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Resumo:

Os agrotoxicos vém sendo amplamente utilizados para o controle de pragas em
culturas no Brasil, com o intuito de aumentar a producdo agricola. Neste estudo,
utilizou-se o bioensaio Allium cepa, para avaliacdo da citogenotoxicidade do cinco
concentracdes diferentes do fungicida Ridomil Gold- MZ® Os resultados evidenciam
gue o ativo inibiu a divisdo celular na maior concentracdo do teste (100g/L), na qual
ndo foram encontradas células em divisdo celular e em muitas células, observou-se
a presenca de imensos vacuolos nucleares e alteragcdes compativeis com morte
celular. Nas demais concentracgdes, inclusiva na concentracdo de uso recomendada
na viticultura, foram observadas alteracfes citotoxicas e genotdxicas em todas as
fases de diviséo celular.

Introducéo

A videira pode ser afetada por diversos patégenos fungicos, mas a regido geografica
também pode interferir no desenvolvimento ou limitagdo da Vviticultura,
principalmente nas regifes Sul e Sudeste do Brasil em que ocorre maior quantidade
de precipitacdes. Esta condicdo favorece o desenvolvimento de doengas como o0
mildio (Plasmoparaviticola) que quando severa, acarreta em perdas na producgdo. Os
prejuizos causados por esta doenca estao relacionados a destruigéo total ou parcial
das inflorescéncias e/ou frutos, bem como da queda prematura das folhas
(SONEGO et al., 2006).

Para o tratamento de mildio (Plasmoparaviticola) é utilizado Ridomil Gold- MZ que é
uma mistura demetalaxyl + mancozebe, apresentando como uma formulagéo de po
molhavel que é aplicado na parte aérea de diferentes culturas, como batata, cebola,
tomate e uva.

Para avaliar a toxicidade dos agrotoxicos, pode-se utilizar o bioensaio de Allium
cepa. De acordo com Aydin e Liman (2020), este bioensaio é um teste amplamente
recomendado para a avaliacdo de efeitos cito e genotoxicos, devido a facilidade e
simplicidade de interpretacdo dos resultados. A cebola (Allium cepa), por ser um
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organismo ndo-alvo para esses agroquimicos, é um bioindicador de toxicidade total,
reconhecida pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica das Nac¢6es Unidas
(OMS 1985) e pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (USEPA,
1996; FIORESI, VIEIRA, CAMPQOS, 2020)

O objetivo deste estudo foi utilizar o bioensaio Allium cepa para avaliar a toxicidade
de cinco diferentes concentracdes do fungicida Ridomil Gold- MZ®.

Materiais e Métodos

Para este estudo utilizou-se o fungicida Ridomil Gold- MZ® que foi doado por um
viticultor da regido de Marialva-PR. Como n&do foi possivel encontrar artigos
cientificos relacionado com o bioensaio Allium cepa e o fungicida em estudo. As
concentracOes testadas foram definidas com base na concentracdo de uso na
viticultura (25g/L), sendo testada esta concentracdo e mais 4 diferentes
concentracfes (6,25¢g/L; 12,5¢/L; 50g/L e 100g/L), com o intuito de determinar a
menor concentracdo, na qual foram observadas alteragbes citogenéticas
relacionadas com o efeito citotoxico e genotdxico. Como controle negativo foi
utilizada agua. Neste bioensaio foram utilizados bulbos de Allium cepa adquiridos
comercialmente de um mesmo fornecedor, com diametro de aproximadamente 3 cm.
Inicialmente os bulbos foram colocados em agua destilada durante 48 horas a
temperatura ambiente, para estimular o desenvolvimento do meristema radicular.
Apés este periodo, os bulbos foram retirados da agua destilada e imersos nas
solucdes-teste contendo 5 diferentes concentracdes do fungicida Ridomil Gold- MZ®,
além do controle negativo. Os bulbos permaneceram imersos nestas solucdes por
um periodo de 72 horas. Apés este periodo, realizou-se a medida do comprimento
das raizes que entraram em contato com as solugfes-teste e com o controle
negativo. A ocorréncia de citotoxicidade foi considerada nos casos em que houve
uma diferenca significativa no comprimento das raizes em contato com as solugdes-
teste em relacdo ao controle negativo.

Apés a medida do comprimento das raizes, estas foram coletadas para a andlise
citogenética, sendo fixadas em etanol: acido acético (3:1) durante 6 horas e
armazenadas em etanol 70% em geladeira (4°C) para posterior preparagdo e
observacéo de laminas. Para a preparacao das laminas, o meristema apical de cada
raiz foi submetido a hidrélise acida com HCI (acido cloridrico) 1N durante 8 minutos a
60°C e, coradas com Reativo de Shiff por 45 minutos no escuro. Por meio de
esmagamento manual, o material para andlise citogenética foi preparado em uma
lamina de citologia, sendo que a analise foi realizada em quadruplicata e analisadas
2.000 células para cada replicata. Além disso, foi analisado o numero de
anormalidades em 100 células em diviséo celular.

Resultados e Discussao

Ao analisar os efeitos do fungicida Ridomil Gold- MZ® em quatro diferentes
concentragfes, foi possivel observar a presenca de alteragbes citogenéticas,
principalmente de aberracbes cromossomicas e a inibicdo do crescimento da raiz do
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bulbo de acordo com o aumento da concentracdo utilizada. A Tabela 1 apresenta o
nuamero e tamanhos das raizes para cada concentracdo testada e o controle
negativo, sendo que o tamanho esta descrito em meédia + desvio padrdo. Nesta
tabela também mostra o percentual de aberracdes cromossdmicas encontradas para
cada teste.

As alteracOes citogenéticas observadas foram: nucleo aumentado na relacdo nucleo
citoplasma, vacuolo nuclear, poliploidia, c-metafase, ponte cromossdémica, aderéncia
cromossOmica, cromossomo fora do fuso mitético, célula binucleada, micronucleo e
cariorrexe (Figura 1). Vale ressaltar que na maior concentracdo (100g/L) n&o foi
observado divisdo celular. Além disso, foi observada morte celular desde a
concentragdo de 12,5¢g/L até a concentracdo de 100g/L.

Tabela 1: Avaliacdo do efeito citotoxico e genotéxico do fungicida Ridomil Gold-
MZ®, utilizando o bioensaio Allium cepa.

Grupos Numero de raizes Tamanho (cm) Valor p Percentual de aberracfes
cromossOmicas

Controle - 13,5 4,40 (+1,72) <0,05 1,77%

6,25g/L 6 1,85 (+0,93) <0,05 28,95%

12,5¢/L 5,75 1,00 (x0,63) <0,05 32,45%

25g/L 6,5 1,09 (+ 0,52) <0,05 23,35%

50g/L 8,25 1,36 (+ 1,17) <0,05 78,60%

100g/L 6 1,44 (£ 0,73) <0,05 70,00%
C- = controle negativo. Para calcular o valor de P, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 1 — Anormalidades cromossomlcas encontradas em células meristematicas de Allium cepa
expostas ao fungicida Ridomil Gold- MZ®.

A: anafase com poliploidia B: c-metafase C: anafases com aderéncia e poliploidia, respectivamente D:
cromossomo desorientado E: anafase com poliploidia e aderéncia F: anafase com poliploidia,
aderéncia e cromossomos tardios G: c-metafase H: cromossomos desorientados |: anafase com
poliploidia e cromossomos atrasados J: anafase com poliploidia, conjunto de cromossomos
fragmentados e cromossomos atrasados K: c-metafase e anafase com poliploidia L: anafase
multipolar com poliploidia e distribuicao desigual de cromossomos M: célula binucleada N: vacuolos
nucleares O: morte celular P: ntcleos aumentados
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A concentracdo de 25g/L € aquela normalmente utilizada na viticultura, portanto, € a
concentracdo na qual seres humanos estdo expostos de maneira ocupacional, ou
em contato pelo fato de residir em regides proximas ao cultivo da videira. Nesta
concentracao, inclusive também foram observados efeitos citotéxicos e genotdxicos
por meio do bioensaio Allium cepa, estando presente alteracdes citogenéticas como
morte celular, célula binucleada, c-metafase, cariorrexe e poliploidia. Por isso, a
necessidade da utilizacdo correta do equipamento de protecéo individual (EPI). No
entanto, existem estudos que evidenciam a dificuldade dos trabalhadores rurais para
a utilizagao correta e completa dos EPIs (LINI, et al., 2021), o que pode agravar o
nivel de exposicao aos agrotoxicos com potencial citotoxico e genotoxico.

Conclusoes

Os resultados desse estudo evidenciam que por meio do bioensaio Allium cepa, o
uso do fungicida Ridomil Gold- MZ® apresentou efeito citotéxico e genotdxico nas
concentracOes testadas. O ativo foi capaz de inibir a divisdo celular na maior
concentracdo do teste (100g/L), e nas outras concentracdes, dentre elas a
concentracdo de uso recomendada para a cultura de uva, foram observadas
alteracdes cromossomicas em todas as fases de divisdo celular e em percentual
maior do que observado no controle negativo.
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