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Resumo:

O mancozebe é um fungicida sistémico largamente utilizado no plantio de uva. O
volume de uso torna importante a avaliacdo de toxicidade, como por exemplo,
estudos de citotoxicidade e genotoxicidade, para conhecer o risco a saude do
produtor que aplica esse agrotoxico. O fungicida em questéo foi avaliado quanto ao
efeito citotoxico e genotdxico em raizes Allium cepa. Para efeitos comparativos foi
utilizado um controle negativo, onde as raizes ficaram em agua destilada, enquanto
a as amostras ficaram em determinadas concentracdes do fungicida. Para avaliar a
citotoxicidade, foi averiguado se houve prejuizo no crescimento das raizes em
comparacao com o controle negativo, a diferenca entre o controle e as amostras foi
notdria, e em relacdo a genotoxicidade também foi observado alteragBes crescentes
com o aumento da concentracdo do fungicida, as alteracbes mais comumente
observadas foram: vacuolos nucleares, metdfase com aderéncia, C-metéfase,
anafase com ponte, brotos e ponte em teléfase. A avalicdo foi feita através da
observacgéo de aberragdes cromossémicas e também a taxa de morte celular.

Introducgao

O Brasil esta em uma crescente no consumo de agrotdxicos, em 2010 foram
vendidas 383.570,14 toneladas de ingrediente ativo (Ton IA), ja em 2020, foram
registrados 686.349,87 Ton IA, representando um crescimento de 78,93% em 10
anos. Os fungicidas representam 15,80% de todo agrotoxico vendido e, dentro
dessa classe 0 mancozebe, ocupa o terceiro lugar de ativo mais vendido do ano de
2020 (IBAMA, 2021).

O praguicida da marca Curzate® é da classe dos fungicidas de acdo sistémica,
pertencendo ao grupo quimico alquilenobis, a formulacdo dessa marca contém o ativo
mancozebe. O produto consiste em um p6 amarelo, que para sua aplicagdo deve ser
acrescentado agua. Sua classificacdo toxicolégica € lll-mediamente téxico, e sua
classificacdo quanto ao potencial de periculosidade ambiental €: 1l — Perigoso ao meio
ambiente. O Curzate® pode ser utilizado nas culturas de: Batata, Tomate, Uva e Cebola,
com a finalidade de combater Plasmopara viticola (MILDIO).
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A Allium cepa é amplamente utilizada como um biomarcador para citotoxicidade e
genotoxicidade, podendo ser utilizada em pesquisas de avaliagdo de toxicidade. A
germinagéo e o crescimento radicular em contato com o composto a ser estudado pode
mostrar o potencial téxico do produto quimico, sendo uma metodologia jA bem
consolidada e de baixo custo (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Com isso, 0
objetivo deste trabalho foi realizar o teste com Allium cepa como biomarcador de
citotoxicidade e genotoxicidade do fungicida Curzate® utilizado na viticultura da
regiao de Marialva no Parana.

Materiais e Métodos

Para este estudo utilizou-se o ativo mancozebe de nome comercial Curzate®,
utilizado na viticultura da regido de Marialva-Parana (PR). As concentracfes
testadas foram definidas com base em pesquisa bibliografica sobre o agrotéxico a
ser testado, foram selecionadas 2 concentracbes de uso na viticultura (1,8g/L e
2,5¢/L). Como controle positivo, utilizou-se a concentracdo de 3,5 g/L, descrita no
artigo Fatma et al. (2022).

Foram utilizados bulbos de Allium cepa adquiridos comercialmente de um mesmo
fornecedor com tamanho de aproximadamente 3 centimetros. Inicialmente os bulbos
foram colocados em &gua destilada durante 48 horas a temperatura ambiente, para
estimular o desenvolvimento do meristema radicular. Apds este periodo, os bulbos
foram retirados da agua destilada e imersos nas solugbes-teste do mancozebe,
agua destilada foi utilizada como controle negativo. Os bulbos permaneceram
imersos nestas solu¢des por um periodo de 72 horas, conforme descrito por Rank et
al. (1997).

Foi medida a quantidade e o comprimento das raizes, para determinar a
citotoxicidade. Cada tratamento foi comparado com o controle negativo e a
ocorréncia de citotoxicidade sera considerada quando ocorrer a diferenca
significativa no comprimento das raizes submetidas as solu¢des-teste em relacdo ao
controle negativo. As raizes foram coletadas e fixadas em etanol:acido acético (3:1)
durante 6 horas e armazenadas em etanol 70 % em geladeira (4 °C) para posterior
preparacao e observacgao de laminas.

Para a preparacdo das laminas, as raizes foram submetidas a hidrdlise acida com
acido cloridrico (HCI) 1N durante 8 minutos a 60°C e coradas com Reativo de Shiffe
por 45 minutos no escuro, para entao ser preparada em uma lamina de citologia por
meio de esmagamento manual. Este experimento foi realizado em quadruplicata e
foram analisadas 2.000 células para cada replicata. Além disso, foi analisado o
namero de anormalidades em 100 anafases-telofases e foram calculados indice
mitético e indice de aberracdes cromossdmicas para cada concentracao testada.

Resultados e Discussao

Os resultados da tabela 1 sdo apresentados como média + desvio padrdo do
crescimento das raizes em centimetros, sendo este a avaliacdo de citotoxicidade, e
também foi avaliado a genotoxicidade, mostrando o indice de aberracdes
cromossémicas e morte celular. Observando-se o niumero de raizes é possivel notar
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gue ndo houve um prejuizo em questdo de quantidade de raizes das concentragfes
de uso na lavoura, ja na maior concentracdo houve uma queda de mais de 50% no
namero médio de raizes.

Tabela 1: Resultado da avaliacdo citotoxica e genotdxica do ativo mancozebe em
raizes de Allium cepa.

Citotoxicidade Genotoxicidade
Numero de Tamanho de indice Valor Indice de Total de Aberracdes
raizes raizes (cm) Mitético P morte celular aberrac6es cromossomicas

cromossOmicas em divisio
C- 36 (+19,42) 2,4 (+¥1,42) 16,69% <0,05 0% 2,10% 0,39%
1,8g/L 37 (8,96) 0,7 (¥0,57) 2,90% <0,05 38,65% 31,31% 9,05%
2,5g/L 32 (+2,98) 0,8 (+0,90) 3,60% <0,05 32,51% 38,93% 15,91%
3,59/L 17,5 (¥18,74) 0,6 (x0,45) 3,00% <0,05 51,33% 31,48% 21,05%

C- = controle negativo. Para calcular o valor de P, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.

Com relacdo ao tamanho médio das raizes pode-se notar que ocorreu uma reducao
significativa no tamanho. As concentracdes de uso na lavora ficaram abaixo de 1
centimetro. E nitido o efeito do fungicida atuando nas células, impedindo que a raiz
cresca normalmente. Além disso, para destacar ainda mais a citotoxicidade, o indice
mitético apresentou reducdo de 16,69% para 2,90% na menor concentracao,
indicando um prejuizo na diviséao celular.

J4 na genotoxicidade ocorreu uma crescente nos numeros de aberracdes
cromossOmicas, além disso no controle negativo ndo havia sido observada cariolise
e cariorexe, indicativos de morte celular. As aberracbes cromossomicas vistas no
controle negativo foram: metafase com aderéncia, ponte em anéafase, nucleo
alongado e cariomegalia. Aberragfes essas que estdo discretas nas células,
podendo ser pelo fato de a cebola ter tido algum contato com agrotoxico na lavoura
do fornecedor. Nas concentragOes testadas as aberragcbes mais vistas foram: o
aparecimento de vacuolos nucleares, metafase com aderéncia, C-metafase,
poliploidia, anafase com ponte, nicleo picnaético, célula binucleada, brotos, ponte em
telofase, conforme serd apresentado na Figura 1. Além dos fatos expostos foi
observado também diferencas nos citoplasmas das células, sendo que algumas
células, apresentavam o citoplasma liso e continuo, e outros tinham um aspecto
mais granuloso “grosseiro”, alteragdo essa que podera ser alvo de estudos futuros.
Ao observar os resultados de genotoxicidade listados na tabela 1, é possivel
perceber que as aberragbes cromossOmicas aumentam quando as concentragbes
do ativo também aumentam.
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Figura 1. Células do controle negativo e células sobre acao do fungicida Curzate®.

A: células em intérfase normais; B: seta preta - célula em préfase normal, seta vermelha - células com
nacleo alongado; C: célula em anafase normal; D: célula em metafase normal; E: seta preta- C-
Metafase; F: seta preta - célula binucleada, seta vermelha - vactiolo nuclear e niicleos com tamanhos
diferentes; G: seta preta - célula binucleada e seta vermelha - metafase com aderéncia; H: seta preta
- brotos; I: células normais na presenca de células em processo de morte; J: seta preta - cariorexe; K:
seta preta - metafase com aderéncia; L: seta preta - ponte em anafase M: seta preta - ponte em
teléfase N: seta preta - vacuolos nucleares; O: seta preta - metafase com aderéncia e cromossomo
desorientado.

Conclusoes

Com base nos resultados e na discussédo expostos acima, pode-se concluir que o
ativo mancozebe, da marca Curzate®, apresentou um efeito citotéxico e genotdxico,
na parte meristemal das raizes de cebola da espécie Allium cepa.
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