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RESUMO:

O uso de agroquimicos na agricultura gera diversos danos ao meio ambiente, e a
contaminacao por essas substancias podem representar sérios riscos a saude humana e a
de outros organismos nao alvo. Diante disso, 0 objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos
do herbicida Tordon® sobre os parametros de fitotoxicidade em alface (Lactuca Sativa) e
sobre os parametros de genotoxicidade e mutagénicidade em células meristematicas de
Allium cepa expostas a diferentes concentracdes da substancia obtidas por diluicdes
seriadas. Foram analisadas concentracfes (Controle Negativo, Controle Positivo, 100%
(substéancia pura), 10%, 1%, 0,1%, 0,01%, 0,001%, 0,0001%, 0,00001% e 0,000001%). Nos
resultados foram observados efeitos genotoxicos e mutagénicos para as maiores
concentragbes revelando uma curva dose resposta, onde as menores concentragbes
avaliadas apresentaram os menores indices de toxicidade. Mais estudos devem ser
realizados uma vez que este ainda é um estudo preliminar.
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ABSTRACT:

The use of agrochemicals in agriculture generates several damages to the environment,
and a contamination by these substances can pose serious risks to human health and other
non-target organisms. The objective of this study was to analyze the effects of the herbicide
Tordon® on the parameters of phytotoxicity in lettuce (Lactuca Sativa) and on the
parameters of genotoxicity and mutagenicity in meristematic cells of Allium cepa exposed
to different concentrations of the substance obtained by serial dilutions. Concentrations were
analyzed (Negative Control, Positive Control, 100% (pure substance), 10%, 1%, 0.1%,
0.01%, 0.001%, 0.0001%, 0.00001% and 0.000001%). The results demonstrated genotoxic
and mutagenic effects for the highest concentrations, revealing a dose response curve,
where the lowest concentrations evaluated had the lowest toxicity indices. Further studies
should be conducted as this is still a preliminary study.
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1. INTRODUCAO

O uso de agroquimicos € muito comum na agricultura Brasileira e mundial, visando
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um aumento de nutrientes no solo, correcdo do pH e eliminacdo de pragas. Entretanto,
muitos destes produtos podem trazer danos a saude humana, e causar uma série de
problemas e contamina¢des ambientais (RAMALHO, 2000). Entre os danos causados a
organismos expostos por agentes quimicos, os efeitos genotdxicos e mutagénicos tém se
mostrado preocupantes, devido a sua capacidade de induzir danos genéticos, que podem
levar a varios problemas de saude e também afetar as geracdes futuras, uma vez que essas
alteracOes podem ser herdadas (LEME, MARIN-MORALES, 2009).

De acordo com Mansano et al. (2013), grande parte deste material ndo chega a
atingir o organismo-alvo. Desta forma, ao atingir os cursos e reservatorios de agua,
dependendo das caracteristicas fisicas e quimicas do produto, os residuos podem
contamina-lo, serem absorvidos e acumulados em organismos ndo alvo e podendo entdo
ser acumulados ao longo do tempo (RAMALHO, 2000; COPATTI et al., 2009).

O Tordon® é um herbicida recomendado para o controle de dicotileddneas de porte
arbustivo em areas de pastagens e plantacdes. Possui em sua formulagdo o composto 4-
amino-3,5,6-tricloro acido picolinico (Picloram) e o &cido 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D)
(ADAPAR, 2018).

O Picloram se caracteriza por ser um produto extremamente ativo em
dicotiledbneas, sendo comum seu uso em misturas com outros herbicidas, como 2,4-D. Ele
€ um herbicida com alto potencial de contaminagéo de aguas subterraneas, pois apresenta
longa persisténcia no solo (meia-vida de 90 dias), podendo ser encontrado na area de
aplicacao até dois ou trés anos apés a aplicacdo (SANTOS et al., 2006).

De acordo com Van Epps (1974) e Isensee (1971), o picloram e as misturas que
contém picloram, apresentam uma melhor acdo sobre caules maduros, e também inibem
a germinacao da raiz de forma mais eficiente que os herbicidas habituais do tipo fenoxi.

O 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) tem sido amplamente utilizado desde a década
de 40, e possui em sua formulacado, subprodutos como dioxinas, que sdo altamente toxicas
(GRISOLIA, 2005).

O uso de pulverizagbes de 2,4-D em pastagens tem sido utilizada por quase 20
anos, mas ainda nao foram relatados dados sobre a presenca de residuos de 2,4-D no leite
de vacas. Os dados publicados sobre os residuos no leite quando o acido 2,4-D foi ingerido
diretamente por vacas ou pulverizado na forragem foram negativos com os métodos
disponiveis para analise (KLINGMAN, 1966).

Os fendis e as anilinas cloradas, presentes na formulacdo do Tordon®, sio

introduzidos diretamente no ambiente por meio do uso abusivo e excessivo de
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agroquimicos que contenham esses compostos. Segundo Park (1999), estes compostos
sdo bastante toxicos, e a sua toxicidade tende a aumentar com o seu grau de cloragao.
Além de produtos quimicos como os herbicidas, pesticidas, inseticidas e fungicidas, esses
fenois tambem podem ser introduzidos no ambiente por meio de derramamentos acidentais
e por meio da liberacao ilegal de aguas residuais industriais e municipais (STEIERT, 1987).

Bioensaios com plantas apresentam vantagens para serem realizados em
avaliacbes ambientais, pois sdo considerados sensiveis e de facil realizacdo, quando
comparados aos bioensaios que utilizam animais (FERNANDES et al., 2007). O sistema-
teste A. cepa € amplamente utilizado em monitoramento de contamina¢des ambientais, por
ser um teste de resposta rapida, de baixo custo e favoravel na avaliacdo de danos
cromossémicos e alteracdes no ciclo mitético, devido a presenca de boas condi¢cdes
cromossdmicas, como cromossomos grandes e em numero reduzido (2n=16) (LEME,
MARIN-MORALES, 2009). Grant (1982) e Carita, Marin-Morales (2008) descrevem A. cepa
como um eficiente sistema teste de rotina, para avaliar o potencial genotéxico de
substancias quimicas, devido a sua sensibilidade e boa correlacdo com sistemas teste de
mamiferos.

O bioensaio de germinacgéo e crescimento radicular de alface (Lactuca sativa) esta
entre os testes biolégicos disponiveis para avaliar os efeitos de contaminantes ambientais
O teste consiste em expor as sementes desta planta a um agente potencialmente toxico,
gue estabelece subsequentemente o nimero de sementes germinadas, bem como o grau
de alongamento da raiz (PALMIERI et al., 2014). Tais ensaios com plantas vasculares sao
particularmente interessantes, porgue permitem a avaliacdo dos efeitos adversos de um
composto toxico na germinagéo e crescimento das raizes, mesmo nos estagios iniciais do
desenvolvimento da semente, tornando o processo consideravelmente mais simples e mais
rapido (CARVALHO et al.,, 2013). O ensaio de germinagdo e crescimento de raiz sédo
técnicas simples, rapidas, confiaveis e econémicas (CUNHA, 2005). Além disso, uma vez
gue a raiz é o primeiro 6rgao a entrar em contato com o substrato ou solu¢cdo que contém
a substancia a ser analisada, alguns autores recomendam a realizacdo dos ensaios de
avaliacdo da germinacgéo e crescimento da raiz para verificar a fitotoxicidade potencial de
substancias (VALERIO et al., 2007). Diante disso, o objetivo deste trabalho foi analisar os
efeitos sobre os parametros de fitotoxicidade em Lactuca Sativa e sobre os parametros de
genotoxicidade e mutagénicidade em células meristematicas de A. cepa expostas a

diferentes concentracdes do herbicida Tordon® obtidas por meio de diluicdes seriadas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Substancia e concentrac¢des utilizadas

O herbicida Tordon® é registrado no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) sob n°® 0358709. Possui em sua composicao 402 g/L de 2,4-D e
103,6 g/L de Picloram. O produto foi obtido comercialmente através da COOPERATIVA
AGROPEC JACUTINGA LTDA, na cidade de Ouro Fino - MG. Os experimentos foram
desenvolvidos utilizando concentracfes de exposicdo obtidas a partir de uma diluicéo

seriada do produto comercial em agua destilada (Tabela 1).

Concentragfes Utilizadas

100% Produto puro

10% 10 %
1%

0,1% 101%
0,01% 102%
0,001% 10°%
0,0001% 104 %
0,00001% 10°%
0,000001% 106%

2.2 Ensaio de germinacéo e de crescimento de raizes

O ensaio foi realizado em triplicata de acordo com Sobrero e Ronco (2004). As
placas foram forradas com papel filtro e em cada uma foram dispostas 30 sementes de L.
sativa (Alface crespa Grand rapids, lote: 7896026037211) que germinaram em 5 mL de
cada concentracdo de Tordon® demonstradas na tabela 1. As placas foram cobertas com
folha de aluminio para evitar a influéncia da luz e mantidas durante 96 h em incubadora
B.O.D a 24°C. Apé6s esse periodo foram calculados a porcentagem de sementes
germinadas (total de sementes germinadas/total de sementes dispostas por placa x100)
(PALMIERI et al., 2014) e os comprimentos de raizes foram medidos com um paquimetro

digital. De acordo com Lutterbeck (2015), foram calculados a porcentagem relativa de
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sementes germinadas (SG) (1), a porcentagem de crescimento de raiz (CR) (2) e o indice
de germinacao (IG) (3).

Sementes germinadas

(1) SG= X 100

Sementes germinadas em controle

Comprimento médio da raiz

(2) CR= X 100

Comprimento médio da raiz controle

(SG) X (CR)

@) I6 = 100

2.3 Bioensaios com sementes de Allium cepa

Sementes de A. cepa, foram dispostas em placas de Petri forradas com papel de
filtro para germinacdo nas diferentes concentracdes do Herbicida Tordon®, como
demonstrado na tabela 1.

Como controle negativo foi utilizado &4gua ultra-pura, e o controle positivo com
solucdo aquosa de metano sulfonato de metila (MMS) na concentragéo de 4x104M (Sigma-
Aldrich, CAS 66-27-3). Todos os testes com germinacao de sementes foram realizados em
triplicata. As radiculas, com aproximadamente 2,0 cm de comprimento, foram coletadas e
em seguida, fixadas em solucdo de Carnoy (Alcool - Acido Acético 3:1 - v/v) por 6 a 18 h
em temperatura ambiente. Apos este tempo, o fixador foi trocado por um novo, recém-
preparado. Posteriormente, as raizes ficaram armazenadas em geladeira, a 4°C, até a sua
utilizacdo na confecc¢éo das laminas para os ensaios de aberracdes cromossémicas (AC) e

de micronucleo (MN).

2.4 Ensaios de AC e Teste do MN em células meristematicas e F1

O teste de AC e MN em células meristematicas de radiculas de A. cepa foram
realizados de acordo com o protocolo de Grant (1982), com algumas modificagdes. As
radiculas fixadas foram submetidas a coloragcdo em reativo de Schiff. Para preparar as
laminas, os meristemas foram colocados em laminas contendo uma gota de carmim acético
2% e recobertos com laminulas, com um suave esmagamento. As laminulas foram retiradas

em nitrogénio liquido e as laminas permanentes foram montadas com resina sintética, para
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posterior analise. Para a anéalise de AC, foram considerados diversos tipos de aberracdes
(fragmentos, perdas, pontes, aderéncias cromossomicas, entre outros) nas diferentes fases
da divisdo celular (préfase, metafase, anafase e telo6fase). Foi considerado como endpoint
de genotoxicidade, todas as aberracdes cromossOmicas observadas, exceto as quebras
cromossOmicas. JA como indicativo de mutagenicidade, foram consideradas as quebras
cromossOmicas e a presenca de MN. A analise dos parametros acima citados foi realizada
pela contagem de cerca de 5000 células para cada tratamento, sendo 500 células por
lamina, em um total de 10 laminas avaliadas (MAZZEO et al., 2015).

Para a obtencdo dos indices mitéticos (IM) foram consideradas as porcentagens

das células em diviséo, seguindo a aplicacao da férmula a seguir (4).

NUMERO DE CELULAS EM DIVISAO
(4) IM = - X100
TOTAL DE CELULAS OBSERVADAS

A genotoxicidade foi avaliada pela obtencdo do indice de células portadoras de

aberracdes cromossomicas (IAC) e anormalidades nucleares (AN), segundo a férmula (5).

NUMERO DE CELULAS COM AC E AN
(5) IAC = ~ X100
TOTAL DE CELULAS OBSERVADAS

A ocorréncia de células portadoras de micronucleos (MN) e quebras
cromossOmicas (QC) foram registradas para avaliar instabilidade cromossémica. Estes
eventos se ndo forem reparados pelas células podem gerar futuras mutacées e por isso o
indice destas anormalidades foi chamado de indice de potencial mutagénico (IPM). O IPM

foi calculado segundo a formula (6).

NUMERO TOTAL DE CELULAS COM MN E QC
TOTAL DE CELULAS OBSERVADAS

(6) IMT = X100

2.5 Anédlises estatisticas

Todos os resultados foram expressos em Média + Desvio Padrdo (SD). A
normalidade foi realizada pelo teste de Shapiro-Wilks, que mostrou distribuicdo normal para
todos os dados obtidos. Para a andlise estatistica foi aplicado teste ANOVA, seguido do
pos teste de Dunnett, para multipla comparagéo entre os grupos. Todos os dados foram

analisados pelo programa Graphpad Prism 6.0.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

O presente estudo fez uso de dois diferentes organismos para avaliar os efeitos
toxicos de diferentes concentragdes do herbicida Tordon®. Foram expostas sementes de
alface (Lactuca sativa) para avaliacao da fitotoxicidade por meio dos indices de germinacao
e crescimento radicular e sementes de Allium cepa para avaliacdo dos efeitos
citogenotoxicos.

De acordo com Araujo et al. (2001), os ensaios realizados com alface sao
considerados um dos testes toxicoldgicos mais simples para o biomonitoramento ambiental.
Ensaios desse tipo sdo interessantes pois permitem a avaliacdo dos efeitos adversos nas
fases iniciais do desenvolvimento da semente tornando o processo mais simples e rapido
(PALMIERI et al., 2014).

A inibicdo de germinacdo de sementes é considerada um biomarcador de efeito
letal enquanto que a inibicAo dos comprimentos de raizes e hipocoétilos constituem
biomarcadores de efeitos subletais. Os resultados obtidos pela avaliacdo desses dois
biomarcadores sdo complementares fornecendo parametros importantes de toxicidade
(SOBRERO; RONCO, 2004).

Na tabela 2 estdo representadas as porcentagens médias das sementes
germinadas bem como os resultados da porcentagem relativa de sementes germinadas

(SG), a porcentagem de crescimento de raiz (CR) e o indice de germinacéao (I1G).

Tabela 2: Ensaio de germinacéo e crescimento de raiz para avaliacdo da fitotoxicidade do

herbicida Tordon®. Valores demonstrados em Média + desvio padréo.

ng?gg;rgg)z;es Sementes germinadas (%) SG (%) CR (%) IG (%)
CN 82,22+7,70 100+0,00 100+0,0 100+0,0

100 - - - -

10 - - - -

1 - - - -

0,1 - - - -

0,01 42,22+3,85* 51,52+4,66* 12,24+3,61* 6,24+1,65*
0,001 51,11+3,85* 62,70+9,49* 20,60+8,56* 12,86+5,42*
0,0001 76,67+6,67 93,36+4,25 37,10+11,05* 34,53+10,11*

0,00001 86,6716,67 106,53+18,37 120,03+11,01 128,13+26,06
0,000001 82,22+8,39 100+3,85 139,35+16,81*  139,57+19,69*

CN-Controle negativo (agua destilada), SG (Porcentagem relativa de sementes germinadas,
CR (Porcentagem de crescimento de raiz, IG (Indice de germinacédo). *Valores significativos em relagcao ao
controle. (P<0,05), por meio do ANOVA, po6s teste de Dunnet.
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Apos 96 horas de exposicdo foram observadas uma média de 24,3 sementes
germinadas no grupo controle enquanto que nas concentracfes de 100%, 10%, 1% do
herbicida a germinacgéo foi inibida. A inibicdo de germinacdo pode ser considerada como
um efeito letal, significando que as sementes n&o germinaram, pelo fato de ter ocorrido a
morte do embrido (SOBRERO; RONCO, 2004).

Nas concentracbes de 0,1%, 0,01% e 0,001% germinaram em média,
respectivamente 4,6, 12,6 e 15,3 sementes, apresentando uma redugédo significativa em
relacdo ao controle. As menores concentragcdes avaliadas apresentaram a maior
guantidade de sementes germinadas sendo 25 para 0,00001% e 26 para a de 0,000001%.

A germinacdao relativa foi significativamente reduzida nas concentracdes de 0,1%,
0,01% e 0,001% enquanto que para os parametros CR e IG a reducéo foi significativa para
0,01%, 0,001% e 0,0001%. A concentracdo de 0,000001% apresentou um aumento
significativo nos parametros CR e IG em relacdo ao controle.

A germinacdo das sementes € uma fase importante no ciclo de desenvolvimento
vegetativo, portanto, avaliar a inibicdo da germinacdo de sementes expostas a
contaminantes neste estagio € a melhor maneira de entender os mecanismos toxicos dos
contaminantes ambientais para as plantas (LIU et al., 2012).

Ainda em relac&o aos resultados encontrados, de acordo com Junior et al. (2002),
guando os indices de germinacao sdo superiores a 20 apontam menor risco de impacto
ambiental enquanto que indices menores alertam para um potencial toxico da substancia
avaliada.

Foram realizadas as medi¢cdes dos comprimentos de raizes (radicula) e dos

comprimentos da parte aérea (hipocotilo) e os valores estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Medi¢cbes dos comprimentos das radiculas e dos hipocétilos demonstrados em

meédia + desvio padrao.

Concentragdes Tordon® (%) Comprimento daraiz(mm) Comprimento da parte aérea (mm)
CN 9,74+2,22 10,02+1,85
100 - -

10 - -
1 - -

0,1 - -

0,01 1,14+0,13* 1,11+0,23*
0,001 1,88+0,49* 0,76+0,15*
0,0001 3,46+0,43* 5,61+0,31*

0,00001 11,55+1,68 11,55+1,52
0,000001 13,36+1,67* 11,43+0,77

CN-Controle negativo. *Valores significativos em relagdo ao controle. (P<0,05), por meio do ANOVA, po6s teste de Dunnet.
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Os comprimentos de raiz apresentaram uma diminuicdo significativa para as
concentracbes de 0,01%, 0,001% e 0,0001% assim como nos comprimentos dos
hipocotilos. E na concentracdo de 0,000001% foi observado um aumento significativo no
comprimento da raiz.

O 2,4-D é um herbicida auxinico, portanto reproduz a acédo do acido indolacético,
gue é uma auxina natural (GROSSMAN, 2003). De acordo com Taiz e Zeiger (2004), baixos
niveis dessa auxina s80 necessdrios para o alongamento da raiz, mas em altas
concentracfes atuam inibindo o crescimento da raiz como observado nesse trabalho.

Segundo Sobrero e Ronco (2004) a inibicdo de crescimento de raiz € um indicador
de efeito subletal, pois algumas doses ndo sédo tdo altas para inibir a germinagdo, mas
podem retardar o crescimento de raiz.

Nascimento e Yamashita (2009), estudaram parametros de emergéncia de
plantulas, altura e fitointoxicac&o de olericolas (pepino, alface e tomate) cultivados em solo
previamente contaminado com o herbicida Tordon®. De acordo com os autores a
emergéncia e a altura das plantas foram reduzidas em doses acima de 0,04 L hal. Esses
resultados demonstraram a alta sensibilidade dessas espécies aos herbicidas auxinico,
levando a mudancas no metabolismo vegetal.

Por meio das andlises citogenéticas foi possivel avaliar os efeitos do herbicida
Tordon® sobre o material genético de A. cepa.

O indice mitético que é caracterizado pelo total de células em divisao, apresentou
uma reducéo significativa comparado ao controle apenas na concentracdo de 0,01%. As
concentracfes de 0,1% e 0,001% apresentaram indices menores, porém nao foram
significativas. Na concentracdo 100% ndo foi possivel a avaliacdo uma vez que a

germinacao das sementes foi inibida completamente.
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Figura 1: Resultados obtidos para o indice mitético em raizes de A. cepa expostos a diferentes concentragdes

de Tordon.
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indice de genotoxicidade obtido por meio da observacdo das aberracdes
cromossOmicas e das alteracfes nucleares esta representado na figura 2. De acordo com
os resultados apenas a exposicéo a concentracao de 10% foi significativamente genotoxica.
Pelos resultados observados €é possivel inferir que todos os tratamentos, com excec¢ao, da
menor concentracdo avaliada apresentaram um aumento no numero de alteracdes
cromossOmicas e nucleares, porém nao foram significativas provavelmente devido ao
desvio padrdo. Sobre os resultados observados ainda € possivel inferir que a substancia
avaliada apresenta uma curva dose resposta. Aparentemente, quanto maior a diluicao

menos alteracbes cromossdmicas e nucleares sdo observadas.
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Figura 2: Resultados obtidos pelos indices de aberra¢des cromossémicas e nucleares (genotoxicidade) em

raizes de A. cepa expostos a diferentes concentracdes de Tordon.

O indice de potencial mutagénico (IPM) foi calculado pela observacao das células
portadoras de micronucleos (MN) e quebras cromossémicas (QC). Os resultados
encontrados estao representados na figura 3.
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Figura 3: Resultados obtidos pelos indices de potencial mutagénico em raizes de A. cepa expostos a

diferentes concentracdes de Tordon.
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As concentracdes de 10%, 0,1% e 0,01% apresentaram valores significativos nos
indices de potencial mutagénico. Pelos resultados observados € possivel inferir que o
potencial mutagénico diminui & medida que aumenta a diluicdo da substancia.

Os micronudcleos encontrados nas concentragfes citadas acima indicam acao
mutagénica do composto. A formacéo destas estruturas ocorre atraves de danos, reparados
erroneamente ou nao reparados, nas células parentais, sendo facilmente observaveis nas
células filhas como uma estrutura similar ao nucleo principal, mas com tamanho reduzido.
Portanto, o micronucleo se desenvolve a partir de algumas aberracbes cromossdémicas,
como perda e quebra cromossbmica, ou pode surgir por outros processos como
poliploidizacdo, onde sdo originados pela eliminacdo de DNA excedente do nucleo principal
a fim de restaurar a condicdo normal de ploidia (FERNANDES et al., 2007). Alguns danos
genotoxicos encontradas nas células expostas ao Tordon estdo apresentadas na figura 4.

Figura 4: Danos genotoéxicos e de indicativo de mutagenicidade observados nas células meristematicas de
A. cepa expostas a diferentes concentracdes do herbicida Tordon. 1- Préfase; 2- Anafase; 3- Metafase; 4-
Tel6fase; 5- Interfase com Micronucleo; 6- Anafase com perda cromossdmica; 7- Metadfase com aderéncia; 8-
Tel6fase com ponte e quebra; 9- Préfase com microndcleo; 10- Anafase com ponte; 11- C-metéfase; 12-

Tel6fase com perda cromossémica.

4. CONCLUSAO

De acordo com os resultados observados é possivel inferir que o herbicida Tordon
induziu o desenvolvimento de efeitos citogenotdxicos nos dois organismos teste utilizados

(Lactuca sativa e A. cepa). Resultados significativos foram observados para as maiores
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concentracfes avaliadas (10%, 1%, 0,1%) revelando um efeito dose resposta (quanto
menor a concentracdo menor o efeito citogenotoxico). Estes resultados sdo importantes
pois revelam que mais pesquisas devam ser realizadas com esse herbicida, uma vez que

a exposicdo a essa substancia pode colocar em risco a saude humana.
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