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RESUMO

Estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos dos herbicidas no ecossistema devido a
crescente preocupacdo com o0s impactos ambientais causados por sua ampla aplicacdo na
agricultura. Nicosulfuron é um herbicida usado para controle pos-emergente de gramineas
anuais ou perenes e ervas daninhas de folha larga. O S-Metolachlor é conhecido por ser usado
como um herbicida de pré-emergéncia usado principalmente para controlar gramineas anuais e
algumas ervas daninhas de folha larga em culturas intensivas. O objetivo deste trabalho foi
avaliar os efeitos de dois herbicidas, um a base de Nicosulfuron e outro a base de S-Metolachlor
no desenvolvimento inicial das plantas modelos Lactuca sativa L. (alface), Raphanus sativus
(rabanete), Pennisetum glaucum (L.) R. Br (milheto) e Triticum aestivum (trigo) por meio de
bioensaios macroscopicos de germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas. Dentre os
quatro modelos avaliados, L. sativa apresentou maior sensibilidade quanto a porcentagem de
germinacdo quando exposta ao herbicida a base de Nicosulfuron, seguida por T. aestivum, R.
sativus e P. glaucum. O mesmo é observado para o indice de velocidade de germinacdo. Para o
herbicida a base de S-Metolachlor, 0 modelo que apresentou maior sensibilidade foi T.aestivum,
sequido de R. sativus, L.sativa e P. glaucum sendo o modelo menos sensivel. Em relacdo ao
desenvolvimento inicial das plantulas, o modelo P. glaucum apresentou maior sensibilidade e
L. sativa apresentou menor sensibilidade no desenvolvimento radicular quandoexpostos ao
herbicida & base de Nicosulfuron. J& os modelos R. sativus e L. sativa apresentarammaior e
menor sensibilidade, respectivamente, quando expostos ao herbicida a base de S- Metolachlor
quando avaliado o crescimento radicular. Considerando o desenvolvimento da muda como um
todo, 0 modelo que apresentou maior sensibilidade quando exposto ao herbicidaa base de
Nicosulfuron foi T. aestivum, e quando exposto ao S-Metolachlor, P. glaucum. O modelo R.
sativus apresentou menor sensibilidade a ambos os herbicidas ao avaliar o pardmetro de
desenvolvimento da parte aérea das plantulas.

Palavras-chave: Pesticida. Polui¢do. Germinacdo. Ecotoxicologia. Agroquimico



ABSTRACT

Studies have been conducted to evaluate the effects of herbicides on the ecosystem due to
growing concerns about the environmental impacts caused by their extensive application in
agriculture. Nicosulfuron is an herbicide used for post-emergent control of annual or perennial
grasses and broadleaf weeds. S-metolachlor is known to be used as a pre-emergence herbicide
used mainly to control annual grasses and some broadleaf weeds in intensive crops. The
objective of this work was to evaluate the effects of two herbicides, one based on Nicosulfuron
and the other based on S-Metolachlor on the initial development of the plant models Lactuca
sativa L. (lettuce), Raphanus sativus (radish), Pennisetum glaucum (L.) R. Br (millet), and
Triticum aestivum (wheat) through macroscopic bioassays of germination and initial seedling
development. Among the four models evaluated, L. sativa showed higher sensitivity regarding
germination percentage when exposed to Nicosulfuron-based herbicide followed by T.
aestivum., R. sativus and P. glaucum. The same is observed for the germination speed index.
For the herbicide based on S-Metolachlor, the model that showed the highest sensitivity was T.
aestivum, followed by R. sativus, L.sativa and P. glaucum being the least sensitive model.
Regarding initial seedling development, the models P. glaucum showed higher sensitivity and
L. sativa showed lower sensitivity in root development when exposed to the herbicide based on
Nicosulfuron. Whereas, the R. sativus and L. sativa models showed higher and lower sensitivity,
respectively, when exposed to the S-Metolachlor-based herbicide when root growth was
evaluated.Considering the seedling development as a whole, the model that showed higher
sensitivity when exposed to Nicosulfuron-based herbicide was T. aestivum, and when exposed
to S-Metolachlor, P. glaucum. The model R. sativus showed less sensitivity to both herbicides
when evaluating the parameter of development of the aerial part of the seedlings.

Key-words: Pesticide. Pollution. Germination. Ecotoxicology. Agrochemical
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A partir da Segunda Guerra Mundial, os estudos no campo da toxicologia ganharam
maior impulso, principalmente por causa do incremento no uso de uma grande variedade de
substancias e compostos quimicos (SISINNO, 2021) que podem ser caracterizados desde pouco
nocivos até aqueles com um alto grau de toxicidade. Tais substancias sdo utilizadas em grande
escala na agricultura desde a ascensdo da Revolucgdo Verde em 1960, caracterizada pelo grande
aumento da producdo agricola e intensa utilizacdo de praguicidas (PINGALI, 2012; JOHN;
BABU, 2021).

De acordo com Banks (2008), atualmente a polui¢do causada pelos praguicidas € um
dos disturbios antropogénicos mais persistentes, penetrantes e preocupantes nas comunidades

bioldgicas e segundo o Ministério da Saude (2018), o uso continuo, indiscriminado ou
inadequado de agrotoxicos € considerado um relevante problema ambiental e de satde publica.

Outra problematica que intensifica a poluicdo do planeta é o significativo crescimento
populacional que favorece diretamente a expansdo da cadeia produtiva em fungdo do maior
consumo de produtos agricolas e industrializados, elevando consideravelmente a quantidade de
residuos produzidos pelo homem (GUIMARAES, 2009 e SCHIRMER 2010). Esse aumento
vem ocasionando diversos problemas, por sua inser¢do nos diferentes ecossistemas e com
consequentes efeitos indesejados sobre 0s organismos vivos, inclusive o ser humano (LIMA et
al., 2007). Muitos dos efeitos observados incluiram mortes, doencas, desaparecimento de
espécies, e desequilibrio na dindmica natural dos ecossistemas (SISINNO, 2013). Diante disso,
¢ inevitavelmente a preocupacdo com a contaminacdo ambiental que aumentou
significativamente nos Gltimos anos em virtude da grande quantidade de substancias tdxicas
que vém sendo lancadas no ambiente (LIMA, 2010; VIANNA, 2015; UKAOGO, EWUZIE,
ONWUKA, 2020).

Desde a modernizacdo da agricultura, inimeros agroquimicos com fungdes e
caracteristicas diversas foram introduzidos ao ambiente. Os agroquimicos ou pesticidas, séo
substancias quimicas, fisicas e bioldgicas que tem como funcdo, o exterminio de pragas
determinadas pela agricultura convencional, e sdo classificados de acordo com seus alvos
bioldgicos, por exemplo, plantas (herbicidas), insetos (inseticidas) e fungos (fungicidas) entre
outros organismos que afetam negativamente a producdo agricola (WALTER, 2002) e
atualmente foram desenvolvidos pesticidas para disseminar outros organismos prejudiciais para

a agricultura cujo seus alvos bioldgicos sdo 0s nematdides (nematicidas), moluscos
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(moluscidas), rodenticidas (roedores), acaricidas (acaros) e outros produtos que favorece a
manutenc¢do da producéo agricola (CASSAL et al., 2014).

O uso excessivo de agroquimicos podem potencializar o risco de contaminagéo, pois,
apos aplicados, podem lixiviar e afetar aguas superficiais e lencois freaticos. E, como
consequéncia, a biota local também é afetada, 0 que pode acarretar danos a organismos néao
alvos destes defensivos. Tragos desses defensivos podem permanecer nos alimentos, mesmo
apos a colheita, 0 que pode ocasionar a ingestdo de substancias potencialmente toxicas pelo
homem (CARSON, 2010). Os herbicidas, pesticidas utilizados para controle de ervas daninhas
nas culturas agricolas, sdo os mais utilizados em todo o mundo e se encontram entre as
substancias mais preocupantes do ponto de vista ambiental, isso devido as suas caracteristicas
de mobilidade no solo, sendo frequentemente detectados em aguas subterrdneas (SISINNO,
2013).

Dentre os herbicidas mais utilizados pela agricultura convencional, temos o
Nicosulfuron. E um herbicida pertencente ao grupo quimico das sulfoniluréia utilizado para o
controle seletivo de pos-emergéncia de gramineas anuais e perenes (REGITANO e
KOSKINEN, 2008) e algumas dicotiledéneas na cultura do milho (CAVALIERI et al., 2008;
WANG et al., 2018). E um herbicida amplamente utilizado em todo 0 mundo que apresenta
riscos potenciais de contaminacdo ambiental, bem como problemas de fitotoxicidade que
levantam preocupacOes crescentes. Além disso, é considerado relativamente moével no solo,
com riscos de escoamento e lixiviacdo para aguas superficiais e subterraneas (TRIGO et al.,
2014; DUGANDZIC et al., 2017) e possui toxicidade residual para culturas rotativas (LIU et
al., 2012).

Outro herbicida utilizado pela agricultura convencional e que apresenta uma
consideravel preocupacio ambiental é o S-Metolachlor. E comumente utilizado pela producéo
agricola, sendo um herbicida da familia das cloroacetanilidas, que atua como um inibidor da
formacéo de 4cidos graxos de cadeia muito longa e € amplamente utilizado como herbicida de
pré-emergéncia para o controle de gramineas e algumas ervas daninhas de folhas largas em uma
ampla gama de culturas, como milho, beterraba sacarina, algodao, tomate, batata, tabaco, soja
e girassol (TANETANI et al., 2011; WOLEJKO et al., 2017). Embora o S-Metolachlor seja
classificado como moderadamente toxico (Classe I11) (EDITION, 2011; ANVISA, 2014), seu
impacto negativo em microrganismos aquaticos como fitoplancton (THAKKAR, 2013), peixes
(QUINTANEIRO et al., 2017) e crustaceos (MAI, 2013), bem como em certos tipos de células
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humanas (HARTNETT, 2013) foi observado, sendo considerado uma molécula potencialmente
perigosa para 0 meio ambiente (DEMAIILLY et al., 2019).

Os ensaios bioldgicos, também chamados de bioensaios, sdo ferramentas para acessar o
risco ecotoxicologico de poluentes ambientais, incluindo herbicidas (LUTTERBECK et al.,
2015). Varios modelos bioldgicos estdo disponiveis para tal fim e, as plantas sdo consideradas
excelente organismos-teste (PALMIERI et al., 2014; DOS REIS et al., 2017) uma vez que 0s
ensaios que se baseiam em modelos vegetais sao rapidos, faceis de serem conduzidos, , simples,
confiaveis, e econdmicos (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Além disso, ndo necessitam de
aprovacdo em comissdes éticas como no caso dos bioensaios com modelos animais e ainda
apresentam respostas equivalentes a ensaios com células humanas (REIS et al., 2017). Em
suma, as plantas compdem um importante grupo de bioindicadores de poluicdo seja para

monitoramento in situ, no ambiente natural, ou ex-situ em condi¢Bes experimentais em
laboratdrio, e vém sendo utilizadas ha bastante tempo para este fim (SANDALIO et al., 2001).

Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo avaliar a ecotoxicidade da
formulacdo comercial de dois herbicidas, a base de Nicosulfuron e de S-metolachlor, utilizando
bioensaios com quatro modelos vegetais para contribuir com o conhecimento na ecotoxicologia

desses herbicidas no ambiente e realizar uma abordagem comparativa entre eles.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Toxicologia Ambiental

Com a problematica em torno da polui¢cdo ambiental advindo de inimeros contextos
histéricos como a Revolugdo Industrial, no século XIX, que foi responsavel pela
industrializacdo e pelo aumento da populacdo global e a Revolugdo Verde gue se iniciou na
década de 60 na América, que contribuiu diretamente na intensificacdo da producdo agricola
e, consequente, aumentou a utilizacdo de pesticidas para que a demanda da populacdo global
fosse atendida, muitos compostos nocivos foram introduzidos no planeta (CARSON, 2010). O
uso indevido e indiscriminado de tais substancias acarretou inimeras consequéncias devido as
suas propriedades cancerigenas, mutagénicas e apresentam efeitos nocivos a saude humana e
ao meio ambiente (SINGH; SHARMA; GUPTA, 2009).

Dentre os residuos de substancias nocivas presentes no planeta estdo os agroquimicos
que séo utilizados pela agricultura convencional. Estima-se que por ano seja utilizado cerca de
aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas de agroquimicos no mundo e no Brasil, cerca de

300 toneladas no ano (EMBRAPA, 2021). Tais dados trazem uma preocupagdo em termos
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ambientais, pois € visto de que residuos dessas substancias estdo presentes em todo o
ecossistema, como o solo (MANDAL, 2020), as &guas superficiais e subterraneas (PAVLIDIS,
2018), alimentos (WIMALAWANSA & WIMALAWANSA, 2014), biota (PASTOR et al.,
1996; ALMEIDA, 2021) e nos seres humanos (ELAHI et al.,, 2020),. Ou seja, € visto que essas
substancias afetam todos os niveis tréficos, pois tem capacidade de bioacumular em organismos
no decorrer do tempo e impactam espécies ndo-alvos (OU-YANG et al., 2022).

E observado em Meena (2020), que o uso indiscriminado de pesticidas leva a
degradacéo dos ecossistemas microbianos do solo. Mais de 95% dos herbicidas aplicados e 98%
dos inseticidas atingem microrganismos ndo-alvos presentes no solo do que seu organismoalvo,
isso devido ao fato que tais substancias séo pulverizadas proporcionalmente em todo o campo,
independentemente das areas afetadas (MILLER, 2014). Os residuos de agroquimicosquando
aplicados no solo podem lixiviar em periodos com alta taxa de precipitacdo e atingir aguas
superficiais e subterraneas (VARCA, 2002; DABROWSKI et al., 2009) e a capacidade de
absorcdo de um pesticida determina se ele serd lixiviado para &guas superficiais ou néo,
portanto, pesticidas com ma adsor¢do ou absorcdo na superficie do solo irdo lixiviar para as
para as aguas subterraneas e a assim, causar a contaminacdo das aguas (AGRAWAL et al.,
2010).

Existem inumeros relatos sobre a contaminacdo das aguas superficiais e subterraneas
por residuos de pesticidas (LI, et al., 2013; DUGANDZIC et al., 2017; ZHANG et al., 2020;
MARIN-BENITO et al., 2021), entre eles os herbicidas a base de Nicosulfuron e o S-

Metolachlor.

2.2 Herbicidas: o que séo e seu impacto ao ambiente

A poluicdo causada pelos praguicidas ¢ um dos distdrbios antropogénicos mais
persistentes e penetrantes nas comunidades bioldgicas (BANKS et al., 2008). E a aplicagdo de
praguicidas é extremamente comum para melhorar a produtividade na agricultura (MIKO et al.,
2015), tanto nos paises mais desenvolvidos, quanto nos em desenvolvimento, apesar dos
esforgcos para conscientizagdo sobre os riscos e para a reducdo do uso deles (BANKS et al.,
2008). O Brasil é apontado como o pais que mais utiliza agrotoxicos proibidos em paises que
tém ampla preocupacdo com o meio ambiente (ALVARENGA, 2017).

Dentre os agroquimicos utilizados nas lavouras, os herbicidas sdo usados para eliminar
as ervas daninhas e representam cerca de 60% dos praguicidas usados na agricultura em todo o
mundo (MARIN-BENITO et al, 2021).
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Os herbicidas sdo substancias quimicas sintéticas, utilizados no controle das ervas
daninhas das culturas, que promovem o controle e a morte das pragas. Para isso, esses
compostos atuam de diferentes maneiras, como a inibi¢cdo da fotossintese e da sintese de
pigmentos, da formacdo de aminoacidos e da sintese lipidica, bloqueando a divisdo celular e,
consequentemente, inibindo o crescimento das plantas alvo (DE SOUZA et al., 2020). Além
disso, podem afetar a fisiologia, diminuindo o sucesso reprodutivo, interrompendo as fungdes
enddcrinas e tém efeitos imunotdxicos em organismos ndo-alvos. Dessa forma, 0s praguicidas
e seus residuos podem impactar negativamente a existéncia das espécies e, em ultima instancia,
a biodiversidade (MIKO et al., 2015). S&o compostos classificados como toxicos para 0s
organismos vivos e possuem propriedades genotoxicas, mutagénicas e carcinogénicas, mesmo
quando utilizados em baixas concentragbes (BOLOGNESE E MORASSO, 2000;
FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

A poluicdo do solo e da agua resultante do uso a longo prazo de herbicidas de
sulfonilureia tem recebido atencdo consideravel (SIKKEMA et al., 2006; ROSENBOM &
OLSEN, 2010). Além da utilizacéo de herbicidas causarem polui¢do no ambiente e de serem
potencialmente toxicos para organismos ndo-alvos, hd evidéncias de que a exposicdo a
pesticidas aumenta o risco de certos tipos de cancer em humanos (DICH, et al., 1997) incluindo
o cancer infantil (ZAHM; WARD, 1998). Herbicidas de fenoxiacidos, em alguns estudos
epidemioldgicos, foram associados ao aumento do risco de STS (sindrome de choque tdxico
estafilocdcico), linfoma maligno e leucemia (HARDELL; ERIKSSON; DEGERMAN, 1994).
Também estdo relacionados a casos de intoxicacdo aguda, incluindo tentativas de suicidio,
intoxicacdo em massa por alimentos contaminados, acidentes quimicos na indUstria e exposicao
ocupacional na agricultura, constituem o perigo mais grave para a saide humano associado aos

pesticidas usados para fins agricolas (WHO, 1990).

2.2.1 Nicosulfuron

O Nicosulfuron N6(2-[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-ylcarbamoyl) sulfamoyl]-N,N-
dimethylnicotinamide) (C15H18N606S) pertence ao grupo quimico das sulfoniluréias
possuindo em sua molécula anéis de piridina e pirimidina ligados a uma ponte de sulfoniluréia
(CAVALIERI et al., 2008; DUGANDZIC et al., 2017; WANG et al., 2018; LI et al., 2020)
(Figura 1). Foi introduzido no mercado de milho nos EUA em 1990 (CAREY; PENNER,;
KELLS, 1997) e desenvolvido pela ISK Corporation (JOLY et al., 2013). E utilizado no


https://www.who.int/
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controle de pos-emergéncia de ervas daninhas gramineas anuais ou perenes e ervas daninhas de
folhas largas (WANG, et al., 2018; ZHANG et al., 2020).

Figura 1 - Estrutura quimica do Nicosulfuron
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Fonte: NICOSULFURON. Axios Research, 2022. Disponivel em: <https://www.axios-
research.com/products/nicosulfuron>. Acesso em: 28 de outubro de 2022.

Os herbicidas a base de Sulfoniluréias séo conhecidos por possuirem um mecanismo de
acao que atua na inibicdo do crescimento e a divisdo das células vegetais reprimindo a enzima
acetolactato sintase (ALS), também conhecida como aceto hidroxidcido sintase (AHAS) e
inibindo a biossintese de aminoacidos de cadeia ramificada (valina, leucina e isoleucina), que
eventualmente levam a morte de toda a planta (JIN et al., 2012; DELYE et al., 2018). A enzima
ALS atua regulando a biossintese desses aminoacidos de acordo com a demanda da utilizacéo
na sintese de proteinas e da quantidade dos mesmos (CAREY; PENNER; KELLS, 1997
CAVALIERI et al., 2008; DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011; DIYANAT,
GHASEMKHAN GHAJAR, 2020; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019).

A acdo do Nicosulfuron resulta em uma rapida interrupcdo da divisdo celular e
crescimento de plantas vulneraveis. O desenvolvimento pode ser retardado ou inibido horas
apos o contato do herbicida, porém pode levar mais tempo para desenvolver sintomas fisicos
no campo. E observado que os herbicidas & base de sulfoniluréias causam certa fitotoxicidade
em algumas culturas sensiveis. Alguns sintomas de fitotoxidade induzida apresentados incluem
displasia, raizes curtas, clorose e folhas encaracoladas. (LEADEN; CASTANO; BEDMAR,
1996; ZHANG et.al, 2021)

Varios relatorios mostraram que os residuos de herbicidas influenciam a atividade e a
diversidade de micrébios do solo e aumentam a resisténcia de plantas daninhas (THAYER, et
al., 2012). Embora o nicosulfuron seja usado nas culturas em baixa dose agrondémica, a
molécula é frequentemente observada em daguas superficiais e subterrdneas porque o
nicosulfuron é mais persistente do que outros herbicidas de sulfonilureia como rimsulfuron e
sulfosulfuron (DUNN, 2005) devido a sua alta mobilidade no solo (ZHANG et al., 2012)
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Estudos ja investigaram o destino e o comportamento do nicosulfuron no ambiente
natural e mostraram que os herbicidas de sulfonilureia sdo degradados por meio de fotdlise
(TER HALLE; LAVIEILLE; RICHARD, 2010), hidrolise quimica (SABADIE, 2002; ZHANG
etal., 2013; FENG et al., 2017) e degradacdo microbiana (SABADIE, 2002; BOTTARO et al,
2008; MA et al, 2009, ZHANG et al., 2012; CARLES et al., 2017). Contudo, sabe-se que a
fotolise de herbicidas de sulfonilureia ocorre apenas na superficie do solo, e a hidrdlise quimica
limita-se a degradacdo em solos &cidos e neutros, sendo a eficiéncia de degradacdo menor em
solucdo aquosa (BERGER & WOLFE, 1996; WANG et al, 2010).

Foi observado que a presenca do Nicosulfuron no ambiente pode afetar organismos néo-
alvos, como os seres vivos. Embrides de anfibios que foram expostos a concentragdes subletais
desse herbicida tiveram seu desenvolvimento embrionario retardado e apresentaram ma
formacdo além de induzir efeitos teratogénicos (CHERON; COSTANTINI; BRISCHOUX;
2022) e efeitos de desenvolvimento no processo de organogénese da espécie Xenopus laevis
(FORT, et al., 1999).

Insetos também séo afetados pela acdo toxica do Nicosulfuron. Abelhas (Apis mellifera
spp.) sdo afetadas quando expostas em mdaltiplas combinacGes desse herbicida, sendo mais
toxicos e de alto risco para a espécie Trichogramma ostriniae, uma mariposa noturna
considerada pela agricultura convencional uma praga da cultura do milho (YONG, et al., 2018)
e em percevejos (MENEZES, et al., 2012). Em crustaceos (Ceriodaphnia affinis) foi observado
que o herbicida apresentou efeito embriotoxico causando a reducdo da fertilidade nesse
organismo modelo (SHCHERBAN, et al., 2016) (Quadro 1 e 2).

Quadro 1 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de
Nicosulfuron em diferentes modelos terrestres (Continua).

TIPO DE ORGANISMO _ PARAMETRO
REFERENCIA
ORGANISMO TESTE/ENSAIO AVALIADO

Ecotoxicologia Terrestre

CHERON; COSTANTINI;| Desenvolvimento

Animal - anfibio Bufo spinosus
BRISCHOUX, 2022 embrionario
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Quadro 1 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida & base de
Nicosulfuron em diferentes modelos terrestres (Concluséo).

TIPO DE ORGANISMO R PARAMETRO
REFERENCIA
ORGANISMO  TESTE/ENSAIO AVALIADO
Eisenia andrei _
) DE SANTO et al., 2018 Letalidade
(minhoca)
Folsomia candida )
DE SANTO et al., 2018 Letalidade
(collembola)
YONG, et al., 2018; DE
_ Apis mellifera (abelha),| CASTRO MONTEIRO et al., o
Animal - ) o Toxicidade Aguda;
_ Podisus nigrispinus 2019; REIS et al., 2018; )
invertebrado Reproducéo

(percevejo)

YANFENG; HUILI, 2020,
MU et al., 2022

Helicoverpa zea
(lagarta)

MASSA,; BLEVINS; CHAOQ,
2008

Toxicidade Aguda

Achatina fulica

(caracol)

PHACELI et al., 2021

Reproducao

Vegetal - plantas

nao-alvo

Oryza sp. (arroz); Zea
Mays (milho),
Phaseolus vulgaris

(feijao)

SILVA et al, 2020;
ESQUEDA et al., 2000;
JAKELAITIS et al., 2005

Crescimento e
desenvolvimento do

corpo vegetal

Fonte: Do autor (2023)
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Quadro 2 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de
Nicosulfuron em diferentes modelos aquaticos.

TIPO DE ORGANISMO R PARAMETRO
REFERENCIA
ORGANISMO TESTE/ENSAIO AVALIADO

Ecotoxicologia Aquatica

. . BRETAUD; TOUTANT,;
Carassius auratus (peixe Respostas

_ , SAGLIO, (2000); SAGLIO et _
Animal - peixe dourado) comportamentais
al., (2003)

LEBOULANGER et al., 2001,
. SEGUIN et al., 2001;

Algas Navicula accommoda, Reproducio
SEGUIN; DRUART; LE

COHU, (2001)

Chlorella vulgaris,

Oscillatoria limnetica

Fonte: Do autor (2023)

Diante disso, por esse agroquimico possuir uma alta atividade herbicida, necessitar uma
baixa dose para a aplicacdo, ter um amplo espectro de acdo e baixa toxicidade em mamiferos,
o Nicosulfuron é amplamente utilizado no mundo. No entanto, hd uma grande preocupacéo
relacionados aos riscos potenciais de contaminagdo ambiental, além de problemas relacionados
a fitotoxicidade do mesmo levantam preocupacdes crescentes quanto a sua utilizacdo (ZHAO
etal., 2015; ZHANG et al, 2020).

2.2.2 S-Metolachlor

O herbicida S-Metolachlor é pertencente a familia das cloroacetamidas sendo um
composto ndo-iénico e enantidmero ativo da molécula de metolachlor. Possui nome quimico 2-
cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-[(1S)-2-metoxi-1-metiletil] acetamida (JOLY et al., 2013;
DEMAILLY et al., 2019) e foi desenvolvido pela Ciba-Geigy sendo comercializado pela
Syngenta Agro SAS em 1997 e comercializado pela primeira vez no Brasil em 1998
(ZEMOLIN et al., 2014) (Figura 2).
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Figura 2 - Estrutura quimica do S-Metolachlor.

CH
CHs ’ OH
NH
@)
CH;
Fonte: S-METOLACHLOR. Merck KGaA, 2022. Disponivel em:
<https://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sial/32648>. Acesso em: 28 de outubro de

2022.

O S-Metolachlor é conhecido por ser utilizado como uma herbicida de pré-emergéncia
usado principalmente para controlar gramineas anuais e algumas ervas daninhas de folhas largas
em culturas intensivas como girassol, milho, soja e batata (EFSA, 2012; ZEMOLIN et al., 2014;
COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; RANGANI et al., 2021) (Tabela 2).

E um composto quiral formado por 88% de S-enantidmero e 12% de R-enantidmero
(COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; MARIN-BENITO et al., 2021) que proporciona o
mesmo controle de plantas daninhas que o metolacloro (50% de S-enantiémero e 50% de R-
enantiébmero) (QU et al., 2021).

Seu modo de acdo consiste na inibicdo de elongases expressas pelo gene FAEL
envolvidas no alongamento de &cidos graxos altamente insaturados (HUFA) e especialmente
acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) (TRENKAMP et al., 2004) em membranas e
compartimentos da parede celular que podem alterar sua funcdo e integridade. Havendo a
reducdo da rigidez e permeabilidade das células, a divisdo celular é inibida e,
consequentemente, prejudica o desenvolvimento da parte aérea em plantas susceptiveis
(NEVES et al., 2015; MARONIC et al., 2018 DEMAILLY et al., 2019). Além disso, 0 S-
metolachlor tem potencial de inibicdo da biossintese de inimeras moléculas essenciais para o
funcionamento do corpo vegetal, como proteinas, terpendides e fendis (MARONIC et al.,
2018). Segundo Neves et al., (2018), afeta também outras vias metabdlicas responsaveis pela
transformag@o do geranilgeranil pirofosfato em f-caroteno e a-caroteno, que podem acarretar
uma tendéncia ao estresse oxidativo.

Sua toxicidade esta ligada a oxidacdo de componentes das células aumentando a
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e iniciando a peroxidacdo lipidica
(MARONIC et al., 2018). Espécies reativas de oxigénio alteram o funcionamento normal da
célula podendo danificar biomoléculas essenciais como, lipidios, proteinas, acidos nucléicos e

pigmentos fotossintéticos, ocasionando, portanto, danos & membrana celular inativando a acéo


http://www.sigmaaldrich.com/BR/pt/product/sial/32648
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de enzimas que afeta os processos fisioldgicos e a viabilidade da célula (MARONIC et al.,
2018; DEMAILLY etal., 2019)

Ja foi detectado a presenca desse herbicida em &guas superficiais e costeiras
(ROZMANKOVA et al., 2020) e em aguas subterraneas em inimeros paises. Portanto, pode
facilmente contaminar &guas subterraneas (MARIN-BENITO et al., 2021) e as &guas
superficiais com o escoamento agricola (ROZMANKOVA et al., 2020). E, de acordo com
Neves et al., 2015, o S-metolachlor também pode ser moderadamente téxico para animais

aquaticos (Quadro 3 e 4).

Quadro 3 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de S-
Metolachlor em diferentes modelos terrestres (Continua).

TIPO DE ORGANISMO R PARAMETRO
REFERENCIA
ORGANISMO  TESTE/ENSAIO AVALIADO
Ecotoxicologia Terrestre
Mortalidade,
o QUINTANEIRO, _
) .| Pelophylax perezi (ra- desenvolvimento e
Animal — anfibio SOARES; ]
verde) desenvolvimento
MONTEIRO, 2018 o
embrionario

ZHOU; LIU; YE, 2006;

Microoganismos do solo, . o
ZHAN et al., 2006; Xu;| Eficiéncia da respiracao

Bombyx mori L (lagarta),

_ o ) Wen; Wang, 2010; microbiana, eficiéncia
Animal - Eisenia foetida )
) _ XU; metabolica,
invertebrado (minhoca), )
WEN; WANG, 2010, |desenvolvimento corporal,
Euglypha rotunda y
AMACKER, et al., reproducéo

ameba
( ) 2018




Quadro 3 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de S-

Metolachlor em diferentes modelos terrestres (Conclusao).
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TIPO DE ORGANISMO

PARAMETRO

REFERENCIA

ORGANISMO TESTE/ENSAIO

AVALIADO

Ecotoxicologia Terrestre

Triticum aestivum L. (trigo); Sorghum bicolor L.
Moench (sorgo), Typha latifolia (Linneaus);
Amaranthus dubius, Echinochloa, Cleome viscosa,
Portulaceae oleraceae, Digitaria spp. Echinochloa
indica, Trianthema spp., Brachiaria plantaginea,

Brachiaria decumbens

QU et al., 2021,
ZHANG et al., 2022,
MOORE; LOCKE,
2012; SANTOS et
al., 2008

Crescimento e

desenvolvimento

Fonte: Do autor (2023)

Quadro 4 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de

S-Metolachlor em diferentes modelos aquéticos (Continua).

TIPO DE ORGANISMO
ORGANISMO TESTE/ENSAIO

REFERENCIA

PARAMETROS

AVALIADOS

Ecotoxicologia Aquatica

T NEVES et al., 2015:

Animal - peixe Danio rerio ROZMANKOVA et al., 2020,
P (zebrafish) YANG et al., 2020; LIU et al.,

2022, OU-YANG et al., 2022

Reproducao e
sobrevivéncia
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Quadro 4 - Principais trabalhos publicados que avaliam o efeito toxico do herbicida a base de
S-Metolachlor em diferentes modelos aquaticos (Conclus&o).

TIPO DE ORGANISMO . PARAMETROS
REFERENCIA

ORGANISMO TESTE/ENSAIO AVALIADOS

Ecotoxicologia Aquatica

Daphnia magna
LIU et al., 2006; STARA, et

al., (2019); QUINTANEIRO
etal., 2017; MAI et al., Mobilidade,

(microcrustaceo),

Procambarus virginalis

Animal — (lagostim), Eisenia foetida 3
) ) 2013; GAMAIN et al., 2017; reproducéo,
Invertebrado (minhoca), Daphnia )
o VELISEK et al., 2019; desenvolvimento
longispina

VELISEK et al., 2018;

(microcrustaceo),
LIU;YE; ZHAN; LIU, 2006

Crassostrea gigas (ostra)

Chlorella pyrenoidosa, LIU; XIONG, (2009);
Scenedesmus vacuolatus, [VALLOTTON aet al., 2008;
Algas _ , Reproducao
Parachlorella kesslerti, MARONIC et al., 2018;

Gomphonema gracile DEMAILLY etal., 2019

Fonte: Do autor (2023)

Diante disso, a exposic¢do direta e indireta deste herbicida € potencialmente perigosa ao
meio ambiente (DEMAILLY et al., 2019) sendo classificado como moderadamente toxico
(Classe I11), pois seus residuos foram classificados como persistentes pois possuem uma alta
solubilidade em agua. (GUELFI et al., 2018; MARIN-BENITO et al., 2021).

E visto que o S-metolachlor pode ser degradado no solos a partir da agio microbiana
atraveés de dois metabdlitos principais que sdo persistentes e moveis no ambiente, sendo eles:
acido metolacloro oxanilico (MOA) e &cido metolacloro etassulfonico (MESA)
(ROZMANKOVA et al., 2020; MARIN-BENITO et al., 2021). A utilizacio desses produtos é
prejudicial para o ecossistema pois possuem baixa adsor¢do no solo que pode comprometer a

qualidade da 4gua quando alcangam o lencol freatico (GUELFI et al., 2018).
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2.3 Importéancia dos ensaios bioldgicos utilizando modelos vegetais para acesso de risco de
contaminacdo ambiental

Em 1950-1960, a Toxicologia Ambiental recebeu atencdo com o0 aumento da
preocupacdo sobre os riscos que os produtos quimicos agricolas e industriais lancados no
ambiente oferecem ao meio ambiente (AGATHOKLEOUS; CALABRESE, 2020). Os estudos
em toxicologia ambiental tém por objetivo entender como agentes tdxicos podem afetar os
organismos vivos (SISINNO, 2021).

Nas Ultimas décadas, a poluicdo ambiental aumentou drasticamente. A World Health
Organization (WHO) estima que 8,9 milhdes de pessoas morrem a cada ano de doencas
causadas pela poluicéo, 8,4 milhGes (94%) delas em paises pobres (WHO, 2014). O impacto de
poluentes presentes no ecossistema e na saude humana € uma questdo preocupante e
internacional, visto que, existe um grande potencial de afetar a biota e os seres humanos
(KUMAR,; et al., 2021; FALLAH et al., 2021).

Diante da capacidade de poluentes ambientais de impactar o ecossistema, é de extrema
importancia compreender a dindmica de tais substancias. Para determinar a toxicidade de
substancias quimicas no ambiente e acessar 0s riscos ecotoxicologicos das mesmas, é utilizado
0s bioensaios de toxicidade. Através dos bioensaios € possivel investigar os possiveis efeitos e
mecanismos de acdo, além de compreender o potencial tdxico de poluentes ambientais
(REPETTO et al., 2001; WORTH, 2019).

As alteracdes causadas em organismos testes utilizados nos bioensaios detecta o
potencial tdéxico dos quimicos presentes no ambiente (ALENGEBAWY, et al., 2021) pois,
organismos Vvivos respondem a niveis perigosos de qualquer substancia quimica (TORRES
RODRIGUEZ, 2003).

Os bioensaios utilizando plantas superiores apresentam vantagens por serem mais
simples e de baixo custo (FISKESJO, 1985; GRANT, 1982), por nio necessitar de aprovagao
em comissoes éticas (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014) e ainda por apresentarem resultados
que permitem inferir o real risco que o agente poluidor causa ao ambiente, inclusive mostrando-
se tdo eficientes quanto aos ensaios realizados em modelos animais (CELIK & ASLANTURK,
2007) inclusive células humanas (DOS REIS et al. 2017). H&4 uma vasta lista de bioensaios com
modelos vegetais onde cada vegetal € usado para diferentes endpoints e objetivos. Os ensaios
sobre a germinacéo de sementes e o crescimento radicular sdo utilizados frequentemente como
tier | para prospeccdo de toxicidade. Esses ensaios sdo simples e envolvem a exposicéo de

sementes de uma planta modelo a um agente potencialmente toxico. Assim estabelece-se,
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subsequentemente, a fitotoxicidade sobre o nimero de sementes germinadas, bem como a
extensdo do alongamento da raiz e da parte aérea (LI1U et al., 2012; PALMIERI et al., 2014).

Os ensaios sobre a germinagéo e desenvolvimento inicial permitem a avaliacdo dos
efeitos adversos de composto tdxico mesmo nos primeiros estagios do desenvolvimento da
semente. Tanto o numero de sementes germinadas quanto o alongamento da raiz séo parametros
sensiveis em testes de toxicidade, pois &€ um processo relativamente simples, rapido, confiavel
e economicamente viavel (CHAN-KEB et al., 2018).

Para realizar o teste, as sementes sdo expostas a um agente potencialmente toxico. Apos
a exposicdo, o numero de sementes germinadas, a extensdo do alongamento da raiz e da parte
aérea sao estabelecidos (PARK et al., 2016), sendo o avalia¢do do crescimento que constitui a
medicdo da raiz e parte aérea sdo considerados mais sensiveis para detectar a toxicidade do
composto quimico utilizado (CARVALHO et al., 2019). Tendo em vista que o0 crescimento
radicular pode ser inibido quando o érgdo € exposto a substancia tdxica, e o crescimento e
desenvolvimento da raiz estdo diretamente relacionados a proliferacdo celular, se um composto
¢ potencialmente toxico, apresentard& uma reducdo na divisdo das células, que
consequentemente, afetara o desenvolvimento da raiz (ANDRADE-VIEIRA et al., 2017).

Diante disso, 0s bioensaios de toxicidade se tornam importantes nos eventos iniciais de
desenvolvimento e sobrevivéncia de plantas, e, além disso, podem detectar qualquer substancia
capaz de gerar estresse na capacidade de germinacdo de sementes, crescimento das raizes e

estabelecimento da matéria seca (PINHO et al., 2017).

2.4 A semente: aspectos gerais e germinagao
A semente é uma estrutura reprodutiva originada apés a fecundacdo que contém um
embrido com tecidos de reserva e envoltério (GOLDBERG; DE PAIVA; YADEGARI; 1994).
Uma semente madura e seca € considerada quiescente. Sementes quiescentes sdo
considerados 6rgdos em repouso, geralmente apresentam baixo teor de umidade e com atividade
metabdlica quase estagnada. Para que ocorra a germinagcdo, muitas sementes quiescentes
precisam apenas ser hidratadas sob condic¢Ges que suportem o metabolismo, por exemplo, uma
temperatura adequada e a presenca de oxigénio (BEWLEY et al., 2012).
A embebicdo € o primeiro fator que desencadeia a germinagdo da semente, portanto,
quando ocorre a hidratacdo da semente, 0 processo de germinacao se inicia. Ocorre a rapida

expansdo do embrido, devido ao processo de hidratagéo, resultando na ruptura das camadas
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adjacentes e na emergéncia da radicula. Diante disso, a germinagdo € considerada completa
quando ha a emergéncia da radicula (BEWLEY; BLACK, 2013)

Desde o desenvolvimento da semente até a conclusdo da germinacdo, ocorre um fator
crucial de extrema importancia para esse processo, a interacdo mecanica entre os diferentes
compartimentos da semente que estdo relacionados ao fator de transcricdo ZHOUPI, um gene
que tém papel fundamental no desenvolvimento do embrido. O endosperma, as sementes e 0s
revestimentos dos frutos sdo uma das principais restricbes mecéanicas a expansao do embrido
(FOURQUIN et al., 2016).

A germinacdo de sementes também depende de fatores ambientais que s&o essenciais
para esse processo. A temperatura do ambiente, disponibilidade de luz, caracteristicas do solo,
pH e umidade sdo alguns dos fatores essenciais para germinacdo (JAIN & SINGH 1989;
MACDONALD et al., 1992).
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RESUMO

Estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos de herbicidas no ecossistema devido a
preocupaces crescentes sobre os impactos ambientais causados pela sua extensa aplicacdo na
agricultura. O Nicosulfuron é um herbicida usado no controle p6s-emergente de gramineas
anuais ou perenes e ervas daninhas de folhas largas. O S-Metolachlor é conhecido por ser
utilizado como um herbicida de pré-emergéncia usado principalmente para controlar gramineas
anuais e algumas ervas daninhas de folhas largas em culturas intensivas. Neste sentido, o
objetivo do trabalho é avaliar os efeitos de dois herbicidas, sendo um & base de Nicosulfuron e
outro a base de S-Metolachlor no desenvolvimento inicial dos modelos vegetais Lactuca sativa
L. (alface), Raphanus sativus (rabanete), Pennisetum glaucum (L.) R. Br (milheto), e Triticum
aestivum (trigo) através de bioensaios macroscépicos de germinacao e desenvolvimento inicial
da pléantula.

Palavras-chave: Pesticida. Poluicdo. Germinacdo. Ecotoxicologia. Agroguimico
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1 INTRODUCAO

Pesticidas sdo substancias usadas no controle de pragas agricolas podendo ser
classificado de acordo com seu alvo biolégico como, herbicidas (plantas), fungicidas (fungos)
e inseticidas (insetos) (HANDLEY, 2019). Muitas moléculas usadas como principios ativos dos
pesticidas sdo altamente solUveis em &gua e persistentes, acumulando-se nos solos e em cursos
d’agua (FIORESSI et al., 2019). Herbicidas a base de Nicosulfuron e S-Metolachlor sdo dois
herbicidas muito utilizados, a nivel mundial, em lavouras de milho e, a presenca de residuos
desses dois principios ativos em aguas superficiais e subterraneas ja foi observada (GUELFI et
al., 2018; ZHANG, 2020).

O Nicosulfuron é um principio ativo de herbicidas que pertence ao grupo quimico das
sulfoniluréias (LI et al., 2020). E um pré-emergente que atua no controle de ervas daninhas de
folhas largas e folhas estreitas presentes em monoculturas de milho. Em termos toxicologicos
se enquadra na categoria 5 (produto improvéavel de causar dano agudo). No entanto, existe uma
grande preocupacao ambiental relacionado a presenca de residuos desse pesticida no ambiente,
principalmente nos corpos d’agua onde ja foram detectados devido a sua caracteristica de alta
mobilidade no solo (ZHANG et al., 2012). No ano de 2015, a venda de herbicidas de
sulfoniluréias foi superior a 2 bilhGes de euros, representando mais 11% do mercado global de
herbicidas (XU, 2020). Em 2020 as vendas globais ultrapassaram 2,2 bilhdes de euros, enquanto
seu uso atingiu 11.000 toneladas em niveis globais (YANG; ZHANG, 2021).

Dentre os herbicidas de controle pré-emergente de plantas daninhas o S-metolachlor,
herbicida pertencente a familia das cloroacetamidas, vem ganhando destaque nos Gltimos anos.
E caracterizado pela sua agio ndo sistémica, utilizado exclusivamente na cultura de milho.
Nos ultimos anos. foram descobertos residuos deste herbicida presentes em corpos d’agua
superficiais (ROZMANKOVA, et al., 2020) e subterraneos (DEMAILLY et al., 2019, MARIN-
BENITO et al., 2021) devido ao processo de escoamento agricola que resulta na contaminacgao
desses corpos d’aguas. E classificado como moderadamente toxico (Classe III) e seus residuos
séo classificados como persistentes devido a sua alta solubilidade em &gua (GUELFI et al.,
2018; MARIN BENITO et al., 2021), baixa pressao de vapor e grande meia vida devido a lenta
degradacdo por hidrdlise ou fotolise (ROZMANKOVA et al., 2020; MARIN-BENITO et al.,
2021). No Brasil, o S-metolachlor é comercializado desde 1998 (Brasil, 2013) e, amplamente
utilizado no &mbito global (ZEMOLIN et al., 2014).

A poluicdo causada por esses pesticidas é agravante para 0 meio ambiente pois possuem

potencial de acarretar danos a organismos ndo-alvo destes defensivos através da contaminacgéo
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causada por seus residuos no ambiente, podendo, dessa forma, afetar negativamente as espécies
expostas (CARSON, 2010; MIKO et al., 2015). No entanto, a ecotoxicidade do Nicosulfuron e
S-Metolachlor em organismos ndo alvo ainda € pouco conhecida.

Os estudos realizados até 0 momento sobre os efeitos toxicos desses principios ativos
se baseiam principalmente em efeitos na fisiologia diminuindo o sucesso reprodutivo,
interrompendo as fung¢des enddcrinas e imunotdxicas quando expostas a organismos ndo-alvos
como em anfibios, invertebrados, peixes, e plantas ndo alvos como arroz, milho, feijdo, trigo e
sorgo (QUADRO 1, 2, 3 e 4). Diante disso, é de extrema importancia conhecer melhor a
toxicidade desses pesticidas atraves da avaliacdo de risco de poluicdo em diferentes modelos
para tomadas de decisdes e desenvolvimento de medidas adequadas para preservagdo
ambiental. Bioensaios com organismos modelos s&o os mais indicados e utilizados no
monitoramento da acdo toxica dos poluentes sobre organismos vivos. Dentre os protocolos
padronizados com organismos modelos disponiveis para acessar 0S riscos ambientais
apresentados por poluentes emergentes como os herbicidas, as plantas se destacam (BOUTIN,
2011).

Os bioensaios que utilizam plantas superiores apresentam vantagens por serem mais
simples e de baixo custo (FISKESJO, 1985; GRANT, 1982) e por n&o necessitar de aprovacio
em comissOes éticas (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014) quando comparados aos bioensaios
com modelos animais. Além disso, estudos mostraram que danos no DNA de células vegetais
tém uma correlacdo com danos no DNA de leucocitos humanos (ANDRADE-VIEIRA et al.,
2017). Os modelos vegetais compdem ainda um sistema de grande importancia como
bioindicadoras de poluicdo e vém sendo utilizadas ha bastante tempo para este fim, uma vez
que propiciam a avaliacdo da toxicidade e mutagenicidade no ambiente natural (in situ)
(SANDALIO et al., 2001). Em especial, os testes que envolvem a avaliagdo da germinacao e
desenvolvimento inicial de plantulas ndo alvo como modelos (WANG, 1991) sdo interessantes
para prospeccao de efeitos toxicos além de serem ensaios padronizados de acordo com a OECD-
208.

Diante do exposto, objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos de um herbicida a base
de Nicosulfuron e um herbicida a base de S-metolachlor através de bioensaio de germinacéo e
desenvolvimento inicial de plantulas dos modelos vegetais Lactuca sativa L. var. americana
(alface), Pennisetum glaucum (L.) R. Br (milheto), Raphanus sativus Crimson Gigante
(Rabanete) e Triticum aestivum (Trigo) auxiliando no entendimento de possiveis riscos

ecotoxicoldgicos desses herbicidas.
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2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Obtencéo do material vegetal

Quatro modelos vegetais, sendo duas dicotileddneas, Lactuca sativa L. (alface) var.
americana e Raphanus sativus Crimson Gigante (rabanete) e duas monocotiled6neas,
Pennisetum glaucum (L.) R. Br (milheto), e Triticum aestivum (trigo) foram empregados como
espécies ndo alvo no estudo. As espécies foram escolhidas de acordo com a Lista do anexo da
OECD-208 (2006) que estabelece as diretrizes para realizagdo de ensaio sobre a germinacgéo e
desenvolvimento inicial de plantas modelos.

As sementes das dicotiledoneas (L. sativa e R. sativus) foram adquiridas em casas
agrocomerciais locais, com data de validade superior a um ano. As sementes das
monocotileddneas (P. glaucum e T. aestivum) foram adquiridas em comércio on-line com data
de colheita do ano anterior a realizacdo dos estudos. Todas as sementes foram armazenadas a

4°C até a utilizacdo no estudo.

2.2 Herbicidas Comerciais

Os produtos comerciais Nortox 40SC, contendo 40,00 g/L de Nicosulfuron, e o DUAL
GOLD, contendo 960 g/L de S-metolachlor, foram cedidos pelo setor de Melhoramento de
Plantas do Departamento de Agronomia da Escola de Ciéncias Agréarias de Lavras (ESAL) da
Universidade Federal de Lavras.

As solucOes para os testes foram preparadas a partir desses produtos comerciais fazendo
uma relacdo entre a area da placa de petri com a dose, por hectare, determinada para aplicacdo
em campo, segundo a bula do fabricante de cada um dos herbicidas. Foram preparadas 10
concentracdes de cada herbicida com um fator denominador de 1.8 entre elas, de acordo com a
OECD 208.

Para controle positivo foi utilizado 0,25 g/L de glifosato (10%) (ALVES et al., 2021) e

para o controle negativo foi utilizado agua destilada.

2.3 Exposicao das sementes e delineamento experimental

Para o delineamento experimental, as sementes foram dispostas em placas de Petri de
polietileno de 9 cm de didmetro, contendo papel filtro embebido com cada uma das solugdes
testadas de cada herbicida. As placas foram armazenadas em BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a temperatura de 24 °C, sem fotoperiodo (NARWAL; SAMPIETRO; CATALAN,
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2009). O delineamento experimental foi realizado inteiramente ao acaso com cinco repeti¢oes
para cada solucédo-teste. A repeticdo correspondeu a uma placa de Petri contendo 25 sementes
do modelo vegetal em questdo, tratada com uma determinada solugdo. Ao todo, foram 480
placas avaliadas dentre os quatro modelos e dois herbicidas, sendo 10 concentracdo, dois

controles (positivo e negativo) e 5 repeticdes.

2.4 Determinacao da Curva Dose-Efeito dos herbicidas

Solucdes dos herbicidas comerciais contendo as seguintes concentracdes finais, 0,154
g/L; 0,278 g/L; 0,5 g/L (dose de uso indicada na bula dos pesticidas); 0,9 g/L; 1,62 g/L; 2,916
o/L; 5,248 g/L; 9,448 g/L; 17.006 g/L e 30,611 g/L., do principio ativo (Nicosulfuron ou S-
metolachlor) diluidas em 25 ml de dgua destilada foram usadas para determinar a curva dose-
efeito dos herbicidas. A germinacdo das quatros espécies modelo (alface, milheto, rabanete e
trigo) foram avaliadas observando e anotando o nimero de sementes germinadas (protrusdo da
radicula), a cada 12h, até completar um total de 72 h. Apds as 72h, foi obtido o peso fresco das
plantulas de cada placa de petri utilizando uma balanca analitica (SHIMADZU, Modelo:
AX200). As placas foram armazenadas em freezer a -10°C, estabilizando e paralisando o
crescimento da plantula. Posteriormente, para afericdo do tamanho das plantulas, as placas
foram deixadas em temperatura ambiente, as plantulas foram posicionadas, delicadamente,
sobre uma superficie escura, esticadas, e 0 comprimento das raizes e da parte aérea da plantula
foi medido com auxilio de um paquimetro digital (MESSEN 150mm/6” 0.0lmm). A partir
dessas andlises foi calculado a porcentagem de germinacdo, o indice de velocidade de
germinacdo (IVG), o comprimento da raiz e da parte aérea e massa fresca de acordo com Park
et al., 2016.

2.5 Indice de toxicidade

A partir das respostas obtidas nas curvas de dose-efeito de cada um dos modelos para
cada um dos herbicidas, foi calculado o indice de toxicidade. Para tanto, foi obtido a inibigéo
de dado pardmetro (porcentagem de germinacao, o indice de velocidade de germinacéo (IVG),
0 comprimento da raiz e da parte aérea e massa fresca) em relacdo ao controle negativo (4gua)
para cada modelo em cada herbicida. Apds, foi calculado a média de inibicdo dentre todas as
concentragdes aplicadas de um dado herbicida para um dado modelo e o valor obtido foi plotado

em graficos para comparacao.
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2.6 Teste Estatistico

Para verificar a diferenga entre os tratamentos, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (o = 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de significancia. As analises estatisticas foram realizadas no programa R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

2.7 Determinacéao da ecotoxicidade

A partir do teste de média e comparacdes par a par realizada entre as diferentes
concentracgdes testadas dentro de um determinado modelo para ambos os herbicidas foi obtido
0s parametros ecotoxicoldgicos de importancia para caracterizacdo dos efeitos toxicos dos
herbicidas testados: NOEC (Maior concentracdo aplicada onde nédo foi observado efeito toxico),
LOEC (Menor concentragdo aplicada onde foi observado efeito tdxico) e ECso (Concentracéo
testada que inibiu em torno de 50% o pardmetro avaliado em relagdo ao controle negativo).

3 RESULTADOS
3.1 Relacéo dose-efeito dos herbicidas nos modelos vegetais

O herbicida Nicosulfuron inibiu a germinacdo das sementes de L. sativa apenas nas
maiores concentracgdes testadas (9,448g/L e 30,611g/L). O efeito de reducdo da germinacéo do
modelo L. sativa para o herbicida S-metolachlor também s6 foi observado nas maiores
concentracdes. Para ambos herbicidas a inibicdo maxima foi em média 20% (Figura 1 e 2).

O desenvolvimento inicial das plantulas de L. sativa foi inibido pela agdo dos herbicidas
testados. A parte aérea apresentou uma reducdo significativa a partir da dose 1,62g/L de
Nicosulfuron testada, enquanto que para a raiz, houve efeito inibitério a partir da dose 0,154
g/L (Figura 5). S-metolachlor apresentou efeito significativo em ambos parametros avaliados
no desenvolvimento inicial (raiz e parte aérea) a partir da dose 0,278g/L (Figura 6).
Consequentemente, o efeito de inibicdo no desenvolvimento inicial das plantulas influenciou a
massa fresca. Foi observada redugéo significativa na dose 0,154g/L para Nicosulfuron e S-
Metolachlor em relacdo a massa fresca (Figura 6 e 7). Por outro lado, a redugdo do IVG nas
sementes de alface em relacdo a maior concentragéo testada foi de 72,64% e 69,65% para 0
herbicida Nicosulfuron e S-Metolachlor, respectivamente (Figura 3,4 e 10).

Para o modelo vegetal P. glaucum, ndo foi observado uma inibicdo significativa em
sementes expostas ao Nicosulfuron, em contrapartida, houve inibicdo nas maiores

concentracgdes testadas de S-Metolachlor (9,448g/L e 17,0669/L) apresentando em média uma
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inibicdo de 25% (Figura 1, 2 e 10). Em relacéo ao IVG, a reducgéo na velocidade de germinacéo
nas sementes de P. glaucum em relacdo a maior concentracdo testada foi de 48,35% para o
herbicida Nicosulfuron e 57,61% para o S-Metolachlor (Figura 3,4 e 10).

O desenvolvimento inicial das plantulas de P. glaucum foi inibido pela acdo dos
herbicidas testados. Para ambos herbicidas o desenvolvimento inicial (parte aérea e raiz) foram
inibidos a partir da dose 0,154 g/L (Figura 5), havendo, dessa forma, influéncia na massa fresca
que apresentou reducéo significativa do peso a partir desta mesma dose (Figura 6 e 7).

Quanto ao R. sativus, ndo houve uma inibicdo significativa na germinacdo de sementes
expostas nos herbicidas testados (Figura 1,2 e 10). Avaliando o parametro relacionado a
velocidade de germinacéo, para o Nicosulfuron houve reducédo do IVG a partir da dose 9,448g/L
e na dose 17,006g/L para o S-Metolachlor (Figura 3 e 4). Em relacdo ao desenvolvimento da
parte aérea, apresentaram reducao no seu crescimento a partir de 2,946g/L para a parte aérea e
0,154g/L para raizem ambos herbicidas testados (Figura 5). Para a massa fresca, houve reducéo
no peso a partir do 2,946¢g/L para Nicosulfuron e 17,006g/L para S-Metolachlor (Figura 6 e 7).

Para o modelo T. aestivum, o Nicosulfuron ndo inibiu consideravelmente a germinacéo
das sementes, porém, no S-Metolachlor apresentou efeito na reducdo da germinacao a partir da
concentracdo testada (5,248g/L) (Figura 1 e 2). A inibicdo maxima apresentada no herbicida S-
Metolachlor foi de 46,5%. Em relagdo ao IVG, a reducdo na velocidade de germinacgdo nas
sementes de T. aestivum em relagdo a maior concentracdo testada foi de aproximadamente 49%
e 77% para o Nicosulfuron e S-Metolachlor, respectivamente (Figura 3, 4 e 10). Para ambos
herbicidas, o desenvolvimento inicial (parte aérea e raiz) foram inibidos a partir da dose 0,154
g/L (Figura 5). Houve uma reducéo significativa a partir da mesma dose para o peso fresco das
plantulas (Figura 6 e 7).
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Figura 1 - Porcentagem de Germinacao em sementes expostas ao herbicida Nicosulfuron.
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Fonte: Do autor (2023)

Figura 2 - Porcentagem de Germinacgdo em sementes expostas ao herbicida S-Metolachlor.
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agem de germinacdo de sementes expostas ao herbicida a base de S-metolachlor.

Asteriscos (*) representam a partir de qual dose apresentou efeito na velocidade de germinacéo.

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 3 — indice de Velocidade de Germinagdo de sementes expostas ao herbicida
Nicosulfuron.
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Fonte: Do autor (2023)

Figura 4 - Indice de Velocidade de Germinacio de sementes expostas ao herbicida S-

Metolachlor.
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Legenda: indice de Velocidade de Germinacio de sementes expostas ao herbicida a base de S-
metolachlor. Asteriscos (*) representam a partir de qual dose apresentou efeito na velocidade de

germinacao.

Fonte: Do autor (2023)
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Figura 5 - Crescimento inicial das plantulas dos quatro modelos expostos aos herbicidas a base

de Nicosulfuron e S-Metolachlor.
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Figura 6 - Peso fresco dos quatro modelos expostos aos herbicidas a base de Nicosulfuron.
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Fonte: Do autor (2023)

Figura 7 - Peso fresco das plantulas dos quatro modelos expostos aos herbicidas a base de S-

Metolachlor.
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3.2 Sensibilidade dos modelos vegetais aos herbicidas

O indice de toxicidade calculado permitiu a observagdo da sensibilidade dos modelos
em relacdo aos herbicidas considerando os parametros avaliados. Dentre as quatros espécies
utilizadas, o modelo vegetal L. sativa apresentou maior sensibilidade em rela¢do a porcentagem
de germinacdo para o Nicosulfuron seguido do T. aestivum, R. sativus e P. glaucum. O mesmo
resultado € visto para o indice de velocidade de germinacdo. Para o S-metolachlor, a maior
sensibilidade foi observada no T. aestivum, seguido do R. sativus, L. sativa e 0 menos sensivel,
o P. glaucum. Quanto ao indice de velocidade de germinacdo, a maior sensibilidade foi
observada na L. sativa apresentando, portanto, maior efeito inibitério na velocidade de
germinacao, seguida dos modelos T. aestivum, P. glaucum, e por fim, o R. sativus apresentando

a menor sensibilidade entre os modelos avaliados (Figura 8).

Figura 8 - Porcentagem de inibi¢do dos parametros Porcentagem de Germinacdo e indice de
Velocidade de Germinagdo (IVG) dos quatro modelos vegetais expostos a ambos
herbicidas.
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Quanto ao desenvolvimento inicial das plantulas, o modelo P. glaucum apresenta a
maior sensibilidade no desenvolvimento radicular quando exposto ao Nicosulfuron, seguido
pelo P. glaucum, R. sativus e L. sativa. Quando expostas ao S-metolachlor, o modelo R. sativus
apresenta a maior sensibilidade, seguindo pelo P. glaucum, T. aestivum e por fim, pelo modelo
menos sensivel nesse pardmetro, a L. sativa. Em relacdo a parte aérea, € observado maior
sensibilidade para o Nicosulfuron no modelo T. aestivum, seguido do L. sativa, P. glaucum e
R. sativus. Para o S-metolachlor, temos o P. glaucum apresentando a maior sensibilidade,

seguido do T. aestivum, L. sativa e R. sativus (Figura 9).

Figura 9 - Porcentagem da inibicdo do crescimento inicial (aérea e raiz) das plantulas dos quatro
modelos vegetais expostos a ambos herbicidas.
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Fonte: Do autor (2023)

Em termos gerais, quando é estabelecido uma média entre todos os parametros
avaliados, o T. aestivum é 0 modelo mais sensivel quando exposto ao Nicosulfuron. O L. sativa
apresenta a segunda maior sensibilidade, seguido do P. glaucum e, apresentando a menor
sensibilidade quando exposto ao herbicida em questdo, o R. sativus. Quando avaliado a média
entre os parametros de cada modelos expostos ao principio ativo do s-metolachlor, as espécies
monocotileddneas (T. aestivum e P. glaucum) apresentaram maior sensibilidade quando

comparadas com as especies dicotiledoneas (L. sativa e R. sativus) (Figura 10 e 11).
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Figura 10 - Média de cada parametro avaliado dos quatros modelos vegetais e ambos herbicidas
indicando o indice de toxicidade.
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Fonte: Do autor (2023)

Figura 11 - Média de todos os parametros avaliados dos quatros modelos vegetais e ambos
herbicidas indicando o indice de toxicidade.
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3.3 Ecotoxicidade dos herbicidas nos modelos vegetais

ONOEC (0,59g/L) e LOEC (1,62 g/L) observado para a germinacao foi igual para ambos
herbicidas testados independente do modelo vegetal utilizado. Por outro lado, para IVGhouve
diferenca entre os parametros ecotoxicoldgicos (NOEC e LOEC) para os herbicidas testados
em todos os modelos vegetais (Figura 3 e 4) apresentando NOEC. No desenvolvimentoda parte
aérea, observou-se como LOEC a dose de 1,62g/L e NOEC 0,9¢/L em L. sativa expostaao
Nicosulfuron e (0,278g/L como LOEC e (0,154g/L) NOEC quando exposto ao S- metolachlor.
Em P. glaucum, e T. aestivum, obteve-se (0,154¢/L) como o LOEC e em R. sativus, (2,946g/L)
como LOEC e (0,154g/L) o NOEC para ambos herbicidas testados.

Foi observado que para todos os modelos e em ambos herbicidas, o parametro raiz e
massa fresca apresentaram o mesmo LOEC (0,154g/L) e ndo obteve NOEC.

A dose testada que representou o EC50 foi na variavel indice de Velocidade de
Germinacdo do herbicida a base de Nicosulfuron (2,946g/L) da espécie L. sativa e (30,611¢g/L)
na espéecie P. glaucum e T. aestivum. Para o S-metolachlor, apresentaram o EC50 na dose da
mesma variavel na espécie L. sativa (17,066¢/L), na espécie P. glaucum (9,448g/L) e na espécie
T. aestivum (2,9469/L).

4 DISCUSSAO

Até 0 momento, os trabalhos sobre a toxicidade dos herbicidas a base de Nicosulfuron
e S-Metolachlor em vegetais tém sido realizados majoritariamente com o milho (Zea mays L.)
(DOBBELS & KAPUSTA, 1993; LIU et al., 2012; WANG et al., 2022). Neste sentido, em
nosso conhecimento, o presente trabalho é pioneiro na utilizacdo de outros modelos vegetais
previstos pela Organization for Economic Co-operation and Development (OECD) e pela
normativa ISO 18763:2016 trazendo uma abordagem comparativa dos efeitos de toxicidade que
cada um desses herbicidas apresenta.

Diante dos resultados obtidos, foi observado que o modelo vegetal mais sensivel entre
0s modelos avaliados, foi a T. aestivum quando exposta em ambos os herbicidas, porém, todos
0os modelos apresentaram um efeito fitotoxico. Adicionalmente, o efeito observado dos
herbicidas nos modelos testados foi dose-dependente: a medida que as concentragdes dos
respectivos principios ativos dos herbicidas testados aumentaram, houve uma diminuic¢do
significativa na velocidade de germinagdo das sementes, assim como, no desenvolvimento das

plantulas, e, consequentemente, uma reducdo no peso fresco. A germinagdo das sementes
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depende de fatores fisiologicos, dentre eles, a absorcdo de agua e nutrientes. O processo de
absorcdo de agua pela semente (embebigéo) ativa processos metabolicos que subsequentemente
levam & expansdo do embrido e penetracdo da radicula (ou outro 6rgdo) através dos tecidos
circundantes (BEWLEY et al., 2013), sendo um fator independente do desenvolvimento da
plantula que, depende de condicdes ideais para 0 aumento do nimero de células, através da
divisdo celular, e o alongamento celular (SPAETH, 1994). Neste sentido, a germinagéo é o
pardmetro menos sensivel dentre os pardmetros avaliados, pois, apesar da complexidade do
fendmeno, considera-se germinada a semente que nesse processo rompeu o tegumento. Logo,
apesar das sementes dos modelos testados terem germinado em todos os tratamentos de ambos
herbicidas, houve inibicdo significativa do crescimento da raiz e parte aérea devido aos
mecanismos de acdo de ambos herbicidas que muitas vezes ndo permitem a proliferacdo das
células, prejudicando o crescimento das plantulas expostas.

O mecanismo de agdo dos herbicidas a base de Nicosulfuron e S-Metolachlor séo
distintos. Por um lado o Nicosulfuron, um herbicida pds emergente, atua na inibi¢do da enzima
ALS (enzima acetato sintase), que € responsavel pela interrupcdo da diviséo celular e, como
consequéncia, a interrupcao do crescimento da plantula (DUUS; KRUSE; STREIBIG, 2018)
enguanto que o herbicida a base de S-Metolachlor, atua como um pré-emergente em culturas.
Seu modo de acdo consiste em inibir processos bioldgicos relacionados ao crescimento da
planta em suas zonas meristematicas. E responsavel pela inibicdo do gene FAE1, que altera a
integridade e funcdo de elongases, responsaveis pelo alongamento de acidos graxos altamente
insaturados (HUFA) e acidos graxos de cadeia longa (mais de 18 atomos de carbono) que séo
de extrema importancia na constituicdo da membrana plasmatica da célula e compartimentos
da parede celular (NEVES et al., 2015; COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; MARONIC et
al., 2018; DEMAILLY et al., 2019). Ou seja, o crescimento das plantas a partir dos meristemas,
apo6s a germinacdo e na emergéncia de folhas é inibido por tais herbicidas (SIKKEMA:
SHROPSHIRE: SOLTANI, 2019) que sdo, portanto, inibidores do crescimento apical e da raiz
(KARAM et al., 2003), como observado nos resultados deste estudo utilizando espécies nédo-
alvo dos herbicidas testados.

Semelhante ao que foi apresentado neste trabalho, o herbicida S-Metolachlor apresentou
efeitos sobre o crescimento radicular de milho e arroz em condigdes de hidroponia, mostrando-
se toxico para essas plantas, onde apresentou inibicdo nos crescimentos radiculares, bem como,
no desenvolvimento da planta (LIU et al., 2012). Pesquisas em campo foram conduzidas

utilizando feijdo (Phaseolus vulgaris) que foram expostos ao S-Metolachlor. Foi observado
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les6es minimas em condicédo de aplicagdo em campo como a reducdo do crescimento das folhas,
além de apresentarem necrose e clorose (SIKKEMA; SHROPSHIRE; SOLTANI, 2009).

Existem outros trabalhos de campo e/ou casa de vegetacdo que relatam a fitotoxicidade
em feijdo (SANTOS et al., 2012; KALSING; VIDAL, 2013) e batata doce (ABUKARI;
SHANKLE; REDDY, 2015) causada pela exposicdo ao S-Metolachlor causando efeitos
adversos no desenvolvimento da planta desde a redugdo da matéria seca, altura da planta, les6es,
reducdo no numero de folhas e na area foliar e, principalmente, na reducdo do comprimento
radicular e caulinar, um dos parametros avaliados neste estudo.

Estudos com ensaios em campo utilizando plantas daninhas da cultura do tomate
também foram conduzidos no intuito de avaliar os efeitos do herbicida S-Metolachlor nas
plantas. Foi observado que este herbicida possui maior eficacia contra ervas daninhas de folhas
largas (dicotiledéneas) como Amaranthus dubius, Echinochloa colona, Cleome viscosa,
Portulaca oleraceae, Digitaria spp., Echinochloa indica e Trianthema spp., afetando
diretamente a densidade dessas espécies daninhas do que para ervas daninhas de folha fina, por
exemplo, Cyperaceae (monocotiledonea) (SANTOS et al., 2008) diferente dos resultados
obtidos neste trabalho onde o S-Metolachlor apresentou maior indice de toxicidade em espécies
monocotileddneas que em espécies dicotiledbneas (Figura 11).

Adicionalmente, em um trabalho de campo utilizando milho de pipoca (pertencente a
mesma familia botanica do milho) obteve niveis de toxicidade quando expostas ao
Nicosulfuron. Foi observado toxicidade nas plantas ap6s a aplicacdo sendo mais evidente tais
niveis de toxicidade a medida que se elevaram as doses (Figura 5). Tais resultados condizem
com os resultados obtidos em relacdo aos niveis de toxicidade a medida que as doses de ambos
herbicidas séo elevadas. Nesse mesmo trabalho, foi relatado que o herbicida foi altamente
toxico para Brachiaria plantaginea e Brachiaria decumbens (monocotiledéneas) e ndo téo
eficiente para a espécie Ipomoea (dicotiledénea) (JAKELAITIS et al., 2005) E importante
ressaltar que herbicidas a base de sulfoniluréias sdo altamente eficientes no controle de muitas
gramineas (monocotiled6éneas) e algumas ervas daninhas de folhas largas (dicotiledénea). De
modo geral, o Nicosulfuron controla melhor as monocotileddneas que as dicotileddneas.

Outros trabalhos também relatam o efeito de fitotoxicidade em monocotiledoneas em
condigdo de campo quando expostos ao Nicosulfuron e tais resultados se assemelham com o
encontrado neste trabalho em relagdo ao crescimento e desenvolvimento da espécie T. aestivum.
Em Martins et al., (2007) foi relatado que o Nicosulfuron reduziu o crescimento das espécies

Brachiaria Brizantha (cv. Marandu) e em Brachiaria decumbens (cv. Basilisk). Em Brachiaria
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ruziziensis, o Nicosulfuron provoca clorose foliar, apresentando necrose e reducdo no
crescimento da planta (CECCON et al.,, 2010). E, causa alta intoxicacdo em Brachiaria
decumbens (cv. Basilisk) e Brachiaria ruziziensis interferindo diretamente em seu crescimento
(ANESIO et al., 2017). Esses trabalhos corroboram com os resultados obtidos onde as espécies
monocotileddneas, especialmente o T. aestivum apresentou maior nivel de toxicidade entre 0s
modelos avaliados (Figura 11)

O Nicosulfuron também se mostrou toxico em um trabalho de campo para as espécies
dicotiledéneas Amaranthus retroflexus L. e Chenopodium album L., afetando o crescimento
das duas espécies, 0 que é visto para a espécie L. sativa neste trabalho onde seu
desenvolvimento foi afetado e sendo a espécie L. sativa uma dicotileddnea (SARABI et al.,
2018).
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