias metabdlicas de
respostas aos estresses bidticos e abidticos (MITTLER, 2017; CAVERZAN et al., 2019). No
entanto, a superproducéo de EROs resulta em dano oxidativo na membrana das células vegetais
e em pigmentos fotossintéticos (ERINLE et al., 2018; WU et al., 2021).

Para mitigar os efeitos adversos das EROs, as plantas possuem mecanismos de defesa
gue atuam na degradacdo dessas moléculas tdxicas e restauram a homeostase celular
(CAVERZAN et al., 2019). A capacidade das plantas fitorremediadoras de tolerar o estresse
oxidativo gerado pelo atrazine esta associada aos processos de inativacdo das EROS por meio
do sistema de defesa antioxidante enziméatico e ndo enziméatico (CAVERZAN et al., 2019;
VIEIRA et al., 2021). O sistema antioxidante € composto por carotenoides, ascorbatos e
diversas enzimas, como a catalase (CAT) e a peroxidase (POD) (WANG et al., 2018;
CAVERZAN et al., 2019).

Informacdes sobre a sensibilidade de espécies florestais ao atrazine podem subsidiar a
elaboracdo de estratégias para minimizar o impacto ambiental dos herbicidas. Desta forma, o
objetivo desta pesquisa foi avaliar a tolerancia e a capacidade remediadora de diferentes

especies florestais ao atrazine via simulagdo da contaminacdo de dguas subterréneas.
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SENSIB ILIDADE E POTENCIAL REMEDIADOR DE ESPECIES FLORESTAIS AO
HERBICIDA ATRAZINE: SIMULACAO DA CONTAMINACAO VIA AGUAS
SUBSUPERFICIAIS

RESUMO

O atrazine é um herbicida utilizado no controle de plantas daninhas em diversas culturas
agricolas. Por ser altamente lixiviavel, esse herbicida apresenta elevado potencial de
contaminacdo de agua subsuperficiais e superficiais. Nesta pesquisa, foi avaliado o impacto da
contaminagdo de aguas subsuperficiais pelo atrazine em espécies florestais, como forma de
determinar os efeitos do herbicida sobre plantas jovens de locais com lencol freatico raso.
Também foi avaliada a capacidade das espécies florestais em descontaminar o atrazine nessa
condicdo, visando a selecionar espécies para programas de remediacdo. As espécies florestais
estudadas demonstraram diferentes niveis de sensibilidade ao atrazine presente na &gua
subsuperficial. As espécies A. cearensis e B. cheilantha possuem sistemas antioxidantes
ineficientes, permitindo que o atrazine promova graves danos oxidativos. As espécies A.
macrocarpa, E. contortisiliquum, L. ferrea e M. caesalpiniifolia sdo moderadamente afetadas
pelo atrazine. Os maiores niveis de tolerancia das espécies ao atrazine foram registrados na H.
courbaril, M. urundeuva e T. aurea devido a acdo do sistema de defesa antioxidante dessas
espécies. Dentre as espécies florestais, a H. courbaril apresenta maior capacidade fisioldgica
para ser utilizada na fitorremedicao de aguas subsuperficiais contaminadas pelo atrazine.

Palavras-chave: Lencol freatico; Impacto ambiental; Fitorremediacdo; Plantas arbdreas.

ABSTRACT

Atrazine is an herbicide used to control weeds in several agricultural crops. Because it is highly
leachable, this herbicide has a high potential for contamination of groundwater and surface
water. In this research, the impact of atrazine contamination of groundwater on forest species
was evaluated, as a way of determining the herbicide effects on young plants in places with
shallow water table. The ability of forest species to decontaminate atrazine in this condition
was also evaluated, aiming to select species for remediation programs. The forest species
studied showed different levels of sensitivity to atrazine present in groundwater. A. cearensis
and B. cheilantha species have inefficient antioxidant systems, allowing atrazine to promote
severe oxidative damage. The species A. macrocarpa, E. contortisiliquum, L. ferrea and M.
caesalpiniifolia are moderately affected by atrazine. The highest levels of tolerance of species
to atrazine were recorded in H. courbaril, M. urundeuva and T. aurea due to the action of the
antioxidant defense system of these species. Among the forest species, H. courbaril has the
highest physiological capacity to be used in the phytomeasurement of atrazine-contaminated
groundwater.

Keywords: Groundwater; Environmental impact; Phytoremediation; Forest plants.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é um dos principais produtores e exportadores de commodities agricolas do
mundo, especialmente soja e milho (FAO, 2021a). Desse modo, 0 pais continua a aumentar a
cada ano sua area agricola e producdo de alimentos para atender as demandas do mercado
interno e externo. Em 2020, a area plantada atingiu 83,4 milhdes de hectares, um aumento de
2,7% em relacdo ao ano anterior (IBGE, 2020). A producdo de cereais, leguminosas e
oleaginosas alcancou 255,4 milhdes de toneladas, um aumento de 5,0% em relagdo a 2019
(IBGE, 2020). Esse crescimento das lavouras brasileiras exige a utilizacdo de grandes
quantidades de pesticidas, como os herbicidas. Por esse motivo, o Brasil é o segundo maior
consumidor de pesticidas, com 5,94 kg ha* por unidade de area plantada, superado apenas pela
China (13,07 kg hal) (FAO, 2021b).

Os herbicidas sdo amplamente utilizados na agricultura com o objetivo de minimizar as
perdas causadas pelas plantas daninhas que competem com a cultura e para garantir 0 maximo
potencial produtivo das lavouras (ABOUZIENA et al., 2016; PEREZ-LUCAS et al., 2020). No
entanto, mesmo quando os herbicidas s&o usados corretamente, esses produtos podem ser
transportados no solo por processos de lixiviacdo e escoamento superficial (PASSOS et al.,
2019), contaminando reservatérios de agua superficiais e subsuperficiais, como rios e lencdis
fredticos (PEREZ-LUCAS et al., 2020). Consequentemente, residuos de herbicidas s&o
frequentemente detectados em amostras de agua (BONIFACIO; HUED, 2019). O atrazine € um
dos herbicidas mais encontrados em fontes de agua no Brasil, pois tem sido quantificado em
diversas amostras de cursos d’agua e pogos artesanais (AMADORI et al., 2016; BROVINI et
al., 2021; VIEIRA et al., 2021).

O atrazine (2-cloro-4-(etilamino)-6-(isopropilamino)-s-triazina) é o terceiro herbicida
mais vendido e utilizado na agricultura brasileira, atras apenas pelo o glifosato e 0 2,4-D
(IBAMA, 2021). E um herbicida seletivo usado no manejo de plantas daninhas
monocotileddneas e dicotiledéneas (LIU et al., 2021) em culturas como milho, cana-de-agucar
e sorgo (VIEIRA et al., 2021). No entanto, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, como
baixa taxa de degradacdo e moderada solubilidade em agua (SOUZA et al., 2016; VIEIRA et
al., 2021), o atrazine e seus metabolitos, como o deisopropilatrazine, podem ser moderadamente
persistentes na agua e afetar a qualidade das aguas subterraneas (AGUIAR et al., 2020),
tornando-se uma ameaca aos ecossistemas (LERCH et al., 2018). Nesse sentido, para preservar
a qualidade das aguas, a legislacdo brasileira, por meio da Resolucdo Conama n° 357/05
(BRASIL, 2005), prevé a concentracido maxima de atrazine na dgua potavel de 2,0 ug L.
Contudo, no Brasil, foram registrados 195 pg L™* (BROVINI et al., 2021), valor 97,5 vezes
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superior ao permitido. Ressalta-se que a Resolugdo Conama n° 357/05 ndo determinou a
concentracdo méaxima dos metabolitos da atrazine em agua (GABARDO et al., 2021).

Diante do impacto ambiental de grandes quantidades de atrazine nos mananciais,
estratégias devem ser adotadas para minimizar os efeitos nocivos desse poluente no meio
ambiente (ESCOTO et al., 2019; VIEIRA et al., 2021). Dentre elas, a fitorremediagdo é uma
técnica baseada na remocdo e transformacdo de compostos poluentes do meio ambiente em
formas menos tdxicas por espécies vegetais por meio de seus processos fisiologicos (DOS
SANTOS et al., 2018; ESCOTO et al., 2019; VIEIRA et al., 2021). Nesse sentido, as espécies
florestais apresentam potencial fitorremediador por possuirem alta producdo de biomassa,
sistema radicular profundo e alta taxa de transpiracdo (DOS SANTOS et al., 2018;
MCKNIGHT et al.,, 2021). No entanto, o uso de espécies florestais em programas de
fitorremedicdo do atrazine é limitado pela alta toxicidade deste herbicida (VIEIRA et al., 2021),
sendo, portanto, importante avaliar a tolerancia dessas espécies ao herbicida contaminante
(BARROSO et al., 2021).

A sensibilidade das espécies florestais ao atrazine esta associada aos efeitos do herbicida
no fotossistema Il (PSII) das plantas (VIEIRA et al., 2021). O mecanismo de a¢do do atrazine
consiste no bloqueio da ligacdo da plastoquinona B (Qg) na proteina D1 do PSII, impedindo o
transporte de elétrons para o fotossistema I (PSI) e inibindo a fotossintese (MAJEWSKA et al.,
2018; SUN et al., 2020; VIEIRA et al., 2021). Como consequéncia, é produzida a clorofila
singlete, seguida pela clorofila triplete, que por sua vez reage com 0 oxigénio molecular e
aumenta a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como o oxigénio singlete
(WANG et al., 2018). A producdo e acimulo excessivo de EROs promovem danos oxidativos
a proteinas e lipidios e branqueamento de pigmentos fotossintéticos (ALMEIDA et al., 2017;
ERINLE et al., 2018). Portanto, para mitigar os efeitos das EROs, as plantas tolerantes ao
atrazine devem possuir mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos, como
peroxidase, catalase e carotenoides (HASANUZZAMAN et al., 2020; VIEIRA et al., 2021,
WANG et al., 2018).

Dessa maneira, foi levantada a hipotese de que as espécies florestais apresentam
diferentes niveis de sensibilidade as aguas subsuperficiais contaminadas pelo atrazine. Para
testar esta hipotese, foi avaliada a sensibilidade de diferentes espécies florestais a presenca do
atrazine em aguas subsuperficiais, visando a selecionar espécies com potencial de uso em

programas de fitorremedigé&o.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1  CONDICOES EXPERIMENTAIS

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo na Universidade Federal Rural do
Semi-Arido (UFERSA), Mossord, Rio Grande do Norte, Brasil. O delineamento adotado foi
inteiramente casualizado, com trés repeticdes. Os tratamentos foram arranjados em fatorial 2 x
10. O primeiro fator foi representado pela presenga ou auséncia (controle) do herbicida atrazine
(Herbitrin 500 BR®, ADAMA) na agua subsuperficial. O segundo fator correspondeu a 10 dez
espécies florestais: cumaru (Amburana cearensis (Allemdo) A. C. Sm.), angico vermelho
(Anadenanthera macrocarpa (Benth.) Brenan), mororé (Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud.),
tamboril (Enterolobium contortisiliquum (Vell.) Morong), jatobd (Hymenaea courbaril L.),
jucé (Libidibia ferrea (Mart. ex Tul.) L. P. Queiroz), sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.),
jurema-preta (Mimosa tenuiflora (Willd.) Poir.), aroeira (Myracrodruon urundeuva M.
Allemao) e caraibeira (Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. & Hook. f. ex S. Moore).

A unidade experimental correspondeu a uma planta por vaso (3,5 L) preenchido com
solo e composto organico (10:1). O solo utilizado no experimento foi coletado na camada de 0
a 20 cm em &rea sem histdrico de aplicacao de herbicidas na horta didatica do Departamento de
Ciéncias Agronémicas e Florestais (DCAF) da UFERSA. A andlise fisica e quimica do
substrato revelou os seguintes valores: areia: 820 g kg™; silte: 120 g kg*; argila: 60 g kg (classe
textural areia franca); pH (H20): 7,6; matéria organica (MO): 8,8 g kg'!; condutividade elétrica
(CE): 0,54 dS m e capacidade de troca catiénica (CTC): 6,1 cmol. dm3. Os vasos foram
furados no fundo e colocados sob recipientes com volume de 500 ml, para simular a absor¢édo
de &gua pelas raizes de um lencol freatico.

Inicialmente, as mudas foram transplantas para os vasos quando apresentaram dois pares
de folhas verdadeiras e aclimatadas durante 30 dias. A partir desse periodo, a agua foi ofertada
para as plantas somente por capilaridade por meio do sistema de simulacdo de lencol freatico.
Para tanto, o volume de agua foi completado sempre que observado o consumo de todo o
contetdo do recipiente (500 ml). As quantidades de agua acrescentadas nos reservatdrios foram
registradas para obten¢do do volume de dgua evapotranspirada (L) por cada espécie avaliada.

Apo6s o periodo de aclimatacdo, as mudas foram cultivadas durante 28 dias sob
influéncia do atrazine adicionado ao reservatorio de agua. O atrazine foi adicionado em dois
momentos na agua - aos 30 e 40 dias ap0s o transplantio. Em cada aplicacao do atrazine, foram
adicionados 1,75 mg (quantidade correspondente a %2 da dose comercial, equivalente a 2500 g
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i.a. hal, considerando a camada 0 a 20 cm de solo e 0 volume do vaso de 3,5 L), totalizando
1,0 mg i.a. kg™ solo. Além disso, o volume do reservatério de agua era completado até 500 ml.

Aos sete, 14 e 28 dias apos a primeira aplicacdo (DAA) do atrazine, foram registrados
0s niveis de intoxicacdo das mudas. Passados 28 DAA, determinou-se a area foliar, massa seca
total, teor de clorofilas a, b e total, além do dano de membrana celular para avaliar a
sensibilidade das espécies florestais ao atrazine. Além disso, foram determinados o teor de
carotenoides e a atividade das enzimas peroxidase e catalase para avaliar o mecanismo de defesa
antioxidante das plantas.

Ainda foi avaliada a capacidade das espécies florestais de extrair o atrazine do solo por
meio da cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UHPLC). Para isso, um vaso sem planta
(controle) foi mantido sob as mesmas condi¢fes dos vasos com plantas durante todo o periodo

de avaliacdo, para comparar a quantidade de atrazine retido ao solo em vasos com e sem planta.

2.2 SENSIBILIDADE DAS ESPECIES FLORESTAIS

A intoxicacdo das mudas foi avaliada aos sete, 14 e 28 DAA. Foram utilizados os
seguintes critérios: 0% - auséncia de intoxicacdo; 1 a 30% - ligeira intoxicacao (ligeira clorose);
31 a 69% - intoxicacdo mediana (clorose grave, necrose leve a moderada); 70 a 99% -
intoxicacdo grave (clorose grave e necrose grave); e 100% - morte das plantas (SBCPD, 1995).

A érea foliar foi obtida pelo método da imagem digital (SOUZA et al., 2012), usando o
software ImageJ (National Institute of Health, NY, USA), com resultados expressos em cm?.
Para a obtencdo da massa seca total (MST), as plantas foram retiradas dos vasos,
acondicionadas em sacos de papel, colocadas em estufa com circulacdo de ar forcada a 65 °C
durante 72 horas até massa constante, e depois pesadas em balanca analitica. Os valores de
MST foram expressos em g planta™.

O teor de clorofilas foi quantificado de acordo com a metodologia proposta por
Lichthenthaler (1987). Primeiramente, foram coletados 200 mg de massa foliar fresca (MF) e
congelados em nitrogénio liquido. Em seguida, o material foi macerado em almofariz contendo
0,2 g de CaCOs, 5 ml de acetona 80% e uma pitada de areia. Em seguida, foram adicionados
10 ml de acetona 80% ao extrato e transferidos para tubos do tipo Falcon revestidos com papel
aluminio. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos, a 10 °C, a 6.000 rpm. O sobrenadante
foi vertido para baldes volumétricos de 25 ml revestidos com papel aluminio, e o volume foi
completado com acetona 80%. Por fim, foi retirada uma aliquota e realizada a leitura em
espectrofotdbmetro nos comprimentos de ondas de 470; 646,8 e 663,2 nm. As concentracdes de

clorofilas e de carotenoides (g kg™ MF) foram calculadas utilizando as seguintes equagdes:
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Clorofilaa (Ca) = 12,25 X Ass3.2 — 2,79 X Asasg; Clorofilab (Cp) = 21,50 X Asssg — 5,10 X Ags3.2;
Clorofilas totais = 7,15 X Assz2 + 18,71 X Asss 8.

O dano de membrana foi determinado por meio do extravasamento de eletrolitos, de
acordo com Shanahan et al. (1990). Para isso, foram coletados discos foliares com 10 mm de
didmetro e colocados em tubos de ensaio contendo agua deionizada. Os tubos ficaram
incubados a 30 °C durante oito horas. Apos esse periodo, foi realizada a leitura da condutividade
elétrica (CE1) em pS cm™. Posteriormente, os tubos foram incubados a 100 °C por 1 hora. Por
fim, foi obtida nova condutividade elétrica (CE2) da solug&o. O dano de membrana (DM) foi

calculado a partir da seguinte equacéo: DM = (CE1/ CE>) x 100.

2.3  MECANISMOS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

O teor de carotenoides foi determinado conforme a metodologia utilizada para a
quantificacdo de clorofilas (LICHTHENTHALER, 1987). A concentracdo de carotenoides (g
kg MF) foi calculada por meio da seguinte equagéo: Carotenoides = (1000 X Aa7o — 1,82 X Ca
— 85,02 x Cp) / 198.

A atividade da enzima peroxidase (POD) foi determinada seguindo a metodologia
proposta por Silva (1981). Inicialmente, 1 g de tecido foliar foi macerado em almofariz
contendo 6 ml de tampao fosfato 0,2 M (pH 6,0). O material foi transferido para tubos do tipo
Falcon e centrifugados a 10.000 g por 21 minutos a 4 °C. Apos a centrifugacéo, o sobrenadante
foi mantido em banho de gelo. Em seguida, foram retirados 100 pL do extrato e adicionados
em tubos de ensaio contendo 1 ml de tampdo fosfato 0,2 M (pH 6,0). Esses tubos de ensaio
permaneceram em banho termostatico a 25 °C até a estabilizacdo da temperatura. Aos tubos de
ensaio, foram adicionados 100 pL de guaiacol 0,5% e 100 uL de per6xido de hidrogénio 0,08%.
Por fim, a solugdo foi homogeneizada, tendo sido realizadas seis leituras a 470 nm a cada 30
segundos em espectrofotdmetro. Os resultados foram expressos em unidades de enzima por
grama de amostra (UE g™2).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi determinada de acordo com Havir e McHale
(1987). Foram macerados 0,2 g de tecido foliar em 1,0 ml de meio de reacdo [Tampé&o Fosfato-
K 100 mmol L%, pH 7,0; EDTA 0,1 mmol L] + 60 mg de PVPP. O homogenato foi transferido
para tubos e centrifugado a 15.000 g por 15 min a 4°C. Em seguida, foram adicionados 20 pL
do extrato a 2980 puL do meio de reacdo [Tamp&o Fosfato-K 50 mmol L%, pH 7,0; H.0, 12,5
mmol L1, totalizando 3000 pL (3 ml). Por fim, foi feita a leitura da aliquota em
espectrofotdbmetro a 240 nm durante dois minutos a 30 °C. Os valores da catalase foram

calculados por meio da seguinte formula: Unidade Cat/3 mL =69 x AAbs 240 nm.
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24 EXTRACAO DE ATRAZINE E DEISOPROPILATRAZINE DO SOLO E
CONDICOES CROMATOGRAFICAS

Aos 28 DAA, foram coletadas amostras de solo dos vasos de cada repeticéo das espécies
avaliadas e do vaso sem planta para determinacdo da quantidade de atrazine extraido pelas
plantas. Além disso, foi mensurada a concentracéo de deisopropilatrazine (DIA) (ug kg™ solo).

Para tanto, em tubos do tipo Falcon, foram colocados 5 g de solo seco e 20 ml de metanol
e depois agitados por trés horas. Em seguida, foram centrifugados por sete minutos a 2.260 g
para decantacdo das particulas e limpeza do extrato. O sobrenadante foi retirado, tendo sido
adicionados 10 ml de metanol ao precipitado. Os tubos foram novamente agitados por duas
horas e centrifugados durante sete minutos, e os extratos das duas etapas foram combinados (10
+ 10 ml de metanol). Da mistura de extratos, foram retirados 1,5 ml, filtrados em membrana de
0,45 pm de poro.

A concentracdo do atrazine nos solos contidos nos vasos de cada espécie foi determinada
por meio de um sistema de cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UHPLC) acoplado a um
espectrometro de massa em tandem (LC-MS/MS) e detector de UV com arranjo de fotodiodo
(DAD). Utilizou-se uma coluna de fase reversa, a Restek (Pinnacle DB AQ C18 de tamanho 50
x 2,1 mm, com particulas de 1,9 um). As condi¢des cromatogréficas foram: eluicdo isocratica
em fase movel binéaria contendo &cido férmico 0,1% e acetonitrila, na propor¢do 30:70,
respectivamente, com fluxo de 0,3 mL min? e volume de inje¢do de 5 pL. A temperatura do
mostrador automatico e do forno foi ajustada para 15 e 40°C, nessa ordem. O comprimento de
onda utilizado foi de 220 nm.

A porcentagem de atrazine removido do solo por cada espécie foi calculada a partir da
diferenga entre a quantidade de herbicida encontrado no solo dos vasos com planta e do solo do

vaso sem planta:

solo dos vasos plantados
100

Remocio do atrazine (%) = - X
solo do vaso ndo plantado

2.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram submetidos a analise de normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk
(SHAPIRO; WILK, 1965) e a analise de homogeneidade da variancia pelo teste de Levene
(LEVENE, 1960) a 5% de probabilidade. Atendendo as pressuposi¢oes, foi realizada a analise
de variancia. Em caso de significancia, as médias dos tratamentos controle e atrazine foram

comparadas pelo teste t (p<0,05) para cada variavel analisada. Por fim, as variaveis com
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diferenga significativa entre os tratamentos tiveram as médias dos percentuais de aumento ou
reducdo de cada espécie comparadas por meio do teste de Scott-Knott (p<0,05). As analises
estatisticas foram realizadas por meio do software R 4.0.4 (R Core Team, 2021). Os gréaficos

foram confeccionados com o auxilio do software SigmaPlot 14.0 (Systat Software, 2017).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1  AVALIACAO DA SENSIBILIDADE DAS ESPECIES FLORESTAIS

As espécies florestais apresentaram diferentes niveis de intoxicag&o ao atrazine presente
na agua subsuperficial (Figura 1A). Desde a primeira avaliagdo da intoxicacao, as espéecies A.
cearensis, E. contortisiliguum e B. cheilantha demonstraram graves sintomas decorrentes da
acao do atrazine, como intensa clorose foliar, evoluindo para necrose e, por fim, perda das
folhas. As espécies A. macrocarpa, T. aurea, L. ferrea e M. tenuiflora manifestaram sintomas
que caracterizaram intoxica¢do mediana, segundo os critérios adotados. Para a A. macrocarpa
e aT. aurea, a intoxicacdo foi mais severa aos sete e 14 DAA, com leve reducdo dos sintomas
aos 28 DAA. A L. ferrea manteve a taxa de intoxicacdo em cerca de 40% em todas as épocas
de avaliagéo.

M. tenuiflora apresentou 30% de intoxicacgdo aos sete e 14 DAA e 40% aos 28 DAA. A
espécie M. caesalpiniifolia apresentou intoxicagdo méaxima aos sete e 14 DAA (50%), com
posterior atenuacao dos sintomas aos 28 DAA (20%). Os niveis de intoxicacdo da M. urundeuva
evoluiram de 0%, ou seja, sem sintomas foliares aparentes, para 20% aos 28 DAA. A espécie
H. courbaril ndo demonstrou intoxicacdo ao atrazine durante o periodo avaliado.

A aplicacdo do atrazine ndo afetou a area foliar das espécies M. urundeuva e M.
caesalpiniifolia (Figura 1B). O tratamento controle e o atrazine proporcionaram valores médios
iguais a 345,26 e 333,80 cm? para a M. urundeuva e 525,29 e 550,76 cm? para a M.
caesalpiniifolia, respectivamente. Por outro lado, o tratamento atrazine reduziu a area foliar da
espécie E. contortisiliquum em 97,02% e da A. macrocarpa, T. aurea, L. ferrea e M. tenuiflora
entre 59,84 e 73,41% (Figura 1C). H. courbaril apresentou a menor porcentagem de perda da
area foliar, com 27,42%. As plantas de A. cearensis e B. cheilantha perderam suas folhas
durante a condugdo do experimento, 0 que impediu a mensuragdo da area foliar e,

consequentemente, a realizagdo das andlises bioquimicas.
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Figura 1. Intoxicacdo aos sete, 14 e 28 dias ap0s a primeira aplicacdo (DAA) de atrazine (A),
area foliar (B) e porcentagem de reducdo da area foliar (C) de espécies florestais submetidas a
aguas subsuperficiais contaminadas pelo atrazine. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste t (p<0,05). %Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-
Knott (p<0,05). Barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A érea foliar das plantas foi condizente com os niveis de intoxicacdo apresentados pelas
espécies florestais estudadas. A ocorréncia de clorose e necrose nas folhas, com a consequente
perda de area foliar na maioria das espécies, sugere alta sensibilidade ao atrazine, especialmente

para A. cearensis, E. contortisiliguum e B. cheilantha. Esses sintomas sdo comumente
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observados em plantas nas quais foi aplicado o atrazine (DOS SANTOS et al., 2020), como a
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) (SILVA et al., 2021).

O alto nivel de intoxicacéo das espécies florestais, aliado a reducao da area foliar, pode
estar associado aos danos oxidativos de clorofilas e peroxidacdo de lipideos das folhas
provocados pelo atrazine presente na dgua subsuperficial (DA SILVA TEOFILO et al., 2020;
DA SILVA BORGES et al., 2021). Em contrapartida, a menor intoxicacdo da M. urundeuva e
M. caesalpiniifolia e a auséncia de sintomas na H. courbaril sugere que essas espéecies possuem
mecanismos que lhe conferem tolerancia ao atrazine. Possivelmente, a M. urundeuva, M.
caesalpiniifolia e H. courbaril produzem compostos antioxidantes que atuam contra a
peroxidacao de clorofilas e lipideos (BARROS et al., 2019). Essa hipotese de tolerancia da M.
urundeuva e da M. caesalpiniifolia é reforcada pela auséncia de diferenca de area foliar entre
plantas expostas ao controle e ao atrazine. No entanto, a reducao da area foliar do H. courbaril
pode ser atribuida ao maior gasto de energia requerido pelas plantas dessa espécie para ativar o
sistema antioxidante e amenizar os danos oxidativos (DA SILVA BORGES et al., 2021). Esse
gasto energético excessivo pode limitar a fixacdo de carbono e, consequentemente, a producéo
de tecido foliar (DA SILVA BORGES et al., 2021).

O atrazine presente na agua subsuperficial reduziu a massa seca total de todas as
espécies arboreas estudadas (Figura 2A), sendo possivel dividi-las em quatro grupos com
diferentes porcentagens de reducdo da massa seca (Figura 2B). As espécies E. contortisiliquum
e B. cheilantha apresentaram as maiores reducdes, com 90,31 e 89,85%, respectivamente. Em
seguida, as espécies M. tenuiflora, T. aurea e A. cearensis demonstraram perdas de 83,94; 80,74
e 79,15%, respectivamente. Ainda foram observadas reducfes de 71,94 e 70,91% na A.
macrocarpa e na L. ferrea, respectivamente. Por fim, as espécies H. courbaril, M. urundeuva e
M. caesalpiniifolia expressaram as menores taxas de reducdo de massa seca, nessa mesma
ordem, com 60,84; 60,03 e 53,66%.
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Figura 2. Massa seca total (A) e porcentagem de reducdo da massa seca total (B) de espécies
florestais submetidas a aguas subsuperficiais contaminadas pelo atrazine. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). 2Letras diferentes indicam diferenca
estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A producdo de massa seca € um importante parametro a ser mensurado para avaliar a
sensibilidade ao herbicida e o potencial fitorremediador de espécies florestais (BARROSO et
al., 2021). De modo geral, a reducdo da massa seca total de todas as espécies avaliadas sugere
que essas plantas possuem algum nivel de sensibilidade ao atrazine, principalmente aquelas que
demonstraram graves sintomas de intoxicacdo, como E. contortisiliquum, A. cearensis e B.
cheilantha. Esse padrdo de resposta é indesejavel em espécies fitorremediadoras, pois diminui
o0 potencial de utilizacdo dessas espécies em programas de fitorremediacdo de herbicidas (DA
SILVA TEOFILO et al., 2020).

A restricdo no acumulo de massa seca total das espécies avaliadas pode estar relacionada
ao mecanismo de acdo do atrazine (DOS SANTOS et al., 2021). Esse herbicida inibe o
transporte de elétrons do fotossistema Il para o fotossistema | (MAJEWSKA et al., 2018; SUN
et al., 2020), o que reduz a producdo de ATP e NADPH, requeridos na fixacdo do CO2 no ciclo
de Calvin (DAYAN; DUKE, 2020). Portanto, o atrazine limita o acimulo de massa seca por
reduzir a carboxilagdo do CO. (RIBEIRO et al., 2018). Ainda vale ressaltar que a reducao de
massa seca nas espécies com menor grau de intoxicagdo (M. urundeuva e M. caesalpiniifolia)
e sem sintomas de intoxicacdo aparentes (H. courbaril) pode ser atribuida a reducdo da area

foliar e ao decaimento da taxa fotossintética dessas plantas (DA SILVA TEOFILO et., 2020).
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Isso porque herbicidas inibidores da fotossintese sdo capazes de afetar a producdo de
fotoassimilados mesmo em espécies com baixa sensibilidade (SUN et al., 2020).

De modo geral, o atrazine reduziu a producdo das clorofilas a, b e totais das espécies E.
contortisiliqguum, H. courbaril, M. caesalpiniifolia e M. tenuiflora (Figura 3). Por sua vez, para
as espécies A. macrocarpa, L. ferrea, M. urundeuva e T. aurea, houve comportamento diferente
na sintese das clorofilas a, b e totais.

O teor de clorofila a das espécies florestais foi reduzido pelo atrazine, com excecéo das
espécies T. aurea e M. urundeuva. Para a T. aurea, ndo houve diferenca entre o controle e 0
atrazine, com médias iguais a 3,09 e 3,33 g kg MF, respectivamente. Ja para a espécie M.
urundeuva, o atrazine promoveu aumento de 48,91% do teor de clorofila em comparacéo ao
controle (Figura 4A). Em contrapartida, as espécies L. ferrea e E. contortisiliguum
apresentaram reducdo de clorofila a de 55,84 e 50,48%, nessa ordem. O atrazine ainda reduziu
a producdo de clorofila a em 39,12% na espécie M. tenuiflora e em 24,73; 21,95 e 22,06% nas
espécies H. courbaril, M. caesalpiniifolia e A. macrocarpa.

Em relacdo a clorofila b, as espécies L. ferrea e M. urundeuva ndo apresentaram
variacdo entre os tratamentos controle e atrazine. Para L. ferrea, os valores de clorofila b
mantiveram-se entre 2,15 (controle) e 2,42 (atrazine) g kg MF. A espécie M. urundeuva
apresentou médias entre 1,05 (controle) e 1,14 (atrazine) g kg MF. No entanto, as plantas das
espécies T. aurea e A. macrocarpa sob influéncia do atrazine aumentaram a producdo de
clorofila b. Para a T. aurea, houve aumento de 96,11%, sendo estatisticamente superior a A.
macrocarpa (33,82%) (Figura 4B). As demais espécies demonstraram reducdo do conteddo de
clorofila b devido a presenca do atrazine na agua subsuperficial. As espécies M. tenuiflora, E.
contortisiliguum e H. courbaril expressaram reducdes de 75,05; 66,06 e 63,33%,
respectivamente. Por sua vez, a espécie M. caesalpiniifolia apresentou a menor média de
reducdo (31,48%).

No que se refere ao contetdo de clorofilas totais, ndo foi observada diferenca entre o
controle e o atrazine na A. macrocarpa. Para essa espécie, os valores médios foram iguais a
6,09 (controle) e 5,81 (atrazine) g kg™t MF. Porém, o atrazine aumentou a producao de clorofilas
totais nas espécies T. aurea e M. urundeuva em 34,43 e 31,61%, respectivamente (Figura 4C).
Por outro lado, houve reducéo de clorofilas totais nas plantas das demais espécies. As maiores
reducbes foram observadas nas espécies E. contortisiliquum (54,48%) e M. tenuiflora
(48,05%). Em seguida, as espécies H. courbaril e L. ferrea apresentaram redugdes iguais a
42,48 e 38,37%, nessa ordem. Por fim, o atrazine diminuiu o teor de clorofilas totais de M.

caesalpiniifolia em 24,58%.
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Figura 3. Teor de clorofila a (Clo a), clorofila b (Clo b) e clorofilas totais (Clo T) de espécies
florestais submetidas a aguas subsuperficiais contaminadas pelo herbicida atrazine. Letras
diferentes indicam diferenga estatistica pelo teste t (p<0,05). Barras indicam o erro padrdo da
média (n=3).
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Figura 4. Porcentagem de aumento e reducdo do teor de clorofila a (A), clorofila b (B) e
clorofilas totais (C) de espécies florestais submetidas a aguas subsuperficiais contaminadas pelo
herbicida atrazine. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott
(p<0,05). Barras indicam o erro padrdo da média (n=3).

A clorofila é uma variavel importante a ser analisada na avaliacdo da sensibilidade de
plantas a contaminantes organicos (Bl et al., 2012). As clorofilas sdo pigmentos responsaveis
por absorver energia luminosa utilizada para produzir fotoassimilados (SHER et al., 2021). Em
razdo disso, a concentracao de clorofilas estd diretamente associada a eficiéncia fotossintética
das plantas (FAN et al., 2018). No entanto, a reducdo dos teores de clorofila € normalmente
constatada em plantas cultivadas sob condic6es estressantes (ERINLE et al., 2018). No presente



34

estudo, a diminuicdo do conteido de clorofilas a, b e totais nas plantas das espécies E.
contortisiliquum, H. courbaril, M. caesalpiniifolia e M. tenuiflora, da clorofila a na espécie A.
macrocarpa e das clorofilas a e totais na espécie L. ferrea revela o impacto negativo do atrazine
sob esses pigmentos. Geralmente, plantas expostas ao atrazine podem apresentar alta taxa de
degradacéo de clorofilas devido & acdo das EROs (ALMEIDA et al., 2017), que sdo geradas a
partir da inibi¢do do fotossistema Il (ERINLE et al., 2018; VIEIRA et al., 2021). Alem disso, a
reducdo da concentracdo das clorofilas pode caracterizar um mecanismo de defesa para mitigar
a producdo de EROs (WANG et al., 2018), ja que havera diminuicao da capacidade de captagédo
da energia luminosa.

Os centros de reacdes do fotossistema Il e do fotossistema | localizados nos tilacoides
dos cloroplastos séo os principais locais de producdo de EROs em organismos fotossintetizantes
(ALMEIDA et al., 2017). Contudo, o aumento dos teores das clorofilas a e totais na espécie M.
urundeuva, clorofilas b e totais na T. aurea e clorofila b na A. macrocarpa pode estar
relacionado a ativacao de sistemas de defesa bioquimicos e fisioldgicos. As plantas dispdem de
mecanismos fotoprotetores como modifica¢Ges estruturais e funcionais no fotossistema Il e a
sintese de antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos para evitar a intensa producao de EROs
ou desintoxicar as células expostas as EROs (KORKARIC et al., 2015). O sistema antioxidante
das plantas é composto por enzimas como a peroxidase e a catalase, bem como pelos
carotenoides (HASANUZZAMAN et al., 2020; VIEIRA et al., 2021; WANG et al., 2018).

Ainda € possivel gue o incremento do contetdo de clorofilas nas plantas tratadas com o
atrazine esteja associado ao fenébmeno conhecido como hormese, termo utilizado para descrever
0 estimulo de um composto toxico em baixas concentracdes no desenvolvimento vegetal
(BELZ; DUKE, 2014). Nesse sentido, herbicidas podem estimular a producdo de biomassa, a
fotossintese e o teor de aminoécidos e proteinas das plantas (ASADUZZAMAN et al., 2021).
Por exemplo, a aplicacdo de atrazine aumentou as clorofilas a, b e totais em plantas de canola
(Brassica napus L. var. oleifera) (DURIGON et al., 2019). Nesse trabalho, os autores
relacionaram o incremento das clorofilas ao aumento da atividade da enzima nitrato redutase
promovido pelo atrazine, o que eleva o metabolismo do nitrogénio. O teor de clorofilas é
diretamente influenciado pela concentracdo de nitrogénio na planta (PADILLA et al., 2018), ja
que a clorofila possui quatro &tomos de nitrogénio em sua estrutura molecular (DURIGON et
al., 2019). Porém, no presente trabalho o aumento da producéo de clorofila ndo foi suficiente
para impedir a reducdo de massa seca total, sinalizando ineficiéncia do sistema fotossintético e

agressividade dos danos oxidativos.
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O padrédo de resposta do dano de membrana celular foi diferente entre as espécies
florestais estudadas (Figura 5A). M. urundeuva néo apresentou varia¢do do dano de membrana
entre as plantas do controle e aquelas tratadas com o atrazine. Nessa espécie, 0 tratamento
controle e o atrazine proporcionaram valores iguais a 387 e 393 uS cm™, respectivamente.
Porém, o herbicida aumentou o dano de membrana em 69,31% na espécie E. contortisiliquum,
35,80 % na A. macrocarpae 11,77% na L. ferrea (Figura 5B). Em contrapartida, houve reducao
do dano de membrana em 22,63% na T. aurea, 19,24% na M. tenuiflora, 10,29% na H.
courbaril e 5,25% na M. caesalpiniifolia. Ndo foi possivel obter amostras de folhas de A.

cearensis e B. cheilantha para a analise do dano de membrana.
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Figura 5. Dano de membrana (A) e porcentagem de aumento e reducdo do dano de membrana
(B) de espécies florestais submetidas a aguas subsuperficiais contaminadas pelo atrazine.
! _etras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). *Letras diferentes indicam
diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras indicam o erro padrdo da média
(n=3).

A determinagdo do dano de membrana por meio do extravasamento de eletrélitos é um
importante indicador do grau da lesdo das células sob estresses ambientais (MA et al., 2019).
Normalmente, em situagbes ndo estressantes a membrana plasmatica das células vegetais
apresenta menor permeabilidade a ions (ZHANG et al., 2018). Entretanto, a aplicacdo de
herbicidas nas plantas pode comprometer a permeabilidade da membrana celular em razéo da
producdo de EROs (ZHANG et al., 2018; PLAZA et al., 2021). Nesse sentido, 0 aumento do
extravasamento de eletrélitos — associado a redugdo do crescimento foliar e da produgdo de

massa total nas plantas de E. contortisiliquum, A. macrocarpa e L. ferrea expostas ao atrazine
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presente na agua subsuperficial — pode ser atribuido ao acimulo excessivo das EROs no interior
das células. As EROs sdo radicais livres que promovem a oxida¢do de macromoléculas como
proteinas e lipidios (ERINLE et al., 2018), principais componentes da membrana plasmatica
das células vegetais (CASSIM et al., 2019).

Quando presentes em pequenas concentragdes nas celulas vegetais, as EROs podem
atuar como sinalizadores de estresses abioticos e estimular a ativagdo de processos de
aclimatacdo das plantas (FAROOQ et al.,, 2019; HASANUZZAMAN et al., 2020;
HOMAYOONZADEH et al., 2020). A partir disso, as plantas realizam modificacdes
bioguimicas no sistema de defesa antioxidante enziméatico e ndo enzimético para mitigar os
danos oxidativos (PANDEY et al., 2017). Portanto, a redugdo do dano de membrana nas
espécies T. aurea, M. tenuiflora, H. courbaril e M. caesalpiniifolia e a estabilidade do dano de
membrana na M. urundeuva podem estar associadas a eficiéncia do sistema antioxidante das

plantas, mantendo a integridade da membrana plasmatica.

3.2 AVALIACAO DOS MECANISMOS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

O atrazine afetou a producdo de carotenoides das espécies florestais avaliadas, com
excecdo da M. tenuiflora e da T. aurea (Figura 6A). Para M. tenuiflora, os tratamentos controle
e atrazine alcancaram médias iguais a 0,77 e 0,59 g kg™t MF, respectivamente. Para T. aurea,
por sua vez, foram observadas médias iguais a 0,51 (controle) e 0,49 (atrazine) g kg™* MF. No
entanto, as espécies H. courbaril e M. urundeuva aumentaram o teor de carotenoides na
presenca do atrazine (Figura 6B). H. courbaril apresentou ganho de 160,28%, sendo
estatisticamente superior a M. urundeuva (61,16%). Em contrapartida, o atrazine diminui o
conteddo de carotenoides das plantas das espécies L. ferrea, A. macrocarpa, E. contortisiliqguum
e M. caesalpiniifolia. As espécies L. ferrea e A. macrocarpa apresentaram as maiores taxas de
reducdo, 80,76 e 65,52%, respectivamente. Em seguida, foi observada reducdo de 53,89% na
espécie E. contortisiliquum. A espécie M. caesalpiniifolia expressou a menor taxa de reducédo
de carotenoides (35,52%).
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Figura 6. Teor de carotenoides (A) e porcentagem de aumento e reducdo do teor de
carotenoides (B) de espécies florestais submetidas a dguas subsuperficiais contaminadas pelo
atrazine. 'Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05). ?Letras diferentes
indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras indicam o erro padréo da
média (n=3).

Os carotenoides sdo pigmentos acessOrios do complexo antena responsaveis por
proteger 0s pigmentos fotossintéticos dos danos oxidativos promovidos pelas EROs
(ALMEIDA et al., 2017; KORKARIC et al., 2015). A funcéo fotoprotetora dos carotenoides
consiste em absorver a energia luminosa excessiva captada pelas clorofilas, prevenindo a
formacdo de clorofila tripleto por meio da dissipacdo inofensiva do excesso energético
(SACCON et al., 2019). Dessa maneira, os carotenoides mitigam a formacdo de EROs
(SACCON et al., 2019) e, consequentemente, reduzem a peroxidacéo lipidica (ERINLE et al.,
2018). E possivel que o incremento de carotenoides nas plantas de H. courbaril e M. urundeuva
e a estabilidade de tais pigmentos na M. tenuiflora e T. aurea estejam associadas a eficiéncia
do sistema antioxidante dessas espécies. Essa hipotese é reforcada pelo fato de que o aumento
dos teores de carotenoides foi acompanhado pela reducdo do extravasamento de eletrolitos nas
especies H. courbaril, M. tenuiflora e T. aurea e pela indiferenca da aplicacdo do atrazine sob
0 extravasamento de eletrolitos da M. urundeuva. Além disso, a agdo fotoprotetora dos
carotenoides pode ter contribuido para a manutencdo dos teores de clorofila das espécies M.
urundeuva e T. aurea. Porém, a reducéo do contetido das clorofilas das espécies H. courbaril e
M. tenuiflora sugere que o aumento da producdo dos carotenoides nédo foi suficiente para

atenuar os efeitos oxidativos das EROs sob as clorofilas.
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Em contrapartida, a reducdo dos teores de carotenoides nas espécies L. ferrea, A.
macrocarpa, E. contortisiliquum e M. caesalpiniifolia sugere que esses pigmentos foram
degradados pelas EROs (ALMEIDA et al., 2017). E importante ressaltar que a diminuicdo da
sintese dos carotenoides das espécies L. ferrea, A. macrocarpa e E. contortisiliquum ocorreu
simultaneamente a reducgdo do conteldo de clorofilas e a0 aumento do extravasamento de
eletrdlitos. Esse comportamento fisiol6gico pode estar associado a um aumento da atividade
oxidante das EROS gracas ao desequilibrio nos processos de producao e eliminacdo das EROs
(LI et al., 2022). No entanto, diante da baixa producédo de carotenoides e clorofilas nas plantas
da espécie M. caesalpiniifolia, é possivel que a diminui¢do do extravasamento de eletrélitos
esteja relacionada a agdo das enzimas antioxidantes.

O atrazine presente na agua subsuperficial elevou a atividade da POD em todas as
espécies estudadas (Figura 7A). O herbicida proporcionou o maior aumento da POD,
comparado ao controle na espécie E. contortisiliquum (9937,50%) (Figura 7B). Para M.
caesalpiniifolia, o atrazine foi superior ao controle em 5733,33%. Em relacdo ao H. courbaril,
foi verificado incremento de 3600% da atividade da POD. A espécie L. ferrea apresentou
aumento igual a 2100%. As espécies T. aurea e M. urundeuva demonstraram acréscimo de
1117,95 e 1100%, respectivamente. Por fim, as espécies A. macrocarpa e M. tenuiflora
expressaram 0 menor acumulo da enzima POD, 575 e 400%, nessa ordem. N&o foi possivel
obter amostras foliares das espécies A. cearensis e B. cheilantha para a realiza¢éo da analise.

Todas as espécies florestais avaliadas demonstraram aumento da atividade da CAT na
presenca do atrazine (Figura 7C). A espécie L. ferrea apresentou o maior aumento da CAT entre
as espécies estudadas (7466,67%) (Figura 7D). Em seguida, tem-se a espécie M. tenuiflora com
3250% de acréscimo. O atrazine incrementou a CAT em 2472,73% para a E. contortisiliquum
e em 1838% para a M. caesalpiniifolia e a M. urundeuva. Por fim, as espécies H. courbaril, A.

macrocarpa e T. aurea apresentaram aumento de 1188,37; 772,2 e 506%, nessa ordem.
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Figura 7. Atividade das enzimas peroxidase (A) e catalase (C) e porcentagem de aumento da
atividade das enzimas peroxidase (B) e catalase (D) de espécies florestais submetidas a &guas
subsuperficiais contaminadas pelo atrazine. 'Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo
teste t (p<0,05). ?Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05).
Barras indicam o erro padréo da média (n=3).
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A POD e a CAT sdo enzimas que compdem o sistema antioxidante das plantas
(SHAKIR et al., 2018; HASANUZZAMAN et al., 2020), atuando em conjunto na conversao
do peroxido de hidrogénio (H202) em H20, O: e outros radicais livres (ERINLE et al., 2018;
LI et al., 2022). O efeito antioxidante da POD consiste na catalisacdo de substancias como
guaiacol e ascorbato, utilizando o H202 como receptor de elétrons (SOARES et al., 2016).

POD atua basicamente nas paredes celulares e requer um cofator enzimatico para
decompor o H20, como os compostos fendlicos (CARNEIRO et al., 2018). Por sua vez, a CAT
atua diretamente na eliminagdo do H20-, principalmente nos peroxissomos (CORPAS, 2015;
LI et al., 2022). Dessa forma, 0os componentes bioquimicos do sistema antioxidante enzimatico
atuam de forma distinta, potencializando 0s mecanismos de defesa da planta
(HOMAYOONZADEH et al., 2020). Por exemplo, a alta afinidade da POD com o H.0>
permite que essa enzima seja ativada mesmo quando o H>O; estiver em baixas concentragdes
(CARNEIRO et al., 2018). Por outro lado, a CAT apresenta baixa afinidade com o H20., sendo
ativada, portanto, apenas em condigdes de alta concentracdo de H.O> nos tecidos vegetais
(CARNEIRO et al., 2018).

No presente estudo, € possivel que a alta producdo de POD e CAT nas plantas de todas
as espécies avaliadas esteja associada a uma elevada sintese de H20,. Além de causar danos
oxidativos e a morte das células, o H20> pode atuar como sinalizador de estresses para ativacao
do sistema imunoldgico das plantas (HOMAYOONZADEH et al.,, 2020). Contudo, o
incremento na atividade das enzimas POD e CAT, aliado ao decaimento dos teores de
carotenoides, ndo foi suficiente para conter a reducdo da area foliar, da massa seca total, das
clorofilas e mitigar o extravasamento de eletrolitos nas espécies A. macrocarpa, E.
contortisiliquum e L. ferrea. Esse comportamento indica que essas espécies ndo possuem um
sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico capaz de mitigar os efeitos das EROs.

Para a espécie M. caesalpiniifolia, 0 aumento das enzimas POD e CAT, associado a
reducdo dos carotenoides, promoveu a diminui¢do do dano de membrana e a manutencao da
area foliar, mas ndo evitou a oxidacao das clorofilas e diminui¢do da massa seca total. Para as
espécies H. courbaril e M. tenuiflora, por sua vez, a POD e CAT em conjunto aos carotenoides
contiveram o extravasamento de eletrdlitos, mas ndo preveniram a reducéo da massa seca total,
da area foliar e a degradacdo das clorofilas. Por fim, a atividade antioxidante das enzimas POD
e CAT e dos carotenoides nas plantas das espécies M. urundeuva e T. aurea atenuaram 0S
efeitos nocivos das EROs. Nessas espécies, 0 aumento da producédo de clorofilas e manutencao
da integridade da membrana plasmatica sugere alta eficiéncia do sistema antioxidante

enzimatico e ndo enzimético (BATOOL et al., 2020).
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3.3 AGUA EVAPOTRANSPIRADA

O atrazine presente na agua subsuperficial elevou significativamente a quantidade de
agua evapotranspirada de todas as espécies, exceto A. cearensis e T. aurea (Figura 8A). Para
essas especies, 0 atrazine diminui a evapotranspiracdo em 44,74% na A. cearensis, sendo
estatisticamente superior a T. aurea (30,62%) (Figura 8B). No entanto, a espécie H. courbaril
apresentou 0 maior aumento do consumo de &gua (61,17%). Em seguida, foi observado ganho
de 51,77% na M. urundeuva. Logo depois, tem-se as especies M. caesalpiniifolia, A.
macrocarpa, M. tenuiflora e L. ferrea, com médias diferentes entre si e iguais a 45,19; 37,58;
28,50 e 19,22%, respectivamente. Por ultimo, com 0s menores aumentos da evapotranspiragéo,
estdo as espécies B. cheilantha e E. contortisiliguum, com médias iguais a 10,49 e 7,29%, nessa

ordem.
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Figura 8. Agua evapotranspirada (A) e porcentagem de aumento e reducdo da agua
evapotranspirada (B) de espécies florestais submetidas a dguas subsuperficiais contaminadas
pelo herbicida atrazine. !Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste t (p<0,05).
?|_etras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras indicam
0 erro padrdo da média (n=3).

A transpiragdo é um processo fisiologico que influencia diretamente a fotossintese
(AGUIAR et al., 2020). Os herbicidas podem limitar a transpiracdo de plantas sensiveis e
tolerantes ao reduzir a condutancia estomatica e, consequentemente, a troca gasosa com a

atmosfera e a saida de agua por meio dos estdbmatos (PIVETA et al., 2018). Por essa razdo, é
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possivel que a diminuicdo da transpiracdo das plantas das espécies A. cearensis e T. aurea esteja
vinculada ao fechamento dos estbmatos em decorréncia da inibicdo da fotossintese provocada
pelo atrazine (PEREZ; DOUCETTE; MOORE, 2022; PIVETA et al., 2018). Além disso, a
perda das folhas na espécie A. cearensis e a reducdo da area foliar das plantas de T. aurea
contribuiram para a restricdo da evapotranspirag&o.

Por outro lado, as demais espécies aumentaram a taxa de transpiracdo diante da perda
de folhas e area foliar. Normalmente, a queda das folhas e a diminui¢édo do tecido foliar séo
mecanismos que podem ser adotados pelas plantas em condicfes estressantes, para regular a
absorcdo de agua e continuar realizando fotossintese (DOS SANTOS et al. 2018). No entanto,
no presente estudo o aumento da taxa de transpiracdo das espécies que apresentaram reducdo
da area foliar pode estar relacionado a presenca de estbmatos na epiderme do caule (MAUREL;
VERDOUCQ; RODRIGUES, 2016).

Segundo Dodgen et al. (2015), pesticidas sistémicos, como o atrazine, séo absorvidos
pelas plantas a partir do fluxo transpiratério. Portanto, quanto maior for a taxa de transpiracdo
das plantas, maior serd a quantidade de atrazine absorvido e acumulado nos tecidos vegetais
(DODGEN et al., 2015). Porém, a absorc¢éo e o transporte de herbicidas no interior das plantas
s&o influenciados pelas caracteristicas fisico-quimicas desse composto organico (SANCHEZ et
al., 2017). A molécula do atrazine é moderadamente hidrofilica (log Kow = 2,75) (DE
ALBUQUERQUE et al., 2020), razdo pela qual é possivel que seja adsorvida as raizes ou
absorvida e translocada até a parte aérea das plantas por meio do fluxo transpiratério
(SANCHEZ et al., 2017).

3.4 CAPACIDADE DE FITORREMEDIACAO

A analise em UHPLC do solo contido no vaso sem planta revelou que a quantidade de
atrazine retido ao solo foi igual a 59,16 pg kg solo. As espécies florestais avaliadas
demonstraram diferencas na capacidade de remocao do atrazine retido ao solo (Figura 9A). A
espécie H. courbaril foi capaz de remover a maior quantidade de atrazine do solo (95,18%). As
espécies A. cearensis e B. cheilantha apresentaram valores iguais a 70,26 e 60,70%,
respectivamente. Para as espécies L. ferrea e M. urundeuva, os valores médios de remocéo do
atrazine foram 27,19 e 22,04%, nessa ordem. As espécies E. contortisiliquum e T. aurea
removeram 18,11 e 16,59% do total de atrazine retido ao solo. Em relacdo as espécies M.
caesalpiniifolia e A. macrocarpa, a porcentagem de extracdo de atrazine foi igual a 13,67 e
12,99%. Por fim, a espécie M. tenuiflora foi responsavel por remover a menor quantidade de

atrazine do solo (9,57%).
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Além disso, no que se refere a concentracdo de deisopropilatrazine nas amostras de solos
analisados, ndo houve diferenca entre as espécies florestais (Figura 9B). Os valores médios
quantificados no UHPLC variaram entre 5,06 (M. urundeuva) e 6,87 (L. ferrea) pg kg™ solo.
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Figura 9. Remocdo de atrazine (A) e quantidade de deisopropilatrazine (B) de solos cultivados
com espécies florestais submetidas a aguas subsuperficiais contaminadas pelo herbicida
atrazine. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste Scott-Knott (p<0,05). Barras
indicam o erro padrdo da média (n=3).

O atrazine é removido do solo por meio do somatério de diversos processos. Por
exemplo, a molécula herbicida pode ser absorvida pelos tecidos vegetais e degradada por
enzimas (fitodegradacdo), pode manter-se adsorvida as raizes (rizofiltracdo) e, por fim, o
atrazine ainda pode ser degradado pelos microrganismos presentes na rizosfera
(rizodegradacdo) (FAN; SONG, 2014; SANCHEZ et al., 2020). No presente trabalho, nio foi
possivel determinar a participacdo de cada um desses processos na remediacdo do atrazine do
solo. No entanto, a diminuicdo dos parametros fisiolégicos na maioria das espécies avaliadas,
associada a reducao da concentracdo de atrazine retido ao solo, indica que as plantas mitigaram
0 impacto ambiental ao absorveram e acumularam ou degradaram o herbicida (AGUIAR et al.,
2020).

A espécie H. courbaril ja& demonstrou potencial de utilizacdo em programas de
fitorremediacdo de herbicidas (DOS SANTOS et al., 2018). Apesar da reducdo da massa seca
total, da area foliar e a degradacédo das clorofilas, os baixos niveis de intoxicagéo, a elevada
transpiracdo e a alta taxa de remocdo do herbicida alcancada pela espécie H. courbaril

reafirmam o potencial dessa planta de fitorremediar o atrazine do solo. As espécies A. cearensis
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e B. cheilantha removeram mais de 60% do atrazine retido ao solo, porém a alta sensibilidade
dessas espécies ao atrazine limita sua aplicacdo em processos de fitorremediacdo. Em
contrapartida, ainda que as espécies M. urundeuva e T. aurea tenham demonstrado um eficiente
sistema de defesa antioxidante, essas plantas ndo foram capazes de remediar grandes
quantidades do herbicida.

Ao analisar em conjunto o volume de &gua evapotranspirada e a taxa de remoc¢éo do
atrazine das espécies B. cheilantha e M. urundeuva, constata-se que a remediacdo do herbicida
ocorreu simultaneamente ao aumento da transpiracao. Por outro lado, nas espécies A. cearensis
e T. aurea, observa-se comportamentos fora do padrdo. Nessas espécies, mesmo diante da
reducdo do fluxo transpiratério, houve remoc¢do do atrazine do solo, especialmente pela A.
cearensis. Esse fenbmeno sugere que, além da transpiracdo, outros processos fisioldgicos
podem atuar na absorcdo e remocao do atrazine. E provavel que parte do atrazine removido do
solo pelas espécies A. cearensis e T. aurea tenha ficado adsorvida as suas raizes (SANCHEZ et
al., 2017). As demais espécies avaliadas aumentaram o fluxo transpiratdrio, mas exibiram baixa
tolerancia e capacidade de fitorremediacdo do atrazine. De acordo com Da Silva Tedfilo et al.
(2020), a capacidade das plantas de mitigar os danos oxidativos dos herbicidas afeta diretamente
o potencial de remedicdo dessas espécies.

O actmulo da deisopropilatrazine em solos também possui relevancia ambiental por
apresentar maior solubilidade e toxicidade semelhante ao atrazine (GABARDO et al., 2021,
KUMAR; SINGH, 2016). A formacdo da deisopropilatrazine e de outros metabdlitos ocorre
por meio da degradacdo do atrazine por processos quimicos, como hidrdlise e fotélise (PEREZ;
DOUCETTE; MOORE, 2022) e pela atividade de microrganismos (LOU et al., 2021). Portanto,
a quantificacdo de deisopropilatrazine nas amostras de solos confirma que parte do atrazine
adicionado as aguas subsuperficiais foi degradada mediante processos bioquimicos conduzidos
pelos microrganismos presentes na rizosfera das espécies arboreas avaliadas (SANZHES et al.,
2020). Novamente, é valido ressaltar que a metodologia adotada no presente estudo néo
permitiu definir a via de degradacdo do atrazine e de producao da deisopropilatrazine.
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4 CONCLUSOES

A sensibilidade das espécies florestais ao atrazine presente na agua subsuperficial esta
diretamente relacionada a capacidade do sistema antioxidante dessas plantas de garantir o
equilibrio das reacdes de oxirreducdo. As espécies A. cearensis e B. cheilantha sdo muito
sensiveis ao atrazine. As espécies A. macrocarpa, E. contortisiliquum, L. ferrea e M.
caesalpiniifolia sdo parcialmente sensiveis ao atrazine e demonstraram baixa eficiéncia na
remocdo do atrazine. As especies H. courbaril, M. urundeuva e T. aurea apresentaram
mecanismo de defesa antioxidante que lhes conferem menor sensibilidade ao atrazine. No
entanto, dentre todas as espécies avaliadas, apenas a H. courbaril demonstrou potencial para

ser utilizada em programas de remedicao de atrazine.
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CONSIDERACOES FINAIS

Conforme relatado nesta pesquisa, o herbicida atrazine influencia diretamente o aparato
fotossintético das plantas, promovendo sintomas severos de clorose, necrose e a morte dos
tecidos vegetais. De modo geral, a analise dos parametros fisiologicos das espécies florestais
avaliadas neste estudo revelou que todas as plantas apresentam algum nivel de sensibilidade ao
atrazine. As espécies que promoveram modificacbes na concentracdo dos compostos
antioxidante, em especial a H. courbaril, M. urundeuva e T. aurea, foram capazes de mitigar a
acao oxidativa do atrazine. No entanto, para um melhor entendimento dos processos de
oxirreducdo, é imprescindivel que pesquisas futuras avaliem a formacédo de espécies reativas de
oxigénio e enzimas antioxidantes em diferentes 6rgdos das plantas.

A espécie H. courbaril demonstrou alto potencial de remediacdo do atrazine. Contudo,
foi observado que a remocdo e degradacao do atrazine do solo é afetada por diversos fatores,
como a capacidade da planta de absorver e transformar ou acumular a molécula do herbicida,
processos de hidrolise e fotdlise e pela atividade microbioldgica do solo. Neste estudo, néo foi
possivel definir com clareza a contribuicdo de cada processo na fitorremediacdo do atrazine.
Por isso, estudos futuros devem investigar a associacdo de microrganismos e as espécies

florestais para observar o efeito dessa interacdo na descontaminagdo dos solos.



