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RESUMO

PAIVA, Maria Carolina Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, abril de
2025. Persisténcia e biorremediacdo do herbicida indaziflam em solos.
Orientador: Francisco Claudio Lopes de Freitas. Coorientadores: Mauricio Dutra
Costa, Ricardo Alcantara de La Cruz, Mariana Beatriz Teixeira Diniz e Paulo Roberto
Cecon.

O uso de herbicidas com periodo residual prolongado, a exemplo do indaziflam,
pode favorecer o controle de plantas daninhas em culturas com taxa de crescimento
inicial lenta, como a cana-de-acucar, de modo a reduzir o numero de aplicacdes.
Todavia, a presenca do indaziflam no solo por tempo prolongado pode impactar
negativamente o0s organismos ndo alvo, elevar os riscos de lixiviagdo e
contaminacdo do solo e de &guas superficiais e subterrdneas e causar danos as
culturas sensiveis cultivadas em sucessdo e, ou rotagdo (carryover) a cana-de-
acucar, como a soja e o amendoim. Desse modo, a biorremediacdo surge como
abordagem promissora, visando explorar agentes biolégicos, como micro-
organismos e, ou plantas, na transformacdo ou degradacdo desses compostos,
reduzindo os riscos de contaminacdo do solo e de 4guas subterraneas e superficiais,
além da disponibilizagdo da area para o cultivo de culturas sensiveis mais
rapidamente. Neste trabalho foram apresentados trés capitulos. No capitulo 1 foram
analisados o periodo residual do indaziflam para o cultivo seguro da soja e do
amendoim em sucessao a cultura da cana-de-acucar, além da sua mobilidade no
solo, por meio de ensaios biologicos e por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Constatou-se que o indaziflam foi detectado até 20 cm de profundidade e
que recomenda-se aguardar o periodo de aproximadamente um ano e meio apos a
aplicacdo do mesmo para o semeio seguro da soja e do amendoim. No capitulo 2,
avaliou-se o potencial de degradacao do indaziflam no solo, por meio da inoculacao
de isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54, IN59 e consorcio de todos os isolados
por bioensaio e por CLAE. Como resultados desta pesquisa, verificou-se na
avaliacao realizada por CLAE, que todos os isolados bacterianos reduziram o tempo
de meia-vida (t,,) do indaziflam para periodos entre 11 e 27 dias a depender dos
isolados e que o tratamento sem a inoculagdo dos isolados o t,, foi de 250 dias.
Apesar dessa degradacao, foi constatada acéo residual do indaziflam e, ou de seus
metabdlitos por meio de bioensaio até 360 dias ap0s inoculacdo das bactérias. Por
fim, no capitulo 3, avaliou-se o potencial de biorremediacdo de solos contaminados
com o indaziflam por consércio bacteriano, por Canavalia ensiformis e pela
associacado desses, onde foi realizado avaliagdo de crescimento e intoxicagdo das
plantas de Canavalia ensiformis e avaliagdo do residuo de indaziflam no solo por
CLAE e por



bioensaio, constatando que o indaziflam causou severos sintomas de intoxicacao na
Canavalia ensiformis nas avaliagfes iniciais em todas as doses avaliadas, porém,
houve recuperacao das plantas, demonstrando tolerancia da espécie ao herbicida. E
que a Canavalia ensiformis, o consorcio dos isolados bacterianos e a associacéo
desses, possuem capacidade para biorremediagcdo de solos contaminados com o
indaziflam, reduzindo a persisténcia desse herbicida no ambiente.

Palavras-chave: Soja; Amendoim; Cana-de-agucar; Mobilidade; Degradacao; Micro-
organismos; Bactérias; Fitorremediacdo; Canavalia ensiformis



ABSTRACT

PAIVA, Maria Carolina Gomes, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, April, 2025.
Persistence and bioremediation of the herbicide indaziflam in soils. Adviser:
Francisco Claudio Lopes de Freitas. Co-advisers: Mauricio Dutra Costa, Ricardo
Alcantara de La Cruz, Mariana Beatriz Teixeira Diniz and Paulo Roberto Cecon.

The use of herbicides with prolonged residual activity, such as indaziflam, can
enhance weed control in crops with slow initial growth rates, such as sugarcane,
thereby reducing the number of required applications. However, the persistence of
indaziflam in the soil over extended periods may negatively affect non-target
organisms, increase the risks of leaching and contamination of soil, surface water,
and groundwater, and cause injury to sensitive crops grown in succession or rotation
with sugarcane (carryover), such as soybean and peanut. In this context,
bioremediation emerges as a promising approach, aiming to exploit biological agents,
such as microorganisms and/or plants, to transform or degrade these compounds,
thereby reducing the risk of soil and water contamination and enabling earlier
cultivation of sensitive crops. This study comprises three chapters. In Chapter 1, the
residual period of indaziflam for the safe cultivation of soybean and peanut following
sugarcane was assessed, as well as its mobility in the soil, using bioassays and high-
performance liquid chromatography (HPLC). Indaziflam was detected up to a depth
of 20 cm, and it is recommended to wait approximately one and a half years after its
application before safely sowing soybean and peanut. In Chapter 2, the degradation
potential of indaziflam in soil was evaluated through the inoculation of bacterial
isolates IN4, IN43, IN50, IN54, IN59, and a consortium of all isolates, using both
bioassays and HPLC analysis. According to HPLC results, all bacterial isolates
reduced the half-life (t,,) of indaziflam to periods ranging from 11 to 27 days,
depending on the isolate, whereas in the non-inoculated treatment, the t,,, was 250
days. Despite this degradation, residual activity of indaziflam and/or its metabolites
was detected through bioassays up to 360 days after bacterial inoculation. Finally, in
Chapter 3, the bioremediation potential of soils contaminated with indaziflam was
assessed using a bacterial consortium, Canavalia ensiformis, and their combination.
Plant growth and phytotoxicity symptoms in Canavalia ensiformis were evaluated,
along with indaziflam residues in the soil through HPLC and bioassays. Indaziflam
caused severe phytotoxic symptoms in Canavalia ensiformis during the initial
evaluations at all tested doses. However, the plants recovered over time, indicating a
degree of tolerance to the herbicide. Results showed that Canavalia ensiformis, the
bacterial consortium, and their combination



possess the capacity to bioremediate indaziflam-contaminated soils, reducing the
environmental persistence of this herbicide.

Keywords: Soybean; Peanut; Sugarcane; Mobility; Degradation; Microorganisms;
Bacteria; Phytoremediation; Canavalia ensiformis
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INTRODUCAO GERAL

O uso de pesticidas ¢ pratica essencial na agricultura tecnificada, uma vez que, evitam
areducdo da produtividade das culturas e garantem a manutencao da qualidade do produto final
(SOUZA, 2022). Os pesticidas podem ser divididos em diferentes classes, dentre as quais
citam-se os herbicidas, os fungicidas, os acaricidas e os inseticidas (SILVA et al., 2023).
Todavia, os herbicidas sdo os mais empregados em larga escala devido a necessidade de
controle de plantas daninhas em pré e pds plantio, ao baixo custo e a alta efici€éncia em relagao
a outros métodos de controle (RAMBORGER et al., 2017).

Alguns herbicidas possuem efeito residual longo, o que possibilita o controle de plantas
daninhas por mais tempo, reduzindo com isso o niimero de aplicagdes (PROCOPIO et al.,
2009), especialmente em culturas perenes, com longo periodo critico de interferéncia, como a
cana-de-agucar (SOUZA, 2022). A cana-de-aglicar possui crescimento inicial lento, ndo
cobrindo a area rapidamente o que permite a passagem de luz para o estabelecimento das plantas
daninhas (SOUZA, 2022). Desse modo, hd necessidade de utilizar herbicidas com efeito
residual longo.

Dentre os herbicidas com residual prolongado, o indaziflam (N-[(1R,2S)-2,6-dimethyl-
2,3-dihydro-1H-inden-1-yl]-6-(1-fluoroethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine) vem sendo
comumente utilizado. No Brasil, esse herbicida encontra-se registrado para uso em cana-de-
acucar, banana, café, caju, citros, coco, dend€, goiaba, ma¢d, manga, uva, eucalipto e pinus
(MAPA, 2022), visando o manejo em pré-emergéncia das plantas daninhas monocotiledoneas
e eudicotiledoneas, sendo mais eficiente para as monocotiledoneas (AMIM et al., 2014;
SEBASTIAN et al., 2017). Este herbicida apresenta tempo de meia-vida estimada no solo (t1,2)
maior do que 150 dias, possui baixa solubilidade em 4gua (Sw = 2,8 mg L' a 20 °C), Koc <
1.000 mL g!, pKa = 3,50 a 25°C, o log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,80 (LEWIS et al., 2016) e tem
como mecanismo de ac¢ao a inibi¢do da biossintese de celulose (TOMPIKINS, 2010).

A persisténcia e a mobilidade de herbicidas no solo estao relacionadas as caracteristicas
ligadas ao herbicida (tempo de meia-vida, capacidade de retengdo aos coloides do solo, dose
aplicada, solubilidade em agua, etc), ao solo (teor de matéria organica, pH, textura, origem
mineralogica) e as condigdes climaticas no periodo que sucede a aplicagdo que irdo favorecer
os processos de dissipacdo no solo, como a degradacao bioldgica e o transporte do mesmo no
perfil do solo (MANCUSO, 2011).

No entanto, a presenca do indaziflam no solo por tempo prolongado pode intoxicar

organismos ndo alvo, especialmente micro-organismos benéficos, elevar os riscos de lixiviagao
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e de contaminacao dos solos e de dguas superficiais e subterraneas, e causar danos as culturas
sensiveis em sistemas de rotagdo (carryover) ou culturas intercaladas (VIEIRA et al., 2007;
DAN et al., 2012; LANE et al., 2012; OTTO et al., 2012; SILVA et al., 2014) na cana-de-
acucar, como a soja € 0 amendoim.

Durante o processo de reforma do canavial, apos colheitas sucessivas da cana-soca, ¢
comum a rotagdo com culturas anuais, especialmente soja (Glycine max) e amendoim (Arachis
hypogaea), pois sao plantas leguminosas que desempenham papel fundamental na melhoria e
na manutencao da qualidade do solo (MATHEIS et al., 2020) e ajudam no manejo da soqueira
da cana e de plantas daninhas gramineas como braquiarias (Urochloa sp) e capim-colonido
(Panicum maximum) (MATHEIS et al., 2020). Além do mais, essas leguminosas podem
diminuir a incidéncia de pragas ¢ doencas (CHRISTOFFOLETI, 1998).

Todavia, devido ao uso de herbicidas com longos periodos residuais para o controle de
plantas daninhas na cana-soca, como o indaziflam, o estabelecimento das culturas de amendoim
e soja em sucessao a cultura da cana-de-actcar tem sido afetado negativamente (DAN et al.,
2012). Estudo avaliando o efeito residual do indaziflam em amendoim, constatou que a
aplicacio do indaziflam (100 g ha' do i.a.) aos 150, 120, 90, 60, 30 e 0 dias antes da semeadura
do amendoim, causou reducdo de 15 a 75% na produtividade (FURLAN, 2020).

Em razdo dos problemas provocados por herbicidas de longa persisténcia, a
biorremediacdo surge como abordagem promissora, visando explorar agentes bioldgicos na
transformagdo ou degradagdo de compostos organicos, reduzindo os efeitos negativos no
ambiente (FAUSTINO, 2019). A biorremediagdo ¢ um processo de remediacao que utiliza
organismos vivos, como fungos, bactérias e plantas em consorcio ou isolados (BASTABAK et
al., 2021). Essa técnica tem como finalidade transformar ou decompor poluentes, como os
herbicidas, em compostos menos toxicos ou atoxicos (SANTOS et al., 2007; RAMBORGER
etal., 2017, BASTABAK et al., 2021).

Dentre as técnicas de biorremediacdo, a remediagdo microbiana (SUN et al., 2018;
CARLES etal., 2021) e a fitorremediagao (DEL BUINO et al., 2020; CARLES et al., 2021) ou
a combinacdo entre essas duas técnicas sdo bastante promissoras para a descontaminacgdo de
herbicidas no proprio local de contaminagdo devido a eficiéncia da técnica, ao baixo custo e
serem ecologicamente adequadas em relacdo a remediagdo fisica e quimica, ou seja, sao
técnicas sustentaveis (CARLES et al., 2021).

A técnica de remediagdo por micro-organismos ¢ baseada na capacidade das células

microbianas em transformar componentes toxicos em moléculas menos nocivas ou ndo nocivas
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(PILEGGI et al., 2020). Ja a fitorremediagao ¢ uma técnica pelo qual as plantas descontaminam
solos, sedimentos e aguas contaminadas com poluentes organicos (herbicidas) e inorganicos
(RAMBORGER et al., 2017). Todavia, estudos sobre a biorremediagao de solos contaminados
com herbicidas de longa persisténcia no solo, como o indaziflam, por meio de micro-
organismos e, ou plantas sao escassos.

Dessa forma, nesse trabalho foram apresentados trés capitulos. No capitulo 1 foram
avaliados o periodo residual do indaziflam para o cultivo de soja e amendoim, bem como a
mobilidade no solo do referido herbicida, por meio de ensaios bioldgicos e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE). No capitulo 2, avaliou-se o potencial de degradacao do
indaziflam em solos, por meio da inoculacao de isolados bacterianos por bioensaio € por CLAE.
Por fim, no capitulo 3 foi avaliado o potencial de biorremediacao de solos contaminados com
o indaziflam por consorcio bacteriano, por Canavalia ensiformis e pela associagdo desses, por

bioensaio e por CLAE.

REVISAO BIBLIOGRAFICA
CANA-DE-ACUCAR

A cultura da cana-de-acucar (Saccharum ssp.) foi introduzida no Brasil no século XVI
pelos portugueses, tornando-se um dos mais importantes cultivos desenvolvidos no Brasil
(FAUCONNIER, 1991). Esta cultura teve grande expansdo em area cultivavel, em virtude das
condig¢des edafoclimaticas brasileiras muito favoraveis. O Brasil € atualmente o maior produtor
de cana-de-agucar, com aproximadamente 8.333,9 mil hectares cultivados, com producao total
em torno de 713 milhdes de toneladas e média de produtividade de 85,58 ton ha! na safra
2023/2024 (CONAB, 2025). A regido sudeste ¢ a principal produtora do pais, sendo Sao Paulo
e Minas Gerais responsaveis por quase 64% da produ¢ao nacional (CONAB, 2025).

A cana-de-agucar além de ser responsavel pela producao de acucar, que faz parte da
dieta alimentar humana, também tem como produto o alcool, utilizado na fabricacao de bebidas
alcoolicas e como combustivel para diversas maquinas na forma de etanol, o que destaca
economicamente, pois, enquanto combustivel alternativo contribui para o desenvolvimento
sustentavel (BACCHI e CALDARELLI, 2015; MATA, 2015; ALVES et al., 2021). Ademais,
a cana ¢ utilizada para producdo de energia, péletes, plastico, no estado natural como alimento

pelo gado, ou na forma de ingrediente em alimentos como a rapadura, o melado e a aguardente.


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/canavalia-ensiformis
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A cana-de-agucar ¢ uma planta pertencente a familia Poaceae, possui formato cilindrico,
com caules robustos, fibrosos e articulados, que s3o ricos em sacarose, com folhas grandes,
podendo chegar a até seis metros de altura (MAGRO et al., 2011). Ela possui metabolismo
fotossintético Ca, tendo elevada eficiéncia na transformagdo de energia luminosa em energia
quimica (MAGRO et al., 2011). As plantas C4 também possuem maior eficiéncia no uso de
agua (MAGRO et al., 2011).

A cana-de-acucar pode ser plantada em duas épocas. Se plantada entre os meses de
janeiro a abril, a cana tem o ciclo vegetativo de 14 a 18 meses, sendo denominada cana planta
de ano e meio e quando plantada nos meses de setembro a novembro, o seu ciclo vegetativo vai
ser de 12 meses, sendo denominada cana planta de ano. Os cortes terdo duragdo de 12 meses,
sendo denominados de cana-soca (CAMARA, 1993; PROCOPIO et al., 2016).

No entanto, na cultura da cana-de-agucar existem diversos fatores que podem diminuir
a produgdo (AZANIA, 2006). O clima, a disponibilidade de nutrientes, a cultivar, o ataque de
pragas e¢ doencas e a interferéncia de plantas daninhas podem afetar negativamente o
crescimento da cana-de-agucar, diminuindo a produtividade e a qualidade do produto colhido.
Se as plantas daninhas ndo forem controladas, podem causar perdas de até 85% na
produtividade do canavial (VICTORIA FILHO & CHRISTOFFOLETTI, 2004). O periodo total
de prevencao a interferéncia (PTPI) das plantas daninhas na cana planta de ano geralmente ¢
entre 90 e 120 dias, ja na cana de ano e meio, o PTPI ¢ de 90 a 150 dias (KUVA et al., 2008).
Na cana-soca, o PTPI geralmente ¢ entre 70 e 100 dias (KUVA et al., 2008).

O controle das plantas daninhas pode ser realizado por meio dos métodos preventivo,
cultural, biologico, fisico, mecanico e quimico, isoladamente ou associados. O método
mecanico da-se pelas operagdes de preparo de solo em pré-plantio e pela operagao de quebra-
lombo. O quebra-lombo ¢ utilizado com o objetivo de uniformizar a superficie do solo, com
“camalhdes” em razdo da abertura do sulco para o plantio, onde ¢é realizada uma espécie de
amontoa do solo da entrelinha no sulco da cana-de-acticar, proporcionando superficie mais
uniforme, o que facilita as operagdes de manejo subsequentes (NICOLAI et al., 2010, SOUZA,
2022). Essa operacdo pode remover parte do herbicida da entrelinha para a linha de plantio,
aumentando a concentracdo do herbicida proximo as plantas da cana-de-agucar, o que pode vir
a causar intoxicagdo (SOUZA, 2022).

O controle quimico € realizado em pré-plantio para destrui¢do da soqueira e controle de
plantas daninhas remanescentes na area e antes do preparo do solo, e em pos-plantio, por meio

da aplicagdo de herbicidas em pré-emergéncia e/ou em pés-emergéncia das plantas daninhas na
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cana-planta e na soqueira. Os herbicidas aplicados em pré-emergéncia possuem, normalmente,
residual prolongado de modo a manter o controle por maior periodo de tempo (SOUZA, 2022).

A necessidade de herbicidas com periodo residual prolongado da-se pelo fato da cana
possuir crescimento inicial lento, ou seja, ndo cobre a area rapidamente, permitindo a passagem
de luz para o estabelecimento de plantas daninhas (SOUZA, 2022). Dentre os herbicidas com
residual prolongado, o indaziflam, o tebuthiuron e o sulfentrazone, vem sendo comumente
utilizados. Entretanto, esse periodo residual longo pode afetar as culturas subsequentes a cana-

de-acucar, como a soja e o amendoim.

SOJA E AMENDOIM

Nas regioes produtoras de cana-de-acucar do Brasil, principalmente Sao Paulo, observa-
se o crescimento na produgdo de amendoim (Arachis hypogaea) e de soja (Glycine max) durante
a reforma do canavial devido ao ciclo breve dessas culturas, que varia entre 130 a 180 dias
(GODQY et al., 2005), possibilitando beneficios econdmicos, sociais € ambientais. O uso
continuo do solo no ciclo de producdo de cana-de-agucar pode provocar degradacdo fisica,
quimica e bioldgica do solo, ocasionando perdas de produtividade e condi¢des favoraveis para
a presenca de doengas, pragas e plantas daninhas (GODOY et al., 2005). A rotacao de cultura
no sistema de producao agricola ¢ alternativa para otimizar o manejo do solo e tem se mostrado
eficiente e benéfico para a estrutura do solo, para a ciclagem de nutrientes e para o acréscimo
da matéria organica (EMBRAPA, 2007).

O amendoim destaca-se entre as culturas alternativas de verdo plantadas em territério
nacional, sendo o estado de Sao Paulo o maior produtor, principalmente em areas subsequentes
a cultura de cana-de-agucar (CONAB, 2025). Na safra de 2023/24, a producdo total de
amendoim foi estimada em 973,9 mil toneladas, representando aumento de 45,8% em relagdo
a safra anterior (CONAB, 2025). A area cultivada foi de aproximadamente 255,4 mil hectares,
com produtividade média de 3.847 Kg ha'(CONAB 2025). O amendoim possui alto valor
nutricional, sendo rico em proteinas, gorduras saudaveis, vitaminas e minerais, podendo ser
utilizado diretamente na alimentagdo humana, nas industrias de conservas e doces e no biodiesel
(NAKAGAWA; ROSOLEM, 2011; GOES et al., 2021).

Em escala nacional, a soja ¢ relevante para o agronegdcio, sendo responsavel por grande
parcela da exportacdo e de contribuicdo do PIB agropecudrio. A receita proveniente da
exportacdo de derivados da soja em 2018 superou USS$ 40 bilhdes, representando 16% do PIB
do agronegodcio (ABIOVE, 2019). A producao brasileira de soja, na safra de 2023/24, foi de
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aproximadamente 147,38 mil toneladas de graos (CONAB, 2025). Apesar de ndo ser conhecida
mundialmente como alimento basico, a soja ¢ uma das oleaginosas mais importantes do mundo,
principalmente como fonte de proteinas e 6leo vegetal (BEZZERRA et al., 2023).

O amendoim e a soja sdo plantas leguminosas que desempenham papel crucial na
melhoria e na manutencao da qualidade do solo, uma vez que, formam relagdes simbidtica com
rizobios, que se alojam nas raizes e fixam nitrogénio atmosférico, sendo que essa fixa¢do
enriquece o solo, diminuindo assim, o aporte nutricional de nitrogénio na cultura subsequente
(MATHEIS et al., 2020). Além do mais, essas leguminosas podem proporcionar aumento de
matéria organica, diminuir a compactacdo do solo, melhorar a aeragdo (CARVALHO;
AMABILLE, 2006) e diminuir a incidéncia de pragas, doengas e plantas daninhas, como a
Urochloa decumbens e Cyperus rotundus nas produgdes de cana-de-agucar
(CHRISTOFFOLETI, 1998). Além de facilitar o controle da soqueira da cana-de-agucar,
especialmente, em cultivo de soja com resisténcia ao glyphosate, que possibilita aplicagao do
herbicida para controle de rebrotas que porventura possam ocorrer. Fato esse que favorece a
implantacao de novo canavial sem a presenca de brotagdes da lavoura antecessora. Desse modo,
a cultura da soja e do amendoim em sucessdo com a cana-de-agucar pode resultar em maior
produtividade e rentabilidade para os agricultores e contribuir para a conservacao do ambiente.

Todavia, o estabelecimento das culturas de amendoim e de soja em sucessao a cultura
da cana-de-agucar tem sofrido dificuldades no desenvolvimento inicial e, consequentemente,
na producdo final devido ao uso de herbicidas com longo periodo residual para controle de
plantas daninhas na cana-soca, como o sulfentrazone, o tebuthiuron e o indaziflam, causando o
efeito de carryover (DAN et al., 2012). O uso do herbicida indaziflam em culturas antecessoras
ao amendoim comprovou a ndo seletividade do herbicida, causando 80% de intoxicacdo na
cultura (TORRES et al., 2018).

Desse modo, sdo necessarios estudos para avaliar o intervalo de tempo entre a aplicagao

do indaziflam e o cultivo seguro da soja e do amendoim.

HERBICIDA INDAZIFLAM

O herbicida indaziflam (N-[(1R,2S)-2,6- dimethyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-yl]-6-(1-
fluoroethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine) ~ (Figura 1), pertence a classe quimica
“fluoroalkyltriazine” (TOMPKINS, 2010) e ¢ utilizado em aplicacdo em pré-emergéncia para
o controle de plantas daninhas monocotiledoneas e eudicotiledoneas, sendo mais eficiente para

as monocotiledoneas (AMIM et al., 2014; SEBASTIAN et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura quimica do herbicida indaziflam.

O indaziflam foi introduzido nos Estados Unidos em 2011 e no Brasil em 2016, sendo
registrado atualmente para diversas culturas perenes, como a cana-de-agucar, o café, o citros, o
eucalipto, o pinus, a banana, o caju, o coco, o dendé, a goiaba, a manga, a mag¢a e a uva (MAPA,
2022). Este herbicida tem como mecanismo de a¢do a inibicao da biossintese de celulose,
fazendo com que novas células da parede celular nao sejam formadas, ocorrendo paralisacao
do desenvolvimento da planta (GRIFFIN, 2005; TOMPIKINS, 2010; GUERRA et al., 2013).
A inibi¢do supostamente acontece na etapa da reticulagdo das microfibrilas de celulose
(GUERRA et al. 2013; BRABHAM, 2016). Além disso, o indaziflam também inibe a
disposi¢do dos cristais de celulose na parede celular, prejudicando o alongamento e a divisao
celular em fun¢do da ma formagdo da parede celular (GUERRA et al. 2013; BRABHAM,
2016). Com isso, dificilmente o indaziflam ir4 afetar plantas com folhas completamente
desenvolvidas, visto que, ndo ocorre a sintese de celulose e a parede celular ja se encontra
totalmente formada (GUERRA et al., 2013).

O indaziflam possui elevada atividade residual no solo, com tempo de meia-vida
estimada (t12) maior do que 150 dias, possui baixa solubilidade em 4gua (Sw=2,8 mg L'a 20
°C), Koc < 1.000 mL g!, pKa = 3,50 a 25°C e o log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,80 (LEWIS et al.,
2016). Os trés principais produtos da degradacdo do indaziflam sdo o indaziflam-triazina
indanona, o indaziflam-acido carboxilico e o indaziflam-triazinadiamina, sendo os dois ultimos
mais méveis nos solos do que o indaziflam (ALONSO et al., 2015).

A retencdo do indaziflam aos coloides do solo ¢ influenciada pelos teores de matéria
orgéanica e pH do solo, apesar da sor¢do ser considerada baixa (SOUZA, 2018). Dessa forma,
Souza (2018), avaliando a sor¢dao do indaziflam em solos com diferentes caracteristicas fisicas

e quimicas, constatou que em solos com baixos teores de matéria organica e elevado pH, o
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indaziflam fica mais disponivel para absor¢do pelas plantas, uma vez que, estara na solugao do
solo. A sor¢do do indaziflam diminui com o aumento do pH do solo, influenciando as
recomendacdes desse herbicida, tanto do ponto de vista agrondmico quanto ambiental
(GONCALVES et al., 2021).

Herbicidas com efeito residual longo, como o indaziflam, possibilitam o controle de
plantas daninhas por periodo de tempo maior, reduzindo com isso o niimero de aplicacdes. No
entanto, os herbicidas que apresentam longo efeito residual no solo proporcionam a ocorréncia
de toxicidade em culturas sensiveis (carryover).

O indaziflam foi recentemente registrado no Brasil e informagdes sobre o seu
comportamento no solo e sobre os impactos nos processos bioquimicos do solo e das interagdes
entre as comunidades microbianas sdo escassos (GONZALEZ-DELGADO et al., 2022).
Portanto, sdo necessarios estudos sobre o comportamento desse herbicida em solos agricolas e
sobre a biorremediacdo com micro-organismos €, ou plantas para manter a boa qualidade dos

solos e manté-los livres da contaminagao.

BIORREMEDIACAO

A biorremediagado ¢ um processo de remediacdo que consiste no emprego de organismos
vivos, como micro-organismos ou plantas, em consorcio ou isolados, com o objetivo de alterar
ou decompor poluentes, transformando-os em substancias menos toxicas ou atoxicas (SANTOS
et al., 2007, RAMBORGER et al., 2017, BASTABAK et al., 2021). A biorremedi¢ao ¢ um
método bioldgico de baixo custo, eficaz e ecologicamente adequada para degradar os
contaminantes (NITISAKULKAN et al., 2014).

O processo de biorremedicdo pode ser realizado fora do local de onde ocorreu a
contaminagdo (ex-sifu), como por exemplo a compostagem (JACQUES et al., 2007), ou
realizado no proprio local da contaminacgao (in-situ) (ANDRADE et al., 2010). Na remedia¢ao
in-situ podem ser utilizadas técnicas de atenuacdo natural, bioaumentagao, bioestimulagdo,
fitorremediacao e “landfarming” para reduzir os contaminantes do ambiente (JACQUES et al.,
2007).

A Dbiorremediacao estd relacionada a tolerdncia dos organismos vivos a composto
toxicos por meio de sistemas estruturais e enzimaticos, sendo técnica complexa (PILLEGI,
2020). A biorremediacao envolve diferentes rotas metabolicas de degradacao, com espécies de

organismos que podem ser organizados em consorcio (PILLEGI, 2020). O processo de
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biorremediacdo de herbicidas ¢ influenciado pelas propriedades fisico-quimicas do
composto; caracteristicas ambientais, como temperatura ¢ umidade relativa, e pelas
propriedades fisico-quimicas do solo, como textura, pH, conteido de matéria organica,
salinidade e umidade (RAMBORGER et al., 2017).

Apbs a aplicagdo da biorremediagao ¢ importante quantificar os niveis de contaminantes
usando métodos analiticos, a exemplo da cromatografia. Os processos cromatograficos
demandam menor tempo para analise, boa resolucao e boa sensibilidade a compostos (TEJU et
al., 2017). Todavia, a degradacdo do herbicida pode gerar metabodlitos ainda mais toxicos.
Nesse sentido, a diminui¢ao na concentragdo do herbicida ndo € o suficiente para confirmar a
reducdo na fitoxicidade (LARA-MORENO et al., 2022).

Para se analisar a acdo residual e a dinamica dos herbicidas no solo também pode ser
utilizado o método bioldgico ou de bioensaio. Sdo comuns casos em que o bioensaio apresenta
maior sensibilidade na detec¢ao de herbicidas em relagdo ao método cromatografico, causando
injarias em plantas sensiveis mesmo em baixas doses (SOUZA, 2018). Dessa maneira, tanto o
método cromatografico como o biolodgico, permitem avaliar a biorremediagao dos herbicidas
no solo.

Dentre as técnicas de biorremediacdo, a remediacdo microbiana (SUN et al., 2018;
CARLES et al., 2021) e a fitorremediacao (descontaminacao de herbicidas pela utilizacao de
plantas) (DEL BUINO et al., 2020; CARLES et al., 2021) ou a combinacao entre essas duas
técnicas sdo as mais utilizadas (CARLES et al., 2021). Diversos autores tém estudado o
potencial de biorremediacao de diferentes herbicidas para reduzir ou eliminar esses compostos

do ambiente (Tabela 1) (GONCALVES e DELABONA, 2022; MIELKE et al., 2023).

Tabela 1: Classificacdo quanto a estratégia de acdo e ao biorremediador utilizado.

Estratégia de Biorremediador Pesticida Referéncia
biorremediacao
Bioaumento Microbioma Atrazine Jablonowski et

Adaptado al. (2013)



Biorreator e
Bioaumento +

Bioestimulacao

Fitorremediacao

Bioaumento

Bioaumento +

Bioestimulagao

Fitorremediacao

Fitoextracao

Fitodegradacao

Bioaumento

Bioaumento

Bioaumento

Aspergillus
niger AN 400

Inga marginata

Pleurotus
ostreatus INCQS
40310

Fusarium sp.

Eremanthus
crotonoides e

Inga striata

Canavalia

ensiformis

Pistia stratiotes

Pseudomonas sp

Arthrobacter

aurescens (cepa

TC1)

Bacillus sp.
(cepa N1)

Atrazine

2,4-D e Atrazine

Atrazine, DEA e

DIA

Atrazine

Clomazone e

atrazine

Quinclorac e

tebuthiuron

Clomazone

Atrazine

Terbuthylazine

Metribuzin

22

Marinho et al. (2017)

de Fiore et al. (2019)

Lopes et al. (2020)

Esparza-Naranjo et

al. (2020)

Aguiar et al. (2020)

Mendes et al. (2021)

Escoto et al. (2019)

Fernandes et al.

(2018)

Silva et al. (2015)

Zhang et al. (2014)
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Fitoacumulagao Festuca Atrazine Sanchez et al. (2017)
arundinacea,
Lolium perenne

Fitodegradagao Calophyllum Ametryn Santos et al. (2018)
brasiliense

Fonte: Adaptado de Gongalves e Delabona (2022) e Mielke et al. (2023).

REMEDIACAO POR MICRO-ORGANISMOS

Os micro-organismos podem utilizar os herbicidas como fonte de energia para o
crescimento no ambiente, trazendo aspectos positivos na diversidade microbiana e
transformando esses componentes toxicos em moléculas menos nocivas ou ndo nocivas
(PILEGAQI et al., 2020). Uma das estratégias para a remedia¢do de solos contaminados com
herbicidas através de micro-organismos ¢ a bioaumentacdo. A bioaumentacdo consiste na
inoculacdo de micro-organismos com capacidade de degrada¢do de compostos no local de
contaminagdo (CYCON et al., 2017). Todavia, os compostos contaminantes precisam estar
disponiveis na solugdo do solo para que a degradacao pelos micro-organismos seja realizada
(LEONEL et al., 2018; GONCALVES e DELABONA, 2022).

As bactérias e fungos sdo eficazes agentes de degradagdo de substancias organicas,
podendo também mineralizar e acumular esses compostos. Todavia, o processo de
biodegradacao vai depender do potencial metabdlico dos micro-organismos para desintoxicar
ou transformar a molécula do herbicida (MIELKE et al., 2023). A degradac¢do por fungos e
bactérias envolve a transformacao oxidativa mediada por enzimas oxidativas (citocromo P450,
peroxidases, polifenoloxidases, lacase e tirosinase); a transformagao hidrolitica pelas enzimas
hidrolases, que clivam liga¢des do substrato adicionando hidrogénio ou grupo hidroxila a partir
de moléculas de 4gua; a transformacao redutiva, mediada por nitrorredutases, em que a remog¢ao
do anion ocorre por redugdo; e a reagdo de conjugagdo, pela qual um composto natural exdgeno
ou endégeno ¢ adicionado a molécula de herbicida, facilitando a mineralizagdo
(ODUKKATHIL; VASUDEVAN, 2013; MIELKE et al., 2023).

Estudos avaliando o potencial de bactérias na biorremedia¢ao de herbicidas, observaram
que bactérias do género Bradyrhizobium sp. possuem capacidade de degradar os herbicidas

atrazine e 2,4-D, utilizando esses compostos como fonte de carbono (BARROSO et al., 2020).
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Lopes et al. (2020) avaliando a degradacdo do atrazine pelo fungo Pleutotus ostreatus
verificaram a degradagdo desse herbicida em 82% em 15 dias apds a incubagdo. Todavia, para
o sucesso da remediagdao, as comunidades microbianas devem desenvolver estratégias de
sobrevivéncia contra os estresses induzidos por herbicidas (PILEGGI et al., 2020).

Além da bioaumentagdo, a utilizagdo de micro-organismos do proprio local, sem a
interferéncia de tecnologias e a adicdo de agentes estimulantes como o oxigénio €
biosurfactantes (bioestimulacdo) sao importantes estratégias de biorremedi¢do por micro-
organismos (BENTO et al., 2003).

Na biorremedicao ¢ importante conhecer as rotas metabdlicas de degradacao. Por meio
de duas rotas metabodlicas, o glyphosate pode ser degradado por cinco espécies fungicas e 19
espécies bacterianas, sendo que na primeira rota onde o intemediario sarcozina foi encontrado,
os genes de degradacdo foram organizados no operon phn , codificando uma liase C—P, e na
segunda rota os genes glpA, glpB, e o gene da glifosato oxidorredutase ( gox ) estdo envolvidos,
onde sdo responsaveis pela degradagao do glyphosate em AMPA (4cido aminometilfosfonico)
(SVIRIDOV et al., 2015; PILEGGI et al., 2020). Todavia, relatos na literatura sobre as rotas
metabolicas e as enzimas envolvidas na degracao do herbicida indaziflam por meio de micro-
organismos sao escassos, sendo necessarios estudos para se obter as vias de degradacdo do
herbicida.

A biorremedia¢do por micro-organismos também pode ser realizada em consoércio com
espécies vegetais, com a finalidade de potencializar a degradacdo ou acumulagdo dos
herbicidas. Estudos avaliando o potencial de remediacdo de solos contaminados com
sulfentrazone pelo consorcio de Canavalia ensiformis com Bradyrhizobium sp, verificaram que
ocorreu efeito positivo de simbiose entre Canavalia ensiformis e Bradyrhizobium sp.,
reduzindo significativamente os residuos de sulfentrazone no solo (MIELKE et al., 2020).
Dessa forma, o consoércio da remediagao por micro-organismos com a fitorremediagdo torna-se
importante técnica de descontaminacdo de solos com herbicidas, podendo potencializar a

degradacao desses compostos.

FITORREMEDIACAO

A fitorremediagdo consiste no emprego de espécies vegetais com a capacidade de
degradar ou remover contaminantes do solo como metais pesados, hidrocarbonetos de petroleo,
explosivos, solventes clorados, subprodutos toxicos da industria e herbicidas (CUNNINGHAM

etal., 1996; PIRES et al., 2003; JEEVANANTHAM et al., 2019) e consequentemente diminuir
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os riscos de fitotoxidade a culturas sensiveis e de contamina¢do ambiental (BURING et al.,
2019). A utilizagdo da fitorremediacao ¢ baseada na seletividade que algumas espécies vegetais
exibem a determinados tipos de compostos ou mecanismos de acao (PIRES et al., 2003).

As espécies vegetais podem atuar direta ou indiretamente na reducdo e, ou remogao de
contaminantes do solo (TAVARES, 2009). A remediacdo direta consiste na absor¢do e
acumulagdo (ou metabolizacdo) de contaminantes nos tecidos (TAVARES, 2009). Por outro
lado, a remediacdo indireta ocorre quando as espécies vegetais extraem os contaminantes
reduzindo a fonte de contaminacdo, ou quando a presenga das plantas propicia o aumento da
atividade microbiana, degradando o contaminante (TAVARES, 2009).

A fitorremediacao pode ser dividida em véarios processos, denominados de fitoextragao,
fitoacumulagdo, fitodegradagdo, fitovolatilizagao, fitoestimulacdo, rizodegradagao,
rizovolatilizacdo e rizoestabilizagdo, os quais ocorrem em funcdo das caracteristicas
morfofisiologicas de cada espécie vegetal, especializadas em determinado tipo de contaminante
(PROCOPIO et al., 2009; JEEVANANTHAM et al., 2019). Esses processos ndo sdo exclusivos
e podem ocorrer simultaneamente (PROCOPIO et al., 2009). Contudo, quando se trata da
fitorremediacdo de herbicidas no solo, os processos de fitoestimulacdo, rizodegradacio e
fitodegradacao parecem ter maior relevancia (SANTOS et al., 2007).

A rizodegradagdo e a fitoestimulacao sdo técnicas que degradam o contaminante em
processos in situ, com custos baixos de instalagdo e manutencao e sem limitagdes climaticas
importantes (EPA, 2000, MEJIA et al., 2014). Esses processos também podem favorecer a
aeracdo e a retencdo de umidade do solo (MEJIA et al., 2014; JEEVANANTHAM et al.,
2019). O processo de fitoestimulagdo ou rizodegradacdo pode ser aumentado em solos
enriquecidos com materiais organicos, uma vez que, a adicdo de materiais organicos pode
estimular o crescimento da comunidade microbiana do solo e aumentar a sua atividade, além
de fornecer nutrientes JEEVANANTHAM et al., 2019).

Ja a fitodegradagdo ¢ definida como processo de fitorremediagdo que utiliza o
metabolismo da planta para a metabolizagao do herbicida a um composto nao-toxico ou menos
toxico as culturas e ao ambiente (SANTOS et al., 2007). Os herbicidas sdo mineralizados ou
degradados a compostos intermedidrios estaveis que podem ser transportados e armazenados
na propria planta dentro das células vegetais (SANTOS et al., 2007). A biodisponibilidade de
contaminantes para absor¢ao e metabolizacdo ¢ um dos requisitos da fitodegradacao, ja que os

contaminantes que resistem aos processos bioldgicos de degradacao limitam a agdo das plantas



26

ou associagdes entre plantas e sistemas microbiologicos atuando no solo contaminado
(CUNNINGHAM et al., 1995; MEJIA et al., 2014).

As propriedades quimicas dos herbicidas, as condi¢des ambientais e as caracteristicas
da espécie vegetal influenciam a absor¢do dos herbicidas pelas plantas (BURKEN e
SCHNOOR, 1996; PIRES et al., 2003). A absorcao radicular de compostos organicos esta
diretamente relacionada ao coeficiente de partigdo octanol-agua (Kow) e da constante de
dissociagao eletrolitica (pKa) do herbicida (ALKORTA e GARBISU, 2001). Compostos que
sdo mais hidrofébicos, com Log Kow > 2,1, ligam-se as membranas lipidicas das raizes antes de
entrarem no xilema, ja& compostos que sdo menos hidrofobicos, com valores de Log Kow < 2,1,
nao passam através das membranas lipidicas associadas com as camadas da epiderme das raizes
(PIRES et al., 2003).

Assim como o indaziflam, o tebuthiuron apresenta alta persisténcia no solo e elevado
potencial fitotdxico. Estudos avaliando a fitorremediacdo de solo contaminado com diferentes
doses de tebuthiuron, verificaram que as espécies Canavalia ensiformis e Cajanus cajan
apresentaram os melhores desempenhos, sendo indicadas para fitorremediacdo de solos que
receberam até 1,0 kg ha'! de tebuthiuron (PIRES et al., 2008). As espécies Mucuna aterrima,
Dolichos lablab e Cajanus cajan possuem tolerancia ao herbicida imazapic, sendo que a
Mucuna aterrima apresentou maior produgao de massa seca da parte aérea e raiz, sendo esta a
mais promissora na fitorremediacao do herbicida (VASCONCELOS et al., 2020). A espécie
vegetal Canavalia ensiformis também foi capaz de remediar areas contaminadas com
sulfentrazone, proporcionado maior seguranca para o plantio de espécies suscetiveis nas areas
onde esse herbicida foi aplicado na safra anterior e reduzindo o risco de impactos ambientais
(MADALAO et al., 2017).

Além do mais, estudos sobre a fitorremediacdo em consércio com micro-organismos
estdo sendo desenvolvidos visando uma série de beneficios para o meio ambiente e para as
futuras geragdes. Entretanto, o indaziflam ¢ herbicida registrado recentemente no Brasil, pouco
se sabe sobre seu comportamento no solo. Assim, ¢ necessario que mais estudos nessa area

sejam realizados.
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RESUMO

Mobilidade e persisténcia do indaziflam no solo em sistemas de cultivo de soja e

amendoim: abordagens bioldgicas e cromatograficas

O herbicida indaziflam ¢ recomendado para a cultura da cana-de-aglicar e pode causar
intoxicacdo em culturas sucessoras (carryover) como a soja € o amendoim devido ao longo
periodo residual. Fato que demanda estudos para avaliar o tempo necessario entre aplicagao e
o cultivo das respectivas culturas. Diante disso, objetivou-se com esta pesquisa avaliar o
periodo de agdo residual do indaziflam para as culturas de soja e amendoim, bem como a
mobilidade no solo do referido herbicida. Foram conduzidos dois experimentos em campo, um
em Latossolo Vermelho-Amarelo na UEPE Horta Nova e outro em Latossolo Amarelo na
UEPE Aeroporto, utilizando trés doses do indaziflam (0,0; 40; 80 g ha! do i.a.). No
experimento na UEPE Horta Nova, a cultura da soja foi semeada aos 0, 180 e 540 dias apos a
aplicacdo (DAA) e o amendoim aos 0 e 180 DAA. Ja na UEPE Aeroporto, as culturas do
amendoim e da soja foram semeadas aos 0, 120 e 360 DAA. Foram realizadas avaliacdes de
intoxicagao, crescimento e produtividade de soja e amendoim. Aos 60 e 120 DAA foi realizada
a avaliacao da mobilidade do indaziflam no perfil do solo no experimento conduzido na UEPE
Aeroporto, coletando-se amostras nas profundidades de 0-10 cm; 10-20 cm; 20-30 cm; 30-40
cm, para conducdo de ensaio bioldgico e analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). No experimento realizado na UEPE Horta Nova, observou-se que o indaziflam
aplicado nas doses de 40 e 80 g ha! do i.a. causou danos na cultura da soja semeada no dia da
aplicacdo e aos 180 DAA, enquanto que aos 540 DAA ndo se verificou diferenga em relagdo a
testemunha. Para o amendoim verificou-se intoxicagdo de plantas, redu¢do na populagdo de
plantas e produtividade quando o semeio foi realizado aos 0 ¢ 180 DAA. No experimento
conduzido na UEPE Aeroporto, quando a soja ¢ o amendoim foram semeados no dia da
aplicacdo nas doses de 40 e 80 g ha'! do i.a., as plantas ndo emergiram, enquanto que para o
semeio aos 120 DAA houve sintomas leves de intoxicacao nas plantas de soja e de amendoim
com a dose de 80 g ha'! do i.a., sem diferenga na produtividade. Para o semeio da soja e do
amendoim aos 360 DAA, ndo se observou intoxicacdo nem efeitos sobre o crescimento ¢
produtividade nas duas culturas. Quanto a mobilidade do indaziflam no perfil do solo, detectou-
se aos 60 DAA, o herbicida por meio do bioensaio nas camadas de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm para
a dose de 80 g ha'do i.a. e 0 a 10 cm para a dose de 40 g ha' do i.a. Aos 120 DAA, nio se

detectou o herbicida em nenhuma das profundidades. Todavia, pela CLAE nao foi possivel
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detectar e quantificar o herbicida em nenhuma das profundidades aos 60 e 120 DAA. Conclui-
se que o indaziflam possui baixa mobilidade no solo e que ha necessidade de aguardar um ano

e meio para o semeio de culturas sensiveis.

Palavras-chave: Arachis hypogaea; Glycine max; Herbicida; Carryover.
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ABSTRACT

Mobility and persistence of indaziflam in the soil in soybean and peanut cultivation

systems: biological and chromatographic approaches

The herbicide indaziflam is recommended for use in sugarcane cultivation and may cause
phytotoxicity in succeeding crops (carryover), such as soybean and peanut, due to its prolonged
residual activity. This highlights the need for studies to determine the appropriate interval
between herbicide application and the planting of these sensitive crops. Therefore, this research
aimed to evaluate the residual activity period of indaziflam for soybean and peanut crops, as
well as its mobility in the soil. Two field experiments were conducted: one on a Red-Yellow
Latosol at the UEPE Horta Nova site, and the other on a Yellow Latosol at the UEPE Aeroporto
site, using three rates of indaziflam (0.0; 40; and 80 g a.i. ha™"). At the UEPE Horta Nova site,
soybean was sown at 0, 180, and 540 days after application (DAA), and peanut at 0 and 180
DAA. At the UEPE Aeroporto site, both peanut and soybean were sown at 0, 120, and 360
DAA. Assessments of phytotoxicity, growth, and yield of soybean and peanut were carried out.
At 60 and 120 DAA, the mobility of indaziflam in the soil profile was evaluated in the
experiment at UEPE Aeroporto, with soil samples collected from 0—10 cm, 10-20 cm, 20-30
cm, and 30—40 cm depths for bioassays and high-performance liquid chromatography (HPLC)
analysis. In the experiment conducted at UEPE Horta Nova, indaziflam applied at 40 and 80 g
a.i. ha™! caused damage to soybean when sown on the day of application and at 180 DAA, while
no differences compared to the untreated control were observed at 540 DAA. For peanut, plant
injury, reduced stand, and yield losses were observed when sown at 0 and 180 DAA. In the
UEPE Aeroporto experiment, when soybean and peanut were sown on the day of application
with 40 and 80 g a.i. ha™', no plant emergence was observed. When sown at 120 DAA, slight
phytotoxic symptoms were observed in both crops at the 80 g a.i. ha™' rate, but without yield
losses. At 360 DAA, no phytotoxicity or adverse effects on growth and yield were observed in
either crop. Regarding soil mobility, indaziflam was detected by bioassay at 60 DAA in the 0—
10 cm and 10-20 cm layers at the 80 g a.i. ha™ rate, and in the 0—10 cm layer at the 40 g a.i.
ha™' rate. At 120 DAA, no herbicide activity was detected in any soil layer. However, HPLC
analysis was unable to detect or quantify indaziflam in any layer at either 60 or 120 DAA. It is
concluded that indaziflam exhibits low mobility in the soil and that a waiting period of

approximately one and a half years is necessary before planting sensitive crops.

Keywords: Arachis hypogaea; Glycine max; Herbicide; Carryover.
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1. INTRODUCAO

O uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas ¢ pratica indispensavel na
agricultura moderna, especialmente em culturas perenes com taxa de crescimento inicial lenta,
como a cana-de-agticar, em que a acao residual do herbicida deve se estender por periodos
prolongados, evitando a reinfestacdo das plantas daninhas de modo a reduzir as perdas de
rendimento e facilitar as operagdes de tratos culturais e colheita (SOUZA, 2022).

Dentre os herbicidas registrados para cana-de-agicar que possuem longo periodo
residual no solo, encontra-se o indaziflam (N-[(1R,2S)-2,6- dimethyl-2,3-dihydro-1H-inden-1-
yl]-6-(1-fluoroethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine), o qual vem sendo utilizado em aplicagdo em
pré-emergéncia para o controle de plantas daninhas monocotiledoneas e dicotiledoneas
(SEBASTIAN et al., 2017). Este herbicida pertence a classe quimica “fluoroalkyltriazine” e
tem como mecanismo de acdo a inibi¢cdo da biossintese de celulose (TOMPKINS, 2010).

No Brasil, além da cana-de agucar, esse herbicida encontra-se registrado para uso em
banana, café, caju, citros, coco, dend€, goiaba, mac¢a, manga, uva, eucalipto e pinus (MAPA,
2022). O indaziflam possui como caracteristicas fisico-quimicas baixa solubilidade em agua
(0,0028 kg m > a 20°C), o0 Koc < 1.000 mL g "' de carbono organico, o pKa = 3,52 25°C e o
log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,8 e tempo de meia-vida no solo (t'2) superior a 150 dias (LEWIS
et al., 2016).

Apesar de prover o controle de plantas daninhas por periodo extenso, a utilizagdo de
herbicidas com persisténcia prolongada pode ser indesejavel, podendo causar intoxicagdo de
culturas sucessoras (carryover) como soja e amendoim, as quais sdo comumente cultivadas em
rotacdo com a cana-de-acticar (SOUZA, 2022). Estudos constataram que a aplicacdo do
indaziflam na dose de 100 g ha™! do i.a. no dia da semeadura do amendoim provocou intoxicagao
e redugdo na produtividade da cultura (TORRES et al., 2018). E a aplica¢do de 20 ¢ 40 g ha -
"'do i.a. de indaziflam em pré-emergéncia resultou na morte de plantas de soja apods a
emergéncia das plantulas (GUERRA et al., 2014).

A biodisponibilidade, a persisténcia e a mobilidade dos herbicidas no solo estd
relacionada as caracteristicas do herbicida (solubilidade em &gua, coeficiente de parti¢ao
octanol-agua (Kow), coeficiente de sor¢ao - Kd, coeficiente de sor¢do normalizado para matéria
organica do solo - Koc, constante de ionizagao acido - pKa, ou basica — pKb, tempo de meia
vida (t12), volatilidade e fotodegradacdo) (COMINO et al., 2017), a atividade microbiana,

condi¢des ambientais (indice de precipitagdo pluviométrica/umidade, temperatura e
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luminosidade) (DURAES et al., 2018; PEREZ-LUCAS et al., 2020) ¢ atributos do solo
(capacidade de troca catidnica, pH, teor matéria organica, textura e origem mineralogica).
Portanto, objetivou-se nesta pesquisa avaliar como o intervalo de aplicagao do herbicida
indaziflam afeta o crescimento e a produtividade da soja e do amendoim em condi¢des de
campo, bem como a mobilidade do indaziflam no perfil do solo, por meio de ensaios bioldgicos

e por cromatografia.

2. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos dois experimentos em campo, o primeiro entre abril de 2020 e maio
de 2022, em Latossolo Vermelho-Amarelo na Unidade de Ensino, Pesquisa ¢ Extensao em
Manejo, Produg¢do e Melhoramento de Hortalicas Graniferas Oleaginosas, Forragens e
Eucalipto (UEPE Horta Nova), municipio de Cajuri-MG (20°77'61987 "S e 42°82264"0O e 693
m de altitude) e o segundo, entre novembro de 2021 e maio de 2023, em Latossolo Amarelo na
Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Produ¢do de Grandes Culturas e Bioenergia (UEPE
Aeroporto), municipio de Vigosa-MG (20°74'8231"S e 42°84'1574"0 e altitude 660 m). Ambas
as unidades sdo pertencentes ao Departamento de Agronomia da Universidade Federal de
Vicosa.

O clima da regido ¢ classificado como Cwa, com temperaturas e precipitacdo maiores
no verdo e menores no outono/inverno. Os dados de precipitagdo pluviométrica e de
temperatura média nos periodos dos respectivos experimentos, estdo apresentados na Figura 1

(INMET, 2023).
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Figura 1. Precipitagdo pluviométrica e temperatura média do periodo de abril de 2020 a maio
de 2022 quando foi conduzido o experimento na UEPE Horta Nova, Cajuri-MG (A) e no
periodo de novembro de 2021 a maio de 2023 quando foi conduzido o experimento na UEPE
Aeroporto, Vicosa-MG (B).

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados das analises quimica e fisica dos solos, no
caso, o Latossolo Vermelho-Amarelo da UEPE Horta Nova e o Latossolo Amarelo, da UEPE

Aeroporto, coletadas na camada de 0 a 20 cm de profundidade.
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Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das amostras do solo do Latossolo Vermelho-
Amarelo (LVA) da UEPE Horta Nova ¢ do Latossolo Amarelo (LA) da UEPE Aeroporto,
coletados nas profundidades de 0-20 cm.

Solo pH P K Ca* Mg* AP I:lr S8 t T V
(H20) (mgdm?) (cmolc dm) (%)
LVA(Horta 505 304 72 246 061 00 230 259 325 555 586
Nova)
LA 58 6,6 21 1,85 0,069 0,1 297 2,59 2,69 556 46,6
(Aeroporto)
Areia Silte Argila Classe textural MO
% (daig) kg
LVA (Horta 47,6 14 38.4 Franco-Argiloso 1,52
Nova)
LA (Aeroporto) 53 12 35 Franco-Argilo-Arenosa 1,75

IpH: agua, Kcl € CaCly- relagdo 1:2,5. P-K: Extrator Mehlich 1. Ca-Mg e Al: Extrator: KC1- 1 mol L'!. H+ Al -
Acidez potencial — Extrator: acetato de calcio 0,5 mol L™!; SB - Soma de bases trocaveis; t — Capacidade de troca
catiénica efetiva; T - Capacidade de troca catiénica a pH 7,0; V - Indice de saturagio de bases; m - Indice de
saturacdo de aluminio; MO — Matéria orgénica

2Analises realizadas segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA, 1997).

2.1 Experimento UEPE Horta Nova (Latossolo Vermelho-Amarelo)

O experimento foi conduzido avaliando-se 03 doses do herbicida indaziflam (0,0; 40 e
80 gha' doi.a.), com a cultura da soja semeada no dia da aplica¢do do herbicida (0 DAA), 180
dias apo6s a aplicagdo (DAA) e 540 DAA, enquanto que para a cultura do amendoim os semeios
foram realizados aos 0 DAA e aos 180 DAA. O semeio da soja € do amendoim da época 1
(Figura 1A), aos 0 (zero) dias apds a aplicagdo foi realizado no dia 23 de abril de 2020.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados, com quatro
repeti¢des. Cada unidade experimental (parcela) possuia dimensdes de quatro por sete metros,
com as parcelas de soja e amendoim dispostas lado a lado, para as respectivas doses, com oito
fileiras de soja e de amendoim espacadas de 50 cm.

O ensaio conduzido com semeio aos 360 DAA foi inviabilizado devido ao ataque de
animais silvestres na area experimental e o ressemeio tornou-se inviavel devido ao periodo do
ano, pois os danos foram gerados no més de maio e as condigdes climaticas no final do
outono/inicio do inverno inviabilizaram a conduc¢ao dos cultivos. Aos 540 DAA, as sementes
adquiridas de amendoim ndo germinaram adequadamente, sendo conduzido apenas o ensaio de

soja.
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2.2 Experimento UEPE Aeroporto (Latossolo Amarelo)

No ensaio conduzido no Latossolo Amarelo da UEPE Aeroporto, foram avaliados os
mesmos tratamentos do ensaio conduzido na UEPE Horta Nova, sendo trés doses do herbicida
indaziflam (0,0; 40 e 80 g ha™! do i.a.), com as mesmas dimensdes das parcelas, porém com
semeio de cinco fileiras de soja ou amendoim espagadas de 50 cm na area central da parcela.

A aplicagao do indaziflam foi realizada no dia 26 de novembro de 2021. O semeio das
culturas da soja e do amendoim foram realizados no dia da aplicacdo do herbicida (0 DAA),
120 DAA ¢ 360 DAA. Entretanto, as sementes do amendoim utilizadas no semeio aos 0 DAA,
que coincide como o semeio aos 540 DAA no experimento da UEPE Horta Nova, apresentaram
problema de germinagdo, tornando inviavel as condugdes das respectivas fases do trabalho,

com isso, foram apresentadas apenas os dados de 120 e 360 DAA.

2.3 Preparo do solo, adubacao, semeio e aplicacdo do herbicida

Em ambos os experimentos, o preparo do solo antes da aplicagdo do herbicida foi
realizado por meio de uma aragdo e duas gradagens, seguido de abertura de sulcos espagados
de 0,50 m, com 12 sementes por metro linear para soja e quatro sementes por metro linear para
o amendoim. No caso dos semeios nas demais datas, foi realizado a abertura de sucos
manualmente, no sentido de evitar o revolvimento do solo e o controle de plantas daninhas,
quando necessario, foi realizado manualmente, por meio de capinas.

A adubacio utilizada foi de 250 kg ha™! da formulacdo NPK 08-28-16 para as duas
culturas, por ocasido do semeio e 150 kg ha™! de ureia aos 30 dias apds a emergéncia das
plantulas.

A aplicagdo do herbicida foi realizada no dia do plantio, apos o semeio das culturas,
utilizando-se pulverizador pressurizado por CO2, mantido a pressao constante de 2,0 bar, com
barra com duas pontas TT110 02 espacadas de 0,50 m entre si, com volume de calda de 160 L

ha'l.
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2.4 Caracteristicas avaliadas para cultura da soja

Intoxicacio da cultura: aos 28 dias apos o plantio foram realizadas avaliagdes visuais
de intoxicag¢do, atribuindo-se notas de 0 a 100, onde 0 corresponde a auséncia de sintomas de
intoxicacdo e 100, morte das plantas.

Populacio de plantas: foi realizada com a soja no estadio R8, contando-se as plantas
de duas fileiras de 4,0 m na area 1til para se obter o numero de plantas por metro linear.

Altura de plantas: foi obtida a partir da média da distancia vertical entre o solo e o
apice de 10 plantas por parcela, dentro da area til, no estadio R8.

Produtividade: foi determinada por meio da colheita de duas fileiras de 4,0 m dentro
da area util da parcela, cerca de 10 dias apos as plantas se encontrarem no estadio R8, para

determinagdo da produtividade em kg ha™!, com umidade corrigida para 13%.

2.5 Caracteristicas avaliadas para cultura do amendoim

Intoxicagdo da cultura: aos 28 dias ap6s o plantio foram realizadas avaliagdes visuais
de intoxicag¢do, atribuindo-se notas de 0 a 100, onde 0 corresponde a auséncia de sintomas de
intoxicagao e 100, morte das plantas.

Populacio de plantas: foi realizado por meio da contagem de plantas em duas fileiras
de 4,0 m, por ocasido da colheita, para se obter o nimero de plantas por metro linear.

Altura de plantas: foi obtida a partir da média da distancia vertical entre o solo e o
apice de 10 plantas por parcela, dentro da area util, por ocasiao da colheita.

Comprimento de raizes: foi medido em quatro plantas por parcela, dentro da area util,
com estas sendo arrancadas com pa de corte e medicao entre o coleto das plantas e a parte apical
das raizes, por ocasiao da colheita.

Nuamero de vagens por planta: foi obtida a partir da contagem das vagens de 10 plantas
dentro da area 1til da parcela, por ocasido da colheita.

Produtividade: foi determinada por meio da colheita de duas fileiras de 4,0 m dentro
da area 1til da parcela, por ocasido da colheita. Apds a colheita, as vagens foram secas a sombra

e debulhadas manualmente para posterior pesagem e conversdo para produtividade em kg ha™’.
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2.6 Avaliacio da mobilidade do indaziflam no perfil do solo

No ensaio conduzido na UEPE Aeroporto, foram coletadas amostras nas camadas de
solo de 0-10 cm; 10-20 cm, 20-30 cm e 30-40 cm (Figura 2), aos 60 e 120 DAA para avaliacao
da mobilidade do indaziflam no perfil do solo, por meio de ensaios biologicos, utilizado o sorgo
(Sorghum bicolor) como planta indicadora da presenca do indaziflam (BRAGA, 2017) e por

meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Figura 2. Demostragdo da coleta de solo nas profundidades de 0-10 cm; 10-20 cm, 20-30 cm e
30-40 cm, aos 60 e 120 dias ap6s a aplicacdo para avaliacdo da mobilidade do indaziflam no

perfil do solo.

2.6.1 Deteccio pelo bioensaio/ensaio biologico

As amostras de solo coletadas no campo foram acondicionadas em vasos de polietileno
de 0,2 L, com fundos vedados, os quais foram colocados em casa de vegetagcao. Posteriormente,
semeou-se cinco sementes de Sorghum bicolor (sorgo) como planta indicadora da presenga do
indaziflam (BRAGA, 2017). Apos a emergéncia das plantulas foi realizado desbaste, deixando-
se trés plantas de sorgo. Aos 7 ¢ 14 dias apos emergéncia (DAE) foi adicionado 5 mL por vaso
de solugdo nutritiva composta por fosfato monopotassico (3,5 g L) e sulfato de aménio (8,0 g
L.

Aos 07, 14 e 21 DAE da espécie indicadora, foram realizadas avaliagdes visuais de
intoxicacao nas plantas, atribuindo-se notas de 0 (zero) a 100%, onde 0 corresponde a auséncia

de sintomas e 100, morte das plantas. Aos 21 DAE, a massa de matéria seca da parte aérea e
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das raizes foram obtidas por meio de pesagem do material colhido e secado em estufa de

circulagdo forgada (70 = 2 °C) por 72 horas.

2.6.2 Deteccao por CLAE para o indaziflam

Utilizou-se a técnica de extragdo solido-liquido com partigdo em baixa temperatura
(ESL-PBT) de acordo com a metodologia proposta por Romero et al. (2018). Pesou-se 4,00 g
de cada amostra de solo, em tubos falcon com capacidade de 50,00 mL. Posteriormente, foi
adicionado aos tubos 14,00 mL de solugdo extratora, contendo 8,00 mL de acetonitrila, 4,10
mL de agua milli-q e 1,90 mL de acetato de etila. Em seguida, os tubos foram agitados em
vortex, por 1,0 minutos, para homogeneizagao da solugdo, e acondicionados em freezer a
temperatura de -20 °C por quatro horas.

Apds o periodo de repouso no freezer, realizou-se a filtragem da fragdo nao congelada,
contendo extrato organico (solventes + herbicida) em filtros de papel, para baldes de fundo
redondo com capacidade de 50,0 mL, sendo adicionados 1,00 g de sulfato de sédio anidro, para
condicionamento (OECD, 2000). Em seguida, os baldes foram levados ao evaporador rotativo
(80 rpm a 50°C), para evaporagdo dos solventes, permanecendo somente o indaziflam no
recipiente. Em seguida, este contetido foi lavado com trés aliquotas de 0,50 mL de acetonitrila
e filtrado em filtro milipore com membrana PTFE de 0,45 um diretamente para “vials” com
capacidade de 1,50 mL, para andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Foi utilizado o instrumento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo
Shimadzu LC 20AT Japao, com detector UV/vis (Schimadzu SPD-20A) e coluna de ago
inoxidavel C18 (VP, Shimadzu Shim-pack ODS 150 x 6 mm x 4 mm id.). Como fase movel
foi utilizada acetonitrila e dgua (acidificada com 0,01% de &cido fosférico) na proporcao de
43:57 (V:V), com volume de inje¢do de 20 L, a um fluxo de 1,0 mL min’!. O comprimento
de onda avaliado foi de 210 nm e a temperatura do forno da coluna foi ajustado para 30 °C. A

quantifica¢do foi realizada por curva de calibragdo externa.
2.7 Analise estatistica
Ap6s a coleta e tabulacao dos dados, estes foram submetidos a analise de variadncia e em

caso de significancia foi realizado a teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para o bioensaio foi

utilizado estatistica descritiva.
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3. RESULTADOS

3.1 Experimento na UEPE Horta Nova — cultura da soja

Houve danos causados na cultura da soja quando o semeio foi realizado no dia da
aplicacdao (0 DAA) e aos 180 DAA, com intoxicacdo de plantas, reducdo de populagdo, altura
de plantas e produtividade para as doses de 40 e 80 g ha! do i.a. do indaziflam em relagdo a
testemunha sem herbicida (0 gha™! doi.a.) (Figura 3). Perdas mais acentuadas foram observados
na maior dose (80 g ha™! do i.a), com redugio da produtividade de 50,98% e 19,26% aos 0 DAA

e 180 DAA, respectivamente, em relagdo a testemunha sem herbicida (Figura 3).
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Figura 3. Intoxicacao de plantas (A), nimero de plantas por metro linear (B), altura de plantas
(C) e produtividade (D) de soja semeada no dia (0), 180, 540 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do
indaziflam nas doses de 0, 40 ¢ 80 g ha! do i.a.
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A Figura 4 ilustra a reducdo na populacio de plantas de soja na linha de plantio aos 30
dias apds o semeio no tratamento com aplicagio de 80 g ha™! do i.a., no dia do plantio - 0 DAA

(A) em relagio a testemunha sem aplica¢io do herbicida — 0 g ha! do i.a. (B) e a reducdo no

porte das plantas de soja para a dose de 80 g ha™ do i.a. em relagdo a testemunha sem herbicidas

(©).

Figura 4. Intoxicagdo e reducdo na populacio soja aos 30 dias apds o plantio no tratamento
com aplicacdo de 80 g ha'! do i.a do indaziflam no dia do plantio - 0 DAA (A) em relagdo a
testemunha sem aplicacdo do herbicida — 0 g ha™! do i.a. (B); Reducdo na altura de plantas de
soja semeada aos 180 DAA na dose de 80 g ha! do i.a em relagdo a soja sem herbicida — 0 g

ha! do i.a (C) e parcelas de soja semeadas aos 540 DAA sem danos a cultura (D).

Quando a soja foi semeada aos 540 DAA, que corresponde a aproximadamente um ano
e meio apos a aplicacdo, ndo se verificou diferenca estatistica em relagdo a testemunha para
nenhuma das variaveis avaliadas (intoxicagdo, populacdo e altura de plantas e produtividade)
(Figura 3, Figura 4D), demonstrando que o periodo de 1,5 ano foi suficiente para se poder

realizar o cultivo de soja nas condi¢des do solo e clima ocorridos no periodo.
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3.2 Experimento UEPE Horta Nova— cultura do amendoim

No experimento conduzido na UEPE Horta Nova para a cultura do amendoim,
verificou-se intoxicacdo e redu¢do no comprimento de raizes, nimero de vagens por planta e
na produtividade quando o semeio foi realizado no dia da aplicacdo do herbicida - 0 DAA
(Figura 5), com decréscimo de 33,69% na produtividade quando se aplicou a dose de 80 g ha™!
do i.a., em relagdo a testemunha sem herbicida. Quando o semeio foi realizado aos 180 DAA,
ainda se verificou intoxicacdo nas plantas de amendoim e consequentemente redugdo na
produtividade (Figura 5), com danos mais evidentes na dose de 80 g ha™! do i.a., com redugdo

de 32,32% na produtividade em relagdo ao tratamento sem aplicagdo de herbicida (Figura 6).
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Figura 5. Intoxicacdo de plantas (A), nimero de plantas por metro linear (B), altura de plantas
(C), nimero de vagens por planta (D), comprimento de raizes (E), e produtividade (F) de
amendoim semeado no dia (0) e 180 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do indaziflam nas doses de

0,40 ¢ 80 gha! doi.a.

Figura 6. Reducio no estande de plantas de amendoim na parcela com aplicacdo de 80 g ha!

do i.a de indaziflam em comparagdo a testemunha em semeio realizado aos 180 DAA.
3.3 Experimento na UEPE Aeroporto - cultura da soja
Para a cultura da soja, verificou-se que quando o semeio foi realizado no dia da

aplicacdo do indaziflam (0 DAA), o nivel de intoxica¢do da cultura causado pelo herbicida

aplicado nas doses de 40 e 80 g ha™! do i.a. foi de 100%, ndo havendo emergéncia das plantulas.



50

Quando o semeio da soja foi realizado aos 120 DAA do indaziflam, verificou-se aos 28 dias
apds a emergéncia, sintomas leves de intoxicacdo nas plantas de soja, com as plantas se

recuperando posteriormente (Figura 7).
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Figura 7. Intoxicagdo de plantas (A), nimero de plantas por metro linear (B), altura de plantas
(C) e produtividade (D) de soja semeada no dia (0), 120, 360 dias ap6s a aplicagdo (DAA) do
indaziflam nas doses de 0, 40 e 80 g ha! de i.a.

Quando o semeio da soja foi realizado aos 360 DAA, ndo se observou sintomas visiveis
de intoxicagdo nas plantas, nem alteracdo na altura de plantas, populagdo de plantas e

produtividade (Figura 7).
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3.4 Experimento na UEPE Aeroporto — cultura do amendoim

No experimento com amendoim no Latossolo Amarelo da UEPE Aeroporto, houve
problemas na germina¢do do amendoim semeado no dia da aplicagdo do indaziflam, desse
modo, somente foram apresentados os dados relativos aos semeios realizados aos 120 DAA e

360 DAA (Figura 8).
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Figura 8. Intoxicagdo de plantas (A), numero de plantas por metro linear (B), altura de plantas
(C), comprimento de raizes (D), nimero de vagens por planta (E) e produtividade (F) de

amendoim semeado aos 120 e 360 dias apds a aplicagao (DAA) do indaziflam nas doses de 0,

40 e 80 g ha'! do i.a.

Para o semeio realizado aos 120 DAA, houve intoxica¢do nas plantas de amendoim, na
ordem de 20 a 30% para as doses de 40 e 80 g ha! do i.a. de indaziflam (Figura 8 e Figura 9).
Entretanto, as varidveis nimero de plantas por metro linear, altura de plantas, comprimento de

raizes, numero de vagens por planta e produtividade, ndo diferiram estatisticamente entre os

tratamentos (Figura 8).

Figura 9. Fotos do amendoim semeado aos 120 DAA (A) e 360 DAA (B).
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Quando o semeio foi realizado aos 360 DAA, ndo se verificou evidéncias de danos
causados pelo indaziflam em nenhuma das variaveis avaliadas, independente da dose aplicada,

indicando ndo haver acao residual do herbicida sobre a cultura (Figura 9B).

3.5 Ensaio biologico para avaliaciao da persisténcia e potencial de lixiviacao do indaziflam

Os resultados obtidos no ensaio bioldgico com sorgo como planta indicadora da
presenca do herbicida indicam residuo no solo até a profundidade de 20 cm para a dose de 80
g haldo i.a. do indaziflam e até 10 cm para a dose de 40 g ha' do i.a., indicando que o referido
herbicida possui baixa mobilidade no solo, mesmo tendo ocorrido precipitacdo pluviométrica

superior a 600 mm nesse periodo (Figura 10).
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Figura 10. Intoxicacao de plantas de sorgo em ensaio bioldgico conduzido em solos coletados
nas profundidades de 0 a 10 cm, 10 a 20 cm, 20 a 30 cm e 30 a 40 cm, aos 60 dias apos a
aplicacdo (DAA) do indaziflam nas doses de 0,0, 40 e 80 g ha™! para avalia¢des realizadas aos

07, 14 e 21 dias ap6s a emergéncia (DAE).

A dose de 80 g ha™! do i.a. do indaziflam resultou no menor acimulo de massa de matéria
seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR) em relagdo a testemunha sem herbicida. A dose
de 40 g ha'! do i.a. nas profundidades de 0 a 10 cm e 10 a 20 cm (Figura 11), também resultou

em menor taxa de crescimento em relagdo a testemunha sem herbicida.
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Figura 11. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR) de plantas de sorgo
em ensaio biologico conduzido em solos coletados nas profundidades de 0 a 10 cm, 10 a 20 cm,
20 a 30 cm e 30 a 40 cm, aos 60 dias apds a aplicacdo do indaziflam nas doses de 0,0, 40 e 80

g ha'! doi.a e os desvios-padrio.

O maior acimulo do indaziflam na camada superficial do solo, mesmo com intensa
precipitacdo pluviométrica, fica evidentes na Figura 12, onde houve menor crescimento das
plantas de sorgo para as doses de 40 e 80 g ha™! do i.a. na profundidade de 0 a 10 cm em relagdo

a testemunha sem herbicidas e as demais profundidades.
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Figura 12. Foto de plantas de sorgo em ensaio bioldgico conduzido em solos coletados nas
profundidades de 0 a 10 cm, 10 a 20 cm, 20 a 30 cm e 30 a 40 cm, aos 60 dias apos a aplicagao
(DAA) do indaziflam nas doses de 40 e 80 g ha! do i.a.

Aos 120 DAA nao foram observados nenhum sintoma visivel de intoxicagao nas plantas

de sorgo (dados nao apresentados), nem diferencas no acimulo de matéria seca da parte aérea
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e de raizes para as diferentes doses do herbicida, dentro de cada profundidade de solo coletado

no campo (Figura 13 e Figura 14).
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Figura 13. Massa de matéria seca da parte aérea (MSPA) e de raizes (MSR) de plantas de sorgo
em ensaio biolodgico conduzido em solos coletados nas profundidades de 0 a 10 cm, 10 a 20 cm,
20 a30 cm e 30 a 40 cm, aos 120 dias apds a aplicagdo (DAA) do indaziflam nas doses de 0,0,

40 e 80 g ha'! do i.a e os desvios-padrio.

120 DAA
40 g ha'

; By &
Ya¥N
7

0-10  39-20
cm cm

0-10 10-20 20-30 30-40
cm cm cm cm

Figura 14. Foto de plantas de sorgo em ensaio biolégico conduzido em solos coletados nas
profundidades de 0 a 10 cm, 10 a 20 cm, 20 2 30 cm e 30 a 40 cm, aos 120 dias ap0s a aplicagao
(DAA) do indaziflam nas doses de 40 e 80 g ha! do i.a.
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3.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia para avaliacdo da persisténcia e potencial

de lixiviacdo do indaziflam

Nao foi possivel detectar e quantificar o herbicida indaziflam nas amostras de solo pelo
método de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Dessa forma, foi realizado a
curva de linearidade para amostra unica de solo (Figura 15), onde a partir da mesma foram
calculados os limites de deteccao (LD) e quantificagdo (LQ). O limite de detecg¢ao (LD) foi de
0,014 mg kg™ e o limite de quantificacido (LQ) foi de 0,044 mg kg™
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Figura 15. Curva analitica para o indaziflam em acetonitrila em Latossolo Amarelo (LA) da

UEPE Aeroporto.

4. DISCUSSAO

Para o experimento conduzido na UEPE Aeroporto, ndo se verificaram danos causados
na cultura da soja quando o semeio foi realizado aos 360 DAA. Entretanto, deve-se considerar
que o herbicida foi aplicado no dia 26 de novembro, tendo chovido mais de 80 mm no dia
seguinte a aplicagdo e que a precipitacdo pluviométrica acumulada nos meses de dezembro de
2021 a fevereiro 2022 foi de 925 mm (Figura 1B), somando mais de 1.000 mm nos primeiros
120 dias que sucederam a aplica¢do. Isso aliados as temperaturas elevadas no periodo,

favorecem a dissipagao do herbicida no solo.
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Entretanto, no experimento conduzido na UEPE Horta Nova, observou-se danos mais
severos nas culturas da soja ¢ do amendoim, do que no ensaio conduzido na UEPE Aeroporto.
Fato que pode estar relacionado as condi¢des climaticas no periodo que sucedeu a aplicacao do
herbicida, em que a aplicagdo foi realizada em 20 de abril de 2020 e a precipitacdo
pluviométrica ocorrida no periodo de 180 dias foi de apenas 485 mm (Figura 1A), portanto,
bem inferior ao ensaio na UEPE Aeroporto (1000 mm em 120 dias). Ademais, as temperaturas
no periodo que sucederam a aplicacdo do herbicida no ensaio conduzido na UEPE Horta Nova
foram inferiores, desfavorecendo a dissipacdo do herbicida, principalmente, devido a
degradagdo microbiana. As caracteristicas ambientais como temperatura e umidade influenciam
na atividade dos micro-organismos no solo, podendo aumentar ou diminuir a degradagao de
compostos (RAMBORGER et al., 2017).

Os herbicidas em geral, sdo dissipados ao longo do tempo, devido a a¢do da microbiota
do solo sob influéncia das condigdes climaticas (LIU et al., 2018), o que pode explicar o que
ocorreu nesse trabalho. Sabe-se que a principal via de degradagcdo dos herbicidas no solo ¢ a
microbiana e que os organismos atuam de forma conjunta, podendo utilizar a molécula como
fonte de energia para o seu metabolismo e, ou secretando enzimas que promovem a degradacao
dos herbicidas (ZIMDAHL, 2018).

Em ambos os experimentos observou danos mais severos quando o indaziflam foi
aplicado na maior dose (80 g ha! do i.a.). Estudos avaliando a a¢do residual do herbicida
indaziflam nas doses de 0, 6,5, 12,5, 25, 50 e 100 g ha! do i.a., na cultura do amendoim,
observaram fitotoxicidade de até 80% das plantas nas maiores dosagens quando a aplicagdo foi
realizada no dia da semeadura (TORRES et al., 2018). A soja demostrou alta sensibilidade a
aplicacio do indaziflam, ocorrendo emergéncia no solo tratado com doses de 20 ¢ 40 g ha ! do
i.a., porém, estas plantas morreram apos alguns dias (GUERRA et al., 2014). Da mesma forma,
as plantas de crotalaria, soja e amendoim mostraram-se suscetiveis ao indaziflam, independente
da dose aplicada (12,5; 25,0; 50,0; 100 e 200 g ha! do i.a.) e do periodo de semeadura (0, 10,
20, 40 e 60 dias apo6s aplicacao do indaziflam) (SCHEDENFFELDT, 2023).

Em face ao exposto, sugere-se aguardar pelo menos um ano e meio para se fazer o
semeio seguro da soja ou do amendoim sem danos resultantes do carryover para a cultura, até
porque, os dois experimentos foram conduzidos em solos com textura franco-argilosa (LVA —
UEPE Horta Nova) e franco-argilo-arenosa (LA — Aeroporto), com teor de matéria orgénica de

1,52 e 1,75, respectivamente e pH de 5,8 para os dois solos (Tabela 1). Todavia, em solos com
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textura arenosa e baixo teor de matéria organica, que influencia na atividade microbiana, o
periodo de agdo residual do herbicida pode ser superior aos 360 dias.

Em relacao a mobilidade do herbicida no solo, avaliado por meio do ensaio biologico,
ficou evidente que o indaziflam possui baixo potencial de lixiviagdo, pois ndo foi detectado em
profundidade superior a 20 cm, mesmo com intensa ocorréncia de precipitacdo pluviométrica
apos a aplicagdo. Isto se deve as caracteristicas do herbicida, especialmente a baixa solubilidade
em agua, e principalmente as caracteristicas do solo, como o teor de matéria organica e textura.
No caso desse solo, o teor de 1,75% de matéria organica e textura franco-argilo-arenosa podem
ter favorecido a retencdo do herbicida na camada superficial. Souza (2018), estudando a
lixiviagdo do indaziflam em amostras de solos (Latossolo Vermelho-Amarelo - LVA)
submetidas a diferentes laminas de precipitacao pluvial (60 e 240 mm) por meio de método
bioldgico, observou que foi possivel detectar o indaziflam apenas at¢ 25 e 30 cm de
profundidade com a precipitagdo de 60 e 240 mm, respectivamente, com a maior porcentagem
de intoxicac¢ao das plantas de sorgo pelo indaziflam, nos primeiros 5,0 cm de profundidade.

A matéria organica (MO) ¢ o principal sitio de adsor¢ao de herbicidas em solos tropicais.
Quanto menor o teor de MO, maior o potencial de lixiviagdo, visto que o herbicida estara
biodisponivel na solu¢do do solo (MENDES et al., 2021). Para o indaziflam esse atributo ¢ o
que mais exerce influéncia sobre seu comportamento no ambiente, tanto nos processos de
sor¢ao, dessor¢ao, como lixiviagao, com correlagao positiva de até 84% entre o teor de matéria
orgénica e a porcentagem sorvida para solos tropicais (SOUZA, 2018).

Todavia, em solos com textura arenosa e baixo teor de matéria organica, o potencial de
lixiviagdo tende a aumentar, especialmente, sob condi¢des de precipitagcdes pluviométricas com
indices elevados, podendo reduzir a eficacia no controle das plantas daninhas devido ao arraste
do herbicida para camadas inferiores e inclusive causar intoxicagdo em culturas (SOUZA,
2018).

Aos 120 DAA nao foram observados nenhum sintoma visivel de intoxicagao nas plantas
de sorgo. Uma das provaveis causas da nao detec¢do do indaziflam aos 120 DAA pelo método
do bioensaio, foi a intensa precipitacdo pluviométrica ocorrida no periodo, com mais de 1.000
mm acumulados (Figura 1), favorecendo, dessa maneira, a dissipacdo do herbicida no solo.

Em relagdo a analise por CLAE nao foi possivel detectar e quantificar o herbicida
indaziflam nas amostras de solo da UEPE Aeroporto. A dose méaxima aplicada do herbicida
indaziflam ¢ de 80 g ha' do i.a., que é considerada baixa quando comparada aos outros

herbicidas aplicados em pré-emergéncia. Esse fato, torna o indaziflam um herbicida de dificil
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detecgdo pelo equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia, pois a sua concentragao
no solo pode estar reduzida ao ponto de ndo ser possivel quantificar, ou 0 mesmo ja tenha se
dissipado no ambiente, principalmente, se considerarmos o fato de que nos primeiros 120 dias
o acumulado de chuvas foi superior a 1.000 mm (Figura 1B), que aliado a condi¢des de
temperaturas elevadas no periodo de novembro a margo, pode ter favorecido a degradagdo do
herbicida no solo.

Desse modo, devido os danos as culturas sensiveis cultivadas em sucessao e, ou rotacao
(carryover) a cana-de-agucar, como a soja e o amendoim, a biorremedia¢dao pode ser técnica
promissora, de modo a reduzir os riscos de contaminac¢do de solos, disponibilizando a area para

o cultivo de culturas sensiveis, mais rapidamente.

5. CONCLUSAO

o Recomenda-se aguardar o periodo de pelo menos um ano e meio apds a aplicagao
do indaziflam para o semeio de culturas sensiveis ao indaziflam como a soja e o amendoim,;

J O indaziflam possui baixa mobilidade no solo, tendo sido detectado até 20 cm
de profundidade pelo bioensaio;

J Nao foram possiveis a detec¢do e a quantificagdio do indaziflam por

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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Capitulo 2- Biorremediagdo de solos contaminados com herbicida indaziflam por meio de

micro-organismos
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RESUMO

Biorremediac¢ido de solos contaminados com herbicida indaziflam por meio de micro-

organismos

Herbicidas com efeito residual longo, como o indaziflam, possibilitam o controle de plantas
daninhas por longo periodo de tempo. Todavia, a presenga desse herbicida no solo pode causar
danos as espécies sensiveis cultivadas em sucessdo (carryover), impactar negativamente os
organismos nao alvo e elevar os riscos de lixiviagdo e contaminacdo dos solos e de aguas
superficiais e subterraneas. A degrada¢do microbiana ¢ considerada a principal via de
degradagdo de herbicidas no solo. Desse modo, a adicdo de micro-organismos com potencial
de degradacdo no solo pode ser um caminho vidvel para reducdo da persisténcia desses
herbicidas. Pretende-se com esta pesquisa avaliar a capacidade de degradacao do indaziflam
em solos, por meio da inoculagdo de isolados bacterianos. Avaliou-se cinco isolados
bacterianos (IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59) e o consoércio dos respectivos isolados, sobre a
capacidade de degradacio do indaziflam (100 g ha™! do i.a.) aplicado em solo, em 10 avaliacdes
ao longo do tempo (0; 5; 10; 20; 40, 60, 80, 150, 250 e 360 dias apds a aplicagao do herbicida)
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e pelo método de bioensaio. Nas
avaliacdes realizadas por CLAE observou-se rapida degradagdo do indaziflam até 20 dias apos
a aplicacdo com a adicao dos isolados bacterianos, com o tempo de meia-vida (ti2 — redugdo
de 50% em relagdo a concentragao inicial) do indaziflam de 13, 11, 27, 08, 19 e 11 dias para os
isolados IN4, IN43, IN50, IN54, IN59 e para o consoércio, respectivamente. Todavia, para a
amostra de solo sem a inoculagdo dos isolados bacterianos o t12 foi de 250 dias. A inoculagao
do consorcio contendo todos os isolados reduziu a concentracdo do indaziflam em 79,74% em
relagdo a concentragdo inicial. Nas avaliacdes por meio do bioensaio foi observado que o
indaziflam causou 100% de intoxicagdo das plantas de sorgo em todas as avaliacdes realizadas
(até aos 360 dias apos a aplicagdo), o que se deve provavelmente a elevada sensibilidade da
planta bioindicadora ao herbicida e, ou pela presenca de metabolitos que também possuem agao
herbicida e que ndo foram detectados pela andlise cromatografica. Conclui-se que todos os
isolados bacterianos reduziram o ti2 do indaziflam quando a avaliagdo foi realizada por CLAE.
Na avaliacdo por bioensaio, o indaziflam foi detectado até aos 360 dias independente da
inocula¢do com os isolados bacterianos.

Palavras-chave: Bioensaio; CLAE; Micro-organismos; Degradagdo; Contaminagao; Tempo

de meia-vida.
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ABSTRACT

Bioremediation of soils contaminated with indaziflam herbicide by microorganisms

Herbicides with long residual activity, such as indaziflam, enable prolonged weed control.
However, the persistence of this herbicide in the soil may cause injury to sensitive crops grown
in succession (carryover), negatively affect non-target soil organisms, and increase the risks of
leaching and contamination of soil, surface water, and groundwater. Microbial degradation is
considered the main pathway for herbicide dissipation in soils. Therefore, the introduction of
microorganisms with degradation potential into the soil may represent a viable strategy to
reduce the persistence of these herbicides. This study aims to assess the degradation capacity
of indaziflam in soils through the inoculation of bacterial isolates. Five bacterial isolates (IN4,
IN43, IN50, IN54, and IN59), along with a consortium comprising all isolates, were evaluated
for their ability to degrade indaziflam (applied at 100 g ha™ of active ingredient) in soil over
ten time points (0, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 150, 250, and 360 days after herbicide application),
using High-Performance Liquid Chromatography (HPLC) and bioassay methods. The HPLC
analyses revealed a rapid degradation of indaziflam within the first 20 days after application
when bacterial isolates were added, with the half-life (ti/2 — time required for a 50% reduction
in the initial concentration) of indaziflam being 13, 11, 27, 08, 19, and 11 days for isolates IN4,
IN43, IN50, IN54, IN59, and the bacterial consortium, respectively. In contrast, the half-life in
the non-inoculated control soil was 250 days. Inoculation with the bacterial consortium reduced
the concentration of indaziflam by 79.74% relative to the initial concentration. In the bioassay
assessments, indaziflam caused 100% injury to sorghum plants in all evaluations (up to 360
days after application). This is likely due to the high sensitivity of the bioindicator plant to the
herbicide and/or the presence of herbicidal metabolites not detected by chromatographic
analysis. In conclusion, all bacterial isolates reduced the ti/> of indaziflam as determined by
HPLC analysis. However, in the bioassay evaluations, indaziflam was detected up to 360 days

regardless of bacterial inoculation.

Keywords: Bioassay; HPLC; Microorganisms; Degradation; Contamination; Half-life.
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1. INTRODUCAO

O uso de pesticidas € pratica indispensavel na agricultura, evitando a redugdo na
produtividade das culturas e na qualidade do produto colhido. Dentre as diferentes classes de
pesticidas, destacam-se os herbicidas, os quais sdo os mais utilizados em larga escala,
especialmente em grandes culturas como soja, milho e cana-de-agucar, pois sdo eficientes no
controle de plantas daninhas, possuem baixo custo em relagdo a outros métodos de controle e
reduzem a dependéncia de mao-de-obra (RAMBORGER et al., 2017).

Alguns herbicidas, como o indaziflam (N-[(1R,2S)-2,6-dimethyl-2,3-dihydro-1H-
inden-1-yl]-6-(1-fluoroethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine), possuem efeito residual longo no
solo, com tempo de meia-vida estimado no solo (ti2) maior do que 150 dias (LEWIS et al.,
2016). O indaziflam possui baixa solubilidade em 4gua (Sw = 2,8 mg L' a 20 °C), Koc < 1.000
mL g, pKa = 3,50 a 25 °C e o log Kow em pH 4; 7 ou 9 = 2,80 (LEWIS et al., 2016). Os
herbicidas com longo periodo residual possibilitam o controle de plantas daninhas por maior
periodo, reduzindo com isso o numero de aplicagdes (PROCOPIO et al., 2009).

Todavia, apesar do indaziflam propiciar o controle de plantas daninhas por maior
periodo, a a¢do residual desse herbicida por tempo prolongado pode causar danos as culturas
sensiveis (carryover) em sistemas de rotacdo ou sucessdo, impactar negativamente 0s micro-
organismos do solo, além de elevar os riscos de contaminagao do solo e de dguas superficiais e
subterraneas (VIEIRA et al., 2007; DAN et al., 2012; LANE et al., 2012; OTTO et al., 2012;
SILVA et al., 2014). Desse modo, como forma de descontaminag¢dao de solos submetidos a
aplicacdes de herbicidas como o indaziflam o desenvolvimento de estratégias de
biorremediacao, ¢ indispensavel.

A biorremediacao € considerada processo de remediagdo que consiste no emprego de
organismos Vvivos, como micro-organismos ou plantas, em consorcio ou isolados, com o
objetivo de alterar ou decompor poluentes, transformando-os em substancias menos toxicas ou
atoxicas (SANTOS et al., 2007, RAMBORGER et al., 2017; BASTABAK et al., 2021). O
processo de biorremediagdo pode ser realizado fora do local de onde ocorreu a contaminagao
(ex-situ) ou realizado no proprio local da contaminagdo (in-situ), sendo este ultimo mais
atrativo, mais barato e com menores impactos ambientais (ANDRADE et al., 2010).

Dentre as técnicas de biorremediacdo, a remediacdo microbiana (SUN et al., 2018;
CARLES et al., 2021) ¢ promissora para descontamina¢do de herbicidas no préprio local de

contamina¢do (CARLES et al., 2021) e ¢ baseada na capacidade metabdlica microbiana de
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transformar componentes toxicos em moléculas menos nocivas ou nao nocivas (PILEGGI et
al., 2020). Dessa forma, antes que a degradacdo seja alcangada, as comunidades microbianas
devem desenvolver estratégias de sobrevivéncia contra os estresses induzidos por herbicidas
(PILEGGI et al., 2020). De acordo com Villaverde et al. (2018), os solos possuem grande
diversidade de comunidades microbianas que podem possuir propriedades degradativas de
herbicidas, onde o intermediario metabolico de uma espécie pode ser utilizado por outra para
uma degradagao eficiente.

Os isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54 ¢ IN59 cultivados em meio minimo
liquido suplementado com 1.000 pg mL™! do i.a. de indaziflam reduziram a concentragdo inicial
do herbicida em 35,91% a 48,72% apos 10 dias da inoculacdo das bactérias (FAUSTINO,
2019). Todavia, estudos sobre a biorremediacao do indaziflam por meio de micro-organismos
em solo, sdo escassos. Além do mais, a eficacia da biorremediagao pode variar dependendo das
caracteristicas fisicas e quimicas do solo, das caracteristicas do herbicida e dos fatores
ambientais. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de isolados

bacterianos na biorremedia¢ao de solos contaminados com o herbicida indaziflam.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de abril de 2022 a maio de 2023, sendo
realizado em casa de vegetacdo na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo do Vale da
Agronomia (UEPE Vale da Agronomia) e no Laboratério de Manejo Integrado de Plantas
Daninhas pertencentes ao Departamento de Agronomia; e no Laboratorio de Ecologia
Microbiana, pertencente ao Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de
Vigosa, em Vigosa-MG. Os dados climatoldgicos, como temperaturas maxima e minima

durante o periodo experimental estdo apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Temperaturas méxima e minima durante o periodo experimental. Fonte: INMET,

2023.

Os isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59 (Figura 2) obtidos por Faustino

(2019), foram avaliadas quanto a capacidade de degradag¢ao do herbicida no solo ao longo do

tempo.

Figura 2. Isolados bacteriano IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59.

Para condug@o do experimento, foram utilizados vasos pretos de plastico rigido com

capacidade de 0,43 L, que foram revestidos com saco plastico e preenchidos com solo sem
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historico de aplicagdo de herbicida, previamente corrigido com calcario, conforme analise fisica

e quimica do solo (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados das andlises quimicas e fisicas do solo.

Caracteristicas quimicas

pH P K B Fe  Mn Ca** Mg* AP HAT T SB MO P-Rem

(H20)  -==—------ (mg dm™) ( cmole dm™) (dag kg 1)---------

4,7 19 39 01 326 155 047 0,13 03 396 46 0,70 1,61 13,0

Caracteristicas fisicas

Argila Silte Areia Classe textural

%)

55 12 33 Argiloso

* Analises realizadas no Laboratério de Analises de Solo Vigosa Ltda. pH: 4gua, KCL e CaCl,- relagdo 1:2,5. P-
K: Extrator Mehlich 1. Ca-Mg e Al: Extrator: KCL — 1 mol L', H + Al — Acidez potencial — Extrator: acetato
de célcio 0,5 mol L*'; SB - Soma de bases trocaveis; T — Capacidade de troca catidnica a pH 7,0; MO — Matéria
orgénica; (P-Rem) — Fosforo Remanescente.

* Analises realizadas segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA 1997).

Os tratamentos foram arranjados em esquema fatorial 8x10. O primeiro fator foi
composto pela inoculacdo de diferentes isolados bacterianos (inoculacdo do isolado IN4,
inoculacdo do isolado IN43, inoculacdao do isolado IN50, inoculacdo do isolado IN54,
inoculacdo do isolado IN59, inoculacao do consorcio com todos os isolados, branco com
herbicida e sem bactéria e branco sem bactéria e sem herbicida). E o segundo fator foi composto
pelo tempo de biorremediacao (0; 5; 10; 20; 40, 60, 80, 150, 250 e 360 dias apos a inoculagao
das bactérias), no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigoes.

A aplicacdo do indaziflam foi realizada com pulverizador costal, com pressdo constante
mantida & CO2, acoplado de barra com duas pontas tipo leque TT110 02, espagadas de 0,5 m,
trabalhando a pressdo de 250 kPa, com volume de calda de aproximadamente 174 L ha™', na
dose de 100 g ha'! do i.a. Apds a aplicagdo do herbicida, o solo foi homogeinizado e os vasos
foram irrigados sempre que necessario a fim de manter a umidade do solo em torno de 80% da
capacidade de campo.

Um dia apds a aplicacdo do indaziflam, foi realizada a inoculacdo dos isolados
bacterianos, que teve como base o potencial de degradagdo, selecionado em estudo prévio
realizado por Faustino (2019). Os isolados bacterianos foram cultivados em meio caldo
nutriente (1,0 L 4dgua; 2,0 g Na2HPO4; 3,0 g NaCl; 3,0 g extrato de carne; 5,0 g peptona; pH
6,8) por aproximadamente 15 h a 30 °C e 150 rpm até densidade optica de 0,6. O meio foi

submetido a centrifugacao (5000 rpm, 10,0 min, 10 °C) e as células bacterianas suspendidas em
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solugdo salina (NaCl 0,85%). De cada isolado foi pipetado nos vasos 3 mL de solucdo. Para o
consorcio foi pipetado 0,6 mL de solug@o de cada isolado. Foi realizada a reinoculagdo aos 60,
120, 180 e 240 dias apo6s a instalagdo do experimento.

Aos 0; 5; 10; 20; 40, 60, 80, 150, 250 e 360 dias ap6s a inoculagdo das bactérias foram
retiradas amostras de solo para avalicdo por bioensaio e por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE).

Detecc¢do do residuo do herbicida indaziflam por meio de bioensaio

Amostras de solo de cada unidade experimental foram homogeneizadas. Posteriormente
foram semeadas dez sementes da espécie bioindicadora da presen¢a do indaziflam, Sorghum
bicolor (BRAGA, 2017), deixando-se, apos desbaste, trés plantulas por vaso.

Aos 21 dias apés a emergéncia foram avaliados os sintomas de intoxicacdo (%),
atribuindo-se notas de 0 a 100, para auséncia de sintomas na parte aérea e morte da planta,
respectivamente. A massa de matéria seca da parte aérea, das raizes e do total da planta foram
obtidas por meio de pesagem do material colhido e secado em estufa de circulagdo forcada (70

+ 2 °C) por 72 horas.

Detec¢do do residuo do herbicida indaziflam por meio de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE)

Para a quantificagdo da concentracdo do indaziflam por cromatografia, amostras
homogeneizadas de solo foram coletadas e armazenadas em freezer (-20 °C). Para extracao do
herbicida no solo, foi utilizado a técnica de extragdo sélido-liquido com particdo em baixa
temperatura (ESL-PBT), de acordo com a metodologia proposta por Romero et al. (2018), em
que 5,0 g do solo anteriormente congelado foi transferido para tubos falcon de tampa
rosqueavel com capacidade para 50,0 mL. Posteriormente, foram adicionados 14,0 mL da
mistura extratora, composta por 4,10 mL de dgua milli-Q (pH 7); 8,0 mL de acetonitrila e 1,9
mL de acetato de etila. Em seguida, os tubos contendo solo mais solugdo extratora foram
submetidos a agitacao, utilizando vortex, durante 1 minuto e, entdo, foram mantidos por 4 horas
em freezer a temperatura de aproximadamente -20°C.

Apos o periodo de repouso no freezer, foi realizada a filtragem da fracdo ndo congelada

(herbicida + solventes) para baldo volumétrico de 10,0 mL, sendo adicionados 1,00 g de
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sulfato de sodio anidro, para condicionamento (OECD, 2000). O filtrado obtido, apos atingir a
temperatura ambiente, foi transferido para baldo de fundo redondo com capacidade para 10,0
mL, para evaporacao dos solventes em evaporador rotatério, a temperatura de 50 + 1°C, por +
4 minutos. Apds a evaporagdo dos solventes, os residuos do herbicida contido no baldo foram
lavados com trés aliquotas de 0,50 mL de acetonitrila e filtrado em membrana PTFE de 0,45
um, para ser armazenado em “vials” de 1,5 mL de capacidade, para posterior analise
cromatografica.

Foi utilizado o instrumento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo
Shimadzu. O equipamento conta com detector de arranjo de fotodiodos (Shimadzu SPD-
M20A) e coluna C18 de aco inox (Shimadzu VP-ODS Shim-pack 250 mm x 4,6 mm d. i.,5 um
de tamanho de particula). Como fase movel foi utilizada acetonitrila e dgua (acidificada com
0,01% de acido fosforico) na propor¢do de 43:57 (V:V), com volume de inje¢dao de 20 pL, a
um fluxo de 1,0 mL min™ e comprimento de onda de 190 nm, a temperatura de 30 °C. A

quantificagdo foi realizada utilizando a curva de calibra¢do externa.

Validacdo do método de extracdo do herbicida no solo

O método de extragdo do indaziflam foi validado considerando os parametros de
desempenho analitico: seletividade, linearidade, limites de detec¢dao (LD) e de quantificacao
(LQ), precisdo e exatiddo, segundo os 6rgaos regulamentadores como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011) e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacao e
Qualidade Industrial INMETRO, 2011).

A seletividade do método foi validada pela comparagdo dos cromatogramas de extratos
obtidos pelo método otimizado, da matriz isenta do herbicida com o cromatograma da matriz
fortificada com o indaziflam.

A linearidade de resposta da faixa de trabalho foi avaliada pela anélise de regressao dos
dados cromatograficos em fun¢do da concentracao do herbicida no solo na faixa de 0,025 a 2,0
mg Kg!. Para isto, foram fortificadas amostras dos solos nas concentragdes de 0,025; 0,05;
0,10; 0,15; 0,25; 0,50; 1,0 € 2,0 mg kg™ de indaziflam e estas foram submetidas ao método de
extracdo. Com as areas obtidas para cada concentragdo foi construida a curva analitica para o
solo. A linearidade do método foi avaliada pelo coeficiente de determinagdo e pela analise dos

residuos.
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Os limites de detec¢ao (LD) e quantificacdo (LQ) foram obtidos segundo ANVISA,
2011. O LD representa a concentragdo minima da substancia de interesse que € possivel ser
detectada, mas nao quantificada com exatiddo. Foi determinada pela razao da estimativa do
desvio-padrdo (s) da resposta analitica gerada pelo branco, pela inclinagdo da curva analitica

(S), multiplicando esta razao por 3,3.

LD = 3,3 x s/S (Equagao 1).

O LQ representa a quantidade minima da substincia de interesse possivel de ser
quantificada com exatidao e foi determinado usando os mesmos parametros adotados para o

LD, porém a relagao desvio/inclinagado foi de 10:1.

LQ =10xs/S (Equagao 2).

A exatidao foi avaliada em ensaios de recuperagdo (%R) (ANVISA, 2011; INMETRO,
2011). As amostras de solos foram fortificadas em trés niveis de concentragao: 0,25; 0,5 ¢ 1,0

mg kg!, em triplicatas, e foram submetidas ao método de extragio (Equagio 3).

Recuperacao (%) = [(Ci1-C2)/Cs] x 100 (Equacao 3).
Onde:
Ci1: Concentracao do analito na amostra fortificada.
C2: Concentragao do analito na amostra nao fortificada.

Cs: Concentracao do analito adicionado a amostra fortificada.

A precisdo foi expressa pela precisao intermediaria (ANVISA, 2011). Foi avaliada pelo
coeficiente de variacao (CV, expresso em %) (Equagdo 4), também conhecido como desvio

padrao relativo (DPR), obtido da seguinte forma (INMETRO, 2011):
CV =DPR = DP/CMD X 100 (Equacao 4).
Onde DP ¢ o desvio padrao e CMD ¢ a concentracdo média determinada.

A precisdo intermedidria indica as variagdes dentro do laboratdrio, como diferentes

dias, diferentes analistas, ¢ equipamentos ou uma combinagao destes fatores. Foi avaliada por
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meio do estudo de repetitividade ao longo de trés dias ndo consecutivos (1°, 3° e 5° dias) em
trés niveis de concentracio (0,25; 0,5 e 1,0 mg kg'!) para um mesmo analista e os mesmos
equipamentos. O parametro adotado para avaliacdo foi o coeficiente de variagdo (CV)

referentes as areas cromatograficas obtidas nas analises.

Analises estatisticas

Os efeitos dos tempos de biorremediagdo foram avaliados por andlise de regressao e a
escolha dos modelos foi baseada na significancia dos coeficientes. No bioensaio foi utilizado a
estatistica descritiva.

O tempo de meia-vida foi calculado com base nos coeficientes de regressao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Validacao do método de extraciao do herbicida no solo

Foi possivel detectar e quantificar o indaziflam nas amostras de solo, dessa maneira foi
realizado os devidos procedimentos de validagdo do método para extragao do herbicida das
amostras, segundo a linearidade, seletividade, limite de deteccdo, limite de quantificagdo,
exatiddo e precisao.

O tempo de corrida foi de 10 minutos e o tempo de retencao do indaziflam nas condi¢des
utilizadas foi de aproximadamente oito minutos. As condi¢des cromatograficas foram seletivas
para o indaziflam, como pode ser observado na comparagdo dos cromatogramas da matriz do
solo com e sem a presenga do herbicida, onde no tempo de retengdo registrado ndo foram
observados interferentes que prejudicassem a identificacio do pico cromatografico do

indaziflam (Figura 3).
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Figura 3. Seletividade do herbicida indaziflam no solo nas condi¢des cromatograficas.

A linearidade da reposta nas faixas de trabalho foi de 0,025 a 2,00 mg kg™! com valor
do coeficiente de determinacio (r?) acima de 0,990 demostrando bom ajuste linear para o solo
analisado (Figura 4). O coeficiente de determinacdo indica o quanto a regressdo linear ¢
“eficiente” para explicar os dados, pois quanto mais proximo de 1,0, mais explica o que se
observa na realidade. Os limites de deteccio (LD) foi de 0,0098 mg Kg!' e o limite de
quantificacdo (LQ) em torno de 0,0299 mg kg!.
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Figura 4. Curva analitica no solo obtido de amostras de solo fortificados em diferentes

concentracoes.
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Para avaliar a qualidade de ajuste do modelo de regressdo foi plotado o grafico dos
residuos, onde houve distribuicdo aleatoria, demonstrando que as suposi¢des dos minimos
quadrados estdo sendo atendidas, ndo afetando a resposta, ou seja, a linearidade do método
dentro da faixa estudada estd adequada, pois os residuos se apresentaram de forma aleatoria

(Figura 5).
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Figura 5. Dispersao de residuos da regressao da resposta analitica em fungdo da concentracdo

do indaziflam no solo.

O teste de exatidao avaliou a quantidade de indaziflam recuperado, apos a fortificacao
das amostras com trés concentragdes e extracdo pelo método, sendo a porcentagem de
recuperagdo obtida entre 70,26 a 99,94%. Estes valores de porcentagem de recuperagdo estao
dentro do limite estabelecido para a validagdo do teste, com intervalos aceitaveis 70 a 120%
(Tabela 2) (ANVISA, 2011). Além do mais, os coeficientes de variacao foram inferiores a 20%
(Tabela 2).
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Tabela 2. Nivel de fortificacdo, porcentagens de recuperacdo e coeficiente de variagdo do

indaziflam apds extrag¢do no solo.

Concentracao indaziflam % Recuperacio % Coeficiente de Variacao
(mg Kg™)
0,25 85,55 15,70
0,50 70,26 1,35
1,00 99,94 5,69

A precisdo intermedidria foi realizada avaliando as porcentagens de recuperagdo do
indaziflam e o coeficiente de variagdo (% CV). Como pode-se observar as taxas de recuperagao
foram elevadas para as diferentes concentragdes em dias distintos, acima de 70% e os

coeficientes de variagdo abaixo de 20% (Tabela 3).

Tabela 3. Taxa de recuperacao (R) do indaziflam no solo e coeficientes de variagdo (CV)
obtidos na andlise da amostra de solo, fortificadas em trés niveis de concentracdo, para os

diferentes dias de analise.

Concentracao Recuperacio (%) CvV
(mg kg™) 1° dia 3° dia 5° dia (%)
0,25 74,91 85,54 83,37 6,91

0,50 70,26 70,07 71,53 1,13

1,00 99,94 101,77 91,49 5,61

3.2 Cromatografia Liquida De Alta Eficiéncia

Na avalia¢ao da capacidade de degradagdo do indaziflam pelos isolados bacterianos, por
meio do método cromatografico, a deteccdo e a quantificagdo desse herbicida foi possivel até
aos 250 dias ap6s a inoculacao das bactérias. No entanto, nas amostras de solo sem a inoculagao
dos isolados bacterianos, foram possiveis a detec¢ao e a quantificagdo do herbicida até aos 360
dias. A dose maxima recomendada para aplicacdo do indaziflam ¢ considerada baixa quando
comparada com a maioria dos herbicidas aplicados em pré-emergéncia. Esse fato, torna o

indaziflam um herbicida de dificil detecg@o pelo equipamento de cromatografia liquida de alta
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eficiéncia, principalmente quando a sua concentracdo ¢ reduzida a medida que vai sendo

dissipado no ambiente, nao sendo possivel detectar e quantificar.

Foi observado redugdo nos niveis do indaziflam na dose de 100 g ha! do i.a., nas

amostras inoculadas com os isolados IN4, IN43, IN54, IN59, IN50 e no consorcio de todos os

isolados, ou seja, ocorreu maior degradacdo do herbicida quando foi inoculado as bactérias em

relagdo a amostra sem inoculacao (Figura 6).
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Figura 6. Concentragdo do indaziflam ao longo do tempo para os isolados bacterianos IN4 (A),
IN43 (B), IN50 (C), IN54 (D), IN59 (E), consorcio dos isolados (F) e sem inoculagdo (G),

quantificado por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Os micro-organismos podem utilizar os herbicidas como fonte de nutrientes e carbono
para o crescimento no ambiente, trazendo aspectos positivos na diversidade microbiana e
transformando esses compostos, ademais, os herbicidas podem ser degradados
simultaneamente por diferentes vias metabolicas (PILEGGTI et al., 2020). Estudos realizados
por Faustino (2019) constataram que os isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59
possuem capacidade de crescimento quando na presenga do indaziflam e outras fontes de
nutrientes, mais faceis de metabolizacao, tornando possivel seu crescimento em ambientes com
fontes alternativas de carbono e consequentemente degradando o herbicida. Torres et
al. (2018) relataram aumento na respiracio do solo ap6ds o tratamento com 100 g ha' do i.a. de
indaziflam.

Ocorreu rapida degradagdo do indaziflam até aos 20 dias apos a inoculagao dos isolados
bacterianos, se estabilizando no decorrer do tempo (Figura 6). Faustino (2019) avaliando a
degradagao do herbicida indaziflam em meio minimo liquido suplementado com 1.000 pg mL"
!'do i.a., inoculado com isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54 e IN59, verificou reducdo
de 35,91% a 48,72% em relagdo a concentragdo inicial do herbicida ap6s 10 dias da inoculagao
das bactérias. A cianobactéria Microcystis novacekii também apresentou elevada tolerancia ao
atrazine com remocdo média de 27,2% apos 96 horas de inoculagdo, mineralizando e
acumulando o herbicida (CAMPOS et al., 2013).

Para ocorrer a degradacdo de herbicidas por meio de micro-organismos, o composto
precisa estar disponivel na solu¢do do solo (LEONEL et al., 2018; GONCALVES e
DELABONA, 2022). Com o passar do tempo pode ter ocorrido a sor¢ao aos coloides do solo
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ou formagdo de residuos ligados, ficando menos disponiveis para serem degradados. Quanto
maior a sor¢cdo do indaziflam, menor sera a degradagdo desse herbicida pela microbiota,
contudo, através do reequilibrio continuo entre as fases sorvida e a fase em solugdo, esses
compostos podem ficar disponiveis novamente para a degradacdo (ALONSO et al., 2015).

As estimativas dos valores de tempo de meia-vida do herbicida indaziflam foram de 13
dias para o isolado IN4, 11 dias para o isolado IN43, 27 dias para o isolado IN50, 8 dias para o
isolado IN54, 19 dias para o isolado IN59 e 11 dias para o consorcio de todos os isolados
(Tabela 4). Todavia, o tempo de meia-vida para a amostra de solo sem a inoculacdo dos
isolados bacterianos foi de 250 dias, confirmando a degradacdo do indaziflam nas amostras de

solo onde ocorreu a inoculacao das bactérias (Tabela 4).

Tabela 4. Estimativa do tempo de meia-vida no herbicida indaziflam sem inoculagdo e com a

inoculagdo dos isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54, IN59, consorcio na amostra de

solo.
Isolados bacterianos Tempo de meia-vida (dias)

IN4 13

IN43 11

IN50 27

IN54 8

IN59 19

Consorcio 11
Sem isolados 250

Desse modo, as bactérias sdo agentes de degradagdo de substancias organicas, podendo
também mineralizar esses compostos. Apesar do isolado IN54 possuir menor tempo de meia-
vida em relagdo aos demais isolados bacterianos, o consércio de todos isolados apresentou
maior estabilidade de degradagdo ao longo do ano experimental, o que reflete na porcentagem
de reducdo do indaziflam (Figura 7).

A porcentagem de reducdo do indaziflam no final do periodo experimental em relagdo
a dose inicial adicionada foi de 73,25%, 73,27%, 69,07%., 66,07%, 74,33%, 79,74% e 47,54%
para os isolados bacterianos IN4, IN43, IN50, IN54, IN59, consércio dos isolados e sem
isolados bacterianos, respectivamente. O sistema solo possui diversificadas comunidades de

micro-organismos com propriedades degradativas de compostos organicos, onde em consorcio,
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o intermedidrio metabdlico de uma bactéria pode ser utilizado por outra para uma degradagao

eficiente (VILLAVERDE et al., 2018).

100 -
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80 A 73‘25% ?3,270/0 74,330/0
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69,07 /066,07%
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47,24%

40

20 ~

% redugdo da concentragdo indaziflam

INg IN43 IN50 IN54 INS9  Consér. Sfinoc.

Figura 7. Porcentagem de reducdo do indaziflam em relag@o a concentragao inicial adicionada

para os isolados IN4, 1N43, IN50, IN54, IN59, consorcio dos isolados e sem inoculagao.

3.3 Bioensaio

Nas avalia¢des de bioensaio foi observado que o indaziflam causou morte das plantas
de sorgo (planta bioindicadora da presenca do herbicida) até aos 360 dias apds a inoculagdo das
bactérias para todos os isolados bacterianos (Figura 8), ou seja, em todas as épocas de avaliagao
ocorreu 100% de intoxica¢do das plantas de sorgo em relagdo a testemunha, ndo sendo possivel

determinar a massa da matéria seca.
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Figura 8: Bioensaio utilizando como espécie bioindicadora da presenca do indaziflam,
Sorghum bicolor, para os 10 periodos de avalicao: 0 (P1); 5 (P2); 10 (P3); 20 (P4); 40 (P5), 60
(P6), 80 (P7), 150 (P8), 250 (P9) e 360 (P10) dias apos a inoculagdo das bactérias.

O bioensaio mostrou ser mais eficiente na detec¢do do herbicida do que a cromatografia,
embora ndo possibilite a determina¢do da concentragdo do mesmo. O bioensaio ¢ uma
ferramenta muito Util na investigacdo da atividade residual de herbicidas no solo, porque ¢
capaz de detectar concentragcdes pequenas, muita das vezes ndo quantificadas por métodos
cromatograficos, mas que sio capazes de causar toxicidade nas plantas. Souza (2018) também
relatou que o bioensaio foi eficiente na detec¢do de residuos de indaziflam no solo, mesmo nao
conseguindo quantificar por CLAE. Todavia deve-se destacar que, a CLAE apresenta
importante vantagem que € quantificar a concentracao do herbicida no solo (SILVA etal., 2012;
BRAGA, 2017).

Desse modo, os tratamentos foram capazes de reduzir a concentracao do indaziflam no
solo (Figura 6), porém, os residuos remanescentes ainda causaram alta intoxicacao e redugdo
no acumulo de matéria seca da espécie bioindicadora. Além do mais, a degradagdo do herbicida
pode gerar metabdlitos ainda mais toxicos, nesse sentido, a diminui¢do na concentragdo do

herbicida no solo ndo ¢ o suficiente para confirmar a redugdo na fitoxicidade (LARA-
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MORENO et al., 2022).

O indaziflam pode sofrer transformacao ao longo do tempo por meio da acdo de agentes
quimicos e biologicos, originando metabodlitos que apresentam menor sor¢ao, maior dessor¢ao
e maior mobilidade do que a molécula original, aumentando o risco de lixivia¢do, contaminagao
ambiental e intoxicagdo de culturas. A molécula de indaziflam ¢ degradada através da oxidagdo
do radical indanil em indaziflam-triazina indanona (ITI) e indaziflam-acido carboxilico (ICA)
(ALONSO et al.,, 2015). Esses metabolitos, juntamente com o composto original, sdo
posteriormente degradados para formar fluoroetildiaminotriazina (indaziflam-triazinodiamina
ou FDAT), onde podem ser mais toxicos do que o composto indaziflam (ALONSO et al., 2015).

O aumento do tempo de biorremediagado e, ou o aumento da carga de células bacterianas
inoculadas pode ser uma possibilidade para aumentar o potencial da técnica e a eficiéncia da

biorremediacao.

4. CONCLUSAO

. Todos os isolados bacterianos avaliados reduzem o tempo de meia-vida do indaziflam
quando a avaliagdo foi realizada por CLAE;

. A inoculagdo do solo com consoércio bacteriano reduziu a concentragao do indaziflam
em 79,74% aos 250 dias apds aplicacao;

. Na avaliagdo por bioensaio, o indaziflam foi detectado até aos 360 dias independente
da inoculacdo com isolados bacterianos;

. O método do bioensaio foi mais eficiente que a CLAE na detec¢do do indaziflam no

solo.
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Capitulo 3- Eficiéncia da associagdo entre Canavalia ensiformis e o consorcio de isolados

bacterianos na biorremedia¢ao de solo contaminado com indaziflam
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RESUMO

Eficiéncia da associacio entre Canavalia ensiformis e o consércio de isolados bacterianos

na biorremediac¢ao de solo contaminado com indaziflam

A biorremediacao por meio de plantas e, ou micro-organismos ¢ uma alternativa para degradar
ou estabilizar os herbicidas com longo periodo de agdo residual no solo, como o indaziflam, de
modo a reduzir os riscos de contaminacdo ambiental ¢ intoxicacdo em culturas sucessoras. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de biorremediacao de solos contaminados com o
indaziflam por meio de micro-organismos ¢ plantas biorremediadores. Os tratamentos
avaliados foram: inoculagdo do consoércio bacteriano, cultivo de Canavalia ensiformis (C.
ensiformis), cultivo de C. ensiformis + consorcio bacteriano e testemunha sem a inoculagdo das
bactérias e sem a C. ensiformis. Em cada um desses tratamentos foram aplicados quatro doses
do indaziflam (0; 25; 50 e 100 g ha™! do i.a.) para posterior avaliacdo do residuo do herbicida
no solo em seis periodos de avaliacao (0; 15; 30; 60; 90 e 120 dias ap0s a aplicagdo (DAA)).
Em cada periodo de avaliacdo foram realizadas avaliagdes de intoxicac¢do e crescimento das
plantas de C. ensiformis e coleta das amostras de solo para avaliagdo do residuo do indaziflam
por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e bioensaio, utilizando o sorgo (Sorghum
bicolor) como planta indicadora. O indaziflam provocou sintomas severos de intoxicacao na C.
ensiformis nas primeiras avalia¢des principalmente na dose mais alta de 100 g ha! do i.a.,
contudo as plantas se recuperaram progressivamente, com redu¢do nas notas de intoxicagao,
evidenciando a tolerancia da espécie ao herbicida. A CLAE detectou e quantificou o indaziflam
quando se utilizou o consorcio bacteriano, cultivo de C. ensiformis e associagdo desses somente
no dia da aplicacdo (0 DAA) para a dose de 25 g ha™! do i.a. e até 15 DAA para as doses de 50
e 100 g ha! do i.a. No entanto, para as amostras de solo sem a inoculagdo dos isolados
bacterianos e sem as plantas de C. ensiformis o indaziflam foi detectado e quantificado até 120
DAA para todas as doses. Na avalia¢ao por meio de bioensaio, verificou-se acao do indaziflam
e, ou de seus metabolitos até 120 DAA para a dose de 100 g ha! do i.a., porém com menores
indices de intoxicagdo quando se utilizou micro-organismos e, ou plantas biorremediadores
(aproximadamente 55%) em relagdo a testemunha sem adigdo de micro-organismos e cultivo
de C. ensiformis (92,5%). Conclui-se que a C. ensiformis, o consorcio dos isolados bacterianos
e a associacdo desses ¢ viavel para a biorremediacdo de solos contaminados com o herbicida
indaziflam.

Palavras-chave: Fitorremediacao; Micro-organismos; CLAE; Bioensaio.
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ABSTRACT

Efficiency of the association between Canavalia ensiformis and a consortium of bacterial

isolates in the bioremediation of indaziflam-contaminated soil

Bioremediation through plants and/or microorganisms is a viable strategy to degrade or
stabilize herbicides with long residual activity in the soil, such as indaziflam, thereby reducing
the risk of environmental contamination and phytotoxicity in subsequent crops. This study
aimed to evaluate the bioremediation potential of soils contaminated with indaziflam using
bioremediating microorganisms and plants. The treatments evaluated were: inoculation with a
bacterial consortium, cultivation of Canavalia ensiformis (C. ensiformis), cultivation of C.
ensiformis combined with the bacterial consortium, and a control without bacterial inoculation
or C. ensiformis cultivation. Each treatment received four application rates of indaziflam (0, 25,
50, and 100 g ha™! of active ingredient) to assess herbicide residue in the soil over six evaluation
periods (0, 15, 30, 60, 90, and 120 days after application — DAA). At each evaluation time point,
assessments of phytotoxicity and growth of C. ensiformis were conducted, and soil samples
were collected to quantify indaziflam residues via High-Performance Liquid Chromatography
(HPLC) and bioassays using Sorghum bicolor as the indicator species. Indaziflam caused severe
phytotoxic symptoms in C. ensiformis during the initial evaluations, particularly at the highest
dose (100 g ha™ a.i.), although the plants progressively recovered, as evidenced by decreasing
phytotoxicity scores, indicating a degree of tolerance to the herbicide. HPLC analysis detected
and quantified indaziflam residues in treatments with the bacterial consortium, C. ensiformis,
or their combination only on the day of application (0 DAA) for the 25 g ha™ a.i. dose, and up
to 15 DAA for the 50 and 100 g ha™ a.i. doses. In contrast, in soil samples without bacterial
inoculation or plant cultivation, indaziflam residues were detected and quantified up to 120
DAA for all doses. The bioassay analysis revealed the presence of indaziflam and/or its
metabolites up to 120 DAA at the 100 g ha™ a.i. dose. However, lower phytotoxicity levels
were observed when microorganisms and/or bioremediating plants were used (approximately
55%) compared to the untreated control without microbial inoculation or C. ensiformis
cultivation (92.5%). It can be concluded that C. ensiformis, the bacterial isolate consortium,
and their combined application are effective alternatives for the bioremediation of soils

contaminated with the herbicide indaziflam.

Keywords: Phytoremediation; Microorganism; HPLC; Bioassay.
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1. INTRODUCAO

Os herbicidas com longo efeito residual, como o indaziflam, sio amplamente utilizados
na agricultura para o controle de plantas daninhas. Todavia, o uso indiscriminado desses
herbicidas pode acarretar em contaminagao do solo e de recursos hidricos, e causar intoxica¢ao
em culturas sucessoras (VIEIRA et al., 2007; DAN et al., 2012; LANE et al., 2012; OTTO et
al., 2012; SILVA et al., 2014). O indaziflam (N-[(1R,2S)-2,6-dimethyl-2,3-dihydro-1H-inden-
1-yl]-6-(1-fluoroethyl)-1,3,5-triazine-2,4-diamine) ¢ um herbicida aplicado em pré-
emergéncia, que pertence a classe quimica “fluoroalkyltriazine” e possui tempo de meia-vida
no solo (t”2) superior a 150 dias (LEWIS et al., 2016).

Desse modo, em consequéncia dos problemas agrondmicos e ambientais causados por
esses herbicidas, a biorremediagdo surge como alternativa promissora, utilizando micro-
organismos e, ou plantas para degradar ou transformar essas substancias toxicas em compostos
menos nocivos ou nao nocivos, reduzindo a persisténcia dos residuos no ambiente
(BASTABAK et al.,, 2021). A degradagdo microbiana ¢ considerada a principal via de
degradacdo de herbicidas no solo, contudo, o consércio de micro-organismos com espécies
vegetais, pode ser realizada com a finalidade de potencializar a degradacdo ou acumulacdo
desses compostos.

O uso de plantas na remediacao ¢ denominado de fitorremediacao e se baseia no emprego
de espécies vegetais com a capacidade de degradar, remover ou estabilizar os contaminantes do
solo, como os herbicidas (CUNNINGHAM et al., 1996; PIRES et al., 2003;
JEEVANANTHAM et al., 2019). As plantas podem absorver e metabolizar os herbicidas e, ou
promover o aumento da atividade microbiana degradando-os (TAVARES, 2009). A
fitorremediacdo abrange diversos processos, como fitoextracdo, fitoacumulagdo,
fitodegradacdo, fitovolatilizagdo, fitoestimulacdo, rizodegradagdo, rizovolatilizagdo e
rizoestabilizag¢ao (PROCOPIO et al.,, 2009; JEEVANANTHAM et al., 2019). No entanto,
quando se trata da remediacdo de herbicidas do solo, a fitoestimulagdo, a rizodegradacao e a
fitodegradacdo se destacam como os mecanismos mais relevantes (SANTOS et al., 2007), e sdo
influenciados pelas caracteristicas morfofisiologicas de cada espécie vegetal (PROCOPIO et
al., 2009).

Diversas espécies tém sido avaliadas para fitorremediacao de herbicidas, entre elas, a
Canavalia ensiformis (C. ensiformis) foi considerada fitorremediadora eficiente (MELO, 2015;
MADALAO et al., 2016; FAUSTINO, 2019). A C. ensiformis ¢ uma leguminosa amplamente

utilizada na adubacdo verde, devido ao seu crescimento rapido, alta producdo de biomassa ¢
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capacidade de fixagdo bioldgica de nitrogénio. Entretanto, apesar do crescente interesse da
comunidade cientifica, pouco se sabe sobre os efeitos da associagio de C.
ensiformis com isolados bacterianos visando intensificar a fitorremediacdo de solos
contaminados por indaziflam. Diante do exposto, objetivou-se nessa pesquisa avaliar o
potencial de biorremediagdo de solos contaminados com o indaziflam por consoércio bacteriano

previamente selecionado, por C. ensiformis e pela associacao desses.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de novembro de 2023 a margo de 2024, sendo
realizado em casa de vegetacdo na Unidade de Ensino, Pesquisa e Extensdo em Produgdo de
Grandes Culturas e Bioenergia (UEPE Aeroporto) (20°74'8231"S ¢ 42°84'1574"O e altitude 660
m), e no Laboratorio de Manejo Integrado de Plantas Daninhas pertencentes ao Departamento
de Agronomia; e no Laboratério de Ecologia Microbiana, pertencente ao Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Vigosa, em Vigosa-MG. Os dados climatologicos,
como temperaturas maxima e minima durante o periodo experimental estdo apresentados na

Figura 1.
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Figura 1. Temperaturas méxima e minima durante o periodo experimental. Fonte: INMET,

2024.

Cada unidade experimental foi composta por um vaso de polietileno com capacidade de

5,0 L que foram revestidos com saco plastico e preenchidos com solo sem historico de aplicagao


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/canavalia-ensiformis

90

de herbicida, previamente adubado e corrigido conforme analise quimica e fisica e exigéncia

da cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados das andlises quimicas e fisicas do solo.

Caracteristicas quimicas

A BT 1 SB MO P-Rem

+ 2 Mg
pH P K B Fe Mn Ca + Al

(5 F{0) J—— (mg dm™) ( cmolc dm™) (dag kg!)---------

6,3 30 190 0 292 40,6 3,18 067 00 198 63 434 200 229

Caracteristicas fisicas

Argila Silte Areia Classe textural

%)

49 13 38 Argiloso

* Analises realizadas no Laboratorio de Analises de Solo Vigosa Ltda. pH: 4gua, KCL e CaCl,- relagdo 1:2,5. P-
K: Extrator Mehlich 1. Ca-Mg e Al: Extrator: KCL — 1 mol L!. H + Al — Acidez potencial — Extrator: acetato
de caélcio 0,5 mol L!; SB - Soma de bases trocéaveis; T — Capacidade de troca catidnica a pH 7,0; MO — Matéria
organica; (P-Rem) — Fésforo Remanescente.

* Analises realizadas segundo a metodologia da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA 1997).

A partir da selegdo dos isolados bacterianos realizados no capitulo 2 e da planta
remediadora C. ensiformis, selecionado nos ensaios realizados por Faustino (2019), foi
conduzido o experimento em um esquema em parcelas subdivididas, tendo nas parcela um
esquema fatorial 4 x 4, sendo 4 tratamentos (inoculagdo do consorcio bacteriano isoladamente,
C. ensiformis + consorcio bacteriano, C. ensiformis sem a inoculacdo das bactérias e
testemunha sem C. ensiformis e sem consorcio bacteriano) e quatro doses do indaziflam (0; 25;
50 ¢ 100 g ha' doi.a.). E na subparcela o tempo de biorremediacio (0; 15; 30; 60; 90 e 120 dias
apos a aplicagdo), no delineamento inteiramente casualizado, com quatro repetigdes.

O solo adubado foi colocado em caixa de madeira (4,0 m de comprimento x 1,0 m de
largura x 0,15 m de profundidade) revestida com filme de polietileno e a aplicacdo do
indaziflam foi realizada com pulverizador costal, pressurizado com gas carbonico (COz2),
equipado com trés pontas de pulverizagdo tipo leque TT110 02 espagadas de 0,50 m, com
volume de calda de 170 L ha™'. Apds a aplicagdo, o solo foi homogeneizado de modo a
incorporar o herbicida antes de ser colocado nos vasos.

A semeadura da C. ensiformis, foi realizada a 5 cm de profundidade utilizando-se seis
sementes por vaso. Decorridos 15 dias da semeadura realizou-se o desbaste deixando trés
plantas em cada unidade experimental. A irrigagdo foi realizada diariamente, de modo a manter

o solo com aproximadamente 80% da capacidade de campo.
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O consorcio bacteriano foi formado por cinco isolados identificados como IN4, IN43,
IN50, IN54 e IN59, selecionados em ensaio anterior (Capitulo 2). Estes foram cultivados
separadamente em meio caldo nutriente (1,0 L dgua; 2,0 g Na2HPO4; 3,0 g NaCl; 3,0 g extrato
de carne; 5,0 g peptona; pH 6,8) por aproximadamente 10 horas a 30 °C e 150 rpm até densidade
optica de 0,6. O meio foi submetido a centrifugacdo (5000 rpm, 5 min e 4 °C) e as células
bacterianas suspendidas em solu¢do salina (NaCl 0,85%). O consorcio foi adicionado ao solo
apos o semeio da espécie vegetal e 15 dias apds o semeio, pipetando-se volumes de 37,5 mL de
solucao do consorcio dos cinco isolados.

Aos 0; 15; 30; 60; 90 e 120 dias ap6s aplicagao do indaziflam foi realizado as avaliagdes
de altura de plantas, massa de matéria seca da parte aérea, das raizes e do total da planta, area
foliar, comprimento de raizes e volume de raizes. A massa de matéria seca da planta foi obtida
por meio de pesagem do material colhido, seco em estufa de circulacdo for¢ada (70 = 2 °C) por
72 horas. Para a 4rea foliar (AF - cm?/planta) foi utilizado o medidor de 4rea foliar LI-3100 e o
volume de raizes (VR - cm?/planta) foi feito pelo método do volume de 4gua deslocado em
proveta graduada.

Apos cada colheita da espécie fitorremediadora, foram retiradas amostras de solo para
a deteccdo do residuo de indaziflam por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e

por bioensaio.

Detecc¢ao do residuo do herbicida indaziflam por meio de bioensaio

Amostras de solo de cada unidade experimental foram homogeneizadas.
Posteriormente, foram semeadas dez sementes da espécie bioindicadora da presenca do
indaziflam, Sorghum bicolor (BRAGA, 2017), deixando-se, apds o desbaste, trés plantulas por
vaso. Aos 21 dias apds a emergéncia foram avaliados os sintomas de intoxicagdo (%),
atribuindo-se notas de 0 a 100, para auséncia de sintomas na parte aérea ¢ morte da planta,
respectivamente. A massa de matéria seca da parte aérea, das raizes e do total da planta foram
obtidas por meio de pesagem do material colhido, secado em estufa de circulagdo forgada (70

+ 2 °C) por 72 horas.
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Detec¢do do residuo do herbicida indaziflam por meio de Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia (CLAE)

Para quantificacdo da concentragdo do indaziflam por cromatografia, amostras
homogeneizadas de solo foram coletadas e armazenadas em freezer (-20 °C). Para extracao do
herbicida no solo, 2,0 g do solo anteriormente congelado foi transferido para tubos falcon de
tampa rosquedvel com capacidade para 50,0 mL. Posteriormente, foram adicionados 10,0 mL
de acetonitrila e agitados em agitador vertical por 24 horas. Apds a agitacao, as amostras foram
centrifugadas a 7000 rpm durante 7 minutos e o sobrenadante filtrado em filtros com membrana
PTFE de 0,45 um, para ser armazenado em “vials” de 1,5 mL de capacidade, para posterior
analise cromatografica.

Foi utilizado o instrumento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), modelo
Shimadzu. O equipamento conta com detector de arranjo de fotodiodos (Shimadzu SPD-
M20A) e coluna C18 de aco inox (Shimadzu VP-ODS Shim-pack 250 mm x 4,6 mm d. i.,5 um
de tamanho de particula). Como fase movel foi utilizada acetonitrila e 4gua (acidificada com
0,01% de acido fosforico) na propor¢ao de 43:57 (V:V), com volume de inje¢do de 10 pL, a
um fluxo de 1,0 mL min™ e comprimento de onda de 190 nm, a temperatura de 30 °C. A

quantificagdo foi realizada utilizando a curva de calibrag¢do externa.

Validacdo do método de extracdo do herbicida no solo

O método de extracdo do indaziflam foi validado considerando os parametros de
desempenho analitico: seletividade, linearidade, limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo
(LQ), precisdo e exatiddo, segundo o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdao e
Qualidade Industrial (INMETRO, 2011).

A seletividade do método foi validada pela comparagao dos cromatogramas de extratos
obtidos pelo método otimizado, da matriz isenta do herbicida com o cromatograma da matriz
fortificada com o indaziflam. Ja a linearidade de resposta da faixa de trabalho foi avaliada pela
analise de regressdo dos dados cromatograficos em fun¢do da concentracdo do herbicida no
solo na faixa de 0,50 a 5,0 mg L.

Para isto, foram fortificadas amostras dos solos nas concentragdes de 0,50; 1,0; 2,0; 3,0;

4,0 e 5,0 mg L' de indaziflam e estas foram submetidas ao método de extragio. Com as 4reas
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obtidas para cada concentragdo foi construida a curva analitica para o solo. A linearidade do
método foi avaliada por regressao linear e pela analise dos residuos.

O limite de deteccao (LD) foi determinada pela razao da estimativa do desvio-padrao
(s) da resposta analitica gerada pelo branco, pela inclinagdo da curva analitica (S),

multiplicando esta razao por 3,3.

LD = 3,3 x s/S (Equagao 1).

E o limite de quantidicacdo (LQ) foi determinado usando os mesmos parametros

adotados para o LD (s/S), porém a relagao desvio/inclinagao foi de 10:1.

LQ =10xs/S (Equacao 2).

A exatiddo foi avaliada em ensaios de recuperacdo (%R) (INMETRO, 2011). As
amostras de solos foram fortificadas em trés niveis de concentragio: 0,50; 3,0 € 5,0 mg L, em
triplicatas, e foram submetidas ao método de extracdo. A porcentagem de recuperagdo foi
calculada a partir da equagdo 3. Para as concentragcdes que foram avaliadas a porcentagem de

recuperacgao aceitavel ¢ de 80 a 110%.

Recuperacdo (%) = [(Ci1-C2)/Cs] x 100 (Equacgao 3).
Onde:
Ci1: Concentragao do analito na amostra fortificada.
C2: Concentracao do analito na amostra nao fortificada.

Cs: Concentracdo do analito adicionado a amostra fortificada.

A precisdo foi avaliada pela precisao intermedidria e pela repetibilidade (INMETRO,
2011). Narepetilidade, as amostras de solos foram fortificadas em trés niveis de concentragao:
0,50; 3,0 e 5,0 mg L', em seis replicatas, e foram submetidas ao método de extragdo. E foi
avaliada por meio do desvio padrio relativo (Equagao 4).

CV =DPR= (DP/CMD) X 100 (Equagao 4).

Onde DP ¢ o desvio padrao e CMD ¢ a concentragdo média determinada.
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Para as concentragdes avaliadas o desvio padrio relativo aceitavel é de até 15% para o
primeiro nivel de concentracdo e de até 11% para os demais.

A precisdo intermedidria foi avaliada ao longo de trés dias ndo consecutivos (1°, 3° e 5°
dias) em trés niveis de concentragio (0,50; 3,0 e 5,0 mg L!) para um mesmo analista e 0 mesmo
equipamento. O pardmetro adotado para avaliagdo foi a andlise de variancia (ANOVA) para
verificar a semelhanca entre os ensaios. Dentro da analise de variancia foi realizado o teste F

para verificar a semelhancga entre as amostras de mesma concentragao.

Analises estatisticas

Os dados foram analisados por meio de metodologia da superficie de resposta. Os
modelos foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes de regressao, utilizando
o teste de Student “t” adotando o nivel de 1% e 5% de probabilidade, no coeficiente de
determinagdo e no comportamento do fenomeno em estudo. Foi ajustado um modelo de
superficie de resposta para cada tratamento.

As variaveis intoxicag¢do e concentracao do indaziflam no solo foram analisadas por

meio da estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cultivo de Canavalia ensifomis, potencialmente fitorremediadora em associacio com

consorcio bacteriano — Avaliacao de crescimento

Na avaliacdo da varidvel intoxicacdo das plantas de Canavalia ensiformis (C.
ensiformis), observa-se que nos tratamentos com a C. ensiformis ¢ C. ensiformis + consorcio
dos isolados bacterianos, houve reducdo dos niveis de intoxicacao ao longo do tempo, sendo
que o maior nivel de intoxicacdo foi em funcdo da maior dose do indaziflam, que ¢
correspondente a dose comercial recomendada na bula (MAPA, 2019) (Figura 2). Além do
mais, ndo foram observadas variagdes no tratamento com C. ensiformis associado ao consorcio

bacteriano em relacao ao cultivo da C. ensiformis isoladamente.
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Figura 2. Porcentagem de intoxicacdo das plantas de Canavalia ensiformis aos 15, 30, 60, 90
e 120 dias apds aplicagdo do herbicida indaziflam, para os tratamentos com a Canavalia
ensiformis (A) e Canavalia ensiformis + consorcio de isolados bacterianos (B) com os desvios-

padrao.

Aos 90 e 120 dias ap0s a aplicacao (DAA) ndo foi observado intoxicagdo das plantas na
dose de 25 g ha! do i.a., para ambos os tratamentos. Na dose de 100 g ha! do i.a., aos 15 DAA
a intoxicagdo das plantas era de 93,75% e 94,75% para os tratamentos com a C. ensiformis e C.
ensiformis + consorcio de isolados bacterianos, todavia, aos 120 DAA a intoxicacdo foi de
47,5% e 46,25%, respectivamente, ou seja, mesmo na maior dose do herbicida, ndo foi
observado a morte das plantas, indicando a tolerancia da planta de C. ensiformis ao indaziflam.
Faustino (2019) avaliando o potencial da C. ensiformis na fitorremediagdo do indaziflam,
também verificou redugdo dos indices de intoxicagdo nas plantas cultivadas ao longo do tempo
nas doses de 10, 20, 40 ¢ 80 g ha! do i.a.

A C. ensiformis destaca-se na fitorremediacdo de herbicidas devido ao seu sistema
radicular profundo, crescimento rapido, a liberacdo de exsudatos que estimulam micro-
organismos degradadores na rizosfera e a sua alta biomassa, que favorece a absorgdo e
transformagao dos contaminantes (FERRACO et al., 2017; MELO et al., 2019). Além disso,

sua tolerancia a solos contaminados e a capacidade de fixagdo biologica de nitrogénio
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melhoram as condigdes do solo, tornando-o propicio para a degradagdo de herbicidas (SANTOS
et al., 2007).
Na avaliagdo de massa de matéria seca total, altura de plantas e area foliar verifica-se
que quando se realizou o cultivo da espécie C. ensiformis isoladamente e C. ensiformis +
consorcio dos isolados bacterianos, houve decréscimo para essas variaveis com o aumento da
dose do herbicida e acréscimo com o aumento do tempo de biorremediacao, evidenciado pelos

valores negativos de f; e positivos de > das equacdes lineares e quadraticas (Figura 3, Figura
4 e Tabela 2).
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Figura 3. Massa de matéria seca total das plantas de Canavalia ensiformis (A), altura de plantas

(B), comprimento de raiz (C), volume de raiz (D) e area foliar (E) para o tratamento com a

Canavalia ensiformis isoladamente, aos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias ap6s aplicacao do herbicida
indaziflam nas doses de 0, 25, 50 € 100 g ha! do i.a.
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Figura 4. Massa de matéria seca total das plantas de Canavalia ensiformis (A), altura de plantas
(B), comprimento de raiz (C), volume de raiz (D) e area foliar (E) para o tratamento com a

Canavalia ensiformis + consorcio de isolados bacterianos, aos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias apds

aplicacio do herbicida indaziflam nas doses de 0, 25, 50 e 100 g ha™! do i.a.
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Tabela 2. Equag¢des de regressao ajustadas para as variaveis massa da matéria seca total / planta
(g), altura de planta (cm), comprimento de raiz (cm), volume de raiz (mL) e 4rea foliar (cm?)
de Canavalia ensiformis em fungcdo de doses do herbicida indaziflam e do tempo de

biorremediagdo para os respectivos tratamentos e dos coeficientes de determinacio (R?).

Tratamento Variaveis Equacoes ajustadas R?
Massa de Y=8,97285-0,144292**HE+0,231182**TE 0,9121
matéria
seca/planta

C. ensiformis  Altura Y=22,0814-0,280057**HE+0,625534**TE 0,9403

Comp. de raiz ~ Y=-0,62254-0,135581**HE+0,793409**TE-0,0044668**TE>  0,9454

Vol. de raiz ¥=-8,37481+0,192621**HE-0,00185152**HE2 + 0,9288
0,534896**TE-0,0025077**TE?
Area Y=409,536-6,10603**HE+9,91039**TE 0,8122
foliar/planta
Massa de Y=7,5222-0,138405**HE+0,240499**TE 0,9212
matéria
seca/planta
C. ensiformis  Altura Y=22,5066-0,27857**HE+0,54037**TE 0,8791
+ consorcio
bacteriano ) R
Comp. deraiz ~ Y=-0,589702-0,0288364SHE-0,00106788*HE? + 0,9461
0,73438**TE-0,0040305**TE?
Vol. De raiz ¥=-8,81289+0,221103**HE-0,00198545*HE2 + 0,8681
0,519117**TE-0,0023875**TE?
Area Y=455,33-12,5272**HE+0,06928 7*HE? +8,3787**TE 0,8533
foliar/planta

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”. * Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste “t”.

No tratamento com a C. ensiformis, a medida que aumenta a dose em 1 g ha'! do i.a. de
indaziflam, mantendo o tempo de biorremediagdo constante, diminui em 0,144292 g a massa
de matéria seca total, 0,280057 cm a altura e 6,10603 cm? a area foliar (Tabela 2). Todavia,
mantendo a dose do herbicida constante, a medida que aumenta um dia no tempo de
biorremediacao, ocorre aumento de 0,23118 g na massa de matéria seca total, 0,625534 cm na
altura e 9,91039 cm? na 4rea foliar (Tabela 2).

No tratamento com a C. ensiformis + consorcio dos isolados bacterianos, a medida que

aumenta a dose em 1 g ha™! do i.a., mantendo o tempo de biorremediacdo constante, diminui
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em 0,138405 g a massa de matéria seca total e 0,27857 cm a altura. Todavia, mantendo a dose
do herbicida constante, a medida que aumenta um dia no tempo de biorremedia¢do, ocorre
aumento de 0,240499 g na massa de matéria seca total, 0,54037 cm na altura e 8,3787 cm? na
area foliar.

Para a varidvel volume de raiz houve estimulo no crescimento com o aumento da dose
e aumento do tempo de biorremediagdo, com posterior decréscimo para ambos os tratamentos.
O indaziflam atua inibindo a biossintese de celulose, impedindo a formagdo de novas células
da parede celular e interrompendo o crescimento da planta, essa inibi¢do ocorre, possivelmente,
na fase de reticulagdo das microfibrilas de celulose (GRIFFIN, 2005; TOMPIKINS, 2010;
GUERRA et al., 2013). Além disso, o herbicida interfere na organiza¢do dos cristais de
celulose, afetando o alongamento e a divisao celular devido a estruturacao inadequada da
parede celular (GUERRA et al., 2013), onde um dos sintomas causados pelo indaziflam ¢ o
engrossamento das raizes, que explica o maior volume de raiz com o aumento da dose do

herbicida e do tempo de biorremediagao.

3.2 Validacao do método de extracao do herbicida no solo

O tempo total de corrida foi de 10 minutos, sendo que o indaziflam apresentou tempo
de retencdo de aproximadamente 7,9 minutos sob as condi¢des empregadas. A metodologia
cromatografica demonstrou ser seletiva para o indaziflam, conforme evidenciado pela analise
comparativa dos cromatogramas da matriz do solo com e sem o herbicida. Nesse intervalo de
retencdo, nao foram detectadas interferéncias que comprometessem a identificagdo do pico

cromatografico do indaziflam (Figura 5).
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Figura 5. Seletividade do herbicida indaziflam no solo nas condi¢des cromatograficas.

A linearidade foi avaliada na faixa de trabalho de 0,5 a 5,0 mg L' com valor do
coeficiente de determinagdo (r?) acima de 0,990, demostrando bom ajuste linear para o solo
analisado (Figura 6). Ou seja, a regressdo linear ¢ adequada para descrever os dados. Desta
forma, a curva analitica apresenta linearidade nas concentragdes avaliadas. O limite de deteccao

(LD) foi de 0,04 mg L! e o limite de quantificagdo (LQ) em torno de 0,11 mg L.

Curva Analitica  v=88813x+3153.7
R*=0.9969
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Figura 6. Curva analitica no solo obtido de amostras de solo fortificados em diferentes

concentragoes.

Para verificar a qualidade do ajuste do modelo de regressao, foi construido o grafico dos

residuos, no qual se observou distribuicao aleatoria. Esse resultado indica que as suposi¢des
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dos minimos quadrados foram atendidas, sem impactar a resposta. Dessa forma, a linearidade
do método dentro da faixa analisada mostrou-se adequada, uma vez que os residuos ndo

apresentaram padrdes sistematicos (Figura 7).

Grafico dos residuos
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Figura 7. Dispersao de residuos da regressao da resposta analitica em fungdo da concentracio

do indaziflam no solo.

O teste de exatidao avaliou a recuperagao do indaziflam apos a fortificagdao das amostras
em trés concentragdes, seguida da extracdo pelo método proposto. Os valores obtidos variaram
de 90% a 100%, estando dentro do limite estabelecido para a validagdo do teste, que aceita

intervalos entre 80% e 110% (Tabela 3) (INMETRO, 2011).

Tabela 3. Nivel de fortificagdo e porcentagens de recuperagdo do indaziflam apos extragdo no

solo.
Concentracio indaziflam % Recuperacio
(mg L)
0,5 90
3,0 99

5,0 100
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A repetibilidade foi avaliada por meio do desvio-padrao relativo, onde os valores
obtidos estdao dentro do limite estabelecido para a validacdo, que aceita os intervalos de até 15%

para o primeiro nivel de concentracao e de até 11% para os demais.

Tabela 4. Nivel de fortificagdo e porcentagens de desvio padrdo relativo.

Concentracio indaziflam % Desvio-padrao relativo
(mg L)
0,5 9,87
3,0 6,95
5,0 2,21

Na precisdo intermedidria o pardmetro adotado para avaliac¢ao foi a analise de variancia
(ANOVA). Verifica-se que ao analisar as diferentes concentragdes dentro do mesmo dia de
avaliacao, ocorreu diferenga estatistica. Ja analisando os diferentes dias de avaliacao dentro da
mesma concentracdo nao houve diferenga estatistica, demostrando a semelhanca entre as

amostras de mesma concentragao.

Tabela 5. Analise de variancia para a precisao intermediaria, onde a variavel A corresponde a
diferentes concentragdes analisadas no mesmo dia e a varidvel B corresponde a andlise de

diferentes dias dentro da mesma concentra¢ao

Fonte de Variagao sQ GL MQ F P
Variavel A 2,40E+11 2,00E+00 1,20E+11 2,49E+02 6,34E-05
Variavel B 1,31E+09 2,00E+00 6,55E+08 1,36E+00 3,54E-01
Residuos 1,93E+09 4,00E+00 4,81E+08

Total 2,43E+11 0,00E+00 8,00E+00 a 0,05

Conclusao variavel A

Conclusao variavel B

Ha pelo menos uma diferenca

Nao ha diferenca

3.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Na avaliagdo da capacidade de degradacao do indaziflam pelo consorcio bacteriano, por

C. ensiformis e pela associacdo desses, verificou-se que a deteccdo e a quantificagdo do

herbicida foi possivel somente no dia da aplicacdo (0 DAA) para a dose de 25 gha' doi.a. e
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até aos 15 DAA para as doses de 50 e 100 g ha'! do i.a. do indaziflam (Figura 8). No entanto,

para as amostras de solo sem a inoculagdo dos isolados bacterianos ¢ sem o plantio da C.

ensiformis foram possiveis a detec¢ao e a quantificagdo do indaziflam até 120 DAA nas doses

de 25,50 ¢ 100 g ha! do i.a. (Figura 8).

A 1,2

0,6 1

0,4 4

Concentragdo indaziflam (mg L1 )

Concentragcéo indaziflam (mg L'1)

ND ND ND ND ND
NQ NQ NQ NQ NQ
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i C
ND ND ND ND ND
NQ NQ NQ NQ NQ
15 30 60 90 120
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B 0gha'doia
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B 50 g ha' doi.a
I 100 g ha' doi.a
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Figura 8. Concentracdo do indaziflam aos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias apos aplicacdo do

herbicida nas doses de 0, 25, 50 e 100 g ha! do i.a., para os tratamentos com a Canavalia

ensiformis (A), inocula¢dao do consoércio bacteriano isoladamente (B), Canavalia ensiformis +

consorcio de isolados bacterianos (C) e sem Canavalia ensiformis, sem consércio bacteriano

(D).
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Nos tratamentos com a C. ensiformis isolado, inoculacdo do consorcio isolado e
associacdo destes ndo foi observado variacdo em relacdo a degradagdo. Todavia, esses
tratamentos promoveram redugdo nos niveis do indaziflam na dose de 25, 50 e 100 g ha™! do
1.a., ou seja, ocorreu maior degradacdo do herbicida em relagao a amostra sem inoculacdo e sem
a C. ensiformis (Figura 8).

Desse modo, os isolados bacterianos, adicionados ao solo, foram capazes de degradar a
molécula indaziflam, assim como observado no capitulo 2. As bactérias atuam como agentes
na degradacdo de substancias orgénicas, sendo capazes tanto de mineralizé-las, quanto de
acumula-las (MIELKE et al., 2023). A maioria dos micro-organismos sdo capazes de utilizar
multiplos compostos como fonte de carbono, preferencialmente direcionando o metabolismo
para substancias de facil acesso e estrutura simples, além do mais, certos compostos podem ser
degradados simultaneamente por diferentes vias metabolicas, um processo conhecido como co-
metabolismo (MARTINS, 2012).

A C. ensiformis também foi capaz de degradar ou metabolizar a molécula herbicida,
reduzindo a concentragcdo deste no solo, evidenciando o seu potencial de fitorremediacao e
consequentemente diminuindo os riscos de fitotoxidade a culturas sensiveis e de contaminagao
ambiental. As espécies vegetais podem atuar direta ou indiretamente na redugdo e/ou remogao
dos contaminantes do solo, onde os herbicidas sdo mineralizados ou degradados a compostos
intermediarios estaveis que podem ser transportados € armazenados na propria planta dentro
das células vegetais (TAVARES, 2009). As plantas de C. enmsiformis contribuem para a
remediacdo rizosférica por meio da liberagdo de exsudatos radiculares, que estimulam o
crescimento e a atividade microbiana, esse processo auxilia na degradagdo dos herbicidas,
reduzindo sua toxicidade para as plantas (VAIL et al., 2015). A espécie vegetal C. ensiformis
também foi capaz de remediar 4reas contaminadas com sulfentrazone (MADALAO etal., 2017)
e de degradar o herbicida indaziflam nas doses de 10, 20, 40 e 80 g ha™! do i.a. (FAUSTINO,
2019).

O tratamento com a associacao de espécies vegetais com o consorcio dos isolados
bacterianos também foi eficiente na remediagdo do indaziflam no solo. O consoércio de micro-
organismos com espécies vegetais pode potencializar a degradagcdo ou acumulagdo dos
herbicidas. Estudos avaliando o potencial de biorremediagdo de plantas com isolados
bacterianos, demostraram que o cultivo simultaneo entre C. ensiformis + M. pruriens associado
com o consorcio bacteriano proporcionou resultados satisfatorios na degradagdo do herbicida

indaziflam nas doses de 10, 20, 40 e 80 g ha'! do i.a. (FAUSTINO, 2019).
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3.4 Bioensaio utilizando o Sorghum bicolor como espécie bioindicadora da presenca do

herbicida indaziflam

No bioensaio foi observado que nos tratamentos com a C. ensiformis, C. ensiformis +
consorcio de isolados bacterianos, inoculagao do consorcio bacteriano isoladamente ¢ sem C.
ensiformis e sem isolados bacterianos, o indaziflam causou 100% de intoxicacdo, ou seja morte
das plantas de sorgo, quando o semeio da espécie indicadora foi realizado no solo coletado no

dia da aplicagdo (0 DAA) para as dose de 25; 50 e 100 g ha! do i.a. (Figura 9).
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Figura 9. Intoxicacao (%) das plantas de Sorghum bicolor aos 0, 15, 30, 60, 90 e 120 dias apos

aplicacdo do herbicida indaziflam nas doses de 0, 25, 50 ¢ 100 g ha! do i.a., para os tratamentos
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com a Canavalia ensiformis (A), inoculagdo do consoércio bacteriano isoladamente (B),
Canavalia ensiformis + consorcio de isolados bacterianos (C) e sem Canavalia ensiformis, sem

consorcio bacteriano (D).

Todavia para os tratamentos com a C. ensiformis, C. ensiformis + consorcio de isolados
bacterianos e consorcio bacteriano isoladamente, a intoxicacdo das plantas de sorgo foram
reduzindo consideravelmente ao longo do tempo para todas as doses aplicadas (Figura 9). Aos
15, 30, 60 e 120 DAA nio foi observado intoxicagdo das plantas de sorgo para os tratamentos
com a C. ensiformis, C. ensiformis + consorcio de isolados bacterianos e consdrcio bacteriano
isoladamente na dose de 25 g ha! do i.a. do indaziflam. Quando se aplicou a dose de 50 g ha™!
do i.a. ndo foram observados sintomas de intoxicagdo nas plantas de sorgo aos 90 e 120 DAA.
Todavia no tratamento sem a C. ensiformis e sem o consorcio bacteriano, constatou-se
intoxicacao nas plantas de sorgo até aos 120 DAA (Figura 9).

Quando o indaziflam foi aplicado na dose maxima recomendada em bula (100 g ha™ do
1.a.), observou-se para os tratamentos com C. ensiformis, consorcio bacteriano isoladamente e
C. ensiformis + consorcio de isolados bacterianos indices de 52,5%, 56,25% e 55,0 % de
intoxicacdo nas plantas de sorgo, respectivamente, aos 120 DAA. J& no tratamento sem a C.
ensiformis € sem 0 consorcio bacteriano a intoxicagdo das plantas de sorgo foi de 92,5%,
confirmando a maior degradacao do indaziflam pelos tratamentos com a C. ensiformis, C.
ensiformis + consorcio de isolados bacterianos e consorcio bacteriano isoladamente.

Na avaliagcdo de massa de matéria seca total, verifica-se que quando se realizou o cultivo
da espécie C. ensiformis, C. ensiformis + consércio dos isolados bacterianos e inoculagdo do
consorcio bacteriano isolado, houve decréscimo para essa variavel com o aumento da dose do
herbicida e acréscimo para essa varidvel com o aumento do tempo de biorremediacdo (Figura
10 e Tabela 6). Esse fato também ¢ evidenciado pelos valores negativos de f; e positivos de £z
das equacdes lineares e quadraticas, indicando potencial do consércio bacteriano e da C.

ensiformis na degrada¢do do indaziflam (Tabela 6).
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Tabela 6. Equagdes de regressao de massa de matéria seca total (g/planta) das plantas de sorgo
em fun¢do das doses de indaziflam e dos tempos de avaliagdo para os respectivos tratamentos

e os coeficientes de determinagao.

Tratamento Equacodes ajustadas R?
C. ensiformes Y=0,178866-0,001968**HE+0,0012966**TE 0,7210
Consorcio bacteriano ¥=0,193555-0,002056**HE+0,0012442**TE 0,7277
C. ensiformes + Y=0,197649-0,002213**HE+0,0012925**TE 0,7224

consorcio bacteriano

Sem C. ensiformes ¢ Y=0,266074-0,076443**HE+0,000049397**HE2+0,00052742**TE  0,9412
sem consorcio

bacteriano

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste “t”

Para os tratamentos com C. ensiformis, C. ensiformis + consércio dos isolados
bacterianos e inoculacdo do consoércio bacteriano isolado, a medida que aumenta adoseem 1 g
ha! do i.a., fixando o tempo de biorremediagdo, diminui a massa de matéria seca total em
0,0019; 0,0022 e 0,0020 g, respectivamente. Fixando a dose do herbicida, a medida que
aumenta um dia no tempo de biorremediagdo houve aumento de 0,00129; 0,00129 ¢ 0,00124 g
na massa da matéria seca para 0os mesmos tratamentos, respectivamente.

J& para o tratamento sem a C. ensiformis e sem a inoculacao dos isolados bacterianos, a
medida que aumenta um dia no tempo de biorremediacao, fixando a dose no herbicida, aumenta
a massa de matéria seca total em 0,0005 g. Porém, mantendo o tempo constante, tem
comportamento quadratico, ou seja, a medida que aumenta a dose hd uma tendéncia de diminuir
a massa de matéria seca, chegando a um ponto de minima, que ¢ representado pela dose de 78
gha'deia.

Assim como na CLAE, no bioensaio verificou-se que ocorreu maior degradagdo do
herbicida indaziflam ao longo do tempo pelos cultivos com C. ensiformis, C. ensiformis +
consorcio dos isolados bacterianos e inoculagdo do consorcio bacteriano isolado, em relagdo ao
tratamento sem a C. ensiformis ¢ sem a inoculagdo dos isolados bacterianos. Todavia, pelo
método do bioensaio foi possivel a deteccao do herbicida indaziflam por maior periodo em

relacdo a cromatografia, se mostrando mais eficiente na deteccdo de residuos do indaziflam.
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O bioensaio e a cromatografia s3o métodos complementares na detec¢do de herbicidas
(GONCALVES et al., 2021). O bioensaio utiliza organismos vivos, como plantas, para indicar
a presenca do herbicida no solo, sendo sensivel a concentragdes muito baixas, mesmo nao
quantificaveis por cromatografia (GONCALVES et al., 2021). No entanto, ndo fornece valores
de concentracdo. Ja a cromatografia permite a deteccdo e a quantificagdo do herbicida, mas
pode ndo detectar concentracdes minimas que ainda causam efeitos biologicos (TEJU et al.,
2017).

Além do mais, a degradagdo do indaziflam pode gerar metabolitos ainda mais toxicos,
que apesar de ndo terem sidos detectados pela metodologia utilizada na cromatografia podem
intoxicar as plantas no bioensaio. O indaziflam, ao se transformar por agdo quimica e biologica,
origina metabodlitos com menor sor¢ao e maior mobilidade, elevando o risco de lixiviagdo e
contamina¢do (ALONSO et al., 2015). Sua degradagdo ocorre pela oxidacao do radical indanil,
formando compostos como indaziflam-triazina indanona (ITI), indaziflam-acido carboxilico
(ICA) e fluoroetildiaminotriazina (indaziflam-triazinodiamina ou FDAT), que sdo mais toxicos
que o indaziflam (ALONSO et al., 2015).

Desse modo a biorremediagcdo de solos contaminados com indaziflam ¢ importante
técnica na descontaminacao dos solos, reduzindo a intoxicagdo de plantas cultivadas em

sucessao ou rotacdo e a contaminagdo do solo e de dguas superficiais e subterraneas.

4. CONCLUSAO

A Canavalia ensiformis, o consorcio dos isolados bacterianos e a associacao desses,
possuem capacidade para biorremediacao de solos contaminados com o indaziflam, reduzindo

a persisténcia desse herbicida no ambiente.
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CONSIDERACOES FINAIS

A acdo residual do herbicida indaziflam no solo por tempo prolongado pode causar
danos as culturas sensiveis cultivadas em sucessao e, ou rotagao a cana-de-aguicar, como a soja
e o amendoim. Desse modo, a biorremediagdo ¢ uma importante ferramenta para
descontaminac¢do de solos com residuos desse herbicida, disponibilizando a area para cultivo
das espécies sensiveis mais rapidamente. Nesse sentido, novas perspectivas foram exploradas
em relagdo a acdo residual do herbicida indaziflam nas culturas da soja e do amendoim, sua
persisténcia e mobilidade no solo. Além do mais, foram explorados o potencial de bactérias e
espécies vegetais em consorcio e, ou isolados em degradar o indaziflam em solos contaminados.

Os resultados obtidos nesse trabalho contribuem para pesquisas sobre a biorremediacao
de solos contaminados com indaziflam, proporcionado compreensao mais aprofundada da
associacao entre isolados bacterianos e espécies vegetais na degradacdo deste herbicida. A
eficacia da biorremediagdo depende das caracteristicas fisicas e quimicas do solo, das
caracteristicas do herbicida e dos fatores ambientais, devendo ser estudada de forma especifica
para cada condi¢do, devido a sua complexidade.

Por meio da biorremediagdo torna-se possivel acelerar e aprimorar o processo de
descontaminacdo, permitindo a liberacdo da area para o cultivo de espécies sensiveis ao
herbicida em um menor intervalo de tempo, além de reduzir os riscos potenciais de

contaminag¢ao do solo e de recursos hidricos.



