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RESUMO

EFEITO RESIDUAL DE HERBICIDAS EM SOJA, AMENDOIM E CROTALARIA E
SUA TOXICIDADE EM ORGANISMOS NAO-ALVO

O uso de herbicidas, especialmente os produtos com longo residual, pode influenciar
a produtividade de culturas agricolas e ecossistemas terrestres e aquaticos. Dessa
forma, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito residual de diferentes doses dos
herbicidas indaziflam, sulfentrazone e clomazone no crescimento e desenvolvimento
de Crotalaria juncea L. (crotalaria), Arachis hypogaea L. (amendoim) e Glycine max
(L.) Merr (soja). e seus efeitos agudos, crénicos e no comportamento de fuga de
Eisenia andrei (Bouché) e, a toxicidade aguda em macrdfitas da espécie Lemna minor.
O experimento foi dividido em duas partes, na qual a primeira parte foi realizada em
casa-de-vegetagao seguindo um delineamento experimental inteiramente casualizado
(DIC) para cada cultura (soja, crotalaria e amendoim) e herbicidas (indaziflam,
sulfentrazone e clomazone) em esquema fatorial 6 x 5, com cinco repeticées. O
primeiro fator foi composto por 6 diferentes doses (0, 1/8D, 1/4D, 1/2D, 1D e 2D) dos
herbicidas, em que "D" representa a dose comercial recomendada para a cultura da
cana-de-agucar, e o segundo fator foi composto por 5 periodos de semeadura das
culturas (0, 10, 20, 40 e 60 dias apos aplicagao - DAA). As plantas foram avaliadas
quanto a fitotoxicidade, altura, area foliar e biomassa seca da parte aérea aos 56 dias
apo6s a semeadura. O ensaio agudo com E. andrei foi conduzido em um delineamento
completamente casualizado (DIC), abrangendo seis concentragdes (0,0; 10,0; 100,0;
500,0; e 1000,0 mg i.a. kg™! solo) para cada herbicida, com cinco repetigbes. Ja o teste
de fuga seguiu um DIC com cinco concentragdes subletais. Para clomazone e
indaziflam, as concentragdes foram de 1,0; 10,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg kg™!, enquanto
para sulfentrazone foram de 1,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 75,0 mg kg™', também com cinco
replicatas. O ensaio cronico adotou as mesmas diretrizes do ensaio agudo, com a
permanéncia dos adultos por 28 dias, seguida pela coleta e contagem de juvenis e
ovos aos 56 dias, sendo as doses dos herbicidas: clomazone 1,0; 10,0; 25,0; 50,0 e
75,0 mgi.a. kg, sulfentrazone 1,0; 10,0; 100,0; 500,0 e 750,0 mg i.a. kg e indaziflam
1,0; 10,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg i.a. kg™'. Os ensaios com L. minor consistiram na
exposicdo das macrofitas por 7 dias para analisar o efeito do clomazone e
sulfentrazone nas seguintes concentragdes: 0,10; 1,07; 3,44; 11,16; 36,40 e 118 mg



L-'. E do indaziflam: 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 e 0,18 mg L', por um periodo de 7
dias. Portanto, constatou-se que as plantas de C. juncea mostraram-se extremamente
sensiveis ao herbicida indaziflam, independente da dose e periodo de semeadura e
em todos os parametros analisados, enquanto a fitotoxicidade do sulfentrazone e
clomazone diminuiram a partir de 20 DAA em todas as doses utilizadas. A. hypogaea
foi altamente sensivel aos herbicidas indaziflam e sulfentrazone, principalmente nas
maiores doses, independente periodo de semeadura, com reducdes para todos os
parametros analisados. Enquanto G. max, também foi extremamente sensivel ao
indaziflam, sem influéncia significativa da dose ou do periodo de semeadura em todos
os parametros analisados. O mesmo ocorreu com a aplicagao do sulfentrazone com
0 e 10 DAA nas doses de 600,0 e 1200,0 g i.a. ha™'. Na analise de toxicidade aguda,
os herbicidas clomazone e sulfentrazone demonstraram ser moderadamente téxicos
para minhocas da espécie E. andrei, correspondendo a uma CLso de 184,12 mg i.a.
kg™ e 1000,0 mg i.a. kg, respectivamente. Nao foi possivel estimar a dose letal para
o herbicida indaziflam. Na analise de comportamento, o herbicida sulfentrazone
proporcionou evitagao de E. andrei a partir da concentragcdo minima testada, enquanto
clomazone e indaziflam em 50,0 e 75,0 mg i.a. kg' e 75,0 e 100,0 mg i.a. kg™'. A
exposi¢ao cronica das minhocas impactou na reprodugdo, sendo que o clomazone
obteve CEso de 0,572 mg kg™'. O sulfentrazone apresentou CEso de 0,3941 mg kg™'.
Destaca-se que todos os herbicidas, incluindo indaziflam, tiveram CEO de 1,0 mg kg
1. Por fim, os herbicidas apresentaram toxicidade moderada para a planta aquatica L.
minor, resultando em redugdes significativas na biomassa fresca da planta, mesmo
nas menores concentragdes.

Palavras-chave: carryover; ecotoxicologia, Eisenia andrei, fuga, Lemna minor,
persisténcia.



ABSTRACT
RESIDUAL EFFECT OF HERBICIDES ON SOYBEANS, PEANUTS AND
CROTALARIA AND THEIR TOXICITY ON NON-TARGET ORGANISMS

The use of herbicides, especially those with long persistence, can impact the
productivity of agricultural crops and terrestrial and aquatic ecosystems. The objective
of this study was to evaluate the residual effect of different doses of the herbicides
indaziflam, sulfentrazone, and clomazone on the growth and development of Crotalaria
juncea L., Arachis hypogaea L., and Glycine max (L.) Merr. The acute, chronic, and
avoidance effects on Eisenia andrei (Bouché) and acute toxicity on the macrophyte
Lemna minor were also assessed. The experiment was divided into two parts, with the
first part conducted in a greenhouse following a completely randomized design (CRD)
for each crop (soybean, sunn hemp, and peanut) and herbicides (indaziflam,
sulfentrazone, and clomazone) in a 6 x 5 factorial arrangement, with five replications,
the first factor consisted of 6 different doses (0, 1/8D, 1/4D, 1/2D, 1D, and 2D) of
herbicides, where "D" represents the commercially recommended dose for sugarcane
cultivation. The second factor comprised 5 sowing periods (0, 10, 20, 40, and 60 days
after application - DAA) for the crops. Plants were evaluated for phytotoxicity, height,
leaf area, and dry aboveground biomass at 56 days after seeding. The acute assay
with E. andrei followed a completely randomized design (CRD) encompassing six
concentrations (0.0; 10.0; 100.0; 500.0 and 1,000.0 mg a.i. kg™" soil) for each herbicide,
with five replicates. The avoidance test followed a CRD with five sublethal
concentrations. For clomazone and indaziflam, concentrations were 1.0; 10.0; 50.0;
75.0 and 100.0 mg a.i. kg', while for sulfentrazone, concentrations were 1.0; 10.0;
25.0; 50.0 and 75.0 mg a.i. kg™, also with five replicates. The chronic assay adopted
the same guidelines as the acute assay, with adults kept for 28 days, followed by
collection and counting of juveniles and eggs at 56 days. The herbicide doses were
clomazone 1.0; 10.0; 25.0; 50.0 and 75.0 mg a.i. kg™, sulfentrazone 1.0; 10.0; 100.0;
500.0 and 750.0 mg a.i. kg-!, and indaziflam 1.0; 10.0; 50.0; 75.0 and 100.0 mg a.i. kg
. The assays with L. minor involved exposing the macrophytes for 7 days to analyze
the effect of clomazone and sulfentrazone at concentrations of 0.10; 1.07; 3.44; 11.16;
36.40 and 118,0 mg L', and for indaziflam at concentrations of 0.03; 0.06; 0.09; 0.12;
0.15and 0.18 mg L™, for a period of 7 days. It was observed that C. juncea plants were

extremely sensitive to the herbicide indaziflam, regardless of dose or seeding period,



showing reductions in all analyzed parameters. In contrast, the phytotoxicity of
sulfentrazone and clomazone decreased from 20 DAA at all doses used. A. hypogaea
was highly sensitive to the herbicides indaziflam and sulfentrazone, especially at
higher doses, regardless of seeding period, with reductions in all analyzed parameters.
G. max was also extremely sensitive to indaziflam, with no significant influence of dose
or seeding period on all analyzed parameters. The same occurred with the application
of sulfentrazone at 0 and 10 DAA at doses of 600.0 and 1,200.0 g a.i. ha™'. In the acute
toxicity analysis, the herbicides clomazone and sulfentrazone were moderately toxic
(LCso = 10-1,000 mg kg™ soil) to earthworms of the species E. andrei, corresponding
to an LCso of 184.12 mg a.i. kg™ and 1,000 mg a.i. kg™, respectively. It was not possible
to estimate the lethal dose for the herbicide indaziflam. In the avoidance behavior
analysis, the herbicide sulfentrazone induced avoidance by E. andrei from the
minimum tested concentration, while clomazone and indaziflam induced avoidance at
concentrations of 50.0 and 75.0 mg a.i. kg”' and 75.0 and 100.0 mg a.i. kg™,
respectively. Chronic exposure of earthworms impacted reproduction, with clomazone
having an ECso of 0.572 mg kg™'. Sulfentrazone had an ECso of 0.3941 mg kg™. It is
noteworthy that all herbicides, including indaziflam, had an EC1o of 1.0 mg kg™'. Finally,
the herbicides showed moderate toxicity to the aquatic plant L. minor, resulting in
significant reductions in fresh biomass, even at lower concentrations.

Keywords: carryover; ecotoxicology, Eisenia andrei, avoidance, Lemna minor,

persistence.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os herbicidas clomazone, indaziflam e sulfentrazone, aplicados em pré-
emergéncia, apresentam longo residual e sao registrados para o controle de plantas
daninhas em diversas culturas, entre elas, na cultura da cana-de-agucar (DAYAN et
al., 2018; MENDES et al., 2022). Destacam-se por sua importancia agrondémica,
porém, seu posicionamento inadequado pode trazer diversos riscos, visto que se
tratam de moléculas que possuem a capacidade de permanecer no ambiente por
longos periodos, podendo provocar efeitos negativos significativos a outras culturas
semeadas na mesma area onde foram aplicados e na sequéncia da colheita da cultura
de registro, em especial aquelas frequentemente utilizadas em reformas de canaviais,
como soja, amendoim, crotalaria, girassol, dentre outras. Fendmeno conhecido como
carryover (MENDES et al., 2017).

Na literatura sdo encontrados diversos relatos de carryover em culturas anuais
e olericolas, como por exemplo, apds 215 dias da aplicacdo do herbicida diuron
(1250,0 g i.a. ha™') foram constatados sintomas de fitotoxicidade e redugédo da massa
seca de soja, conforme descrito por Gheno et al. (2016). Os mesmos autores
encontraram sintomas de fitotoxicidade provocado pelo mesmo herbicida na cultura
do milho e feijao aos 70 e 207 dias apds a aplicagao, respectivamente. Torres et al.
(2018) demonstraram que o herbicida indaziflam pode causar danos significativos em
soja, amendoim, crotalaria e girassol quando semeadas até 60 dias apds sua
aplicacao.

Além disso, os residuos de herbicidas no solo também estdo associados a
impactos ambientais negativos. Dentre eles, podem-se citar as consequéncias da
contaminagdo por agrotdéxicos a microbiota e outros organismos do solo,
principalmente sobre minhocas, importantes invertebrados que realizam a reciclagem
de nutrientes e potencializam a atividade dos microrganismos, como fungos e
bactérias que sao responsaveis pelos processos de degradagdo bioldgica de
pesticidas (MARTINS, 2013; MANCUSO et al., 2011).

Para Oliveira (2021), o principio ativo ametrine mostrou-se altamente téxico
para a populagcdo de minhocas da espécie Enchytraeus crypticus, inibindo sua
reproducdo mesmo em concentragdes inferiores em relagdo a dose recomendada.
Este fato pode influenciar a biodiversidade e importantes fungdes no ecossistema do
solo (BACH et al., 2020).
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Por outro lado, em funcédo dos fenémenos de transporte que sofrem ao longo
do perfil do solo, como a lixiviagao ou o escorrimento superficial (runoff), os herbicidas
podem atingir corpos hidricos e proporcionar efeitos negativos na qualidade de aguas
superficiais e subterraneas (SANTOS et al., 2013) além de causar desequilibrio na
biota dos ecossistemas aquaticos (NASCIMENTO; NAVAL, 2019).

Utilizando os herbicidas atrazine, diuron, simazine e glyphosate, Kumar e Han
(2010), relataram que o diuron foi classificado como o herbicida mais toéxico (CLso de
0,016 ug L"), enquanto o glyphosate (CLso de 16 ug L") foi o menos toxico para a
macrofita Lemna minor (L.). De acordo com Sikorsk et al. (2019), L. minor € uma
espécie bioindicadora que habita em corpos de agua doce e sao frequentemente
utilizadas em avaliagbes de risco ambiental para determinar os potenciais impactos
de contaminantes nos produtores primarios.

Portanto, diante da escassez de informacdes, principalmente em condi¢des
tropicais, mostra-se necessario avaliar o efeito dos herbicidas clomazone, indaziflam
e sulfentrazone em culturas cultivadas em sucessdo a cana-de-agucar, sobretudo
estudos direcionados para organismos nao-alvo, auxiliando na seguranga de
recomendacao e aplicacdo desses produtos no campo. Neste contexto, o objetivo do
presente trabalho foi testar a hipotese de que os herbicidas com longo residual
(clomazone, indaziflam e sulfentrazone) causam efeitos em soja, crotalaria e

amendoim e toxicidade em organismos terrestres e aquaticos nao-alvo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.2 Efeito residual de herbicidas em culturas agricolas (carryover)

A agricultura é uma atividade econbmica que frequentemente utiliza
agrotoxicos (agricultura convencional) e, portanto, também responsavel pela liberagéo
destes produtos em diferentes ecossistemas. Devido ao grande potencial de
contaminagao ambiental, os agrotoxicos sdo considerados uma ameaga constante a
biodiversidade e equilibrio dos ambientes afetados (ZARDO, 2011). Segundo o
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA),
as vendas de agrotoxicos no Brasil durante os anos de 2000 a 2019 cresceram em
443,72% (IBAMA, 2023) sendo os herbicidas a classe de uso mais vendida (56,63%).

De acordo com Mancuso et al. (2011), os herbicidas podem ser aplicados
diretamente no solo ou na parte aérea das plantas, e ao atingirem o solo passam por
processos fisico-quimicos que vao regular seu destino no ambiente. Os autores
afirmam que um dos principais problemas constatados € a fitotoxicidade causada pelo
efeito residual desses produtos em culturas sucessoras. E este efeito no solo por um
longo periodo € conhecido como carryover (ALVES et al., 2019).

Carryover é a capacidade do herbicida em permanecer no solo e prejudicar a
produtividade e a qualidade dos produtos de culturas agricolas semeadas em rotagao
ou sucessao a cultura onde foi aplicado inicialmente o produto (SILVA et al., 2014;
MELO et al., 2016). Segundo Monquero e Silva (2021), o efeito residual do herbicida
pode variar em funcdo das caracteristicas fisico-quimicas da molécula, das
propriedades inerentes ao solo e das condigdes climaticas.

Os herbicidas tém a persisténcia influenciada por propriedades do solo como o
pH, a textura, a umidade e o teor de matéria organica (CURRAN, 2016). O
imazethapyr e diclosulam causaram redug¢des na altura e acumulo da massa seca da
parte aérea das plantas de girassol semeado em sucessao a cultura da soja até 200
e 140 dias apés a aplicagao, respectivamente (DAN et al., 2012). Em outro trabalho,
Dan et al. (2010) constataram que ap6s 115 dias de aplicagao, o sulfentrazone (100 g
i.a. ha') mostrou efeito residual e como consequéncia, apresentou fitotoxicidade,
reducdo na massa seca da parte aérea e reducdo na produtividade da cultura do
sorgo.

Torres et al. (2018) realizaram aos 0, 10, 20, 40 e 60 dias apos a aplicagao dos

herbicidas indaziflam e saflufenacil a semeadura de culturas de soja, amendoim,
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crotalaria e girassol e constataram que o herbicida indaziflam causou fitotoxicidade
até os 60 DAA, no entanto, as notas de fitoxicidade decairam ao longo das avaliagdes
para o saflufenacil. Enquanto Concenco et al. (2017) observaram até 70% de
fitotoxicidade dos herbicidas clomazone, diclosulam, imazethapyr e sulfentrazone em
plantas de sorgo semeadas também aos 60 dias apds a aplicagéao.

Inoue et al. (2011) monitoraram o efeito residual dos herbicidas ametrine,
clomazone e diuron, aplicados em pré-emergéncia em amostras de Neossolo
Quartzarénico e de um Latossolo Vermelho, com texturas contrastantes. Verificaram
que ametrine proporcionou 80% de controle do pepino e da braquiaria até os 40 dias
ap6s a aplicacdo (DAA), independentemente do solo e da dose. O clomazone
apresentou efeito residual em sua dose recomendada apenas em solo argiloso, com
80% até os 71 DAA. Diuron apresentou alta estabilidade em solo argiloso,
observando-se fitotoxicidade superior a 91% até os 100 DAA na dose recomendada e
acima de 80% até os 54 DAA na dose recomendada para solo arenoso.

Trabalhos realizados por Santos et al. (2003) indicaram que o clomazone
aplicado na cultura da soja afetou culturas sucessivas de trigo, aveia e cevada devido
ao seu residual no solo, o que demanda um intervalo minimo de 150 DAA para
implantacao da cultura subsequente. Brighenti et al. (2002) verificaram a fitotoxicidade
da atrazine sobre a cultura do girassol em sucessao ao milho, verificaram que a
produtividade da cultura do girassol sofreu redugdes significativas, em fungédo dos
residuos de atrazine presentes na semeadura realizada aos 60 dias apds a aplicacao
das doses de 3,0 e 6,0 kg ha™'.

Assim, os herbicidas conhecidos como persistentes no solo, podem intoxicar
as culturas subsequentes. Portanto, a recomendacéao de herbicida deve estar pautada
nao somente na eficacia de uso no cultivo em que é recomendada, mas também no

potencial de risco para culturas que virao na sequéncia.

2.2. Dinamica de herbicidas no ambiente

O comportamento dos herbicidas no ambiente é regido por fendmenos de
transporte, retencao e/ou transformacéo. Dentre o transporte se destaca lixiviagao,
escoamento superficial, volatilizagcao e deriva de pulverizagbes. Quando se fala em
retencao temos adsorcao pelas particulas coloidais do solo, absorcéo e precipitacao,
ja no processo de transformagéo tém a degradacao bidtica e abidtica (GUERRA et al.,
2016; CORREIA, 2018).
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As perdas por transporte podem ser significativas. A volatilizagcao trata-se da
mudancga do estado fisico da matéria, na qual o produto passara para a forma de
vapor, sendo perdido para a atmosfera (CORREIA, 2018). De modo geral, a
volatilizacdo de herbicidas no solo € aumentada com a elevacdo da temperatura e
aumento da umidade do solo, variando em fungao da alteragdo da pressao de vapor
das moléculas (MENDES et al., 2022).

O escoamento superficial consiste no movimento horizontal, em que herbicidas
adsorvidos as particulas do solo sdo escoados pela agua da chuva, podendo atingir
rios e lagos (SILVA et al., 2014). A lixiviagdo corresponde ao transporte vertical dos
herbicidas ao longo do perfil do solo com o auxilio da agua de irrigacdo ou chuva
(GUERRA et al., 2016; SPADOTTO; GOMES, 2021). Assim, os agrotoxicos podem
alcangar os cursos d’agua superficiais e lengdis freaticos, e consequentemente
gerando grande dificuldade de descontaminagao (TOMITA; BEYRUTH, 2002).

A sorcado € a retencdo do composto, sem especificar qual € o mecanismo,
podendo ser: adsor¢do aos coloides do solo, absorgdo por organismos vivos ou
precipitacdo (GEBLER; SPADOTTO, 2008). A adsorgdo envolve processos
hidrofébicos, fisicos e quimicos, em que a molécula do herbicida fica aderida a
superficie dos coldides minerais (argila) ou organicos (matéria organica) do solo. As
forcas responsaveis pelas reacées de adsor¢cdo podem ser fracas ou extremamente
fortes (CORREIA, 2018).

A transformacdo da molécula do herbicida envolve reacdes quimicas de
natureza abidtica, como degradagao quimica e fotodegradacéo, ou bioldgica, incluindo
biodegradagao por meio da metabolizagdo e/ou mineralizagdo por agao de fungos e
bactérias. De maneira geral, a biodegradagao representa a principal via de redugao
dos herbicidas no ambiente (ANDRIGHETTI et al., 2014).

Fatores que influenciam o destino dos herbicidas no ambiente sédo as
caracteristicas fisico-quimicas inerentes a molécula, sao elas: solubilidade em agua
(Sw), pressao de vapor (PV), coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), constante de
ionizagao acido (pKa) ou base (pKb), coeficiente de adsorgao (Koc), constante da lei
de Henry (H) e meia vida (t '2) do produto (KUVA; SALGADO, 2014). Na avaliagao do
risco de contaminagao por agrotdxicos das aguas subterraneas em areas com cana-
de-agucar, realizado por Ruy e Reis (2012), foi constatado que os herbicidas com

meia-vida de 30-180 dias (medianamente persistentes) e baixos valores de adsor¢ao
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a fracdo organica do solo (Koc), como ametrine, tebuthiuron, hexazinone e
sulfentrazone, demostraram maior risco de contaminacao.

Com relagéo a solubilidade da molécula, esta influencia no transporte até os
cursos d’agua e, quando associada a ocorréncia de chuvas, aumenta a probabilidade
de contaminagdo ambiental (MARCHESAN et al, 2010; DELLAMATRICE;
MONTEIRO, 2014). Na microbacia do Cdrrego Rico, em Jaboticabal-SP, Santos et al.
(2015) detectaram clomazone em mais de 60% das coletas e atribuiram o alto
potencial de contaminagéo de aguas subterraneas a solubilidade em agua (1,1 L") e
baixo Koc (300 mL g') do herbicida encontrado.

Relatos de contaminagdo de aguas superficiais e subterrdaneas vém sendo
descritos na literatura ha alguns anos, como na sub-bacia do Rio Corumbatai
(pertencente ao Rio Piracicaba), uma regido bastante explorada para cultivo de cana-
de-acucar, onde foram constatadas concentracbes do herbicida tebuthiuron em
amostras de aguas profundas do aquifero Guarani (GOMES; SPADOTTO, 2001).

Para Dias et al. (2018), o herbicida atrazine apresentou baixa adsorgéo a fragéao
organica do solo (Koc) €, por esse motivo, grande capacidade de ser facilmente
lixiviado ou conduzido pelo escoamento superficial, evidenciando que aguas
superficiais e subterrdneas sdo passiveis de serem contaminadas pela molécula.
Enquanto Nascimento e Naval (2019) encontraram miscibilidade no herbicida
glyphosate, caracterizando o principio ativo como muito soluvel e, portanto, um
potencial poluidor para as aguas superficiais e subterraneas.

Armas et al. (2005) constataram que herbicidas foram a classe de agrotéxicos
mais utilizados em cana-de-acucar na regido da sub-bacia do Rio Corumbatai-SP,
sendo glyphosate, atrazine, ametrine, 2,4-D, metribuzin e diuron os mais consumidos
entre janeiro de 2000 a dezembro de 2003. Britto et al. (2012) relataram contaminagéo
das aguas do Rio Poxim (SE), utilizado para abastecimento publico, pelos herbicidas
2,4-D, clomazone e diuron em locais préximos a lavouras de cana-de-agucar.

Analisando a literatura de residuos de herbicidas em corpos hidricos, Santos et
al. (2013) concluiram que os mais frequentes e quantificados em aguas de diferentes
estados do Brasil foram o glyphosate e clomazone (RS), diuron (SE), 2,4-D (SC) e
atrazine (MT). Botelho (2013) detectou concentragdes dos herbicidas ametrine e
atrazine que variaram de 0,25 a 1,44 e 0,11 a 1,92 ug L™, respectivamente, no Rio

Piracicaba (SP). Além disso, as amostras de agua demonstraram baixa qualidade,
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através de parametros fisico-quimicos, em locais préximos as cidades de Americana

e Piracicaba (SP), regido produtora de cana-de-agucar.

2.3. Efeito de herbicidas em organismos nao-alvo

O comportamento, destino ambiental e os efeitos adversos potenciais de
agrotoxicos sobre o ambiente, podem provocar prejuizos para a dinamica
populacional, composic¢ao e funcionamento dos ecossistemas e aos organismos nao-
alvo (GERONIMO et al., 2014; JANSEN et al., 2011). Essas alteragcdes podem ser
mensuradas por determinacao da concentracao dos diferentes compostos presentes
no ambiente alvo de estudo, através de analises fisicas, quimicas, microbioldgicas e
uso de bioindicadores de qualidade (PARMAR et al., 2016).

Ensaios ecotoxicoldgicos sdo essenciais para avaliar os possiveis efeitos sobre
a biota apds a exposicdo as substancias quimicas que tenham potencial de
contaminagao (AZEVEDO; CORONAS, 2018). De acordo com Freches (2015), os
ensaios de toxicidade aguda avaliam exposi¢gdes curtas em elevadas concentragdes
do produto téxico e consistem na avaliagdo de mortalidade dos organismos. Enquanto
os ensaios de toxicidade crbnica sao feitos em concentragdes inferiores com
avaliacbes mais longas baseadas em efeitos reprodutivos, comportamentais e
bioquimicos. Dessa forma, €& necessario o uso de testes ecotoxicolégicos
padronizados por normas nacionais e/ou internacionais, pois € fundamental para
garantir a consisténcia, confiabilidade e aceitabilidade cientifica e regulatoria dos
resultados obtidos nas avaliacdes de impacto ambiental (AGERSTRAND et al., 2014;
SANTOS et al., 2015).

Para avaliar os efeitos de poluentes quimicos em ambientes aquaticos, as
macrofitas do género Lemna spp. sdo amplamente utilizadas como organismos-teste
em ensaios de toxicidade (KISS et al., 2003). Esse grupo de plantas aquaticas
representa um bioindicador de grande relevancia para a exposicdo a agentes
poluentes, uma vez que a exposicdo a esses compostos pode resultar em
perturbagcdes que impactam diretamente na estrutura e funcionamento do
ecossistema (FREEMARK; BOUTIN, 1994).

Lemna minor € uma macrdfita de habito aquatico, amplamente distribuida em
ambientes de agua doce, sua reprodugao é assexuada e dentro da cadeia tréfica atua
como produtor primario, servindo de alimento para pequenos animais, peixes e aves
(MOHEDANO, 2004; CROSS et al., 2021). De modo geral, as macrdfitas lemnaceas
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sao as mais utilizadas em testes de toxidade por possuirem a maior taxa de
crescimento entre os vegetais superiores, alta sensibilidade em vista as respostas
rapidas de toxicidade aos testes, e, facilidade de manejo e reproducéo em laboratério
(LALAU, 2014).

Mansano (2016) realizou um estudo para determinar a toxicidade cronica do
uso de agrotoxicos em organismos indicadores da qualidade de agua. Para tal, foram
realizados bioensaios com diuron, no qual foram constatados que tanto o ingrediente
ativo como o produto comercial inibiram significativamente o crescimento da macréfita
Raphidocelis subcapitata nas concentragdes de 5,0 a 40,0 ug L' e, também encontrou
que a maior concentragao do diuron, seja o ingrediente ativo ou formulagao comercial,
com concentragéo de efeito ndo observado (CENO) de 2,5 ug L', enquanto a menor
concentragédo que causou um efeito observavel (CEO) foi 5,0 pug L.

Nos testes de toxicidade com algas, utilizando diuron e seus subprodutos,
Neuwoehner et al. (2010) observaram que o MCPDMU (3-(3-chlorophenyl)-1,1-
dimethylurea), DCPMU (1-(3,4-dichlorophenyl)3-methylurea) e DCPU (1-(3,4-
dichlorophenyl)ureia), alguns dos subprodutos do diuron, demonstraram uma
toxicidade especifica para a espécie Pseudokirchneriella subcapitata. Campos (2015)
relatou que as macrofitas Azolla filiculoides e Phyllantus fluitans foram as mais
sensiveis aos herbicidas glyphosate, paraquat e diuron quando expostas a estes
produtos quimicos por um periodo de 21 dias.

Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos que relatam a concentracao
letal (CLso) em testes de toxicidade com herbicidas no cultivo de Lemna minor,
podendo-se citar os seguintes produtos: diuron, diquat, glyphosate, simazine,
metsulforon, paraquat, 2,4-D e atrazine (FAIRCHILD et al., 1997; KUMAR; HAN, 2010;
REBELO; CALDAS, 2014; GATIDOU et al., 2015; GARLICH et al., 2016). O herbicida
clomazone apresentou uma CLso na faixa de concentragéo entre 708,35 e 129,63 mg
L-' apos 7 dias de exposi¢éo para a macrofita Azolla caroliniana, sendo menos toxico
que os herbicidas oxyfluorfen com 80,50 mg L', glyphosate na formulagdo Trop com
38,91 mg L' e o glyphosate na formulagdo Scout com 23,66 mg L' (SILVA et al.,
2012).

Para estimar a toxicidade dos compostos para os organismos aquaticos, &
necessario também avaliar a capacidade de degradagdo dos herbicidas pelos
microrganismos e organismos vivos do solo (BASTOS, 2013). As minhocas, por

exemplo, sdo importantes organismos que participam da regulagem de fungdes
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estruturais do solo e decomposi¢ao da matéria organica e, devido ao seu papel na
promocgao de fertilidade do solo e alta sensibilidade aos poluentes quimicos presentes
no solo, as tornam adequadas para a avaliacdo de risco dos agrotoxicos a biota
terrestre (SALVIO et al., 2016).

Ensaios ecotoxicologicos, baseados na mortalidade em minhocas, demonstram
o potencial de contaminagao do solo por agrotéxicos (AZEVEDO; CORONAS, 2018).
As minhocas sao comumente utilizadas nesses testes com a finalidade de avaliar a
capacidade de degradagao e o risco de pesticidas em atingirem outros ecossistemas
(BENETTI, 2015). Como as minhocas da espécie Eisenia andrei (Bouché, 1972) que
sdo organismos de facil manutencdo e que se tornaram ferramenta padrédo em
pesquisas ecoldgicas (ANDREA, 2010) devido a facil adaptagdo em laboratério
(FOUNTAIN; HOPKIN, 2005).

Em ensaios agudos e crénicos, com o objetivo de analisar a mortalidade e
reproducdao de minhocas da espécie E. andrei, Dominguez et al. (2016) relataram
perdas significativas de biomassa ao aplicar as maiores concentragées do principal
metabdlito do herbicida glyphosate, acido aminometilfosfénico (AMPA). Com o
objetivo de analisar efeitos comportamentais, agudos e crénicos do herbicida
isoxaflutole em minhocas, Santo et al. (2020) constataram que a espécie E. andrei
apresentou comportamento de fuga e alteracdes reprodutivas em concentragdes >300
e >150 vezes que a dose de campo recomendada, respectivamente.

O herbicida mesotrione quando aplicado duas vezes diminuiu a reprodug¢ao da
espécie E. crypticus em areas de restauracao florestal (SCORIZA et al., 2015). De
acordo com Baretta et al. (2011), qualquer alteragdo na populagao de invertebrados
no solo pode acarretar modificagdes no ciclo desse ecossistema e incorporagao da
matéria organica nas diferentes camadas do solo.

Desta forma, ao compreender o efeito residual no solo em culturas agricolas e
seus possiveis efeitos em organismos nao-alvo em diferentes compartimentos do
ambiente, sera possivel estabelecer uma relagdo entre as doses agronomicamente

eficazes e ambientalmente seguras desses produtos quimicos.
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3. EFEITO RESIDUAL DE HERBICIDAS EM Crotalaria juncea, Arachis hypogaea

E Glycine max

3.1. Introducao

Em diversas culturas, o controle quimico de plantas daninhas € o método mais
empregado, como no caso dos herbicidas pré-emergentes. Neste sentido, a agao
residual desses herbicidas garante que a cultura se desenvolva inicialmente num
ambiente livre da competicdo com plantas daninhas, (SILVA et al., 2018), reduzindo o
numero de aplicagdes e, consequentemente, o custo de produgcdo (MENDES et al.,
2017; GONCALVES et al., 2018). No entanto, a persisténcia dos herbicidas no solo
além do ciclo de cultivo, pode causar problemas do ponto de vista ambiental (GEHRKE
etal., 2021), além de acarretar fitotoxicidade e afetar o crescimento e desenvolvimento
de uma cultura cultivada em sucessao, processo este conhecido como carryover
(MELO et al., 2016).

De acordo com Mancuso et al. (2011), a persisténcia de um herbicida no solo
€ dependente de caracteristicas fisico-quimicas da molécula, como a constante de
equilibrio de ionizagao do acido (pKa), o coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), a
solubilidade em agua (S), a pressao de vapor (PV), além das caracteristicas inerentes
ao solo e as condig¢des climaticas. Logo, conhecer cada um destes componentes e
suas interagdes pode fornecer informacgdes importantes para o desenvolvimento de
estratégias e recomendagdes seguras no uso de herbicidas (RANI et al.,, 2019;
PONTES JUNIOR et al., 2020).

Neste contexto, estudar o efeito residual de herbicidas é fundamental para
compreender o comportamento dos herbicidas no solo e utiliza-los de maneira
racional, a fim de reduzir o risco do impacto ambiental que o efeito residual (carryover)
possa vir a causar, além de minimizar problemas de fitotoxicidade e perdas em
culturas subsequentes.

Dessa forma, o objetivo do trabalho foi avaliar se o uso de herbicidas com longo
residual (indaziflam, clomazone e sulfentrazone) influenciam no crescimento e
desenvolvimento de diferentes espécies cultivadas. Especificamente, focou-se na
avaliacao do efeito desses herbicidas sobre plantas destinadas a adubacéao verde,
como a crotaléria, e cultivos voltados para a produgéo de graos, como o amendoim e

a soja.
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3.2. Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi testar a hipétese de que os herbicidas com
longo residual (indaziflam, clomazone e sulfentrazone) influenciam no crescimento e

desenvolvimento de soja, crotalaria e amendoim.

3.3.1 Objetivo especifico
a) Determinar as diferentes doses dos herbicidas indaziflam, sulfentrazone
e clomazone proporcionam fitotoxicidade e afetam negativamente a altura, area
foliar e biomassa de plantas de soja, crotalaria e amendoim semeadas em

diferentes periodos apés a aplicagao.
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3.3. Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos em casa-de-vegetagao pertencente ao
Departamento de Recursos Naturais e Protecdo Ambiental (DRNPA) da Universidade
Federal de Sao Carlos, Centro de Ciéncias Agrarias, Campus Araras/SP.

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado para cada
herbicida (indaziflam, sulfentrazone e clomazone) e espécie (Crotalaria juncea,
Arachis hypogaea - cultivar IAC OL3 e Glycine max — cultivar B5710 CE), em esquema
fatorial 6 x 5, com cinco repeti¢cdes, sendo 5 doses para cada um dos herbicidas (0,0;
1/8D; 1/4D; 1/2D; 1D e 2D) e 5 periodos de semeadura para cada espécie (0, 10, 20,
40 e 60 dias ap0os aplicacao).

As unidades experimentais foram constituidas de vasos de polietilieno com
capacidade para 10,0 L de solo com dimensdes de 0,05088 m? que foram
preenchidos com Latossolo Vermelho distrofico oriundo da camada aravel
previamente peneirado e serdao mantidos em casa-de-vegetagao. Analise quimica e
fisica do solo foi realizada pelo Laboratorio de quimica e fertilidade do solo do
CCAJ/UFSCar (Tabela 1).

Tabela 1. Parametros quimicos para fins de fertilidade e granulometria de amostra (0-

20 cm) de Latossolo Vermelho distroéfico.

Latossolo Vermelho Escuro

P Resina M.O. pH K Ca Mg H+AI SB CTC \
mg dm-3 g dm3 CaCl: mmolc dm-3 %
13,0 12,0 4.6 2,6 43,0 8,0 28,0 53,6 81,0 66,0

Os herbicidas indaziflam (Alion), sulfentrazone (Boral 500 SC) e clomazone
(Gamit 360 CS) foram aplicados diretamente sobre o solo em suas subdoses, dose
comercial e sobredoses, de acordo com a recomendacgéo do fabricante (AGROFIT,

2023), conforme pode ser visualizado na tabela 2.

Tabela 2. Descrigdo das doses (g i.a. ha™) utilizadas para cada herbicida.

Doses (g i.a. ha)

Herbicidas = 18D 1/4D 1/2D 1D 2D

Indaziflam - 12,5 25,0 50,0 100,0 200,0

Clomazone - 157.,5 315,0 630,0 1260,0 2520,0
Sulfentrazone - 75,0 150,0 300,0 600,0 1200,0

*D: maior dose comercial para a cultura da cana-de-agucar, conforme bula comercial dos produtos.
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Os tratamentos foram aplicados diretamente no solo e na fase pré-emergencial
das culturas. Para C. juncea, a aplicagao ocorreu em 03/06/2022; para A. hypogaea,
em 13/10/2022; e para G. max, em 25/01/2023. Utilizou-se um pulverizador costal
pressurizado com COz2, equipado com uma barra de pulverizagao contendo dois bicos
tipo leque Teejet 110.02. O volume de aplicagédo foi de 200 L ha-'. As condigbes
ambientais no momento da aplicagao relativas a umidade, temperatura e velocidade
do vento foram: 58%, 26,4° C e 0,2 m s, respectivamente.

ApoOs a aplicagdo, os vasos foram levados para casa-de-vegetacdo com
irrigacao controlada (10 mm de agua diariamente), onde foram mantidos até o periodo
de semeadura das espécies (0, 10, 20, 40 e 60 DAA) e por mais 56 dias apds cada
semeadura até a avaliagao final de C. juncea, A. hypogaea e G. max. As sementes de
ambas as espécies foram semeadas a uma profundidade de 2,0 cm, de forma a
garantir pelo menos 5 plantas por vaso. Os vasos apds semeadura foram retornados
em casa de vegetagao e foram mantidos sob irrigagcdo com x mm agua por dia.

Aos 56 dias as plantas de crotalaria e amendoim foram avaliadas com relagéo
a altura (cm), a partir da base até a insergcao da primeira folha, a area foliar (cm?),
utilizando um medidor de area foliar portatil (LICOR 3000C), biomassa seca da parte
aérea (g) e fitotoxicidade, a qual foi baseada em notas visuais, de acordo com os
critérios da ALAM (1974), que utiliza uma escala percentual de notas, onde 0,0%
corresponde a auséncia de injuria nas plantas e 100,0%, a morte das plantas. Apds o
corte das plantas rente ao solo, as plantas foram levadas para secar em estufa de
circulacao forcada de ar a 65°C por 48 horas para obtengdo da massa s eca da parte
aeérea.

Para cada variavel analisada, os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia pelo teste F e quando significativos foi realizada a anélise de regressao para
selecdo do modelo explicativo da curva de dose-resposta baseada na significancia
estatistica (p<0,05) e nos valores dos coeficientes de determinagéo (R?) no software
SigmaPlot. Quando ndo significativo, os fatores foram analisados de forma isolada.

E vélido ressaltar os valores obtidos na massa seca por herbicidas foram
divididos por aqueles encontrados para o tratamento testemunha, o quociente foi
subtraido de 1 (trata-se de uma redugao, e ndo equivaléncia) e entdo multiplicado por
100 para obtengdo em percentual. Assim a porcentagem de redu¢do da massa seca

da parte aérea (MSPA), foi obtida através da seguinte formula:
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massa tratamento
Redugido da MSPA (%) = [1 — ( )] x 100

massa testemunha
Onde,

Reducédo da MSPA (%) = redugao percentual da massa seca da parte aérea;

Massa tratamento = massa seca da parte aérea de cada unidade amostral do
tratamento, em gramas;

Massa da testemunha = massa seca da parte aérea da média das unidades

amostrais da testemunha, em gramas.
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3.4. Resultados e Discussao

As analises de regressao para a fitotoxicidade em C. juncea, para cada um dos
herbicidas, sdo apresentadas na Figura 1. Apos a realizacdo da ANOVA, observou-se
uma interacao significativa entre os fatores, confirmada pelo teste F (Apéndice |, Il e
).

A fitotoxicidade do indaziflam foi caracterizada através de ajustes sigmoidais
em relagao as diferentes doses, considerando todos os periodos de semeadura (O,
10, 20, 40 e 60 DAA). Nota-se que, para os periodos de 0, 10 e 20 DAA,
independentemente da dose aplicada, as injurias foram consistentemente superiores
a 80%. Os dados para esses periodos de semeadura revelaram um excelente ajuste,

com coeficientes de determinacédo (R?) superiores a 0,98, como ilustrado na Figura
1A.
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& 40 DAA - Y =74,55/(1+exp(-(x-9,53)/2,25)) - R” = 0,9691 & 40 DAA - Y = 10,14/(1+exp(-(x-557,98)/232,54)) - R? = 0,9513
—m— 60 DAA - Y = 81,65/(1+exp(-(x-14,75)/7,15)) - R? = 0,9832 m G0DAA-Y=333ns
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Figura 1. Fitotoxicidade de Crotalaria juncea ap6s a aplicagao de diferentes doses de

indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C) em diferentes periodos de
semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

A medida que avancamos para os periodos de 40 DAA e 60 DAA, os modelos
sigmoidais continuaram a explicar de maneira robusta a variac&o na fitotoxicidade em
funcao da dose. No periodo de 40 DAA, observou-se um intervalo de notas na faixa
de 70-80,0% somente para as doses de 50,0; 100,0 e 200,0 g i.a. ha™.

Aos 60 DAA, constatou-se um aumento significativo na fitotoxicidade nas
plantas de crotalaria, apresentando uma relagao positiva com o aumento das doses
aplicadas. Nesse estagio, as porcentagens de injurias variaram de 40,0 a 60,0% para
as doses de 12,5 e 25,0 g i.a. ha'', enquanto as demais doses exibiram niveis de
fitotoxicidade entre 70,0 e 83,0% (Figura 1A).

Para o clomazone somente os periodos 0, 10, 20 e 40 DAA foram significativos
e se ajustaram ao modelo sigmoidal (Figura 1B). Com 0 e 10 DAA observou-se as
maiores notas de fitotoxicidade para C. juncea nas doses de 1260,0 e 2520,0 g i.a.
ha-! correspondendo a uma faixa de 12,0 a 14,0% e 22,0 a 24,0%, respectivamente.
No entanto, aos 20, 40 e 60 DAA as injurias foram inferiores a 15,0% para todas as
doses, sem haver danos econdmicos para a espécie.

Houve aumento da fitotoxicidade conforme fez-se um acréscimo nas doses de
sulfentrazone em todos os periodos (Figura 1C). Apesar de terem sido simulados
diferentes periodos de semeadura da crotalaria, a fitotoxicidade na dose de 1200,0 g

i.a. ha' manteve-se na faixa de 13,0 a 15,0%, independente dessas épocas. Sendo
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estas notas consideradas aceitaveis e nao prejudiciais para a espécie, refletindo em
uma leve clorose nas plantas.

Com relagdo ao parametro altura de C. juncea, a interagao foi significativa
somente para o tratamento clomazone (Apéndice IV). Dessa forma, estes foram
descritos por ajustes sigmoidais em fungcdo das doses para todos os periodos de
semeadura (0, 10, 20, 40 e 60 DAA) (Figura 2). Nota-se que houve aumento do porte
das plantas de crotalaria em fungdo do aumento do periodo de semeadura apds a
aplicagao do clomazone, independente da dose utilizada. Para todas as épocas foram
ajustados modelos sigmoidais com coeficientes de determinagdo (R?) superiores a
0,95. Em todas as doses nos periodos de 0, 10, 20 e 40 DAA foram encontrados o
menor porte das crotalarias. Enquanto com 60 DAA constatou-se uma recuperacao

das plantas, que apresentaram alturas proximas ao tratamento controle (Figura 2B).

50 -

40 -
€ - s ]
L
© o
2 o 5
< R $
10 A
®
[ ]
0 T T T T 1
0 158 315 630 1260 2520

Clomazone (g i.a. ha'1)

—&— 0 DAA - Y = 22,79+26,94(1+exp(-(x+43,69)/-4,82))0,07 - R? = 0,9586
—o— 10 DAA - Y = 23,59+30,81/(1+exp(-(x+65,80)/-5,80))*0,08 - R? = 0,9833
—¥— 20 DAA - Y = 21,52+14,47/(1+exp(-(x-146,19)/-1,09))*1,09 - R? = 0,9934
A 40 DAA - Y = 21,40+14,60/(1+exp(-(x-134,23)/-13,89))*1,64 - R? = 0,9791
—8— 60 DAA - Y = 29,70+6,22/(1+exp(-(x-128,85)/-16,66))*1,76 - R® = 0,9822

Figura 2. Altura (cm) de Crotalaria juncea apés a aplicagao de diferentes doses de
clomazone em diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

Com base na auséncia de interacado significativa entre os fatores para o
parametro de altura (cm) da crotalaria, quando submetida a aplicagao dos herbicidas
sulfentrazone e indaziflam (conforme detalhado nos Apéndices V e VI), serdo
apresentadas a seguir as regressdes em funcdo de cada fator doses e periodos
(Figura 3).
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Ao analisar o fator dose do indaziflam, observa-se uma redugéo significativa na
altura das plantas de crotalaria a medida que as doses aumentam, evidenciada por
um coeficiente de determinagdo (R?) de 0,72 (Figura 3A). Em contraste, ao analisar
os periodos de semeadura, verifica-se que as alturas das plantas permanecem
relativamente uniformes com um alto ajuste dos dados (R?=0,94) (Figura 3B).

No caso do sulfentrazone, os periodos de 0 até 40 dias apds a aplicagao (DAA)
exerceram influéncia nas alturas das plantas, resultando em médias menores para C.
juncea (Figura 3D). Apenas aos 60 DAA, observam-se valores de altura préximos aos
da testemunha, indicados por um coeficiente de determinagdo robusto (R?=0,96).
Entretanto, ao examinar o fator dose, tanto a dose comercial quanto o dobro da dose

comercial apresentaram uma redugdo acentuada na altura (R?=0,74).
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Figura 3. Altura (cm) de Crotalaria juncea em fungao do fator doses e periodos de
semeadura apos a aplicacao de indaziflam (A e B) e sulfentrazone (C e D).

Na Figura 4, os resultados das médias da area foliar (cm?) das plantas de
crotalaria aos 56 DAS sao apresentados. Nessa analise, nao foi observada nenhuma
diferenga significativa (Apéndice VII, VIII e IX). A analise de variancia revelou a
auséncia de interagao entre os fatores, conforme o teste de F. Portanto, os fatores
serao apresentados individualmente para cada herbicida.

O indaziflam reduziu significativamente a area foliar de C. juncea
principalmente nas maiores doses utilizadas (dose comercial e dobro da dose
comercial) (Figura 4A). O mesmo se repetiu para todos os periodos de semeadura da
espécie (Figura 4B).

Apesar de ndo terem induzido uma fitotoxicidade severa nas folhas, a avaliagéo
dos parametros biométricos revela que tanto o clomazone quanto o sulfentrazone

exerceram uma restricdo no crescimento da area foliar de C. juncea durante os
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estagios iniciais de semeadura (Figura 4D e 4F). Ao explorar o fator dose, constatou-
se uma correlacao direta entre a concentracido dos herbicidas e a reducdo na area
foliar, indicando que o0 aumento da concentragao resultou em uma maior restricado do

crescimento foliar.
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Figura 4. Area foliar (cm?) de Crotalaria juncea em fungdo do fator doses e periodos
de semeadura apos a aplicacédo de indaziflam (A e B), clomazone (C e D) e
sulfentrazone (E e F).
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A analise do parametro porcentagem de redugao da massa seca da parte aérea
(%) revelou uma interacdo significativa entre os trés herbicidas estudados (Apéndice
X, Xl e XIlI). Nesse contexto, como ja destacado anteriormente, o indaziflam mostrou-
se como o mais prejudicial para o desenvolvimento de C. juncea até os 56 DAS.
Independentemente do periodo e da dose testada, verificou-se uma consistente
reducdo na massa seca da parte aérea (%) que variou em uma faixa de 75,0% a
99,0% (conforme ilustrado na Figura 5A).

O clomazone proporcionou menor redu¢cdo da massa seca da parte aérea na
dose de 157,5 g i.a. ha' em todos os periodos de semeadura (Figura 5B). A partir da
dose de 315,0 g i.a. ha' em 0, 10 e 20 DAA houve uma maior redugdo da massa de
C. juncea, sendo descrito por ajustes sigmoidais com R?=0,97, R?=0,99 e R> = 0,98,
respectivamente. Somente o periodo de 60 DAA manteve-se na faixa de 38,0 a 45,0%
para todas as doses.

No caso do sulfentrazone, as maiores redugdes foram observadas na dose de
1200,0 g i.a. ha nos periodos de 0, 10 e 20 DAA, variando de 74,0% a 76,0%. No
entanto, n&o se evidenciou uma relacio positiva entre o aumento da dose e o periodo
de semeadura da cultura apds a aplicagdo. De fato, independentemente desses
fatores, ainda foram registradas reducgdes significativas, abrangendo uma faixa que
variou de 49,0 a 67,0% (Figura 5C).
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Figura 5. Reducédo da massa seca da parte aérea (%) de Crotalaria juncea apés a

aplicacao de diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C)
em diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

Para a cultura do amendoim, a figura 6 apresenta analises de fitotoxicidade
proporcionada por indaziflam, clomazone e sulfentrazone. As curvas sigmoidais
representam a fitotoxicidade proporcionada por esses herbicidas em relagdo as
diferentes doses, abrangendo todos os periodos de semeadura (0, 10, 20, 40 e 60
DAA).

Com 0 e 10 DAA o indaziflam nas doses de 100,0 e 200,0 g i.a. ha™
proporcionaram injurias superiores a 95,0%. Estes dados se ajustaram com R? = 0,98
e R? = 0,98, respectivamente (Figura 6A). Para as menores doses a fitotoxicidade
observou-se fitotoxicidade de até 50%. Com 20 e 40 DAA constatou-se queda nas
notas de fitotoxicidade, apresentando-se inferiores a 70,0%, independente da dose
testada.

Modelos sigmoidais com altos coeficientes de determinagdo (R2>0,94)
explicaram a variagao na fitotoxicidade do clomazone em fungéo da dose aos 0, 10,
20 e 40 DAA (Figura 6B). As maiores notas de fitotoxicidade para A. hypogaea foi na
dose de 2520,0 g i.a. ha™* com 0 DAA, apresentando em média 20,0%. Para os demais
periodos e doses nao foram observadas injurias superiores a 15,0%.

O herbicida sulfentrazone promoveu injurias para a cultura do amendoim
quando aplicado em sua dose comercial e o dobro da dose (Figura 6C), principalmente

aos 0 e 10 DAA. Com 20 e 40 DAA as notas de fitotoxicidade encontraram-se na faixa
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de 60,0 a 70,0% para as maiores doses, porém, nota-se uma queda conforme ocorreu
reducdo da concentracao testada.

Considerando a dose comercial (600,0 g i.a. ha™') e as injurias causadas até 40
DAA, ¢é evidente a necessidade de um intervalo maior para implantagdo da cultura do

amendoim apds a aplicagao do sulfentrazone.
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Figura 6. Fitotoxicidade (%) de Arachis hypogaea (cultivar IAC OL3) apds a
aplicagao de diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C)
em diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

Ao analisar a altura das plantas de amendoim, nota-se que o indaziflam
(Figura 7A) reduziu significativamente aos 0 e 10 DAA em todas as doses testadas

(R? > 0,97). Para os periodos de 20 e 40 DAA foi constatado menor altura de A.
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hypogaea somente com as doses de 100,0 e 200,0 g i.a. ha™'. As doses de 300,0;
150,0 e 75,0 g i.a. ha™' apresentaram médias préximas a altura encontrada para a
testemunha (sem aplicagé&o de herbicida).

Houve aumento da altura das plantas de amendoim conforme aumentou o
periodo de semeadura apés a aplicagao do herbicida clomazone (Figura 7B), porém,
nas concentragdes de 1250,0 e 2520,0 g i.a. ha™' nota-se redugdo no tamanho das
plantas. De modo geral, A. hypogaea apresentou altura inferior a 10 cm somente no
periodo de 0 DAA, independente da dose. Para 10, 20 e 40 DAA, nota-se que o
clomazone néao afetou significantemente a altura média das plantas de amendoim.
Para 40 DAA a dose de 1/8D apresentou altura semelhante ao tratamento
testemunha.

Com a aplicagdo da maior dose do sulfentrazone nota-se decréscimo da
altura das plantas, principalmente nos periodos de 0 e 10 DAA com R? de 0,99 e
0,99, respectivamente. (Figura 7C), onde foi constatado médias proximas a 4,0 cm
na maior concentracdo. No entanto, com o aumento do intervalo entre a aplicacao

e semeadura das plantas (20 e 40 DAA), observou-se o dobro da altura das plantas

de amendoim.
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Figura 7. Altura (cm) de Arachis hypogaea (cultivar IAC OL3) apds a aplicagéao de
diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C) em diferentes

periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

Para o parametro de area foliar, constatou-se significancia apenas nos

tratamentos com indaziflam e sulfentrazone pela ANOVA (Apéndice XVII e XVIV).

Assim, os tratamentos com indaziflam (Figura 8A) e sulfentrazone (Figura 8B)

impactaram negativamente na expanséao foliar das plantas de amendoim do 0 ao 40

DAA, exceto pelo indaziflam, que apresentou médias superiores aos 20 e 40 DAA,

embora ainda inferiores a testemunha.
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Figura 8. Area foliar (cm?) de Arachis hypogaea (cultivar IAC OL3) ap6s a aplicagdo
de diferentes doses de indaziflam (A), e sulfentrazone (B) em diferentes periodos de

semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.
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Os resultados da analise estatistica apontam que, no contexto da variavel area
foliar, apenas o clomazone nao demonstrou significancia, como constatado pelo teste
de F (Apéndice XVIII). Ao examinar o fator dose (Figura 9A), destaca-se uma
diminuicdo notavel na area foliar a medida que a dose de clomazone aumenta,
demonstrando-se pelo ajuste dos dados com um coeficiente de determinagao (R?) de
0,97.

Além disso, ao analisar a influéncia dos periodos de semeadura de A.
hypogaea apdés a aplicagado do clomazone, € observado um aumento significativo na
area foliar a medida que o intervalo entre o plantio e a aplicagcéo se estende, conforme

evidenciado por um elevado coeficiente de determinagéo (R?=0,99).

Area foliar (cm?)
Area foliar (cm?)
\

T | 0 * T T ]
0 158 315 630 1260 2520 0 10 20 40 60

Clomazone (g i.a. ha™) Periodos de semeadura em DAA do clomazone
—e— Y = 4,35+42,32/(1+exp(-(x+455,56)/-29,38))*0,17 - R? = 0,9726 — @Y =3,81+0,07'%-0,0005"" - R” = 0,9960
A B
Figura 9. Area foliar (cm?) de Arachis hypogaea (cultivar IAC OL3) em funcéo do fator
doses e periodos de semeadura apés a aplicacao de clomazone (A e B).

A partir da analise do teste F, somente o herbicida sulfentrazone demonstrou
significancia estatistica (Apéndice XXXIIl) para redugdo da massa seca (%) das
plantas de amendoim. Logo, ao aplicar o sulfentrazone (Figura 10), observou-se uma
correlagdo positiva entre 0 aumento na dosagem e a diminuigdo da biomassa, com

médias superiores a 80% para os periodos inicias de 0, 10 e 20 DAA.
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Sulfentrazone (g i.a. ha™)

—e— 0DAA-Y =78,68/(1+exp(-(x-59,16)/10,63)) - R® = 0,9862
—o— 10 DAA- Y = 80,15/(1+exp(-(x-57,90)/8,61)) - R? = 0,9868
—w— 20 DAA - Y = 79,78/(1+exp(-(x-178,50)/158,90)) - R? = 0,9017
& 40 DAA - Y = 69,75/(1+exp(-(x-175,68)/132,78)) - R? = 0,9318
—8— 60 DAA - Y = 67,93/(1+exp(-(x-191,85)/139,29)) - R? = 0,9434

Figura 10. Reducao biomassa seca da parte aérea (%) de Arachis hypogaea (cultivar
IAC OL3) apds a aplicagao de diferentes doses de sulfentrazone em diferentes
periodos de semeadura 0, 10, 20 e 40 DAA.

Para o parametro redugao da massa (%) de A. hypogaea, a analise de variancia
nao foi significativa para os herbicidas clomazone e indaziflam (Apéndice XXXI e
XXXII). Ao analisar o fator dose, observou-se que a redug¢ao da biomassa nas plantas
de amendoim, com o tratamento indaziflam, aumentou significativamente,
ultrapassando 60% a medida que a dose aumentou (Figura 11A). No entanto, ao
considerar o fator periodos de semeadura (conforme ilustrado na Figura 11B), as
meédias de reducido da biomassa decresceram em funcdo do aumento do periodo de
semeadura. Para ambos os fatores, dose e periodos de semeadura, os dados foram
adequadamente ajustados, apresentando coeficientes de determinagéo (R?) de 0,96
e 0,93, respectivamente.

Nas plantas de amendoim semeadas nos solos tratados com clomazone,
observou-se uma redugao na massa seca (%) proxima a 40,0%, independentemente
da dose utilizada, como evidenciado na Figura 11. Por outro lado, ao analisar os
periodos de semeadura, notou-se um aumento significativo na massa das plantas a
medida que o periodo de semeadura da espécie foi estendido (Figura 11D). Para estes
fatores foi observado um ajuste dos dados com coeficientes de determinagdo (R?)
superiores a 0,90.
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C D
Figura 11. Reducao biomassa seca da parte aérea (%) de Arachis hypogaea (cultivar
IAC OL3) em fungao do fator doses e periodos de semeadura apds a aplicacdo de
indaziflam (A e B) e clomazone (C e D).

Para a cultura da soja, a figura 12 exibe analises de fitotoxicidade dos trés
herbicidas. No que diz respeito ao herbicida indaziflam, as observagdes a 0, 10 e 20
dias apds a aplicagédo (DAA) revelam injurias superiores a 80,0%, a partir da dose de
50,0 g i.a. ha™', constatando morte das plantas principalmente com 0 e 10 DAA. Estes
resultados demonstram um ajuste com coeficiente de determinacéo (R?) superior a
0,97 (Figura 12A). J4 a semeadura aos 20 e 40 DAA, verifica-se uma redugado nas
notas de fitotoxicidade, sendo que somente na concentragdo mais elevada (200,0 g
i.a. ha™') permanecem na faixa de 70-80,0%.

O herbicida clomazone (Figura 12B) n&o ocasionou injurias significativas a
cultura da soja, registrando as maiores notas nos periodos de 0 e 10 dias apds a
aplicacao (DAA), mantendo-se na faixa de 5,0 a 15,0% na maior dose (2520,0 g i.a.

ha'). Os dados foram ajustados com coeficientes de determinagdo (R?) de 0,91 e
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0,97, respectivamente. Entretanto, ao realizar a semeadura aos 20, 40 e 60 DAA, nao
foram observados sinais de fitotoxicidade nas plantas de soja.

No que diz respeito ao herbicida sulfentrazone, observaram-se injurias na
cultura da soja quando aplicado em sua dose comercial e no dobro da dose (Figura
12C), especialmente aos 0 dias apds a aplicagao (DAA), onde as notas visuais nao
ultrapassaram 40%. A partir dos 10 DAA, as notas diminuiram para valores inferiores
a 10%, independentemente da dose utilizada. Notavelmente, aos 20, 40 e 60 DAA n&o

foram constatadas quaisquer injurias nas plantas de soja.
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Figura 12. Fitotoxicidade (%) de Glycine max (cultivar B5710 CE) apds a aplicagéo
de diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C) em
diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.
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Quanto ao parametro de altura das plantas de soja, evidenciou-se uma
interacdo significativa entre os fatores para os trés herbicidas (Apéndices XXVII,
XXVIII e XXIX). No contexto do herbicida indaziflam (Figura 13A), verificou-se
redugdes significativas a partir da dose de 50,0 g i.a. ha™, principalmente nos periodos
de 0, 10 e 20 dias apdés a aplicagao (DAA). Para todos os intervalos de tempo
analisados, os dados apresentaram um ajuste com coeficientes de determinago (R?)
superiores a 0,85.

Para clomazone e sulfentrazone (Figura 13B e 13C), notou-se um padrao
semelhante ao analisar a altura das plantas, caracterizado por uma reducéo nos
periodos iniciais de semeadura (0 e 10 dias apdés a aplicagdo - DAA),
independentemente da dose utilizada. Contudo, aos 20, 40 e 60 DAA, observou-se

alturas superiores em relagao aquelas registradas na testemunha.
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C
Figura 13. Altura (cm) de Glycine max (cultivar B5710 CE) apés a aplicacdo de

diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e sulfentrazone (C) em diferentes
periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

Ao analisar a area foliar (cm?) na cultura da soja, destacou-se a interagéo
significativa entre os fatores apenas nos dados referentes ao herbicida indaziflam (ver
Apéndice XXXII). Independentemente do periodo de semeadura, foi observado um
coeficiente de determinagéo (R?) superior a 0,97. Nos periodos de semeadura de 0,
10 e 20 DAA, houve uma reducéo expressiva na area foliar das plantas a medida que
as doses aumentaram, alcangando zero com as doses de 100 e 200 g i.a. ha™. Nos
periodos de 40 e 60 DAA, nas concentragdes mais elevadas, a area foliar foi reduzida

a menos da metade em comparagao com a testemunha (12,27 cm?) (Figura 14).
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—6— 10 DAA- Y = 11,94/(1+exp(-(x-34,41)/-10,28)) - R? = 0,9876

—w— 20 DAA - Y = 0,89+19,67/(1+exp(-(x+23,61)/-12,01)) - R? = 0,9732
& 40 DAA - Y = 2,28+10,65/(1+exp(-(x-13,10)/-0,26)) - R? = 0,9883

—m— 60 DAA - Y = 2,26+10,99/(1+exp(-(x-17,89)/-0,30)) - R? = 0,9827

Figura 14. Area foliar (cm?) de Glycine max (cultivar B5710 CE) apds a aplicagéo de
diferentes doses de indaziflam em diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e
60 DAA.

Na Figura 15, sdao apresentadas as areas foliares da soja para cada fator com
a aplicagao de clomazone e sulfentrazone, considerando a auséncia de interagao
entre os fatores (Apéndice XXX e XXXI). Nota-se que, com a aplicagao de clomazone,
ha uma leve reducdo na area foliar em relagcdo a dose, indicando uma influéncia
modesta nesse parametro (Figura 15A). Por outro lado, em relagao aos periodos de
semeadura, observa-se uma redugao no residual do herbicida, refletida pelo aumento
na area foliar das plantas de soja (Figura 15B).

O padrao mencionado € igualmente evidente ao analisar os dados relacionados
ao sulfentrazone. Entretanto, a diminuigao na area foliar revela-se mais expressiva em
resposta as doses (Figura 16C), enquanto um sutil aumento na area foliar € notado a
medida que o intervalo entre os periodos de semeadura se amplia em relagao a

aplicagéo do herbicida (Figura 16D).
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Figura 15. Area foliar (cm?) de Glycine max (cultivar B5710 CE) em fungao do fator
doses e periodos de semeadura apdés a aplicacdo de clomazone (A e B) e
sulfentrazone (C e D).

Em relacéo a redugcdo da massa seca da parte aérea (%) de G. max, observou-
se interacado entre os fatores para os trés herbicidas estudados (Apéndice XXXII,
XXXIII e XXXIV). Com a aplicagdo do indaziflam (Figura 16A), ocorreram reducgdes
superiores a 80%, principalmente nas maiores doses, independentemente do periodo
de semeadura. Ressalta-se que redugdes proximas a 100% foram observadas quando
a semeadura da soja ocorreu logo apds a aplicagéo (0 DAA) e aos 10 DAA (R%>0,97).

Com a aplicagdo do clomazone (Figura 16B) e sulfentrazone (Figura 16C),
observa-se uma reducdo na faixa de 50% a 15,0% e de 50,0% a 70,0%,
respectivamente, nos periodos de 0, 10 e 20 DAA, considerando doses a partir da
metade da dose comercial. Entretanto, nos periodos de 40 e 60 DAA para ambos os
herbicidas, nao foi registrada reducdo na massa seca em comparagdo com a

testemunha, resultando em R?=1,0.
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Figura 16. Reducgéo biomassa seca da parte aérea (%) de Glycine max (cultivar B5710
CE) ap6s a aplicacao de diferentes doses de indaziflam (A), clomazone (B) e
sulfentrazone (C) em diferentes periodos de semeadura 0, 10, 20, 40 e 60 DAA.

De maneira geral, constatou-se que crotalaria, amendoim e soja demonstraram
uma notavel sensibilidade ao indaziflam em relagcédo a todos os parametros avaliados,
independentemente da dose aplicada, até 60 DAA. Essa sensibilidade € diretamente
atribuida a alocagao espacial do herbicida em relacdo a planta, um fenébmeno
conhecido como seletividade por posicionamento (DIAS et al., 2017).

Isso ocorre devido ao fato dessas culturas serem de ciclo anual, o que resulta
na localizacdo direta do sistema radicular, principal via de absorcao de herbicidas

residuais, na area tratada com o indaziflam (DIAS, 2014). Esse ponto também é
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fortemente influenciado pela atividade residual do indaziflam, que possui uma meia-
vida superior a 150 dias, classificando-o como herbicida moderadamente persistente
(U.S. EPA, 2010), além de sua baixa solubilidade em agua (Sw= 0,0028 mg dm- a 20
°C) e uma constante de particdo octanol-agua (Kow) de 2,8, sendo caracterizado como
moderadamente lipofilico (LEWIS et al., 2016). Neste sentido, foram observados no
presente trabalho um residual as plantas até 60 DAA, principalmente na dose
comercial e no dobro da dose comercial. Somando-se a este fato, ja era esperado a
fitotoxicidade para crotalaria, soja e amendoim, visto que o indaziflam nao é seletivo
(TORRES et al., 2018).

Na literatura, diversos estudos destacam a sensibilidade de espécies anuais ao
indaziflam. Torres et al. (2018) concluiram, com base em suas investigagdes, que o
indaziflam demonstrou elevado fitotoxicidade para C. juncea e A. hypogaea,
apresentando efeitos significativos em doses variando de 6,5 a 100,0 g i.a. ha”,
especialmente quando aplicado em semeaduras realizadas até 60 dias apos a
aplicacéo (DAA). Guerra et al. (2014), n&o observaram a emergéncia de algodéo,
tabaco, tomate, abdbora, pimenta e soja apos a aplicagéo de indaziflam, mesmo em
concentragbes de até 100 g i.a. ha'. Enquanto Jhala et al. (2012) observaram a
inibicdo da germinacao de Lolium multiflorum em doses superiores a 29,2 g i.a. ha™
de indaziflam.

Os dados do presente trabalho corroboram com Furlan (2020) quando se
considera a cultura do amendoim com aplicacdo de indaziflam no solo. O autor
constatou a morte de plantas de A. hypogaea em doses de indaziflam superiores a 40
gi.a. ha'. Além disso, também evidenciou um efeito residual do herbicida por até 150
dias apos a aplicagao, reforcando a necessidade de cuidado ao utilizar o indaziflam
em ambientes agricolas e cultura anuais.

Dessa forma, embora tenha recomendacao de doses baixas de aplicagao para
indaziflam, é necessario cautela, pois essa molécula pode trazer prejuizos para
culturas em sucessao, principalmente culturas de ciclo anual, pois seu posicionamento
€ destinado a perenes e semi-perenes (GUERRA et al., 2016; MENDES et al., 2022)
em fungéo de seu comportamento no solo (MENDES et al., 2021).

Neste estudo, a sensibilidade extrema da cultura do amendoim ao
sulfentrazone foi evidenciada em todos os parametros analisados nas doses de 600,0
gi.a. ha'e 1200,0 g i.a. ha', quando semeada até 60 dias apds a aplicagdo (DAA).

Essa constatacao assume importancia considerando que, de acordo com o AGROFIT
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(2023), o sulfentrazone é um herbicida registrado para culturas de grande relevancia
comercial no Brasil, tais como cana-de-agucar, soja e eucalipto. Aléem disso, seu
tempo de meia-vida no solo varia de 60 a 116 dias a uma profundidade de 0-30 cm,
com temperaturas de até 30 °C (BRUM et al., 2013), sendo marcado por um baixo
coeficiente de particdo de carbono organico (Koc) de 43,0 mL g (SHANER, 2014).

Por outro lado, os estudos de Belo et al. (2011) e Maladao et al. (2011)
destacaram A. hypogaea e C. juncea, como tolerantes ao sulfentrazone em
concentragdes de até 400,0 g i.a. ha™!, sugerindo a possibilidade de utilizagdo dessas
espécies como fitorremediadoras do herbicida. Contudo, é crucial ressaltar que, ao
contrario deste estudo, esses resultados foram obtidos com uma dose 33,33% inferior
a dose comercial recomendada para cana-de-agucar, segundo AGROFIT (2023).
Essa diferenga salienta a relevancia de considerar cuidadosamente a dosagem ao
avaliar a tolerancia de diferentes culturas ao sulfentrazone, principalmente para a
cultura do amendoim muito empregada em sucess&o com a cana.

Em relagdo a baixa fitotoxicidade evidenciada com o clomazone nas trés
especies, é relevante destacar que o efeito residual persistiu somente até 10 DAA,
mantendo as injurias dentro da faixa de 10,0 a 20,0%. Essas injurias, caracterizadas
por leves sintomas de albinismo em algumas folhas, foram consideradas aceitaveis,
de acordo com a escala de ALAM (1989). A associacao desse residual de clomazone
com seu tempo de meia-vida no solo, que varia de 9,5 dias em condi¢ées de campo
a 8,8 dias em laboratério, especialmente em solos argilosos (SZPYRKA et al., 2020),
evidencia a capacidade do herbicida de manter seu efeito por um periodo controlado,
sem causar danos fitotoxicos significativos para essas culturas.

Além disso, as caracteristicas fisico-quimicas do clomazone, como a alta
pressdo de vapor (1,44 x 10* mm Hg a 25 °C) (SENSEMAN, 2007), podem ser
associadas diretamente a baixa fitotoxicidade observada. Nesse contexto, a escolha
da formulagao microencapsulada, como no caso do Gamit 360 CS utilizado neste
estudo, desempenha um papel estratégico. A liberacdo gradual e controlada do
herbicida (CAMPOS et al., 2014) contribui ndo apenas para reduzir a volatilizagao,
mas também para otimizar a seletividade do clomazone nas culturas de soja e
amendoim, minimizando os potenciais efeitos adversos que sao utilizadas em
sucessao. Dessa forma, o residual dos herbicidas no solo pode variar em funcao da

formulacédo que venha a ser utilizada.
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Portanto, levando-se em consideragao os resultados obtidos, pode-se afirmar
que a escolha dos herbicidas pré-emergentes a serem aplicados na ultima safra da
cana-de-agucar, principalmente aqueles com longo residual, deve ser criteriosa tendo
em visto a cultura que sera implementada em rotagdo durante os periodos de pousio
da cana-de-agucar. Além disso, sd0 necessarias mais pesquisas sobre a seguranca
e eficacia dos herbicidas indaziflam, clomazone e sulfentrazone em condicbes

diferentes do presente trabalho.
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3.56. Conclusoées

Para as condi¢des do presente estudo, pode-se afirmar que:

As plantas de C. juncea mostraram-se sensiveis ao herbicida indaziflam,
independente da dose, periodo de semeadura em todos os parametros analisados.
Em geral, a fitotoxicidade do sulfentrazone e clomazone reduziram quando a
semeadura da espécie foi feita a partir de 20 DAA em todas as doses utilizadas.

Para A. hypogaea constatou-se alta sensibilidade aos herbicidas indaziflam e
sulfentrazone, principalmente nas maiores doses, independente periodo de
semeadura, com reducgdes significativas na altura, area foliar e biomassa seca da
parte aérea das plantas.

Para G. max, observou-se sensibilidade a aplicacdo do indaziflam, sem
influéncia da dose ou do periodo de semeadura em todos os parametros analisados.
Ja o herbicida sulfentrazone apresentou injurias para a espécie, especialmente
quando a semeadura ocorreu nos periodos de 0 e 10 DAA e com a aplicagéo nas
doses de 600 e 1200 g i.a. ha™.
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4. TOXICIDADE DE HERBICIDAS EM Eisenia andrei
4.1. Introducao

O controle quimico de plantas daninhas é a estratégia mais utilizada em virtude
da eficiéncia, praticidade e baixo custo (MONQUERO et al., 2011; KUVA; SALGADO,
2014). No entanto, embora os herbicidas tenham como alvo as plantas daninhas, seus
ingredientes ativos podem ter muitos efeitos diretos (ZALLER; BRUHLE, 2021) e
indiretos (BRUHL; ZALLER, 2021) em organismos ndo-alvo, especialmente para os
invertebrados do solo (BONMATIN et al., 2014).

Na literatura ja foram relatados diversos efeitos letais e subletais de herbicidas
em minhocas (CORREIA; MOREIRA, 2010; BUCH et al., 2013; GAUPP-
BERGHAUSEN et al., 2015; ZALLER et al., 2021), portanto, é essencial a avaliagao
de potenciais riscos nesses organismos vivos do solo, por participarem de importantes
funcdes e servigos na agricultura (BERTRAND et al., 2015). Dessa forma, o nivel de
toxicidade dos agrotdxicos a fauna do solo pode variar em fungdo da resposta
biolégica do organismo, do ingrediente ativo e dos demais compostos que compde a
formulacdo comercial, além das caracteristicas ambientais (BUCH et al., 2022).

Diante disso, os ensaios ecotoxicolégicos possuem notoriedade em diferentes
sistemas e organismos por avaliarem os principais riscos de contaminagdo e
responsabilidade ambiental (AZEVEDO; CORONAS, 2018). As minhocas da espécie
Eisenia fetida (Savigny, 1826) e Eisenia andrei (Bouché, 1972) sdo comumente
utilizadas em testes ecotoxicologicos visando a avaliagdo de risco ambiental pela
contaminagao de solos por herbicidas (1ISO, 1993, 2007, 2012).

Os efeitos dos herbicidas em curto prazo podem ser avaliados através de
ensaios de letalidade. No entanto, nem todas as substancias quimicas podem causar
a mortalidade em um periodo de até 14 dias (ANDREA, 2010). Logo, também é
fundamental o desenvolvimento de ensaios que expressem os efeitos subletais dos
produtos quimicos em estudo, como por exemplo, os ensaios de reprodugao e fuga
com oligoquetas (NIVA; BROWN, 2019).

Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar a toxicidade aguda
e comportamento de fuga de minhocas da espécie E. andrei aos herbicidas
clomazone, indaziflam e sulfentrazone.

4.2. Objetivo Geral



65

O objetivo do presente trabalho foi testar a hipotese de que os herbicidas
indaziflam, sulfentrazone e clomazone afetam o comportamento e causam letalidade

em minhocas da espécie Eisenia andrei.

4.2.1. Objetivos especificos

a) Determinar a toxicidade aguda (CLso) dos herbicidas indaziflam,
sulfentrazone e clomazone em E. andrei.

b) Avaliar efeitos na biomassa dos adultos sobreviventes apos exposi¢cao
aos herbicidas.

c) Determinar as doses dos herbicidas indaziflam, sulfentrazone e
clomazone proporcionam fuga de E. andrei.

d) Determinar a ECso e EC10 dos herbicidas indaziflam, sulfentrazone e

clomazone que afetam a reproducgao de E. andrei.
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4.3. Material e Métodos

4.3.1. Teste agudo

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ecotoxicologia
Ambiental (LEQA) pertencente ao Departamento de Recursos Naturais e Protecéo
Ambiental (DRNPA) da Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar), Centro de
Ciéncias Agrarias (CCA), Campus Araras/SP.

Os ensaios foram conduzidos de acordo com as normas ISO 11268-1 (ISO,
2012a). Para a realizagdo dos testes ecotoxicoldogicos foi selecionada a espécie de
minhoca Eisenia andrei (Lumbricidae), adquirida de lotes da empresa Minhobox® e
entdo foram mantidas e cultivadas em laboratério em caixas plasticas com volume de
12 L. O experimento foi desenvolvido seguindo um delineamento inteiramente
casualizado (DIC) composto por seis concentragdes, com cinco repetigdes, para cada
herbicida. Foram realizados trés testes de mortalidade, um para cada herbicida
avaliado.

Na determinagdao da toxicidade aguda para Eisenia andrei foram utilizados
organismos adultos com massa individual de 250,0 a 600,0 mg e com idade superior
a dois meses (ISO, 2012a). Os organismos foram expostos a concentragbes dos
herbicidas indaziflam, sulfentrazone e clomazone formando um gradiente de
concentracdo e foram preparados separadamente. A escolha das concentragdes
testadas para cada um dos herbicidas foi baseada nas recomendacdes da norma ISO
(2012a): 0,0 mg i.a. kg'!, 1,0 mg i.a. kg'!, 10,0 mg i.a. kg™', 100,0 mg i.a. kg™', 500,0
mgi.a. kg™ e 1000,0 mgi.a. kg™, sendo estas expressas em miligramas de ingrediente
ativo por quilograma de solo seco.

Para o controle de sensibilidade dos organismos testes foram realizados
ensaios de 14 dias de duracdo com acido bodrico (substancia referéncia) na
concentragéo de 4500,0 mg H3BO3 kg de solo.

O solo para os ensaios foi coletado na camada de 0-20 cm e tamisados em
peneira de malha 2 mm, sendo este caracterizado como Latossolo vermelho escuro e
com <2% de carbono organico (Laboratério de Quimica e Fertilidade do solo —

UFSCar/CCA), conforme pode ser observado na tabela 3 a seguir.
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Tabela 3. Caracteristicas fisicas e quimicas do Latossolo utilizado nos testes

ecotoxicoldgicos com E. andrei.

P Resina M.O. pH K Ca Mg H+Al SB CTC Vv COT
mgdm3 gdm?® CaCl mmolc dm-3 %
13,0 12,0 4,6 2,6 430 80 280 536 81,0 66,0 3,3

*COT: Carbono organico total.

Posteriormente esse solo foi seco naturalmente e exposto a dois ciclos de
congelamento de 48h seguidos por igual periodo em temperatura ambiente para
eliminagéo de casulos de minhocas e outros invertebrados (PESARO et al., 2003).
Para o inicio do ensaio, os organismos foram aclimatados em solo por 24 horas.

O experimento foi conduzido em uma incubadora BOD nas condigcbes de
temperatura entre 18 °C a 22 °C e com fotoperiodo de 12h de luz (ABNT, 2014). Os
organismos foram mantidos em recipientes de 1000,0 mL cobertos com tampas
transparentes e alguns furos para a aeragao (Figura 17). Os recipientes foram
preenchidos com 500,0 g de solo contaminado com os herbicidas ou somente agua
destilada (controle), correspondendo a altura do solo entre cinco e seis centimetros.

Logo no inicio do experimento também foram adicionados 5,0 g de esterco misturado

com 5,0 mL de agua destilada por recipiente, visando a alimentagdo das minhocas.

Figura 17. Recipiente utilizado nos ensaios de toxicidade aguda e cronica com E.
andrei.

Foram realizadas avaliacbes aos 7 e 14 dias determinando o efeito na
letalidade através do numero de minhocas mortas ou sobreviventes e, quando vivas,
foram pesadas para obteng¢ao da biomassa (mg) (ABNT, 2014). Dessa forma, a CLso

foi calculada por meio do método estatistico de Trimmed Spearman-Karber (p < 0,05),
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com o auxilio do programa computacional Trimmed Spearman-Karber Method Version
1.5 (HAMILTON et al., 1977).

Os dados de variagado de biomassa (mg) e numero de adultos sobreviventes
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wikk W (p>0,05),
homogeneidade de Bartlett (p>0,05), a analise de variancia (ANOVA) e as médias
comparadas pelo teste de Dunnett (p<0,05). Para estas analises foi utilizado software
Statistica v7.0 (STATSOFT, 2004). Quando um dos pressupostos da ANOVA n&o foi
atendido, foi realizada a transformagéo log(x+1) (NIVA; BROWN, 2019). Portanto,
quando significativo o efeito na reducdo da biomassa ou numero de adultos
sobreviventes, pode-se aferir que ha um efeito prejudicial de uma determinada
concentracédo e com isso foi determinado o CENO (concentracdo de efeito nao
observado) e CEO (concentragdo de efeito observado) entre as concentragbes
testadas quando comparadas com o controle.

4.3.2. Teste de fuga

Este experimento foi realizado de acordo com as normas ISO 17512-1 (2008).
Os testes foram realizados separados para cada um dos herbicidas, no qual foi
seguido um delineamento inteiramente casualizado (DIC) com cinco concentragdes
subletais para clomazone, indaziflam e sulfentrazone e cinco repeti¢oes.

As doses subletais foram definidas de acordo com os testes de letalidade
realizados anteriormente, sendo que para clomazone foram testadas as doses de 1,0;
10,0; 25,0; 50,0 e 75,0 mg i.a. kg™' solo seco e para sulfentrazone e indaziflam 1,0;
10,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg i.a. kg™' solo seco. Também foi realizado um teste de
controle duplo usando solo controle em ambos os lados para verificar a distribuicao
aleatdria de organismos quando ndo ha contaminagéo (1ISO, 2008).

Para o controle de sensibilidade dos organismos testes foram realizados com
acido bodrico (substancia referéncia) na concentragéo de 750,0 mg H3BOs kg™' de solo.
Dessa forma, na conducdo do experimento foram utilizados recipientes plastico
retangulares (26,2 cm x 17,7 cm x 8,5 cm) que foram preenchidos com Latossolo até
4-5 cm altura (cerca de 300,0 g de solo em peso seco) (NIEMEYER et al., 2018).
Portanto, metade dos potes estavam com solo nao tratado (controle) e a outra metade
com o solo contaminado pelos herbicidas, os quais foram mantidos com uma diviséria
de papelao entre eles até o momento da introdu¢do de dez minhocas adultas cliteladas
com um peso corporal individual de 250,0-600,0 mg, logo na linha entre as duas

secoes (Figura 18).
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Os recipientes foram fechados com tampas que continham furos para aeragao
e mantidos em uma incubadora BOD com temperatura de 20 + 4°C e fotoperiodo de
12h de luz e 12h de escuro, e nenhum alimento foi adicionado. Apds 48h o divisor de
papelao foi reintroduzido entre os solos tratados e nao tratados e foi contabilizado o

numero de minhocas de cada lado.

Figura 18. Preparo dos solos contaminados e ndo contaminados e a divisoria para
separagao entre os tratamentos (A) e introdugdo das minhocas na diviséria entre os
solos (B).

O calculo do percentual de fuga do solo-teste (ou de uma concentragdo de uma

substancia) é realizado de acordo com a equacao a seguir.

X (%) = (nc

nt
) x 100

Onde:

x = fuga, expressa em porcentagem;

nc = numero de minhocas no solo controle (por recipiente-teste ou no solo
controle de todas as replicatas);

nt = numero de minhocas no solo-teste (por recipiente-teste ou no solo-teste de
todas as replicatas);

N = namero total de minhocas (geralmente 10 por recipiente-teste ou no solo
controle de todas as replicatas).

Os resultados obtidos nos testes de fuga foram analisados com o teste exato
de Fisher (p<0,05) utilizando um teste unicaudal, permitindo comparag¢des da
distribuicdo de minhocas observadas em relagao a distribuicao esperada, assumindo
a inexisténcia de resposta de fuga (NATAL-DA-LUZ et al., 2004). A Concentragéo

Efetiva Mediana que causou fuga apo6s 48 horas de exposi¢cao (CEso-48h) foi estimada
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por meio do método estatistico de Trimmed Spearman-Karber (p<0,05) (ABNT, 2011),
com o auxilio do programa computacional Trimmed Spearman-Karber Method Version
1.5 (HAMILTON et al.,1977).

4.3.3. Teste crénico

Para o ensaio de toxicidade crénica foram seguidos os mesmos protocolos que
o ensaio de letalidade, de acordo com as normas OECD n°222 (OECD, 2004a) e ISO
11268-2 (ISO, 2012b). Foram selecionadas as seguintes concentragdes subletais de
acordo com o teste agudo: clomazone nas doses de 1,0; 10,0; 25,0; 50,0 e 75,0 mg
i.a. kg™, a sulfentrazone 1,0; 10,0; 100,0; 500,0 e 750,0 mg i.a. kg™! e indaziflam 1,0;
10,0; 50,0; 75,0 e 100,0 mg i.a. kg™

Para monitoramento da sensibilidade da espécie foi utilizada a substancia
referéncia acido boérico (H3BO3) na concentragéo de 450,0 mg i.a. kg solo. A duragéo
do teste foi de 56 dias e semanalmente os organismos foram alimentados com 5,0 g
de esterco bovino seco e mais 5,0 mL de agua destilada e pesados até 28 dias. No
final deste periodo as minhocas adultas foram removidas e quantificadas a
mortalidade, e os casulos foram deixados nos solos contaminados por até 56 dias.
Apos este periodo, foi realizada a contagem do numero de casulos e dos juvenis.

Os dados dos testes de toxicidade crénica foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk W (p>0,05), homogeneidade de Bartlett (p>0,05), a
andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Dunnett
(p=0,05). Os valores de ECs0 e EC10 foram determinados por analise de regresséo nao
linear, usando o modelo que melhor se ajustou aos dados. Para estas analises foi
utilizado software Statistica v7.0 (STOATSOFT, 2004).
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4.4. Resultados e Discussao

4.4.1. Toxicidade aguda

Os testes com E. andrei foram validados conforme os critérios 1ISO 11268-1
(1ISO, 2012). Onde, a mortalidade das adultas foi inferior a 10,0% e no tratamento
controle a média da perda de biomassa foi inferior a 20,0%.

Dessa forma, no ensaio de toxicidade aguda para E. andrei, a concentragao
letal 50% (CLso;14d) do clomazone foi de 184,12 mg i.a. kg™' solo (Tabela 4). Este
resultado mostrou-se proximo ao encontrado por Cao et al. (2015), em que relataram
uma CLso para 7 e 14 dias de 174,9 mgi.a. kg™' e 123,44 mgi.a. kg™, respectivamente,
para E. fetida pelo teste com solo artificial.

O herbicida sulfentrazone apresentou uma CLso na maior dosagem testada
dentro deste estudo, sendo de 1000,0 mg i.a. kg™' solo (Tabela 4). Para o indaziflam
nao houve letalidade para as minhocas (Tabela 4) mesmo em concentragdes >104
vezes a dose maxima recomendada para a cultura da cana-de-agucar, por exemplo,
equivalente a 0,2 mg i.a. kg™ solo (AGROFIT, 2023). No entanto, os ensaios agudos
sdo geralmente menos sensiveis do que os ensaios crbénicos, os quais fornecem
resultados mais realistas sobre efeitos subletais a longo prazo com base no
crescimento e reproducéo das minhocas (DOMINGUEZ et al., 2016).

De acordo com Lewis et al. (2016), a classificacdo de ingredientes ativos de
herbicidas para toxicidade aguda com minhocas pode ser dividida em trés graus: CLso
< 10 mg kg™ solo - altamente téxico; CLso = 10-1000 mg kg~ solo - moderadamente
toxico; CLso < 1000 mg kg™" — né&o toxico. Portanto, pode-se aferir que os herbicidas
clomazone e sulfentrazone sdo classificados como moderadamente toxicos para
minhocas, em fungao da necessidade de maiores doses para que ocorra a morte de
pelo menos 50% das cobaias.

Estudos cientificos tém demonstrado a dificuldade para chegar na CLso de
herbicidas para E. andrei. Belden et al. (2005), Chelinho et al. (2010), Buch et al.
(2013) e Santo et al. (2020) ndo conseguiram estimar a CLso de pendimenthalin,
atrazine, glyphosate e isoxaflutole, respectivamente, para esses organismos, dentro
das condigdes e concentragdes testadas em cada estudo. Este resultado demonstra

a baixa toxicidade aguda deste grupo de agrotdxicos a minhocas.

Tabela 4. Concentragdes letais (CLso) dos herbicidas clomazone, sulfentrazone e
indaziflam (mg i.a. kg™! solo) para a minhoca E. andrei exposta por 14 dias.
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Lim. Sup. Lim. Inf.

Herbicidas (95%) CLso (95%) Eq. Linear R?

Clomazone 228,17 184,12 148,57 y =2,2571x-4,2 0,74
Sulfentrazone - 1000,00 - y = 0,84x-1,3067 0,75

Indaziflam - - - y = 0,3657x-0,5467 0,52

Lim. Sup.: limite superior; Lim. Inf.: limite inferior; Eq.: equacao.

A figura 19A apresenta a média da perda/ganho de biomassa (mg) e 0 numero
de adultos sobreviventes de E. andrei com diferentes concentragdes do herbicida
clomazone (mg i.a. kg™ solo seco) aos 14 dias. Para o herbicida clomazone a maior
média de biomassa foi para o controle, além de ndo haver nenhuma letalidade das
minhocas para esse grupo, diante das condi¢cdes do presente estudo.

N&ao foi observado nenhum efeito significativo nas concentra¢des de 1,0; 10,0
e 100,0 (mg i.a. kg') para biomassa ou sobrevivéncia de E. andrei em relagdo ao
controle. Clomazone causou uma letalidade significativa (100,0%) somente quando
as minhocas foram expostas as concentragdes de 500,0 e 1000,0 (mg i.a. kg™"). Para
ambas as variaveis, os dados de CENO (100,0 mg kg™') e CEO (500,0 mg kg') podem
ser observados na figura abaixo (Figura 19A) de acordo com o teste de Dunnett
(p=0,05).

Em um trabalho desenvolvido por Cao et al. (2015) foi constatado que
clomazone pode bioacumular rapidamente em minhocas. A absorcdo de clomazone
mostrou uma boa correlacdo com a concentracido de exposicdo. Apds o 14° dia,
ocorreu reducado para o valor minimo, sendo que cerca de 74,0% a 80,0% do
clomazone acumulado foi eliminado em 1 dia apds a exposicdo ao solo livre do
herbicida. No entanto, uma quantidade residual de clomazone persistiu por um tempo

relativamente longo em E. fetida.
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Figura 19. Média da perda/ganho de biomassa (mg) (barras) e numero de adultos
sobreviventes (linha continua) de E. andrei com concentra¢gdes crescentes de
clomazone (A), sulfentrazone (B) e indaziflam (C) (mg i.a. kg™! solo seco) aos 14 dias.
A sobrevivéncia e biomassa foram analisados de forma independente. *Diferenca
estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett para biomassa e numero de
sobreviventes. (1) Desvio padréo.

Para o sulfentrazone, embora haja adultos sobreviventes, constatou-se que nao
houve variacdo média da biomassa de cada individuo em relagao ao peso inicial nas
concentragdes de 500,0 e 1000,0 mg i.a. kg (Figura 19B). Conforme também
encontrado para o clomazone, as concentragdes de 100,0 mg kg e 500,0 mg kg™’
correspondem ao CENO e CEO, respectivamente, de acordo com o teste de Dunnett
(p=<0,05).

Ao contrario do observado para o clomazone e sulfentrazone, ndo foram
encontradas perdas de biomassa individual e diminui¢cdo significativa no numero de
adultos sobreviventes de E. andrei independente da concentragdo de indaziflam
testada (Figura 19C). Nota-se médias de biomassa superiores ao controle em todas
as doses. Apesar disso, constatou-se uma reducédo acentuada no numero médio de

adultos sobreviventes na dose de 1000,0 mg i.a. kg', porém, as doses nao foram

Numero de adultos sobrevivertes de E. andrei
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significativas no teste de Dunnett, ndo sendo possivel estimar CENO e CEO para
ambas as variaveis analisadas.

A auséncia de toxicidade aguda para indaziflam demonstram que a presenca
de minhocas pode ser fundamental para a recuperacdo de solos contaminados,
auxiliando na decomposi¢ao de compostos toxicos, melhorando a fertilidade do solo
e promovendo a incorporag¢ao de matéria organica (YEARDLEY et al., 1996). De modo
geral, os herbicidas sdo considerados o grupo de pesticidas que apresentam menor
ecotoxicidade quando comparado aos fungicidas e inseticidas (BUCH et al., 2022).

Embora indaziflam e sulfentrazone ndo tenham causado letalidade e em
algumas concentragdes proporcionaram até mesmo a maior variagao de biomassa em
relagao ao controle, sabe-se que a aplicacao de herbicidas no solo tem efeito sobre a
reproducdo (SCHAEFER, 2004) e metabolismo (PELOSI et al., 2013) desses
organismos, sendo que essa absorcdo de produtos quimicos aumenta a
bioconcentragao de pesticidas em minhocas (MIGLANI; BRISHT, 2019).

Além disso, os organismos adultos sobreviventes de indaziflam e sulfentrazone
apresentaram grande quantidade de um liquido amarelado, semelhante ao liquido
celomatico (Figura 20A). A importancia na liberagdo deste liquido celomatico esta
diretamente relacionada ao sistema excretor e serve de protegcdo a processos
quimicos, como substancias indesejadas no ambiente em que estes organismos estao
inseridos (EDWARDS; BOHLEN, 1996; PONTES, 2013), no caso do presente

trabalho, os herbicidas.

Figura 20. Presenca de liquido celomatico (A) e controle (B) em adultos de Eisenia
andrei sobreviventes apds 14 dias. Fonte: produgao do proprio autor, 2023.

4.4.2. Teste de fuga
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Apos 48h de testes nao foi observado mortalidade de minhocas para nenhum
dos tratamentos e também se constatou uma distribuicdo aleatdéria entre os
organismos para os testes de controle duplo. Dessa forma, os testes de fuga com E.
andrei foram validados conforme os critérios 1ISO 17512-1 (2008).

Com base nos valores de (CEs0-48h), as fugas revelaram sensibilidade aos
herbicidas clomazone e indaziflam nas concentragdes de 17,50 e 29,66 mg i.a. kg™
solo, respectivamente (Tabela 5). A n&o estimativa da CEso para sulfentrazone esta
relacionada a alta porcentagem de fuga independente da concentrac&o utilizada,
sendo que a partir da dose de 1,0 mg i.a. kg™ foi constatado em média 40% de fuga
(Figura 13B).

Tabela 5. Concentracdo efetiva mediana (CEso) dos herbicidas clomazone,
sulfentrazone e indaziflam (mg i.a. kg™ solo) que causaram fuga das minhocas E.
andrei apos 48 horas.

Herbicidas Lim. Sup. (95%) CEso Lim. Inf. (95%)

Clomazone 39,07 17,25 7,62
Sulfentrazone - - -

Indaziflam 47,15 29,66 18,66

Na figura 13 consta os resultados do teste de fuga em diferentes concentragdes
para os trés herbicidas. O herbicida clomazone (Figura 21A) proporcionou uma fuga
significativa das minhocas nas concentragées de 50,0 e 75,0 mg i.a. kg™ solo, com
média de 48,0%. Ao analisar a fuga, a CENO e CEO correspondem a 25,0 mg kg’ e
50,0 mg kg, respectivamente.

Os resultados para o sulfentrazone (Figura 21B) apontam para um
comportamento de evitacdo das minhocas, o qual se manifesta a partir da
concentragdo minima testada de 1,0 mg i.a. kg' de solo, e se torna estatisticamente
significativo a partir da concentragdo de 10,0 mg i.a. kg'. Além disso, nas
concentragbes mais elevadas, de 75,0 e 100,0 mg i.a. kg™, observou-se uma média
de 64,0% e 60,0% de fuga do solo-teste, respectivamente.

O comportamento de fuga ao indaziflam mostrou-se significativo a partir da
concentragéo de 75,0 mg i.a. kg™ solo (Figura 21C), com média de 48% de evitagao.
Os dados de CENO (50,0 mg kg') e CEO (75,0 mg kg™') podem ser observados na
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figura abaixo de acordo com o teste exato de Fisher (p<0,05). Este herbicida é de

classe toxicologica Ill (moderadamente toxico).
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Figura 21. Resultados do teste de fuga realizado com minhocas da espécie E. andrei
quando expostas a um solo contaminado com diferentes concentragdes de clomazone
(A), sulfentrazone (B) e indaziflam (C) apos 48 horas. Os resultados expressam

valores meédios * erro padrdo. *Diferencga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste
exato de Fisher.

A auséncia de resposta de fuga nas concentragdes mais baixas dos herbicidas
clomazone e indaziflam pode estar associada a baixa sensibilidade das minhocas da
espécie E. andrei a pesticidas de modo geral (ALVES et al., 2014; NIEMEYER et al.,
2018), visto que resultados diferentes vém sendo obtidos quando utilizados
calémbolos como organismos testes (PELOSI et al., 2014; SANTO et al., 2020).

Na literatura ha relatos da auséncia de fuga das minhocas por herbicidas em
concentragdes baixas. Santo et al. (2020) constataram a fuga de E. andrei somente
em concentracdes >300 e >600 vezes as doses comerciais recomendadas do

isoxaflutole. Enquanto Niemeyer et al. (2018) ndo notaram respostas de evitagao
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significativas para aplicagdo de glyphosate em suas diferentes formulagdes
comerciais.

Embora tenha sido constatado um comportamento de fuga para todos os
herbicidas estudados, principalmente nas maiores concentracdes, nenhum deles
proporcionaram >80,0% e ndo podem ser considerados toxicos, visto que, de acordo
com as normas ISO 17512-1 (2008), a funcdo de habitat dos solos € considerada
limitada se, em média, 80,0% das minhocas forem encontradas no solo controle
(somente agua destilada), indicando um impacto direto no comportamento destes
organismos.

4.4.3. Teste crénico

Para os ensaios de toxicidade crénica com E. andrei os critérios de validacao
também foram atendidos de acordo com a norma ISO 11268-2 (ISO, 2012b). Onde,
nao foi constado mortalidade das minhocas adultas no tratamento controle e foi
contabilizado no minimo 30 juvenis por repeticdo nos recipientes sem herbicida, os
quais apresentaram coeficiente de variagao inferior a 30,0%.

Ressalta-se que os dados referentes ao numero de juvenis apresentaram um
ajuste a curva exponencial com coeficientes de determinagao (R?) de 87,98%, 94,18%
e 85,45% para clomazone, sulfentrazone e indaziflam, respectivamente.

Dessa forma, a exposicdo de E. andrei ao herbicida clomazone teve um
impacto significativo na reprodu¢cdo das minhocas, resultando em um ECso de 0,572
(0,212-0,933 mg kg') e um EC10de 0,2144 (0,068 - 0,3605 mg kg') (Tabela 6). Da
mesma forma, a exposi¢ao das minhocas ao herbicida sulfentrazone também resultou
em efeitos adversos na reprodugéo, com ECso de 0,3941 (0,172 - 0,615 mg kg™') e um
EC1 de 0,134 (0,058 - 0,209 mg kg'). Os dados de Concentragdo Sem Efeito
Observavel (CEO) de 1,0 mg kg™' sdo apresentados na Figura 22A e 22B. Quanto ao
indaziflam, seu ECso foi de 0,768(0,249-1,286 mg kg™), e, consistentemente com
clomazone e sulfentrazone, o indaziflam também demonstrou um CEO de 1,0 mg kg
' (Figura 22C).
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Tabela 6. Concentracdo efetiva (CEso/CE10) e intervalo de confianga, modelo
estatistico e R? (%) do ajuste dos dados na curva para os testes de reproducdo de
minhocas em latossolo com aplicagdo de doses crescentes de clomazone,
sulfentrazone e indaziflam (mg i.a. kg™').

. Modelo R?
-1 -1
Herbicidas CEso (mg kg™) CE10 (mg kg™) estatistico (%)
0,572 (0,212- 0,214 (0,068- .
Clomazone 0,933) 0,3605) Exponencial 87,98
Suffentrazon 0,394 25(105)172' 0,134 (0,058-0.209)  Exponencial 94,18
indaziflam TG0 E4% 0,355 (0,000-0621)  Exponencial 85,45
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Figura 22. Média de individuos (Ind.) juvenis de E. andrei em Latossolo Vermelho com
concentragdes crescentes dos herbicida clomazone (A), sulfentrazone (B) e indaziflam
(C). *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett. () Desvio

padrao.

Neste contexto, a exposi¢ao a curto prazo (toxicidade aguda) revelou impactos

menos pronunciados nas minhocas. No entanto, os efeitos sobre a reprodugao
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proporcionaram insights significativos. Observou-se uma notavel reducéo de 50%
(EC50) e 10% (EC10) no numero de juvenis nas concentragdes de 0,572 e 0,214 mg
kg™! quando expostas ao clomazone. Esses resultados sdo particularmente relevantes
quando se considera a dose comercial recomendada para a cultura da cana-de-agucar
em condigdes tropicais do Brasil, que corresponde a 2,52 mg kg-', de acordo com
AGROFIT (2023). Isso indica que as concentragdes utilizadas no estudo estédo
consideravelmente abaixo da recomendacgao para aplicagao na agricultura.

A toxicidade mais alta observada foi para o sulfentrazone (ECso= 0,394 mg ai
kg'). Da mesma forma que Li et al. (2020) desenvolveram um trabalho para avaliar
os efeitos toxicolégicos do sulfentrazone usando multiplos biomarcadores e respostas
integradas de biomarcadores. Os autores constataram que os efeitos toxicolégicos
diminuiram gradativamente apds 14 dias, sugerindo que o sulfentrazone (<5,0 mg kg-
1) causou efeitos toxicoldgicos reversiveis em E. fetida.

Esses resultados sugerem que, embora a toxicidade aguda possa n&o ser
alarmante, as doses subletais desses herbicidas tém um impacto consideravel na
reproducdo das minhocas. Esta ligacdo entre exposigdo crbnica e reprodugcdo é
especialmente relevante quando se considera o tempo de meia-vida dos herbicidas
no solo, como para os produtos testados, clomazone, sulfentrazone e indaziflam.
Esses herbicidas exibem variagdes significativas em seus tempos de meia-vida,
estendendo-se de 40,1 a 93,5 dias (RONG et al., 2021), 43 a 82 dias (MELO et al.,
2019) e >150 dias (US EPA, 2010), respectivamente.

A persisténcia prolongada dos herbicidas, que é medida pelo tempo de meia-
vida e representa como o periodo necessario para a degradagcdo de 50% da
concentracéo inicial do herbicida (SHANER, 2014), é um fator que desencadeia uma
exposicao cumulativa de consideravel preocupacgéo ao longo do tempo. Mesmo em
doses inferiores aquelas que induziriam mortalidade até 14 dias, essa exposi¢cao
crbnica exerceu influéncia significativa na reprodugéo das minhocas (Figura 3). Essa
interacao sutil e prolongada entre doses subletais e 0 tempo de meia-vida pode
culminar em efeitos substanciais na geragao de novas progénies.

Por outro lado, em fungdo dos dados obtidos para os dados de reproducéo,
ressalta-se que para o desenvolvimento de novos estudos, também devem ser
considerados contextos de solos com diferentes texturas, uma vez que € amplamente
reconhecido que a reproducdo de E. andrei é limitada em Latossolos. Um estudo

anterior conduzido por Bandeira et al. (2019) constatou que a espécie apresenta uma
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taxa de reproducéo significativamente inferior nesse tipo de solo, enquanto observou
um desempenho reprodutivo mais satisfatéorio em solos de textura fina.
Adicionalmente, os autores associaram este efeito a maior dificuldade que os
organismos enfrentam na colonizagdo e ocupagado dos espagos porosos presentes
em solos de textura argilosa. Essa observacgao realga a importancia de avaliar os
riscos ambientais em um contexto mais amplo, considerando a interagao entre os
herbicidas e a variabilidade da textura do solo.

Diante disso, os resultados do presente trabalho fornecem uma linha base para
orgaos ambientais estabelecerem limites de protecédo para exposi¢cao de herbicidas,
quando usados de maneira exacerbada, em relacdo a uma espécie nido-alvo de
invertebrados do solo. No entanto, estudos complementares com outros organismos
vivos do solo precisam ser realizados para avaliar os efeitos toxicos em diferentes
niveis tréficos. Essa abordagem mais abrangente permitira uma analise mais
aprofundada e a quantificagdo precisa dos riscos que esses herbicidas podem
representar no ambiente, contribuindo assim para uma gestdo ambiental mais eficaz

e sustentavel.
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4.5. Conclusoes

Para as condi¢des do presente estudo, pode-se afirmar que:

Os resultados dos ensaios de toxicidade aguda revelaram que os herbicidas
clomazone e sulfentrazone demonstraram ser moderadamente toxicos para as
minhocas da espécie E. andrei. A CLso para clomazone foi de 184,12 mg i.a. kg™,
enquanto para sulfentrazone foi de 1000 mgi.a. kg™', durante um periodo de exposigao
de 14 dias. E importante notar que somente o clomazone provocou uma reducio
significativa na biomassa das minhocas, independente da concentragédo, enquanto o
sulfentrazone causou variagdes na biomassa em concentra¢gdes mais elevadas (500
e 1000,0 mg i.a. kg™").

No que diz respeito aos testes de fuga, o herbicida sulfentrazone levou as
minhocas a evitar a concentragdo minima testada de 1,0 mg i.a. kg™'. Por outro lado,
para o clomazone e indaziflam, observou-se uma maior porcentagem de fuga em
concentragdes de 50,0 a 75 mg kg™' e 75,0 a 100,0 mg i.a. kg™, respectivamente.

Além disso, a exposicdo das minhocas ao herbicida clomazone teve um
impacto significativo na reprodugdo, com um CEso de 0,572 mg kg' e um CE1o de
0,214 mg kg'. Da mesma forma, o herbicida sulfentrazone também afetou
negativamente a reprodugdo, com um CEo de 0,394 mg kg e um CE10 de 0,134 mg
kg'. E importante destacar que todos os herbicidas, incluindo o indaziflam,
demonstraram um CEO de 1,0 mg kg™'. Esses resultados destacam a importancia de
considerar os impactos desses herbicidas no solo e nas espécies nao-alvo, como as

minhocas, ao planejar praticas agricolas e regulamentagées ambientais.
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5. TOXICIDADE AGUDA DE HERBICIDAS EM Lemna minor
5.1. Introducao

O emprego frequente de herbicidas de longa persisténcia € uma pratica
amplamente adotada na agricultura brasileira (PINTO et al., 2009). No entanto,
existem evidéncias indicando que o uso continuo e repetido de pesticidas na
agricultura contribui consideravelmente para a contaminagéo das aguas subterraneas
(APARICIO et al., 2013). Diversos estudos documentaram a presenga de herbicidas
em ecossistemas aquaticos, ressaltando a preocupagao com os impactos desses
produtos na qualidade da agua (ARMAS et al., 2005; BRITTO et al., 2012; SANTOS
et al., 2013; BOTELHO, 2013; MENCHEN et al., 2017; CORREIA et al., 2020).

Nesse contexto, € importante compreender a dinamica ambiental desses
produtos, uma vez que parte dos herbicidas ndo atinge o alvo principal de controle e
acaba afetando organismos nao destinados a aplicagao (SILVA et al., 2020). Assim,
aléem de entender o comportamento ambiental dos pesticidas, € essencial avaliar o
impacto de substancias contaminantes no meio ambiente por meio de testes de
toxicidade utilizando organismos bioindicadores (SILVA et al., 2020). Esses testes
possibilitam a analise da interagdo entre os contaminantes e as propriedades
ambientais, fornecendo informacdes cruciais para compreender os efeitos e 0s riscos
ambientais associados a esses agentes (MASESE et al., 2013).

Dessa forma, no contexto dos ambientes aquaticos, as macrdfitas da espécie
Lemna minor (L.) assumem uma relevancia singular como indicadores de qualidade
da agua. Amplamente empregadas em testes ecotoxicoldgicos, essas plantas sao
reconhecidas pela sua alta sensibilidade a uma variedade de substancias toxicas.
Além disso, desempenham um papel fundamental como componentes primarios na
cadeia trofica desses ecossistemas, reforcando seu valor como bioindicadores
(ROSSETTO, 2014; SIKORSK et al., 2019).

Considerando a urgéncia em adotar uma abordagem responsavel no uso dos
insumos agricolas para mitigar os impactos ambientais decorrentes da pratica agricola
(MANCUSO et al.,, 2011), observa-se uma crescente realizagdo de estudos
ecotoxicoldgicos. Esses estudos tém como objetivo compreender de maneira mais
abrangente o comportamento, a toxicidade e os riscos ambientais associados aos

herbicidas no ambiente aquatico.
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5.2. Objetivo Geral
O objetivo do presente trabalho foi testar a hipotese de que os herbicidas
indaziflam, sulfentrazone e clomazone causam toxicidade em macroéfitas da espécie

Lemna minor.

5.2.1. Objetivo especifico
a) Determinar a toxicidade aguda (CEso) dos herbicidas indaziflam,
sulfentrazone e clomazone em L. minor.

b) Avaliar efeitos na biomassa de L. minor apds exposi¢ao aos herbicidas.
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5.3. Material e Métodos

A planta padronizada para ensaios ecotoxicologicos é a Lemna minor de acordo
com as normas da OECD, 2002. Dessa forma, as macrofita L. minor foram cultivadas
em caixa plastica com volume de 2,5 litros, contendo agua e substrato composto por
solo, areia e matéria organica, em casa de vegetagao.

Posteriormente, as plantas foram aclimatadas em uma sala de bioensaio
mantida a uma temperatura entre 23,0 a 27,0 °C, com iluminagao constante de 1000,0
lux. Durante um periodo de trés dias, foram monitoradas variaveis relacionadas a
qualidade da agua, incluindo pH (3,97), condutividade elétrica (259 uS/cm a 20°C) e
oxigénio dissolvido (0,95 mg/L). Apds a aclimatacdo da espécie, as plantas foram
desinfestadas por imersdo em uma solucdo aquosa de hipoclorito de sédio a 3,0%
seguida por enxague com agua destilada.

Em seguida, foram selecionadas quatro colonias de L. minor com trés frondes
que foram transferidas para um recipiente de vidro com capacidade maxima de 100,0
mL contendo 50,0 mL de meio de cultivo Hoagland’s (macro e micro/nutriente) e
aclimatadas por 24 horas. Apos esse periodo foi adicionado mais 50 mL de Hoagland’s
com diferentes concentragdes dos herbicidas indaziflam, clomazone e sulfentrazone
em mg L'. Além disso, todos tiveram um controle e quatro repeticdes por
concentracao. No total foram realizados quatro testes para cada produto. No presente
trabalho esta sendo apresentados os dados referentes ao ultimo ensaio.

A definicdo das concentracdes dos herbicidas que foram testados foi baseada
em valores aproximados aos intervalos de testes ecotoxicolégicos para a
concentragéo letal (CLso) em organismos nao-alvo, segundo Lewis et al. (2016), CEso
> 10 mg L' — baixa toxicidade; CEso = 0,01 — 10,0 mg L' — moderadamente toxico;
CEso0 < 0,01 mg L' — altamente toxico.

nicialmente, foram conduzidos testes preliminares para determinar o intervalo
de concentracao que provocaria efeitos sobre L. minor. Apds o estabelecimento desse
intervalo, os testes definitivos foram realizados nas mesmas condi¢cdes. Assim, as
doses selecionadas para sulfentrazone e clomazone apds os testes preliminares
foram: 0,10; 1,07; 3,44; 11,16; 36,40 e 118 mg L. Ja para o indaziflam, as doses
escolhidas foram: 0,03; 0,06; 0,09; 0,12; 0,15 e 0,18 mg L.

A avaliagdo de toxicidade aguda dos herbicidas no cultivo de L. minor foi
realizada em 3, 5, e 7 dias apos a aplicagdo através da contagem do numero de

plantas, nimero de frondes, clorose e necrose total das frondes (OECD, 2002) de
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cada recipiente que apresentaram mudancas nas suas fung¢des vitais (crescimento,
reproducdo e morte). Também foi avaliado o parametro peso fresco (g) para
determinar a toxicidade dos herbicidas.

Os dados da CEsp para cada um dos parametros e porcentagem de mortalidade
para os organismos nao-alvo foram calculados por meio do método estatistico de
Trimmed Spearman-Karber (p < 0,05), com o auxilio do programa computacional
Trimmed Spearman-Karber Method Version 1.5 (HAMILTON et al. 1977).

Para os dados de massa fresca das plantas, foi realizado o calculo da

porcentagem de reducao da massa fresca (MF), conforme a seguinte formula:

massa tratamento
Reducido da MF (%) = [1 — ( >] 100

massa testemunha

Onde,

Reducéo da MF (%) = reducédo percentual da massa fresca;

Massa tratamento = massa fresca de cada unidade amostral do tratamento, em
gramas;

Massa da testemunha = massa fresca média das unidades amostrais da
testemunha, em gramas.
através CENO (concentracao de efeito ndo observado) e CEO (concentragao de efeito
observado). Estes foram submetidos a analise de normalidade (teste de Chi-
Quadrado) e homogeneidade das variancias (teste de Bartlett) e, em seguida a analise
de variancia (ANOVA). O teste de Dunnett foi utilizado para verificar a existéncia de
diferengas entre os tratamentos e o controle em dados que seguiram uma distribuicao

normal.
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5.4. Resultados e Discussao

A tabela 7 apresenta dados sobre a CEso (Concentragao Efetiva 50%) dos trés
herbicidas (clomazone, sulfentrazone e indaziflam) em Lemna minor.

Os resultados revelam que todos os herbicidas sao classificados como
“‘Moderadamente toxicos” para a espécie. O clomazone possui uma CEso de 0,41 mg
L' (4,45-0,01), o sulfentrazone tem uma CEso de 0,73 (114,62-0,00) e o indaziflam
possui uma CEsode 0,12 mg L' (0,26-0,05). Esses valores indicam que é necessario
apenas uma concentragao relativamente baixa desses herbicidas para causar efeitos
adversos nas plantas aquaticas.

Tabela 7. Concentragdo Efetiva 50% (CEso) em mg i.a. L' e Classificagdo de
Toxicidade de clomazone, sulfentrazone e indaziflam em Lemna minor.

Herbicidas Lim. Sup. (95%) CEso Lim. Inf. (95%) Classificagcao*®

Clomazone 445 0,41 0,01 Moderadamente toxico
Sulfentrazone 114,62 0,73 0,001 Moderadamente téxico

Indaziflam 0,26 0,12 0,05 Moderadamente toxico

*Lewis et al. (2016).

A figura 23 apresenta a porcentagem de redugéo da biomassa fresca (%) de L.
minor apos a exposicao aos diferentes herbicidas. Para o herbicida clomazone (Figura
23A) as maiores porcentagens de redugdo (11,16; 36,4 e 118,0 mg L") foram
significativos. Os dados de CENO (3,44 mg L") e CEO (11,16 mg L*') podem ser
observados de acordo com o teste de Dunnett (p<0,05).

Para indaziflam (Figura 23C), as concentragcbes 0,09; 0,012; 0,015 e 0,018
foram significativas e obtiveram as maiores porcentagens de redugéo da massa fresca
das macrofitas. Os dados de CENO e CEO correspondem a 0,06 e 0,09 mg L,
respectivamente. Enquanto o sulfentrazone (Figura 23B) apresentou significancia
desde a menor concentragao testada, sendo possivel identificar apenas o CEO (0,0 e
10,0 mg L.
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Figura 23. Porcentagem de redugéo da biomassa fresca (%) de Lemna minor quando
expostas a concentragdes crescentes de clomazone (A), sulfentrazone (B) e
indaziflam (C) em mg L' aos 7 dias. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo
teste de Dunnett para biomassa e numero de sobreviventes. (1) Desvio padr&o.

No que diz respeito a exposi¢ao das macrofitas ao clomazone, observa-se uma
discrepancia em relagcado aos valores de toxicidade encontrados na literatura quando
considerado os dados obtidos no presente trabalho. Segundo a U.S. EPA (2005), os
valores de toxicidade (CEso) do clomazone para a espécie Lemna gibba foram
registrados como 12,0 mg L. Além disso, Vechia et al. (2016) constataram que a
concentragéo de clomazone de 3,44 mg L' resultou em 36,0 % de mortalidade em L.
minor, enquanto 118,0 mg L' causou a mortalidade de 100,0%.

Este herbicida ja foi detectado em mais de 60% das amostras coletadas no
Cérrego Rico (SP) (SANTOS et al., 2015), e foi o segundo mais detectado (62,0%) em
amostras de agua de chuva, cisternas, corregos, lagoas, nascentes, pogos semi-
artesianos, represas e um rio na sub-bacia do Rio Samambaia, no Distrito Federal e
leste de Goias, durante a estagéo seca (CORREIA et al., 2020). Devido a sua alta

solubilidade em agua (1212,0 mg L") (PPDB, 2023), associada a sua elevada pressao
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de vapor (1,44 x 10* mm Hg a 25 °C) (SENSEMAN, 2007) e moderada capacidade
de volatilizacdo (RODRIGUES; ALMEIDA, 2018), apresenta um consideravel
potencial de contaminacéo de aguas subterraneas (SANTOS et al., 2013).

Em relacdo ao sulfentrazone, os dados de Silva et al. (2020) corroboram com
os resultados obtidos no presente estudo (CEso;7d 0,73 mg L"), uma vez que esses
autores constataram um CEso de 0,80 mg L' para L. minor. Em contraste, de acordo
com Pereira et al. (2019), o herbicida sulfentrazone revelou-se mais toxico para este
bioindicador, demonstrando um CE50;7d de 21,10 mg L.

Thorngren et al. (2016), destacaram que a margem de seguranga (MOS10 -
margem de seguranca de 10,0%) para os efeitos da concentragdo de agua de
escoamento de sulfentrazone foi de 7,8 para Pseudokirchneriella subcapita e 1,1 para
L. minor, sendo que valores MOS10 superiores a 1,0 indicam um potencial risco
significativo. Além disso, a lixiviagdo pronunciada do sulfentrazone nos horizontes
mais profundos tanto do Argissolo quanto do Latossolo, quando ultrapassa os
primeiros 10 cm da superficie do solo, intensifica consideravelmente o potencial de
contaminagédo das aguas subterraneas (BARCELLOS JUNIOR et al., 2022).

Na literatura, até o momento, ndo ha informagdes documentadas sobre a CEso
e/ou os efeitos na biomassa de L. minor em resposta ao indaziflam. Portanto, a
presenca deste herbicida representa uma potencial preocupacdo para esse
ecossistema, uma vez que evidenciou uma redugao significativa na biomassa de L.
minor a partir da concentragdo de 0,09 mg L-'. Importante notar que, apesar dessa
influéncia negativa, o indaziflam demonstra uma baixa propensao a lixiviagdo. A sua
movimentacao no perfil do solo até 35 cm de profundidade, mesmo com sua baixa
solubilidade (0,0028 kg m-3 a 200C), é atribuida a sua baixa capacidade de sorgéo,
conforme observado em um Latossolo Vermelho-Amarelo (GONCALVES, 2018;
SOUZA, 2018).

O mecanismo de agao do indaziflam, que esta relacionado a inibicado da
biossintese de celulose, atua no complexo celulose sintase, resulta na incapacidade
de formacéo de novas células na parede celular, impactando o desenvolvimento de
novas folhas. Em contraste, as folhas ja desenvolvidas raramente sdo afetadas. Essa
sequéncia de eventos conduz a paralisacdo do crescimento, clorose, seguida de
necrose e, por fim, a morte da planta (GUERRA et al.; BRABHAM et al., 2014).

Portanto, esses resultados salientam a importancia de avaliar os potenciais

impactos dos herbicidas clomazone, sulfentrazone e indaziflam no ambiente aquatico,
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realgando a sensibilidade da L. minor a esses compostos e um o6timo bioindicador
deste ambiente. Destaca-se, ademais, a necessidade de investigar as interacoes
desses herbicidas entre si e com outros organismos do mesmo ecossistema, com o
intuito de compreender mais detalhadamente os efeitos e comportamentos dessas
substancias no ambiente aquatico. Dessa forma, essas constatagdes fornecem
informacgdes cruciais para orientar o monitoramento e a formulagao de estratégias na

gestado ambiental.
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5.5. Conclusao

Para as condi¢des do presente estudo, pode-se concluir:

Os herbicidas testados - clomazone, sulfentrazone e indaziflam - séo
considerados moderadamente toxicos para a planta aquatica L. minor. Esses
compostos revelaram uma notavel sensibilidade, mostrando que mesmo em
concentragbes baixas podem causar efeitos prejudiciais. Além disso, as analises

demonstraram reduc¢des significativas na biomassa fresca de L. minor.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, destacam-se
consideragdes finais relevantes para melhor compreenséo do impacto dos herbicidas
clomazone, sulfentrazone e indaziflam em diversos ecossistemas.

Em relagdo ao carryover desses herbicidas em soja, amendoim e crotalaria,
verificou-se que tanto clomazone quanto sulfentrazone ndo causaram efeitos
adversos no crescimento e desenvolvimento das plantas estudadas,
independentemente do periodo de semeadura e das concentracdes testadas até a
dose comercial recomendada. Contudo, observou-se impacto significativo na
biomassa de L. minor a partir de concentracdes especificas desses herbicidas,
indicando a necessidade de atengdo quanto aos potenciais efeitos em organismos
aquaticos nao-alvo. Em relagdo a toxicidade desses herbicidas para organismos
terrestres, a exposi¢cdo aguda de E. andrei revelou valores de CLso indicativos de
sensibilidade desses organismos as concentragdes dos herbicidas, porém ainda bem
superiores ao equivalente a dose comercial recomendada para campo. Além disso,
as minhocas apresentaram altera¢gdes no comportamento de fuga e reprodu¢do em
concentragbes minimas testadas.

Quanto a aplicagao do herbicida indaziflam, observou-se alta fitotoxicidade
para soja, amendoim e crotalaria, bem como para as plantas aquaticas nao-alvo,
evidenciando seu impacto em diferentes ambientes. A biomassa de L. minor foi
afetada em concentragdes inferiores a 0,1 mg i.a. L-'. Quanto a toxicidade para
organismos terrestres, embora os resultados revelem uma baixa toxicidade para E.
andrei em exposi¢coes agudas, efeitos adversos foram observados em exposicoes
crénicas. E importante notar que esses efeitos ainda se mantém abaixo da dose
comercial recomendada para cana-de-aglcar, que equivale a 0,2 mg kg”,
proporcionando uma abordagem tier level | sobre os riscos associados ao uso desse

herbicida em ambientes terrestres.
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APENDICES

Apéndice I. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parédmetro fitotoxicidade do
herbicida clomazone em crotalaria.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 734,33333333 183,58333333 64,79** < 0,0001
Efeito Fator B 5 3611,3333333 722,26666667 254,92** < 0,0001

Ef. Interagcdo AxB 20 1023,6666667 51,183333333 18,06** < 0,0001

(Tratamentos) 29 5369,3333333 - -

Residuo 120 340,00000000 2,8333333333 -

Total 149 5709,3333333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice Il. Analise de variadncia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade do
herbicida sulfentrazone em crotalaria.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 91,000000000 22,750000000 9,10** < 0,0001
Efeito Fator B 5 5149,3333333 1029,8666667 411,95** < 0,0001

Ef. Interagcdo AxB 20 159,00000000 7,9500000000 3,18** < 0,0001

(Tratamentos) 29 5399,3333333 - -

Residuo 120 300,00000000 2,5000000000 -

Total 149 5699,3333333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
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nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice lll. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade do
herbicida indaziflam em crotalaria.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P

Efeito Fator A 4 6455,0000000 1613,7500000 13,99** < 0,0001
Efeito Fator B 5 138586,83333 27717,366667  240,32** < 0,0001

Ef. Interagdo AxB 20 6239,0000000 311,95000000 2,70** 0,0004

(Tratamentos) 29 151280,83333 - -

Residuo 120 13840,000000 115,33333333 -

Total 149 165120,83333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice IV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das plantas
de crotalaria com aplicagéo do herbicida clomazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 928,36006667 232,09001667 30,88** < 0,0001
Efeito Fator B 5 3033,4528833 606,69057667 80,73** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 297,85153333 14,892576667 1,98* 0,0126

(Tratamentos) 29 4259,6644833 - -

Residuo 120 901,81200000 7,5151000000 -

Total 149 5161,4764833 - -
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Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice V. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das plantas
de crotalaria com aplicagao do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1090,3756000 272,59390000 17,30** < 0,0001
Efeito Fator B 5 4252,5552000 850,51104000 53,97** < 0,0001

Ef. Interagdo AxB 20 308,11080000 15,405540000 0,98NS 0,4938

(Tratamentos) 29 5651,0416000 - -
Residuo 120 1891,1320000 15,759433333 -
Total 149 7542,1736000 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice VI. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das plantas
de crotalaria com aplicacao do herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 98,942933333 24,735733333 1,51NS 0,2034
Efeito Fator B 5 18104,829933 3620,9659867 221,14** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 274,11306667 13,705653333 0,84NS 0,6648

(Tratamentos) 29 18477,885933 - -

Residuo 120 1964,8800000 16,374000000 -

Total 149 20442,765933 - -
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Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice VII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parédmetro area foliar das
plantas de crotalaria com aplicagdo do herbicida clomazone.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 3,7103190266 0,9275797567 4,39** 0,0024
Efeito Fator B 5 210,35813185 42,071626370  199,12** < 0,0001

Ef. Interagcdo AxB 20 2,5149414624 0,1257470731 0,60NS 0,9097

(Tratamentos) 29 216,58339234 - -

Residuo 120 25,354476530 0,2112873044 -

Total 149 241,93786887 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice VIII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de crotalaria com aplicacdo do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 4,8253306667 1,2063326667 5,91** 0,0002
Efeito Fator B 5 236,33018600 47,266037200 231,54** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 2,8771173333 0,1438558667 0,70NS 0,8149

(Tratamentos) 29 244,03263400 - -

Residuo 120 24,496440000 0,2041370000 -

Total 149 268,52907400 - -
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Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice IX. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de crotalaria com aplicagdo do herbicida indaziflam.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1,7646633333 0,4411658333  2,39NS 0,0550
Efeito Fator B 5 337,65661221 67,531322442  365,10** < 0,0001

Ef. Interagcdo AxB 20 2,7602396667 0,1380119833 0,75NS 0,7709

(Tratamentos) 29 342,18151521 - -

Residuo 120 22,195715000 0,1849642917 -

Total 149 364,37723021 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice X. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem de
reducdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de crotalaria com aplicagao
do herbicida clomazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 44031,434260 11007,858565 263,70** < 0,0001
Efeito Fator B 5 4678,7410385 935,74820769 22,42** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 7004,6889542 350,23444771  8,39** < 0,0001

(Tratamentos) 29 55714,864253 - -

Residuo 120 5009,3096904 41,744247420 -
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Total 149 60724,173943 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice Xl. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem de
reducdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de crotalaria com aplicagéo
do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 55491,145972 13872,786493  255,37** < 0,0001
Efeito Fator B 5 3282,1245646 656,42491292  12,08** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 10901,733159 545,08665796 10,03** < 0,0001

(Tratamentos) 29 69675,003696 - -

Residuo 120 6518,9767981 54,324806651 -

Total 149 76193,980494 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XIl. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem de
reducdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de crotalaria com aplicagao
do herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 22165,836536 5541,4591339 54,01** < 0,0001
Efeito Fator B 5 7543,4066893 1508,6813379 14,70** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 22717,002207 1135,8501104  11,07** < 0,0001

(Tratamentos) 29 52426,245432 - -
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Residuo 120 12312,110604 102,60092170 -

Total 149 64738,356036 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XIIl. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade do
herbicida clomazone em amendoim.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 3592,4565334 898,11413336 21,98** < 0,0001
Efeito Fator B 5 4175,2011439 835,04022879 20,44** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 1697,5361021 84,876805105 2,08** 0,0083

(Tratamentos) 29 9465,1937795 - -

Residuo 120 4902,9517262 40,857931052 -

Total 149 14368,145506 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XIV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade
do herbicida sulfentrazone em amendoim.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 31901,000000 7975,2500000 368,09** < 0,0001
Efeito Fator B 5 93192,000000 18638,400000 860,23** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 29633,000000 1481,6500000 68,38** < 0,0001
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(Tratamentos) 29 154726,00000 - -

Residuo 120 2600,0000000 21,666666667 -

Total 149 157326,00000 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XIV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade
do herbicida indaziflam em amendoim.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 25681,000000 6420,2500000 46,83** < 0,0001
Efeito Fator B 5 106979,33333 21395,866667  156,08** < 0,0001

Ef. Interagcdo AxB 20 23009,000000 1150,4500000 8,39** < 0,0001

(Tratamentos) 29 155669,33333 - -
Residuo 120 16450,000000 137,08333333 -
Total 149 172119,33333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XV. Anadlise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de amendoim com aplicagao do herbicida clomazone.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 2492,8789333 623,21973333  201,32** < 0,0001
Efeito Fator B 5 517,83893333 103,56778667  33,46** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 846,50906667 42,325453333 13,67** < 0,0001
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(Tratamentos) 29 3857,2269333 - -

Residuo 120 371,48000000 3,0956666667 -

Total 149 4228,7069333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XVI. Andlise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de amendoim com aplicagao do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 2085,8733333 521,46833333  157,08** < 0,0001
Efeito Fator B 5 1358,2165333 271,64330667 81,82** < 0,0001

Ef. Interagdo AxB 20 651,13946667 32,556973333 9,81** < 0,0001

(Tratamentos) 29 4095,2293333 - -

Residuo 120 398,38400000 3,3198666667 -

Total 149 4493,6133333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XVII. Andlise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de amendoim com aplicagao do herbicida indaziflam.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P

Efeito Fator A 4 2167,5690667 541,89226667 78,58** < 0,0001

Efeito Fator B 5 2403,4715333 480,69430667 69,71** < 0,0001
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Ef. Interacdo AxB 20 356,46613333 17,823306667  2,58** 0,0008

(Tratamentos) 29 4927,5067333 - -

Residuo 120 827,49600000 6,8958000000 -

Total 149 5755,0027333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Apéndice XVIII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de  amendoim com aplicacao do herbicida clomazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 86,694202093 21,673550523 22,00** < 0,0001
Efeito Fator B 5 163,55130518 32,710261036 33,20** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 28,607531587 1,4303765793  1,45NS 0,1120

(Tratamentos) 29 278,85303886 - -

Residuo 120 118,23408440 0,9852840367 -

Total 149 397,08712326 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XIX. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de amendoim com aplicagdo do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 98,470866507 24,617716627  48,35** < 0,0001
Efeito Fator B 5 447,89966683 89,579933367  175,92** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 126,40393933 6,3201969667 12,41** < 0,0001

(Tratamentos) 29 672,77447267 - -

Residuo 120 61,104897200 0,5092074767 -

Total 149 733,87936987 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Apéndice XX. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de amendoim com aplicagao do herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 163,11625863 40,779064657  48,62** < 0,0001
Efeito Fator B 5 491,61140523 98,322281047  117,23** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 55,271433933 2,7635716967 3,30** < 0,0001

(Tratamentos) 29 709,99909779 - -

Residuo 120 100,64479280 0,8387066067 -

Total 149 810,64389059 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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Apéndice XXI. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de redugcdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de amendoim com
aplicagao do herbicida clomazone.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 14785,000616 3696,2501540 37,23** <0,0001
Efeito Fator B 4 2732,3497685 683,08744213 6,88** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 16 1136,9044754 71,056529710 0,72NS 0,7721

(Tratamentos) 24 18654,254860 - -

Residuo 100 9927,9301691 99,279301691 -

Total 124 28582,185029 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXII. Analise de varidncia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de redugcdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de amendoim com
aplicacao do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 14423,706558 3605,9266395 46,76** < 0,0001
Efeito Fator B 4 12085,600849 3021,4002123 39,18** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 16 4963,5064045 310,21915028 4,02** < 0,0001

(Tratamentos) 24 31472,813812 - -

Residuo 100 7711,2480700 77,112480700 -
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Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXIIl. Andlise de varidncia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de reducdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de amendoim com
aplicagao do herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 13720,238967 3430,0597417  48,48** < 0,0001
Efeito Fator B 4 12141,088503 3035,2721257  42,90** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 16 1515,8721452 94,742009075 1,34NS 0,1891

(Tratamentos) 24 27377,199615 - -

Residuo 100 7074,8572527 70,748572527 -

Total 124 34452,056868 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXIV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade
do herbicida clomazone em soja.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1590,6666667 397,66666667 132,56** < 0,0001
Efeito Fator B 5 293,50000000 58,700000000 19,57** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 537,33333333 26,866666667 8,96 < 0,0001

(Tratamentos) 29 2421,5000000 - -

Residuo 120 360,00000000 3,0000000000 -

Total 149 2781,5000000 - -
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Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade
do herbicida sulfentrazone em soja.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1367,3333333 341,83333333 6,27** 00,0001
Efeito Fator B 5 1163,3333333 232,66666667 4,27** 0,0013

Ef. Interacdo AxB 20 3116,6666667 155,83333333 2,86 0,0002

(Tratamentos) 29 5647,3333333 - -

Residuo 120 6540,0000000 54,500000000 -

Total 149 12187,333333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXVI. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro fitotoxicidade
do herbicida indaziflam em soja.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 41749,333333 10437,333333 43,72** < 0,0001
Efeito Fator B 5 143222,83333 28644,566667 119,98** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 22124,666667 1106,2333333 4,63** < 0,0001

(Tratamentos) 29 207096,83333 - -

Residuo 120 28650,000000 238,75000000 -
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Total 149 235746,83333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXVII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de soja com aplicagéo do herbicida clomazone.

Causas de Variagao  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 2525,2578500 631,31446250 84,66** < 0,0001
Efeito Fator B 5 19,652287500 3,9304575000 0,53NS 0,7554

Ef. Interacdo AxB 20 781,48165000 39,074082500  5,24** < 0,0001

(Tratamentos) 29 3326,3917875 - -

Residuo 120 894,80750000 7,4567291667 -

Total 149 4221,1992875 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XVIII. Andlise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de soja com aplicagdo do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1911,9709333 477,99273333 17,45** < 0,0001
Efeito Fator B 5 302,45633333 60,491266667 2,21NS 0,0578

Ef. Interacdo AxB 20 1108,4186667 55,420933333 2,02* 0,0105

(Tratamentos) 29 3322,8459333 - -

Residuo 120 3286,3480000 27,386233333 -
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Total 149 6609,1939333 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXIX. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro altura das
plantas de soja com aplicagdo do herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 3066,0564000 766,51410000 17,45** < 0,0001
Efeito Fator B 5 12129,129333 2425,8258667 55,24** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 2269,4740000 113,47370000 2,58** 0,0008

(Tratamentos) 29 17464,659733 - -

Residuo 120 5269,9920000 43,916600000 -

Total 149 22734,651733 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS né&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXX. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de soja com aplicagao do herbicida clomazone.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 235,28801973 58,822004932 19,32** < 0,0001
Efeito Fator B 5 118,99816721 23,799633442 7,82** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 73,720636646 3,6860318323 1,21NS 0,2577

(Tratamentos) 29 428,00682358 - -
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Residuo 120 365,41692750 3,0451410625 -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXXI. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de soja com aplicagdo do herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 1656,8563550 414,21408875 0,67NS 0,6152
Efeito Fator B 5 3081,0626293 616,21252587 0,99NS 0,4243

Ef. Interacdo AxB 20 12146,153699 607,30768495 0,98NS 0,4910

(Tratamentos) 29 16884,072683 - -
Residuo 120 74370,406000 619,75338333 -
Total 149 91254,478683 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXXII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro area foliar das
plantas de soja com aplicagdo do herbicida indaziflam.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 312,19445840 78,048614600 21,99** < 0,0001
Efeito Fator B 5 2945,6919493 589,13838987  166,02** < 0,0001

Ef. Interacao AxB 20 167,18537600 8,3592688000 2,36 0,0023
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(Tratamentos) 29 3425,0717837 - -
Residuo 120 425,82371560 3,5485309633 -
Total 149 3850,8954993 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXXIII. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de reducdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de soja com aplicagdo do
herbicida clomazone.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 308,42956400 77,107391000 82,70** < 0,0001
Efeito Fator B 5 203,75506733 40,751013467 43,71** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 102,29995600 5,1149978000 5,49** < 0,0001

(Tratamentos) 29 614,48458733 - -

Residuo 120 111,88088000 0,9323406667 -

Total 149 726,36546733 - -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXXIV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de reducao da massa seca da parte aérea (%) das plantas de soja com aplicagdo do
herbicida sulfentrazone.

Causas de Variagado  GL SQ QM F P

Efeito Fator A 4 415,85814267 103,96453567 64,07** < 0,0001

Efeito Fator B 5 241,33981933 48,267963867 29,75** < 0,0001
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Ef. Interacdo AxB 20 100,19185733 5,0095928667 3,09 < 0,0001

(Tratamentos) 29 757,38981933 - -

Residuo 120 194,71048000 1,6225873333 -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS n&o significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Apéndice XXXV. Analise de variancia (ANOVA) referente ao parametro porcentagem
de redugdo da massa seca da parte aérea (%) das plantas de soja com aplicagéo do
herbicida indaziflam.

Causas de Variagdo  GL SQ QM F P
Efeito Fator A 4 42,756016000 10,689004000 5,17** 0,0007
Efeito Fator B 5 1608,0806080 321,61612160 155,54** < 0,0001

Ef. Interacdo AxB 20 116,76391200 5,8381956000 2,82** 0,0003

(Tratamentos) 29 1767,6005360 - -

Residuo 120 248,13228000 2,0677690000 -

Fator A: Periodos; Fator B: Doses. *significativo a 5%, **significativo a 1% e NS nao significativo ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.



