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SELECAO DE ISOLADOS MICROBIANOS PARA DEGRADACAO DE
OXYFLUORFEN NO SOLO

RESUMO

A extensdo do residual de herbicidas no solo é fator importante para o controle de plantas
daninhas em areas agricolas, uma vez que possibilita a reducdo na dindmica de emergéncia
destas espécies. Por outro lado, o longo periodo residual pode causar prejuizos em cultivos
sucessivos com espéecies sensiveis e aumentar o risco de contaminagdo ambiental. A
biodegradacdo de herbicidas por microrganismos ocorre naturalmente nos solos e a selecéo
das espécies com melhor potencial pode ser uma estratégia promissora para reduzir os efeitos
negativos do uso destes produtos com elevada persisténcia no ambiente edafico. Os objetivos
desse estudo foram: i) selecionar isolados microbianos obtidos de &rea agricolas com histérico
de aplicacdo de oxyfluorfen capazes de sobreviver em meio contendo esse herbicida; ii)
avaliar a habilidade dos isolados sobreviventes para degradacdo do oxyfluorfen in vitro; iii)
identificar possiveis marcadores bioquimicos para selecionar isolados microbianos com alta
capacidade de degradacdo do oxyfluorfen; e iv) avaliar os melhores isolados obtidos no teste
in vitro para a degradacdo do oxyfluorfen aplicado ao solo pelo processo de bioaumentacéo.
No total, 35 microrganismos do solo foram isolados de um solo com histérico de uso do
oxyfluorfen, mas apenas 20 deles foram capazes de crescer na presenca do herbicida. Dos 20
isolados, 65% foram identificados como Bacillus, Gram-positivos, com 50% formando
enddsporos. Os outros 35% foram caracterizados como Coccus e leveduras, sendo dois
Coccus Gram-positivos e cinco leveduras. A analise de correspondéncia multipla (MCA)
aplicada aos resultados bioquimicos ndo conseguiu separar claramente os isolados com alta e
baixa capacidade de degradacdo do herbicida. Os resultados mostraram que a presenca de
isolados microbianos aumentou significativamente a taxa de degradagdo do oxyfluorfen no
solo, e que a fotodegradacdo também pode ter contribuido para a réapida dissipacdo do
herbicida. Diferentes vias metabodlicas entre os grupos de microrganismos podem explicar a
diversidade funcional na degradacdo do herbicida. Os resultados permitem concluir que a
identificacdo de isolados microbianos com alta eficiéncia de degradacdo, pertencentes a
diferentes géneros, pode ser util em projetos de biorremediacéo para o herbicida oxyfluorfen.

Palavras-chave: Biodegradacdo; Herbicida; Bactérias; Contaminacao



ABSTRACT

The residual presence of herbicides in the soil is an important factor for controlling weeds in
agricultural areas for an extended period. On the other hand, the residue can cause damage to
successive crops with sensitive species and increase the risk of environmental contamination.
The biodegradation of herbicides by microorganisms occurs naturally in soils, and the
selection of species with better potential can be a promising strategy to reduce the negative
effects of using these pesticides. The objectives of this study were: i) to select microbial
isolates obtained from agricultural areas with a history of oxyfluorfen application capable of
surviving in media containing this herbicide; ii) to evaluate the ability of the surviving isolates
to degrade oxyfluorfen in vitro; iii) to identify possible biochemical markers to select
microbial isolates with high oxyfluorfen degradation capacity; iv) to evaluate the best isolates
obtained in the in vitro test for oxyfluorfen degradation when applied to the soil through
bioaugmentation. In total, 35 soil microorganisms were isolated from soil with a history of
oxyfluorfen use, but only 20 of them were able to grow in the presence of the herbicide. Out
of the 20 isolates, 65% were identified as Bacillus, Gram-positive, with 50% of them forming
endospores. The other 35% were characterized as Coccus and yeasts, with two Gram-positive
Coccus and five yeasts. Multiple correspondence analysis (MCA) applied to the biochemical
results failed to clearly separate isolates with high and low herbicide degradation capacity.
The results showed that the presence of microbial isolates significantly increased the rate of
oxyfluorfen degradation in the soil and that photodegradation may also have contributed to
the rapid dissipation of the herbicide. Different metabolic pathways among the groups of
microorganisms could explain the functional diversity in herbicide degradation. The results
lead to the conclusion that identifying microbial isolates with high degradation efficiency,
belonging to different genera, can be useful in oxyfluorfen bioremediation projects.

Keywords: Biodegradation; Herbicide; Bacterial; Contamination
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INTRODUCAO GERAL
O uso de herbicidas para o controle quimico de plantas daninhas € pratica indispensavel

para a agricultura moderna, sendo a classe de agrotdxico mais consumida no mundo
(FAOSTAT, 2022). A alta eficiéncia associada ao baixo custo e rapidez de controle tornou o
uso de herbicidas para o controle de plantas daninhas uma ferramenta fundamental na
agricultura para a manutencao da sanidade e produtividade das culturas, por outro lado, esses
pesticidas tem causado preocupacdes ambientais nos sistemas agricolas em todo o mundo
(CLAPP, 2021).

A producdo de culturas em larga escala € dependente do uso de herbicidas para o
controle de plantas daninhas, fato este que contribui para que esses compostos sejam
responsaveis por aproximadamente 60% dos pesticidas usados em todo o mundo (DAYAN,
2019). Um dos herbicidas mais eficazes e amplamente utilizado em todo mundo é o
oxyfluorfen (SANTQOS et al., 2016). No Brasil, o oxyfluorfen amplamente utilizado tendo
registro para o uso nas culturas do café, soja, algoddo, cebola, pinus, eucaliptos, citros, arroz
irrigado e cana-de-actcar (MAPA, 2023). Esse herbicida ndo possui registro para 0 uso na
maioria das culturas olericolas, mas vem sendo utilizado em pré-emergéncia das culturas.

O oxyfluorfen (2-chloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl 3-ethoxy-4-nitrophenyl ether) é um
herbicida do grupo quimico difeniléter, de acdo de contato, que possui amplo espectro de acao
de controle sendo posicionado em pré-emergéncia e pos-emergéncia das plantas daninhas
(PPDB, 2022). Esse herbicida atua inibindo a enzima protoporfirinogénio oxidase (PROTOX)
na via de biossintese do tetrapirrol antes de levar a sintese de heme e clorofila (MATRINGE
et al., 1992). A inibicdo dessa enzima resulta no acimulo de protoporfirinogénio IX, que vaza
do plastidio para o citoplasma e € rapidamente oxidado pela protoporfirina X
(MATSUMOTO et al., 1993), ocasionando a morte da planta.

O oxyfluorfen apresenta baixa solubilidade em agua (0,116 mg L™ em 20 °C) e baixa
pressdo de vapor (0,026 mPa a 25 °C), alto coeficiente de adsor¢do ao solo (log Koc = 3,46-
4,13) e alto coeficiente de particdo octanol-agua (logKow = 4,86) (PUBCHEM, 2023). Possui
classificacdo como sendo um produto pouco toxico a mamiferos e muito perigoso ao meio
ambiente. O tempo de meia-vida do oxyfluorfen é de cerca de 37-172 dias e tem uma
persisténcia considerada de média a muito alta (SONDHIA et al., 2009; EFSA, 2010). Com
base nas propriedades fisico-quimicas do herbicida, o oxyfluorfen é muito bem adsorvido pela

maioria dos solos, e a ligacdo atinge o pico em solos com alta porcentagem de matéria
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organica e argila; assim, € considerado ligeiramente movel a imdvel no solo (USEPA, 2002;
EFSA, 2010).

Por ser fortemente absorvido por coloides organicos no solo, esse herbicida pode ser
transportado com sedimentos e atingir corpos d'agua, levando a contaminacdo de solos, aguas
superficiais, subterraneas e vegetais (Ramirez-Morales et al., 2021; Calderon et al., 2016). Em
corpos d'agua, esse herbicida representa um grande problema ambiental, pois é muito toxico
para 0s organismos aquaticos (EFSA, 2010).

Em estudos com o oxyfluorfen, foi observado residuos do produto até 140 dias apos a
aplicacdo, além disso, o efeito toxico diminuiu quando foi acrescentado compostos organicos
no substrato (SOUZA et al., 1996). Outro estudo realizado por Yen et al. (2003) teve como
objetivo analisar a mobilidade e degradacdo do oxyfluorfen em diferentes solos, sob
diferentes condi¢Ges de umidade e temperatura, concluiram que o aumento da temperatura
aumenta a taxa de degradacdo. Os mesmos autores analisaram que o herbicida ndo ultrapassou
0s 9 cm de profundidade e a maior parte do herbicida foi retida nos 0-3 cm. A temperatura
teve grande importancia, apresentando quase nenhuma degradacdo do herbicida a 10°C de
temperatura de incubacdo, e apenas 23% do oxyfluorfen foi degradado a 25°C, mas cerca de
55% foi degradado em alta temperatura (40°C), em que todos os tratamentos estavam com
solos a 60% da capacidade de campo, incubados por 13 semanas.

A utilizacdo continua deste produto quimico tem gerado consequéncias ambientais
significativas, afetando a seguranca e a saude (Zhang et al., 2018, Zhang et al., 2018).
Diversos pesquisadores tém enfatizado que as aguas superficiais e subterraneas estdo sendo
contaminadas devido a dispersdo e ao escoamento do herbicida (HARRISON et al., 2019;
LUPI et al., 2019; TUDI et al., 2021). Além disso, foi observado que residuos de oxyfluorfen
podem se acumular nas plantacbes (SONDHIA, 2010). Portanto, a remoc¢do adequada dos
residuos de oxyfluorfen é uma questdo de extrema importancia para o meio ambiente.

Diante desse cenario, a biorremediacdo tem surgido como uma estratégia promissora
para mitigar os efeitos negativos da contaminacao por herbicidas, incluindo o oxyfluorfen. Os
microrganismos desempenham um papel crucial na biorremediacdo do oxyfluorfen, pois
possuem a capacidade de degradar ou transformar os componentes tdxicos do herbicida em
substancias menos prejudiciais ou até mesmo inofensivas. Esses microrganismos podem
utilizar o oxyfluorfen como fonte de carbono e energia, 0 que resulta em sua degradacgéo e

posterior remog¢do do ambiente contaminado.
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A degradacdo bioldgica do oxyfluorfen apresenta vantagens significativas em relacdo a
outros métodos de remediacdo, como a remocdo fisica ou a degradagdo quimica. A
biorremediacdo é uma abordagem mais sustentavel, pois utiliza microrganismos naturalmente
presentes no ambiente para eliminar o herbicida (PILEGGI et al., 2020). Além disso, a
biorremediagdo pode ser realizada in situ, evitando a remogdo do solo contaminado e
reduzindo custos associados (DAVIN et al., 2018). Entre as estratégias para utilizacdo de
agentes biologicos para degradacédo de pesticidas, a bioaumentacdo tem sido frequentemente
pesquisa nos ultimos anos. Essa técnica consiste na introducdo controlada de microrganismos
com alta capacidade de degradacdo do pesticida, acelerando o processo de remocdo desses
compostos do ambiente, reduzindo sua toxicidade e minimizando o risco de lixiviagdo e
escorrimento superficial capazes de contaminar lencgois freaticos, rios e mananciais (DAVIN
et al., 2018; CASTREJON-GODINEZ et al., 2021). Apesar da técnica ser promissora para
remoc¢do de pesticidas no ambiente, a selecdo dos microrganismos especificos e eficientes
para degradacdo da molécula de interesse é uma etapa crucial para avanco da técnica. Uma
vez selecionados, esses microrganismos podem ser avaliados em composic¢es consorciadas a
fim de elevar a eficiéncia na remocdo do pesticida (KHANPOUR-ALIKELAYEH et al.,
2021).

Além das bactérias, outros microrganismos, como fungos e leveduras, também tém sido
investigados quanto a sua capacidade de degradar herbicidas (NISHIMURA et al., 2002; HU
et al., 2020; CASTREJON-GODINEZ et al., 2021; CARLES et al., 2021). Esses
microrganismos podem desempenhar um papel complementar na remediacdo de areas
contaminadas pelo herbicida. Além disso, fatores como temperatura, pH, disponibilidade de
nutrientes e presenga de outras substancias no ambiente podem influenciar a eficiéncia da
degradacdo microbiana do herbicida (STARKE et al., 2019). Portanto, é importante otimizar
as condicBes ambientais para proporcionar um ambiente propicio ao crescimento e atividade
dos microrganismos degradadores.

Diversos géneros de bactérias foram identificados como tendo a capacidade de degardar
o oxyfluorfen. Estudos tém comprovado que bactérias pertencentes aos géneros
Pseudomonas, Bacillus e Rhodococcus, entre outros, possuem enzimas com a habilidade de
quebrar as moléculas do herbicida em compostos menos toxicos (MOHAMED et al., 2011).
Essas enzimas, como hidrolases e oxigenases, atuam em diferentes estagios do processo de
degradacéo, transformando o oxyfluorfen em produtos mais simples e de menor persisténcia.

O processo enzimatico de degradacdo do oxyfluorfen pode ocorrer em fases distintas,
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convertendo o herbicida em metabdlitos intermediérios e, por fim, em produtos finais ndo
nocivos. Essa degradagdo pode ocorrer tanto em condi¢cbes com presenca de oxigénio
(aerdbicas) como em condigbes sem oxigénio (anaerdbicas), dependendo da bactéria
envolvida e das condicBes do ambiente.

Em um estudo realizado por Shang et al. (2022) mostraram que a bactéria identificada
como Bacillus sp. YS-1 mostrou excelente capacidade de degradacdo de lactofen, herbicida
do mesmo grupo quimico que o oxyfluorfen. Os resultados mostraram que a cepa Bacillus sp.
YS-1 alcangou uma taxa de degradacédo de 97,6% de 50 mg/L de lactofen em 15 h. Segundo
Barroso (2020), utilizando a bactéria Bradyrhizobium 3901, o oxyfluorfen pode servir como
fonte de carbono e nitrogénio para o BR 3901 e causar a degradacao desse agrotdxico.

Compreender o potencial das bactérias na biorremediacdo do oxyfluorfen é fundamental
para desenvolver estratégias eficientes de recuperacdo de areas contaminadas e promover a
sustentabilidade ambiental. Ao explorar o uso desses microrganismos como uma alternativa
aos métodos convencionais de remediacdo, podemos avancar no sentido de minimizar 0s
impactos negativos dos herbicidas na natureza e garantir um futuro mais saudavel para nosso

ecossistema.
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SELECAO DE ISOLADOS MICROBIANOS PARA DEGRADACAO DO
OXYFLUORFEN NO SOLO

RESUMO

A agricultura brasileira é vital para a economia e seguranga alimentar, porém o uso extensivo
de herbicidas, como o oxyfluorfen, tem impactos ambientais negativos. A biodegradacéo de
herbicidas por microrganismos pode ser uma estratégia promissora para minimizar esses
efeitos. Os objetivos desse estudo foram: i) selecionar isolados microbianos obtidos de area
agricolas com histérico de aplicacdo de oxyfluorfen capazes de sobreviver em meio contendo
esse herbicida; ii) Avaliar a habilidade dos isolados sobreviventes para degradagdo do
oxyfluorfen in vitro; iii) Identificar possiveis marcadores bioquimicos para selecionar isolados
microbianos com alta capacidade de degradacdo do oxyfluorfen; iv) Avaliar os melhores
isolados obtidos no teste in vitro para a degradagdo do oxyfluorfen aplicado ao solo pelo
processo de bioaumentacdo. Foram isolados 35 microrganismos do solo, mas apenas 20 deles
foram capazes de crescer na presenca do herbicida. Esses isolados foram caracterizados
morfologicamente e bioquimicamente. Dos 20 isolados, 65% foram identificados como
Bacillus, Gram-positivos, com 50% formando enddsporos. Os outros 35% foram
caracterizados como Coccus e leveduras, sendo dois Coccus Gram-positivos e cinco
leveduras. A andlise de correspondéncia multipla (MCA) aplicada aos resultados bioquimicos
ndo conseguiu separar claramente os isolados com alta e baixa capacidade de degradacdo do
herbicida. O menor valor de beta obtido para os Isolados 14 e 4 sugerem que esses
microrganismos, quando adicionados ao solo, podem acelerar a degradacdo do oxyfluorfen
comparado aos demais isolados e ao controle. Os Isolados 14 e 4 foram capazes de degradar
40% da concentracdo inicial de oxyfluorfen aplicado ao solo em, respectivamente, 2,8 e 7,4
dias na condicdo de 100 mg kg?, e 9,8 e 13,6 dias para 200 mg kg™. Para o controle, a
degradacdo proxima a 40% da concentracdo inicial de oxyfluorfen foi alcancada apenas aos
40 dias apods a aplicacdo do herbicida. Os resultados permitem concluir que a identificacdo de
isolados microbianos com alta eficiéncia de degradacdo, pertencentes a diferentes géneros,
pode ser util em projetos de biorremediacdo para o herbicida oxyfluorfen. Entretanto, a
capacidade de degradacdo ndo pbde ser atribuida a testes bioquimicos especificos.

Palavras-chave: Biodegradacdo; Herbicida; Bactérias; Contaminacao
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ABSTRACT

Brazilian agriculture is crucial to the economy and food security; however, the extensive use
of herbicides, such as oxyfluorfen, has negative environmental impacts. The biodegradation
of herbicides by microorganisms can be a promising strategy to mitigate these effects. The
objectives of this study were as follows: i) to select microbial isolates obtained from
agricultural areas with a history of oxyfluorfen application capable of surviving in media
containing this herbicide; ii) to evaluate the ability of the surviving isolates to degrade
oxyfluorfen in vitro; iii) to identify possible biochemical markers to select microbial isolates
with a high capacity for oxyfluorfen degradation; iv) to evaluate the best isolates obtained in
the in vitro test for oxyfluorfen degradation when applied to the soil through bioaugmentation.
A total of 35 soil microorganisms were isolated, but only 20 of them were able to grow in the
presence of the herbicide. These isolates were morphologically and biochemically
characterized. Out of the 20 isolates, 65% were identified as Bacillus, Gram-positive, with
50% of them forming endospores. The remaining 35% were characterized as Coccus and
yeasts, including two Gram-positive Coccus and five yeasts. Multiple correspondence
analysis (MCA) applied to the biochemical results failed to clearly separate isolates with high
and low herbicide degradation capacity. The lower beta value obtained for Isolate 14 and
Isolate 4 suggests that these microorganisms, when added to the soil, can accelerate the
degradation of oxyfluorfen compared to the other isolates and the control. Isolate 14 and
Isolate 4 were capable of degrading 40% of the initial concentration of oxyfluorfen applied to
the soil in 2.8 and 7.4 days, respectively, under the condition of 100 mg kg, and 9.8 and 13.6
days for 200 mg kg?. In contrast, for the control, degradation close to 40% of the initial
concentration of oxyfluorfen was achieved only after 40 days following the herbicide
application. The results lead to the conclusion that the identification of microbial isolates with
high degradation efficiency, belonging to different genera, can be useful in oxyfluorfen
bioremediation projects. However, the degradation capacity could not be attributed to specific
biochemical tests.

Keywords: Biodegradation; Herbicide; Bacterial; Contamination
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1. INTRODUCAO
A agricultura brasileira desempenha um papel fundamental na economia do pais e na

seguranca alimentar, sendo um dos setores mais importantes para o desenvolvimento
socioeconémico. O Brasil € reconhecido como um dos maiores produtores e exportadores de
commodities agricolas, como gréos (soja e milho), algoddo, café, citrus, entre outros (FAO,
2022). Esse crescimento das lavouras brasileiras exige a utilizagdo de grandes quantidades de
pesticidas, principalmente os herbicidas. Por esse motivo, os herbicidas sdo os principais
pesticidas consumidos no Brasil somando mais de 300 mil toneladas por ano (EMBRAPA,
2021)

O uso de herbicidas na agricultura brasileira € uma pratica comum e essencial para o
manejo eficiente de plantas daninhas, as quais competem com as culturas agricolas por
recursos, como nutrientes, agua, espaco e luz solar. Os herbicidas desempenham um papel
crucial no controle dessas plantas indesejadas, permitindo o estabelecimento e o
desenvolvimento adequado das culturas. No entanto, a persisténcia dos herbicidas no
ambiente causa impactos negativos na biodiversidade e na qualidade dos recursos hidricos e
do solo (SHARMA et al., 2019; TUDI et al., 2021).

Um dos herbicidas amplamente utilizados no Brasil é o oxyfluorfen. O oxyfluorfen (2-
chloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl 3-ethoxy-4-nitrophenyl ether) ¢ um herbicida do grupo dos
difeniléteres, usado em aplicacdes em pré e pds emergéncia da cultura, apresenta atividade de
contato e residual, atua inibindo a sintese de clorofila e compostos do heme nas células das
plantas daninhas (PRITCHARD et al.,, 1980; PPDB, 2022). Esse herbicida é eficaz no
controle de uma ampla gama de plantas daninhas, incluindo espécies de folhas largas e
algumas gramineas. A utilizacdo do herbicida oxyfluorfen é particularmente importante na
agricultura brasileira em culturas como algodao, citros, cana-de-agucar, florestais, olericolas e
frutiferas (MAPA, 2023). No entanto, o oxyfluorfen dissolvido ou adsorvido no solo pode ser
transportado de areas agricolas para ecossistemas aquaticos por meio do escoamento
superficial de d&gua (SONDHIA, 2009; CALDERON et al., 2016; TOPAZ et al., 2018). Os
efeitos deste herbicida sdo conhecidos em algas, plantas e peixes (PEIXOTO et al., 2006;
IBRAHIM et al., 2019).

Diante do impacto ocasionado pelo uso frequente do herbicida oxyfluorfen, estratégias
devem ser adotadas para minimizar os efeitos poluentes no ambiente. A biodegradacdo de
herbicidas tem se mostrado uma importante estratégia para mitigar os impactos ambientais
causados por esses compostos (SINGH & SINGH, 2016). A biodegradacdo refere-se ao

processo em que organismos vivos, como bactérias e fungos, metabolizam e transformam os
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herbicidas em produtos menos téxicos ou até mesmo em compostos inofensivos (ABATENH
et al., 2017). A compreensdo dos mecanismos e da eficiéncia da biodegradacdo de herbicidas
é fundamental para o desenvolvimento de estratégias sustentaveis de manejo e controle de
plantas daninhas. Além disso, a identificacdo e o estudo de microrganismos capazes de
degradar esses compostos possibilitam a utilizacdo de biotecnologias para promover a
remediacao de solos e aguas contaminadas por residuos de herbicidas.

A biodegradacdo do oxyfluorfen tem sido objeto de estudo de diversas pesquisas
cientificas, que buscam compreender 0s mecanismos envolvidos na degradacdo desse
composto e identificar microrganismos capazes de degrada-lo de forma eficiente. Estudos
mostram que a biodegradagdo do oxyfluorfen no solo foi atribuida a 10 espécies microbianas
diferentes (Bacillus spp., Pseudomonas sp., Arthrobacter spp., Aspergillus sp.,
Micobacterium sp. e Streptomyces sp.), mas especies de Bacillus tém a capacidade de
degradar 80-95,6% em 21 dias e sua atividade aumentou em solo fertilizado com NPK
(MOHAMED et al., 2011).

Em um estudo realizado por Zhao, mostrou que a bactéria identificada como
Chryseobacterium aquifrigidense foi capaz de degradar e utilizar o oxyfluorfen como Unica
fonte de carbono. Além disso, outros microrganismos, como fungos e leveduras, também tém
sido investigados como potenciais degradadores de herbicidas (NISHIMURA et al., 2002;
MAQBOOL et al., 2016). Assim, levantamos a hipdtese que isolados microbianos obtidos a
partir de solos expostos a frequentes aplicacdo de oxyfluorfen podem ser usados para
degradacdo acelerada desse herbicida pelo processo de bioaumentacdo. Os objetivos desse
estudo foram: i) selecionar isolados microbianos obtidos de area agricolas com histérico de
aplicacdo de oxyfluorfen capazes de sobreviver em meio contendo esse herbicida; ii) Avaliar
a habilidade dos isolados sobreviventes para degradacdo do oxyfluorfen in vitro; iii)
Identificar possiveis marcadores bioquimicos para selecionar isolados microbianos com alta
capacidade de degradacao do oxyfluorfen; iv) Avaliar os melhores isolados obtidos no teste in
vitro para a degradacéo do oxyfluorfen aplicado ao solo pelo processo de bioaumentacao.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta de solo

O experimento foi conduzido no laboratério de Microbiologia e Fitopatologia e no
laboratério de Manejo de Plantas Daninhas na Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), na cidade de Mossord, RN. Os isolados microbianos foram obtidos a partir de
uma amostra composta de solo, coletada em uma area produtora de olericola da regido com
historico de utilizacédo recorrente do oxyfluorfen (latitude 4°87°24,98" Sul; longitude 37° 38'
16,29" Oeste). Foram coletadas dez amostras simples de uma profundidade de 0 — 10 cm, em
seguida, as mesmas foram homogeneizadas e retirou-se uma amostra composta, na qual foram

realizadas as analises.

2.2 Isolamento dos microrganismos do solo e sele¢cdo de microrganismos tolerantes ao
Oxyfluorfen

Inicialmente foi pesado 1 g da amostra de solo, que foi adicionado em tubo de ensaio
contendo 9 mL de agua destilada e esterilizada, homogeneizado em agitador tipo vortex, e do
sobrenadante transferiu-se 1 mL para um novo tubo realizando-se uma diluicdo seriada
(TORTORA; FUNKE; CASE, 2017). Logo ap0s os tubos ficaram por 12 min em banho maria
em uma temperatura de + 80 °C, foram transferidos uma aliquota de 100 pL para placas de
Petri contendo meio Nutriente Agar (NA) solido, e espalhados com alca de Drigalski. As
placas foram mantidas em estufa incubadora do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand), a
30 + 2 °C, por 48 horas.

Ap0s o crescimento das coldnias bacterianas, as mesmas foram repicadas para as placas
de Petri com NA suplementado com 200 ppm de oxyfluorfen comercial (Goal BR®)
(BILLET et al., 2021), as placas foram mantidas em estufa incubadora do tipo BOD, a 30 + 2
°C, por 48 horas. Os isolados que apresentaram crescimento foram repicados para isolamento
de culturas puras através da técnica de esgotamento de indculo em superficie em meio NA e

preservados pelo método de Castellani.

2.3 Caracterizagdo morfologica e bioquimica dos microrganismos tolerantes ao
Oxyfluorfen

Os isolados microbianos foram caracterizados morfologicamente e bioquimicamente, a

fim de identificar de forma presuntiva o género. Os testes e provas bioquimicas utilizadas
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nesse processo foram: morfologia das colénias, coloracdo pelo método de Gram, producgéo de
endosporos, motilidade, teste da catalase, via metabdlica da glicose O/F, fermentagdo da
lactose, teste do VM, teste de VP, utilizacdo do citrato como fonte Unica de carbono,
descarboxilacdo da arginina, descarboxilacdo da ornitina, descarboxilacdo da lisina,
desaminacdo da fenilalanina, hidrdlise da gelatina, reducdo do nitrato, producdo de indol,
producdo de sulfeto de hidrogénio, producdo de pioverdina e producdo de piocianina
(BENSON, 2002; PROCORP et al., 2018).

As bactérias foram cultivadas, inicialmente, em meio NA, e mantidas em BOD a 30 %
2°C, por 24 horas, de onde foram repicadas para os respectivos meios de cada teste. Para
avaliacdo morfologica, as colbnias isoladas foram observadas em microscopio estereoscopico
(Carl Zeiss do Brasil) e avaliadas de acordo com suas caracteristicas (tipo, coloracao,
elevacdo e borda) (BENSON, 2002).

2.4 Reagentes

Os ensaios de degradacdo foram conduzidos usando o produto comercial Goal BR®
(Dow AgroSciences), reagentes de grau analitico e HPLC (cromatografia liquida de alta
eficiéncia). O padrdo de oxyfluorfen (CisH11CIFsNO4, 98%) e o acido formico (HCOOH,
50% em é&gua) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Brasil Ltda (Cotia, SP, Brasil). A
acetonitrila (CH3CN, 99,9%) adquirida da J. T. Baker® e a agua ultrapura foi produzida por
um equipamento de ultra purificacdo da Gehaka. Uma solucdo estoque de oxyfluorfen (2000
mg L) foi preparada em acetonitrila e armazenada em frasco ambar a -18 °C, sendo utilizada

na preparacdo das solucdes de trabalho por diluigdes sucessivas.

2.5 Capacidade de degradacéo do oxyfluorfen comercial in vitro

As col6nias de bactérias isoladas e identificadas anteriormente foram testadas quanto a
capacidade de degradacéo do oxyfluorfen na formulacio comercial Goal BR®. O experimento
foi montado em delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos foram compostos
pelos isolados selecionados na etapa descrita pela seccdo 2.2. Vinte isolados foram
selecionados, totalizando 20 tratamentos e um controle sem a presenca de isolados, com trés
repeticdes.

Frascos com 100 mL de meio minimo liquido, suplementado com 130 mg L* i.a. da
formulagdo comercial Goal BR®, foram inoculados com 0,1 mL de indculo e incubados a
30°C, por 24h, 48h, 96h, 144h e 192h. ApoOs o periodo de incubacgéo, aliquotas de 10 mL
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foram coletadas, em triplicata, acondicionadas em tubos Falcon. Para a extracdo do herbicida
das amostras, foi adicionado ao tudo 10 mL de acetonitrila, 100 puL de &cido acético e 1 mL
de agua destilada. Os tubos Falcon foram submetidos a agitacdo orbital (12 rpm) durante 15
min e 15 min em ultrassonicacdo. Logo apos foi adicionado 1 g de NaCl e 2 g de MgSOQa, e 0s
tubos passaram por agitacdo em vortex até homogeneizacdo, e entdo submetidos a
centrifugacdo. Posteriormente as amostras foram filtradas em membrana de 0,22 pm e

armazenadas em vials de 1,5 mL.

2.6 Capacidade de degradacéo do oxyfluorfen comercial no solo

Apos a selecdo dos isolados mais eficientes, eles foram testados quanto a capacidade de
degradacio do oxyfluorfen na formulagdo comercial Goal BR® aplicados ao solo. O
experimento foi montado em delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticdes,
onde os isolados foram avaliados quanto a taxa de degradacdo e o tempo de degradacdo em
relacdo as duas concentracdes do herbicida. Foram utilizados cinco isolados, um mix
contendo todos isolados e o controle sem a presenca de isolados microbianos (ISO 04; ISO
14; 1SO 26; 1SO 28; ISO 31; 5 ISOs). Duas concentracdes do herbicida foram aplicadas
inicialmente no solo, 100 e 200 g i.a. kg?. A degradacdo do oxyfluorfen foi avaliada em
diferentes periodos ap0s a aplicacdo do herbicida: 3, 5, 10, 15, 20, 30 e 40 dias,. Os isolados
foram cultivados em caldo nutriente (450 mL &gua; 5,0 g NaCl; 1,5 g extrato de carne; 1,5 g
extrato de levedura; 5,0 g peptona) por 48 horas até a densidade 6ptica (DO) de 600 nm.

Vasos com a capacidade de 0,5 dm® foram revestidos com saco plastico e preenchidos
com 300 g de solo autoclavado. Posteriormente, realizou-se a aplicacdo do oxyfluorfen, em
todos vasos, utilizando pipeta eletrénica, correspondendo a um volume de calda de 20 mL,
nas respectivas doses de 100 e 200 g kg™*. Apds 8 h foi adicionado em cada vaso contendo o
solo uma aliquota de 9 mL dos isolados. O solo era irrigado conforme a necessidade.

As amostras de solo foram coletadas correspondendo respectivamente ao tempo de
degradacéo (3 dias, 5 dias, 10 dias, 15 dias, 20 dias, 30 dias e 40 dias). Para quantificacdo do
herbicida nas amostras do solo, foi pesado 5 g de solo, previamente homogeneizados, em
tubos Falcons e foi adicionado uma mistura extratora, composta de 10 mL de acetonitrila e 2
mL de &gua destilada. Os tubos Falcon foram submetidos & agitacéo orbital (12 rpm) durante
15 min e 15 min em ultrassonicacao. Logo apds foi adicionado 1 g de NaCl e 2 g de MgSOs, e

0s tubos passaram por agitacdo em vortex até homogeneizacdo, e entdo submetidos a
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centrifugagdo. Posteriormente as amostras foram filtradas em membrana de 0,22 pum e

armazenadas em vials de 1,5 mL.

2.7 Condicdes cromatogréficas

O oxyfluorxen foi quantificado por um cromatdgrafo liquido de ultra performance
(UHPLC) da Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo. O UHPLC esta equipado com uma coluna
Restek (Pinnacle DB AQ C18 tamanho 50 x 2,1 mm, com particulas de 1,9 um), duas bombas
LC - 30AD, um desgaseificador DGU - 20A5R, um amostrador automatico Sil - 30AC, um
forna de coluna CTO — 30AC, um detector DAD (Nexera modelo X2 SPD-M30A) e um
controlador CBM —20A. As condi¢bes cromatograficas otimizadas para obter a melhor
resolugdo durante a andlise foram fase mdvel com eluicéo isocratica, contendo 70% da fase
movel B (Acetonitrila) e 30% da fase movel A (&gua ultrapura com 0,1% de é&cido férmico)
com fluxo de 0,20 mL min™. O volume de injecdo foi de 5 pL, comprimento de onda maximo
de 234 nm e as temperaturas do amostrador e do forno da coluna de 15 e 40 °C,
respectivamente.

A identificacdo do oxyfluorfen foi feita comparando o tempo de retencdo do herbicida,
investigando as varreduras tridimensionais dos arranjos de diodos (variando o de
comprimento de onda de 190 a 700 nm) para os maximos de comprimento de onda. A
linearidade foi avaliada a partir de dez niveis de calibragdo com concentra¢bes variando de
0,5 a 150 mg L™ do oxyfluorfen, preparados por dilui¢es sucessivas da solucéo estoque.

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados baseados
nos parametros da curva de calibracdo, sendo o LD e LQ 3 e 10 vezes, respectivamente, o
valor da relagdo do desvio padréo do coeficiente linear da regressdo com o coeficiente angular
da curva analitica. A repetibilidade do método trabalhado foi demonstrada por meio do desvio
padrdo relativo (RSD), calculado para seis medi¢Ges consecutivas em trés niveis de

concentracio (1,50 e 150 mg L) de solugBes contendo o padréo de oxyfluorfen.

2.8 Analise estatistica

Os dados obtidos para analise de degradacdo in vitro foram submetidos a analise de
normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e a analise de
homogeneidade da variancia pelo teste de Levene (LEVENE, 1960) a 5% de probabilidade.
Os dados de degradacdo do oxyfluorfen no solo nos diferentes tratamentos foram ajustados
considerando trés modelos de cinética de degradacdo: o modelo de pseudo-primeira ordem, o
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modelo de pseudo-segunda ordem e o modelo Weibull. Atendendo as pressuposic¢oes, 0
modelo de pseudo-primeira ordem foi ajustado aos dados de degradacdo. A constante da taxa
de degradacdo (k) do modelo de pseudo-primeira ordem foi comparado pelo intervalo de
confianca obtido para cada modelo de cada isolado calculados pela Equacéo (1). A meia-vida
do herbicida foi estimada pela equacdo inversa do modelo, conforme mostrado na Equacgéo
(2). A porcentagem de degradacdo maxima ap6s 196 horas para cada isolado também foi
calculada comparado ao tratamento controle (sem isolados). O tempo de meia-vida e a
porcentagem maxima de degradacdo apds 192 horas obtidos para cada repeticdo foram
submetidas a ANOVA pelo teste F (p-valor<0,05). Quando significativo, as médias foram
comparadas pelo teste Scott-Knott (p-valor<0,05). Os resultados do teste bioquimico obtido
para cada isolado foram analisados pela Analise de Correspondéncia Multipla para verificar a

existéncia de correlagcOes entre esses testes e a capacidade de degradacéo dos isolados.

Equacdo 1: C, = Cp x e~ **¢

Onde Ct representa a concentracdo no tempo t, CO representa a concentracdo inicial do
herbicida, K representa a constante de taxa de declinio 1/horas e t o tempo.

1

t
=In(2)/k
Equacao 2: (2) n(@/

Onde, t (1/2) representa o tempo de meia-vida do herbicida e k representa a constante de taxa
de declinio 1/horas.

Os dados obtidos para o ensaio em solo foram submetidos a analise de normalidade pelo
teste de Shapiro-Wilk (SHAPIRO; WILK, 1965) e a analise de homogeneidade da variancia
pelo teste de Levene (LEVENE, 1960) a 5% de probabilidade. Atendendo as pressuposicdes,
0 modelo de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Weibull foram ajustados aos
dados. Os modelos foram comparados quanto ao seu ajuste aos dados, considerando os
parametros de Raiz Quadrada do Erro Médio (sigla em inglés RMSE) e pelo coeficiente de
determinacdo (R?). O modelo de melhor ajuste para os dados foi usado para comparar as
diferengas entre os isolados, bem como o tratamento controle. Além disso, uma analise para
modelos aninhados considerando o modelo completo (variacdo para todos os parametros do
modelo para cada tratamento) e modelos reduzido (parametros fixos do modelo para todos

tratamentos) foi realizada através da razdo de variancia ou teste F, realizado utilizando a
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Equacdo (1) (Lindquist et al., 1996). Este procedimento estatistico avalia a diferenca das
somas dos quadrados dos residuos (RSS) de modelos aninhados. O teste F é calculado da

seguinte forma (Equacao 3):

EqanéO 3:F= (RSSReduzido - RSSCCompleto) / (df Reduzido - O.F. Completo) / (RSSCompIeto /d.f.
Completo) (1)

onde RSSreduzido € RSScompleto representam as somas dos quadrados dos residuos minimizados
dos parametros estimados para 0 modelo completo (passo 1) e o0 modelo reduzido (passo 2, 3
ou 4; passos 1 a 4 sdo descritos a seguir), respectivamente; d.f.reduzido € d.f.completo representam
o0s graus de liberdade dos modelos completo e reduzido, respectivamente. Em termos préaticos,
qguando o valor de P do teste F é maior que 0.05, ndo rejeitamos a hipotese nula e um modelo
reduzido deve ser usado (sem diferenca entre os valores dos parametros entre os isolados e
controle). No entanto, se P do teste F for menor que 0.05, rejeitamos a hip6tese nula e o
modelo completo deve ser utilizado (valores diferentes dos parametros para cada isolado e
controle). O principio do teste F para analise de regressdo ndo linear foi calculado para cada
modelo usando o comando nls ANOVA no software R (RITZ; STREIBIG, 2008).

O critério AICc (AIC corrigido para tamanho finito de amostra), indicado para selecéo
de modelos ndo aninhados (SUGIURA, 1978; HURVICH; TSAI, 1991), tambeém foi
calculado para selecdo do melhor modelo utilizando a Equacdo (4):

Equacdo 4: AlICc =-2*log(l) + 2K * (n/ (n- K -1)) (2)
onde | é a funcdo de verossimilhanca, K é o nimero de parametros estimados no modelo e n é
o tamanho da amostra do modelo. De acordo com o critério AlCc, o melhor modelo é aquele
que possui 0 menor valor de AICc. Os valores de AlCc para cada modelo foram estimados

utilizando o comando AlCc do pacote AICcmodavg no software R.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Isolamento e caracterizacdo dos isolados microbianos tolerantes ao
oxyfluorfen

Incialmente foram isolados do solo 35 microrganismos. Apos a selecdo no meio NA
suplementado com oxyfluorfen, apenas 20 isolados foram capazes de crescer na presenca da
formulacdo comercial. As colbnias isoladas, eram morfologicamente diferentes, apresentando
caracteristicas distintas como coloracdo, formato da borda, presenca de brilho, halo e
rugosidade.

Os resultados dos testes morfoldgicos e bioquimicos aplicados aos isolados obtidos séo
mostrados na Tabela 1. Quanto a morfologia das células, treze isolados (65%) foram
caracterizados como bacilos moveis, Gram-positivos, sendo dez isolados (50%) formadores
de enddsporo, predominando a morfologia bacilar. Os outros sete isolados (35%) foram
caracterizados como cocos e leveduras, sendo dois isolados cocos, Gram-positivos, sem
producdo de enddsporo e cinco isolados foram caracterizados como leveduras. Apenas um
isolado apresentou ser bacilo, Gram-negativo e sem a presenca do enddsporo.

Para a caracterizacdo das leveduras foi levado em consideracéo a morfologia da coldnia,
que embora sejam morfologicamente semelhantes aos das bactérias existem diferencas, uma
vez que as células de leveduras sdo diferenciadas das de bactérias pela forma, presenca de

brotamento e tamanho.
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Tabela 1. Caracterizacdo morfoldgica e bioquimica dos isolados (+: reacdo positiva; -: reacdo negativa; O: metabolismo oxidativo; F:

metabolismo fermentativo; A: metabolismo assacarolitico; VM: vermelho de metila; VP: Voges-Proskauer; Lia: lisina; Fen: fenilalanina; Arg:

arginina; G: reducéo do nitrato a azoto).

Cadigo Gram Formato  Enddsporo  Motilidade  Catalase O/F/A Citrato  Lactose VM P Indol Sulfeto LIA Ornitina PAP Fen. Arg. Urease Nitrato Gelatinase
1ISO 1 + Bacilo + + + A + + + G

I1SO 2 + Bacilo + + A + + - - - - - - - - + + G +
1SO 4 + Bacilo + + + (o] + + + G

1ISO 8 + Bacilo + + o + + G

1ISO 9 + Bacilo + o + + G

1SO 11 + Bacilo + + + A + + + +
1SO 12 + Bacilo + + 0 + + G

1SO 14 + Bacilo + + + A +

1SO 15 + Bacilo + + + A + + + +
1SO 16 + Bacilo + + + 0 + + ¥ G

1SO 18 L Levedura + + A + ¥ +

1SO 22 Bacilo + + A + + G

1SO 25 + Cocos * A + + R + *
1SO 26 L Levedura + A + + + + G

1SO 28 + Cocos + + A + + + +
1SO 31 + Bacilo + + + 0 + + + G

1SO 32 + Bacilo + + + A + +

1SO 33 L Levedura + A + + + + G +
1SO 34 L Levedura + 0 + + + + G

1SO 35 L Levedura + A + + + G
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Cerca de 60% dos microrganismos isolados apresentaram metabolismo assacarolitico e
40% dos isolados apresentaram metabolismo oxidativo, nenhum isolado apresentou
metabolismo fermentativo. Em relacdo aos testes de reacdo enzimatica, a maioria dos isolados
demonstraram reacdo positiva para urease (65%) e catalase (90%) comparado a reagdo
negativa para essa enzima. Para a gelatinase, a maioria dos isolados reagiram negativamente
para essa enzima (65%) em relacéo a reacdo positiva.

No teste do citrato levando em consideracdo as bactérias apenas dois isolados
apresentaram resposta positiva para o teste. Todos os isolados foram capazes de descarboxilar
a arginina. No teste do nitrato apenas nos isolados 11, 15, 28 e 32 reduziram nitrato a nitrito.
Os isolados 14, 18 e 25 apresentaram resposta negativa e 0s demais isolados reduziram o
nitrato a nitrito, e em seguida a gas nitrogénio.

No teste de avaliacdo da capacidade de fermentacdo da lactose, apenas os isolados 2, 26,
33 e 34 apresentaram resultados positivos. O teste de VP, apenas 5 isolados apresentaram
resultados positivos. Apenas o isolado 25 foi capaz de descarboxilacdo da lisina. J& para o
teste de descarboxilacdo da fenilalanina apenas o isolado 22 apresentou descarboxilacao

Todas as bactérias apresentaram respostas negativa para o teste da producdo de
piovertina e piocianina, excluindo a possibilidade de algum isolado ser do género
Pseudomonas sp. Os resultados de todos os isolados para o teste de VM, produc¢édo de indol,
sulfeto de hidrogénio, ornitina foram negativos. Foram observados os mesmos resultados, em
estudos que realizaram esses testes na caracterizacdo de Bacillus e Micrococcus (SHARMA et
al., 2010; MOHAMED et al., 2011; ABEDINZADEH; ETESAMI; ALIKHANI, 2019;
CHENG et al., 2019; AL-DHABAAN, 2019, WANG et al., 2021; GUZMAN-MORENO et
al., 2022). Baseado na caracterizacdo bioquimica e morfolégica, os isolados obtidos no
referido estudo foram classificados como pertencentes ao género Bacillus, e leveduras,

Shingomonas sp., Shingobacterium sp. e Micrococcus sp. (Tabela 2).
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Tabela 2. Isolados obtidos no estudo e seus respectivos géneros

Isolado Classificacdo Isolado Classificacdo
taxondmica Taxondmica

ISO 1 Bacillus sp. ISO 18 Levedura

ISO 2 Bacillus sp. ISO 22 Shingomonas sp./Shingobacterium sp.

ISO 4 Bacillus sp. ISO 25 *

ISO 8 Bacillus sp. ISO 26 Levedura

ISO 9 Bacillus sp. ISO 28 Micrococcus sp.

ISO 11 Bacillus sp. ISO 31 *

ISO 12 Bacillus sp. ISO 32 *

ISO 14 Bacillus sp. ISO 33 Levedura

ISO 15 Bacillus sp. ISO 34 Levedura

ISO 16 Bacillus sp. ISO 35 Levedura.

* |solado ndo identificado

3.2. Capacidade de degradacéo dos isolados microbianos para o oxyfluorfen in
vitro

O tratamento de controle apresentou uma taxa de degradacéo do herbicida oxyfluorfen

de 1.10E-03. O valor do parametro CO foi de 126.1. Esse tratamento demonstrou alta
significancia estatistica para os parametros do modelo de degradacdo, com um p-valor muito
baixo (2.50E-07) para "k" e um coeficiente de determinacdo (R?) de 0.97 (Tabela 3, Figura 1),
sugerindo que os dados ajustaram ao modelo de pseudo-primeira ordem. O CO também variou
entre os diferentes tratamentos isolados. Os valores de "CO0" foram distribuidos em um
intervalo de aproximadamente 118.6 a 136.3. A taxa media de degradacdo do herbicida
oxyfluorfen ("k™) também variou consideravelmente entre os isolados. Os valores de "Kk"
foram distribuidos em um intervalo de aproximadamente 2.40E-03 a 6.10E-03 (Tabela 3,
Figura 1), indicando que para alguns isolados, a taxa de degradacdo pode ser 3 vezes superior
a outros isolados. Independentemente do isolado, todos promoveram um valor de k superior

ao tratamento controle.
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Tabela 03. Parametros do modelo pseudo-primeira ordem obtidos a partir dos dados de
degradacéo do oxyfluorfen.

Tratamentos  Pardmetros  Estimativa  Erro padrdo t p-valor P>|tf R?

Controle Co 126.1 1.62 78.04 2.0E16  xxx 0.97
K 1.10E-03 0 8.49  25E0  xxx

Isolado 1 Co 128.9 1.41 01.33 2.0E16  *xx 0.98
k 2.90E-03 0 2224 18E13  xxx

Isolado 2 Co 130.4 2.23 58.37 2.0E16  xxx 0.99
K 3.70E-03 0 16.95 1.2Ej; :::

s et REIED D om
- **k*

wos 01020 2B %30 2D T g

wos 0SS sl wOT 200 T g,
-16 *kKk

owony 0B B 2SI om
- ***

oz R R0 BRI o
- ***

oz R A0 PR ZED T oo
- ***

s Q0 GEE R0 BRLEL T oo
- ***

oz e 0 e i o
- ***

T S
- ***

ooz 0 a0 BT OAED T om
- ***

oz QB R TR SEL I o
- ***

ooz 0 BES SIS LIED T g,
-16 *hKk

w0 EEL N BRI oo
- ***

ooz Q0 I6 20 ol 20D g

ooz B2 20 @ 20D g,

ooz L8122 R OAED g
-16 *hk

oo i PR BN NED I ow

CO0 = Concentracao inicial. k = constante de taxa de declinio (1/horas).
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Barras indicam o intervalo de confianga a 95% de significancia.

Figura 1. Constante de taxa de declinio (1/horas) do oxyfluorfen obtidos a partir do modelo
de taxa Unica de primeira ordem para diferentes isolados bacterianos e o controle sem
bacteria.

Em geral, os valores estimados de 'k’ foram maiores nos tratamentos com isolados
microbianos, indicando uma maior taxa de degradacdo do herbicida sob a influéncia desses
microrganismos. Em contraste, o tratamento de controle apresentou uma taxa de degradagédo
mais lenta. Os valores de R2, que indicam a qualidade do ajuste do modelo aos dados
experimentais, foram altos em todos os tratamentos, variando entre 0.96 e 0.99. Isso sugere
que o modelo de degradacdo de pseudo-primeira ordem foi uma boa representacao da cinética
de degradacédo do oxyfluorfen em todas as condi¢des experimentais.

Além disso, os resultados dos testes de significancia (t) e seus p-valores foram todos
altamente significativos (p < 0.001), o que indica que as diferencas nas taxas de degradacéao
entre os tratamentos sdo significativas. A presenca de isolados microbianos aumentou
significativamente a taxa de degradacdo do herbicida oxyfluorfen, sugerindo que esses
microrganismos desempenham um papel fundamental na degradagdo desse composto no
ambiente.

Os tempos de meia-vida para o oxyfluorfen na presenca e auséncia de isolados
microbianos sdo mostrados na Figura 2. Alguns tratamentos ndo conseguiram atingir a meia-
vida do oxyfluorfen dentro do periodo de 192 horas estipulado para o estudo. Esses

tratamentos incluem os Isolados 1, 8, 9, 11, 15, 16, 32 e 33, bem como o grupo de controle.
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Os tratamentos com os isolados, 14, 26, 28 e 31 resultaram em tempos de meia-vida do
oxyfluorfen iguais e mais curtos (entre 116 e 157 horas) comparado aos demais isolados
avaliados. Os isolados 2, 12, 18, 22, 25 e 34 também alcancaram tempos de meia-vida para o
oxyfluorfen menores que 192 horas, variando entre 174 a 191 horas, porém, sem diferenca

estatistica entre eles.
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Barras indicam o erro padrdo das médias. Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre as médias pelo
teste Scott-knott (p-valor<0,05). * Valores faltantes indicam que a meia-vida ndo foi alcangada

Figura 2. Meia-vida (t12) do oxyfluorfen estimada pela equacdo inversa do modelo de taxa

Unica de primeira ordem em meios contendo isolados bacterianos e no controle.

Os resultados para porcentagem de degradacdo do oxyfluorfen ap6s 192 horas (Figura
3) mostraram uma correlacgdo com o tempo de meia-vida e taxa de degradacdo entre 0s
isolados e o controle. Os tratamentos com os isolados 4, 14, 26, 28 e 31 alcancaram maior
porcentagem de degradacdo do oxyfluorfen em relagdo a concentracdo inicial ap6s 192 horas.
Esses tratamentos também apresentaram tempos de meia-vida mais curtos, variando de 116 a
157 horas, e maiores taxas de degradacdo. Por outro lado, os tratamentos com os isolados 35,
2,12, 18, 22, 25 e 34 apresentaram uma porcentagem de degradacdo menor e tempos de meia-
vida mais longos comparados os isolados 4, 14, 26, 28 e 31. Os tratamentos que nao
alcancaram a meia-vida do oxyfluorfen mostraram menor porcentagem de degradacdo do
herbicida ap6s 192 horas, com valores variando entre 38 a 45, sem diferengas estatisticas
entre si. O tratamento controle mostrou menor degradacdo do oxyfluorfen apds 192 horas,

com maxima degradacdo igual a 22% em relagdo a concentracdo inicial.

48



90
80
70
60
50
40
30 dfjdjd

2 57 | 55 | 54 | 53 5C1 5°1 4cg fg ‘:35 fs a3 |as| a2 ] 2
10 22
0

bgblbl]op b

Porcentagem de degradagéoem
relagcdo a concentracao inicial

rqu,b,b'\ e e U TN I R Q),\b,\'\,b‘b SR

©

L EE L LS LS S & & & S 5 S
RSN N I N R N \o.»oeo\ 900
\6\6\9\\9\9\%\%\%\6\\6\%\6\\ \"v\%\

Barras indicam o erro padrdo das médias. Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre as médias pelo
teste Scott-knott ao p-valor < 0,05.

Figura 3. Porcentagem de degradacdo do oxyfluorfen em relacdo a concentragdo inicial
aplicada aos meios contendo isolados bacterianos e no controle apds 196 horas.

Os isolados com maior taxa de degradacdo e porcentagem de herbicida degradado apds
192 horas ndo pertenceram a um mesmo reino e género bacteriano. Esse resultado tem
particular importancia, uma vez que sugere que a habilidade de degradar o oxyfluorfen néo
estd restrita a um Unico grupo taxondmico de microrganismos. Em vez disso, essa
caracteristica demonstra estar amplamente distribuida entre diferentes grupos de
microrganismos, o que pode indicar uma convergéncia evolutiva em relagdo a esse fen6meno
adaptativo, principalmente porque esses isolados foram obtidos de uma area com frequente
aplicacdo de oxyfluorfen. Estudos realizados com um herbicida do mesmo grupo quimico do
oxyfluorfen mostraram que as bactérias Pseudomonas sp. FB8 e Bacillus sp. FE-1 foram
usados para remediar solo contaminado com fomesafen (YANG et al., 2011; CUI et al.,
2018). Em um estudo realizado por Munoz et al. (2011), demonstraram que a levedura C.
xestobii degradou 60% do metolachlor adicionado ap0s 4 dias de crescimento e converteu até
25% do composto em CO2 ap6s 10 dias.

A diversidade funcional para esse fendmeno entre os grupos de microrganismos pode
ser explicada pela presenca de diferentes vias metabolicas envolvidas na degradacdo do
oxyfluorfen. Desta maneira, cada grupo de isolados identificados nesse estudo pode possuir
enzimas e mecanismos especificos que lhes conferem a capacidade de degradar esse herbicida
de forma eficiente. A diversidade bacteriana em relacdo a degradacdo de herbicidas é de
grande interesse tanto para a biotecnologia quanto para a ecologia. A busca por
microrganismos capazes de degradar compostos quimicos persistentes, como herbicidas, tem

sido uma estratégia promissora para remediar solos contaminados (CARLES et al., 2021;
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SHANG et al., 2022; LEI et al., 2023), minimizando os efeitos negativos desses compostos
sobre a biodiversidade e a salde humana. Nesse contexto, a identificacdo de isolados
microbianos com alta eficiéncia de degradacdo, pertencentes a diferentes géneros, amplia as
possibilidades de aplicacdo desses microrganismos em futuros projetos de biodegradacao para
o oxyfluorfen.

A Anadlise de Correspondéncia Multipla (MCA) aplicada aos resultados bioquimicos
obtidos a partir dos isolados resultou em uma variancia acumulada para quatro dimensdes
igual a 70,7% (Anexo 1). Desta maneira, as quatro primeiras dimensdes foram usadas para
andlise “biplot” dos resultados bioquimicos e sua relacdo com a capacidade de degradacdo do
oxyfluorfen. As variaveis VM, Sulfeto, Indol e Ortina foram removidas da anélise devido aos
casos nao diferirem para esses testes entre os isolados.

Os testes bioquimicos Catalase_ N, LIA_P e Nitrato N foram as variaveis que mais
contribuiram para a formacdo da dimensdo 1. As demais varidveis ndo apresentaram
diferencas significativas quanto as suas contribuicbes para formacgdo das dimensdes 1 e 2
(Figura 4A). Na dimensdo 3, as varidveis Gelatinase P e MOF_N demonstraram maior
contribuicdo para formacéo dessa dimensdo comparado as demais variaveis (Figura 4B). Para
a dimensdo 4, apenas a variavel Fenilalanina_P demonstrou uma contribuicéo significativa
para a formacéo da dimensdo, diferenciando das demais varidveis (Figura 4C).

Apesar da existéncia de variaveis com maior e menor contribuicdo para as dimensdes
avaliadas, elas ndo foram capazes de separar claramente os isolados quanto sua capacidade de
degradacédo do oxyfluorfen. Os isolados classificados como Alta (69 a 80% de degradacéo) e
Baixa (38 a 45% de degradacdo) para degradacdo do herbicida agruparam em uma mesma
regido, considerando todas as combinaces entre as quatro dimensGes usadas na anélise.
Apenas para os isolados classificados como média para capacidade de degradacdo do
oxyfluorfen mostraram algum nivel de separacdo das demais classes, tais como reacdo
Catalase_N, Nitrato_N, LIA P, Citrato_P, Endosporo_N e Motilidade_N (Figura 4A, B e C).

Os resultados obtidos pela MCA indicam que a maioria dos testes bioquimicos
aplicados para identificacdo dos isolados microbianos ndo podem ser usados como
marcadores para diferenciar isolados com Alta e Baixa capacidade de degradacdo do
oxyfluorfen. A maioria dessas varidveis ficaram distribuidas na regido de intercessao entre 0s
isolados com Alta e Baixa capacidade de degradacdo do herbicida, consequentemente,
indicam que podem estar presentes em isolados com ambas as habilidades para degradar o

oxyfluorfen.
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Figura A, B e C representam o biplot entre as dimensées 1e2, 1e3ele4.

Figura 4. Anélise de correspondéncia maltipla entre os isolados para suas respostas aos testes
bioguimicos e a capacidade de degradacgdo do oxyfluorfen.
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Para a classe de isolados para Média capacidade de degradacdo do oxyfluorfen, alguns
testes bioquimicos demonstram uma tendéncia a pertencer a isolados desse grupo. A reagdo
positiva para LIA e citrato (LIA P e Citrato_P) e auséncia de endosporo e motilidade
(Endosporo_N e Motilidade_N) foram caracteristicas que diferenciaram parte dos isolados
com capacidade de degradacéo do herbicida entre 45 a 69% dos demais isolados.

Outra questdo importante é que o padrdo para rea¢fes negativas para catalase e nitrato
(Catalase_N e Nitrato_N) podem sinalizar que os isolados ndo possuem alta capacidade para
degradar o oxyfluorfen, uma vez que elas foram posicionadas em regides mais distantes e
quadrantes opostos aos isolados com alta capacidade de degradagdo. Herbicidas fluorados
pertencentes ao grupo difeniléteres, como oxyfluorfen, tem comumente como uma das fases
de degradacédo a reducdo do grupo nitro com a acetilacdo concomitante da amina resultante
(KEUM et al., 2008; HUANG et al., 2017). Consequentemente, a auséncia de enzimas nos
isolados ligadas ao processo de reducdo do nitrato a nitrito pode reduzir a capacidade de
degradacéo do herbicida.

A reacdo negativa para catalase como uma caracteristica ndo presente nos isolados
com alta capacidade de degradacdo do oxyfluorfen pode estar correlacionada com a funcéo
dessa enzima no processo de mitigagdo dos danos causados pela producdo de espécies reativas
de oxigénio, efeito comum ja observados células microbioldgicas na presenca desse herbicida.
Por exemplo, a tolerancia de uma cepa de Pseudomonas ao saflufenacil, um herbicida também
inibidor da enzima protoporfirinogénio oxidase, foi atribuida a capacidade dessa cepa em
elevar a atividade enzimética das enzimas antioxidantes catalase, ascorbato peroxidase e
guaiacol peroxidase para reducdo do perdxido induzido pela presenca do herbicida no meio
(ROVIDA et al., 2021). Em outro estudo, SHEEBA el at. (2011) atribuiram a maior tolerancia
da bactériaP. foveolarum em meios contendo oxyfluorfen em comparacdo com a bactéria N.
muscorum ao forte sistema de defesa antioxidante observado para a P. foveolarum. Desta
maneira, a presenca de catalases nos isolados capazes de degradar o oxyfluorfen pode atuar na
reducdo dos efeitos tdxicos desse herbicida até que a molécula seja transformada em
metabolitos ndo-tdxicos ao microrganismo.

Os isolados com maior capacidade para degradacdo do oxyfluorfen nos ensaios in vitro
foram selecionados nos estudos para avaliar a capacidade desses microrganismos na
degradacdo do herbicida no solo. Os dados de degradacdo do oxyfluorfen no solo nos

diferentes tratamentos foram ajustados considerando trés modelos de cinética de degradacao:
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0 modelo pseudo-primeira ordem, o modelo pseudo-segunda ordem e o modelo Weibull
(Anexos 11, 1V, V e VI).

Para a amostra Controle, os valores estimados para 0 modelo pseudo-primeira ordem
foram c0=7.90E+01 e k=1.30E-02, com valor de R? igual a 0.57 e valor de RMSE foi de 1.77
para concentragéo inicial de 100 mg kg de herbicida. Na concentragdo inicial de 200 mg kg~
! os valores estimados para o modelo pseudo-primeira ordem foram C0=1.6E+02 e k=1.1E-
02, com valor de Rz igual a 0.52 e valor de RMSE foi de 3.36. Para esse mesmo tratamento, o
modelo de pseudo-segunda ordem estimou os valores C0=8.20E+01 e k=2.30E-04 para
concentragéo inicial de 100 mg kg™ e c0=1.6E+02 e k=9.1E-05 para 200 mg kg, com valores
de R? e RMSE variando entre 0,52 a 0,61 e 3,22 a 3.26, respectivamente. Esses resultados
sugerem que os dados de degradacdo ndo se ajustaram aos modelos de pseudo-primeira e
pseudo-segunda. Para o modelo Weibull, os valores estimados para o Controle foram
c0=1.00E+02, lambda=4.80E+02 e beta=2.00E-01 para concentracio inicial de 100 mg kg e
c0=2.0E+02, lambda=2.1E+03 e beta=1.6E-01 para 200 mg kg™. O modelo Weibull obteve
um valor de Rz de 0.96 e RMSE de 0.52 (Anexos V e VI).

3.3. Capacidade de degradacao dos isolados microbianos para o oxyfluorfen no
solo
Os dados com a presenca dos isolados no solo apresentaram comportamento
semelhante ao controle para o ajuste dos modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda
ordem e Weibull quando adicionado uma concentracéo inicial de oxyfluorfen igual a 100 mg
kg!. Para 0 modelo pseudo-primeira ordem, os valores estimados dos pardmetros cO
(concentracdo inicial) variaram entre 7.20E+01 e 7.90E+01, e os valores de k (taxa de
degradacdo) variaram entre 1.20E-02 e 1.30E-02. Os valores de R2 variaram entre 0.35 e 0.57,
e 0 RMSE variou entre 1.77 e 2.32. No modelo pseudo-segunda ordem, os valores estimados
para cO variaram entre 7.50E+01 e 8.20E+01, e os valores de k variaram entre 2.30E-04 e
2.60E-04. Os valores de R? variaram entre 0.48 e 0.71, e o RMSE variou entre 1.66 e 2.23.
Para o modelo Weibull, os valores estimados para cO foram consistentes em 1.00E+02. O
pardmetro lambda (tempo caracteristico) variou entre 4.80E+02 e 4.90E+04, e 0 pardmetro
beta (forma) variou entre 6.10E-02 e 2.00E-01. Os valores de R? variaram entre 0.94 e 0.97, e
0 RMSE variou entre 0.48 e 0.71 (Anexos V e VI).
Para a concentracéo inicial de oxyfluorfen igual a 200 mg kg, o ajuste dos modelos

também demonstrou comportamento semelhante a condicdo inicial de 100 mg kg?! de
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herbicida no solo. Para o modelo pseudo-primeira ordem, os valores estimados dos
parametros cO (concentracdo inicial) variaram entre 1.5E+02 e 1.6E+02, e os valores de k
(taxa de degradacdo) variaram entre 1.0E-02 e 1.2E-02. Os valores de R2 variaram entre 0.39
e 0.52, e 0 RMSE variou entre 3.64 e 4.18. No modelo pseudo-segunda ordem, os valores
estimados para c0 variaram entre 1.6E+02 e 1.6E+02, e os valores de k variaram entre 9.1E-
05 e 1.2E-04. Os valores de R? variaram entre 0.49 e 0.61, e 0 RMSE variou entre 3.22 e 4.03.
Para 0 modelo Weibull, os valores estimados para cO foram consistentes em 2.0E+02. O
parametro lambda variou entre 2.1E+03 e 1.6E+04, e 0 parametro beta variou entre 9.4E-02 e
1.6E-01. Os valores de R? variaram entre 0.95 e 0.98, e 0 RMSE variou entre 0.67 e 1.35
(Anexos V e VI).

Em geral, o0 modelo Weibull apresentou os maiores valores de R2? e os menores valores
de RMSE, indicando um melhor ajuste aos dados experimentais em compara¢do com 0s
modelos pseudo-primeira e pseudo-segunda ordem. O melhor ajuste dos modelos Weibull
ocorreu devido ao padrdo de degradacdo observado do oxyfluorfen no solo para todos os
tratamentos. Mesmo para o controle, houve uma rapida dissipacdo da molécula nos primeiros
dias ap0s a aplicacdo desse herbicida, tanto para doses de 100 e 200 mg ka™. Apesar do solo
ter sido esterilizado, e a via microbiana ser uma via importante para dissipagéo de herbicidas,
como o oxyfluorfen, outras vias ndo microbioldgicas podem atuar na degradacdo dessa
molécula.

O oxyfluorfen ao grupo dos difenil éteres fluorados, que possui uma estrutura quimica
contendo um grupo trifluorometila e um atomo de cloro ligados a0 mesmo anel aromatico.
Essa estrutura é conhecida por sua capacidade de sofrer fotodegradacdo quando exposta a luz
solar ou outras fontes de radiacdo ultravioleta (YING et al., 1999). SCRANO et al. (2004)
observaram que a fotodegradacdo foi responsavel pela reducdo do tempo de meia-vida do
oxyfluorfen em dois solos de duas provincias da Grécia (Preveza and Malgara soils)
comparado a condigdes sem a presenca de luz. Segundo esses autores, 0 tempo de meia-vida
reduziu em até 48% quando a dissipacdo desse herbicida ocorreu sob luz solar, e até 55%
qguando aplicado luz através de uma lampada de arco de xendnio em relacdo ao tratamento no
escuro. Apesar do papel da fotodegradagdo na dissipacdo do oxyfluorfen ser considerado
significativo, a capacidade de sorcdo do solo para esse herbicida pode reduzir
consideravelmente a acdo da luz sobre a degradacdo dessa molécula (SCRANO et al., 2004),

inibindo em alguns casos a ocorréncia desse fendémeno (CALDERON et al., 2015). Para o
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solo usado em nossos estudos, a rapida degradacdo do oxyfluorfen no solo esterilizado sugere
que a sor¢do nao foi suficiente para impedir a fotodegradacéo da molécula.

Os modelos Weibull de melhor ajuste para os tratamentos controle e isolados, tanto na
concentragéo inicial de 100 mg kg quando de 200 mg kg*, foram comparados quando a
similaridade para os parametros CO, lambda (A) e beta (B) pelo teste ANOVA e Akaike. De
maneira geral, o0 modelo reduzido de pardmetros Unicos para CO e lambda, variando apenas
para beta, foi considerado similar ao modelo com 3 pardmetros variaveis (CO, lambda e beta),
tanto para concentracéo inicial de 100 mg kg (p-valor = 0,42) e 200 mg kg (p-valor = 0,85)
(Anexos VII e VIII). Outros modelos com parametros reduzidos também foram considerados
similares ao modelo com variacdo para todos 0s parametros, porém, o modelo com variacédo
apenas para o parametro beta foi superior segundo critério Akaike. O modelo para varia¢do do
parametro beta demonstrou menor valor de AIC, tanto para concentragéo inicial de 100 mg
kg (1161,45) quanto para 200 mg kg™ (0,00) (Tabela 4).

Tabela 4. Teste Akaike para selecdo de modelos parcimoniosos e melhor ajuste aos dados de
degradagdo do oxyfluorfen para uma concentracéo inicial no solo de 100 e 200 mg kg™.

Concentracéo inicial 100 mg kg*

Numero de parametros varidveis K  AICc Delta AICc AICcWt CumWt  LL

Apenas beta* 10 1161.45 0 0.55 0.55 -570.21
c0 e beta 16 1161.86 0.41 0.45 1 -563.61
Lambda e beta 10 1173.78 12.33 0 1 -576.37
c0 e lambda 16 117491 13.46 0 1 -570.14
Todos parametros 22 1176.26 14.82 0 1 -563.61
Apenas lambda 16 1186.69 25.25 0 1 -576.03
Apenas c0 10 1189.26 27.81 0 1 -584.11
Todos pardmetros iguais 4 1223.87 62.43 0 1 -607.85

Concentracdo inicial 100 mg kg*

Numero de parametros varidveis K  AICc  Delta AICc AICcWt CumWt  LL

Apenas beta* 10 1409.82 0,00 0.86 0.86 -694.39
Apenas lambda 10 1414.15 4.33 0.1 0.96 -696.56
Lambda e beta 16 14159 6.08 0.04 1 -690.64
c0 e beta 16 1423.37 13.55 0 1 -694.37
c0 e lambda 16 1427.48 17.67 0 1 -696.43
Todos parametros 22 1430.31 20.49 0 1 -690.64
Apenas cO 10 1432.97 23.15 0 1 -705.97
Todos pardmetros iguais 4 1467.54 57.73 0 1 -729.68

*Modelo de melhor desempenho segundo critério Akaike para parcimonia e acuracia.

O valor nédo-significativo entre 0 modelo para variacdo nos parametros c0O, lambda e
beta e 0 modelo reduzido apenas para variagdo em beta sugere que o modelo reduzido pode

representar o comportamento do tratamento controle e dos isolados para degradacdo do
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oxyflourfen. Mesmo que outros modelos reduzidos tenham obtido valor ndo-significativo pela
ANOVA comparado ao modelo completo, a menor pontuacdo do modelo com variacéo
apenas para beta indica que esse modelo é aquele com maior parciménia e acuracia entre 0s
demais modelos avaliados. Desta maneira, existe diferencas significativas apenas para o
parametro beta entre os modelos de degradacdo obtidos para os tratamentos controle e
isolados. Esse parametro representa a inclinacdo do modelo, ou seja, a velocidade (taxa) de
degradacdo da molécula ao longo do tempo. Modelos com menores valores de beta possuem
maior velocidade de degradacdo em relacdo a modelos com maiores valores para esse
parametro (JANKOVIC et al., 2014).

O tratamento controle obteve os maiores valores de beta comparado aos isolados, tanto
para a concentragdo inicial de oxyfluorfen adicionada ao solo de 100 mg kg (1.52E-01
+1.09E-02) como para 200 mg kg™ (1.33E-01 +9.45E-03). A ordem crescente para o valor de
beta entre os isolados na concentracdo de 100 mg kg* foi isolado 14 (1.06E-01), isolado 4
(1.16E-01), 5 isolados (1.23E-01), isolado 26 e isolado 31 (1.33E-01) e isolado 28 (1.36E-01).
Para a concentracdo de 200 mg kg?, a ordem crescente para esse parametro foi isolado 14
(1.01E-01), isolado 4 e isolado 26 (1.06E-01), 5 isolados (1.09E-01), isolado 28 (1.12E-01) e
isolado 31 (1.17E-01) (Tabela 5).

Tabela 5. Valores dos parametros obtidos para 0 modelo reduzido Weibull ajustados aos
dados de degradacdo do oxyflourfen no solo para os tratamentos durante 40 dias de avaliacdo
apos a aplicagdo inicial de 100 e 200 mg kg™ do herbicida

Modelo reduzido: Cq) ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)”beta][trat])

Concentracdo inicial de 100 mg kg-1

Estimate Std. Error t value Pr(>t|)
c0 1.00E+02 5.95E-01 168.159 <2e-16 Fxk
Lambda 1.46E+03 4.53E+02 3.216 0.0015 *x
Beta:Controle 1.52E-01 1.09E-02 14.041 <2e-16 Fhk
Beta:isolado 14 1.06E-01 7.89E-03 13.437 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 26 1.33E-01 9.57E-03 13.879 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 28 1.36E-01 9.80E-03 13.914 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 31 1.33E-01 9.55E-03 13.874 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 4 1.16E-01 8.48E-03 13.631 <2e-16 Fkk
Beta: 5 isolados 1.23E-01 8.95E-03 13.753 <2e-16 Fhk

Concentracéo inicial de 200 mg kg-1

Estimate Std. Error t value Pr(>|t)

c0 2.00E+02 1.04E+00 193.082 <2e-16 falaiad
Lambda 5.06E+03 2.03E+03 2.493 0.0134 *

Beta:Controle 1.33E-01 9.45E-03 14.055 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 14 1.01E-01 7.32E-03 13.814 <2e-16 Fxk
Beta:isolado 26 1.06E-01 7.65E-03 13.873 <2e-16 falaie
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Beta:isolado 28 1.12E-01 8.02E-03 13.928 <2e-16 Hx

Beta:isolado 31 1.17E-01 8.40E-03 13.973 <2e-16 faalad
Beta:isolado 4 1.06E-01 7.64E-03 13.872 <2e-16 Fkk
Beta:5 isolados 1.09E-01 7.82E-03 13.9 <2e-16 Fkk

Signif. codes: 0 “****(0.001 “***0.01 “*’ 0.05 > 0.1 * 1; C¢ = concentra¢do no tempo t; cO = Concentragéo
inicial estimada; época = época de avaliacdo; lambda e beta = parametros da equacéo; [trat] = indica o parametro
varidvel do modelo para os tratamentos .

Apesar da diferenca para a velocidade de degradacéo ao avaliar o pardmetro beta para o
controle e os isolados, nenhum tratamento avaliado alcangou o tempo de meia-vida para o
oxyfluorfen. Além disso, ndo houveram diferencas para a quantidade de oxyflourfen extraida
a partir dos solos apds 40 dias de avaliacdo, independente da concentracéo inicial de herbicida

aplicada ao solo (Tabela 6).

Tabela 6. Analise de variancia entre os isolados para degradacdo do oxyfluorfen aos 40 dias
apos sua aplicacdo no solo em duas concentrac@es iniciais distintas

Anadlise de variancia para

concentracdo inicial de 100 mg kg* GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 40.00 6.67 0.88 0.53
Bloco 3 1465 4.88 0.64 0.60
Residuo 18 137.14 7.62

Total 27 191.78

Coeficiente de variacdo (%) 5.18

Teste de normalidade dos residuos (valor-p) 0.35

Teste de homogeneidade das variancias: (valor-p) 0.10

Anaélise de variancia para

concentracdo inicial de 200 mg kg* GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 92.09 15.35 1.14 0.38
Bloco 3 62.06 20.69 154 0.24
Residuo 18 242.05 13.45

Total 27 396.20

Coeficiente de variacéo (%) 3.30

Teste de normalidade dos residuos (valor-p) 0.49

Teste de homogeneidade das variancias: (valor-p) 0.73

GL: Grau de liberdade; SQ: Soma dos quadrados; QM: Quadrado médio.ns: néo significativo pelo teste F de

variancia ao p <0,05.

O aumento da dose ndo provocou uma mudanca significativa na velocidade de
degradacéo do oxyfluorfen pelos isolados. A concentracgdo inicial de herbicidas pode afetar de
maneira diferente 0s microrganismos e sua resposta quanto a taxa de degradagédo do poluente.
Um estudo avaliando a capacidade do isolado Proteiniclasticum sediminis BAD-10" para

degradacdo do acetochlor mostrou resultados similares aos desse estudo, evidenciado que o
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tempo necessério para degradar metade do substrato (t12) foi proporcional & concentragdo de
acetochlor (LIU et al., 2022). Por outro lado, MOHANTY et al. (2019) observaram que o
aumento nas concentragdes butachlor reduziu a eficiéncia da cepa microbiana Pseudomonas
putida G3. Geralmente, 0 aumento nas concentracdes iniciais de pesticidas pode aumentar 0s
danos sobre organismos tolerantes, diminuindo sua eficiéncia metabolica para degradagdo
(SHAHID et al.,, 2019; ZHANG et al., 2021). Esse efeito também foi observado por
MOHANTY et al. (2019) uma vez que a imobilizacdo da Pseudomonas putida G3 em
granulos de alginato de célcio aumentou a tolerancia e a eficiéncia de degradacdo da cepa
bacteriana ao butaclor até 2000 mg L™,

O menor valor de beta obtido para os isolados 14 e 4 sugerem que esses
microrganismos, quando adicionados ao solo, podem acelerar a degradacdo do oxyfluorfen
comparado aos demais isolados e ao controle. Os isolados 14 e 4 foram capazes de degradar
40% da concentracdo inicial de oxyfluorfen aplicado ao solo em, respectivamente, 2,8 e 7,4
dias na condicdo de 100 mg kg?, e 9,8 e 13,6 dias para 200 mg kg™. Para o controle, a
degradacdo proxima a 40% da concentracdo inicial de oxyfluorfen foi alcancada apenas aos
40 dias apo6s a aplicacdo do herbicida. A rapida degradacdo do oxyfluorfen ndo causa grandes
impactos no setor agricola devido a auséncia de relatos sobre a ocorréncia de carryover desse
herbicida. No entanto, rapida degradacdo desse herbicida aplicado ao solo é um aspecto de
grande relevancia na perspectiva ambiental.

A répida degradacdo do oxyfluorfen, principalmente nas condi¢bes com a presenca dos
isolados 14 e 4, pode reduzir sua persisténcia no solo, minimizando o risco de lixiviacdo e
escorrimento superficial desse herbicida para lengéis freaticos e mananciais. Em ambientes
aquaticos, diferentes organismos ndo-alvo a esse herbicida ja& demonstraram sensibilidade a
exposicdo subletal. Por exemplo, residuos de oxyfluorfen em adgua foram capazes de alterar as
respostas das atividades de enzimas antioxidantes até 21 dias ap0s a exposi¢do e aumentar o
teor de &cido oleico (C18:1) no figado de tilapias (Oreochromis niloticus) (PEIXOTO et al.,
2006). Alteracbes bioquimicas significativas também foram observadas em C. gariepinus,
acompanhadas por distarbios patoldgicos nos tecidos hepatico, renal, cerebral e testicular apds
a exposicdo a niveis sub-letais de oxyfluorfen (ABD EL-RAHMAN et al., 2019). O
oxyfluorfen tambeém danificou os podocitos glomerulares e induziu a apoptose dos tubulos
proximais de peixes-zebra, prejudicando o funcionamento normal do corpo e ao sistema de

filtracdo renal desse organismo (HUANG et al., 2022).

58



O mix dos isolados (5 isolados), ndo elevou a taxa de degradacdo do oxyfluorfen, bem
como ndo aumentou a quantidade desse herbicida degradada apds 40 dias da aplicagdo, em
ambas concentracdes iniciais adicionadas ao solo. Embora comunidades microbianas mistas
tenham o potencial de aprimorar a degradacédo de pesticidas por meio de interacdes sinérgicas
(VILLAVERDE et al., 2017; RAIMONDO et al.,, 2022; VANITHA et al., 2023;), a
complexidade das interacfes microbianas e fatores ambientais pode afetar sua eficiéncia. O
uso de uma mistura de microrganismos pode ndo necessariamente levar a um aumento na
eficiéncia devido a varios fatores. Em primeiro lugar, os diversos microrganismos na mistura
podem competir por recursos limitados, como nutrientes e fontes de energia, criando
condicBes subotimas para alguns deles e reduzindo sua capacidade de degradar os pesticidas
de forma eficaz (BIROLLI et al., 2020; JAWED et al., 2019). Além disso, as interacdes
dentro da comunidade microbiana mista podem ser antagbnicas, com certos microrganismos
produzindo substancias que inibem o crescimento ou atividade de outros. Ainda, a degradacéo
incompleta do pesticida por um isolado especifico pode levar a metabolitos tdxicos a alguns
individuos da comunidade microbiana, prejudicando o processo geral de degradacdo (BHATT
etal., 2021; KHANPOUR-ALIKELAYEH et al., 2021).

A incapacidade dos isolados, mesmo os isolados 4 e 14 que tiveram maior taxa de
degradacdo do oxyfluorfen, para reduzir as concentracfes desse herbicida comparado ao
controle pode estar associada a retencdo da molécula ao solo. A sor¢do de herbicidas no solo
indispde a molécula a a¢do degradadora dos microrganismos ou demais vias de degradacédo
ndo-bioldgicas (SU et al., 2019; ALVAREZ et al., 2021). Esse fato pode elevar a persisténcia
dos herbicidas no solo e impedir a completa mineralizacdo da molécula (JAMES et al., 2021;
URSELER et al., 2022), efeito observado para oxyfluorfen em todos os tratamentos desse
estudo. Desta maneira, a ocorréncia de mecanismos capazes de promover a dessor¢do do
herbicida adsorvido € necessaria para que 0s isolados possam promover a completa

degradacdo da molécula de oxyfluorfen (WU et al., 2019).

4. CONCLUSOES

A utilizagcdo de microrganismos para a degradacdo do herbicida oxyfluorfen apresenta
resultados promissores em termos de taxa e velocidade de degradagdo, bem como na
diminuigcdo da meia-vida do herbicida no solo. Dos 35 microrganismos do solo inicialmente

isolados, apenas 20 séo capazes de sobreviver em ambientes contaminados com o herbicida.
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Esses isolados microbianos foram submetidos a testes de degradagéo in vitro do oxyfluorfen,
e 0s resultados mostraram que a presenca dos microrganismos aumentou significativamente a
taxa de degradacdo do herbicida. Em média, os microrganismos selecionados apresentam uma
taxa de degradacdo de 65%, evidenciando sua eficiéncia na biodegradacdo do composto
quimico. Apesar de uma diferenciacdo clara entre os isolados com alta e baixa capacidade de
degradacdo do herbicida, a Analise de Correspondéncia Mdltipla revela que os testes
bioquimicos tem pouco potencial para diferenciar esses isolados e serem usados como
marcadores para degradacdo do oxyfluorfen.

Os melhores isolados no teste in vitro ndo sdo capazes de aumentar a quantidade de
oxyfluorfen degradada durante a bioaumentagéo no solo estudado comparado a condi¢do sem
a presenca desses isolados. O mix desses isolados também ndo melhora a eficiéncia para
degradacgdo do oxyfluorfen. Uma velocidade média de degradacéo de 0,032 mg kg dia* foi
observada quando os isolados foram adicionados ao solo, representando uma reducgéo
consideravel nos niveis de oxyfluorfen no ambiente ao longo do tempo. A maior velocidade
de degradacao do oxyfluorfen no solo na presenca dos isolados 4 e 14 reduz em média 33,5 e
29,5 dias a persisténcia de 40% da concentracdo inicial do oxyfluorfen aplicada no ambiente

edafico comparado ao controle sem a bioaumentac&o.
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CONSIDERACOES FINAIS
Os objetivos dessa pesquisa foram cuidadosamente delineados para selecionar isolados

microbianos capazes de sobreviver em ambientes contaminados com oxyfluorfen, avaliar seu
potencial de degradacdo in vitro e identificar possiveis marcadores bioquimicos indicativos de
alta capacidade de degradacdo do herbicida. Apesar de caracterizar 20 isolados sobreviventes,
uma diferenciacdo clara baseada apenas em testes bioquimicos mostrou-se desafiadora,
enfatizando a necessidade de uma exploracdo adicional de marcadores alternativos ou
abordagens moleculares abrangentes.

No entanto, o estudo demonstrou que a presenca de isolados microbianos no solo
aumentou significativamente a taxa de degradacdo do oxyfluorfen. Vale ressaltar que a
fotodegradacdo também contribuiu para a rapida dissipacdo do herbicida. A heterogeneidade
observada nas vias metabdlicas microbianas pode explicar a diversidade na capacidade
funcional de degradacéo do herbicida entre diferentes grupos microbianos.

A pesquisa oferece informaces valiosas sobre o potencial da bioaumentacédo
microbiana para projetos de biorremediacdo do oxyfluorfen. A identificacdo de isolados de
diferentes géneros que exibem alta eficiéncia na degradacdo do herbicida apoia a ideia de
utilizar uma variedade de microrganismos em tais empreendimento. No entanto, investigagoes
adicionais sdo necessarias para identificar indicadores bioquimicos mais especificos e elucidar
0s mecanismos subjacentes a degradacdo microbiana do oxyfluorfen.

No geral, este estudo contribui para o avango de praticas agricolas sustentaveis,
oferecendo um meio vidvel de enfrentar os desafios ambientais associados ao uso de
herbicidas. Ao aproveitarmos o poder dos microrganismos para degradar o oxyfluorfen,
podemos buscar uma paisagem agricola mais ecologicamente equilibrada, garantindo tanto a
prosperidade econdémica quanto a seguranca alimentar, a0 mesmo tempo em que preservamos
0 meio ambiente natural para as geragdes futuras. As implicacOes desta pesquisa instigam
formuladores de politicas e partes interessadas a considerar os beneficios potenciais de

estratégias de biorremediacdo no contexto do desenvolvimento agricola sustentavel.
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ANEXOS

Concentracéo do oxyflourfen (mg L)
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Area sombreada em cinza indica o intervalo de confianca do modelo a 95% de significancia.
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Anexo . Curvas de concentragdo do oxyfluorfen (mg L™?) em meios contendo isolados
bacterianos 24, 48, 96, 144 e 192 horas ap0s a aplicacio inicial de 130 mg L™ do herbicida.

Scree plot

50-

40-

Percentage of explained variances

1 2 3 4 5 B 7 8 9 10
Dimensions

Anexo I1. Porcentagem da variacao explicada por cada dimensao obtida a partir da Analise de
Correspondéncia Multipla entre os isolados para suas respostas aos testes bioquimicos.
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Anexo I11. Modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Weibull ajustados
para os dados de degradacdo do oxyfluorfen avaliados aos 3, 5, 10, 15, 20, 30 e 40 dias apds a
aplicacdo de 100 mg kg™ do herbicida no solo em diferentes tratamentos.
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Anexo V. Modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e Weibull ajustados
para os dados de degradacéo do oxyfluorfen avaliados aos 3, 5, 10, 15, 20, 30 e 40 dias apds a
aplicacdo de 200 mg kg™ do herbicida no solo em diferentes tratamentos.

69



Anexo V. Pardmetros dos modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e
Weibull ajustados para os dados de degradacéo do oxyfluorfen avaliados aos 3, 5, 10, 15, 20,
30 e 40 dias apds a aplicagio de 100 mg kg™ do herbicida no solo em diferentes tratamentos.

Pseudo-primeira

Pseudo-segunda

Isolado ordem ordem Weibull
c0 Kk cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.9E+01 1.3E-02 8.2E+01 2.3E-04 1.0E+02 4.8E+02 2.0E-01
Controle Std. 3.0E+00 2.3E-03 3.1E+00 3.8E-05 1.5E+00 2.0E+02 2.3E-02
RMSE 1.77 1.66 0.52
R? 0.57 0.71 0.96
c0 Kk cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.4E+01 1.3E-02 7.7E+01 2.5E-04 1.0E+02 6.4E+03 8.9E-02
Isolado 4 Std. 3.7E+00 3.1E-03 4.0E+00 5.6E-05 2.0E+00 1.2E+04 2.7E-02
RMSE 2.23 2.15 0.71
R2 0.39 0.51 0.94
c0 Kk cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.6E+01 1.3E-02 7.9E+01 2.6E-04 1.0E+02 1.1E+03 1.3E-01
5 Isolados Std. 3.4E+00 2.8E-03 3.7E+00 5.0E-05 1.4E+00 7.6E+02 2.0E-02
RMSE 2.03 1.93 0.51
R2 0.49 0.61 0.97
c0 Kk cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.2E+01 1.2E-02 7.5E+01 2.5E-04 1.0E+02 4.9E+04 6.1E-02
Isolado 14 Std. 3.9E+00 3.3E-03 4.2E+00 6.1E-05 1.3E+00 1.2E+05 1.8E-02
RMSE 2.32 2.23 0.48
R2 0.35 0.48 0.97
c0 k cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.7E+01 1.3E-02 8.0E+01 2.5E-04 1.0E+02 6.4E+02 1.6E-01
Isolado 26 Std. 3.4E+00 2.7E-03 3.6E+00 4.7E-05 1.7E+00 3.9E+02 2.6E-02
RMSE 2.01 1.90 0.61
R2 0.49 0.64 0.95
c0 k cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.7E+01 1.2E-02 7.9E+01 2.3E-04 1.0E+02 1.7E+03 1.3E-01
Isolado 28 Std. 3.3E+00 2.6E-03 3.5E+00 4.4E-05 1.2E+00 1.1E+03 1.8E-02
RMSE 1.94 1.85 0.43
R2 0.48 0.60 0.97
c0 Kk cO k c0 lambda  beta
Estimate 7.6E+01 1.2E-02 7.9E+01 2.3E-04 1.0E+02 2.5E+03 1.2E-01
Isolado 31 Std. 3.4E+00 2.7E-03 3.6E+00 4.7E-05 1.7E+00 2.6E+03 2.4E-02
RMSE 2.02 1.94 0.59
R2 0.45 0.56 0.95

c0= Concentracdo inicial estimado pelo pardmetro
pardmetro de forma ou inclinagéo.

; k= taxa de degradacdo; lambda= pardmetro de escala; beta=
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Anexo VI. Parametros dos modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda ordem e
Weibull ajustados para os dados de degradacdo do oxyfluorfen avaliados aos 3, 5, 10, 15, 20,
30 e 40 dias apds a aplicagio de 200 mg kg™ do herbicida no solo em diferentes tratamentos.

Pseudo-primeira

Pseudo-segunda

Weibull
ordem ordem

c0 Kk c0 Kk c0 lambda  beta

Estimate 1.6E+02 1.1E-02 1.6E+02 9.1E-05 2.0E+02 2.1E+03 1.6E-01

Controle Std. 56E+00 2.1E-03 5.9E+00 1.6E-05 2.5E+00 1.3E+03 2.0E-02
RMSE 3.36 3.22 0.88
R2 0.52 0.61 0.96

c0 Kk c0 Kk c0 lambda  beta

Estimate 1.6E+02 1.1E-02 1.6E+02 9.1E-05 2.0E+02 2.1E+03 1.6E-01

Isolado 4 Std. 56E+00 2.1E-03 5.9E+00 1.6E-05 2.5E+00 1.3E+03 2.0E-02
RMSE 3.36 3.22 0.88
R2 0.52 0.61 0.96

c0 Kk c0 Kk c0 lambda  beta

Estimate 1.5E+02 1.2E-02 1.6E+02 1.1E-04 2.0E+02 3.0E+03 1.2E-01

5 Isolados Std. 6.5E+00 2.6E-03 6.9E+00 2.2E-05 1.9E+00 1.9E+03 1.4E-02
RMSE 3.87 3.71 0.67
R2 0.46 0.58 0.98

c0 Kk c0 Kk c0 lambda  beta

Estimate 1.5E+02 1.2E-02 1.6E+02 1.2E-04 2.0E+02 2.6E+03 1.1E-01

Isolado 14 Std. 6.8E+00 2.8E-03 7.3E+00 2.4E-05 2.0E+00 1.7E+03 1.4E-02
RMSE 4.08 3.90 0.71
R2 0.44 0.57 0.98

c0 k c0 k c0 lambda  beta

Estimate 1.5E+02 1.1E-02 1.6E+02 1.1E-04 2.0E+02 5.9E+03 1.0E-01

Isolado 26 Std. 7.0E+00 2.8E-03 7.5E+00 2.4E-05 3.8E+00 9.5E+03 2.7E-02

RMSE 4.183714 4.03008 1.348477
R2 0.402465 0.515304 0.935951

c0 k c0 k c0 lambda  beta

Estimate 1.5E+02 1.1E-02 1.6E+02 9.6E-05 2.0E+02 1.6E+04 9.4E-02

Isolado 28 Std. 6.7E+00 2.6E-03 7.2E+00 2.2E-05 3.1E+00 2.6E+04 2.3E-02
RMSE 4.06 3.93 1.10
R2 0.39 0.49 0.95

c0 Kk c0 Kk c0 lambda  beta

Estimate 1.5E+02 1.1E-02 1.6E+02 1.0E-04 2.0E+02 2.9E+03 1.3E-01

Isolado 31 Std. 6.3E+00 2.5E-03 6.7E+00 2.0E-05 3.1E+00 2.8E+03 2.4E-02
RMSE 3.79 3.64 1.11
R2 0.46 0.57 0.95

c0= Concentracdo inicial estimado pelo parametro
pardmetro de forma ou inclinagéo.

; k= taxa de degradacdo; lambda= pardmetro de escala; beta=
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Anexo VII. Teste de hipotese usando a ANOVA para similaridade entre os parametros dos
modelos Weibull para degradacdo do oxyfluorfen no tratamento controle e com a presenca de
isolados com a aplicacdo de 100 mg kg™ do herbicida.

Todos pardmetros iguais entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)”beta)

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 221 2983.8 -18 -973.54 5.4616 2.35E-10 el

Parametro lambda igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda)”beta[trat])

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 209 2130.9 -6 -120.64 2.0304 0.06318

Parametro cO igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda[trat])"beta[trat])

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 209 2010.3 -6 -0.022962 4.00E-04 1

Parametro beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta)

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 209 2246 -6 -235.75 3.9677 0.0008923  ***

Parametro cO e beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda[trat])"beta)

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 215 2252.9 -12 -242.59 2.0414 0.02241 *

Parametro lambda e beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda)”beta)

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 215 2414.1 -12 -403.77 3.3978 0.0001506  ***

Parametro c0 e lambda igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)”beta[trat])

Res.Df Res.Sum.Sq Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 2010.3
2 215 2132.2 -12 -121.89 1.0257 0.4265

Quando p-valor é maior que 0,05, os modelos e parametros sdo considerados similares. (*), (**), (***) indicam
que o teste foi significativo para um p-valor < 0.05, 0.01, 0.001.
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Anexo VIII. Teste de hipotese usando a ANOVA para similaridade entre os parametros dos
modelos Weibull para degradacdo do oxyfluorfen no tratamento controle e com a presenca de
isolados com a aplicacdo de 200 mg kg™ do herbicida.

Todos parametros iguais entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cOJ[trat] * exp(-(epoca/lambdaltrat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)”beta)

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 221 8855.3 -18 -2606.4 4.704 1.17E-08  ***

Parametro lambda igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cOJ[trat] * exp(-(epoca/lambdaltrat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda)”beta[trat])

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 209 6460.8 -6 -211.9 1.1473 0.3363

Parametro cO igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambdaltrat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda[trat])"beta[trat])

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 209 6248.9 -6 -0.01191 1.00E-04 1

Parametro beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cOJ[trat] * exp(-(epoca/lambdaltrat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta)

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 209 6580.6 -6 -331.68 1.7958 0.1015

Parametro cO e beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cOJ[trat] * exp(-(epoca/lambdaltrat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda][trat])"beta)

Res.Df = Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 215 6588.2 -12 -339.28 0.9185 0.5294

Parametro lambda e beta igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda]trat])"beta[trat])
Model 2: concdl ~ cOJtrat] * exp(-(epoca/lambda)”beta)

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 215 7165.6 -12 -916.71 2.4817 0.004734  **

Parametro c0 e lambda igual entre os isolados e o controle
Model 1: concdl ~ cO[trat] * exp(-(epoca/lambda]trat])beta[trat])
Model 2: concdl ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)”beta[trat])

Res.Df  Res.Sum.Sq  Df Sum Sq F value Pr(>F)
1 203 6248.9
2 215 6462 -12 -213.16 0.5771 0.8592

Quando p-valor é maior que 0,05, os modelos e parametros sdo considerados similares. (*), (**), (***) indicam
que o teste foi significativo para um p-valor < 0.05, 0.01, 0.001.
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Modelo com 1 paréametro: Ct ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)*beta[trat])

100{ @
~&- Controle A
=& |so14
~®- |s026
. ~8- [s028
‘73) -o— |so031
g) 80 ~&- |sod
- -8 |so5
o
w0
(&4
8
=
[
o
c
(o)
O 60
@
0 10 20 30 40
Dias apos a aplicagao
Modelo com 1 parametro: Ct ~ c0 * exp(-(epoca/lambda)*beta]trat])
2001 ¢
=& Controle B
== lso14
—8- |s026
—~ 175 —8= |s028
@ —&- |s031
o ~&= |sod
é =8 |so5
(o]
L]
g 150
c
[(}]
Q
c
o]
&)
125
100

0 10 20 30 40
Dias apos a aplicagao

Modelo Weibull foi escolhido baseado nos resultados de ajuste de modelos mostrados em Anexos.

Anexo IX. Cinética de degradacdo para uma concentracdo inicial de 100 (A) e 200 (B) mg kg
! de oxyfluorfen no solo durante 40 dias apds a aplicacdo do herbicida.
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