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RESUMO
O uso de herbicidas com longo residual pode impactar a produtividade das
culturas agricolas e provocar efeitos negativos nos ecossistemas terrestres e
aquaticos devido ao escorrimento superficial ou lixiviacdo. Nesse contexto, o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito residual dos herbicidas clomazona,
sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron e seus efeitos agudos (CEso; CENO e
CEO) em diferentes espécies de macréfitas: Lemna minor e Azolla caroliniana.
O experimento foi conduzido em laboratdrio, de acordo com as normas OECD
(2002), de toxicidade (CEso;7d; CENO e CEOQO) para analisar o efeito dos
herbicidas em diferentes concentragBes, segundo a tabela ecotoxicoldgica no
cultivo de L. minor e de A. caroliniana, e assim, avaliar a mortalidade e massa
fresca (g) por um periodo de 7 dias. Ao final dos trabalhos conduzidos em
laboratério, os dados obtidos quanto aos testes agudos foram avaliados a
concentragéo que causou efeito agudo a 50% dos organismos, 0 que corresponde
a concentracdo efetiva média (CEsp), para posteriormente calcular e comparar
com o valor médio apresentado na carta-controle do laboratério. A CEso foi
calculada utilizando o método estatistico Trimmed Spearman-Karber (p < 0,05).
Para determinar CENO e CEO, os dados foram submetidos a anélise de
normalidade (teste de Qui-Quadrado) e homogeneidade das variancias (teste de
Bartlett), e, em seguida a analise de variancia, com o teste de Dunnett para
verificar a existéncia de diferencas significativas entre os tratamentos e o
controle. Portanto, verificou-se que, para a espécie Lemna minor, as CEso dos
herbicidas clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron foram de 0,41,
0,73;0,12 e 0,21 mg.L, respectivamente. Ja para a macrdfita Azolla caroliniana,
as CEso determinadas foram de 3,26 mg.L? para clomazona, 0,51 mg.L™ para
sulfentrazona, 0,11 mg.L™? para indaziflam e 0,71 mg.L™ para tebutiuron. Todos
os herbicidas demonstraram toxicidade moderada para ambas as espécies
testadas, causando reducdes significativas na massa fresca, mesmo em

concentragdes mais baixas.

Palavras-Chave: herbicidas, Lemna minor, ecotoxicologia, fitotoxicidade,

Azolla caroliniana.
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1. INTRODUCAO

Os herbicidas clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron séo
frequentemente utilizados em aplicacfes de pré-emergéncia para o controle de plantas
daninhas, especialmente em culturas como a cana-de-acicar (RODRIGUES;
ALMEIDA, 2018). Esses herbicidas sdo reconhecidos por sua eficacia agronémica, mas
0 uso inadequado pode acarretar riscos significativos, ja que possuem alta persisténcia
no ambiente, o que pode afetar negativamente culturas subsequentes devido o seu longo
periodo residual (MANCUSO et al., 2011).

Além disso, devido a processos de transporte como lixiviagdo e escoamento
superficial, esses herbicidas podem contaminar corpos d'dgua, impactando tanto a
qualidade de &guas superficiais e subterraneas (SANTOS et al., 2013) quanto causando
desequilibrios ecoldgicos nos ecossistemas aquaticos (NASCIMENTO; NAVAL,
2019).

De acordo com René Truhaut (Truhaut, 1977), toxicologista responsavel pela
criacdo do termo ecotoxicologia, a mesma € classificada como a ciéncia que estuda o0s
efeitos de substancias sintéticas ou naturais sobre os organismos vivos, populagdes e
comunidades, terrestres ou aquaticas, constituintes da biosfera. A ecotoxicologia possui
papel protagonista como ferramenta de monitoramento ambiental, tendo como base a
resposta de organismos que estejam sofrendo algum tipo de estres quimico
(MAGALHAES, 2008).

Detalhes relacionados a exposicéo, suscetibilidade do organismo, caracteristicas
quimicas do agente e fatores ambientais sdo fatores de extrema importancia quando se
trata do estudo de toxicidade de um determinado composto quimico. Espécies
diferentes podem possuir diferentes niveis de suscetibilidade, principalmente devido a
variancia de metabolismo, habitos, comportamentos, e diversos outros pontos
responsaveis por tornar cada espécie singular em relacdo a ecotoxicologia
(CARVALHO, 2011).

Em estudos com os herbicidas atrazina, diuron, simazina e glifosato, Kumar e

Han (2010) observaram que o diuron apresentou a maior toxicidade (CLso de 0,016
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ug.L™), enquanto o glifosato (CLso de 16 pg.L™) foi classificado como o0 menos toxico
para a macrofita Lemna minor. Conforme destacado por Sikorsk et al. (2019), L. minor
¢ amplamente reconhecida como uma espécie bioindicadora em ambientes de agua
doce, sendo frequentemente empregada em avaliacGes de risco ambiental para medir 0s
impactos potenciais de contaminantes nos produtores primarios. Da mesma forma, A.
caroliniana também é considerada uma importante bioindicadora da qualidade da agua
(Silva et al., 2012), caracterizando-se pelo seu facil manuseio, ciclo de vida curto,

tamanho pequeno e distribuicdo cosmopolita (Vechia et al., 2016).

Dada a escassez de informagdes, especialmente em condigdes tropicais, é crucial
investigar os efeitos dos herbicidas clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron,
principalmente em relacdo a organismos ndo-alvo. Esses estudos podem contribuir para
garantir maior seguranca na recomendacdo e aplicacdo desses produtos no campo.
Assim, o objetivo deste trabalho é verificar a hipdtese de que herbicidas com residual
prolongado (clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron) podem causar

toxicidade em organismos aquéticos nao-alvo.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O comportamento dos herbicidas no ambiente depende de diversos fatores,
principalmente processos de transporte, retencdo e transformacgdo. Em termos de
transporte, fenbmenos como lixiviagdo, escoamento superficial, volatilizacdo e deriva
de pulverizacdo tém grande relevancia. Ja no contexto de retencdo, destacam-se a
adsorcdo por particulas coloidais do solo, absor¢éo pelas plantas e por organismos néo-
alvos. Quando se trata dos processos de transformacéo, ocorrem tanto degradacgdes
bioldgicas, como a agdo de microrganismos, quanto quimicas e fisicas (GUERRA et
al., 2016; CORREIA, 2018).

As perdas associadas ao transporte de herbicidas podem ser significativas. O
escoamento superficial, que ocorre de forma horizontal, resulta no deslocamento dos
herbicidas adsorvidos as particulas do solo pela &gua da chuva, carregando-os até
corpos d’agua como rios e lagos (SILVA et al., 2014). A lixiviacdo, por outro lado,
envolve o transporte vertical desses compostos pelo perfil do solo, facilitado pela agua
da chuva ou da irrigagdo (GUERRA et al., 2016; SPADOTTO; GOMES, 2021). Como
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consequéncia, esses herbicidas podem atingir tanto aguas superficiais quanto lengois
fredticos, gerando desafios consideraveis para a descontaminacdo (TOMITA,
BEYRUTH, 2002).

A volatilizacdo refere-se a mudanca de estado fisico do herbicida, no qual o
produto passa para a forma de vapor, sendo disperso na atmosfera (CORREIA, 2018).
Nessa transicéo, o herbicida ndo perde sua atividade fitotoxica, mas se desloca de uma
matriz para outra no ambiente. Esse movimento pode resultar no acimulo do produto
em culturas vizinhas sensiveis, na atmosfera ou em recursos hidricos superficiais e
subsuperficiais (CORREIA, 2018).

A sor¢do corresponde ao processo de atracdo e retencao do herbicida no solo. 1sso
envolve a adsorcdo do composto a fracao solida do solo ou sua absorcao por plantas e
outros organismos vivos (GEBLER; SPADOTTO, 2008). A adsor¢ao ocorre por meio
de intera¢des hidrofdbicas, fisicas e quimicas, onde as moléculas do herbicida aderem
a superficie dos coléides minerais (argila) ou organicos (matéria organica) presentes no
solo. A intensidade dessas forcas de adsorcdo pode variar de fraca a extremamente forte
(CORREIA, 2018).

A transformacdo das moléculas de herbicidas ocorre por meio de reagdes
quimicas abioticas, como a degradacdo quimica e a fotodegradacdo, e por processos
biol6gicos, como a biodegradacdo, que envolve a metabolizacdo e/ou mineralizacdo
promovida por fungos e bactérias. Dentre esses processos, a biodegradacdo geralmente
se destaca como a principal via de dissipacdo desses compostos no ambiente
(ANDRIGHETTI et al., 2014).

Os fatores que determinam o comportamento dos herbicidas no ambiente estéo
fortemente relacionados as caracteristicas fisico-quimicas das suas moléculas. Entre
essas caracteristicas estdo a solubilidade em agua (Sw), a pressdo de vapor (PV), o
coeficiente de particdo octanol-agua (Kow), e a constante de ionizagéo acida (pKa) ou
béasica (pKb). Outros parametros importantes incluem o coeficiente de adsor¢éo (Koc),
a constante da lei de Henry (H) e a meia-vida (t¥2) do composto (KUVA; SALGADO,
2014). Essas propriedades influenciam significativamente como os herbicidas se
comportam, se distribuem e se degradam no ambiente, afetando sua mobilidade,
persisténcia e potencial de contaminacgdo. Um estudo realizado por Ruy e Reis (2012)
sobre o risco de contaminacdo das aguas subterrdneas em areas de cana-de-agucar

revelou que herbicidas com meia-vida longa (alta persisténcia no ambiente) e baixos
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valores de adsor¢do a fragdo organica do solo (Koc), como ametrina, tebutiuron,

hexazinona e sulfentrazona, apresentam maior risco de contaminagao.

A solubilidade dos herbicidas desempenha um papel crucial no transporte dessas
substancias até corpos d'agua, especialmente em condicdes de precipitacdo, o que eleva
0 risco de contaminacdo ambiental (MARCHESAN et al., 2010; DELLAMATRICE;
MONTEIRO, 2014). Em um estudo realizado na microbacia do Coérrego Rico, em
Jaboticabal-SP, Santos et al. (2015) identificaram a presenca de clomazona em mais de
60% das amostras analisadas, associando seu elevado potencial de contaminacgdo as
caracteristicas fisico-quimicas, como alta solubilidade em agua (1,1 L™) e baixo
coeficiente de adsorcéo ao solo (Koc de 300 mL.g™).

Segundo Dias et al. (2018), o herbicida atrazina apresentou baixa adsorcdo a
fracdo organica do solo (Koc), o que favorece sua lixiviacdo e transporte superficial,
aumentando o risco de contaminacdo de aguas superficiais e subterraneas. Nascimento
e Naval (2019), ao analisar o herbicida glifosato, identificaram alta miscibilidade,
caracterizando-o como altamente soltvel, o que também representa um significativo

potencial poluidor para corpos d'agua.

H& vaérios relatos na literatura sobre a contaminacdo de aguas superficiais e
subterraneas por herbicidas. Um exemplo é o da sub-bacia do Rio Corumbatali,
pertencente ao Rio Piracicaba, onde foram detectadas concentragdes de tebutiuron em
amostras de aguas profundas do Aquifero Guarani, em uma regido intensamente
cultivada com cana-de-agucar (GOMES; SPADOTTO, 2001).

Armas et al. (2007) identificaram que os herbicidas foram a categoria de
agrotdxicos mais amplamente utilizada na cultura de cana-de-aglcar na sub-bacia do
Rio Corumbatai, SP. Entre janeiro de 2000 e dezembro de 2003, destacaram-se na
aplicacdo os produtos glifosato, atrazina, ametrina, 2,4-D, metribuzin e diuron, que
foram usados com maior frequéncia. Por outro lado, Britto et al. (2012) relataram a
deteccdo de 2,4-D, clomazona e diuron nas aguas do Rio Poxim, SE, que serve como
fonte de abastecimento pulblico. Esses herbicidas foram encontrados em areas
adjacentes as plantacGes de cana-de-agucar, evidenciando a potencial contaminacao dos

recursos hidricos devido a atividade agricola.

Ao revisar a literatura sobre residuos de herbicidas em corpos hidricos, Santos et

al. (2013) constataram que 0s compostos mais frequentemente detectados e

13



quantificados em &guas de diferentes estados brasileiros foram: glifosato e clomazona
no Rio Grande do Sul, diuron em Sergipe, 2,4-D em Santa Catarina e atrazina no Mato
Grosso. Botelho (2013) relatou concentragdes dos herbicidas ametrina e atrazina
variando de 0,25 a 1,44 ug.L ' e 0,11 a 1,92 pg.L %, respectivamente, no Rio Piracicaba
(SP). Além disso, a qualidade da &gua foi considerada baixa, com base em parametros
fisico-quimicos, em amostras coletadas em areas proximas as cidades de Americana e

Piracicaba (SP), uma importante regido produtora de cana-de-acucar.

O destino ambiental e os impactos dos agrotoxicos sobre organismos nao-alvo
influenciam negativamente a estrutura populacional, a composic¢éo e o funcionamento
dos ecossistemas (JANSEN et al., 2011; GERONIMO et al., 2014). Essas mudancas
podem ser monitoradas por meio de analises fisicas, quimicas e microbioldgicas, além
da utilizacdo de bioindicadores da qualidade da agua, que oferecem uma visdo integrada

dos efeitos desses compostos no ambiente aquético (PARMAR et al., 2016)

Ensaios ecotoxicoldgicos sdo ferramentas essenciais para a avaliacdo dos
impactos potenciais que substancias quimicas podem ter sobre a biota em ambientes
contaminados (AZEVEDO; CORONAS, 2018). Segundo Freches (2015), os ensaios
de toxicidade aguda analisam a mortalidade de organismos ap6s exposicdes de curta
duracdo a altas concentragdes de compostos tdxicos, enquanto os ensaios de toxicidade
cronica, realizados em concentragbes mais baixas, buscam identificar efeitos em
aspectos como reproducao, comportamento e alteragfes bioguimicas ao longo de

periodos prolongados.

As macroéfitas, pertencentes ao género Lemna spp., sdo organismos-testes
amplamente utilizados em ensaios de toxicidade para determinagdo de impactos
quimicos no ambiente aquatico (KISS et al., 2003). Esse bioindicador € um importante
sinalizador de exposicéo a poluentes quimicos, visto que ao serem expostos resultam
em problemas que afetam diretamente a estrutura e funcdo do ecossistema
(FREEMARK; BOUTIN, 1994).

Lemna minor € uma macrofita aquatica com ampla distribuicdo em ambientes de
agua doce e reproduz-se predominantemente de forma assexuada. Ela desempenha um
papel crucial na cadeia alimentar aquatica, funcionando como produtor primario e
servindo de alimento para uma variedade de organismos, como pequenos animais,
peixes e aves (MOHEDANO, 2004; CROSS et al., 2021). Devido a sua elevada taxa
de crescimento, sensibilidade a alteracGes rapidas de toxicidade e facilidade de cultivo
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e manejo em ambiente laboratorial, as macrdfitas da familia Lemnaceae s&o

frequentemente selecionadas para ensaios ecotoxicoldgicos (LALAU, 2010).

Azolla caroliniana é uma espécie de pteridofita aquatica, de dimensdes reduzidas
e com capacidade de flutuacdo. Caracteriza-se por apresentar raizes delicadas em
quantidade limitada e folhas bilobadas sobrepostas. Nas porcées inferiores de suas
folhas, encontram-se agrupamentos de cianobactérias pertencentes ao género
Anabaena, desempenhando um papel crucial na fixacdo do nitrogénio atmosférico
(TRYON; TRYON, 1982). A distribuicdo geografica de A. caroliniana abrange
extensivamente os tropicos e as regides das Ameéricas, sendo particularmente comum
em corpos d'agua estagnados. O rapido crescimento desta planta justifica sua aplicacao
em estudos voltados para a fitorremediacio (GUIMARAES, 2006).

A A. caroliniana é uma planta aquética flutuante que possui potencial como
bioindicadora devido a sua facil manipulacéo, ciclo de vida curto, tamanho reduzido e
distribuicdo geografica cosmopolita (VECHIA et al., 2016). No entanto, h4 uma
caréncia de dados abrangentes sobre 0 uso especifico dessa espécie como indicador
bioldgico.

De acordo com um estudo relacionado com efeito do herbicida imazapyr em
plantas ndo alvo, o herbicida em questdo causou efeito hormético na populagédo de
macrofitas (Lemna minor), tanto a massa seca quanto a massa fresca obtiveram um
aumento na maioria das subdoses testadas (PEREIRA, 2020). De acordo com Silva
(2020), o herbicida sulfentrazona estimulou o crescimento apical nas macrofitas
(Lemna minor), indicando também possivel efeito hormético desse herbicida em
relacdo a planta aquéatica em estudo.

Em um estudo conduzido por Mansano (2016) sobre os impactos crénicos de
agrotoxicos em organismos bioindicadores da qualidade da &gua, bioensaios com o
herbicida diuron demonstraram que tanto o principio ativo quanto a formulacao
comercial causaram uma inibicdo significativa no crescimento da macrofita
Raphidocelis subcapitata em concentragdes variando de 5 a 40 pg.L™*. Nesse estudo, a
concentragdo méxima na qual n&o se observou efeito adverso (CENO) foi determinada
em 2,5 ng.L1, enquanto a menor concentragéo que apresentou efeito adverso (CEO) foi
5pg.Lt,

Em estudos sobre toxicidade envolvendo algas, Neuwoehner et al. (2010)
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descobriram que os subprodutos do diuron, como MCPDMU (3-(3-clorofenil)-1,1-
dimetilureia), DCPMU (1-(3,4-diclorofenil)3-metilureia) e DCPU (1-(3,4-
diclorofenil)ureia), demonstraram uma toxicidade especifica para a alga
Pseudokirchneriella subcapitata. Além disso, Campos (2015) observou que as
macrofitas Azolla filiculoides e Phyllanthus fluitans mostraram uma sensibilidade
particularmente alta aos herbicidas glifosato, paraquat e diuron, quando expostas a esses

produtos quimicos por um periodo de 21 dias.

Em um estudo realizado com macrofitas da espécie L. minor como bioindicadores
na ecotoxicologia, também foi constatado que o herbicida diuron pode ser considerado
toxico para essa espécie. A utilizagdo desse produto levou a uma reducdo do
desenvolvimento das plantas, evidenciada pelo baixo numero de frondes quando
comparado com a testemunha. (FRANCA et al., 2013).

Diversos estudos relatam concentraces letais (CLso) em testes de toxicidade com
herbicidas utilizando L. minor e A. caroliniana, incluindo os produtos: diuron, diquat,
glifosato, simazina, metsulfuron, paraquat, 2,4-D e atrazina (FAIRCHILD et al., 1997;
KUMAR; HAN, 2010; REBELO; CALDAS, 2014; GATIDOU et al., 2015; GARLICH
et al., 2016). O herbicida clomazona apresentou uma CLsp variando entre 708,35 e
129,63 mg.L? apds 7 dias de exposicdo para a macrofita Azolla caroliniana,
demonstrando menor toxicidade em comparacéo com o oxyfluorfen, que teve uma CLsg
de 80,50 mg.L?, o glifosato na formulagdo Trop com 38,91 mg.L™?, e o glifosato na
formulagdo Scout com 23,66 mg.L™ (SILVA et al., 2012).

Nos testes de toxicidade aguda de herbicidas em relagdo a planta aquética (Wolffia
brasiliensis) como organismo bioindicador, a macrofita estudada mostrou muita
sensibilidade para os herbicidas diquat e paraquat, uma relativa sensibilidade ao
imazapyr. Ja os herbicidas atrazina, 2,4-D, saflufenacil, imazamox, penoxsulam e
metsulfuron-methyl foram considerados ndo toxicos para Wolffia brasiliensis
(PEREIRA et al., 2019).

Assim, compreender os efeitos potenciais de herbicidas com longo residual no
solo sobre organismos ndo-alvo é essencial para estabelecer uma relagéo entre as doses
eficazes para a agricultura e as concentracGes ambientalmente seguras desses produtos

quimicos.
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3. OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi:

Testar a hipotese de que os herbicidas com longo residual especificamente
clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron, causam toxicidade em
organismos aquaticos ndo-alvo. Para alcancar esse objetivo, foram

determinadas:

A toxicidade aguda dos herbicidas clomazona, sulfentrazona, indaziflam

e tebutiuron em Lemna minor e em Azolla caroliniana.

4. MATERIAL E METODOS

4.1  Descricéo geral

Os experimentos foram desenvolvidos no Laboratério de Ecotoxicologia
Ambiental (LEQA), pertencente ao Departamento de Recursos Naturais e Protecdo
Ambiental (DRNPA) da Universidade Federal de S&o Carlos, Centro de Ciéncias
Agrérias, Campus Araras/SP. Seguiu-se um delineamento inteiramente casualizado

(DIC) com 6 concentracdes de cada um dos herbicidas e 3 repeticoes.

Os herbicidas avaliados, e seus respectivos ingredientes ativos foram: 1) Gamit
360 CS, cujo ingrediente ativo é o clomazona (1.260 g. i.a. hal) de classe toxicoldgica
Il — moderadamente toxico; 2) Boral 500 SC, cujo ingrediente ativo é o sulfentrazona
(600 g. i.a. hal) de classe toxicoldgica Il — altamente toxico; 3) Alion, cujo ingrediente
ativo é o indaziflam (100 g. ha') de classe toxicoldgica 111 — moderadamente toxico; 4)
Tebutiuron Nortox, cujo ingrediente ativo é o tebutiuron (1.200 g. i.a ha) de classe
toxicologica 11 — altamente toxico (Agrofit , 2024).

4.2 Toxicidade aguda de Lemna minor e Azolla caroliniana

Teste Agudo

As plantas Lemna minor e Azolla caroliniana foram escolhidas para os ensaios
ecotoxicologicos conforme as normas da OECD (2002) e Silva et al. (2012). Para o

cultivo, as macrofitas foram mantidas em caixas plasticas com volume de 2,5 litros,
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contendo agua e uma mistura de substrato composta por latossolo, areia (com fragao
granulométrica entre 0,25 e 0,5 mm) e matéria organica de origem animal (esterco

bovino) na proporc¢édo 2:1:1 (v/v).

Posteriormente, as plantas foram aclimatadas em sala de bioensaio, com
temperatura entre 23,0 a 27,0 °C, e iluminagéo constante de 1000 lux e foram analisadas
as varidveis quanto a qualidade de &gua, como o pH, condutividade elétrica e oxigénio
dissolvido por um periodo de trés dias. Apds a aclimatacdo das espécies, as plantas

foram desinfectadas com solucdo aquosa de hipoclorito de sodio 3,0% e dgua destilada.

Apo6s andlise referente as varidveis qualitativas da agua, pOde-se obter 0s
seguintes valores: pH: 3,97; Condutividade elétrica: 259 uS/cm a 20°C; Oxigénio
dissolvido: 0,95 mg/L.

Em seguida, foram selecionadas quatro coldnias de L. minor, cada uma composta
por trés frondes, totalizando 12 frondes por recipiente, e cinco exemplares de A.
caroliniana, transferidos para recipientes de vidro com capacidade de 100 mL,
contendo 50 mL do meio de cultivo Hoagland’s (que inclui macro e micro nutrientes).
Esses organismos foram aclimatados por 24 horas. Apo6s esse periodo, foram
adicionados mais 50 mL do meio de cultivo Hoagland’s com diferentes concentragdes
dos herbicidas clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron em mg.L. Cada
tratamento contou com um controle e trés repeticdes por concentracao, sendo realizados

dois a trés testes para cada produto.

Para realizar a classificacdo ecotoxicoldgica seguiu-se os critérios da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA, 2024), categorizando as substancias
com base em sua concentracdo aguda (CEso). Substancias com concentragdes abaixo de
0,1 mg.L? sdo consideradas "muito altamente toxicas". Concentragdes entre 0,1 e 1
mg.L? sdo classificadas como "altamente toxicas". Valores de 1 a 10 mg.L™* indicam
"moderadamente tdxicas", enquanto concentracdes entre 10 e 100 mg.L?! sdo
consideradas "ligeiramente toxicas". Substancias com concentracfes acima de 100

mg.L! sdo consideradas "praticamente n&o toxicas" para organismos aquaticos.

Primeiramente foram realizados testes preliminares para o estabelecimento do
intervalo de concentracdo que causa efeitos sobre as espécies de macrofitas. Apos o

estabelecimento, foram realizados os testes definitivos sob as mesmas condicoes.

Apos a realizacdo dos testes preliminares, foram definidas as doses trabalhadas
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no presente estudo (Tabela 1), levando em consideracéo os herbicidas utilizados e suas
respectivas concentrages de ingrediente ativo: clomazona (360,0 g. i.a. L™);
sulfentrazona (500 g. i.a. LY); indaziflam (500 g. i.a. L) e tebutiuron (500 g. i.a. LY.

Tabela 1. Doses definidas para os herbicidas clomazona, sulfentrazona, tebutiuron e indaziflam.

Herbicidas Doses (mgi.a L?)
Clomazona 0,10 1,07 3,44 11,16 36,4 118,0
Sulfentrazona 0,10 1,07 3,44 11,16 36,4 118,0
Tebutiuron 0,10 1,07 3,44 11,16 36,4 118,0
Indaziflam 0,03 0,06 0,09 0,12 0,15 0,18

As avaliacOes de toxicidade aguda dos herbicidas em L. minor e A. caroliniana
foram realizadas aos 3, 5 e 7 dias apds a exposicao. Os parametros avaliados incluiram
a contagem do numero de plantas e frondes, além de observacGes de clorose e necrose
das frondes (OECD, 2002) para identificar mudancas nas funcBes vitais, como
crescimento, reproducgdo e mortalidade. Também foi mensurado o peso fresco (g) como
um parametro adicional para determinar a toxicidade dos herbicidas.

Os dados referentes & CEso para cada parametro e porcentagem de mortalidade
dos organismos ndo-alvo foram calculados utilizando o método estatistico Trimmed
Spearman-Karber (p < 0,05), com o auxilio do programa Trimmed Spearman-Karber
Method Version 1.5 (Hamilton et al., 1977). A classificacdo ecotoxicolégica foi
realizada conforme a tabela da USEPA (2017).

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

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

massa tratamento
Reducido da MF (%) = [1 - ( )] x 100

massa testemunha
Onde,

Reducédo da MF (%) = reducdo 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.

Para os dados relacionados a inibicdo da taxa de crescimento de L. minor e A,
caroliniana no teste agudo, as concentracdes de efeito ndo observado (CENO) e
concentracdo de efeito observado (CEO) foram submetidas a analise de normalidade
(teste de Chi-Quadrado) e homogeneidade das varidncias (teste de Bartlett).
Posteriormente, foi realizada a analise de variancia (ANOVA). O teste de Dunnett foi
utilizado para identificar diferencas significativas entre os tratamentos e o controle em

dados que seguiram uma distribuicdo normal.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 2 apresenta os dados sobre a CEso de quatro herbicidas - clomazona,
sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron - em L. minor, uma planta aquatica
frequentemente utilizada em testes ecotoxicoldgicos. A CEse € uma medida que indica
a concentracdo necessaria para causar um efeito adverso em 50% da populacdo de

organismos testados.

Os resultados mostram que todos os herbicidas sdo classificados como
"Altamente toxicos" para L. minor. O clomazona tem uma CEso de 0,41 mg.L?, o
sulfentrazona possui uma CEso de 0,73 mg.L™, o indaziflam apresenta uma CEso de
0,12 mg.L? e o tebutiuron tem uma CEsp de 0,21 mg.L™ . Esses valores indicam que
apenas concentracdes relativamente baixas desses herbicidas sao suficientes para causar

efeitos adversos nas plantas aquéticas.
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Tabela 2. Concentracdo Efetiva 50% (CEso) e Classificacdo de Toxicidade de clomazona,

sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron em Lemna minor.

Herbicidas Lim. Superior (95%) | CEso Lim. Inferior (95%) | Classificagdo*

Clomazona 4,45 0,41 0,01 Altamente tdxico

Sulfentrazona 114,62 0,73 0,001 Altamente tdxico

Indaziflam 0,26 0,12 0,05 Altamente toxico

Tebutiuron 0,55 0,21 0,08 Altamente toxico
*EPA (2024).

A figura 1 ilustra as porcentagens de reducdo da massa fresca (%) de L. minor



Porcentagem de redugdo massa fresca (%)

Porcentagem de redugdo massa fresca (%)

apos a exposicdo aos diferentes herbicidas. Para o clomazona (Figura 1A), as maiores
reducdes foram observadas nas concentragGes de 11,16; 36,4 e 118 mg.L™, sendo estes
resultados estatisticamente significativos. Os dados de CENO e CEO para o clomazona
foram, respectivamente, 3,44 mg.L™? e 11,16 mg.L%. As informagdes sobre CENO e
CEO dos herbicidas testados podem ser visualizadas na figura 1, conforme os resultados
obtidos no teste de Dunnett (p < 0,05).

Para o sulfentrazona (Figura 1B), todas as concentracfes testadas apresentaram
significancia estatistica, sendo possivel identificar apenas o CEO de 0,10 mg.L™.
Enquanto para o indaziflam (Figura 1C), as concentrag¢fes 0,09; 0,012; 0,015 e 0,018
mg.L* foram significativas e provocaram as maiores porcentagens de redugio da massa
fresca das macrdfitas. Os dados de CENO e CEO correspondem a 0,06 e 0,09 mg.L?,

respectivamente.

Por fim, para o tebutiuron (Figura 1D) todas as concentragfes provocaram
porcentagem de reducdo de massa fresca significativas, com isso apenas foi possivel
identificar seu CEO de 0,10 mg.L™.
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Figura 1. Porcentagem de reducdo da massa fresca (%) de Lemna minor quando expostas a
concentracdes crescentes de clomazona (A), sulfentrazona (B), indaziflam (C) e tebutiuron (D) em mg
L* aos 7 dias. *Diferenga estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett para massa fresca.

(7) Desvio padrio.

A tabela 3 apresenta os dados sobre a CEso para quatro herbicidas - clomazona,
sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron - em A. caroliniana. A CEso indica a
concentracdo necesséria para afetar negativamente 50% da populacéo de organismos

testados.

Os resultados indicam que todos os herbicidas sdo classificados como "Altamente
toxicos" para A. caroliniana, com exce¢do do clomazona, que foi classificado como
“Moderadamente toxico”. O clomazona tem uma CEso de 3,26 mg.L™, o sulfentrazona
apresenta uma CEsp de 0,51 mg.L™, o indaziflam possui uma CEsp de 0,11 mg.L e 0
tebutiuron tem uma CEso de 0,71 mg.L™. Esses valores sugerem que concentracoes
relativamente baixas desses herbicidas sdo suficientes para causar efeitos adversos nas

plantas aquéticas.

Tabela 03. Concentragdo Efetiva 50% (CEso) e Classificacdo de Toxicidade de clomazona,

sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron em Azolla caroliniana.

Herbicidas Lim. Superior (95%) | CEso Lim. Inferior (95%) | Classificagdo*

Clomazona 4,91 3,26 2,16 Moderadamente toxico
Sulfentrazona 0,82 0,51 0,32 Altamente tdxico
Indaziflam 0,14 0,11 0,13 Altamente tdxico
Tebutiuron 1,51 0,71 1,03 Altamente toxico

* EPA (2024).

A figura 2 ilustra as porcentagens de reducdo da massa fresca (%) de A.
caroliniana ap6s a exposicdo aos diferentes herbicidas. No caso do clomazona (Figura
2A), todas as concentragdes testadas apresentaram significancia estatistica, permitindo
identificar apenas o CEO de 0,10 mg.L?. As informagGes sobre CENO e CEO dos
herbicidas avaliados podem ser visualizadas na figura 2, de acordo com o teste de
Dunnett (p < 0,05).

No caso do sulfentrazona (Figura 2B), todas as concentragdes testadas mostraram

significancia estatistica, permitindo identificar apenas o seu CEO de 0,10 mg.L?. Ja



para o indaziflam (Figura 2C), as concentragdes de 0,15 e 0,18 mg.L* apresentaram
significancia estatistica e alcancaram as maiores reducfes percentuais na massa fresca
das macrdfitas. Os valores de CENO e CEO correspondem a 0,12 e 0,15 mg.L™,
respectivamente.

Por altimo, no caso do tebutiuron (Figura 2D), somente a concentracdo de 0,10
mg.L™ ndo demonstrou uma reducdo significativa da massa fresca, com os valores de
CENO de 0,10 mg.L* e CEO de 1,07 mg.L™.
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Figura 2. Porcentagem de reducdo da massa fresca (%) de Azolla acorliniana quando expostas a
concentragdes crescentes de clomazona (A), sulfentrazona (B), indaziflam (C) e tebutiuron (D) em
mg.L? aos 7 dias. *Diferenca estatistica significativa (p<0,05) pelo teste de Dunnett para massa fresca.

() Desvio padrao.

Quando se trata da exposi¢do das macrofitas ao clomazona, ha uma disparidade
entre os valores de toxicidade encontrados na literatura e os dados obtidos neste estudo.
Neste estudo o valor de CEso para L. minor foi de 0,41 mg.L*, com os valores de CENO
e CEOde 3,44 mg.L e 11,16 mg.L™?, respectivamente. Entretanto, Vechia et al. (2016),
utilizando a mesma formulagdo Gamit 360 CS e semelhante metodologia, observaram



que a concentracio de clomazona de 3,44 mg.L™ resultou em 36,0% de mortalidade em
L. minor, enquanto 118,0 mg.L™* causou 100,0% de mortalidade. Além disso, para U.S.
EPA (2017), os valores de toxicidade (CEso) do clomazona para a espécie Lemna gibba

foram registrados como 12,0 mg.L™.

Vechia et al. (2016) também constataram que, para a A. caroliniana,
concentragdes de clomazona de 3,44 mg.L! e 11,19 mg.L? resultaram em 20,0% de
mortalidade, enquanto 118,0 mg.L™ causou 56,6% de mortalidade. Com isso, foi
considerada praticamente n&o toxica com CLso>100,0 mg.L™. Em outro estudo, Silva
et al. (2012), né&o especificando a formulacao exata do herbicida utilizado, observaram
que clomazona na concentracio de 120 mg.L em A. caroliniana resultou em
mortalidade de 36,67%. Além da sensibilidade da planta A. caroliniana ao herbicida
clomazona, o estudo também revelou que a concentracao letal (CLso;7d) de clomazona
para A. caroliniana foi superior a 100,0 mg.L™, indicando baixa sensibilidade desse
bioindicador ao herbicida.

O clomazona possui mecanismo de acgéo relacionado a inibicdo da biossintese de
carotenoides, pigmentos essenciais para a fotossintese e a protecédo das células vegetais
contra o dano oxidativo causado pela luz solar. Especificamente, o clomazona interfere
na via biossintética dos carotenoides, resultando na diminuicdo da producdo de
carotenoides, levando a descoloracdo das plantas sensiveis (branqueamento) e,
eventualmente, a morte das mesmas devido a incapacidade de realizar a fotossintese de
maneira eficiente (PRADEEP et al., 2018).

Além disso, devido a sua alta solubilidade em agua (1212,0 mg.L!) (PPDB,
2023), combinada com uma pressdo de vapor relativamente elevada (1,44 x 10 mm
Hg a 25 °C) (SENSEMAN, 2007) e uma moderada propensdo a volatilizagdo
(RODRIGUES; ALMEIDA, 2018), esse herbicida possui um consideravel potencial de
contaminagdo das &guas subterrdneas (SANTOS et al., 2013). Por conta dessas
caracteristicas, o composto foi detectado em mais de 60% das amostras coletadas no
Corrego Rico, em Sdo Paulo (SANTOS et al., 2015), além de figurar como o segundo
pesticida mais encontrado em diversas fontes de agua, abrangendo amostras de chuva,
cisternas, corregos, lagoas, nascentes, pogos semiartesianos, represas e um rio na sub-
bacia do Rio Samambaia, que cobre areas no Distrito Federal e leste de Goias,

especialmente durante a estacéo seca (CORREIA et al., 2020).

Com relacdo ao herbicida sulfentrazona Pereira et al. (2019) verificaram que o
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herbicida sulfentrazona é toxico para L. minor, com um CEso;7d de 21,10 mg.L™. Por
outro lado, Silva et al. (2020), utilizando a mesma formulacgdo Boral 500 SC, estdo em
concordéncia com os dados obtidos nesta pesquisa (CEso;7d 0,73 mg.L™?), uma vez que

esses pesquisadores encontraram um CEso de 0,80 mg.L™* para L. minor.

Quando se trata da interacdo do sulfentrazona com A. caroliniana, os resultados
deste estudo diferem dos valores encontrados na literatura. Silva et al. (2020),
identificaram uma CEso maior que 118,0 mg.L para A. caroliniana, utilizando a
mesma formulacdo de produto. No mesmo estudo, foi concluido que, para A.
caroliniana, a relacdo entre concentracdo e porcentagem de inibicdo do
crescimento/mortalidade pode ser observada nas concentragdes de 0,1, 1,07, 3,5, 11,2,
36,5 e 118,0 mg.L, com porcentagens de inibic&o no crescimento de 5, 10, 13, 20, 25
e 30%, respectivamente. Além disso, nenhuma das concentracfes resultou em necrose

total.

O mecanismo de agdo do sulfentrazona envolve a inibicdo da enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), que é uma enzima localizada nos cloroplastos
das plantas. A inibicdo da PROTOX pelo sulfentrazona impede a sintese de porfirinas
e tetrapirrois, fundamentais na conversdo do protoporfirinogénio 1X em protoporfirina
IX por meio da aromatizagéo oxidativa (CARVALHO; GONCALVES NETTO, 2016).
No citoplasma, o acimulo de protoporfirina IX, um composto fotodindmico, leva a
formacdo de oxigénio singlete na presenca de luz, um estado altamente reativo de
oxigénio. Esse oxigénio singlete causa peroxidacao de lipideos e oxidacdo de proteinas
nas membranas celulares, resultando na perda de clorofila, ruptura das membranas e
eventual morte celular (PEREZ, 2023).

Além disso, o herbicida sulfentrazona apresenta solubilidade em agua de
aproximadamente 490 mg.L?, tornando-o altamente soltvel. Além disso, possui um
pKa de 6,56, caracterizando-o como um &cido fraco. Essa caracteristica resulta em
maior solubilidade em &gua a medida que o pH do solo diminui (PASSOS, 2011). A
baixa capacidade de sor¢cdo do sulfentrazona em solos arenosos e com baixo teor de
matéria organica facilita sua movimentagdo vertical no perfil do solo, aumentando o
risco de contaminagdo de lengois freaticos e corpos d’agua. A pressao de vapor do
sulfentrazona, embora relativamente baixa (1 x 10° mm Hg a 25°C), pode influenciar

sua volatilizagdo e impactar sua distribuicdo ambiental (FAUSTINO et al., 2015).

Pesquisas indicam que a margem de seguranca (MOS10 - margem de seguranca
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de 10,0%) para os efeitos da concentracdo de dgua de escoamento de sulfentrazona foi
estimada em 1,1 para L. minor, sugerindo um risco potencial consideravel quando
valores de MOS10 superiores a 1,0 sdo identificados (THORNGREN et al., 2016).
Além disso, a elevada lixiviacdo do sulfentrazona para as camadas mais profundas,
tanto em Argissolos quanto em Latossolos, ao ultrapassar os primeiros 10 cm do solo,
eleva substancialmente o risco de contaminag&o das guas subterraneas (BARCELLOS
JUNIOR et al., 2022).

Até o presente momento, ndo existem registros na literatura que documentem a
CEso ou os impactos na massa fresca de L. minor e A. caroliniana em resposta a
exposicdo ao herbicida indaziflam. Esse cenario levanta uma preocupacdo relevante
para esses ecossistemas aquaticos, ja que o indaziflam demonstrou causar uma reducao

significativa na massa fresca dessas espécies a partir da concentracéo de 0,09 mg.L™.

E relevante observar que, apesar desse impacto negativo, o indaziflam apresenta
uma tendéncia baixa a lixiviagdo. Sua penetragdo no perfil do solo até 35 cm de
profundidade, mesmo com sua solubilidade reduzida (0,0028 kg m? a 20°C), é
explicada pela sua baixa capacidade de sorcdo, conforme constatado em um estudo
realizado em um Latossolo Vermelho-Amarelo (GONCALVES, 2018; SOUZA, 2018).

O mecanismo de a¢do do indaziflam, que esté ligado a inibicdo da biossintese de
celulose, interfere no complexo celulose sintase, resultando na incapacidade de formar
novas células na parede celular, o que afeta o desenvolvimento de novas folhas. Por
outro lado, as folhas ja formadas raramente sdo afetadas. Esse processo leva a
interrupgdo do crescimento, clorose, seguida de necrose e, por fim, a morte da planta
(GUERRA et al., 2016; BRABHAM et al., 2014).

Em relacdo ao tebutiuron em L. minor, as informacdes na literatura séo bastante
escassas. Segundo Peterson et al. (1994), os herbicidas triazina, diquat, acroleina e
tebutiuron séo reconhecidos por representarem riscos extremamente elevados para
algas e macrofitas, resultando em 100% de inibi¢do no crescimento de L. minor. No

caso especifico do tebutiuron, essa inibicdo ocorreu na concentragéo de 5,867 mg.L™.

Ao se tratar do herbicida tebutiuron em macrofitas A. caroliniana, até o momento,
nédo ha informacdes documentadas sobre a CEso e/ou 0s efeitos em sua massa fresca em
resposta a esse herbicida. Portanto, assim como o indaziflam, a presenca deste produto

representa uma possivel preocupacgéo para o ecossistema, levando em consideracao que
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esse herbicida evidenciou uma reducéo significativa na massa fresca de A. caroliniana

a partir da concentragio de 0,10 mg.L™.

O herbicida tebutiuron pode demonstrar uma capacidade de lixiviagdo moderada
a alta, como observado por Faria (2013), que identificou uma alta capacidade de
lixiviagdo do tebutiuron, detectando-o em amostras coletadas até uma profundidade de
50 cm em latossolos. De acordo com Matallo et al. (2005), a capacidade de lixiviagéo
do tebutiuron é superior a de outros herbicidas inibidores do fotossistema Il. Dentro do

grupo das ureias, o tebutiuron € o segundo herbicida com maior solubilidade em agua.

Herbicidas com longa persisténcia no solo tém um maior potencial de
contaminacdo das &guas subterrdneas (OLIVEIRA JR; REGITANO, 2009). Isso
acontece devido ao prolongado tempo de exposicdo de suas moléculas as condigdes
climaticas, incluindo periodos chuvosos, uma vez que sua degradacéo microbiologica,

fisica ou quimica no solo ¢é lenta.

O tebutiuron atua como um herbicida inibidor do fotossistema 11, interferindo na
fotossintese ao bloguear o transporte de elétrons durante a fase luminosa. Isso resulta
em uma rapida queda na taxa de fixacdo de CO apenas algumas horas ap0os sua
aplicacdo em plantas sensiveis. As plantas suscetiveis tendem a morrer mais
rapidamente quando expostas a luz ap6s a aplicacdo do herbicida do que quando
mantidas no escuro (BRENNECKE et al. 2015).

Essas descobertas evidenciam a relevancia de se avaliar os impactos potenciais
de herbicidas como clomazona, sulfentrazona, indaziflam e tebutiuron em ecossistemas
aquaticos, especialmente considerando a alta sensibilidade de macréfitas como L. minor
e A. caroliniana. Além disso, é fundamental investigar as interacdes desses herbicidas
entre si e com outros organismos presentes no ecossistema. Uma analise mais detalhada
proporcionard maior entendimento sobre seus efeitos e comportamentos em ambientes
aquaticos, auxiliando no desenvolvimento de estratégias eficientes de monitoramento e

gestdo ambiental.

6. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho, todos os herbicidas

27



testados foram classificados como “Altamente toxicos” para as espécies de macrofitas,
com exce¢do do clomazona para A. caroliniana, que foi classificado como
"Moderadamente toxico". Para ambas as espécies estudadas também se tornou possivel
observar impacto significativo na massa fresca a partir de concentracdes especificas
desses herbicidas, indicando a necessidade de aten¢do quanto aos potenciais efeitos em

organismos aquaticos nao-alvo.

O herbicida clomazona apresentou uma CEso de 0,41 e 3,26 mg.L™ para L. minor
e A. caroliniana, respectivamente. O mesmo herbicida apresentou maiores
porcentagens de reducio de massa fresca a partir da concentragdo de 11,16 mg.L™ para
L. minor, e em todas as concentragdes testadas para a A. caroliniana.

Para o sulfentrazona, sua CEso foi de 0,73 e 0,51 mg.L™? para L. minor e A.
caroliniana, respectivamente. Para ambas as espécies, todas as concentracdes testadas
mostraram significancia estatistica com relacdo a reducdo de massa fresca apds o

contato com o herbicida.

No caso do indaziflam, foi relatado uma CEso de 0,12 e 0,11 mg.L™ para L. minor
e A. caroliniana, respectivamente. Para a macrofita L. minor, maiores porcentagens de
reducdo de massa fresca foram observadas a partir da concentracdo de 0,09 mg.L™,
enquanto para A. caroliniana, apenas a partir da concentracéo de 0,015 mg.L* houve
diferenca estatistica. Ao se tratar de indaziflam em macrofitas, torna-se evidente que
essa interacdo merece atencdo também pelo fato da massa fresca das macréfitas terem

sido afetadas em concentracdes inferiores a 0,1 mg i.a. L.

Por fim, o herbicida tebutiuron obteve uma CEso de 0,21 e 0,71 mg.L™ para L.
minor e A. caroliniana, respectivamente. O tebutiuron apresentou maiores
porcentagens de reducdo de massa fresca em todas as concentragdes testadas em L.

minor e a partir da concentracéo de 1,07 mg.L™ no caso da A. caroliniana.
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