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Resumo:

Avaliacdo dos efeitos citotoxicos e genotoxicos do imidacloprido usando teste de
crescimento radicular e teste de aberragcdes cromossdmicas no meristema radicular
de Allium cepa. O método foi realizado em quadruplicata e com quatro
concentragfes de uso do inseticida. A citotoxicidade foi avaliada pela quantidade e
tamanho das raizes e a genotoxidade por meio de observacdo das células em
microscopio. Com o aumento da dosagem do inseticida € notado a diminuigdo do
crescimento radicular e o maior aumento da aparicdo de aberracdes cromossémicas.
Dentre as aparicbes de aberracbes cromossbmicas, € notério a presenca de
vacuolos, aderéncia cromossémica e micronucleos. Os resultados demonstram a
necessidade de maior cuidado no manuseio do agrotoxico devido a capacidade de
inducdo de anomalias em organismos nao-alvo, sendo obrigatério uso dos
equipamentos de protecao individual recomendados.

Introducao

Entre diversos inseticidas registrados no Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Desenvolvimento, o imidacloprido € recomendado para o controle de pragas que
afetam diretamente culturas de alface, algoddo, batata, cebola, couve, feijdo,
tomate, uva, entre outros. E classificado como inseticida de acdo sistémica, do
grupo quimico neonicotindide, que tem como funcdo se ligar de forma irreversivel
aos receptores nicotinicos de acetilcolina. Essa ligacao interfere no sistema nervoso
do inseto, impedindo a propagacdo de um estimulo do neurdnio pré-sinaptico,
fazendo com que ocorra a deterioracdo do sistema nervoso (ADAPAR, 2020).
Apesar de ser eficaz no controle de pragas nas culturas, esse ativo é classificado
como perigoso ao meio ambiente e também téxico para organismo nao-alvo, como
abelhas, minhocas e humanos. A alta toxicidade para polinizadores, ocasionou a
decisdo da Unido Europeia a proibir o uso e comercializacdo do inseticida
imidacloprido em todo seu territério (COMISSAO EUROPEIA, 2018). O Brasil ndo
estabeleceu nenhuma restricdo, ocasionando ampla utilizacdo devido a sua eficacia,
estando assim presente entre os 10 inseticidas mais comercializados no Brasil
(IBAMA, 2020).
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A Allium cepa ndo € cultura alvo desse inseticida, porém é um biomarcador que
permite avaliar a toxicidade provocada pelo inseticida. Um dos testes mais utilizados
e recomendados com a A. cepa € o teste de crescimento radicular na presenca do
produto quimico. Alteracfes citotoxicas afetam diretamente a sintese de DNA e
consequentemente o ciclo celular normal, gerando alteracbes que podem ser
identificadas pelo teste de aberragdes cromossémicas em A. cepa (LEME E MARIN-
MORALES, 2009). Devido a ampla utilizagdo do inseticida imidacloprido, essa
pesquisa serviu para a determinacdo da toxicidade do produto através do
crescimento radicular e a identificagdo de aberragcdes cromossdmicas no meristema
da raiz da A. cepa.

Materiais e Métodos

Para este estudo utilizou-se o inseticida Provado 200 SC®, utilizado pelos produtores
de uva da regido de Marialva-PR. As concentracdes testadas foram definidas com
base em pesquisa bibliografica sobre o agrotéxico a ser testado. Foram
selecionadas 4 concentracdes de uso na viticultura (0,2ml/L; 0,25ml/L; 0,4ml/L;
0,5ml/L), sendo todas retiradas da bula do produto (ADAPAR, 2020). Como controle
positivo, utilizou-se a concentracdo de 8,75ml/L, descrita no artigo de Fioresi et al.
(2020) como potencialmente genotdxica para o imidacloprido.

Os bulbos foram mantidos em agua destilada por 48 horas para estimular o
desenvolvimento do meristema radicular. Ap0s este periodo, os bulbos foram
imersos nas solucdes-teste do imidacloprido, agua destilada foi utilizada como
controle negativo. Os bulbos permaneceram imersos nestas solugbes por um
periodo de 72 horas. 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 observacdo de laminas. Cada tratamento foi comparado com
0 controle negativo e a ocorréncia de citotoxicidade foi considerada quando houve
diferenca significativa no comprimento das raizes submetidas ao crescimento nas
solucbes-teste em relacéo ao controle negativo.

Para a preparacdo das laminas, as raizes foram submetidas a hidrélise 4cida com
HCI 1N durante 8 minutos a 60°C e coradas com Reativo de Shiffe por 45 minutos
Nno escuro, para entdo 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 niumero de
anormalidades em 100 anafases-teléfases e foram calculados indice mitotico e
indice de aberracdes cromossdmicas para cada concentracao testada.

Resultados e Discussao

Os resultados da analise do crescimento radicular indicaram alteracdo em seu
desenvolvimento, sendo mais significativo quando submetidos a maiores dosagens
como 0,4ml/L e 0,5ml/L, possuindo uma diminuicéo de 73% e 78%, respectivamente,
guando comparados com o controle negativo. Além da interferéncia do crescimento
radicular, o inseticida provocou uma diminui¢cao significativa no indice mitético com o
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aumento da dosagem, provocando uma queda de 14,77% e 18,3% para 0,5 ml/L e
controle positivo, respectivamente (tabela 1).

Tabela 1 — Numero e tamanho das raizes da cebola apds 76 horas imersa em
diluicbes de imidacloprido e 4gua destilada como controle negativo.

Grupos NUmero de Tamanho Média do indice mit6tico Valor p
raizes (cm)

Controle — 13,5 (+5,5) 4,23 (£1,47) 53,06 % < 0,05
0,2ml/L 7,75 (24) 1,33 (x0,51) 50,46% < 0,05
0,25ml/L 6,25 (£ 1,5) 1,86 (+ 0,58) 45,02% < 0,05
0,40ml/L 5,25(% 3) 1,30 (£ 0,20) 39,61% < 0,05
0,50ml/L 7,0 (£2,5) 1,07 (¥1,17) 34,85% < 0,05

8,75 ml/L (Controle +) 6,0 (2,0 0,91 (£ 0,58) 25,29% < 0,05

Numero de raizes e tamanho sé@o apresentados como média (+ desvio padrdo) e o valor de p foi calculado pelo teste de
kruskal-wallis.

Além da queda do indice mit6tico, demonstrando ser citotéxico, houve aumento do
surgimento de aberracbes cromossdmicas conforme as dosagens foram
aumentando. Essa acdo genotoxica foi demonstrada, principalmente, pela aparicdo
de vacuolos nucleares preferencialmente em profase, aderéncia cromossomica e
micronucleos.

O imidacloprido possui um farmacoforo eletronegativo, assim podendo favorecer a
ligacdo a molécula de DNA e podendo gerar danos através de seu ligamento. Esse
dano ao DNA pode ocorrer através de estresse oxidativo, gerando espécies reativas
de oxigénio em grande quantidade, sendo altamente toxica ao organismo devido a
capacidade de transformacédo de outras moléculas quando colididas. A condensacéo
anormal de fibras leva a aderéncia das fibras cromossdémicas, podendo ocasionar
morte celular ou, se persistir até a anafase, pode ocasionar rompimentos e
ocasionar futuras aberracdes cromossdémicas, como micronucleos por exemplo
(FIORESI et al.,2020).
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Figura 1 — Ciclo normal e aberracdes cromossémicas comumente observadas na A. cepa.
Ciclo celular normal da A. cepa de a-e e células ap0s o tratamento com o inseticida de f-o. a-
interfase, b-préfase, c-metafase, d-anafase, e-teléfase, f- micronucleo, g- aderéncia, h- c-metéafase, i-
ponte em anéafase, j- ponte em anafase com distribuicdo desigual, k- anafase multipolar, I- vactolo
nuclear, m- aderéncia em tel6fase, n- nicleo aumentado, o- ndcleo diminuido.
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Os resultados demonstram que, mesmo em dose de uso, O inseticida tem
capacidade genotoxica e citotoxica. Por isso, é indicado uso de equipamentos de
protecéo individual para 0 manuseio deste inseticida pela populacdo de viticultores.

Conclusoes

O estudo demonstrou que o imidacloprido tem capacidade genotoxica e citotdxica, o
gual tem a capacidade de induzir a aderéncia cromossémica e provocar vacuolos no
mesmo, provocando menor crescimento radicular.
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