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IMPACTO POTENCIAL DESTA PESQUISA

A presente pesquisa fornece dados ecotoxicolégicos dos herbicidas indaziflam
e isoxaflutol sobre organismos aquaticos e edaficos ndo-alvo. Os resultados servirdo
como subsidio ao refinamento de avaliagdes de risco e apoio a tomada de decisdes
regulatérias mais assertivas. Desta forma, o trabalho alinha-se diretamente a Agenda
2030 da Organizagdo das Nagdes Unidas, promovendo avangos nos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel 3 (saude e bem-estar), 6 (dgua potavel e saneamento),
12 (consumo e producao responsaveis) e 15 (vida terrestre). As evidéncias cientificas
aqui geradas constituem, portanto, uma ferramenta estratégica para fundamentar
politicas publicas que garantam a seguranga ambiental concomitante a

sustentabilidade dos sistemas produtivos.

POTENTIAL IMPACT OF THIS RESEARCH

The present study provides ecotoxicological data on the herbicides indaziflam
and isoxaflutol to aquatic and edaphic non-target organisms. The results will support
the refinement of risk assessments and contribute to more robust regulatory decision-
making. In this way, the study aligns directly with the United Nations 2030 Agenda,
fostering advances in Sustainable Development Goals 3 (good health and well-being),
6 (clean water and sanitation), 12 (responsible consumption and production), and 15
(life on land). The scientific evidence generated herein therefore represents a strategic
tool to inform public policies that ensure environmental safety while sustaining

productive systems.
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ESTUDOS ECOTOXICOLOGICOS DE INDAZIFLAM E ISOXAFLUTOL,
ISOLADOS E EM MISTURA, PARA ORGANISMOS TERRESTRES E AQUATICOS

RESUMO - O uso intensivo de herbicidas em sistemas agricolas tropicais tem
ampliado as preocupagdes quanto aos riscos ecotoxicologicos associados a
exposicdo de organismos nao-alvo em compartimentos terrestres e aquaticos. O
objetivo geral deste estudo foi investigar os efeitos ecotoxicolégicos dos herbicidas
indaziflam e isoxaflutol, aplicados como formulagbes isoladas e mistura em
organismos terrestres e aquaticos, a fim de delimitar as implicagbes ambientais
associados ao uso desses produtos. Foram estabelecidos dois objetivos especificos:
(i) avaliar os efeitos dos herbicidas indaziflam e isoxaflutol, aplicados como
formulacdes isoladas e mistura sobre organismos edaficos n&o-alvo (Proisotoma
minuta e Enchytraeus crypticus) utilizando um solo natural (latossolo vermelho) e o
solo artificial tropical; e (ii) investigar a toxicidade aguda e crbnica dos herbicidas
indaziflam e isoxaflutol, aplicados como formulagbes isoladas para organismos
aquaticos, por meio de testes com Daphnia magna, Ceriodaphnia silvestrii, Strandesia
rondoniensis e Lemna minor, sendo os testes crénicos conduzidos exclusivamente
com C. silvestri. Os testes foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com exposicdo a multiplas concentracées dos herbicidas, em condi¢des
controladas de laboratério e seguindo protocolos ecotoxicolégicos padronizados para
cada organismo-teste. A abordagem experimental permitiu comparar respostas
ecotoxicoldgicas entre compartimentos terrestre e aquatico, considerando diferentes
niveis de organizagao biolégica e tempos de exposicao. O teste com a espécie nativa
de colémbolo, P. minuta foi conduzido por 28 dias, enquanto o teste com o
enquitreideo E. crypticus teve duragao de 21 dias, para avaliagado de sobrevivéncia e
reproducdo. No compartimento aquatico abrangeram testes agudos (48-96 h) e
cronicos, incluindo teste crénico de oito dias com o claddcero C. silvestrii, no qual
foram avaliados os parametros sobrevivéncia e reproducao, além do teste com a
macrofita L. minor, no qual foi avaliada a inibicao do crescimento, conforme protocolos
normativos especificos para cada organismo-teste. Para P. minuta, os herbicidas
isolados induziram respostas bifasicas, com estimulo populacional em baixas
concentracoes e efeitos adversos apenas em niveis mais elevados. As concentragdes
efetivas, CE1o variaram de 473,3 a 678,7 mg i.a. kg™! para o indaziflam e de 1094,9 a
1514,4 mg i.a. kg™ para o isoxaflutol. Para o isoxaflutol, a CEso foi estimada em 2048,6
e 2157,4 mg i.a. kg™, enquanto a CEso ndo pdde ser estimada para o indaziflam. Em
contraste, a mistura apresentou CE1o entre 274,9 e 314,1 mgi.a. kg™', CE20 entre 334,2
e 370,1 mg i.a. kg"' e CEso entre 466,6 e 489,9 mg i.a. kg-!, com interagdo sinérgica
em ambos os solos. Para E. crypticus, os efeitos foram dependentes do solo e do
parametro analisado, sendo observada, para a mistura, redugao reprodutiva no solo
artificial com CE1o de 456,3 mg i.a. kg™!, CE20 de 623,2 mg i.a. kg™' e CEso de 1728,2
mg i.a. kg, bem como sinergismo no solo natural. No compartimento aquatico, os
testes revelaram elevado contraste entre a resposta de produtores primarios e de
consumidores. Nos testes agudos, observou-se um gradiente consistente de
sensibilidade, com L. minor como o organismo mais sensivel, apresentando CEso de
0,18 mg i.a. L' para o indaziflam e 0,72 mg i.a. L' para o isoxaflutol. Para os
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microcrustaceos, as CEso do indaziflam variaram de 1,81 a 34,51 mgi.a. L', enquanto
para o isoxaflutol os valores foram superiores a 5 mg i.a. L-'. A mistura de indaziflam
+ isoxaflutol apresentou toxicidade intermediaria nos testes agudos, mantendo L.
minor como o organismo mais sensivel (CEso = 0,92 mg i.a. L'). Nos testes crénicos
com C. silvestrii, a reproducao foi reduzida em até 94% para o indaziflam, 75% para o
isoxaflutol e 93% para a mistura, a qual apresentou efeito sinérgico. Os resultados
evidenciam que a resposta ecotoxicoldgica dos herbicidas indaziflam e isoxaflutol
variou em fungdo do organismo-teste, do compartimento ambiental e do tempo de
exposi¢cao, demonstrando padrbes distintos de sensibilidade entre organismos
terrestres e aquaticos. Para os organismos edaficos, a mistura apresentou maior
toxicidade que os herbicidas isolados. Em contraste, no compartimento aquatico, os
herbicidas isolados apresentaram maior toxicidade nos testes agudos, enquanto a
mistura promoveu os maiores efeitos nos testes cronicos, particularmente sobre os
parametros reprodutivos. A ocorréncia consistente de interacbes sinérgicas e os
impactos expressivos sobre a reprodugao reforgam a importancia de incorporar dados
quantitativos de toxicidade cronica e de misturas reais de uso agricola em avaliagdes
de risco ambiental, especialmente em ecossistemas tropicais, nos quais a
extrapolagdo de dados de regides temperadas pode subestimar riscos ecoldgicos
relevantes.

Palavras-chave: Corpos d'agua, Ecotoxicologia, Organismo nao-alvo, Solo tropical,
Sinergismo
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ECOTOXICOLOGICAL STUDIES OF INDAZIFLAM AND ISOXAFLUTOL,
ISOLATED AND IN MIXTURE, FOR TERRESTRIAL AND AQUATIC ORGANISMS

ABSTRACT - The intensive use of herbicides in tropical agricultural systems has
increased concerns about the ecotoxicological risks associated with the exposure of
non-target organisms in terrestrial and aquatic compartments. The overall objective of
this study was to investigate the ecotoxicological effects of the herbicides indaziflam
and isoxaflutol, applied as isolated formulations and mixtures, on terrestrial and aquatic
organisms, in order to delineate the environmental implications associated with the use
of these products. Two specific objectives were established: (i) to evaluate the effects
of the herbicides indaziflam and isoxaflutol, applied as isolated formulations and
mixtures, on non-target edaphic organisms (Proisotoma minuta and Enchytraeus
crypticus) using a natural soil (red latosol) and a tropical artificial soil; (ii) to investigate
the acute and chronic toxicity of the herbicides indaziflam and isoxaflutol, applied as
isolated formulations to aquatic organisms, through tests with Daphnia magna,
Ceriodaphnia silvestrii, Strandesia rondoniensis, and Lemna minor, with chronic tests
conducted exclusively with C. silvestrii. The tests were conducted in a completely
randomized design, with exposure to multiple concentrations of the herbicides, under
controlled laboratory conditions and following standardized ecotoxicological protocols
for each test organism. The experimental approach allowed for the comparison of
ecotoxicological responses between terrestrial and aquatic compartments, considering
different levels of biological organization and exposure times. The test with the native
springtail species, P. minuta, was conducted for 28 days, while the test with the
enchytraeid beetle E. crypticus lasted 21 days, to evaluate survival and reproduction.
In the aquatic compartment, acute (48-96 h) and chronic tests were conducted,
including an eight-day chronic test with the cladoceran C. silvestrii, in which survival
and reproduction parameters were evaluated, as well as a test with the macrophyte L.
minor, in which growth inhibition was evaluated, according to specific normative
protocols for each test organism. For P. minuta, the isolated herbicides induced
biphasic responses, with population stimulation at low concentrations and adverse
effects only at higher levels. The effective concentrations, EC10, ranged from 473.3 to
678.7 mg a.i. kg for indaziflam and from 1094.9 to 1514.4 mg a.i. kg™' for isoxaflutol.
For isoxaflutol, the ECso was estimated at 2048.6 and 2157.4 mg a.i. kg™, while the
ECso could not be estimated for indaziflam. In contrast, the mixture showed EC1o
between 274.9 and 314.1 mg a.i. kg™!, EC20 between 334.2 and 370.1 mg a.i. kg' and
ECso between 466.6 and 489.9 mg a.i. kg™, with synergistic interaction in both soils.
For E. crypticus, the effects were dependent on the soil and the parameter analyzed.
For the mixture, a reduction in reproduction was observed in the artificial soil with EC1o
of 456.3 mg a.i. kg™!, EC20 of 623.2 mg a.i. kg'!, and ECso of 1728.2 mg a.i. kg™, as
well as synergism in the natural soil. In the aquatic compartment, the tests revealed a
high contrast between the response of primary producers and consumers. In the acute
tests, a consistent sensitivity gradient was observed, with L. minor as the most
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sensitive organism, presenting ECso of 0.18 mg a.i. L' for indaziflam and 0.72 mg a.i.
L-! for isoxaflutol. For microcrustaceans, the ECso values of indaziflam ranged from
1.81 to 34.51 mg a.i. L', while for isoxaflutol the values were greater than 5 mg a.i. L-
. The mixture of indaziflam and isoxaflutol showed intermediate toxicity in acute tests,
with L. minor remaining the most sensitive organism (ECso = 0.92 mg a.i. L™). In chronic
tests with C. silvestrii, reproduction was reduced by up to 94% for indaziflam, 75% for
isoxaflutol, and 93% for the mixture, which showed a synergistic effect. The results
show that the ecotoxicological response of the herbicides indaziflam and isoxaflutol
varied depending on the test organism, the environmental compartment, and the
exposure time, demonstrating distinct patterns of sensitivity between terrestrial and
aquatic organisms. For edaphic organisms, the mixture showed greater toxicity than
the herbicides alone. In contrast, in the aquatic compartment, isolated herbicides
showed greater toxicity in acute tests, while the mixture promoted the greatest effects
in chronic tests, particularly on reproductive parameters. The consistent occurrence of
synergistic interactions and the significant impacts on reproduction reinforce the
importance of incorporating quantitative data on chronic toxicity and real-world
agricultural mixtures in environmental risk assessments, especially in tropical
ecosystems, where extrapolation of data from temperate regions may underestimate
relevant ecological risks.

Keywords: Water bodies, Ecotoxicology, Non-target organism, Tropical sail,
Synergism



CAPITULO 1 — Consideragées gerais

1.1Introdugao

A agricultura moderna vai além da produgao de alimentos, contribuindo de
forma decisiva para a seguranga alimentar e para a sustentagcdo de sistemas
econdmicos em diferentes regides do mundo (OECD/FAQ, 2025). Nesse cenario, 0
Brasil ocupa posicdo de destaque no sistema agroalimentar e, em particular, no
complexo sucroenergético, com relevancia na produgdo de acgucar, etanol e
bioenergia. Entre as culturas que sustentam essa posicdo, a cana-de-agucar
(Saccharum spp.) se sobressai pela versatilidade e importancia histérica, estruturando
uma cadeia produtiva de elevada complexidade e impacto socioeconémico (CONAB,
2025; UNICA, 2025).

No entanto, a manutengao de elevados niveis de rendimento impde um desafio
agrondémico constante: a competicado com plantas daninhas, a qual pode comprometer
o desenvolvimento da cultura e a qualidade da matéria-prima (Reis et al., 2019). Para
mitigar essas perdas e assegurar a viabilidade econ6mica da cultura, o modelo
produtivo apoia-se na utilizagao intensiva de insumos agricolas, com destaque para o
controle quimico (Ma et al., 2023). Os herbicidas tornaram-se ferramentas
indispensaveis no manejo da cana-de-agucar, aplicados em larga escala para garantir
que a cultura expresse adequadamente seu potencial produtivo (Gongka et al., 2025).
Contudo, essa dependéncia quimica esta associada a externalidades ambientais
relevantes, particularmente relacionadas ao destino ambiental dessas moléculas.
Além disso, no contexto real de uso agricola, os herbicidas frequentemente alcangam
o ambiente na forma de misturas, seja pela aplicagao conjunta, seja pela sobreposi¢céo
temporal de aplicagdes ao longo do ciclo da cultura (Nkwatoh et al., 2015; Carriquiry
etal., 2024).

A aplicagdo recorrente de herbicidas, muitas vezes realizada de forma
sistematica e preventiva, contribui para a formacédo de um passivo ambiental de dificil
deteccdo imediata. Uma vez introduzidos no ambiente, esses compostos n&o
permanecem restritos a area-alvo de aplicagdo. Processos de transporte, como a

deriva, lixiviagdo e escoamento superficial, favorecem a mobilizacdo de residuos



quimicos para além das fronteiras agricolas, atingindo compartimentos ambientais
sensiveis (Parven et al., 2025). O solo, frequentemente descrito como um
compartimento de retencdo e transformagédo de contaminantes, pode atuar como
reservatorio desses compostos, resultando em alteracdes na microbiota edafica e nos
ciclos biogeoquimicos essenciais para a sustentabilidade dos sistemas produtivos
(Mendes et al., 2022).

Ainda mais preocupante € o transporte desses contaminantes em diregdo aos
ecossistemas aquaticos. Rios e lagos nas proximidades, bem como aguas
subterraneas (lengéis freaticos) no interior e no entorno das areas de cultivo de cana-
de-agcucar podem atuar como receptores finais dessas moléculas, expondo
organismos nao-alvo a riscos ecotoxicoldgicos de elevada complexidade. A presenga
de herbicidas em ambientes aquaticos compromete ndo apenas a biodiversidade,
afetando desde a produtividade primaria de espécies fotossintetizantes até a fisiologia
de peixes e anfibios, mas também a qualidade dos recursos hidricos destinados ao
abastecimento humano e animal (Maranho et al., 2022).

Diante desse panorama, torna-se necessario avaliar os impactos
ecotoxicoldgicos dos herbicidas indaziflam e isoxaflutol, tanto individualmente quanto
em mistura, especialmente em raz&o de sua crescente utilizagdo no manejo de plantas
daninhas na cultura da cana-de-acucar. O indaziflam destaca-se por sua elevada
persisténcia no solo e potencial efeito residual, enquanto o isoxaflutol apresenta
relevante mobilidade ambiental e formagdo de metabdlitos biologicamente ativos,
caracteristicas que podem ampliar o risco de exposi¢ao de organismos nao-alvo em
compartimentos terrestres e aquaticos. Além disso, embora esses herbicidas sejam
utilizados em programas de manejo de plantas daninhas, ainda existem lacunas
quanto aos seus efeitos ecotoxicologicos, especialmente em ecossistemas tropicais e
em cenarios envolvendo misturas comerciais. Nesse sentido, é fundamental direcionar
estudos para espécies representativas desses compartimentos ambientais, com
vistas a subsidiar avaliagbes de risco ambiental e aprimorar a seguranca das
recomendagdes e aplicagdes desses produtos em sistemas agricolas. Assim, o
objetivo deste estudo foi investigar os efeitos ecotoxicologicos do indaziflam e

isoxaflutol, aplicados como formulagdes comerciais isoladas e em mistura, em



organismos terrestres e aquaticos, a fim de delimitar as implicagbes ambientais
associadas ao uso desses produtos em areas tropicais.

A organizagao desta tese compreende quatro etapas: (i) consideragdes gerais
e revisao de literatura; (ii) estudo da ecotoxicidade de indaziflam e isoxaflutol (isolados
e em mistura) em organismos terrestres nao-alvo; (iii) avaliagdo do impacto
ecotoxicologico destes compostos em organismos aquaticos; e (iv) consideracdes
finais.

O capitulo um apresenta as consideragdes gerais e a revisao de literatura,
contextualizando o trabalho e discutindo os principais conceitos que fundamentam os
capitulos subsequentes. No capitulo dois, sdo avaliados os efeitos ecotoxicolégicos
do indaziflam, e do isoxaflutol, aplicados como formulagdes comerciais isoladas e em
mistura, sobre as espécies Proisotoma minuta e Enchytraeus crypticus. O Capitulo
trés contempla a avaliagao da toxicidade aguda e cronica desses herbicidas, aplicados
como formulagdes comerciais isoladas e em mistura, para organismos aquaticos
representativos de diferentes niveis troficos: Daphnia magna, Ceriodaphnia silvestrii,
Strandesia rondoniensis e Lemna minor. Por fim, o capitulo quatro apresenta as
consideragdes finais da tese em relagdo ao conteudo mostrado nos capitulos

anteriores.
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3.5 Conclusao

Este estudo demonstrou que a toxicidade dos herbicidas indaziflam e isoxaflutol
para organismos aquaticos € dependente do grupo bioldgico, do tipo de exposicéo e
da forma de aplicagdo. Nos ensaios agudos, L. minor foi a espécie mais
sensivel, enquanto o0s microcrustaceos apresentaram efeitos apenas em
concentragcbes mais
elevadas.

Em contraste, nos ensaios cronicos, C. silvestrii mostrou elevada sensibilidade
reprodutiva, evidenciando a maior relevancia de desfechos subletais. A mistura de
indaziflam + isoxaflutol intensificou os efeitos crbnicos, caracterizando interagao
sinérgica e indicando maior risco ecoldgico em cenarios de exposi¢gao combinada.

Esses resultados evidenciam a importancia de incorporar espécies tropicais,
testes crénicos e avaliagao de misturas em analises de risco ambiental, visando uma

estimativa mais realista dos impactos de herbicidas em ecossistemas aquaticos.
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