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Resumo:

Neste trabalho foi utilizado o agrotéxico Domark 100 EC®, tendo como principio
ativo o tetraconazol que atua impedindo a proliferacdo de insetos e fungos nos
tecidos internos e externos da planta. Para a realizacdo do bioensaio Allium cepa
foram utilizadas solu¢des contendo duas concentracdes diferentes desse agrotoxico,
bem como dos controles positivo e negativo. As raizes de Allium cepa que estavam
em contato com as solu¢cbes foram medidas para analisar o seu efeito citotoxico, e
posteriormente foram confeccionadas laminas, em quadruplicata, com o material da
extremidade das raizes para avaliacao do efeito genotdxico. Foram analisadas 2000
células de cada replicata, sendo identificada a fase da divisdo celular, observando
aspectos de normalidade ou de anormalidades citogenéticas. As anormalidades
observadas foram: micronacleo, vacuolo nuclear, aderéncia, broto nuclear,
fragmento, poliploidia, cromossomo desorientado, c-metafase, ponte cromossémica,
polarizacdo reversa, cromossomo atrasado, nucleo aumentado, nucleo diminuido e
anafase multipolar. Desse modo, por meio do bioensaio Allium cepa foi possivel
determinar os efeitos citotoxicos e genotdxicos do tetraconazol bem como do indice
mitotico e das anormalidades celulares.

Introducgao

O Brasil é um dos maiores consumidores de agrotdxicos no mundo. No entanto, nédo
ha fiscalizacbes definidas e garantias trabalhistas que assegurem a utilizacao
desses produtos pela agricultura familiar, aumentando o risco a saude devido a
exposicao ocupacional desses agricultores. Certas moléculas ativas presentes nos
agrotoxicos podem ter propriedades genotoxicas com possibilidade de interagir e
danificar a estrutura da molécula de DNA (acido desoxirribonucleico), podendo

formar micronucleos e outras alteracdes citogenéticas, por isso, € necessario fazer
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uma avaliacdo dos riscos e efeitos causados pelo agrotdxico. Existem muitas
lacunas no conhecimento dos riscos associados a utilizacdo de agrotoxicos,
tornando prioritario o desenvolvimento de pesquisas relacionadas com a exposi¢céo a
agrotoxicos em todos 0s seus aspectos.

Os bioensaios que utilizam plantas sdo mais simples e sensiveis em relacdo aqueles
gue utilizam animais, demonstrando serem testes eficientes para o monitoramento
das alteracGes provocadas pelos agrotoxicos, sendo importante na investigacao da
citotoxicidade e genotoxicidade dos agrotéxicos utilizados nas culturas agricolas.
Dessa forma, o objetivo desse projeto foi utilizar o bioensaio com Allium cepa para
avaliar a citoxicidade e a genotoxicidade da formulagdo comercial do agrotoxico
Domark 100 EC® (tetraconazol), em concentracdes de uso, utilizadas por produtores
rurais da regido de Marialva — PR (Parand).

Materiais e Métodos

Para este estudo, utilizou-se o agrotéxico Domark 100 EC® (tetraconazol) doado
por um produtor rural da regido de Marialva-PR. As concentracdes testadas foram
0,5ml/L e 0,75ml/L que sédo aquelas normalmente utilizadas na viticultura, além dos
controles positivo (3ml/L) e negativo (agua destilada). Foram utilizados bulbos de
Allium cepa adquiridos comercialmente de um mesmo fornecedor, com diametro de
aproximadamente 3 cm. O experimento foi realizado em quadruplicata para cada
concentragdo e controle. O bulbo da cebola foi imerso em agua destilada por 48
horas até haver crescimento da raiz. Posteriormente, estas foram imersas nas
solucdes-testes com as concentragdes definidas de tetraconazol por mais 72 horas,
conforme descrito por RANK et al. (1997). A citotoxicidade foi determinada pela
qguantidade e comprimento das raizes nas diferentes solucdes testes e controle
negativo. As raizes foram mantidas em solucéo de etanol e acido acético (3:1) por
um periodo de 6 horas. Apés esse periodo, foram armazenadas em frascos
contendo etanol 70% a 4°C para posterior analise citogenética e avaliacao do efeito
genotoxico. Para a preparacdo das laminas, as raizes foram retiradas do etanol
70%, lavadas em agua destilada, submetidas a hidrolise acida com HCI (acido
cloridrico) 1N durante 8 minutos a 60°C, lavadas novamente em &gua destilada,
coradas com Reativo de Shiff por 45 minutos no escuro. A lamina foi preparada por
meio de esmagamento manual, sendo contadas 2000 células do meristema apical
das raizes que entraram em contato com cada concentracdo do agrotoxico para
observar a presenca de anormalidades citogenéticas e morte celular. Também
foram analisadas 100 células em divisdo celular, e as anormalidades encontradas
possibilitaram o célculo do indice mitético para cada concentracao testada.

Resultados e Discussao

Na Tabela 1 estd demonstrado que o tetraconazol contribui para a diminuicdo do
indice mitotico conforme ha aumento da concentracdo do agrotéxico. Além disso,
observa-se a ocorréncia de efeito genotdxico expressivo, onde houve aumento do
indice de anormalidades celulares de acordo com a elevacdo da dosagem do
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tetraconazol. Também foram observadas a cariorexe e caribdlise que estao
relacionadas com o processo de morte celular.

Ainda na Tabela 1 esta demonstrado que a maior inibicdo do indice mitético junto
com a inducdo de anormalidades celulares foi observada na dose mais alta de
tetraconazol utilizada na viticultura. Nas raizes tratadas com tetraconazol, verificou-
se aumento na taxa de anormalidades celulares, uma vez que o controle negativo
apresentou indice de 5,25%, enquanto que o indice do controle positivo foi de
29,53%.

A aderéncia cromossdmica pode causar morte celular (MACAR, 2021), o que pode
explicar o aumento da taxa de morte celular (células em cariorexe e cariblise) de
acordo com o aumento da concentracdo. Pode ser deduzido que a reducgédo do
indice mitotico (manifestacdo do efeito citotoxico) € a principal causa da
desaceleracdo de parametros fisiologicos (MACAR, 2021), resultando na diminuicédo
do tamanho e da quantidade de raizes. Isto pode ser observado na Tabela 2 em que
h&4 uma diminuicdo no tamanho das raizes que entraram em contato com o
agrotoxico, isto quando comparado ao controle negativo. Situacdo semelhante
também foi observada em relagcédo a quantidade do niumero de raizes.

Varias anormalidades cromossdmicas (Figura 1) foram encontradas nas raizes com
uso de tetraconazol, como micronucleo, vacuolo nuclear, aderéncia, broto nuclear,
fragmento, poliploidia, cromossomo desorientado, c-metafase, ponte em anéafase,
ponte em telofase, polarizacdo reversa, cromossomo atrasado, anafase multipolar,
nucleo aumentado, além de fases que caracterizam a morte celular como cariorexe
e caridlise, 0 que comprova o efeito genotdxico do uso de tetraconazole.

Tabela 1 — Citotoxicidade e genotoxicidade do tetraconazole em Allium cepa.

Concentraca o indice mitético indice de anormalidades Taxa de morte

celulares celular
Controle negativo 710 (35,5%) 105 (5,25%) 1,6 (0,08%)
0,5ml/L 609,2 (30,46%) 307,2 (15,36%) 33,4 (1,67%)
0,75ml/L 425,2 (21,26%) 552 (27,6%) 244 (12,2%)
Controle positivo  395,4 (19,77%) 590,6 (29, 53%) 241,2 (12,06%)

Total de células analisadas: 2000. Andlise feita em quadruplicata para cada concentragéo.

Tabela 2 — Tamanho e quantidade de raizes

Concentragao Tamanho (cm) Quantidade Valor p
Controle negativo 2,32 (£ 1,02) 44 (£ 15,7) <0,05
0,5ml/L 0,82 (+0,16) 26,5 (+x 10,2) <0,05
0,75ml/L 0,9 (£0,32) 19 (+ 8,6) <0,05
Controle positivo 1,57 (x 0,28) 22,5 (£ 6,8) <0,05
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Figura 1 — Anormalidades cromossdmicas. (a) micronucleo, (b) vacuolo nuclear, (c) aderéncia, (d)

broto nuclear, (e) fragmento, (f) poliploidia, (g) cromossomo desorientado, (h) c-metafase, (i) ponte

em anafase, (j) ponte em tel6fase, (k) polarizacao reversa, (I) cromossomo atrasado, (m) anafase
multipolar com cromossomo perdido, (n) ndcleo aumentado, (0) cariorexe e cariblise.

Conclusodes

Este estudo investigou os multiplos efeitos toxicos do tetraconazol e revelou seus
efeitos citotdxicos e genotdxicos em A. Cepa, além de demonstrar que o bioensaio
A. cepa é um modelo Util para esse tipo de estudo. A maior concentracao utilizada
pelos viticultores mostrou alteracdes semelhantes ao controle positivo. Podendo ter
a interpretacdo de que o agrotoxico pode ser perigoso para muitos organismos,
incluindo humanos. Dessa forma, esse estudo indica a necessidade de mais
pesquisas sobre os efeitos toxicos do tetraconazol.
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