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INDICADORES DE IMPACTO

A presente pesquisa abordou a ecotoxicidade de um herbicida de alta relevancia no mercado,
cujo principio ativo é a flumioxazina, em organismos modelos terrestres e aquaticos. Os
resultados obtidos permitem uma anélise ampla dos impactos sociais, tecnoldgicos,
econbmicos e culturais, que podem ser tanto concretos e diretos quanto potenciais. Os
resultados do estudo destacam a necessidade de um manejo consciente e responsavel dos
herbicidas, considerando o0s riscos ambientais identificados. Isso pode influenciar a
formulacdo de politicas publicas e regulatérias voltadas para a prote¢cdo do meio ambiente e
da saude publica. A conscientizacdo das comunidades agricolas e do publico em geral sobre
0S riscos potenciais e as praticas de manejo seguro pode resultar em um uso mais informado e
prudente desses produtos quimicos. Esses impactos sao principalmente potenciais, mas tém o
potencial de se concretizar atraves de politicas e programas de educagdo. Os achados sobre a
sensibilidade de diferentes espécies vegetais e aquaticas a flumioxazina podem levar ao
desenvolvimento de tecnologias mais seguras e eficazes para o controle de plantas invasoras.
Isso inclui a criagdo de herbicidas alternativos com menor impacto ambiental ou o
aperfeicoamento de técnicas de aplicagdo que minimizem a contaminagdo de ecossistemas
aquaticos. Esses impactos sdo potenciais, dependendo de investimentos em pesquisa e
desenvolvimento tecnoldgico. A identificagdo de baixa toxicidade para as espécies do meio
terrestre testadas sugeriu que o uso de flumioxazina pode ser mantido sem grandes restricdes,
garantindo a eficécia na producdo agricola e a competitividade dos produtores no mercado.
No entanto, as altas toxicidades ambientais para 0s ecossistemas aquaticos indicam a
necessidade de estratégias de mitigacdo que podem implicar custos adicionais para 0s
agricultores e industrias quimicas. Esses impactos sdo concretos e diretos, afetando
diretamente os custos de producdo e as praticas agricolas. A conscientizacdo sobre os efeitos
ambientais dos herbicidas pode promover uma mudanca cultural em direcdo a praticas
agricolas mais sustentaveis e ecoldgicas. Isso pode influenciar a adocao de técnicas de manejo
integrado de pragas e a valorizacdo de préaticas agricolas tradicionais que respeitam o
equilibrio ecol6gico. Os impactos culturais sdo potencialmente profundos, podendo se
concretizar através de movimentos sociais e iniciativas comunitarias voltadas para a
sustentabilidade. Os resultados deste estudo destacam a importancia de uma abordagem
equilibrada na utilizacdo de herbicidas, considerando tanto os beneficios econdmicos quanto
0s potenciais impactos ambientais. A adocdo de politicas publicas informadas pelos achados
cientificos, juntamente com investimentos em tecnologias mais seguras e praticas agricolas
sustentaveis, pode mitigar os riscos identificados e promover um desenvolvimento agricola
mais responsavel e equilibrado.



IMPACT INDICATORS

This research looked at the ecotoxicity of a highly relevant herbicide on the market, the active
ingredient of which is flumioxazin, on terrestrial and aquatic model organisms. The results
obtained allow for a broad analysis of the social, technological, economic and cultural
impacts, which can be both concrete and direct, as well as potential. The results of the study
highlight the need for conscious and responsible management of herbicides, taking into
account the environmental risks identified. This can influence the formulation of public and
regulatory policies aimed at protecting the environment and public health. Raising awareness
among farming communities and the general public about the potential risks and safe
management practices can result in a more informed and prudent use of these chemicals.
These impacts are mainly potential, but have the potential to be realized through policies and
education programs. Findings on the sensitivity of different plant and aquatic species to
flumioxazin could lead to the development of safer and more effective technologies for
controlling invasive plants. This includes creating alternative herbicides with less
environmental impact or improving application techniques that minimize contamination of
aquatic ecosystems. These impacts are potential, depending on investments in research and
technological development. The identification of low toxicity for the terrestrial species tested
suggested that the use of flumioxazin can be maintained without major restrictions,
guaranteeing efficiency in agricultural production and the competitiveness of producers in the
market. However, the high environmental toxicities for aquatic ecosystems indicate the need
for mitigation strategies that may imply additional costs for farmers and chemical industries.
These impacts are concrete and direct, directly affecting production costs and agricultural
practices. Raising awareness about the environmental effects of herbicides can promote a
cultural shift towards more sustainable and ecological farming practices. This can influence
the adoption of integrated pest management techniques and the appreciation of traditional
agricultural practices that respect the ecological balance. The cultural impacts are potentially
profound and can be realized through social movements and community initiatives aimed at
sustainability. The results of this study highlight the importance of a balanced approach to the
use of herbicides, considering both the economic benefits and the potential environmental
impacts. The adoption of public policies informed by scientific findings, together with
investments in safer technologies and sustainable agricultural practices, can mitigate the risks
identified and promote more responsible and balanced agricultural development.



RESUMO

A flumioxazina ¢ um ingrediente ativo de um herbicida frequentemente empregado para o
controle de plantas invasoras de folhas largas na agricultura. Devido a sua eficacia, a
utilizacdo do produto comercial tem aumentado significativamente nos ultimos anos,
suscitando preocupacgdes quanto aos riscos ambientais. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos subletais de uma formulacdo comercial de flumioxazina em diversos organismos
modelos, representativos dos ecossistemas terrestres e aquaticos através de uma abordagem
integrada para analisar a toxicidade ambiental. O estudo foi iniciado investigando cinco
modelos vegetais, dos quais quatro foram utilizados para analises de germinacdo e
desenvolvimento inicial das plantas (Lactuca sativa L., Raphanus sativus L, Pennisetum
glaucum L. e Triticum aestivum L.), e um (Allium cepa L.) foi empregado para avaliar a
genotoxicidade do herbicida. A germinacdo foi o parametro menos sensivel avaliado, e a
espécie P. glaucum demonstrou maior sensibilidade a toxicidade do herbicida, apresentando
reducdo da raiz, parte aérea e peso fresco. Embora tenha sido identificado o potencial
mutagénico do produto, este se manifestou em doses significativamente superiores as
recomendadas para uso em campo (0,005 g L™ & 0,025 g L™, sugerindo um baixo risco da
formulacdo comercial da flumioxazina para o meio terrestre. Foram realizados testes de
toxicidade com modelos aquaticos, incluindo uma microalga verde (Raphidocelis
subcapitata) e dois organismos zooplanctonicos (Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia magna).
Os resultados revelaram que a microalga apresentou alta sensibilidade ao herbicida,
manifestando fitotoxicidade a partir de 2,726 pg L™ e acumulando carboidratos em resposta &
presenca da flumioxazina. Os cladoceros também foram negativamente afetados pelo
herbicida, tanto em exposicdo aguda quanto cronica. Foram observados a inibicdo da
imobilidade em ambas as espécies nos ensaios agudos a partir da dose de 47,2 mg L™ e, na
exposicdo cronica, C. silvestrii apresentou inibicdo da imobilidade e reproducéo, a partir de
3,5 mg de flumioxazina L™. As taxas de filtracdo e ingestdo indicaram respostas espécie-
especificas, onde D. magna sofreu reducdo da filtragdo do alimento e, C. silvestrii aumentou a
ingestdo. A exposicdo crbnica via alimentacdo de D. magna as microalgas contaminadas
demonstraram uma inibicdo de 100% na producdo de ovos e, por conseguinte, na sua
capacidade de reproducdo. A toxicidade do herbicida também reduziu a expectativa de vida
de D. magna em 13 dias, além de interferir no desenvolvimento do organismo, causando
atrasos entre os estagios de vida. Diferentemente das conclusbes finais obtidas para os
modelos vegetais, a flumioxazina no ambiente aquatico pode ser considerada de risco
ambiental. Assim, concluimos que enquanto a baixa toxicidade no meio terrestre pode sugerir
uma relativa seguranga para 0s organismos terrestres, a alta toxicidade no ambiente aquatico
destaca a vulnerabilidade dos ecossistemas aquaticos e a necessidade urgente de medidas de
mitigacdo e regulamentacao para proteger esses sistemas vitais.

Palavras-chave: flumioxazina; modelos vegetais; modelos aquaticos; fitotoxicidade;
ecogenotoxicidade; herbicida.



ABSTRACT

Flumioxazin is an active ingredient in herbicides commonly used to control broad-leaved
weeds in agriculture. Due to its effectiveness, the use of commercial products containing
flumioxazin has significantly increased in recent years, raising concerns about environmental
risks. The objective of this study was to assess the sublethal effects of a commercial
formulation of flumioxazin on various model organisms representative of terrestrial and
aquatic ecosystems, through an integrated approach to environmental toxicity analysis. In the
first place, the study investigaed five plant models, four of which were used to analyze
germination and initial plant development (Lactuca sativa L., Raphanus sativus L.,
Pennisetum glaucum L., and Triticum aestivum L.), while one (Allium cepa L.) was used to
evaluate the genotoxicity of the herbicide. Germination was found to be the least sensitive
parameter assessed, with the P. glaucum species showing the greatest sensitivity to herbicide
toxicity, exhibiting reductions in root, aerial part, and fresh weight. Although mutagenic
potential was identified, it occurred at doses significantly higher than those recommended for
field use (0.005 g L™ to 0.025 g L™), suggesting a low risk of the commercial formulation of
flumioxazin for terrestrial environments. Toxicity tests were also conducted on aquatic
models, including a green microalga (Raphidocelis subcapitata) and two zooplankton
organisms (Ceriodaphnia silvestrii and Daphnia magna). Results revealed high sensitivity of
microalgae to the herbicide, with phytotoxic effects observed at concentrations as low as
2.726 pg L™, leading to carbohydrate accumulation in response to flumioxazin. Cladocerans
were also negatively impacted by the herbicide, showing inhibition of immobility in acute
tests from a dose of 47.2 mg L™, and inhibition of immobility and reproduction in chronic
exposure, with C. silvestrii affected at concentrations as low as 3.5 mg L™ of flumioxazin.
Species-specific responses were observed in filtration and ingestion rates, with D. magna
reducing food filtration and C. silvestrii increasing ingestion. Chronic exposure of D. magna
to contaminated microalgae resulted in 100% inhibition of egg production and reduced life
expectancy by 13 days, along with developmental delays between life stages. In contrast to
the relatively low toxicity observed in terrestrial environments, flumioxazin poses a
environmental risk in aquatic ecosystems. These findings underscore the urgent need for
mitigation and regulatory measures to protect aquatic environments from the adverse effects
of flumioxazina.

Keywords: flumioxazin; plant models; aquatic models; phytotoxicity; ecogenotoxicity;
herbicide.
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1. ESTRUTURA DA TESE

Este estudo foi concebido com o propdsito de investigar a ecotoxicidade de um
herbicida comercial amplamente utilizado no Brasil e no mundo, contendo flumioxazina
como principio ativo. Para os testes foram utilizados organismos modelos tanto terrestres
quanto aquéticos previamente padronizados por normativas nacionais e internacionais.

A tese foi dividida em quatro artigos, e 0 documento organizado da seguinte maneira:
Introducdo Geral com justificativas e objetivos e Referéncias Bibliograficas. E para uma
melhor compreensdo dos objetivos gerais e especificos, cada artigo foi estruturado em
capitulos contendo Resumo, Introducdo, Material e Meétodos, Resultados, Discusséo,
Conclusdes e Referéncias Bibliograficas.

Capitulo 1. Neste capitulo foi estudado a ecotoxicidade do herbicida a base de
flumioxazina em organismos modelos terrestres. Os efeitos do herbicida foram avaliados em
sementes de Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Pennisetum glaucum L. e Triticum
aestivum L. sobre a germinacgdo e desenvolvimento inicial das plantulas. Além disso, foram
analisados os efeitos genotdxicos do herbicida em células de ponta de raiz de Allium cepa L.

Capitulo 2. A partir deste capitulo, exploramos a ecotoxicidade do herbicida a base de
flumioxazina em organismos modelos aquaticos, que sdo representativos significativos dos
ecossistemas aquéticos. No Capitulo 2, investigamos a toxicidade da flumioxazina utilizando
a microalga verde Raphidocelis subcapitata. Através do calculo da concentracédo efetiva 50%,
(ECs0), da concentracdo sem efeito observado (NOEC - No Observed Effect Concentration) e
da menor concentracdo com efeito observado (LOEC - Lowest Observed Effect
Concentration), conduzimos um novo experimento com microcrustaceos (Ceriodaphnia
silvestrii e Daphnia magna) para analisar as taxas de filtracdo e ingestdo via rota dietética a
microalga contaminada.

Capitulo 3. Neste estudo, investigamos as respostas de D. magna ao consumir
microalgas contaminadas com o herbicida comercial a base de flumioxazina, simulando um
processo que ocorre naturalmente em ambientes aquaticos. Para isso, uma concentracdo de
ECso previamente determinada para R. subcapitata no banco de dados de propriedades de
pesticidas (PPDB - Pesticide Properties DataBase) foi aplicada a microalga. Posteriormente,
apos a centrifugacédo e lavagem da microalga, procedemos a alimentacdo de D. magna por um
periodo de 21 dias.

Capitulo 4. O capitulo 4 consistiu em avaliar os efeitos agudos por 48 horas e

crbénicos por 7 dias do herbicida comercial contendo flumioxazina sobre duas espécies de
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claddceros, C. silvestrii e D. magna, nos quais parametros como imobilidade, reproducéo e

sobrevivéncia dos organismos foram avaliados.
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2. INTRODUCAO GERAL

A préatica da agricultura remonta na historia da humanidade a milhares de anos e
desempenha um papel fundamental no desenvolvimento e na evolugdo das sociedades
humanas. Ao longo dos seéculos, a agricultura tem sido a principal fonte de alimentos, fibras e
matérias-primas para diversas culturas em todo o mundo (Almeida et al. 2021). Ao longo da
historia, as praticas agricolas evoluiram significativamente, desde os métodos rudimentares de
cultivo até as modernas técnicas agricolas baseadas em tecnologia avancada. Entre essas
inovagOes, 0s agrotoxicos surgiram como uma ferramenta predominante, destinados ao
controle de doengas e pragas e, ao aumento da produtividade nas culturas (Rico; Cavichioli,
2018). Mas também suscitou preocupacdes sobre 0s impactos negativos dos agrotoxicos na
salde humana, no meio ambiente e na biodiversidade. O uso excessivo e indiscriminado
desses produtos quimicos levanta questBes sobre a seguranga alimentar, a contaminacgdo do
solo e da 4gua, o desenvolvimento de resisténcia em pragas e plantas daninhas, e a perda de
habitats naturais.

A medida que as &reas destinadas a agricultura crescem, impulsionadas pela
necessidade de atender as demandas globais por alimentos, o uso de agrotoxicos muitas vezes
se intensifica (Lopes; Albuquerque, 2018). Essa relacdo é complexa e multifacetada,
influenciada por fatores como pressdes econdmicas, necessidade de aumento de
produtividade, mudancas climaticas e padrées de consumo. Os residuos dessas substancias
podem contaminar o solo, a agua e os alimentos, resultando em efeitos adversos sobre a
biodiversidade, a qualidade dos recursos hidricos e a saide humana (Ando; Fujisawa; Katagi,
2017; Wehtje; Gilliam; Marble, 2012).

Dentre os agrotéxicos mais utilizados destacam-se 0s herbicidas, uma categoria que
visa especificamente o controle de vegetacdo ndo desejada (Kraehmer et al., 2014). Os
herbicidas exercem sua agdo de maneira direta sobre a fisiologia das plantas, promovendo
alteracOes nas atividades de enzimas e proteinas celulares (Pertile et al., 2020; Stangarlin et
al., 2010). Essas modificacdes desencadeiam uma sequéncia de eventos que conduzem a
eficazes no controle de plantas daninhas, é importante destacar que, se utilizados em excesso
ou sem conhecimento prévio adequado, esses herbicidas podem afetar organismos nao-alvo,
do meio ambiente terrestre e aquatico (Ando; Fujisawa; Katagi, 2017; Geoffroy; Frankart;
Eullaffroy, 2004), e a satude animal (Umphres; Roelke; Netherland, 2013). A introdugéo

dessas substancias em corpos d'adgua, por exemplo, ocorre por meio de processos como
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escoamento, lixiviacdo, drenagem ou de maneira acidental resultando na contaminacdo dos
ecossistemas aquaticos (Ando; Fujisawa; Katagi, 2017). Tal contaminagdo representa uma
ameaca a integridade fisiologica dos organismos presentes no ambiente aquatico, com
possiveis consequéncias para a salde e a sustentabilidade do ecossistema.

O Brasil intensifica sua atividade na agricultura a cada ano e, com isso, tornou-se um
dos maiores consumidores de agrotoxicos do mundo (Lopes-Ferreira et al., 2022). A
flumioxazina destaca-se entre os herbicidas utilizados no Brasil e no mundo como um produto
de significativa relevancia e, segundo a bula do produto comercial, oferece suporte a diversos
tipos de cultura para o controle de plantas indesejadas. O herbicida & base de principio ativo
flumioxazina € utilizado no controle pré-emergente de ervas daninhas (Boyd, 2014; Ferrell;
Vencill, 2003) e tem como alvo principal as dicotiledoneas, especialmente plantas de folhas
larga (Pertile et al., 2020). Diversos trabalhos ja& comprovaram sua eficacia na seletividade
dessas plantas daninhas (Assuncdo et al., 2017).

O mecanismo primério de acéo da flumioxazina reside em sua capacidade de afetar os
estagios iniciais de desenvolvimento das plantas, atuando diretamente sobre a enzima
protoporfirinogénio oxidase (PROTOX) (Ando; Fujisawa; Katagi, 2017; Duke et al., 2016;
Ferrell; Vencill, 2003; Mahoney; Shropshire; Sikkema, 2014; Wehtje; Gilliam; Marble,
2012). A substéncia, ao promover a dessecacdo das folhas, é prontamente absorvida pelas
raizes, tornando-as suscetiveis ao principio ativo (Boyd, 2014). Estudos demontraram que a
meia-vida da flumioxazina em argila arenosa e areia argilosa de foi de 26,6 dias (Eason et al.,
2022). O impacto direto resulta no descontrole da oxidacao de substratos e na peroxidacdo de
lipidios, comprometendo significativamente o funcionamento fisiol6gico das plantas-alvo
(Duke et al., 2016).

Considerando o impacto da aplicacdo, dependente da dose, de herbicidas no ambiente,
a avaliacdo e quantificacdo desses impactos através de bioensaios ecotoxicoldgicos sao
medidas adotadas com frequéncia em planos de avaliagdes padronizados e comunidade
cientifica e, sdo imprescindiveis para conhecer 0s riscos para 0 ecossistema auxiliando na
precaucdo e mitigacdo de possiveis consequéncias adversas mais severas. Nesse contexto, a
Ecotoxicologia surge como uma ferramenta essencial na tentativa de preservar a biota e
analisar os riscos associados a contaminagdo ambiental por produtos quimicos (Ronco, 2004).
Um dos principais objetivos desta area é avaliar e preservar a integridade do meio ambiente.
Para alcancar esse proposito, a ecotoxicologia emprega analises de risco e contribui para a
formulacdo de legislacfes que classificam produtos quimicos com base em sua toxicidade. Os

bioensaios, que incluem testes de toxicidade agudos e crénicos, sejam eles aplicados em
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modelos vegetais ou aquéticos e, utilizando organismos-teste sensiveis e representativos das
espécies encontradas naturalmente nos ecossistemas, sdo comumente utilizados para obter
respostas sobre 0s impactos potenciais de contaminantes ambientais.

Sementes como a Lactuca sativa e Allium cepa (Luber et al., 2015; Palmieri et al.,
2016) e organismos aquéaticos como a Ceriodaphnia silvestrii e Raphidocelis subcapitata
(Castelhano Gebara et al., 2021) séo frequentemente utilizados como modelos de testes em
estudos de toxicidade ambiental devido a sua sensibilidade aos contaminantes e sua
representatividade em diferentes ecossistemas. As sementes, em particular, sdo amplamente
empregadas em testes de germinacdo e crescimento vegetal para avaliar os efeitos de
substancias quimicas no desenvolvimento inicial das plantas (Andrade-Vieira et al., 2014).
Esses testes podem fornecer informacdes valiosas sobre a toxicidade aguda e crbnica de
contaminantes do solo, agua e ar, bem como sobre 0s mecanismos subjacentes aos seus
efeitos nas plantas. Além disso, as sementes sdo convenientes para manipulagdo experimental
e permitem a avaliagdo de uma ampla gama de pardmetros, como taxa de germinagéo,
crescimento da raiz e desenvolvimento foliar (Andrade-Vieira et al., 2014; Andrade-Vieira;
Davide; Gedraite, 2010; Palmieri et al., 2016).

Por outro lado, organismos aquaticos, como algumas espécies de peixes (Umphres;
Roelke; Netherland, 2013), crustaceos (Castelhano Gebara et al., 2021) e de microalgas (Silva
et al., 2018), sdo amplamente utilizados em testes de toxicidade aquatica para avaliar o0s
efeitos de poluentes em ambientes de agua doce e marinhos. Esses organismos desempenham
papéis fundamentais nos ecossistemas aquaticos e sao sensiveis a mudancas nas condicdes
ambientais. Os testes de toxicidade aquatica podem incluir ensaios de sobrevivéncia,
crescimento, reproducdo e comportamento para determinar os efeitos adversos dos
contaminantes na salde e no funcionamento dos ecossistemas agquaticos.

Em conjunto, o uso de sementes e organismos aquaticos como organismos modelos de
testes permite uma avaliacdo abrangente dos impactos ambientais de substancias quimicas e
ajuda a informar medidas de mitigacdo e politicas de protecdo ambiental. Além disso, ha
diversos tipos de testes que complementam a ecotoxicologia de maneira abrangente, entre eles
destacam-se 0s bioensaios de eco-geno-toxicidade. Estes ensaios, integrantes dos testes
ecotoxicoldgicos, apresentam grande utilidade ao visar alteragdes na estrutura celular,
abrangendo aspectos como numero e forma, bem como a organizacdo cromossémica no
interior das células, conforme destacado por Leme e Marin-Morales, (2009). No ambito
aquatico, encontram-se testes que avaliam taxas metabdlicas, assim como a taxa de filtragdo e

ingestdo do zooplancton (Moreira; Mansano; Rocha, 2016). Essa variedade de abordagens
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pode contribuir para uma compreensdo mais holistica dos potenciais impactos ambientais que
podem causar o herbicida com principio ativo a base de flumioxazina e fornecer insights
valiosos sobre os efeitos dessa substancia nos ecossistemas.

Considerando que a flumioxazina, em determinadas situacGes, apresenta potencial
substitutivo ao glifosato, um herbicida amplamente conhecido e potencialmente toxico, em
certos tipos de culturas para o controle de ervas daninhas, é crucial observar que esses
herbicidas, devido ao seu amplo espectro de acdo contra infestacdes, podem acarretar
possiveis consequéncias adversas para organismos ndo-alvos (Camargo et al., 2020). Dada a
relevancia do potencial e dos riscos associados aos herbicidas para ambientes e organismos
aquaticos, estudos que abordam o impacto de agentes quimicos na estrutura e/ou
comportamento cromossémico no estagio inicial do desenvolvimento celular, na germinacao
de sementes (fase crucial para o desenvolvimento das plantas) e nas respostas fisioldgicas e
bioquimicas de organismos aquéticos, revestem-se de extrema importancia, uma vez que
evidenciam 0s riscos que tais agrotoxicos podem representar para a saude e 0 meio ambiente
como um todo.

Neste contexto, com base na hipotese de que o herbicida comercial pode ter efeitos
adversos em todos os parametros avaliados, tanto nos organismos modelos terrestres quanto
aquaticos, o objetivo principal deste estudo foi avaliar os efeitos de um herbicida comercial
contendo flumioxazina, em diferentes contextos ambientais, terrestres e aquaticos. Buscamos,
assim, fornecer uma compreensdo abrangente dos impactos potenciais que esse herbicida
pode ter nos ecossistemas. Os resultados obtidos sdo fundamentais para a compreensdo dos
potenciais efeitos ambientais desse herbicida, contribuindo assim para embasar decisoes
informadas no &mbito da gestdo ambiental e da agricultura sustentavel. A complexidade das
interacdes entre o herbicida e os diversos componentes dos ecossistemas destaca a
importancia de considerar tanto os aspectos terrestres quanto aquaticos na avaliacdo do

impacto ambiental de agrotoxicos.

2.1  ORGANISMOS MODELOS TERRESTRES E AQUATICOS

Organismos modelos sdo organismos vivos, geralmente simples e de féacil
manipulacdo em laboratério, que sdo usados pelos cientistas como representacdes de sistemas
bioldgicos mais complexos para estudar processos bioldgicos fundamentais (Irion; Nusslein-

Volhard, 2022). Esses organismos sdo selecionados por causa de suas caracteristicas
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genéticas, fisiologicas, anatdbmicas ou comportamentais que o0s tornam especialmente
adequados para estudos cientificos. Esses organismos sdo escolhidos por sua capacidade de
fornecer informacdes valiosas que podem ser extrapoladas para entender processos bioldgicos
em organismos mais complexos, incluindo humanos.

S840 espécies designadas para estudos cientificos intensivos devido as suas
caracteristicas que facilitam a pesquisa e a compreensao de processos bioldgicos mais amplos.
Os organismos modelos sdo escolhidos porque sdo considerados indicadores eficientes das
condi¢cdes ambientais locais e desempenham papéis importantes nos ecossistemas em que
habitam. O termo organismo modelo é usado para descrever um organismo que €
inerentemente conveniente para estudar uma area especifica da biologia (Russell et al., 2017)
e, sendo assim, sua utilidade primordial reside na exploracdo das caracteristicas bioldgicas
distintas de um organismo particular, visando abordar quest6es de relevancia geral. Dentre as
mais diversas espécies, destacamos cinco organismos modelos terrestres (Figura 1) e trés
organismos modelos aquaticos (Figura 2) utilizados nesta pesquisa:

2.1.1 Organismos modelos terrestres
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Figura 1: Ocorréncia mundial dos organismos modelos terrestres.

Legenda: Circulos representam cada espécie estudada: amarelo — Lactuca sativa L.; cinza — Raphanus
sativus; azul — Pennisetum glaucum; roxo - Triticum aestivum L. e vermelho — Allium cepa.
Fonte: Do Autor (Software QGIS, 2024).

Lactuca sativa L.

Lactuca sativa L., a alface, pertence a familia Asteraceae (Compositae) e género
Lactuca (Vervaaijen et al., 2018). Além das suas categorias taxonémicas, € subdividida em
variedades e cultivares, levando em consideracao caracteristicas especificas como cor, forma
e textura das folhas. E uma planta de interesse nas areas bioldgicas devido as suas

caracteristicas particulares. Esta espécie vegetal apresenta um ciclo de vida relativamente
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curto, o que favorece a realizacdo de estudos eficientes sobre seu desenvolvimento e
fendtipos. Além disso, sua adaptacdo ao cultivo em laboratério facilita a conducdo de
experimentos controlados, proporcionando um ambiente propicio para a pesquisa cientifica. A
alface responde rapidamente a mudancas nas condi¢des ambientais, tornando-se um excelente
organismo modelo de estudo para compreender as respostas das plantas a fatores como luz,
temperatura, umidade e a contaminantes (Oh; Carey; Rajashekar, 2009). A sensibilidade da
alface a esses fatores a torna uma ferramenta valiosa para investigacdes cientificas voltadas a

compreensdo dos mecanismos de adaptacdo das plantas.

Raphanus sativus L.

O rabanete (Raphanus sativus L.) é uma planta pertencente a familia Brassicaceae,
caracterizada por suas raizes tuberosas comestiveis (Kong et al., 2022). E uma planta
herbacea anual e possui folhas basais dispostas em roseta e folhas caulinares alternadas ao
longo do caule. O rabanete é cultivado em diversos climas e solos, sendo uma planta de
rapido crescimento e desenvolvimento. Alguns estudos vém sendo efetuados com esta espécie
devido a estas caracteristicas. A espécie foi utilizada como planta modelo para analisar
alteracdes no contetdo de metabdlitos selecionados de L-tirosina, como a dopamina, tiramina
e normetanefrina e, também, de vitaminas sollveis em agua, quando exposta a toxicidade de
dois herbicidas (mesotriona e sulcotriona) (Plonka et al., 2022). Devido a sua sensibilidade a
varios tipos de estresses ambientais e sua rapida taxa de crescimento, o rabanete € uma 6tima
escolha para testes de toxicidade em solos, agua e outros meios. Os ensaios de toxicidade com
rabanete podem envolver a exposicdo das sementes ou plantulas a diferentes concentracdes da
substancia em estudo e a avaliacdo de pardmetros como germinagdo, crescimento das raizes,

desenvolvimento foliar, entre outros.

Pennisetum glaucum L.

Pennisetum glaucum L., também conhecido como milheto, é uma espécie de grama da
familia Poaceae, possui alto impacto ambiental, adaptagdo, Otima producdo e qualidade
nutricional (Milke et al., 2018). E uma planta anual com alto potencial para cobertura do solo
e utilizagdo como forragem na pecuaria, € amplamente cultivada em diversas partes do mundo

(Fig. 1) devido a sua adaptabilidade a condi¢Ges adversas de crescimento, como solos pobres,
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seca e altas temperaturas. A espécie faz parte do género Pennisetum, que inclui mais de 140
espécies distribuidas pelos tropicos (Brunken, 1977). Testes de toxicidade ambiental podem
ser conduzidos utilizando o milheto como um modelo vegetal para avaliar os efeitos de
contaminantes quimicos no crescimento e desenvolvimento das plantas, bem como em

processos de fitorremediagéo.

Triticum aestivum L.

A espécie Triticum aestivum L. foi descrita em 1753, por Lineu, é pertencente da
familia Gramineae (Dedecca; Purchio, 1952). Triticum aestivum L., conhecido popularmente
como trigo comum ou trigo de pdo, é uma das culturas de cereais mais importantes e
amplamente cultivadas em todo o mundo. Esta espécie € valorizada por sua alta
produtividade, ampla adaptacdo a diferentes condi¢Ges climéticas e versatilidade no uso,

sendo uma fonte fundamental de alimento para a humanidade.

Allium cepa L.

O género Allium L., incluindo o bulbo que pode ser cultivado, a cebola, Allium cepa,
apresenta distribuicdo natural no hemisfério norte (Fig. 1). Representando um dos maiores
géneros da familia Amaryllidaceae, compreende aproximadamente 1000 espécies (Jang et al.,
2023). Bioensaios com Allium cepa sdo empregados para avaliar potenciais citotoxicos e
mutagénicos decorrentes de poluentes ambientais, como os agrotdxicos. Allium cepa L. € uma
espécie dipldide com um ndmero cromossdmico de 2n = 2 x = 16, caracterizada por oito
grandes pares de cromossomos. Destes, sete sdo metacéntricos ou submetacéntricos, e um é
subtelocéntrico, contendo a regido organizadora do nucléolo (Havey, 1993). Devido a essa
configuracdo cromossdmica, a cebola serve como um excelente organismo modelo citol6gico,
sendo seus cromossomos grandes e facilmente observaveis e adequados para estudos
citogenéticos.

O teste utilizando Allium cepa L. utiliza bulbos ou sementes de cebola para avaliar o
potencial toxico de amostras por meio de ensaios de enraizamento ou germinagdo. Durante
esses ensaios, 0s materiais vegetais entram em contato direto com a substancia em estudo. S&o
examinados diferentes aspectos, como o crescimento das raizes, a taxa de divisdo celular nas

células meristematicas (que indica citotoxicidade) e quaisquer mudangas nos Cromossomaos ou
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nucleos dessas células (que indicam genotoxicidade/mutagenicidade). O objetivo dessas
andlises é determinar o potencial danoso da substancia testada. Estes bioensaios sdo
considerados validos pelo Programa Ambiental das Nacdes Unidas (PNUMA), Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) e Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (US-EPA) (Palmieri et
al., 2016).

Os testes de citotoxicidade desempenham um papel crucial na avaliagdo do impacto de
agentes potencialmente toxicos na viabilidade celular. Esse efeito se manifesta por meio de
alteracdes nas funcdes celulares, que podem resultar em uma diminuicdo ou aumento na taxa
de proliferagdo celular, um fendmeno observavel através de mudangas no indice Mitético
(IM) e indicativo de citotoxicidade no processo de mitose das células vegetais (Fiskesjo,
1988) Bonciu et al. 2018). Ja os testes de mutagenicidade e genotoxicidade, utilizando Allium
cepa, sao conduzidos para identificar a inibi¢cdo do ciclo celular, interrupcdes na mitose, a
inducdo de alteraces cromossOmicas estruturais e numéricas e a presenca de micronucleos
(Bagatini; Tedesco, 2007; Luber et al., 2015; Palmieri et al., 2016), sendo, portanto, um

excelente modelo de monitoramento para detectar agentes quimicos e poluentes ambientais.

2.1.2 Organismos modelos aquéticos

Figura 2: Ocorréncia mundial dos organismos modelos aquéaticos.

Legenda: Circulos representam cada espécie estudada: verde — Daphnia magna; amarelo —
Ceriodaphnia silvestrii e vermelho — Raphidocelis subcapitata.
Fonte: Do Autor (Software QGIS, 2024).
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Raphidocelis subcapitata

Pertencente ao filo das Chlorophyta, ou também conhecidas como algas verdes, essas
possuem clorofila a e b e, realizam fotossintese. A R. subcapitata, que também ja foi chamada
de Pseudokirchneriella subcapitata (Oliveira, 2007), é uma microalga de agua doce
disponivel em rios e lagoas da América do Sul (sobreposto no mapa pela C. silvestrii) e
Europa (Figura 2). Séo individuos de vida livre ou coloniais, e possuem simetria externa
radial, com formato semelhante a uma meia-lua. Esta espécie é muito utilizada para testes
ecotoxicoldgicos, com diretrizes padronizadas por 6rgdos internacionais e pela Associacao
Brasileira de Normas Técnicas — ABNT, possui facilidade de cultivo com rapido crescimento

e sensibilidade a diversos tipos de contaminantes.

Ceriodaphnia silvestrii

Os Cladocera sdo pequenos crustaceos da Classe Branchiopoda, e na sua maioria,
possuem tamanho entre 0,2 e 3,0 mm. A C. silvestrii apresenta um corpo arredondado, cabeca
curvada em relacdo ao corpo e olho grande que preenche quase toda a porcdo da frente da
cabeca (Elmoor-Loureiro, 1997). Seu tamanho varia de 0,86 a 0,88 mm. Foi registrada em
aguas do Brasil e continente africano (Figura 2). E uma espécie com padronizacio brasileira
para testes ecotoxicolégicos agudos e crénicos pois apresenta alta sensibilidade a agentes

toxicos em corpos d’agua.

Daphnia magna

Daphnia magna é um crustaceo Cladocera da Classe Branchiopoda que é
frequentemente empregada em ensaios de toxicidade aquatica devido a diversas
caracteristicas que conferem facilidade e economia ao seu cultivo em laboratorio. Possui ciclo
de vida curto, alta taxa de fecundidade e reproducao partenogenética (Sosedova et al. 2021).
Por outro lado, D. magna apresenta distingdes em relagdo a outros zooplanctons de agua doce,

incluindo diferencas em tamanho, habitat, historia de vida e resisténcia a predagdo por peixes
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(Koivisto, 1995). A espécie é predominantemente encontrada em habitats efémeros, como
pequenos lagos e pocas rochosas, onde a presenca de predadores vertebrados é limitada,
devido ao seu tamanho relativamente grande.

O género, composto por mais de 100 espécies identificadas, é encontrado em uma
variedade de ambientes de d4gua doce, onde a D. magna é uma importante componente dos
consumidores primarios, desempenhando um papel crucial na cadeia tréfica. Sua reproducéo é
altamente influenciada pelas condigdes ambientais locais. Em ambientes limpos e estaveis, a
reproducdo ocorre predominantemente por partenogénese, resultando em populacdes
compostas exclusivamente por fémeas. No entanto, em ambientes desfavoraveis, como corpos
d'adgua poluidos ou eutrofizados, a espécie tende a produzir machos, que entdo se reproduzem
sexualmente com as fémeas, gerando ovos de resisténcia conhecidos como efipios (Antunes,
2001; Ebert, 2005).

2.2 OPRINCIPIO ATIVO FLUMIOXAZINA

A flumioxazina, de composi¢do N-(7-fluoro-3,4-dihydro-3-oxo-4-prop-2-ynyl-2H-
1,4benzoxazin-6-yl)cyclohex-1-ene-1,2-dicarboxamide, é um herbicida com registro para uso
condicionais de pré e p6s emergéncia, de modo de acdo ndo sistémico e seletivo, que foi
desenvolvido para atuar no controle de plantas daninhas de folhas largas e algumas
monocotileddneas (Flessner et al., 2013), nas culturas de Batata, Café, Cana-de-acucar,
Cebola, Espécies Florestais (Eucalipto e Pinus), Feijdo e Soja em solo leve, médio e pesado.

A formulacdo da flumioxazina € um pé molhavel (WP) ndo inflamavel e néao
corrosivo. E uma molécula pequena (Figura 3), de peso molecular 354,3 g/mol. E
uma benzoxazina, um composto acetilénico terminal, uma dicarboximida e um composto
organofluorado. Trata-se de molécula com baixos valores de solubilidade em agua e pressao
de vapor, 1,79 mg L™ e 2,41x10° mm Hg, respectivamente, de acordo com as bases de dados
de propriedades de pesticidas (PPDB, 2023). Apresenta afinidade pela particéo lipofilica (log
Kow = 2,55), e alta adsorc¢do a matéria organica do solo (Koc = 889) (Oliveira et al., 2018).
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Figura 3: Formula estrutural do herbicida flumioxazina.
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Fonte: Banco de dados de propriedades de pesticidas, PPDB.

Apds a aplicacdo, a flumioxazina é absorvida pelas raizes e brotos das plantas por
meio de movimentos simplasticos limitados, devido a uma rapida dessecacdo foliar (Boyd,
2014). Seu mecanismo de acdo € caracterizado pela inibicdo da protoporfirinogénio oxidase
(PROTOX), ultima enzima comum das rotas de sintese do grupo heme e da clorofila, através
da transformacao de protoporfirinogénio 1X em protoporfirina IX (Saladin; Clément; Magne,
2003), desta forma tem-se o bloqueio na sintese de clorofila e citocromos no cloroplasto. Ao
desempenhar o papel de pigmento fotodindmico, o acumulo de protoporfirina IX no
citoplasma, quando exposto a luz e oxigénio molecular, desencadeia a producdo de oxigénio
singlete. Quando ativado, este oxigénio singlete atua como um iniciador para o processo de
peroxidacdo de lipidios e estresse oxidativo nas membranas celulares. Nesse contexto, tanto
lipidios quanto proteinas se tornam alvos de ataque e oxidacdo, culminando na perda de
clorofila e carotenoides, assim como no rompimento das membranas celulares e desintegracao
das organelas. Consequentemente, os tecidos sdo necrosados e conduzidos a morte, sendo esse
processo impulsionado pela peroxidacao lipidica (Saladin; Clément; Magné, 2003).

Este herbicida ja foi detectado em efluentes de &gua de estacdo de tratamento e
identificado como um dos principais contribuintes de toxicidade aguda para algas (Maurer et
al., 2023). Existem muitos estudos com a flumioxazina, no entanto, ainda sdo necessarias
pesquisas adicionais para compreender completamente seus efeitos e implicacbes em
diferentes contextos ambientais, aquaticos e terrestres. Na Tabela 1, é possivel observar
alguns trabalhos de relevéancia para 0 meio ambiente encontrados na literatura com o principio

ativo.
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Tabela 1: Estudos publicados que investigaram os efeitos do herbicida contendo
flumioxazina em diversos organismos modelos.

(Continua)

AUTORIA/ANO DE
PUBLICACAO

ORGANISMO-MODELO

PARAMETRO DE
AVALIACAO

Saladin; Clément e
Magné, (2003)

Vitis vinifera L.

Desenvolvimento e Metabolismo

Bigot et al., (2007)

Vitis vinifera L.

Fotossintese e Metabolismo

Mello et al., (2021)

Glycine max

Seletividade

Ando; Fujisawa e Katagi,

Pseudokirchneriella
subcapitata, Synechococcus

Absorcao e metabolismo

(2017) sp., Lemna sp., Myriophyllum
elatinoides
Parvan et al., (2020) Allium cepa L. Genotoxicidade

Wehtje; Gilliam e Marble,
(2012)

Cardamine hirsuta L.,
Chamaesyce maculata (L.)
Small.

Germinacdo e tempo de vida do
herbicida

Jiaet al. (2022)

Algodéo

Germinacéo, desenvolvimento e
metabolismo

Geoffroy; Frankart e
Eullaffroy, (2004)

Lemna minor, Scenedesmus
obliquus

Taxa de crescimento e metabolismo

Umphres; Roelke e
Netherland, (2013)

Lepomis macrochirus,
Prymnesium parvum

Crescimento, sobrevivéncia e taxa
de alimentacdo

Grichar, (2006)

Amaranthus tuberculatus,
Parthenium hysterophorus,
Panicum texanum, sorgo
granifero

Sobrevivéncia, tolerancia e controle
de ervas daninhas
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Niekamp e Johnson,
(2001)

Glycine max

Controle de ervas daninhas e
metabolismo

Silva et al., (2020)

Brachiaria ruziziensis, Zea
mays, Euphorbia
heterophylla L.

Controle de ervas daninhas e
desenvolvimento

Assuncdo et al., (2017)

Triticum aestivum

Controle de ervas daninhas,
seletividade e metabolismo

Oliveira et al., (2018)

Allium cepa L.

Desenvolvimento

Mudge; Bultemeier e
Haller, (2012)

Hydrilla verticillata

Metabolismo

Fonte: Do autor, 2023.
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Capitulo 1. ECOTOXICIDADE DE UM HERBICIDA A BASE DE FLUMIOXAZINA EM
ORGANISMOS MODELOS VEGETAIS

RESUMO

Herbicidas a base do principio ativo flumioxazina sdo frequentemente empregados da
agricultura para o controle de plantas invasoras de folhas largas. O uso desses herbicidas
contendo flumioxazina tem aumentado significativamente nos ultimos anos devido sua
eficdcia 0 que, por consequéncia, gera preocupacdes em relagdo aos possiveis impactos
ambientais. Logo, este trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos de uma formulagéo
comercial a base de flumioxazina em diferentes quatro organismos de modelos vegetais:
Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Pennisetum glaucum L. e Triticum aestivum L. sendo
determinada germinacdo e desenvolvimento inicial das plantulas. Além disso, foram
analisados os efeitos genotoxicos do herbicida em células de ponta de raiz de Allium cepa L.
Os resultados revelaram que o herbicida a base de flumioxazina provocou efeitos
significativos no desenvolvimento da plantula para os quatro modelos avaliados,
principalmente em concentra¢fes superiores as recomendadas para uso agricola. Observou-se
sensibilidade diferencial entre as espécies estudadas, sendo a sensibilidade mais pronunciada
em P. glaucum L., destacando-se a importancia de avaliar os efeitos em uma variedade de
organismos. As respostas de genotoxicidade em A. cepa L. mostraram efeitos em dose seis
vezes maior que a dose de uso no campo. No entanto, em doses dentro das recomendaces, 0
herbicida a base de flumioxazina ndo apresentou toxicidade para as espécies de vegetais
testadas. Esses achados destacam a importancia dos modelos vegetais em estudos de

ecotoxicologia para promover uma agricultura mais sustentavel.

Palavras-chave: modelos vegetais; flumioxazina;, ecotoxicidade; mutagenicidade;

micronucleo.
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ABSTRACT

Flumioxazin is an active ingredient in a herbicide often used to control broad-leaved weeds in
agriculture. Due to its efficacy, the use of the commercial product has increased significantly
in recent years. This study investigated the effects of the commercial formulation of
flumioxazin on four plant models, evaluating its impact on germination and seedling
development. In addition, the genotoxic effects on Allium cepa L. were analyzed. The species
used were Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Pennisetum glaucum L. and Triticum
aestivum L.. The results showed that flumioxazin had significant effects on the four models,
especially at concentrations higher than those recommended for agricultural use, above 0.05 g
L-1. Differential sensitivity was observed between the species studied, with the most
pronounced sensitivity in P. glaucum L., highlighting the importance of assessing the effects
on a variety of organisms. Genotoxicity responses in A. cepa L. showed effects at a dose 6
times higher than the dose used in the field. Despite this, at doses within the
recommendations, flumioxazin was considered a low-risk herbicide in the terrestrial
environment. These findings underscore the need for caution in the use of agrochemicals and
highlight the importance of plant models in ecotoxicology studies to promote more

sustainable agriculture.

Keywords: plant models; flumioxazin; ecotoxicity; mutagenicity; micronucleus.
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INTRODUCAO

A crescente demanda alimentar global impulsiona a ampla utilizacdo de agrotdxicos
na producdo agricola. Os agrotdxicos desempenham uma funcdo significativa nos
procedimentos do setor agricola, sendo empregados para o controle de organismos
indesejados e classificados de acordo com o seu alvo biolégico como herbicidas (plantas
daninhas), fungicidas (fungos) e inseticidas (insetos) (Walter, 2002). Desde 2016, o0s
herbicidas tém se destacado como o agrotdxico mais amplamente aplicados na agricultura,
correspondendo a aproximadamente 50% do total utilizados em todo o mundo (Mojiri et al.,
2020). Dentre esses herbicidas, merece destaque aqueles a base do principio ativo
flumioxazina, muito utilizado na agricultura devido a sua eficacia no controle de diversas
espécies de plantas daninhas (Mahoney; Shropshire; Sikkema, 2014; Wehtje; Gilliam;
Marble, 2012). Contudo, é importante ressaltar que o uso indiscriminado de herbicidas pode
acarretar impactos ambientais significativos ao meio ambiente, incluindo a contaminagéo do
solo (Chen et al., 2021) e da a4gua (Geoffroy; Frankart; Eullaffroy, 2004), assim como efeitos
adversos sobre organismos nao-alvo.

Herbicidas a base de flumioxazina sdo empregados em tratamentos de pré-emergéncia
para o controle de plantas invasoras (Boyd, 2014; Ferrell; Vencill, 2003). A flumioxazina é
classificada no grupo das N-fenil-ftalamidas (WSSA, 2024) e seu mecanismo de agdo nas
plantas alvo envolve a inibicdo da protoporfirinogénio oxidase (protox), uma enzima
responsavel pela sintese de clorofila que catalisa a oxidacdo do protoporfirinogénio IX para
protoporfirina IX (Saladin; Clément; Magné, 2003). A inibi¢cdo do Protox resulta no acimulo
de protoporfira, o primeiro agente absorvedor de luz e precursor da clorofila. Apés uma série
de reacBes em cadeia, ocorre a perda de clorofila e carotenoides, juntamente com vazamento
de membranas, culminando na desidratacdo das células e organelas celulares, levando-as a
morte (Anastassiadou et al., 2020).

No entanto, os herbicidas ndo agem somente no organismo ou planta alvo, afetando
frequentemente plantas e organismos ndo-alvo. Alguns estudos recentes observaram que a
flumioxazina causou fitotoxicidade em algoddo (Jia et al., 2022), nos estagios iniciais de
crescimento da cebola (Oliveira et al., 2018) entre outros. Nesse cenério, a realizacdo de
ensaios que avaliem a toxicidade da flumioxazina presente em herbicidas comerciais torna-se
de extrema importancia para determinar a extensdo dos efeitos causados pelo uso
indicriminado de herbicidas a base desse principio ativo, no meio ambiente e nos organismos

nédo-alvos nele presentes.
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Organismos modelos diversos, como as plantas, sdo notaveis para a avaliacdo de
impactos de agrotoxicos e outros contaminantes no ambiente devido as suas vantagens, as
quais destacam-se por serem modelos simples, econdmicos e de facil manipulacdo (Fiskesjo,
1988), além disso, ndo requerem aprovacdo em Comités de Bioética (Andrade-Vieira,;
Palmieri; Davide, 2017; Reis et al., 2017). Dentre 0s ensaios possiveis de serem realizados
com os modelos vegetais, ensaios de germinacdo e protrusdo da radicula e bioensaios de
genotoxicidade, constituem métodos biologicos essenciais empregados na avaliacdo dos
niveis de poluicdo ocasionados por agentes toxicos uma vez que as sementes sdo sensiveis a
alteraces em diversas condi¢cGes ambientais e a germinagcdo € um estagio critico no ciclo de
vida das plantas. Adicionalmente o ensaio de desenvolvimento complementa os dados de
germinacdo uma vez que as raizes, no ambiente, constituem o primeiro 6rgao do vegetal que
entra em contato com o0s poluentes ambientais (Andrade-Vieira et al., 2012). Quando esses
ensaios sdo aliados ao ensaio de genotoxicidade, os quais avaliam os efeitos tdxicos de
substancias, em células de raiz, através da analise do ciclo celular e da presenca de
aberracbes cromossdmicas e anormalidades nas células em divisdo , tém-se uma visdo
completa dos efeitos da substancias em questdo (Luber et al., 2015; Palmieri et al., 2014).
Visto que efeitos ndo previamente observados na germinacdo e desenvolvimento podem ser
explicados pelos efeitos sobre a célula e os cromossomos uma vez que as mudangas no
crescimento da raiz ocorrem em func&o de respostas ao nivel celular.

Ao testar a toxicidade de um herbicida comercial a base de flumioxazina em diferentes
tipos de vegetais, incluindo monocotiled6neas e dicotileddneas, formulamos as hipdteses de
que: nas concentracBes recomendadas para uso agricola, a flumioxazina ndo causara efeitos
significativos no indice de germinacdo e no crescimento radicular das espécies vegetais
testadas; e havera variacdes significativas na sensibilidade ao herbicida entre os modelos
vegetais, com algumas espécies demonstrando maior resisténcia ou suscetibilidade com base
em seus parametros de crescimento e desenvolvimento. No nivel celular, espera-se uma
sensibilidade maior da espécie utilizada, refletida na toxicidade da substancia avaliada.

Destarte, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a ecotoxicidade de um herbicida comercial
a base de flumioxazina em modelos vegetais distintos. O escopo deste estudo abrange a
andlise dos efeitos do herbicida sobre o crescimento e desenvolvimento dos modelos vegetais
Lactuca sativa L., Raphanus sativus L., Pennisetum glaucum L. e Triticum aestivum L.. Além
disso, busca-se investigar os potenciais efeitos genotoxicos e mutagénicos do herbicida em
células de ponta de raiz de Allium cepa L.. A compreensdo dos efeitos da flumioxazina nas

plantas pode fornecer informacbes essenciais sobre sua seguranca ambiental. Isso é
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fundamental para evitar impactos adversos nos ecossistemas naturais, incluindo solos e corpos

d'agua.

MATERIAIS E METODOS
Modelos de estudo

Foram selecionadas espécies vegetais como organismos modelos representantes de
produtores terrestres para conduzir testes de inibicdo da germinacdo e crescimento. Duas
dicotileddneas, alface (Lactuca sativa L. var. Great lakes) e rabanete (Raphanus sativus L.
var. Crimson gigante) e, duas monocotiledéneas, milheto (Pennisetum glaucum L.) e trigo
(Triticum aestivum L.), foram utilizadas. Para os ensaios de genotoxicidade, foram usadas
sementes de cebola (Allium cepa L. var. Baia periforme).

As sementes de alface, cebola e rabanete sdo da marca Topseed Blueline, adquiridas
em comércio local, enquanto as sementes de milheto foram obtidas por meio de comércio
online, e as de trigo foram provenientes do Banco de Germoplasma da Universidade Federal
de Lavras (UFLA — MG).

Solucdes teste

As solucBes-teste foram preparadas em agua destilada a partir do produto comercial
Sumyzin 500 SC® contendo 500 g L™ do principio ativo de flumioxazina. As concentracdes-
teste para os modelos vegetais dos ensaios de germinacdo e desenvolvimento foram
determinadas com base em ensaios preliminares com o herbicida utilizando a Lactuca sativa
L., literatura e dose determinada para aplicacdo em campo (0,005 & 0,025 g L™), segundo a
bula do fabricante. As doses pré-definidas foram: 1: 0,005 g L™*; 2: 0,025 g L™; 3: 0,05 g L™;
4:009gL%5:016gL"6:029gL"7:052gL%8:0949gL"9:1,70gL™ 10:3,06¢9
L 11: 550 g L™ e 12: 9,91 g L™ O controle negativo utilizou apenas agua destilada.

As concentragdes do herbicida comercial testadas para o ensaio de genotoxicidade
foram previamente definidas com base nas doses recomendadas para uso no campo (0,005 g L
1a 0,025 g L™), logo as doses testadas foram: 0,072 g L™, 0,107gL™" e 0,160 g L™

Exposicdo das sementes e delineamento experimental
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Os ensaios foram realizados segundo o padrdo internacional ISO 18763:2016 que
determina os efeitos toxicos de poluentes na germinacao e crescimento de plantas. Para todos
0s modelos vegetais testados o experimento foi plotado com delineamento inteiramente ao
acaso contendo 5 repeticdes. Cada repeticdo foi representada por uma placa de Petri de
polietileno de 9 cm de didmetro contendo 25 sementes em cada placa, as quais foram
dispostas sobre papel filtro de germinacdo embebido com 3 mL das solucbes testadas. As
placas foram armazenadas em BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a temperatura de 24
°C, sem iluminagéo por 96 horas.

Para as analises macroscoépicas, a germinagdo das sementes foi monitorada a cada 12
horas ao longo das 96 horas totais do experimento. Considerou-se que as sementes com
protrusdo da raiz estavam germinadas, calculando a porcentagem de germinacdo apos 96
horas de exposicdo e o Indice de Velocidade de Germinagdo (IVG) (Carmello; Cardoso, 2018;
Mangure, 1962; Palmieri et al., 2014). O peso fresco das sementes germinadas em cada placa
de Petri foi obtido ap6s 96 horas de exposicdo usando uma balanca de precisdo (Shimadzu®
AUY220), e em seguida, as placas foram armazenadas a -4°C. Para as medig¢des das plantulas
(raiz e parte aérea), as placas foram mantidas em temperatura ambiente, e as plantulas foram
dispostas e esticadas em uma superficie escura. O comprimento da raiz e da parte aérea foi
medido com um paquimetro digital (Messen 150mm/6” 0.01mm) com precisdo de duas casas

decimais, sendo posteriormente somados.

Genotoxicidade — ensaio com A. cepa L.

Para as analises dos efeitos do herbicida no ciclo celular, foi seguida a metodologia
previamente descrita por Palmieri et al., (2016). Inicialmente, trinta sementes de Allium cepa
L. (var. Baia periforme) foram dispostas em placas de Petri (n=6), contendo &gua destilada
para a emergéncia das raizes. Quando as raizes atingiram aproximadamente 0,5 mm, foram
expostas as solucdes do herbicida. Esses ensaios compreenderam a exposicdo de dez raizes
germinadas de cada placa a solugdo contendo flumioxazina e ao grupo controle, por um
periodo de 24 horas.

Para o preparo e avaliagcdo das laminas, as raizes foram lavadas com agua destilada
(trés vezes por 5 minutos) e submetidas a hidrélise em HCI 5 N a temperatura ambiente por
20 minutos. Foram coletadas duas populac¢Ges de células do tipo M2, que indicam células do

meristema proximal que passaram por diversas divisdes celulares (Perilli; Di Mambro;
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Sabatini, 2012). As células correspondentes a ponta da raiz foram colocadas em laminas e
delicadamente esmagadas com laminula em uma gota de solucdo de orceina acética a 2%. As
células M2 foram avaliadas em um microscopio Zeiss com ampliacdo de 40x e,
posteriormente, imagens foram captadas com ampliacdo de 100x. Os parametros considerados
no ciclo celular foram os seguintes: o indice Mitético (IM), calculado como a razéo entre o
namero de células em divisdo (profase, metéfase, anafase e tel6fase) e o nimero total de
células observadas, para avaliar a citotoxicidade; a presenca de micronucleos (MN),
determinada pela frequéncia de células com micronucleos (Luber et al., 2015), para analisar a
mutagenicidade do herbicida; e aberragdes cromossdmicas, para avaliar a genotoxicidade
(Leme; Marin-Morales, 2009).

Anadlises estatisticas

Os resultados obtidos para germinacdo, IVG, medidas (raiz e parte aérea), peso fresco
e as avaliacbes de genotoxicidade foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
seguido pelo Teste de Dunnett utilizando-se o software Minitab 17, e as diferencas entre 0s
tratamentos foram consideradas significativas com niveis de significancia de 95% (p<0,05).
Os valores de concentragdo de inibigéo do crescimento (ECsos) foram calculados utilizando o
software GraphPad Prism (verséo 8).

RESULTADOS

Germinagao e desenvolvimento das plantulas

Na figura 1, observa-se uma reducdo significativa (Dunnett, p 0,043) no indice de
velocidade de germinacédo (IVG) da alface (a) em comparagdo com o controle, comecando a
partir da primeira concentracdo de flumioxazina (0,005 g L™). Apesar da reducdo do IVG, a
porcentagem de germinacdo permaneceu estdvel em relacdo ao tratamento controle, nédo
havendo diferencas. Para o rabanete (b), milheto (c) e trigo (d) ndo houve diferencas
significativas no IVG e na porcentagem de germinacdo em compara¢do com o controle,

exceto na concentracéo de 5,50 g L™ para o trigo na germinagéo.
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Figura 1: indice de velocidade de germinacdo (IVG) e porcentagem de germinagdo dos
modelos vegetativos em (a) Lactuca sativa, (b) Raphanus sativus, (c) Pennisetum
glaucum e (d) Triticum aestivum ap0s 72h de exposicdo ao herbicida a base de
flumioxazina.
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Legenda: 0: controle negativo; 1: 0,005 g L™; 2: 0,025gL™*; 3:0,06gL"; 4:0,09gL" 5:016gL";
6:029gL%7:052gL"8:094gL%9:1,70gL™" 10:3,06gL™" 11:550gL" e 12:
9,91 g L™ O simbolo * (asterisco) indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em
relacdo ao tratamento controle. As barras representam o desvio-padréo da media.
Fonte: Do autor, 2023.

A andlise dos dados revelou respostas distintas de cada espécie em relacdo ao
comprimento da raiz e da parte aérea e peso final das plantulas (Figura 2) apds exposi¢éo ao
herbicida a base de flumioxazina. O comprimento da raiz da alface foi afetado a partir da
primeira concentracdo do herbicida (0,005 g L™), indicando uma sensibilidade precoce. A
reducdo no comprimento da parte aérea pode ser observada na quarta concentracdo (0,09 g L
1), sendo mais pronunciada a partir da oitava dose de flumioxazina (0,94 g L™). O peso final
da alface demonstrou diferenca significativa (Dunnett, p<0,010) a partir da décima
concentracéo testada (3,06 g L™), indicando uma sensibilidade maior em concentracdes mais
elevadas. O rabanete mostrou resisténcia no comprimento da raiz, ndo apresentando
diferengas significativas em relacdo ao controle. A parte aérea, entretanto, foi afetada a partir

da quinta concentracdo do herbicida (0,16 g L™), e o peso final do rabanete ndo apresentou
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alteracOes significativas. Para o milheto, o comprimento da raiz e a parte aérea foram
reduzidos a partir da primeira (0,005 g L™) e segunda (0,025 g L™) concentracéo do herbicida,
respectivamente. O peso final do milheto foi consistentemente reduzido em todas as
concentragdes, indicando uma sensibilidade constante ao flumioxazina. O trigo apresentou
reducbes no comprimento da raiz e da parte aérea a partir da primeira concentracdo do
herbicida (0,005 g L™). Apesar disso, o peso final do trigo néo foi significativamente afetado,

sugerindo uma possivel tolerancia relativa ao flumioxazina.
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Figura 2: Comprimento final de raiz e parte aérea das plantulas (mm) e peso final das
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(asterisco) indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relacdo ao tratamento controle.
As barras representam o desvio-padrao da média.
Fonte: Do autor, 2023.

As ECs (Tabela 1) fornecem uma viséo detalhada da sensibilidade de cada espécie e
parametro estudado ao herbicida flumioxazina. Esses valores de ECsy representam as
concentragcbes do herbicida necessarias para causar efeito em 50% da populagdo em
comparagdo com o controle. Valores menores indicam maior sensibilidade ao herbicida e
valores maiores correspondem a resisténcia. Esta analise dos valores de ECsy proporciona
uma compreensdo mais aprofundada da resposta de cada espécie aos efeitos do herbicida,
fornecendo informagfes valiosas para a tomada de decisBes em préaticas agricolas
sustentaveis.

Na germinacdo e IVG, a alface e 0 milheto demonstraram ser altamente sensivel, com
uma ECsy extremamente baixa, aproximando de zero (Tab. 1). O trigo é a espécie menos
sensivel, com uma ECs, intermediaria comparado as demais espécies e o0 rabanete apresenta
uma ECsp mais alta, indicando uma menor sensibilidade ao herbicida. Os calculos
demonstraram que a alface € altamente sensivel, enquanto o milheto € menos sensivel ao
herbicida contendo flumioxazina. Rabanete e trigo estdo em niveis intermediarios. Em relacdo
ao peso, a alface tem uma ECsp elevada, indicando baixa sensibilidade. J& o rabanete mostra
uma ECs relativamente alta e o trigo é a espécie mais sensivel, seguido pelo milheto. Quanto
as medidas de raiz e parte aérea a alface € menos sensivel na parte aérea em comparacdo com
a raiz, ao contrario do rabanete. O milheto mostra uma ECsy mais alta na parte aérea em
comparagdo com a raiz. E o trigo € mais sensivel na raiz do que na parte aérea. Nas medidas
macroscopicas, 0 milheto é mais sensivel em todas essas medidas e, por ordem de

sensibilidade a toxicidade da flumioxazina segue: milheto < alface < rabanete < trigo.

Tabela 1: Valores da concentracdo de inibicdo do crescimento (ECsg), em mg L™, do
herbicida Sumysin 500 SC®, das plantas modelos tratadas em 72 horas.

(continua)

Parametros Espécies

Lactuca sativa  Raphanus sativus Pennisetum glaucum Triticum aestivum

Germinagdo 1,810e-012 318,5 0,003925 4381
IVG 69,13 612,7 0,000 132,4
Peso 1253 126,5 16,42 9,944

Parte aérea 1143 106,6 12,22 39,94
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Raiz 72,10 160,4 3,286 107,3

Fonte: Do autor, 2023.

Analise genotoxica de A. cepa L.

Os dados apresentados na Tabela 2 demonstram que a frequéncia de células em
divisdo no ciclo celular de A. cepa L., representado pelo indice mitético, ndo apresentou
diferenca em relacdo ao controle negativo (p>0,682 pelo Teste de Dunnet). Ao analisar a
presenca de microndcleos (MN) nessas mesmas células, foi observada uma diferenca
estatisticamente significativa (Dunnet, p<0,001) para a maior dose testada (0,160 g L™) (Tab.
2).

Tabela 2: indice mitético (IM) e frequéncia de alteraces no ciclo celular (microntcleos) em
células M2 de Allium cepa L. apds 24 horas de exposi¢do ao herbicida a base de

flumioxazina.
TRATAMENTOS (g L™ CELULAS EM DIVISAO MICRONUCLEOS
Controle 3,9545,21 0,00+0,00
0,072 2,08+3,32 0,64+1,08
0,107 6,10+5,50 1,26+1,27
0,160 4,74%6,51 3,66+1,85

Legenda: O simbolo (asterisco) * indica diferenca estatisticamente significativa pelo Teste de Dunnet,
p<0,05. Fonte: Do autor, 2023.

A figura 3 (C e F) mostra alguns exemplos de MN encontrados na concentragéo

de 0,160 g L™ em diferentes tamanhos e algumas células analisadas (A, B, D e E).
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Figura 3: Células da regido M2 observadas em ponta de raiz de Allium cepa L., expostas aos
tratamentos com o herbicida a base de flumioxazina.

Legenda: A — Anafase inicial; B — Profase; C — Micronlcleo; D — Anafase tardia; E — Metafase; F —
Microndcleo. Setas indicam a presenga de micronucleo.
Fonte: Do autor, 2023.

DISCUSSOES

O estudo em questdo utilizou quatro modelos distintos para investigar os efeitos
téxicos de diversas concentracdes de flumioxazina presente no herbicida Sumysin 500 SC®. E
a partir de sementes de alface, rabanete, milheto e trigo, foi possivel analisar os indices de
germinacdo e desenvolvimento inicial da plantula, enquanto células de ponta de raiz de cebola
foram utilizadas para avaliacdo dos efeitos genotdxicos e mutagénicos.

Em conjunto, os resultados destacam a diversidade nas respostas das espécies ao
herbicida. Enquanto a alface mostrou sensibilidade desde as concentra¢cdes mais baixas, 0
rabanete e o trigo exibiram resisténcia em algumas medidas macroscopicas. O milheto, por
outro lado, revelou-se particularmente sensivel para todas as variaveis macroscopicas
analisadas. Compostos quimicos que entram em contato com as sementes podem exercer

influéncia na germinacdo, podendo tanto inibir quanto promover esse processo, 0 que, por
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conseguinte, pode interferir no desenvolvimento subsequente da plantula (Sobrero e Ronco,
2004).

Efeitos da flumioxazina na germinacéo e crescimento radicular dos modelos vegetais

Neste estudo incluimos organismos modelos como L. sativa (alface) R. sativus
(rabanete), P. glaucum (milheto) e T. aestivum (trigo), que sdo modelos vegetais previstos
pela Organization for Economic Co-operation and Development (OECD - 208) e pela
normativa I1ISO 18763:2016 para testes de fitotoxicidade que envolvem germinacdo de
sementes e desenvolvimento de plantulas. Além de desempenharem um papel significativo
como bioindicadores, trigo e cebola estdo entre as espécies agricultaveis para as quais 0
herbicida é recomendado para aplicacdo em campo.

A reducéo significativa no indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) da alface a
partir da menor concentracéo de flumioxazina (0,005 g L™ indica uma sensibilidade precoce
dessa espécie ao herbicida. Esses achados corroboram com estudos anteriores que destacam a
alface como um organismo modelo sensivel em ensaios ecotoxicoldgicos com herbicida
(Andrade-Viera 2014; Luber 2015). A estabilidade na porcentagem de germinacgéo, apesar da
reducdo no IVG, sugere que a presenca de flumioxazina pode afetar a velocidade de
germinacdo sem comprometer a taxa de sucesso total de protrusdo da raiz, ressaltando a
importancia de avaliar multiplos parametros. Assim como previsto por Andrade-Vieira;
Palmieri; Davide, (2017) e Valerio; Garcia; Peinado, (2007), a germinagdo das sementes nao é
0 parametro mais sensivel para analisar os efeitos de poluentes, no entanto, é uma ferramenta
basica que complementa outros parametros, por exemplo, o IVG e ensaios de genotoxicidade.

Contrastando com a alface, o rabanete mostrou resisténcia ao herbicida quando
avaliado sob a Otica do comprimento da raiz, indicando uma capacidade de tolerancia ao
flumioxazina. No entanto, a parte aérea foi afetada, apresentando reducfes de tamanho, em
concentracfes mais elevadas, revelando uma resposta diferenciada entre os érgdos da planta.
O estresse vegetal é definido como uma condicdo na qual uma alteracdo nas condicdes
ambientais perturba o funcionamento adequado da planta, induzindo ajustes metabdlicos e
estruturais. Alguns pesquisadores tém destacado a influéncia de agentes estressores
associados ao acimulo da enzima catecolamina nas plantas, resultado da ativacao ou inibigéo
de tirosina hidroxilase e tirosina descarboxilase, contribuindo para as respostas de defesa das
plantas (Plonka et al., 2022).
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O milheto, por sua vez, demonstrou sensibilidade constante ao flumioxazina,
apresentando reducdes tanto no comprimento da raiz quanto na parte aérea desde as
concentragdes mais baixas testadas. Esses resultados sdo consistentes com estudos que
destacam o milheto como uma espécie sensivel a herbicidas. Na literatura cientifica,
evidenciou-se previamente que residuos do herbicida sulfentrazone exerceram um impacto
significativo sobre o crescimento e o rendimento das culturas de milheto (Blanco; Velini,
2005). Assim, apresentando os menores valores para as Concentracdes Efetivas 50% (ECso)
(Tab. 1) que destacaram a sensibilidade diferencial das espécies estudadas a flumioxazina, e
de acordo com os resultados das medidas macroscopicas (Fig. 2), evidenciam que o milheto é
a espéecie mais sensivel ao referido herbicida.

O trigo, apesar de evidenciar reducdes no comprimento da raiz e parte aérea em
concentragdes iniciais, ndo apresentou um impacto significativo em seu peso final quando
comparado ao grupo controle. Contudo, € relevante ressaltar que as concentracdes mais baixas
testadas nesta pesquisa correspondem as doses recomendadas para aplicagdo em campo,
sugerindo que a flumioxazina ndo exibe seletividade como herbicida ao afetar um tipo de
cultura para o qual é recomendada. Nas discussbes de Iwaniuk et al., (2021) e Siddiqui e
Ahmed (2001), os autores relatam sobre o potencial da flumioxazina em alterar biomoléculas
do trigo, reduzindo a concentragdo de carboidratos e proteinas nos tecidos.

Os parametros comprometidos pelo herbicida, como os de desenvolvimento das
plantulas, podem estar associados com os mecanismos de acdo conhecidos da flumioxazina. A
inibicdo da protoporfirinogénio oxidase (Protox), enzima essencial para a sintese de clorofila,
pode explicar os efeitos observados, como a redu¢do no comprimento da parte aérea devido a
diminuicdo da clorofila. O tecido da planta, ap6s a protrusdo da raiz e da parte aérea, fica
exposto e suscetivel com o contato com o herbicida.

Embora os parametros analisados tenham revelado efeitos da formulacdo comercial de
flumioxazina nos modelos vegetais, é importante destacar que grande parte desses efeitos
ocorreu em concentragcfes acima da dose recomendada para uso no campo. Apesar disso, e em
consonancia com achados semelhantes em outros estudos (Chen et al., 2021; Mello et al.,
2021), ainda ndo podemos afirmar categoricamente que o herbicida comercial a base de
flumioxazina oferece baixo risco para 0 ambiente terrestre. E necessario realizar mais estudos
que incluam a avaliagcdo de impactos na fauna, a degradacao dos solos e as alteracgdes fisicas e
guimicas nos organismos modelos para obter uma compreensdo mais completa dos potenciais

riscos ambientais.
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Efeitos da flumioxazina no ciclo celular de Allium cepa L.

Micronucleos (MN) sdo pequenos corpos extranucleares encontrados no citoplasma
préximo ao nucleo parental. Ao analisar a presenca de micronucleos (MN), é sabido que estes
surgem como resultado do desenvolvimento de algumas aberragfes cromossdmicas que nao
se dividiram normalmente durante a fase da interfase celular (Kwasniewska; Bara, 2022), tais
como quebras e perdas cromossémicas (Leme; Marin-Morales, 2009).

Um aumento significativo na quantidade de MN observados na maior dose testada
(0,160 g L™) neste estudo indicou o potencial mutagénico do herbicida comercial. No entanto,
esse efeito ocorre em uma concentragéo 6,4 vezes maior que a dose recomendada para uso no
campo (0,005 a 0,025 g L), mantendo-se inalterado nas doses mais proximas a essa faixa de
valor. Esse achado destaca a importancia de levar em conta a concentracdo do herbicida ao
interpretar seus efeitos genotoxicos, uma vez que doses significativamente mais altas podem
ser necessarias para induzir mutagenicidade, enfatizando o risco potencial do herbicida caso a
dose recomendada seja extrapolada. Em estudo para avaliar a acdo da formulacdo comercial
de atrazina no sistema de teste com A. cepa L., Srivastava e Mishra, (2009) concluiram que os
efeitos genotdxicos apresentados eram dependentes da dose testada e que o bioensaio
utilizando a espécie é adequado para a avaliagéo.

Uma vez que A. cepa L. apresenta cari6tipo simétrico e com poucos Cromossomos
(2n=16), os tamanhos dos MN encontrados sdo um parametro para analisar os efeitos
clastogénicos ou aneugénicos na espécie (Leme; Marin-Morales, 2008). Efeitos clastogénicos
resultam de quebras no cromossomo e apresentam microndcleos pequenos, enquanto o efeito
aneugénico € aquele decorrente de perda cromossdmica, resultando em micronucleos grandes.
A analise dos MN realizada neste estudo sugere que a flumioxazina possui efeitos
aneugénicos sobre A. cepa L. (Fig. 3, C), pois em nossos achados ocorreram a formacdo de
MN grandes na maior dose testada.

Os niveis de citotoxicidade de um produto quimico podem ser determinados pelo
aumento ou diminuicdo do IM e embora o herbicida ndo tenha demonstrado efeitos
citotoxicos em A. cepa L., as avaliaces de MN podem ser consideradas um pardmetro muito
eficaz e simples para analisar o efeito mutagénico promovido por produtos quimicos. Além de
indicar danos nos cromossomos, também é possivel inferir efeitos genotoxicos sobre a planta

por meio da presenga de micronucleos.
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CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados, é possivel concluir que a formulacdo comercial
de flumioxazina demonstrou efeitos significativos nos modelos vegetais estudados,
particularmente em concentragBes superiores as recomendadas para uso agricola, a partir de
0,05 g L. E importante ressaltar que a sensibilidade variou entre os diferentes organismos
utilizados neste estudo, e que P. glaucum provou ser um modelo de grande sensibilidade e
adequado para avaliacdo de poluentes. Embora tenham sido observados efeitos genotdxicos e
mutagénicos em células de A. cepa L., a correlacdo ocorreu em uma dose 6,4 vezes acima da
dose de uso. A andlise dos efeitos em concentracbes elevadas ressalta a necessidade de
precaucdo no uso desse agente quimico, visando minimizar potenciais impactos ambientais e
a saude humana. Além disso, os resultados reforcam a importancia do uso de modelos
vegetais em estudos de ecotoxicologia, fornecendo informacdes valiosas sobre os potenciais

efeitos de agrotdxicos no meio ambiente.
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Capitulo 2. FITOTOXICIDADE DO HERBICIDA A BASE DE FLUMIOXAZINA NA
MICROALGA VERDE Raphidocelis subcapitata E OS IMPACTOS VIA ROTA
DIETETICA NA TAXA DE FILTRACAO E INGESTAO DE ORGANISMOS
ZOOPLANCTONICOS

RESUMO

Herbicidas a base do ingrediente ativo flumioxazina tém sido eficazmente usados na
agricultura para o controle de plantas daninhas de folhas largas. O amplo uso de herbicidas
traz consequéncias ndo conhecidas e exploradas para o ecossistema aquatico. Nesse sentido,
este estudo investigou os efeitos diretos do herbicida a base de flumioxazina na microalga
Raphidocelis subcapitata e via alimentacdo nos organismos zooplanctonicos Ceriodaphnia
silvestrii e Daphnia magna. Os resultados revelaram que a microalga apresentou alta
sensibilidade ao herbicida, manifestando fitotoxicidade a partir de 2,726 ug L™ e acumulando
carboidratos em resposta a presenca da flumioxazina, inclusive na concentracdo efetiva de
50% (ECsoy) de 4,57 pg L™ Além disso, as taxas de filtracdo e ingestdo dos claddceros em
resposta a microalga contaminada com o herbicida foram alteradas e mostraram-se especificas
de cada espécie. O tamanho corporal e as necessidades alimentares individuais de cada
espécie resultaram em diferencas nas quantidades ingeridas. No entanto, na concentracao
efetiva de 50% encontrada para a microalga, a filtracdo e ingestdo dos claddceros ndo foram
alteradas, sugerindo uma adaptacdo adequada ao alimento disponivel. Esses resultados
enfatizam a relevancia de ponderar sobre os efeitos distintos dos herbicidas em variados
niveis tréficos dos ecossistemas aquaticos, evidenciando que a alimentacdo dos
microcrustaceos pode ser um fator crucial na determinacdo do impacto desses produtos

quimicos em todo o ecossistema.

Palavras-chave: taxa de filtracdo; microalga; Daphnia magna; Ceriodaphnia sp.; toxicidade;

flumioxazina.
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ABSTRACT

Herbicides based on the active ingredient flumioxazine have been effectively used in
agriculture to control broad-leaved weeds. However, the widespread use of herbicides has
unknown and unexplored consequences for the aquatic ecosystem. In this sense, this study
investigated the direct effects of the flumioxazin-based herbicide on the microalga
Raphidocelis subcapitata and via feeding on the zooplankton organisms Ceriodaphnia
silvestrii and Daphnia magna. The results revealed that the microalgae showed high
sensitivity to the herbicide, manifesting phytotoxicity from 2.726 pg L™ and accumulating
carbohydrates in response to the presence of flumioxazin, including at the 50% effective
concentration (ECsoy) of 4.57 pug L™ In addition, the filtration and ingestion rates of the
cladocerans in response to the microalgae contaminated with the herbicide were altered and
proved to be species-specific. The body size and individual food requirements of each species
resulted in differences in the quantities ingested. However, at the effective concentration of
50% found for the microalgae, the filtration and ingestion of the cladocerans were not altered,
suggesting an adequate adaptation to the available food. These results emphasize the
relevance of considering the different effects of herbicides on various trophic levels of aquatic
ecosystems, showing that the feeding of microcrustaceans can be a crucial factor in

determining the impact of these chemicals on the entire ecosystem.

Keywords: filtration rate; microalgae; Daphnia magna; Ceriodaphnia sp.; toxicity;

flumioxazin.
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INTRODUCAO

A utilizacdo extensiva de herbicidas nos setores agricolas desempenha um papel
importante na manutencdo da produtividade das culturas, porém, as preocupacdes sdo
expressivas quanto aos potenciais efeitos adversos que estes podem causar no ecossistema
aquatico. Os herbicidas sdo amplamente utilizados para o controle de ervas daninhas na
agricultura, mas, apés aplicagdo no campo, nas plantas-alvo, os residuos chegam aos corpos
d’agua por meio de escoamento ou lixiviagdo (Cosgrove; Jefferson; Jarvis, 2019; Mojiri et al.,
2020).

Dentre os herbicidas que tem sido amplamente utilizado no setor agricola, podemos
destacar aqueles a base do ingrediente ativo flumioxazina. Os herbicidas a base de
flumioxazina desempenham um papel crucial contra uma grande variedade de ervas daninhas
de folha larga (Ando; Fujisawa; Katagi, 2017), o que os tornam cada vez mais populares
dentre os agricultores. Concomitante ao aumento da utilizacdo e aplicacdo de herbicidas a
base de flumioxazina nas lavouras, esta 0 aumento na preocupacdo da contaminacdo dos
ambientes aquaticos.

Em ecossistemas aquaticos, as microalgas desempenham um papel fundamental na
manutencdo da qualidade da &gua e na sustentacdo de ecossistemas aquaticos saudaveis por
serem 0s principais produtores desses ambientes e a base de toda a cadeia alimentar. A
microalga verde Raphidocelis subcapitata, uma espécie reconhecida mundialmente como
modelo para ecotoxicologia aquética, desempenha um papel importante na producdo primaria
e na ciclagem de nutrientes em sistemas aquaticos (Zhang et al., 2022). Além de ser uma
fonte vital de alimento para organismos aquaticos, como 0s organismos zooplancténicos, as
microalgas também estdo ligadas ao equilibrio do oxigénio na agua, e exercem um impacto
significativo na qualidade geral do habitat aquéatico (Fallahi et al., 2021). No entanto, estudos
vem demonstrando que as microalgas possuem grande sensibilidade a agrotoxicos (Dorigo et
al., 2004; Magnusson et al., 2010; Turemis et al., 2018) e, a exposi¢do a esses compostos
quimicos podem resultar em diversos efeitos como: inibicdo do crescimento, alteracdes na
fotossintese e nas biomoléculas e perturbacdes celulares. Assim, a avaliacdo de como 0s
herbicidas afetam as microalgas é de suma importancia para entender o funcionamento dos
ecossistemas aquaticos e as implicacdes para a biodiversidade aquatica.

Adicionalmente, os claddceros, Daphnia magna e Ceriodaphnia silvestrii sdo
organismos zooplanctdnicos e ocupam o segundo nivel tréfico da cadeia alimentar, os

consumidores primarios, e desempenham um papel essencial na regulacdo dos niveis tréficos
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e na transferéncia eficiente de energia dentro dos ecossistemas aquaticos. Sua dieta, que inclui
as microalgas e, também matérias organicas disponiveis na agua, 0s torna suscetiveis aos
efeitos diretos e indiretos de herbicidas, como a flumioxazina, podendo influenciar suas taxas
de filtracdo e ingestdo, além de sua viabilidade e reproducéo.

Bioensaios de ecotoxicidade e de inibicdo alimentar em organismos modelos como a
R. subcapitata e os cladoceros, respectivamente, sdo ferramentas essenciais para detectar
efeitos letais e subletais causados ao meio ambiente, alem disso, sdo considerados confiaveis e
rapidos. Os ensaios de inibicdo alimentar, notadamente, sdo considerados indicadores de
efeitos nos niveis mais sensiveis do organismo, abrangendo aspectos fisiol6gicos e
bioguimicos, uma vez que proporcionam resultados precoces (Agatz et al., 2013). Estes
ensaios sdo particularmente relevantes devido a capacidade de avaliar a ingestao e a filtragéo,
processos comportamentais e fisioldgicos exibidos por espécies zooplancténicas quando
sujeitas a uma diversidade de dietas (Lurling; Beekman, 2006; Lurling; Van der Grinten,
2003). As taxas de filtracdo ou depuracdo indicam a quantidade de &gua filtrada para a coleta
de particulas alimentares, enquanto as taxas de ingestdo referem-se a quantidade simples
dessas particulas coletadas de uma suspensdo alimentar em um intervalo de tempo designado
(Davis; Gobler, 2011; Ka et al., 2012).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a ecotoxicidade do
herbicida comercial contendo flumioxazina na microalga verde R. subcapitata, para a
determinacdo da concentracdo efetiva (ECsoy) €, a partir dessas informacdes, utilizando a
microalga contaminada por via rota dietética, investigar as taxas de filtracdo e ingestdo em
claddceros padronizados para testes de toxicidade, C. silvestrii e D. magna. Essa abordagem é
relevante, uma vez que o mecanismo de alimentacdo em questdo € comum em ambientes
naturais, nos quais a introducdo de contaminantes frequentemente ocorre, podendo
desempenhar um papel funcional critico em cadeias troficas. Com isso, podemos fornecer
insights valiosos sobre a ecotoxicidade desse herbicida e seus impactos nos organismos
aquaticos, contribuindo para uma avaliagdo abrangente do seu potencial para afetar os

ecossistemas aquaticos.

MATERIAIS E METODOS

Modelos de estudo
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A microalga verde Raphidocelis subcapitata foi obtida a partir da cultura de algas
mantida no Laboratério de Limnologia da Universidade Federal de Alfenas/MG. O cultivo da
alga foi realizado em frascos Erlenmeyer de 1 litro, contendo 500 mL do meio de cultivo L.C.
Oligo (Afnor, 1980). Antes de ser empregado, o meio de cultivo L.C. Oligo foi submetido a
esterilizacdo em autoclave a 121°C por 20 minutos. As condicGes de cultivo foram mantidas a
uma temperatura de 23+2°C, iluminacgdo de 6800 lux, com um fotoperiodo de 12 horas de luz
e 12 horas de escuriddo. Os frascos foram agitados diariamente para evitar a decantacdo das
células. Foram utilizadas algas saudaveis em fase de crescimento exponencial logaritmica
para conducéo do ensaio de exposi¢do ao contaminante.

A espécie zooplanctdnica Ceriodaphnia silvestrii foi coletada em ambiente natural por
meio de uma rede de zooplancton com malha de 68 pum, na porcdo represada do Rio Séo
Thomé — Reservatério de Furnas (21°S 2751 46°W 0002 ), localizado no municipio de
Alfenas — MG. No laboratorio, os organismos foram triados, identificados e transferidos para
béqueres de vidro com capacidade para 1000 mL, contendo &gua coletada do préprio
reservatorio. Ap6s um periodo de adaptacdo as condicOes laboratoriais, 0s organismos foram
submetidos ao processo de aclimatacdo a agua de manutencdo de cultivo ou agua
reconstituida. A espécie aclimatada em laboratdrio foi cultivada conforme as condigdes de
cultivo estabelecidas pela normativa ABNT NBR 13373:2017. Por sua vez, a espécie
Daphnia magna foi adquirida por meio de comeércio online, sendo aclimatada e cultivada em
laboratorio de acordo com as diretrizes da normativa ABNT NBR 12713:2016.

Solucdes teste

As concentragcOes-teste para o ensaio de inibicdo com a microalga verde R. subcapitata
foram determinadas com base no ECsoy (0,852 pg L™) previamente calculado e apresentado
nas bases de dados PPDB (Pesticide Properties DataBase) para R. subcapitata a partir do
principio ativo de flumioxazina per se. As seguintes doses do principio ativo de flumioxazina
foram testadas e 3.2 foi o fator de multiplicacdo utilizado entre elas: CN: controle negativo;
T1:0,0832 pug L™; T2: 0,266 pug L™ T3: 0,852 pg L™; T4: 2,726 pg L™; T5: 8,724 pg L?; T6:
27,918 pg L™ e T7: 89,338 pg L™

Teste de inibigdo do crescimento da microalga verde
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O ensaio foi realizado segundo a normativa NF EN 1SO 8692 (2012) contendo 6
repeticdes por concentracdo. Cada repeticdo foi representada por um tubo de ensaio de vidro
com 100 mL de capacidade, contendo 30 mL das solugdes-teste e densidade celular inicial de
1x10* cél mL™. Os testes foram conduzidos em sala climatizada a 23 + 2°C, iluminag&o com
intensidade de 6800 Lux e agitacdo manual periddica a cada amostragem. As amostragens
para a determinagdo da densidade celular foram realizadas a cada 24 horas e, a partir dos
resultados obtidos, calculou-se 0 ECs, a concentracdo sem efeito observado (NOEC) e a
menor concentracdo com efeito observado (LOEC) para posteriormente prosseguir com o
experimento da taxa de filtragdo com os organismos zooplancténicos.

A determinacdo da densidade celular da microalga R. subcapitata foi realizada com o
auxilio de camaras de contagem de modelo Fuchs Rosenthal. Para isso, diariamente eram
retiradas 0,5 mL de cada amostra e fixadas com 0,5 mL de formol 4% para a sua posterior
contagem. As taxas de crescimento especifica foram calculadas baseadas na abundancia
celular considerando-se a sua fase exponencial de crescimento de 48 a 96 h onde a taxa de
crescimento especifica foi calculada de acordo com a seguinte equacao:

r=[Ln (N2)-Ln (N1)] /Dt

Onde, r é a taxa intrinseca de crescimento, N; é o tamanho da populagdo no inicio de
um intervalo de tempo, N é o tamanho da populacdo no final do intervalo de tempo e Dt é a
variacdo do tempo.

Analise bioquimica da microalga: Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais seguiu a metodologia previamente descrita em
Albalasmeh et al., (2013). O método € uma reacdo colorimétrica com &cido sulfurico que
consiste na quantificacdo dos carboidratos intracelulares totais presentes na microalga. Um
novo ciclo de crescimento da microalga foi iniciado com concentragdes que abrangeram um
espectro que incluiu um nivel aceitavel para o meio ambiente (0,852 pg L™), a Concentracéo
Efetiva 50% (ECso, 4,57 pg L™), e uma terceira concentracéo (8,724 pg L™) que apresentou
diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao tratamento controle no que se refere ao
crescimento celular da microalga e, a partir desta exposicdo da microalga as concentracfes do
herbicida, foi realizada a analise dos seus carboidratos totais. Amostras de cada tratamento
foram coletadas (30 mL) nas 96 horas de exposic¢do e adicionadas em tubos de ensaios. Em
seguida, os tubos passaram por um processo de centrifugacéo (BL-206/1 FANEM®) por 10

minutos as 1600 rpm. ApoOs a centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e ao pellet
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formado adicionou-se 1 mL de agua destilada e as amostras foram congeladas até 0 momento
da anélise final.

Para a analise, as amostras foram descongeladas e agitadas para a homogeneizacgéo das
células. Em seguida, 3 mL de &cido sulfurico concentrado foi adicionado em cada amostra e
estas foram agitadas por 3 minutos, logo apds, foram levadas a um banho de gelo para o seu
resfriamento. Apos o resfriamento, cada amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo de
capacidade de 2 mL e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 315 nm (Biospectro®
espectrofotdbmetro SP-220). Uma curva de calibracdo foi construida seguindo as mesmas

defini¢Oes da microalga e utilizando um padrdo de glicose.

Delineamento experimental dos ensaios de taxa de filtracdo e ingestdo com C. silvestrii e

D. magna

As avaliagdes de filtracdo e ingestdo da microalga verde Raphidocelis subcapitata
contaminada com um herbicida contendo flumioxazina foram realizadas com os cladoceros C.
silvestrii e D. magna. Esses ensaios envolveram a exposicao de 4 organismos adultos ndo
oviparos por repeticdo (com 4 repeticbes) a microalga contaminada. A duracéo total dos
experimentos foi de 3 horas, incluindo um periodo inicial de 30 minutos para o jejum dos
organismos, durante o qual nenhum tipo de alimento foi fornecido. Os organismos foram
mantidos em uma sala com temperatura controlada a 23+/-2°C, iluminada por luz artificial
branca com uma intensidade luminosa de 1000 Lux. Durante 0s experimentos, 0S organismos
foram colocados em recipientes de acrilico contendo 30 mL de &gua reconstituida, juntamente
com uma suspensdo algal com uma concentragdo de 5x10* cél mL™ para cada nivel de
concentracdo do herbicida. As concentracGes especificas do herbicida testadas foram
previamente determinadas por meio do ensaio de inibicdo de crescimento da microalga verde,
resultando nos valores de ECs, uma concentracdo considerada segura para 0 meio ambiente, e
uma terceira concentracdo considerada toxica para a microalga. Apés um periodo de
crescimento da microalga durante 96 horas em cada uma das concentracBes do herbicida, as
amostras foram submetidas a centrifugagdo a 1600 rotacBes por minuto (rpm) e,
posteriormente, ressuspendidas em &gua deionizada. Esse procedimento foi realizado com o
intuito de fornecer exclusivamente alimento contaminado aos organismos zooplanctonicos.

Para os ensaios de inibicdo alimentar, foram estabelecidas quatro repeticbes de
controle que continham exclusivamente agua reconstituida e células de alga. No inicio e no

final do experimento, os grupos de controle foram fixados com uma solugéo de formaldeido a
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4% para permitir a contagem subsequente do nimero de células de alga utilizando uma
camara Fuchs Rosenthal, sob um microscopio Zeiss com ampliacdo de 40x, a fim de
monitorar o crescimento algal ao longo do periodo experimental. Para todos os tratamentos,
amostras foram coletadas no inicio e no final do experimento e também foram fixadas com
uma solucdo de formaldeido a 4%, para possibilitar a contagem da densidade celular antes e
apos a filtracdo e ingestdo das algas pelos organismos. Além disso, no inicio dos ensaios,
foram efetuadas medicdes das variaveis como pH, condutividade elétrica, temperatura, dureza
da &gua e concentracao de oxigénio dissolvido, com o intuito de verificar as caracteristicas da
agua reconstituida utilizada nas diluigdes.

As taxas de filtracdo foram calculadas pelo método de contagem das células algais e a
seguinte equacao preestabelecida por Peters (1984) foi utilizada:

F=V (In Co—In Cy) / (tN), onde:

F = taxa de filtracdo (mL individuo™ hora™); V = volume da amostra no recipiente
teste; N = numero de individuos no frasco; t = duracdo do experimento em horas;
Co=concentracdo inicial da alga e C¢= concentracdo final da alga nos recipientes
experimentais.

As taxas de ingestdo foram expressadas como o numero médio de células algais
ingeridas pelos claddceros (cels ind™ hora™) no periodo de duracéo do experimento. Para 0s
calculos a seguinte equacao, proposta por Paffenhéfer (1971), foi utilizada:

| =V (Co—Ct) / (tN), onde:

| = A taxa de ingestdo (cels ind™ hora™); V = volume da amostra no recipiente teste;
Co= concentracdo inicial da suspenséo algal e Ct = concentracdo final da suspensao algal nos
recipientes experimentais; t = tempo de duracdo do experimento (em horas); N (nimero de

cladoceros).

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a andlise de Testes de normalidade e
homogeneidade seguidos pela analise de variancia (ANOVA) e pelo Teste de Dunnett
utilizando-se o software Minitab 17, e as diferencas entre os tratamentos foram consideradas
significativas com niveis de significancia de 95% (p<0,05). Os valores de concentracdo de
inibicdo do crescimento (ECsp), a concentragdo sem efeito observado (NOEC - No Observed

Effect Concentration) e a menor concentragdo com efeito observado (LOEC - Lowest
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Observed Effect Concentration) foram calculados utilizando o software GraphPad Prism

(verséo 8).
RESULTADOS
Inibicdo da microalga verde — R. subcapitata

Os resultados do experimento revelaram padrbes distintos no crescimento da
microalga dentro das doses testadas, destacando-se a partir do tratamento 4 (2,726 pg L),
onde foram observadas redugdes significativas tanto na curva de crescimento quanto na taxa
de crescimento. Os graficos de curva de crescimento (Figura 1) evidenciaram um
comportamento notavel nas concentracGes mais elevadas de flumioxazina. Até o tratamento 3
(0,852 ug L™), a microalga apresentou um padrdo saudavel de crescimento comparado ao

tratamento controle.

Figura 1: Pardmetro de crescimento (Ln do nimero de densidade celular (célula mL™)) da
Raphidocelis subcapitata testados apOs exposicdo ao herbicida a base de
flumioxazina.
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Legenda: CN: controle negativo; T1: 0,0832 pg L™; T2: 0,266 pg L™; T3: 0,852 pg L™; T4: 2,726 pg
L T5: 8,724 g L™; T6: 27,918 pg L™; e T7: 89,338 pg L™. O simbolo * indica diferenca
estatistica (Dunnet p<0,05) em relagdo ao tratamento controle. As barras representam o
desvio-padrdo da média.

Fonte: Do autor, 2023.
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A analise da taxa de crescimento (Figura 2) corroborou esses achados, revelando
quedas significativas na capacidade de proliferacdo da microalga a partir do tratamento 4.
Este ponto de transicdo marcou uma alteracdo substancial nas condi¢bes de crescimento,
inclusive sdo concentracGes acima do ECsy de referéncia, indicando uma resposta dose-
dependente a flumioxazina. Os resultados do experimento permitiram a determinacdo de
pardmetros-chave que descrevem a resposta da microalga a flumioxazina, como o ECs, 0
NOEC e 0 LOEC.

A Concentracéo Efetiva 50% foi identificada como sendo de 4,57 ug L. Este valor
representa a concentracdo na qual observamos uma reducdo de 50% no crescimento da
microalga. O LOEC foi determinado como sendo 2,726 pg L™. Concentracdes iguais ou
superiores a este valor demonstraram efeitos adversos significativos no crescimento da
microalga durante o periodo experimental. Este resultado € crucial para estabelecer limites de
exposicdo que minimizem impactos prejudiciais em ecossistemas aquaticos. Ja 0 NOEC,
fornece informacdes importantes para estabelecer niveis seguros de exposi¢do dos organismos
a substancia, e foi identificado como 0,852 pg L™. Concentragdes abaixo desse limiar ndo

apresentaram efeitos significativos observaveis no crescimento da microalga.

Figura 2: Parametro de crescimento (Taxa de crescimento por dia (d)) da Raphidocelis
subcapitata testados ap6s exposicdo ao herbicida a base de flumioxazina.
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Legenda: CN: controle negativo; T1: 0,0832 pg L™; T2: 0,266 pg L™; T3: 0,852 pg L™; T4: 2,726 pg
LY T5: 8,724 pg LY T6: 27,918 pg L™ e T7: 89,338 pg L. O simbolo * indica
diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relacdo ao tratamento controle. As barras
representam o desvio-padrdo da média.

Fonte: Do autor, 2023.
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Carboidratos totais da microalga

A avaliacdo do teor de carboidratos totais (Figura 3) na microalga em resposta as
concentracdes de flumioxazina revelou padrGes significativos em comparacdo ao controle,
evidenciando uma resposta dose-dependente com aumento dos teores de carboidratos totais.
Para todas as concentragdes, o herbicida demonstrou influéncia clara no teor de carboidratos
havendo aumento de 1,8 vezes em 0,852 ug L™, 2,3 vezes em 4,57 pg L™ e de 2,5 vezes em
8,724 pg L™. A resposta dose-dependente observada destaca a complexidade das interacdes

entre a microalga e a flumioxazina.

Figura 3: Teor de carboidratos totais da microalga Raphidocelis subcapitata quantificados
apos 96 horas de exposi¢do ao herbicida a base de flumioxazina.
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Legenda: CN: controle negativo; T1: 0,852 pg L™; T2: 4,57 ug L™ e T3: 8,72 pg L™. O simbolo *
indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relacdo ao tratamento controle. As barras
representam o desvio-padrdo da média.

Fonte: Do autor, 2023.

Taxa de filtracéo e ingestdo em C. silvestrii e D. magna

A partir das concentragdes estabelecidas nos testes de toxicidade da microalga (0,852
ng L™ 4,57 ug L™ e 8,724 pg L) procedemos a anélise da taxa de filtrac&o e ingestdo em C.
silvestrii e D. magna. Os resultados mostraram respostas distintas entre as espécies, indicando
sensibilidade diferencial a presenca do herbicida a base de flumioxazina. Para C. silvestrii,
observou-se um aumento significativo nas taxas de filtracdo e ingestdo em resposta a

concentracdo de 8,724 pg L™ e permanecendo igual ao controle nos demais tratamentos
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(Figura 4). Contrastando, em D. magna, os resultados foram divergentes. A taxa de filtracdo
reduziu significativamente tanto na concentracio 4,57 pug L™ quanto na 8,724 ug L™ (Figura
5), indicando uma sensibilidade acentuada a essas concentracdes da microalga contaminada

com flumioxazina. Simultaneamente, a taxa de ingestdo diminuiu em 8,724 pg L™
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Figura 4: Taxas de filtragdo (mL ind™® h™) (A) e ingestdo (céls ind™ h™) (B) de Ceriodaphnia
silvestrii exposta a alimentacdo contaminada por herbicida a base de flumioxazina

por periodo de 3 horas.
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Legenda: O simbolo * indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relacdo ao tratamento controle.
As barras representam o desvio-padrdo da média.
Fonte: Do autor, 2023.

Figura 5: Taxas de filtragdo (mL ind™ h™) e ingestdo (céls ind™® h) de Daphnia magna
exposta a alimentacdo contaminada por herbicida a base de flumioxazina por

periodo de 3 horas.
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* indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relagdo ao tratamento controle. As barras

representam o desvio-padrdo da média.

Fonte: Do autor, 2023.

DISCUSSOES
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O herbicida a base de flumioxazina se mostrou um inibidor substancial para o
crescimento celular de R. subcapitata neste estudo, quando a partir de 2,726 pg L™ de
flumioxazina presente nas células da microalga reduz sua proliferacdo, corroborando
resultados descritos por Geoffroy et al., (2004) apresentados para a espécie, Scenedesmus
obliquus e Ando; Fujisawa e Katagi, (2017) que observaram inibicdo no crescimento de
Pseudokirchneriella subcapitata e Synechococcus sp. ao testar o herbicida. Essa consisténcia
nos efeitos inibitorios destaca a robustez do impacto da flumioxazina sobre diferentes
espécies de microalgas. Contudo, é reconhecido que a contaminacdo de produtores primarios
constitui uma ameaga para o0s subsequentes niveis troficos nos ecossistemas aquaticos (Hill et
al., 2010), o que pode ocorrer por estresse, pela exposicdo ou pela alimentacdo. Os
microcrustaceos, por exemplo, exercem uma funcdo essencial na teia alimentar, e
perturbacdes neste nivel trofico tém o potencial de afetar negativamente tanto os niveis
tréficos inferiores quanto superiores, causando um desequilibrio ambiental (Malzahn et al.,
2010). Essa interconexao destaca a vulnerabilidade dos ecossistemas aquéaticos diante da
contaminacéo por agrotoxicos.

A microalga, representante do primeiro nivel trofico, além da inibi¢&o do crescimento,
respondeu ao estresse induzido pela flumioxazina por meio do acumulo de carboidratos em
suas células, utilizando-os como fonte de energia. Em um estudo com o herbicida
pendimentalina, também foi observado um aumento das moléculas de carboidratos na espécie
de microalga verde, Protosiphon botryoides (Shabana et al. 2001). Este aumento de
carboidratos pode indicar uma estratégia adaptativa da microalga na tentativa de preservar sua
taxa de crescimento diante das condi¢Oes adversas causadas pelo herbicida. Assim, em
situacOes estressantes, a sintese de carboidratos pode ser favorecida como uma estratégia para
armazenar carbono visando seu uso futuro, quando as condi¢des ambientais se tornarem
favoréveis (Markou et al., 2012). Por outro lado, também pode indicar falhas na realizagdo da
fotossintese (Shabana et al., 2001). Ademais, um estudo indica o potencial de acumulacdo da
flumioxazina nas células de Pseudokirchneriella subcapitata, o qual, embora seja baixo, ndo é
insignificante, e esta diretamente associado a lipofilicidade do composto quimico (Ando;
Fujisawa e Katagi, 2017).

A partir das concentragdes de flumioxazina selecionadas para os ensaios com a
microalga, trés doses foram especificamente escolhidas para avaliar os efeitos sobre a taxa de
filtracdo e ingestdo dos cladoceros. Essas concentragfes abrangeram um espectro que incluiu

um nivel considerado seguro para o ambiente (0,852 pg L™), a Concentracéo Efetiva 50%
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(ECsou, 4,57 pg L™), e uma terceira concentracéo (8,724 pg L™) que apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao tratamento controle no que se refere ao
crescimento celular da microalga. Para ambas as espécies, C. silvestrii e D. magna, tanto a
taxa de filtracdo quanto a taxa de ingestdo foram adequadas na concentracdo determinada
como nivel seguro para a exposicdo dos organismos neste estudo. Também foi possivel
observar que houve diferencas espécie-especificas quanto a estas taxas de filtracdo e ingestao
em relacdo a quantidade ingerida nesta dose de seguranca, caracteristica também encontrada
por Pérez-Moralez & Sarma, (2014) ao testar a alimentacdo em distintos zooplancton e
observar diferencas relacionadas ao tamanho corporal e necessidade alimentar das espécies.

Na concentracdo de ECsqy de 4,57 pg L™ e na dose de efeito toxico para a microalga,
D. magna exibiu uma reducdo significativa tanto na taxa de filtracdo quanto na taxa de
ingestdo. D. magna pode apresentar diferentes comportamentos alimentares perante a
qualidade do alimento (Rodrigues et al., 2021). A alimentacdo dos organismos
zooplancténicos pode ser interrompida em situacfes em que o alimento provém de uma fonte
inadequada ou devido a toxicidade das células das algas (Orlowicz, 2012; Rey et al., 2001).
Essa resposta pode estar relacionada aos elevados niveis de carboidratos e a contaminacao
pelo herbicida presentes na microalga. Além disso, presume-se que ocorreu uma rejei¢do
intestinal por parte de D. magna em relacdo as células algais contaminadas, conforme
observado anteriormente nos estudos de McMahon e Rigler, (1963) envolvendo D. magna e
Chlorella sp. Esses resultados e observacGes sugerem que D. magna, ao encontrar células
algais contaminadas, pode manifestar um mecanismo de rejeicdo (Rey et al., 2001),
acrescidos pelos receptores intestinais, um comportamento que pode estar associado a
adaptacdes evolutivas para evitar a ingestdo de alimentos potencialmente prejudiciais ou
toxicos.

Em relacdo as respostas observadas em C. silvestrii, foi notado um estimulo na taxa de
filtracdo e ingestdo da maior dose de flumioxazina presente na microalga. Esse aumento pode
ser atribuido provavelmente a um fenbmeno conhecido como hormese, um efeito estimulante
observado em resposta a exposi¢cdes a doses moderadamente toxicas, como observado por
outros pesquisadores em estudos com esses cladoceros (Castelhano Gebara et al., 2021;
Muyssen; Bossuyt; Janssen, 2005). Comparada a D. magna, a espécie C. silvestrii demonstrou
maior tolerancia alimentar ao herbicida, sugerindo que em um ambiente natural contaminado
com o produto, ela poderia facilmente se tornar dominante perante ao estresse. E reconhecido

gue os agrotdxicos tendem a induzir a dominéncia de espécies menores de zooplancton e,
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consequentemente, a reducdo do tamanho corporal médio dos individuos na comunidade
(Hanazato, 1998).

Essas observacOes reforcam a importancia de compreender as interacdes especificas
entre zooplanctons e fontes alimentares, especialmente em ambientes sujeitos a
contaminagfes. Ao compreendermos como 0s zooplanctons respondem as mudancgas em suas
fontes de alimento, como a contaminacdo da microalga pela flumioxazina, identificamos as
possiveis transferéncia de energia na cadeia trofica. Nessa dindmica, a energia € transferida
dos produtores primarios, como as microalgas, para 0s consumidores primarios, Como 0s
zooplanctons, e subsequentemente para os consumidores secundarios, como 0s peixes. Essa
transferéncia ocorre & medida que os organismos consomem outros para obter energia, € a
energia assim adquirida € utilizada para sustentar suas atividades metabolicas e também é
transferida ao longo da cadeia alimentar, & medida que 0s organismos sdo consumidos por
outros predadores. A eficiéncia dessa transferéncia de energia influencia diretamente a
estrutura e o funcionamento dos ecossistemas aquéticos, afetando a abundancia e a

diversidade das espécies e, consequentemente, a estabilidade e a satde desses ambientes.

CONCLUSOES

A microalga demonstrou notavel suscetibilidade, manifestando fitotoxicidade a partir
de 2,726 pg L™ e acumulando carboidratos em resposta & presenca do herbicida & base de
flumioxazina nas concentracdes avaliadas, inclusive na concentracdo efetiva de 50% (ECso)
de 4,57 pg L. Esses resultados indicaram com clareza a resposta impactante da microalga &
exposicdo ao flumioxazina, destacando a utilidade do bioensaio como uma ferramenta
sensivel na avaliacdo dos efeitos do herbicida neste organismo aquatico. As taxas de filtracdo
e ingestdo dos claddceros frente a microalga contaminada com o herbicida demonstraram ser
especificas de cada espécie. O tamanho corporal e as necessidades alimentares individuais de
cada organismo, D. magna ou C. silvestrii, resultaram em diferencas nas quantidades
ingeridas. Para ambas as espécies de claddceros avaliadas, na concentracdo efetiva de 50%
encontrada para a microalga, a ingestdo nédo foi alterada, sugerindo uma adaptacdo adequada
ao alimento disponivel. Essas descobertas ressaltam a importancia de considerar as respostas
especificas de diferentes organismos em estudos ecotoxicoldgicos, especialmente quando €

avaliado a influéncia de herbicidas no ambiente aquético.
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Capitulo 3. A TOXICIDADE DA FORMULAGCAO HERBICIDA SUMYSIN 500 SC® VIA
ALIMENTAGCAO INIBE A REPRODUCAO E DESENVOLVIMENTO DE Daphnia magna
Straus (CRUSTACEA: CLADOCERA)

RESUMO

O presente estudo investigou o efeito do herbicida comercial Sumysin 500 SC®, contendo
flumioxazina como principio ativo, sobre Daphnia magna quando administrado através da
dieta de microalgas contaminadas. Os resultados demonstraram que a ingestdo da microalga
Raphidocelis subcapitata contaminada pelo herbicida afetou significativamente a
sobrevivéncia, producdo de ovos, reproducdo e desenvolvimento de D. magna.
Adicionalmente, foi observada uma modificacdo no conteldo bioquimico da microalga
quando exposta a flumioxazina, resultando em um aumento substancial de carboidratos totais,
0 que pode ter contribuido para os efeitos adversos nos organismos consumidores. O
cladécero D. magna demonstrou uma inibicdo de 100% na producdo de ovos e, por
conseguinte, na sua capacidade de reproducado. A toxicidade do herbicida também resultou em
uma reducdo da expectativa de vida dos cladéceros em 13 dias, além de interferir no
desenvolvimento do organismo, causando atrasos entre os estagios de vida. Em sintese, este
estudo enfatiza a sensibilidade dos organismos aquéaticos a contaminacdo ambiental e a
importancia da preservacdo da qualidade dos produtores primarios para a salde dos

ecossistemas aquaticos.

Palavras-chave: Raphidocelis subcapitata; flumioxazina; cadeia trofica; alimentacéo.
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ABSTRACT

This study investigated the effect of the commercial herbicide Sumysin 500 SC®, containing
flumioxazin as its active ingredient, on Daphnia magna when administered through the diet of
contaminated microalgae. The results showed that ingestion of the microalga Raphidocelis
subcapitata contaminated by the herbicide significantly affected the survival, egg production,
reproduction and development of D. magna. Additionally, a change in the biochemical
content of the microalgae was observed when exposed to flumioxazin, resulting in a
substantial increase in total carbohydrates, which may have contributed to the adverse effects
on consumer organisms. The cladoceran D. magna showed a 100% inhibition in egg
production and, consequently, in its ability to reproduce. The toxicity of the herbicide also
resulted in a reduction in the life expectancy of the cladocerans by 13 days, as well as
interfering with the development of the organism, causing delays between life stages. In
summary, this study emphasizes the sensitivity of aquatic organisms to environmental
contamination and the importance of preserving the quality of primary producers for the

health of aquatic ecosystems.

Keywords: Raphidocelis subcapitata; flumioxazin; trophic chain; feeding.
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INTRODUCAO

Com o aumento na utilizacdo de agrotdxicos em escala global e seu potencial de
escoamento e/ou lixiviacdo para os corpos d'agua (Cosgrove; Jefferson; Jarvis, 2019; Mojiri et
al., 2020), as espécies aquaticas ficam diretamente expostas e sujeitas a absor¢ao direta desses
contaminantes. 1sso ocorre por meio de processos como filtracdo e ingestdo de alimentos
(Bessa da Silva et al., 2016), tornando os organismos aquaticos vulneraveis aos efeitos
adversos desses agrotoxicos presentes no ambiente aquatico. A toxicidade desses
contaminantes através da dieta dos consumidores aquéaticos pode representar uma importante
via de absorcao desses produtos quimicos.

A flumioxazina é um principio ativo de um herbicida amplamente utilizado no
controle de ervas daninhas em diversos setores da agricultura, abrangendo desde grandes até
pequenas propriedades (Boyd, 2014; Ferrell e Vencill, 2003). De acordo com o Banco de
Dados de Propriedades de Pesticidas (PPDB), a flumioxazina foi classificada como altamente
toxica para algas e plantas aquaticas, apresentando também riscos para a reproducdo e
desenvolvimento de organismos (PPDB, 2024). Este herbicida ja foi detectado em efluentes
de estacdes de tratamento de agua, por meio de analise qualitativa (Maurer et al., 2023),
indicando sua presenca em corpos d'agua proximos a areas urbanas e regides agricolas.

Nos ecossistemas aquaticos, os produtores primarios desempenham um papel
fundamental na ciclagem de nutrientes e representam um grupo-chave na cadeia trofica, pois
sdo responsaveis pela fotossintese e pela producédo primaria, sendo os principais produtores de
energia para os niveis tréficos subsequentes (Ma et al., 2002; Prado et al., 2009). As
microalgas convertem energia solar em matéria organica por meio da fotossintese (Zhang
2022) e, além de servirem como base da cadeia alimentar para uma variedade de organismos
aquaticos, incluindo crustaceos, peixes e zooplancton, sdo indispensaveis na manutencdo do
equilibrio de dioxido de carbono e nitrogénio na atmosfera (Huang et al., 2015). As
microalgas, em particular, sdo suscetiveis a contaminacdo por herbicidas (Bessa da Silva et
al., 2016) e, o potencial de acumulacdo da flumioxazina em células de Raphidocelis
subcapitata foi relatado por Ando; Fujisawa e Katagi, (2017) e esta diretamente associado a
lipofilicidade do composto quimico. A transmisséo da toxicidade do herbicida pela dieta pode
ocorrer pela absor¢do do produto pelas microalgas e, consequentemente, transportar para
niveis tréficos seguintes (Rodgher; Lombardi; Meldo, 2009), resultando, quando ingeridos,

em efeitos toxicos para os organismos. Contudo, a presenga da flumioxazina em corpos
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d'dgua préximos a areas urbanas e agricolas levanta preocupagdes sobre seus potenciais
efeitos nos ecossistemas aquéticos.

A producdo secundaria nos ecossistemas aquaticos refere-se a biomassa produzida
pelos consumidores primarios, como herbivoros e detritivoros, a partir da energia obtida dos
produtores primérios, principalmente as microalgas. Com a contaminac¢do dos ecossistemas,
0s produtores priméarios podem afetar sua biomassa, qualidade nutricional e satde geral, como
observado em Souza et al., (2014), resultando em uma reducéo na disponibilidade de alimento
para 0s consumidores primarios. Consequentemente, 0os consumidores primarios podem
experimentar uma diminui¢cdo em sua biomassa, taxa de crescimento e eficiéncia reprodutiva
devido a ingestdo de alimentos contaminados. Isso pode levar a uma diminui¢do na producéao
secundaria, afetando toda a cadeia alimentar aquatica (Faupel; Ristau; Traunspurger, 2011).

Embora a transmissdo de contaminantes por meio da dieta seja uma via importante de
contaminacdo em organismos aquaticos, muitos estudos na literatura estdo focados em metais
(Geffard et al., 2008; Rodgher; Lombardi; Meldo, 2009; Souza et al., 2014; Wang; Yan;
Hyne, 2010). Até o momento, hd poucos trabalhos que abordam a toxicidade de agrotoxicos
via alimentacdo, e o impacto do herbicida comercial a base de flumioxazina na dieta de D.
magna ainda ndo foi investigado. Por isso, o presente trabalho teve como propdsito analisar 0s
impactos de um herbicida comercial & base de flumioxazina na historia de vida de Daphnia
magna Straus (Crustacea: Cladocera) mediante a exposicdo alimentar a microalga
contaminada com herbicida comercial Sumysin 500 SC® em um ensaio cronico de 21 dias.
Além disso, uma andlise do teor de carboidratos totais na microalga foi realizada afim de
verificar a qualidade do alimento oferecido aos claddceros. A hipétese subjacente deste estudo
é que a contaminacdo da microalga com flumioxazina pode ter implicagdes substanciais na
cadeia tréfica aquatica, uma vez que pode alterar o ciclo de vida do consumidor primario. Ao
utilizar a microalga Raphidocelis subcapitata contaminada com o herbicida como fonte de
exposicao é acrescentada uma camada de complexidade realista, uma vez que isto representa
uma rota potencial de exposi¢do para organismos zooplactdnicos em ambientes aquéaticos
contaminados. Portanto, este estudo oferece uma perspectiva contextualizada e aplicavel as
condigdes ambientais do que apenas administrar o herbicida diretamente. Os resultados deste
estudo podem contribuir significativamente para a compreensdo dos riscos potenciais

associados aos impactos desse herbicida em ambientes aquaticos.

MATERIAIS E METODOS
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Modelos de estudo

A espécie de microalga verde R. subcapitata foi obtida da cultura de alga do
Laboratorio de Limnologia da Universidade Federal de Alfenas / MG. A alga foi cultivada em
frasco erlenmeyer de 1 litro contendo 500 mL de meio de cultivo L. C. Oligo (Afnor, 1980) e
seu pH ajustado para faixa de 6,8-7,2 usando-se 0,1 mol L™ de NaOH ou HNOs;. A
temperatura de cultivo da cultura foi de 23+/-2°C, iluminacdo de 6800 lux, com fotoperiodo
de 12 horas de luz e 12 horas de escuriddo. Antes do uso, o meio de cultura L.C. Oligo foi
esterilizado em autoclave a 121°C por 20 minutos. O frasco era agitado diariamente para
evitar a decantacgdo das células.

A espécie zooplancténica, D. magna, foi obtida por meio de comércio online,
aclimatada e cultivada seguindo a normativa ABNT NBR 12713:2016. O cultivo era mantido
em uma sala com temperatura controlada a 23+2 °C, sob iluminag&o artificial de luz branca,
com fotoperiodo claro/escuro de 12 h cada, em agua reconstituida com um pH de 6,8-7,5,
condutividade de 160 pS/cm e oxigénio dissolvido acima de 4,0 mg O, L™ (HORIBA®). Os
organismos eram alimentados com a alga R. subcapitata (1x10° cél mL™) e uma

complementacéo de levedura (0,5%) e racéo para peixes (0,5%) na proporgdo 1:1 (1 mL L™).
Solucao teste e exposicao de R. subcapitata ao herbicida

A concentracdo-teste do herbicida empregada para provocar efeitos toxicos na alga, a
qual desempenharia o papel de fonte alimentar para os claddceros utilizados no ensaio de
cadeia trofica, foi estabelecida conforme o ECsgy (0,852 pg L™) registrado no banco de dados
de propriedades de pesticidas (Pesticide Properties DataBase - PPDB) para R. subcapitata,
derivado do principio ativo de flumioxazina per se. A concentracdo de teste para o ensaio foi
preparada utilizando o herbicida comercial Sumysin 500 SC®, contendo 500 g L™ do principio
ativo flumioxazina. O preparo do meio nutritivo e a condugdo do experimento seguiram 0
método de cultivo da microalga, compreendendo trés repeticGes. Algas saudaveis em estagio
de crescimento exponencial logaritmico foram empregadas no ensaio de exposi¢cdo ao
herbicida que continha o principio ativo flumioxazina.

Apols 96 horas de crescimento da microalga exposta ao herbicida, células de R.
subcapitata foram centrifugadas a 1600 rpm por 10 minutos (BL-206/1 FANEM®) e seu
pellet foi ressuspendido com &gua deionizada com a finalidade de retirar o meio de cultivo

contaminado e as amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C durante o periodo
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experimental. A alga contaminada (0,852 pg L™ de flumioxazina) e a alga controle (sem
contaminacdo) foram usadas como alimento para os cladéceros na quantidade de 2x10° cél
mL* (ABNT NBR 13373:2017). A contagem da densidade celular da microalga R.
subcapitata foi realizada com o auxilio de camaras de modelo Fuchs Rosenthal e microscopio

Zeiss no aumento de 40 x.
Analise bioquimica da microalga: Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais seguiu a metodologia previamente descrita em
Albalasmeh et al., (2013). O método é uma reacdo colorimétrica com &cido sulfdrico que
consiste na quantificacdo dos carboidratos intracelulares totais presentes na microalga.
Amostras de cada tratamento foram coletadas (30 mL) nas 96 horas de exposicdo e
adicionadas em tubos de ensaios. Em seguida, 0s tubos passaram por um processo de
centrifugacdo (BL-206/1 FANEM®) por 10 minutos as 1600 rpm. Apds a centrifugacio, o
sobrenadante foi descartado e ao pellet formado adicionou-se 1 mL de agua destilada e as
amostras foram congeladas até 0 momento da analise final.

Para a andlise, as amostras foram descongeladas e agitadas para a homogeneizacao das
células. Em seguida, 3 mL de é&cido sulfurico concentrado foi adicionado em cada amostra e
estas foram agitadas por 3 minutos, logo apds, foram levadas a um banho de gelo para o seu
resfriamento. Apos o resfriamento, cada amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo de
capacidade de 2 mL e a absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 315 nm (Biospectro®
espectrofotdbmetro SP-220). Uma curva de calibragdo foi construida seguindo as mesmas
defini¢cbes da microalga e utilizando um padréo de glicose.

Exposicdo de D. magna a microalga contaminada com o herbicida

D. magna, representando um consumidor secundario, foi submetida & exposi¢do
alimentar (microalga verde — R. subcapitata) contaminada por um herbicida a base de
flumioxazina, ao longo de um periodo méaximo de 21 dias e o experimento foi baseado na
metodologia aplicada em Souza et al., (2014) com modificacdes. Para tal, neonatos com
idades compreendidas entre 6 e 24 horas foram alojados em recipientes acrilicos transparentes
contendo 10 mL de agua reconstituida conforme as normas da Associacdo Brasileira de
Normas Técnicas (ABNT, 2016), sendo alimentados exclusivamente com uma dieta composta

por algas na concentracdo de 2x10° células mL™ a cada 48 h, contaminada com 0,852 g de
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flumioxazina por célula, enquanto um grupo de controle foi mantido livre de contaminag&o ao
longo de todo o periodo experimental.

O experimento foi conduzido em sala climatizada com temperatura controlada a 23°C,
luz artificial com intensidade luminosa de 1000 Lux e fotoperiodo de 12 horas claro : 12 horas
escuro. Foram preparadas dez repeticOes, cada uma contendo um neonato, para cada
tratamento, e os claddceros foram expostos ao alimento contaminado com o herbicida durante
0 periodo experintal de 21 dias. A agua de cultivo e o alimento foram integralmente
renovados a cada intervalo de 48 horas. As condi¢des da agua foram monitoradas em cada
renovacdo por meio da determinacdo de parametros como pH, condutividade e oxigénio
dissolvido. Durante a exposicdo dos cladéceros ao alimento contaminado, 0s seguintes
parametros foram avaliados em cada renovacao da agua e alimento:

. Sobrevivéncia: o tempo de vida dos organismos da geracdo 1, desde o
nascimento até a morte.

o Reproducdo: o numero de neonatos produzidos durante a vida dos organismos.

. Tamanho corporal dos organismos nos dias 12 e 21, meio e fim do
experimento.

. Alteragdes morfoldgicas.

Analises estatisticas

Os resultados obtidos para os parametros do crescimento, ciclo de vida e teor de
carboidratos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e seguido pelo Teste de
Dunnett utilizando-se o software Minitab 17, e as diferencas entre os tratamentos foram

consideradas significativas com niveis de significancia de 95% (p<0,05).

RESULTADOS

A trajetdria bioldgica dos organismos foi monitorada a partir do estagio inicial de sua
eclosdo, quando os neonatos tinham entre 6 e 24 horas de vida. Ambos 0s grupos
experimentais, controle e tratamento, foram alimentados exclusivamente com algas durante o
periodo de observacdo. Os organismos do grupo controle foram alimentados com algas

cultivadas em um meio de cultura isento de contaminacdo, enquanto as dafnias do tratamento



80

foram alimentadas com algas contaminadas com o herbicida comercial a base de
flumioxazina.

A densidade da microalga R. subcapitata contaminada com o herbicida nao foi
significativamente alterada em comparacdo com o grupo controle (Fig. 1, A). Os carboidratos
totais (Fig. 1, B) nas microalgas expostas ao herbicida foram aumentados em 2,1 vezes em

comparagéo ao controle.

Figura 1: (A) Parametro de crescimento (Ln do nimero de densidade celular (célula mL™))
da R. subcapitata apos exposicdo ao herbicida a base de flumioxazina na dose de
0,852 pg L™ (B) Teor de carboidratos totais da microalga R. subcapitata
quantificados apds 96 horas de exposicdo ao herbicida a base de flumioxazina.
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Legenda: O simbolo * indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relacdo ao tratamento controle.
As barras representam o desvio-padrao da média.
Fonte: Do autor, 2023.

Os impactos da flumioxazina através da alimentacdo nos parametros do ciclo de vida
da D. magna estdo apresentados na Tabela 1. A concentracdo efetiva de 50% (CEsp 0,852 g
L") indicada para D. magna causou um efeito significativo (Dunnet, p<0,05) em todos 0s
parametros analisados. Nos primeiros dias de alimentacdo, especificamente nos dias 2 e 3,
observou-se nos tratamentos que 0S organismos apresentaram comportamento agitado e
movimentos de natacdo irregulares, os quais se assemelhavam a movimentos circulares
desordenados. A partir do dia 4, nos tratamentos, 0s organismos comegaram a exibir sinais de
estresse e apresentaram uma diminuicdo significativa de atividade na dgua. A sobrevivéncia
desses individuos foi reduzida para apenas 13 dias, com 0s organismos morrendo

progressivamente ao longo do tempo, como mostram os dados de sobrevivéncia (Tab. 1).
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Tabela 1: Médias e desvio padrao dos parametros analisados da histéria de vida de D. magna
para controle e tratamento de toxicidade do herbicida a base de flumioxazina via
alimento com tempo de duracdo experimental de 21 dias.

Parametros Controle Tratamento
(0,852 pg cél™)

Sobrevivéncia (n° individuos/dias) 8/21 1/13*
Média de ovos por fémea 6,97+0,94 0*
Média de neonatos por fémea 7,12+0,83 0*
Comprimento méaximo (um) 2460,95+0,93 1903,73+0,76*

Legenda: O simbolo * indica diferenca estatistica (Dunnet p<0,05) em relagdo ao tratamento controle.
Fonte: Do autor, 2023.

O grupo controle permaneceu saudavel ao longo de todo o periodo experimental, e
mantiveram suas atividades metabolicas elevadas desde o primeiro dia. No dia 5, a maioria
deles ja apresentava troca da carapaca, e era visivel a reducdo da cauda, indicando a passagem
para a fase adulta. A partir do nono dia, todos os organismos das repeticdes apresentaram
ovos em seus abdomens e, no décimo segundo dia, 0S neonatos comecaram a nascer. As
fémeas apresentavam em média 6 a 7 ovos, e a cada renovacdo da agua e alimentacdo,
aproximadamente 6 ou 7 neonatos eram retirados do recipiente. Ao final do experimento, que
durou 21 dias, os organismos adultos permaneceram com uma média de comprimento
maximo de 2460 um, enquanto 0s organismos do tratamento sobreviveram apenas 13 dias,
mostrando reducdo em seu desenvolvimento com uma média de tamanho de 1903 pum.

A Figura 3 ilustra as diferencas anatbmicas analisadas nos organismos com 0 mesmo
tempo de vida, comparando o grupo controle com o tratamento. E evidente a inibicdo no
desenvolvimento da D. magna quando alimentada com a microalga contaminada com a
flumioxazina, pois a persisténcia da cauda ¢ um indicativo da juventude do organismo, ainda

ndo tendo alcancado a fase adulta.
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Figura 3: Diferencas anatbmicas observadas entre tratamento controle (A, B e C) e
tratamentos com alimentacdo contaminada com herbicida a base de flumioxazina
(D, E e F) no 12° dia experimental.

Legenda: B — Fémea adulta com auséncia da cauda. E e F — Jovens com cauda.
Fonte: Do Autor.

DISCUSSOES

A microalga R. subcapitata foi utilizada como fonte alimentar exclusiva para D.
magna a fim de testar a toxicidade do herbicida com principio ativo a base de flumioxazina
via alimentacdo. Para este estudo, era fundamental que a microalga fosse contaminada pelo
herbicida ao passo que mantivesse sua taxa de crescimento, a fim de assegurar a alimentacédo
das dafnias e uma representacdo precisa das condi¢cdes encontradas em ambientes naturais.
Apesar disso, o conteudo total de carboidratos da microalga sofreu alteragGes significativas
com 0 seu aumento comparado ao grupo controle. A elevacdo na producdo de carboidratos
nas células da microalga pode ser interpretada como uma estratégia de resposta ao estresse
induzido pelo herbicida, visando compensar os danos causados e fortalecer o metabolismo,
aumentando assim a capacidade de sobrevivéncia em condigdes adversas (Markou;

Angelidaki; Georgakakis, 2012), o que manteve seu crescimento estavel. Shabana et al.,
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(2001) também observaram um aumento nos niveis de carboidratos na microalga exposta ao
herbicida. Eles associaram esse aumento de carboidratos na microalga verde Protosiphon
botryoides, quando exposta ao herbicida pendimetalina, a uma inibicdo correspondente da
fotossintese. Contudo, & pertinente ressaltar que, embora esse aumento na quantidade de
carboidratos totais possa representar uma adaptacdo da microalga as pressdes ambientais
impostas pelo herbicida, tal resposta pode acarretar efeitos secundarios ndo antecipados no
ecossistema aquatico.

Os carboidratos sdo reconhecidos como a principal fonte de energia para D. magna
(Bessa da Silva et al., 2016), no entanto, a ma qualidade do alimento resultou em alteragdes
no ciclo de vida da espécie, além de inibir completamente sua reproducdo (Tab. 1). Véarios
estudos tém como foco avaliar o impacto da dieta no desenvolvimento de claddceros e
destacam a importancia da qualidade do alimento para o metabolismo desses organismos. Por
exemplo, Koch; Von Elert e Straile, (2009) realizaram um experimento no qual
suplementaram Daphnia galeata com algas modificadas em termos de teor de proteinas e
lipidios, e observaram um aumento significativo em sua taxa de reproducdo. Ademais, a
sobrevivéncia, longevidade e reproducdo de D. magna podem ser influenciadas pelo tipo e
concentracdo de alimento (Martinez-Jerénimo et al., 1994).

A qualidade do alimento, comprometida pela contaminacdo com o herbicida a base de
flumioxazina, e pelo aumento dos niveis de carboidratos, influenciou significativamente o
ciclo de vida de D. magna, assim como seu desenvolvimento e reproducdo. A exposicdo
toxica resulta em uma interacdo entre o agente quimico e o local de alcance no organismo,
causando uma leséo primaria que desencadeard uma série de processos bioquimicos em nivel
celular (De Coen; Janssen; Segner, 2001). Nos estudos de Bessa da Silva et al. (2016), foi
observado que a absorcdo do herbicida pendimetalina, via alimentacdo, foi responsavel pela
bioacumulacdo nos tecidos de D. magna e também resultou em alteracdes significativas em
sua reproducdo. Além disso, em uma pesquisa realizada por Ferrando et al., (1996), foi
demonstrado que D. magna absorveu uma quantidade consideravelmente maior do inseticida
tetradifon quando alimentada simultaneamente com a microalga previamente exposta ao
contaminante, além da exposi¢do & 4gua contaminada com 0 mesmo composto. Em nossos
achados, a exposicdo do crustaceo planctonico, D. magna, a microalga contaminada resultou
em uma ingestdo direta de flumioxazina, introduzindo-a no nivel trofico priméario da cadeia
alimentar aquatica.

A analise morfologica, conforme demonstrado na Figura 3, fornece evidéncias

adicionais dos efeitos adversos da flumioxazina no desenvolvimento dos organismos
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expostos. D. magna passa por diferentes estagios de mudas até alcangar a fase adulta (Pereira;
Marques; Gongalves, 2004), sendo eles: neonato, jovem e adulto. A persisténcia da cauda nos
organismos jovens sugere uma inibicdo nos processos normais de metamorfose, indicando um
impacto negativo significativo da flumioxazina no desenvolvimento desses organismos
quando ingerida atraves da alimentacéo.

Em resumo, os achados deste estudo ressaltam a importancia essencial das microalgas
como produtores primarios nos ecossistemas aquaticos, assim como a influéncia significativa
que a contaminacdo desses produtores pode exercer sobre a transferéncia de energia ao longo
da cadeia tréfica. Contudo, a contaminacdo de microalgas por agentes como herbicidas pode
resultar em uma possivel interrupcdo na transferéncia de energia na cadeia trofica. Tal
contaminacdo pode impactar ndo apenas a saude e a funcdo desses produtores, como
evidenciado em nossos resultados, mas também a saude e o desempenho dos consumidores
que deles dependem como fonte alimentar. Portanto, a preservacdo das microalgas e outros
produtores primarios € essencial para assegurar a estabilidade e a resiliéncia dos ecossistemas

aquaticos, bem como para sustentar as comunidades biologicas que deles dependem.

CONCLUSAO

Em conclusdo, este estudo destaca os impactos negativos da contaminagdo de
microalgas por herbicidas na saude e no desempenho de D. magna, um importante
consumidor primario nos ecossistemas aquaticos. A contaminacdo da microalga R.
subcapitata pelo herbicida flumioxazina teve impactos negativos no ciclo de vida de D.
magna, reduzindo o seu desenvolvimento, inibindo em 100% sua reproducdo e reduzindo a
expectativa de vida do organismo para 13 dias. A exposicdo da microalga ao flumioxazina
resultou em alteracBes bioquimicas, como um aumento nos niveis de carboidratos, que

influenciaram negativamente o desempenho dos organismos consumidores.
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Capitulo 4. IMPACTOS DA EXPOSICAO AO HERBICIDA COMERCIAL A BASE DE
FLUMIOXAZINA SOBRE OS ORGANISMOS MODELOQOS Ceriodaphnia silvestrii E

Daphnia magna: Uma Avaliacdo de Toxicidade Aguda e Crénica

RESUMO

A presenca de agrotoxicos no ecossistema aquatico tem sido objeto de crescente preocupacgéo
nas ultimas décadas, em decorréncia do aumento na utilizacdo desses agentes quimicos e do
consequente aumento da poluicdo dos ecossistemas. Os herbicidas constituem uma classe
proeminente de pesticidas amplamente empregados no setor agricola, sendo motivo de
crescente inquietacdo ambiental devido aos seus efeitos sobre organismos ndo-alvo. O
presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos agudos e cronicos de um herbicida
comercial contendo flumioxazina sobre duas espécies de claddceros, Ceriodaphnia silvestrii e
Daphnia magna. Pardmetros como imobilidade, reproducdo e sobrevivéncia dos organismos
foram avaliados. Os resultados do ensaio crénico indicaram uma sensibilidade significativa ao
herbicida, com concentracdes a partir de 3,5 mg L™ marcando um ponto critico para a
populagédo de C. silvestrii. Os ensaios de toxicidade aguda revelaram uma imobilidade
expressiva em ambas as espécies, sendo que D. magna apresentou 100% de imobilidade em
concentracdes superiores, acima de 47,2 mg L™. O estudo também destacou a dindmica
temporal na resposta dos organismos, com o ECso 534,0 mg L™ de 24 h demonstrando uma
resisténcia inicial seguida por uma reducdo significativa em 48 h, ECsy 247,9 mg L7,
principalmente para C. silvestrii. A reproducdo partenogenética de C. silvestrii foi impactada,
sugerindo que diferentes mecanismos de acdo do flumioxazina podem interferir diretamente
nos processos reprodutivos. Conforme os resultados deste estudo, a classificacdo do herbicida
foi determinada como altamente toxica, com uma Concentracdo Efetiva para 50% de
sobrevivéncia (CEsg) de 9,13 mg L™ Tal constatacdo enfatiza a urgéncia em avaliar os

possiveis riscos ambientais associados a esse herbicida.

Palavras-chave: Toxicidade aguda; toxicidade cronica; flumioxazina; cladoceros;

ecossistema aquatico.
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ABSTRACT

The presence of pesticides in the aquatic ecosystem has been the subject of increasing concern
in recent decades, due to the increase in the use of these chemical agents and the consequent
increase in ecosystem pollution. Herbicides are a prominent class of pesticides widely used in
the agricultural sector, and are a cause of growing environmental concern due to their effects
on non-target organisms. The aim of this study was to evaluate the acute and chronic effects
of a commercial herbicide containing flumioxazin on two species of cladocerans,
Ceriodaphnia silvestrii and Daphnia magna. Parameters such as immobility, reproduction and
survival of the organisms were evaluated. The results of the chronic test indicated a
significant sensitivity to the herbicide, with concentrations from 3.5 mg L™ marking a critical
point for the C. silvestrii population. The acute toxicity tests revealed significant immobility
in both species, with D. magna showing 100% immobility at higher concentrations, above
47.2 mg L™ The study also highlighted the temporal dynamics in the response of the
organisms, with the ECsy of 24 h showing an initial resistance followed by a significant
reduction in 48 h, especially for C. silvestrii. Parthenogenetic reproduction of C. silvestrii was
impacted, suggesting that different mechanisms of action of flumioxazin can directly interfere
with reproductive processes. According to the results of this study, the classification of the
herbicide was determined to be highly toxic, with an Effective Concentration for 50%
survival (ECso) of 9.13 mg L™. This finding emphasizes the urgency of assessing the possible

environmental risks associated with this herbicide.

Keywords: Acute toxicity; chronic toxicity; flumioxazin; cladocerans; aquatic ecosystem.



91

INTRODUCAO

As atividades antropogénicas podem causar uma reducdo nas funcBes do ecossistema
aquatico, acarretando riscos significativos tanto para a biodiversidade das espécies quanto
para a saude humana (Berti et al., 2015). A presenca de residuos quimicos provenientes de
atividades humanas, como agricultura intensiva, industria e descarte inadequado de residuos,
pode desencadear desequilibrios no ecossistema. Os pesticidas constituem um exemplo
paradigmatico de agentes quimicos empregados na agricultura (Grube et al., 2011), com o
proposito de eliminar organismos-alvo que representam ameacas as plantagdes. Entretanto, o
aumento na aplicacdo desses pesticidas tem gerado crescente apreensdo devido aos impactos
gue podem ocasionar no meio ambiente aquatico.

A aplicacdo extensiva de pesticidas nas areas agricolas pode resultar na lixiviagdo
dessas substancias para corpos d'adgua préximos, seja por meio do escoamento superficial ou
infiltragdo no solo (Bhadouria; Mathur; Kaul, 2012; Zhao et al., 2009). Esse transporte de
pesticidas para ecossistemas aquaticos pode desencadear efeitos adversos, afetando a fauna e
a flora aquaticas. Os herbicidas constituem uma classe proeminente de pesticidas amplamente
empregados no setor agricola com o intuito de controlar o crescimento de plantas daninhas
(Kraehmer et al., 2014). Em 2016, cerca de 50% do total global de pesticidas utilizados
corresponderam a herbicidas, conforme documentado por Mojiri et al., (2020). Os herbicidas
sdo categorizados em 27 classes com base em seus modos de acao, e entre essas, encontra-se a
classe das N-fenil-ftalamidas, que inclui o composto ativo conhecido como flumioxazina. Este
atua como inibidor da protoporfirinogénio oxidase (PROTOX), interferindo na rota de sintese
da clorofila das plantas. Em particular, provoca o acimulo de porfirinas, resultando na perda
de clorofila e carotenoides, assim como na ruptura das membranas celulares. Esse efeito leva
a desintegracdo das organelas celulares, subsequente necrose do tecido e, por fim, a morte
celular (WSSA, 2024).

Os organismos zooplanctdnicos, pertencentes ao grupo dos claddceros, sao
frequentemente empregados em bioensaios de toxicidade devido as suas caracteristicas
bioldgicas sensiveis e representativas do nivel tréfico intermediario (Castelhano Gebara et al.,
2021). Esses organismos sdo especialmente sensiveis a alteracbes ambientais e respondem
prontamente a substancias toxicas (Sarma; Nandini, 2006). Além disso, sua posi¢do na cadeia
alimentar aquatica como consumidores primarios destaca sua importancia na manutencao do
equilibrio ecoldgico. O estudo conduzido por Castelhano Gebara et al. (2021) evidenciou, por

meio de ensaios de toxicidade cronica, a notavel sensibilidade de C. silvestrii aos metais zinco
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e aluminio. Os resultados indicaram que concentragdes relativamente baixas, com CEsg, de
0,22 mg L™ para Zn e 0,52 mg L™ para Al, desencadearam efeitos sinérgicos na espécie.
Outra investigacdo realizada com D. magna demonstrou a sensibilidade dessa espécie a
toxicidade de residuos hospitalares presentes no ambiente aquatico, resultando na inibicéo de
sua reproducdo e sobrevivéncia (Zortea; Freiberger; Fuzinatto, 2018). Ao submeter C.
silvestrii e D. magna a testes de toxicidade, é possivel quantificar de forma precisa os efeitos
adversos dos pesticidas em parametros vitais, como taxa de sobrevivéncia, reproducdo e
crescimento.

A escolha desses organismos modelos ndo apenas permite a avaliagdo da toxicidade
aguda, mas também fornece entendimentos sobre os efeitos crénicos e cumulativos ao longo
do tempo. Essa abordagem holistica é essencial para o desenvolvimento de estratégias de
gestdo ambiental mais eficazes, com o objetivo de minimizar os riscos associados ao uso de
pesticidas, notadamente os herbicidas, que sdo extensivamente empregados no setor agricola,
para preservar a saude dos ecossistemas aquaticos.

Este estudo propde a avaliacdo dos efeitos do herbicida a base de flumioxazina por
meio de testes de toxicidade aguda, utilizando os organismos modelos C. silvestrii e D.
magna. Além disso, objetivou-se realizar um teste de toxicidade cronica especifico com a
espécie C. silvestrii, com a finalidade de compreender melhor os impactos a longo prazo
dessa substancia. Dessa forma, busca-se contribuir para uma analise abrangente dos efeitos
imediatos e a longo prazo do herbicida em questdo, fornecendo informac@es relevantes para

diversas questfes ambientais e a preservacao da biodiversidade aquética.
MATERIAIS E METODOS
Modelos de estudo

A espécie zooplanctonica, C. silvestrii, foi coletada em ambiente natural por meio de
rede de zooplancton de malha 68 um na porcdo represada do Rio Sdo Thomé — Reservatorio
de Furnas (21°S 27°51 46°W 00°02) no municipio de Alfenas — MG. No ambiente
laboratorial, os organismos foram selecionados, identificados e posteriormente transferidos
para béqueres de vidro com capacidade para 1000 mL, contendo agua proveniente do
reservatorio de origem. Apds um periodo de adaptacdo as condi¢bes do laboratorio, os
organismos foram submetidos ao processo de aclimatacdo, utilizando &gua proveniente do

cultivo mantido ou agua reconstituida. A espécie aclimatada em laboratorio foi cultivada de



93

acordo com as condigdes preconizadas pela normativa ABNT NBR 13373:2017. A espécie
Daphnia magna foi adquirida por meio de comercializagédo online, e posteriormente passando
por um processo de aclimatacdo e sendo cultivada conforme as diretrizes estabelecidas pela
normativa ABNT NBR 12713:2016.

Os cultivos de C. silvestrii e D. magna foram mantidos em uma sala com temperatura
controlada a 23+2 °C, sob iluminacdo artificial de luz branca, seguindo um ciclo claro/escuro
de 12 horas cada. A agua utilizada nos cultivos foi reconstituida, mantendo um pH entre 6,8-

7,5, uma condutividade de 160 uS/cm e uma concentrag¢do de oxigénio dissolvido superior a

4,0 mg O® L~". Os organismos foram alimentados com a alga Raphidocelis subcapitata

(1x10° células mL™), complementada com levedura (0,5%) e rac&o para peixes (0,5%) em

uma proporgdo de 1:1 (1 mL L™).

Produto quimico e solucdes teste

As concentracfes de teste para os ensaios de inibicdo aguda e cronica foram
preparadas utilizando o herbicida comercial Sumysin 500 SC®, contendo 500 g L™ do
principio ativo flumioxazina. As seguintes doses do principio ativo flumioxazina foram
investigadas nos ensaios agudos, com um fator de multiplicacdo de 2.0 entre elas: CN:
controle negativo; 1: 1,475 mg L™; 2: 2,95 mg L™; 3: 59 mg L; 4: 11,8 mg L™; 5: 23,6 mg
Lt 6:472mg L™ 7: 944 mg LT 8:188,8mg L™; 9: 377,6 mg L™ e 10: 755,2 mg L™. Com
base nos resultados dos testes agudos, 0 ECsgy, foi obtido e as concentragdes para 0 ensaio
crénico foram determinadas. As seguintes doses foram investigadas no ensaio de inibicdo
cronica: CN: controle negativo; 1: 3,520 mg L™; 2: 11,290 mg L™; 3: 36,130 mg L%; 4:
115,62 mg L™ e 5: 370,00 mg L™.

Ensaio de toxicidade aguda

Os ensaios de toxicidade aguda foram conduzidos conforme as diretrizes estabelecidas
pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT NBR 2016) e aplicados tanto a C.
silvestrii quanto a D. magna. Cada tratamento foi executado com 4 repeti¢des, sendo cada
repeticdo composta por 5 neonatos com idade entre 6 e 24 horas, totalizando assim 20
neonatos, conforme especificado pela normativa. Os organismos foram alojados em

recipientes acrilicos transparentes contendo 10 mL da solucdo de teste. Os experimentos
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foram conduzidos em uma sala com temperatura controlada a 23+2°C, em condigdes de
escuriddo total, ao longo de um periodo total de 48 horas. A avaliacdo da imobilidade dos

organismos foi realizada nos intervalos de 24 e 48 horas de duracdo do experimento.

Ensaio de toxicidade cronica

O ensaio de toxicidade crénica foi conduzido com C. silvestrii, seguindo as diretrizes
estabelecidas pela Associacdo Brasileira de Normas Tecnicas (ABNT NBR, 2017). Foram
utilizados dez recipientes (copos de acrilicos transparentes atdxicos), cada um contendo 15
mL de solucdo-teste e um organismo neonato com idade entre 6 e 24 horas, para cada
concentracdo de teste do herbicida e o tratamento controle. Os testes foram realizados de
forma semiestatica, com renovacéo das solucGes de cada tratamento e da alimentacéo a cada 2
dias. O periodo experimental teve uma duragdo total de 7 dias, mantendo 0s organismos nas
mesmas condicbes do cultivo. Durante o experimento, a medi¢do das variaveis da agua, como
pH, temperatura, oxigénio dissolvido e condutividade (HORIBA®), foi realizada a cada
renovacdo da A&gua reconstituida. Os parametros avaliados neste experimento foram a

sobrevivéncia e a reprodugéo.

Analises estatisticas

Os resultados dos ensaios agudos e cronicos foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, posteriormente, ao Teste de Dunnett, empregando o software Minitab 17. As
diferencas entre os tratamentos foram consideradas significativas com niveis de significancia
de 95% (p<0,05). Os valores de concentracdo de inibicdo do crescimento (ECsy) foram

calculados utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8).

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados dos testes de toxicidade aguda com o herbicida a base de flumioxazina,
conduzidos com os organismos modelos C. silvestrii e D. magna, revelaram padrdes distintos
de resposta. Os bioensaios de toxicidade aguda foram validados mediante a constatacdo de
gue menos de 20% dos individuos do grupo controle apresentaram mortalidade ou
imobilidade apo6s 48 horas de exposi¢do ao herbicida para ambas as espécies (ABNT, 2016;

ABNT, 2017). Durante os experimentos, as variaveis medidas na agua, como pH, oxigénio
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dissolvido, temperatura e condutividade, mantiveram-se constantes, ndo interferindo nos

resultados obtidos. A temperatura e o pH ndo variaram mais de 1 °C e 1 unidade,
respectivamente, e as concentracdes de oxigénio dissolvido foram superiores & 4,5 mg O? L~

e a condutividade foi de 160 mS/cm.

Para C. silvestrii (Tabela 1), em 24 h de exposicao ao herbicida, ndo foi observada
imobilidade significativa nas doses testadas. Entretanto, em 48 h, a imobilidade comecou a
ocorrer a partir de 47,2 mg L* de flumioxazina, afetando 25% dos organismos. Na
concentracdo mais alta testada, de 755,2 mg de flumioxazina L™, alcancou-se 100% de
mortalidade. Para a D. magna (Tabela 1), em 24 h de exposicdo a flumioxazina, 0s
organismos apresentaram 90% de imobilidade a partir da dose de 47,2 mg L™, indicando uma
sensibilidade inicial a substancia testada. Essa sensibilidade persistiu nas concentraces
seguintes, chegando a 100% de imobilidade. Em 48 horas, os resultados permaneceram
consistentes nas maiores concentracdes e com os efeitos adversos observados nas doses mais
baixas mantendo-se inalterados. Os resultados indicam que o herbicida contendo flumioxazina
apresentou impactos significativos na mobilidade das espécies testadas, com destaque para D.
magna. Esses resultados determinam a sensibilidade dos cladoceros ao agrotoxico, sendo
importantes modelos de organismos em ensaios de toxicidade que avaliam os impactos de
herbicidas no ecossistema aquatico. Além disso, esses achados ressaltam a importancia em
avaliar a toxicidade aguda em diferentes periodos de exposi¢do, uma vez que as respostas dos
organismos variam consideravelmente dentro de um periodo de 24 horas de exposi¢do a um
contaminante, podendo tornar-se mais resistentes ou intolerantes. No estudo que avaliou o
dimetilsulfoxido (DMSO) em diferentes espécies aquaticas, incluindo D. magna, foram
identificadas diferencas significativas na mobilidade apds 24 horas ou 48 horas de exposicao
ao solvente quimico. Notavelmente, ocorreu uma reducéo no valor de Concentracdo Efetiva
para 50% de efeito (ECsp) em relacdo ao tempo (Andrade-Vieira et al., 2022), conforme
observado neste estudo. Dave e Herger (2012) tambeém compararam ECsq de 24 h com ECs
de 48 h para a toxicidade de compostos farmacéuticos em D. magna e observam diferencas

significativas.

Tabela 1: Imobilizacdo (%) de Ceriodaphnia silvestrii e Daphnia magna exposta ao
herbicida & base de flumioxazina (mg L™) no teste agudo em 24 e 48 horas.
(continua)

Teste Agudo
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mg L™ Ceriodaphnia silvestrii Daphnia magna
24 h 48 h 24 h 48 h
0 0,00 0,00 0,00 20,0
1,47 0,00 0,00 0,00 10,0
2,95 0,00 0,00 5,00 15,0
5,90 0,00 0,00 5,00 30,0
11,8 0,00 0,00 10,0 45,0
23,6 0,00 0,00 15,0 20,0
47,2 0,00 25,0* 75,0* 95,0*
94,4 0,00 20,0* 95,0* 100,0*
188,8 0,00 30,0* 100,0* 100,0*
377,6 0,00 55,0* 100,0* 100,0*
755,2 10,0 95,0* 100,0* 100,0*

Legenda: O simbolo * indica diferenca estatistica (Dunnet, p<0,05) em relacdo ao tratamento
controle. As barras representam o desvio-padrao da média. Fonte: Do autor, 2023.

Os valores de Concentracdo Efetiva para 50% de imobilidade (ECsp) foram
determinados para avaliar a toxicidade aguda do herbicida a base de flumioxazina nas
espécies de claddceros C. silvestrii e D. magna em diferentes periodos de exposi¢do. No caso
de C. silvestrii, a ECs foi identificada como 534,0 mg L™ durante as primeiras 24 h,
registrando uma posterior reducdo para 247,9 mg L™ ap6s 48 h de exposicdo. Quanto a D.
magna, a ECs foi inicialmente aferida em 30,61 mg L™ ap6s 24 h, apresentando uma sutil
diminuicao para 29,59 mg L™ ao completar 48 h de exposicéo.

C. silvestrii evidenciou ser uma espécie com maior resisténcia ao herbicida, tanto em
relacdo ao tempo de exposicdo quanto as concentracBes efetivas para 50% de imobilidade
(ECs0) calculadas em ambos os periodos, enquanto D. magna apresentou maior sensibilidade
ao contaminante. Contudo, quando exposta ao produto comercial, D. magna demonstrou
significativamente maior resisténcia em comparagdo com diversos organismos, incluindo
Oncorhynchus mykiss (CEsy de 2,3 mg L™), Chironomus riparius (CEso de 0,73 mg L™),
Lemna giba (CEsp de 0,00035 mg L™), Raphidocelis subcapitata (CEs de 0,000852 mg L™) e
até mesmo a sua propria espécie, D. magna (CEs, de 5,9 mg L™), quando expostos ao
reagente puro (PPDB, 2024). Para Scenedesmus obliquus e Lemna minor, a formulacdo do
herbicida com flumioxazina foi de 3 e 3,6 mg L, respectivamente (Geoffroy et al. 2004). Os

valores calculados, tanto para D. magna quanto C. silvestrii, até o presente momento, superam
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estas referéncias encontradas na literatura, ressaltando a relevancia de considerar a
composi¢do da formulagdo do produto comercial quando comparado com o principio ativo
puro. Além disso, fatores criticos, como condicdes de cultivo, alimentacdo e temperatura,
podem exercer influéncia decisiva nos resultados finais dos experimentos, conforme
destacado por De Oliveira et al. (2015).

Os dados de toxicidade cronica determinaram impactos negativos na reprodugéo e na
sobrevivéncia das C. silvestrii expostas ao herbicida contendo flumioxazina (Figura 1). O
experimento foi validado, conforme as diretrizes da Associacdo Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT, 2016), ao evidenciar que o grupo de controle apresentou 100% de
sobrevivéncia nas fémeas adultas e a producédo de pelo menos 15 neonatos ao final dos sete
dias de exposicdo ao herbicida. Em comparacdo com o grupo controle, o referido produto
causou efeitos significativos nas varidveis analisadas, especialmente na reproducéo,
resultando em uma inibicdo de 100% para todos os tratamentos. Os resultados também
indicaram que o ponto critico que reduz a populagdo exposta ao herbicida é observado a partir

da concentragéo de 3,5 mg de flumioxazina L™.

Figura 1: Ceriodaphnia silvestrii exposta ao herbicida & base de flumioxazina (mg L™)
durante o experimento cronico de 7 dias.
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Legenda: Barras representam os resultados para imobilidade (%) e circulos vermelhos os resultados
para a reproducéo (%). Tratamentos: CN (controle negativo); 1: 3,5 mg L™; 2: 11,3 mg L™;
3:36,1 mg L™ 4: 1156 mg L™ e 5: 370 mg L™. O simbolo * indica diferenca estatistica
(Dunnet, p<0,05) em relacdo ao tratamento controle. As barras representam o desvio-padréo
da média.
Fonte: Do autor, 2023.
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A concentracdo efetiva para 50% de sobrevivéncia (CEsp) foi determinada como 9,13
mg L™ para o produto comercial & base de flumioxazina, indicando uma sensibilidade da
espécie a substancia, mesmo em concentracfes relativamente baixas. De acordo com a
classificacdo toxicoldgica do Banco de Dados de Propriedades de Pesticidas (PPDB), a
flumioxazina pode ser classificada como altamente tdxica para algas e plantas aquaticas, e
moderadamente toxica para minhocas, abelhas, peixes e invertebrados aquéaticos (PPDB,
2024), conforme identificado neste estudo para os modelos zooplancténicos.

A inibicdo completa da reproducdo pode ser atribuida a acdo tdxica da flumioxazina,
influenciando diretamente os processos reprodutivos, como a maturacdo de ovos, que €
conduzida por meio da reproducdo por partenogénese ciclica (Sanpradit et al., 2024). A
reproducdo partenogenética representa uma estratégia eficaz para assegurar uma rapida
producdo de descendentes em condicBes propicias. Durante a ovulacéo, a fémea gera um ou
mais ovos ndo fertilizados. Para o desenvolvimento adequado dos neonatos, sd0 necessarios
estimulos externos, como a presenca abundante de alimentos de boa qualidade e condicGes
ambientais adequadas. A investigacdo dos efeitos adversos dos herbicidas em organismos
aquaticos ndo alvo, como o zooplancton, é uma area ainda pouco explorada (Islam e Mydia,
2023). Até o momento, ndo foram encontrados estudos acessiveis na literatura sobre a
toxicidade da formulagdo de herbicidas contendo flumioxazina. No entanto, um estudo
realizado com o herbicida Paraquat, amplamente estudado e reconhecido, revelou que a
exposicdo de invertebrados de agua doce a esse herbicida resultou na ruptura da membrana
celular das células dos organismos, interferindo no transporte celular e provocando estresse
oxidativo, caracterizado pela alteracdo das atividades enzimaticas da superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e lipoperoxidacdo (Cochon et al., 2007). Esses achados sugerem a
possibilidade de que efeitos semelhantes possam ocorrer com a flumioxazina, dado que a
atividade bioquimica de inibicdo da protoporfirinogénio oxidase € a mesma, 0 que levou a
inibicdo da reproducdo e sobrevivéncia de C. silvestrii. Outro fator relevante para o
desenvolvimento dos claddceros é o dispéndio energético associado a tentativa de eliminacéao
da substancia toxica, neste caso, comparados aqui com o herbicida em questdo. Ao ajustar seu
metabolismo em prol da sobrevivéncia, a energia que normalmente seria destinada ao
crescimento e reproducdo € reduzida (Sanpradit; Peerakietkhajorn, 2023). A inibicéo total da
reproducdo observada destaca a sensibilidade dessa espécie aos efeitos toxicos do herbicida,
indicando uma resposta expressiva mesmo em concentragdes relativamente baixas.

Em concluséo, o herbicida comercial a base de flumioxazina desempenhou um papel

negativo nas espécies testadas, ao controlar os padrdes de crescimento e a taxa de reproducao,
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0 que consequentemente, em um ambiente natural, pode exercer um impacto direto na
dindmica populacional de toda a cadeia trofica. No entanto, sdo necessérias investigacoes
adicionais nesta area para avaliar os mecanismos de acdo dos herbicidas sobre os organismos
aquaticos e correlaciona-los aos riscos ambientais e ao perigo de extincdo das espécies. Além
disso, é essencial entender melhor os efeitos dos herbicidas na qualidade da agua e nos

processos ecoldgicos dos ecossistemas aquaticos.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados dos multiplos parametros analisados dos modelos vegetais e aquaticos
neste trabalho podem contribuir para o melhor entendimento dos riscos potenciais da
contaminagdo do meio ambiente com a formulagdo comercial de flumioxazina. Em concluséo,
estes estudos indicam que a flumioxazina, um ingrediente ativo amplamente utilizado em
herbicidas para o controle de plantas invasoras, apresenta diferentes niveis de toxicidade
dependendo do ambiente em que é aplicada. Enquanto os testes realizados em modelos
vegetais sugerem uma toxicidade em concentragdes consideradas extremamente altas, com
efeitos subletais detectaveis apenas em doses significativamente superiores as recomendadas
para uso em campo, 0s experimentos com modelos aquaticos revelam uma alta sensibilidade e
impacto negativo pronunciado sobre organismos aquaticos, mesmo em concentragdes
relativamente baixas.

A anélise dos efeitos da flumioxazina em organismos aquaticos, incluindo microalgas
e zooplancton, demonstra uma série de respostas adversas, como fitotoxicidade, inibicdo da
imobilidade e reproducéo, reducao da expectativa de vida e interferéncia no desenvolvimento
dos organismos. Esses resultados indicam claramente que o herbicida a base de flumioxazina
pode apresentar um grande impacto para 0s ecossistemas aquaticos, a partir dos dados obtidos
com os organismos modelos testados.

Portanto, embora as concentracfes de uso em campo possam sugerir uma relativa
seguranca para 0s organismos modelos terrestres testados, e apesar de apresentar efeitos
mutagénicos em altas concentragdes para 0 modelo vegetal, a alta toxicidade no ambiente
aquatico ressalta a vulnerabilidade dos ecossistemas aquéaticos e a importancia de acGes
concretas para minimizar os impactos negativos da utilizacdo desse herbicida. Essas
descobertas fornecem subsidios valiosos para orientar politicas de manejo e regulamentacéo
ambiental, visando proteger a biodiversidade e a saude dos ecossistemas aquaticos diante do

crescente uso deste agrotoxico na agricultura.



