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RESUMO

Pesticidas sdo essenciais para protecao das culturas contra pragas, entretanto apresentam efeitos
a saude humana e ao meio ambiente. Conhecer os efeitos associados ao uso dessas moléculas e
estabelecer estratégias para degradagdo delas no meio ambiente ¢ de extrema importancia.
Dessa maneira, a presente tese tem como objetivo avaliar os efeitos toxicos, citogenotoxicos,
mutagénicos e ambientais de pesticidas. Para isso, foram utilizados bioensaios e analises de
parametros do solo, com o intuito de identificar os efeitos associados ao uso dos compostos
avaliados e explorar o potencial fungico para processos de micodegradacdo dos ingredientes
ativos. Para isso, inicialmente foi realizada uma revisao da literatura sobre o uso do Allium cepa
como bioensaio para avaliar o potencial citogenotoxicos e mutagénicos de pesticidas. Foi
identificado que o bioensaio com A. cepa € eficaz e apropriado para avaliar a toxicidade de
pesticidas. Os trabalhos analisados, juntos, investigaram 113 pesticidas que causaram algum
nivel de toxicidade, principalmente interferéncia no fuso mitético. O bioensaio de exposicdo de
raizes de 4. cepa a quatro concentragdes do pesticida fluopiram (Verango® Prime) (5,00 (3%),
1,67 (campo), 0,835 (50%), e 0,17 (10%) mg mL") demostrou que ele ndo causou peroxidagio
lipidica, mas induziu efeitos citotoxicos e genotoxicos, variando conforme as concentragdes €
as fases e exposi¢do ou recuperacao. Para avaliar o potencial mutagénico e toxico do pesticida
a base de fluopiram, sete concentracoes (0,017, 0,050, 0,210, 0,418, 0,835, 1,67 ¢ 5,00 mg mL-
1) foram testadas nas cepas TA100 e TA98 de Salmonella typhimurium, em Artemia salina, e
em testes de germinacao de sementes e alongamento de raiz com alface (Lactuca sativa), cebola
(Allium cepa) e pepino (Cucumis sativus). Os resultados indicam que o pesticida a base de
fluopiram nao foi mutagénico para as linhagens testadas de S. typhimurium. Entretanto € toxico
em altas concentracdes, afetando a sobrevivéncia de A. salina, e o alongamento das raizes. O
pesticida a base de fluopiram aplicado em solo do tipo latossolo vermelho distréfico na
concentracdo de campo (1,67 mg mL™) provocou alteracdes, de curta duragdo, em pardmetros
como enzimas o-glucosidase, P-glucosidase, fosfatase acida, no carbono da biomassa
microbiana (CBM) e no quociente metabolico do solo (¢gCO»). Ja& o pesticida flumioxazina
(Sumisoya®) aplicado em campo reduziu a atividade da B-glucosidase, afetou N-NH4", N-NO3
, CBM, ¢CO; e a respiracdo basal do solo (RBS). Das 68 linhagens fungicas expostas as
concentragdes de campo do pesticida a base de fluopiram (1,67 mg mL™), do pesticida a base
de flumioxazina (0,25mg mL') e S-metolacloro (Dual Gold® — 6,4 mg mL™), apenas trés
linhagens apresentaram potencial em tolerar a exposi¢ao: Fusarium verticillioides e Trametes
versicolor. A terceira linhagem ndo foi identificada por técnicas moleculares. A capacidade de
tolerancia dessas espécies demostra que podem ser utilizadas em futuros experimentos para
avaliara a biodegradagdo dos pesticidas avaliados. Nossos resultados demostram que os
pesticidas estudados causam efeitos adversos em organismos nao-alvo além de impactar o solo
e apresenta espécies de fungos com potencial biotecnolégico para mitigar impactos esses
impactos.

Palavras-chave: agrotoxicos, bioensaios, biomonitoramento, ecotoxicologia, flumioxazina,
fluopiram, fungos, microbiota do solo



ABSTRACT

Pesticides are essential for protecting crops against pests; however, they have effects on human
health and the environment. Understanding the effects associated with the use of these
molecules and establishing strategies for their degradation in the environment is of utmost
importance. Therefore, the present thesis aims to evaluate the toxic, cytogenotoxic, mutagenic,
and environmental effects of pesticides. To this end, bioassays and soil parameter analyses were
used to identify the effects associated with the evaluated compounds and explore the fungal
potential for mycodegradation processes of the active ingredients. Initially, a literature review
was conducted on the use of Allium cepa as a bioassay to assess the cytogenotoxic and
mutagenic potential of pesticides. It was found that the 4. cepa bioassay is effective and
appropriate for evaluating pesticide toxicity. The analyzed studies collectively investigated 113
pesticides that caused some level of toxicity, mainly interference with the mitotic spindle. The
bioassay of 4. cepa root exposure to four concentrations of the pesticide fluopyram (Verango®
Prime) (5.00 (3x), 1.67 (field), 0.835 (50%), and 0.17 (10%) mg mL"") demonstrated that it did
not cause lipid peroxidation but induced cytotoxic and genotoxic effects, varying according to
concentrations and phases of exposure or recovery. To evaluate the mutagenic and toxic
potential of the fluopyram-based pesticide, seven concentrations (0.017, 0.050, 0.210, 0.418,
0.835, 1.67, and 5.00 mg mL™") were tested in the TA100 and TA98 strains of Salmonella
typhimurium, in Artemia salina, and in seed germination and root elongation tests with lettuce
(Lactuca sativa), onion (Allium cepa), and cucumber (Cucumis sativus). The results indicate
that the fluopyram-based pesticide was not mutagenic for the tested S. fyphimurium strains.
However, it was toxic at high concentrations, affecting A. salina survival and root elongation.
The fluopyram-based pesticide applied to dystrophic red latosol soil at field concentration (1.67
mg mL™!) caused short-term changes in parameters such as a-glucosidase, B-glucosidase, acid
phosphatase, microbial biomass carbon (MBC), and soil metabolic quotient (gCO2). The
pesticide flumioxazin (Sumisoya®) applied in the field reduced B-glucosidase activity, affected
N-NH;", N-NO3, MBC, ¢gCO>, and basal soil respiration (BSR). Of the 68 fungal strains
exposed to field concentrations of fluopyram-based pesticide (1.67 mg mL'), flumioxazin-
based pesticide (0.25 mg mL™"), and S-metolachlor (Dual Gold® — 6.4 mg mL™'), only three
strains showed potential tolerance: Fusarium verticillioides and Trametes versicolor. The third
strain was not identified through molecular techniques. The tolerance capacity of these species
demonstrates that they can be used in future experiments to evaluate the biodegradation of the
assessed pesticides. Our results show that the studied pesticides cause adverse effects on non-
target organisms, impact the soil, and present fungal species with biotechnological potential to
mitigate these impacts.

Keywords: bioassays, biomonitoring, ecotoxicology, fluopyram, flumioxazin, fungi,
pesticides, soil microbiota.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

Os avancos tecnologicos no século XX modificaram e modernizaram a agricultura,
inserindo inovagdes que melhoraram a produtividade e eficiéncia agricola. A Revolugao Verde
foi responsavel pela difusdo de inovagdes tecnoldgicas na agricultura, como o uso de
fertilizantes quimicos, desenvolvimento de cultivares resistentes € com maior rendimento, uso
de maquinario e introducdo de pesticidas sintéticos (ANTLE, 1999). Essas novidades
proporcionaram aumento da produ¢@o agricola, o que foi essencial para lidar paralelamente
com o crescimento populacional e maior procura por alimentos (CARVALHO, 2017). Além
disso, os pesticidas proporcionaram o controle de pragas e doencgas nas lavouras € com o tempo,
muitos agricultores comecaram a substituir praticas tradicionais de manejo de pragas, como a
rotagdo de culturas e o controle biologico, por pesticidas. Isso levou a adogdo da monocultura,
que ¢ dependente de pesticidas (TOSTADO et al., 2022).

Como consequéncia, hoje os pesticidas sdo fundamentais para manter a producao
agricola (TUDI et al., 2021). Entretanto, embora os pesticidas apresentem beneficios para a
produgdo agricola, o desenvolvimento que proporcionam pode ndo ser sustentdvel no futuro
(JOHN; BABU, 2021). Além de serem utilizados na agricultura, pesticidas também podem ser
utilizados para o uso doméstico e em praticas de satude publica para eliminar pragas, incluindo
mosquitos transmissores de doengas, carrapatos, ratos e insetos como formigas e baratas (TUDI
etal.,2021).

Pesticidas sdo substancias, ou mistura de substancias, destinadas a prevenir, destruir ou
controlar qualquer praga, incluindo vetores de doencas em humanos ou em animais, espécies
indesejadas de plantas ou animais. As formulacdes de pesticidas sdo o produto oferecido para
venda, composto por principio(s) ativo(s), adjuvante(s) e outros formulantes que tornam o
ingrediente ativo mais eficaz. O ingrediente ativo ¢ o componente da formulag¢do que contribui
para a atividade bioldgica direta ou indireta (STEPHENSON et al., 2006).

Os pesticidas podem ser classificados de diferentes formas, como classe quimica, grupos
funcionais, modos de agdo, funcdo e toxicidade (ABUBAKAR et al., 2020). Em relagdo a
natureza, podem ser sintéticos ou naturais (PATHAK et al., 2022). Em relag¢do aos alvos, os
pesticidas sdo classificados, por exemplo, em herbicidas (eliminam ervas daninhas), fungicidas
(eliminam fungos), inseticidas (eliminam insetos), rodenticidas (eliminam roedores) entre
outros. Ja em classe quimica, podem ser organicos e inorganicos.

Os pesticidas organicos por sua vez podem ser classificados em diferentes grupos

baseados em sua estrutura quimica (TUDI et al., 2021). A classificagcdo pode ser baseada ainda
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pelo modo de entrada no alvo, sendo: pesticidas sistémicos, de contato, estomacais, fumigantes
e repelentes (YADAV; DEVI, 2017).

No Brasil, a classificagdo em funcdo da toxicidade aguda dos pesticidas segue os
critérios baseados no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de
Produtos Quimicos (GHS), sendo identificados com os respectivos nomes das categorias e cores
nas faixas do rotulo dos produtos, de acordo com o estabelecido abaixo (ANVISA, 2019):

e C(Categoria 1: Produto Extremamente Toxico — faixa vermelha;

e Categoria 2: Produto Altamente Téxico — faixa vermelha,;

e C(Categoria 3: Produto Moderadamente Téxico — faixa amarela;

e C(Categoria 4: Produto Pouco Toxico — faixa azul;

e Categoria 5: Produto Improvavel de Causar Dano Agudo — faixa azul;

e Nao Classificado — Produto Nao Classificado — faixa verde.

Apesar do protagonismo para produgdo agricola, os pesticidas sdo também poluentes
onipresentes, causando efeitos adversos na qualidade da dgua e do solo, afetam o meio
ambiente, a satide humana (TANG et al., 2021) e a seguranca alimentar (ZIKANKUBA et al.,
2019). Esses efeitos sdo devido a bioampliagdo, natureza persistente, bioacumulagdo e
toxicidade dos ingredientes ativos (SHARMA et al., 2019). Um dos primeiros trabalhos que
contestava o uso de pesticidas foi o livro Primavera Silenciosa de Rachel Carson, publicado em
1962. O livro documenta os efeitos prejudiciais dos pesticidas no meio ambiente e na saude
humana. Entretanto, o alvorogo criado por “Primavera Silenciosa” foi silenciado pela revolucao
tecnologica moderna na agricultura, facilitada pelo apoio politico e produgdo comercial de
insumos que se espalharam por todo o globo (DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022). Com isso
percebe-se que mesmo com a conscientizagdo que o livro trouxe para a sociedade, por iniciar
os debates sobre a utilizagao de pesticidas, com o tempo, a imagem dos pesticidas ficou atrelada
com a necessidade de se produzir alimento, logo ¢ um mal necessario.

Diferentes regides do mundo apresentam padrdes distintos de uso de pesticidas, cada
uma enfrentando desafios unicos em termos de regulamentacdo, resisténcia de pragas e
impactos ambientais (SHARMA et al., 2019). Os pesticidas sdo mais problematicos em
economias em desenvolvimento, onde hd regulamentagdes mais fracas (TOSTADO et al.,
2022). Nesses locais, a aplicagdo de pesticidas ¢ frequentemente caracterizada por uma
abordagem ndo cientifica em todos os estadgios, desde a escolha dos pesticidas até os métodos
de aplicagao (DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022). O uso ndo cientifico pode ser atribuido

pela comparagdo com paises desenvolvidos, como paises da Unido Europeia, que possuem leis
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rigorosas quanto ao uso e liberagdo de pesticidas. Nesses paises desenvolvidos, pesticidas que
possuem comprovagao de risco para a saude humana e meio ambiente sdo banidos, ja paises
em desenvolvimento continuam utilizando-os (BOMBARDI, 2019) de forma extensiva,
ignorando seus efeitos a saude humana e ao meio ambiente (RAJAK et al., 2023). Apesar do
rigor da Unido Europeia para a liberagdo, os efeitos nocivos dos pesticidas em ecossistemas
inteiros nao sao levados em consideragao (TOSTADO et al., 2022). Ha também pesticidas que
sdo proibidos em paises mais desenvolvidos, mas que sdo exportados para 0os menos
desenvolvidos (BOMBARDI, 2019; DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022).

No Brasil, maior mercado mundial de pesticidas, ha conflito de interesses entre estudos
toxicologicos realizados por laboratérios privados, financiados pela industria de pesticidas, e
as evidéncias cientificas independentes que apontam para os efeitos mutagénicos,
carcinogénicos e reprodutivos desses produtos (ROCHA; GRISOLIA, 2019). Isso faz com que
liberacdo de pesticidas seja uma pratica controversa. Para se ter uma ideia nas falhas de
liberacao, de 247 formulagdes de pesticidas que foram analisadas por laboratérios privados de
empresas, nenhum apresentou resultados positivos para mutagenicidade, carcinogenicidade ou

teratogenicidade (ROCHA; GRISOLIA, 2019). Ainda segundo os autores:

Comparando artigos entre instituicdes publicas e privadas da base de dados da
literatura para mutagenicidade, carcinogenicidade e teratogenicidade/malformacdes,
observa-se que a maioria dos resultados positivos veio de artigos publicados por
institui¢des publicas (84%), enquanto apenas 21% dos resultados positivos foram de
laboratorios privados. Em contraste, a maioria dos artigos com resultados negativos
veio de institui¢des privadas (79%), em comparagdo com os resultados negativos
provenientes de instituicdes publicas. Essa discrepancia levanta sérias preocupacdes
sobre a integridade e independéncia dos processos regulatorios e destaca a
necessidade de uma revisdo critica das praticas de liberacdo de pesticidas no pais
(ROCHA; GRISOLIA, 2019).

Dessa maneira, estudos focados em avaliar a seguranga de pesticidas, realizados em
instituigdes publicas, sao fundamentais para compreender as reais consequéncias de seu uso
indiscriminado, garantir a seguranca publica e ambiental e promover uma regulamentagao mais
transparente e independente. Nesse sentido, entender as consequéncias que os pesticidas tém
para o meio ambiente e a saide humana ¢ um passo fundamental para a adogdo de praticas
agricolas mais sustentaveis. Apesar de haver uma extensa literatura cientifica alertando para os
efeitos deletérios que os pesticidas possuem, ainda € necessario estudar seus efeitos em
organismos nao-alvo. Pois a demanda de pesticidas, principalmente os perigosos, estd em
ascensdo, especialmente nas regides com regulamentagdo menos rigorosa, o que levanta

preocupagdes sobre os impactos na saide humana e no meio ambiente (TOSTADO et al., 2022).
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Ainda ha o aparecimento de novos desafios, como cria¢do de novos ingredientes ativos
e 0 uso de misturas. O uso de misturas ocorre devido a estagnagao de pesquisas e redugao no
numero de patentes de novos ingredientes ativos, devido a processos de aprovacdo mais
rigorosos que fazem com que os custos de langamento de uma nova molécula aumentem. Para
superar essa limitagdo, as empresas agroquimicas utilizam ingredientes ativos mais antigos,
combinados em novas misturas (TOSTADO et al., 2022). Outro desafio ¢ o uso de terras
agricolas para produzir commodities de base bioldgica, como biocombustiveis ou fibras, em
vez de alimentos, o que também aumenta a demanda e o uso de pesticidas (POPP; PETO;
NAGY, 2013). Apesar de que nas ultimas décadas o nimero de trabalhos focados em avaliar o
impacto dos pesticidas aumentou, espera-se que o numero cres¢a ainda mais (DEVI;

MANJULA; BHAVANI, 2022).

1.1.  Consequéncias dos pesticidas para o meio ambiente e sanide humana

Muitos efeitos prejudiciais foram observados em diversos organismos, decorrentes do
uso generalizado de pesticidas (PATHAK et al., 2022). Até o ano de 2023, foi utilizado em
todo o mundo, aproximadamente, 4,1 milhdes de toneladas de pesticidas. A China, Estados
Unidos e Brasil sdo os paises que mais utilizam pesticidas (WORLDOMETERS, 2023). A
classe de pesticidas mais usada na lavoura € a dos herbicidas (53,0%), seguido de fungicidas
(23,1%) e inseticidas (16,8%) (FAOSTAT, 2021). Em relacdo ao potencial toxico, inseticidas
sdo considerados mais toxicos, enquanto os fungicidas estdo em segundo lugar e herbicidas
ocupam o terceiro lugar na lista de toxicidade, isso considerando o impacto que causam sobre
organismos nao-alvo (MAHMOQD et al., 2016).

Os pesticidas podem ser aplicados através de diversas técnicas, como manual, terrestre
ou aérea. A técnica de aplicacdao pode influenciar a deriva do pesticida; a pulverizacio aérea,
por exemplo, faz com que o pesticida seja transportado pelo vento (CARVALHO, 2017). Na
pulverizacdo aérea, somente 50% dos pesticidas aplicados atingem as culturas alvo
(PIMENTEL; BURGESS, 2012). Em relac¢do ao total de pesticidas aplicados nas lavouras,
somente 0,1% atingem os organismos alvo (SINGH ez al., 2021). O excedente de pesticidas que
ndo atingem o alvo acaba dispersando-se no ambiente, contaminando o ar, o solo e a dgua
oferecendo riscos € danos para organismos ndo-alvo (SHARMA et al., 2019).

Em relacdo a contaminagdo do solo, hd uma falha em reconhecer a importancia do solo
dentro de sistemas agricolas, e a degradagdo do solo trard consequéncias para a humanidade,
pois o solo ¢ um recurso finito (KOPITTKE et al., 2019). A contaminacdo do solo ¢ um enorme

problema, uma vez que os pesticidas podem reduzir ou eliminar a biodiversidade, representada
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por uma grande variedade de organismos, responsaveis por inumeros servi¢os como filtragem
de agua, reciclagem de nutrientes, combate a doencas, sequestro de gases do efeito estufa e
regulacdo do clima. A morte desses organismos afeta os servicos ecossistémicos prestados pelo
solo (TOSTADO et al., 2022).

Além disso, o acumulo de ingredientes ativos no solo faz com que seja reservatério
dessas moléculas por décadas (CARVALHO, 2017). No solo as moléculas podem sofrer
processos de degradacdo e transferéncia para outros locais. O processo de transferéncia acarreta
consequéncias, pois além de impactar a biodiversidade local, os principios ativos irdo
contaminar a agua por infiltracdo, escoamento superficial e deriva (TUDI et al., 2021). Alguns
principios ativos ja foram encontrados a mais de 1.000 quilémetros de distancia do local de
aplicacdo (TOSTADO et al., 2022). Durante a transferéncias, os principios ativos acabam
atingindo diversos organismos ndo-alvo (TUDI et al., 2021).

O uso de pesticidas ¢ contraproducente (ABUBAKAR et al., 2020) causando diversos
problemas tanto na saude humana quanto no meio ambiente. A disposi¢do de pesticidas no meio
ambiente tem levado a morte em massa de abelhas, passaros, anfibios, peixes e pequenos
mamiferos e bioacumulagdao (CARVALHO, 2017). Além disso, residuos de pesticidas sdo
detectados constantemente em alimentos e amostras de agua, representando uma fonte
significativa de exposi¢do humana (DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022). Em humanos
podem causar intoxicacgao de agricultores rurais e suas familias, resultando em morte ou efeitos
negativos na saide (CARVALHO, 2017). Os trabalhadores agricolas, sdo diretamente expostos
a pesticidas, muitas vezes sem o devido conhecimento dos efeitos prejudiciais e os devidos
cuidados a manusea-los (DEVI; MANJULA; BHAVANI, 2022).

O que determina a toxicidade dos pesticidas nos sistemas vivos ¢ a estrutura quimica
especifica e da quantidade de pesticida presentes em determinado momento ou situagao
(PATHAK et al., 2022). Isso quer dizer que a estrutura quimica dos pesticidas ¢ o que vai
influenciar na sua capacidade de interagir com os organismos vivos. E durante a interagao, a
quantidade a qual o organismo ¢ exposto e o tempo (agudo — curto prazo, cronico — longo prazo)
vao influenciar na toxicidade, com efeitos variando conforme a duracdo e frequéncia de
exposicdo. A via de exposicdo também determina a toxicidade, as principais vias sdo: oral,
dérmica, cutanea e inalatéria (DEDEK, 1982).

Os principais mecanismos da toxicidade dos pesticidas incluem: i) a inibi¢ao de enzimas
criticas no metabolismo dos organismos (RANJBAR et al., 2005, KARAMI-MOHAJERI,
ABDOLLAHI, 2013); ii) interferéncias neuroldgicas (COMAN et al., 2013; PITZER;
WILLIAMS; VORHEES, 2021); iii) desregulagdao endocrina, interferindo em hormoénios
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responsaveis por regular o desenvolvimento, reproducdo e outros processos fisiologicos
(KUMAR et al., 2023; PAN et al., 2024); iv) danos oxidativos, provocam a indugdo de estresse
oxidativo, gerando espécies reativas de oxigénio (ERO) que danificam lipidios, proteinas e
DNA, podendo levar a morte celular (RANJBAR et al., 2005; SULE; CONDON; GOMES,
2022); e v) efeitos genotoxicos, podem causar danos no DNA, resultando em mutacdes, cancer
e outras doengas genéticas (KAPELEKA; SAULI; NDAKIDEMI, 2021; SASIKALA et al.,
2023).

Em virtude das varias consequéncias que os pesticidas apresentam ¢ fundamental que
se conheca os efeitos que as moléculas possam oferecer. Com isso ¢ fundamental o processo de
avaliacdo pos-mercado para monitorar sistematicamente os impactos do uso de pesticidas na

saude humana e animal e para o meio ambiente como um todo (NAGY et al., 2020).

1.2.  Estratégias para avaliar os efeitos que os pesticidas representam para o meio
ambiente e a saude humana

Ha diversas estratégias para avaliar e conhecer os efeitos que os pesticidas oferecem
para o meio ambiente e saide humana. Conhecer esses efeitos ¢ fundamental para garantir a
seguranca € minimizar os impactos do uso de pesticidas. Uma boa estratégia para avaliar os
ricos de pesticidas ¢ realizando revisdes cientificas. As revisdes cientificas fornecem
informagdes através da combinacdo de estudos ja publicados. Isso possibilita uma maior
compreensdo de tendéncias, lacunas e padrdes. As revisdes possibilitam obter informagdes
detalhadas sobre determinado pesticida, composicdo quimica, modo de acao e toxicidade e
efeitos ja relatados. Com isso € possivel combinar descobertas para melhorar a compreensao
dos efeitos associados ao uso de pesticidas, ajudando na tomada decisdes sobre seu uso e o
manejo e desenvolvimento de estratégias para minimizar seus efeitos (PELOSI et al., 2014;
ALBUQUERQUE et al., 2016; KARALEXI et al., 2021; RANI et al., 2021; SABZEVARI,
HOFMAN, 2022; TOSI et al., 2022).

Estudos de toxicidade aguda e cronica sdo fundamentais para fornecer informagdes de
potenciais efeitos de pesticidas. Testes de toxicidade aguda e crdnica avaliam efeitos em
organismos expostos a curto e longo prazo, respectivamente. Na exposi¢do aguda o contato
entre um pesticida e um alvo ocorre em um curto periodo, apds uma Unica exposi¢ao ao
pesticida. Como resultado € possivel obter uma concentragdo letal (CLso). J4 na exposi¢do
cronica os efeitos dos pesticidas sdo avaliados a longo prazo, como em estudos de exposi¢ao a
doses repetidas ao longo do desenvolvimento do organismo exposto (STEPHENSON et al.,

2006). Em estudos de toxicidade aguda e cronica sdo utilizados organismos ndo-alvo,
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organismos modelos, ou culturas de células humanas. Isso torna possivel estudar os impactos
dos pesticidas em diferentes sistemas biologicos.

Estudos ecotoxicologicos realizados de acordo com diretrizes padronizadas
internacionalmente e boas praticas laboratoriais podem ser utilizados para avaliagao de efeitos
e perigos ambientais ou ecoldgicos de produtos quimicos. Os estudos t€ém como resultado
pontos finais, efeitos individuais ou no nivel da populacdo. Geralmente sdao baseados na
sobrevivéncia, crescimento, desenvolvimento e reproducio (RUDEN e al., 2017).

Entre os vérios organismos modelos existentes, temos o modelo Allium cepa. O
bioensaio com A. cepa ¢ uma ferramenta viavel para triagem rapida de citotoxicidade e
genotoxicidade (ALIAS et al., 2023) por ser sensivel, simples, econdmico, rapido e facil de
manusear, obtencdo e manutencdo (LEME; MARIN-MORALES, 2009; KHANNA;
SHARMA, 2013). Segundo Fiskesjo (1985) outra caracteristica € que A. cepa possui boas
condi¢des cromossdmicas (cromossomos grandes, visiveis € em niimero reduzido, 2n =16) o
que facilita estudos de danos cromossomicos ou distirbios da divisdo celular. Além disso, as
células tém a capacidade de ativar promutdgenos, por meio de enzimas (sistema MFO — Mixed-
Function Oxidase) (KHANNA; SHARMA, 2013). O teste apresenta uma boa correlagdo com
outros sistemas de teste, como linfécitos humanos, crusticeos e algas. Portanto, resultados
positivos no teste com A. cepa, devem ser considerados como um aviso € uma indicacao de que
o produto quimico testado pode representar um risco a sade humana e ao ambiente
(FISKESJO, 1985). As aberra¢des cromossdmicas em células radiculares de 4. cepa sio os
pontos finais mais utilizados para detectar genotoxicidade de produtos quimicos. O indice
mitdtico e as aberracdes cromossOmicas também sdo usadas para avaliar a genotoxicidade
(KHANNA; SHARMA, 2013).

Um dos efeitos causados por pesticidas ¢ a indugdo de mutagdes. Mutagdes podem ser
deletérias para organismos ndo-alvo, incluindo o ser humano. Uma forma rapida e confidvel de
verificar o potencial mutagénico de um produto quimico ¢ utilizando o teste de Ames (ZEIGER,
2019). O principio do teste de Ames € bem simples. O teste usa linhagens de cepas bacterianas
mutantes de Salmonella typhimurium, incapazes de sintetizar aminoacidos. Caso o composto
quimico seja mutagénico, ird ocorrer uma nova mutacao que ira reverter a mutagdo anterior. A
detec¢do de coldnias revertentes indica a presenca de mutagenicidade do composto testado
(OECD, 2020). Basicamente no teste de Ames, cepas especificas de S. typhimurium sio
expostas ao composto quimico a ser testado em placas de agar. Apds a incubagdo, as colonias

formadas sdo contadas. Um aumento significativo no nimero de colonias revertidas em
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comparagdo com um controle indica que o composto ¢ mutagénico (HAMEL; ROY;
PROUDLOCK, 2016).

A toxicidade de pesticidas em ambientes aquaticos também ¢ uma preocupagdo
crescente devido a lixiviagdo e deriva dessas substancias para corpos d’agua (NOWELL et al.,
2018). Para prever o potencial que pesticidas possam ter em meio aquatico, pode-se usar o teste
com Artemia salina, devido a sua simplicidade, facilidade de obtengdo e eclosdo dos cistos,
baixo custo de manutencao, facilidade do cultivo, reprodutibilidade e rapidez em fornecer
resultados (SALAY et al., 2024; SOUZA et al., 2024). Essas caracteristicas tornaram o teste
uma ferramenta eficaz e um bom indicador preliminar (SALAY et al., 2024). O género Artemia
sp. € aceito como um organismo modelo confiavel para experimentos de toxicidade aquatica
(ASADI DOKHT LISH et al., 2019) e apropriado para avaliar a ecotoxicidade de diferentes
substancias quimicas e bastante usado com biomarcador de qualidade ambiental (SOUZA et
al., 2024). A eclosao e a mortalidade sdo os pontos finais mais comuns, onde a mortalidade ¢
um indicativo de toxicidade da substancia testada (LIBRALATO et al., 2016).

Testes de germinagao e alongamento de raizes também sao métodos aceitos e que podem
sem empregados para avaliar a toxicidade de pesticidas e substancias toxicas (EPA, 1996). Os
testes de fitotoxicidade possuem como vantagem a durabilidade e disponibilidade de sementes,
custo e manutencdo baixo, as sementes podem ser ativadas em qualquer momento e
simplicidade (WANG; KETURI, 1990). Dessa maneira, estes testes sao eficientes em avaliar a
toxidade de diferentes compostos quimicos (CARAFA; CARRATU, 2008; DOTANIYA;
MEENA; DAS, 2014; VISIOLI et al., 2014; BETTIOL et al., 2016; DI SALVATORE; REDE
et al.,2019;). Sementes de diferentes espécies podem ser empregadas, porém a Environmental
Protection Agency (EPA) recomenda as espécies: Lycopersicon esculentum (tomate), Cucumis
sativus (pepino), Lactuca sativa (alface), Glycine max (soja), Brassica oleracea (repolho),
Avena sativa (aveia), Lolium perenne (azevém perene), Allium cepa (cebola), Daucus carota
(cenoura) e Zea mays (milho) (EPA, 1996). Em estudos de fitotoxicidade ¢ comum utilizar
sementes de alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e pepino (Cucumis sativus) devido
serem de fAcil disponibilidade, sensibilidade e resposta uniforme. Estudos demostram que essas
sementes sdo particularmente Uteis para identificar e analisar a seletividade e intensidade dos
efeitos fitotoxicos de diversas substancias (LI ez al., 2014; YAN et al., 2022).

Devido a avaliacao dos efeitos dos pesticidas sobre os microrganismos do solo ter sido
negligenciada ha muito tempo, em nivel regulatorio, devemos avancgar na avaliacdo de risco de
pesticidas sobre os microrganismos do solo (KARPOUZAS; VRYZAS; MARTIN-LAURENT,

2022). Uma forma de se fazer essa avaliacdo ¢ através da medicao de parametros bioquimicos
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e microbioldgicos. Parametros como a atividade enzimatica (MICUTI et al., 2020; RIAH et al.,
2014) carbono da biomassa microbiana (CBM) (DALAL, 1998; SINGH, P; PRASAD, 2019),
respiragdo basal do solo (RBS) (LUO; ZHOU, 2006; PHILLIPS; NICKERSON, 2015),
concentragdes de amonio (N-NH4") e nitrato (N-NOs") (ACZEL, 2019; STEIN; KLOTZ, 2016),
e 0 quociente metabolico (¢CO2) (ASHRAF; WAQAS; RAHMAN, 2022) sao indicadores da
saude do solo e da atividade microbiana. A medicao desses parametros proporciona uma visao
da satide dos solos e dos efeitos associados a aplicacao de pesticidas. Em relagdo as enzimas: a
saude do solo esta interligada com a satde bioquimica do solo e as atividades das enzimas do
solo, e elas podem ser os indicadores de qualidade mais importantes em solos contaminados

com pesticidas (MANDAL et al., 2020).

1.3.  Persisténcia de ingredientes ativos no meio ambiente

Um dos problemas dos pesticidas é que, apds a aplicacdo, eles ndo se degradam
facilmente e podem sofrer deriva. Moléculas de pesticidas organicos ja foram encontrados em
sedimentos recolhidos em profundidades abaixo de 2.000 m no Oceano Pacifico (GE et al.,
2021). Moléculas de pesticidas, como DDT (banido ha anos), sdo encontrados em ambientes
extremos como a Antartida e regides ocednicas remotas. Os pesticidas contaminam essas
regides devido o transporte atmosférico de longa distancia e transporte via circulagdo oceanica
(BIDLEMAN et al., 1993; BARGAGLI, 2008; TANIGUCHI et al., 2009; ZHANG et al., 2015;
POTAPOWICZ et al., 2020).

Além disso, a persisténcia de moléculas de pesticidas no solo e seu acumulo, faz com
que penetrem profundamente no solo até atingir o lencol freatico, contaminando os recursos
hidricos (KUMAR et al., 2021). A contaminag¢ado dos recursos hidricos pode ocorrer ainda por
lixiviagdo, uma vez que o solo se torna reservatorio de moléculas de pesticidas. Essas moléculas
disponiveis no meio ambiente, além de bioacumular ao longo da cadeia alimentar (GOMES et
al., 2020), podem afetar a dinamica microbiana do solo, o que acaba influenciando na
capacidade de suporte a vida do solo e, com o tempo, prejudicando a produtividade de culturas
e servigos ecossistémicos (SHARMA et al., 2019; KUMAR et al., 2021). Outro problema, ¢
que a persisténcia faz com que moléculas ja banidas ainda estejam disponiveis na natureza,
caracterizando assim uma contaminagdo herdada de aplicacdes passadas. Essas moléculas
herdadas também possuem o potencial de impactar o meio ambiente (RASMUSSEN et al.,

2015; CARVALHO, 2017).

Para mitigar esse problema, processos biologicos podem ser empregados para quebrar,

transformar e remover as moléculas do meio ambiente (VAKSMAA et al, 2023). A
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biodegradacdo de pesticidas ¢ uma nova maneira de controle de polui¢do para beneficios
ambientais (PATHAK et al., 2022). Fungos estdao entre os candidatos promissores para serem
explorados para o processo de biodegradagao de pesticidas. Fungos sdo quimioheterotroficos,
onipresentes em ambientes terrestres e aquaticos, degradadores definitivos de moléculas
complexas recalcitrantes na natureza, utilizando-as como fonte de energia (VAKSMAA et al.,
2023).

A capacidade de biodegradagdo dos fungos € associada a reagdes de oxidagdo, mediadas
por enzimas oxidativas, como lacases e peroxidases, que desempenham papel crucial na
modificacio e degradacdo da lignina, que ¢ uma molécula de estrutura complexa
(HOFRICHTER, 2002). Alguns dos fungos com potencial para degradar pesticidas pertencem
aos géneros Trametes, Ganoderma, Aspergillus, Fusarium, Pleurotus, Cladosporium, Rhizopus,
Penicillium, Phlebia e Mortiella. Esses géneros pertencem a grupos de fungos, como fungos de
podridao branca, fungos de podriddo parda, fungos filamentosos e leveduras (VAKSMAA et
al., 2023).

Apesar do conhecimento do potencial que esses géneros possuem, a riqueza de tdxons
fingicos e enzimas uteis parece nao ser totalmente explorados. Portando, pesquisas com essa
tematica devem ter como objetivo desvendar a extensdo de espécies fungicas para atuarem com
agentes de micorremediagao eficazes e decifrar suas vias metabolicas (VAKSMAA et al.,

2023).

1.4. O ingrediente ativo é sempre o culpado?

Uma pratica bastante comum em estudos que trabalham com formulagdes ¢ atribuir os
efeitos observados ao principio ativo. Entretanto por ser formulagdes, co-formulantes, podem
também contribuir para os efeitos adversos. Dessa maneira ¢ importante tomar cuidado na hora
de inferir a toxicidade ao principio ativo em trabalhos com formulagdes. Nesses casos, hé a
necessidade de descrever o tratamento como uma formulacao em todo o trabalho e nunca como
um ingrediente ativo (STRAW, 2024). Por conta disso, este trabalho usa termos como “pesticida
a base de fluopiram ou flumioxazina” para se referir ao composto testado e ndo ao nome da
molécula. Apesar disso, abordagens que avaliam formulagdes tem a vantagem de conhecer o
efeito real do produto final que ¢ destinado para o uso. Varias formulagdes de pesticidas
apresentam toxicidade diferente ou superior dos ingredientes ativos isolados. Além disso, sdao
as formulagdes as quais humanos e o meio ambientes estardo expostos, € sua avaliagdo oferece

um cenario mais realista dos efeitos (NAGY et al., 2020).
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1.5.  Propriedades da Flumioxazina e Fluopiram

A flumioxazina (CisHisFN204) € um herbicida com um anel benzoxazinico e um grupo
acetilénico (prop-2-ynil), além de ser um composto organofluorado. (HASTINGS et al., 2016).
E considerada uma molécula inibidora da protoporfirinogénio oxidase e um agente
teratogénico, embrioletal e causadora de retardo de crescimento em ratos (NCBI, 2024). E um
herbicida de contato e funciona interferindo na producdo de clorofila das plantas, onde o
bloqueio da protoporfirinogénio faz com que acumule porfirina, causando a fotossensibilizagao,
desencadeando peroxidacdo lipidica da membrana plasmdtica, ocasionando a danos
irreversiveis de funcao e estrutura (LEWIS et al., 2016). A protoporfirinogénio oxidase ¢ uma
enzima comum a biossintese de clorofila e do grupo heme da hemoglobina (KAWAMURA;
KATO; FANTEL, 2014; ABE et al., 2018). A flumioxazina ¢ considerada lipofilica com
coeficiente de particdo octanol-agua (Log P) de 2,55 (pH =7) (LEWIS et al., 2016).

Em relagdo ao comportamento do solo, apresentou ter baixa mobilidade (porém
apresenta metabolito com alta mobilidade), persisténcia moderada (DTso) = 11,8 a 34,7 dias,
com risco baixo para os organismos do solo (EFSA et al., 2020). Entretanto, a persisténcia foi
considerada em apenas quatro tipos de solo, onde ndo foi revelado a procedéncia. Em solos da
China a persisténcia variou de 8,2 a 50,6 dias, apresentando baixa mobilidade (CHEN et al.,
2021). Apesar da EFSA relatar risco baixo para organismos do solo, alguns trabalhos relataram
impactos em microrganismos (DAUGROIS; HOY; GRIFFIN, 2005; ARAUJO et al., 2023) e
parametros do solo (PERTILE ef al., 2020). Na literatura ha poucos trabalhos que avaliam os
impactos da flumioxazina no solo. Mais estudos devem ser realizados considerando outras
classes de solo, cujas propriedades biologicas, quimicas e fisicas se diferem, o que pode fazer
com que o comportamento e os efeitos da flumioxazina sejam diferentes. Além disso, ndo ha
dados sobre a flumioxazina para solos do Cerrado.

O fluopiram (CisH1:CIFsN20O) ¢ uma molécula com atividade fungicida e nematicida,
membro da classe benzamidas, um composto organoclorado, um membro das piridinas (NCBI,
2024). Atua inibindo a succinato desidrogenase (SDH), ou seja, inibicdo da respiracao
mitocondrial (LEWIS et al., 2016). Pode apresentar efeitos prejudiciais na biomassa e a
diversidade microbiana do solo por causar alteragdes na estrutura da comunidade microbiana e
apresentar efeitos ambientais devido a sua persisténcia e mobilidade no solo (ZHANG et al.,
2014; RATHOD et al., 2022). O fluopiram apresenta meia vida de 64,2 a 93,6 dias, fazendo
com que ele tenha uma degradagdo lenta no solo (ZHANG et al., 2014; SANTISIMA-
TRINIDAD et al., 2018). O fluopiram ¢ um pesticida consideravelmente lipofilico com um

coeficiente de particao octanol-agua (Log P) de 3,3 (pH = 7,0) (LEWIS et al., 2016). Ainda ¢
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uma molécula pouco estudada e que merece ateng¢@o devido atuar na inibicdo da SDH. A SDH
¢ uma enzima essencial no ciclo de Krebs e cadeia transportadora de elétrons em procariotos e
eucariotos, altamente conservada ao longo da evolucdo devido sua importancia funcional. A
literatura aponta que pode desencadear estresse oxidativo em organismos nao-alvo (LIU et al.,
2022), modificar a comunidade microbiana do solo (SUN et al., 2020) e provocar toxicidade
em vertebrados (TINWELL et al., 2014). Devido aos indicios de toxicidade ambiental e
comportamento persistente no solo ¢ fundamental avaliar os efeitos decorrentes do uso

indiscriminado do fluopiram (RATHOD et al., 2022).

2. OBJETIVOS

2.1. Geral
Avaliar os efeitos toxicos, citogenotoxicos e ambientais de pesticidas por meio de
bioensaios e andlises de pardmetros do solo, visando identificar os impactos associados ao uso

desses compostos e investigar o potencial de fungos na degradagdo dos ingredientes ativos.

2.2. Objetivos Especificos

e Realizar uma revisao da literatura sobre o uso do bioensaio com Allium cepa para
avaliacdo da toxicidade de pesticidas;

e Verificar os possiveis efeitos citotoxicos e genotoxicos de um fungicida a base de
fluopiram em Allium cepa;

e Avaliar o potencial mutagénico do fungicida a base de fluopiram em Salmonella
typhimurium e seus efeitos toxicos em Artemia salina, Lactuca sativa, Allium cepa e
Cucumis sativus;

e Realizar um estudo em campo para avaliar o impacto de um herbicida comercial a
base de flumioxazina no solo, usando respostas da comunidade microbiana;

e Realizar um estudo em laboratorio para verificar o efeito de um fungicida comercial
a base de fluopiram, usando respostas da comunidade microbiana do solo;

o Investigar o potencial de espécies fingicas em tolerar pesticidas para futuros testes

de micorremediacdo de pesticidas.
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ARTIGO 1. O QUE O TESTE Allium cepa PODE DIZER SOBRE A SEGURANCA
DE PESTICIDAS? UMA REVISAO!
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Resumo — O uso crescente de pesticidas tem causado preocupacdes globais sobre os efeitos
toxicos e as consequéncias adversas dos pesticidas nos seres humanos € no meio ambiente.
Entre as formas de entender o impacto dos agrotoxicos, destaca-se o bioensaio com Allium
cepa. Este teste ¢ adequado para avaliar diferentes resultados toxicos, citotoxicos, genotoxicos
e mutagénicos. Nesse contexto, a presente revisao teve como objetivo resumir a historia do uso
do teste de A. cepa para investigar danos causados por pesticidas. Dados sobre as condi¢des
experimentais também foram discutidos. Os estudos revisados mostraram o perfil de toxicidade
de 113 principios ativos testados principalmente em laboratdrio, usando dgua para exposi¢ao.
Os biomarcadores mais utilizados foram o indice mitético, aberragdes cromossOmicas ¢
anormalidades nucleares. Todos os principios ativos causaram algum tipo de toxicidade em A.
cepa, mostrando a eficiéncia e sensibilidade deste bioindicador. Além disso, ficou evidente que
os pesticidas tém potencial para interferir no fuso mitético e danificar o DNA, porque quase
todos os principios ativos testados induzem aberragdes cromossomicas ¢ anormalidades
nucleares. A revisao atual mostrou que o bioensaio com A. cepa ¢ eficaz e apropriado para
avaliar a toxicidade de agrotoxicos. Além disso, a presente revisdo indica lacunas de pesquisa

e recomendagdes para estudos futuros.

Palavras-chave: biomarcador, biomonitoramento, ecotoxicologia, poluentes ambientais,

genotoxicidade, mutagenicidade, toxicologia.

1.1 INTRODUCAO

Pesticidas sdo um grande problema por acarretarem impactos para o ambiente e para a
humanidade. Consequentemente, ¢ necessario compreender os efeitos potenciais que 0s
pesticidas podem provocar. Mudancas nas praticas agricolas e uma agricultura cada vez mais

intensiva desencadearam um aumento dramdtico no uso de pesticidas nas ultimas décadas

!Artigo publicado em 14 de maio de 2022 no periddico Environmental Science and Pollution Research
https://doi.org/10.1007/s11356-022-20695-z
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(KONSTANTINOU et al., 2019). Isso fez com que o uso de pesticidas se consolidasse como
algo inevitavel para atender a crescente demanda por produtos agricolas (DHANANJAYAN et
al., 2020), visto que os pesticidas beneficiam as colheitas por combaterem pragas que atacam
plantagdes e as prejudicam (MAHMOOQOD et al., 2016). Em 2019, estima-se que cerca de 4,1
milhdes de toneladas de pesticidas foram utilizados em todo o mundo (FAOSTAT, 2021). Além
de serem empregados na agricultura, os pesticidas também sdo utilizados para o controle de
doengas, eliminando vetores (KONSTANTINOU et al., 2019) e em residéncias para controle
de pragas domésticas (MAHMOQOD et al., 2016).

Quando os primeiros pesticidas modernos surgiram em 1939 com a descoberta das
propriedades inseticidas do DDT por Paul Miiller, os pesticidas foram vistos como algo
vantajoso, com beneficios, por isso, gozavam de boa reputagdo. Entretanto, essa opinido mudou
apos a descoberta dos efeitos toxicos do DDT (TADEO; ALBERO; PEREZ, 2019). Desde
entdo, o impacto dos pesticidas no meio ambiente e para a humanidade foram descobertos e
com isso surgiram esfor¢os para avaliar sua toxicidade aos componentes ambientais, incluindo
0 homem (DHANANJAYAN et al., 2020).

Uma ferramenta que pode ajudar a entender os efeitos dos pesticidas no meio ambiente
¢ o biomonitoramento, por ser uma ferramenta que ajuda na compreensao do destino dos
pesticidas nos compartimentos ambientais. Dados obtidos no biomonitoramento podem ser
usados para elaboracao de politicas publicas (DHANANJAYAN et al., 2020).

Uma forma de se realizar o biomonitoramento ¢ empregando espécies bioindicadoras
(MARKERT; BREURE; ZECHMEISTER, 2003). Dentre as espécies que podem ser utilizadas
como bioindicadoras, as plantas superiores sao 6timas candidatas para localizar e avaliar fontes
de poluigdo ou para testes de exposi¢ao aguda ou cronica (ERNST, 2003). Além disso, produtos
quimicos capazes de provocar danos cromossOmicos em ensaios vegetais, provavelmente
também podem danificar cromossomos de outros organismos no ambiente (RANK; NIELSEN,
1997). Nesse sentido, a espécie Allium cepa € reconhecida como uma espécie bioindicadora
eficiente para avaliar o efeito de produtos quimicos. Em virtude da atual preocupacao com a
poluicao e degradacdo ambiental, bioensaios com A. cepa tém ocupado lugar importante para
prevencao e previsdo dos impactos ambientais causados pelo uso e descarte de substincias,
incluindo drogas e pesticidas (BOSIO; LAUGHINGHOUSE 1V, 2012). Isso posto, a presente
revisao teve como objetivo resumir o historico de utilizagdo do bioensaio com A. cepa para
investigar os impactos toxicos, citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos dos pesticidas. Esta
revisdo destaca o uso e eficiéncia do bioensaio com A. cepa, bem como resume informacgdes

disponiveis na literatura sobre os efeitos causados pela exposi¢ao a pesticidas. Também sao
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fornecidos detalhes sobre a metodologia que os autores utilizaram para conduzir os bioensaios

e lacunas de pesquisa e recomendagdes para pesquisas futuras.

1.2 MATERIAIS E METODOS
Estratégia de pesquisa

A literatura para o estudo foi pesquisada até outubro de 2021 nas colecdes de bancos de
dados Scopus e Web of Science, usando a pesquisa avangada. Os seguintes conjuntos de
palavras-chave, operadores booleanos e codigos de campo foram usados no processo de busca:
Scorpus = TITLE-ABS-KEY((agrochemical OR phytosanitary OR pesticide OR "agricultural
defensive” OR insecticide OR fungicide OR herbicide OR biocide) AND ("Allium cepa” OR
“Allium test”)) AND PUBYEAR > 1990 AND PUBYEAR < 2021 AND LANGUAGE(english)
AND DOCTYPE(ar); Web of Science = TS=((agrochemical OR phytosanitary OR pesticide OR
"agricultural defensive” OR insecticide OR fungicide OR herbicide OR biocide) AND ("Allium
cepa” OR “Allium test”)) AND PY=1991-2020 AND LA=FEnglish AND DT=Article. Codigos
de campo serviram para realizar uma filtragem inicial, onde as palavras-chave foram buscadas
apenas no topico (titulo, resumo e palavras-chave), entre 1991 e 2020, de documentos do tipo
artigo, publicados na lingua inglesa. Foram recuperados 1130 artigos: 860 do Scopus e 450 do
Web of Science.

Critério de elegibilidade

Todos os artigos duplicados foram excluidos (n = 332). Em seguida, procedeu-se a
leitura do titulo e resumo dos estudos para selecionar apenas aqueles publicados como pesquisas
originais relatando o efeito da exposi¢do a agrotoxicos (principio ativo e formulacdo). Foram
excluidos artigos com metodologia e resultados escritos sem clareza e, para artigos
indisponiveis, foi solicitado aos autores que os enviassem por e-mail. No final, a lista de estudos

elegiveis incluiu 119 artigos (Figura 1.1; Tabela A.1).

Extracdo dos dados

Os 119 artigos foram baixadas e iniciou-se a leitura das se¢des de material/métodos,
resultados e discussdo para extrair as seguintes informacdes: i) ano de publicagdo; ii)
localiza¢do do estudo com base no endereco do primeiro autor; iii) se foi um experimento de
campo ou experimento de laboratorio; iv) avaliagdo do principio ativo ou formulagdo comercial
e se 0 material era nanoencapsulado; v) determinacao da concentracao ou dose; vi) condigdes
de exposicao (concentracdo, tempo, forma de exposi¢do, parte exposta); vii) biomarcadores

avaliados; viii) efeitos dos pesticidas; ix) mecanismo de agdo detectado; e xi) se houve
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recuperagdo dos danos causados pela exposi¢do a agrotoxicos. Dados sobre o principio ativo,
como i) tipo de pesticida; ii) origem da substancia; iii) grupo de substancias; e iv) status de
disponibilidade, foram obtidos no banco de dados PPDB (Pesticide Properties DataBase) e
BPDB (Bio-Pesticides DataBase) (LEWIS et al., 2016). A autorizagdo de uso do principio ativo
na Unido Europeia, foi consultada no EU Pesticides Database (https://ec.europa.eu/food/plants
/pesticides/eu-pesticides-database en).

Figura 1.1 — Diagrama das etapas metodologicas de busca, identificacdo, sele¢do e analise dos artigos que
avaliaram efeitos da exposicdo a pesticidas em biomarcadores de A/lium cepa.

Termos: (agrochemical OR phytosanitary OR pesticide OR
"agricultural defensive" OR insecticide OR fungicide OR
herbicide OR biocide) AND ("Allium cepa” OR
“Allium test”) + codigos de campo

C
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(Artigos duplicados (-332) )

(critério de exclusao (-669) )

G\nigos néo disponiveis (-1 0)
[]

(Arﬁgos selecionados: 11 SD

o) ]

Processamento dos dados brutos)

Interpretacdo
Apresentacao

Fonte: elaborado pelo autor.

Andlise de dados

A correlacdo de Spearman foi realizada (rs, 5% de significancia) para avaliar a
relevancia da relag@o entre os anos e o percentual de artigos publicados sobre o tema. Nas séries
temporais, o teste de Pettit foi usado para determinar o ponto de mudanga no conjunto de dados.

O método da nuvem de palavras foi utilizado para verificar as palavras-chave mais utilizadas
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nos artigos, pois as palavras-chave podem refletir o foco dos estudos. As andlises foram
realizadas com os softwares R, versao 3.6.1 (R CORE TEAM, 2017) e RStudio, versao 1.2.1335
(RSTUDIO TEAM, 2019). A anélise da distribui¢ao dos artigos por pais foi representada num
mapa feito no QGIS, versao 3.4 (QGIS.ORG, 2019). Os graficos foram feitos no GraphPad
Prism, versdo 9.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA,
www.graphpad.com). As figuras foram elaboradas no Adobe Illustrator, versao 24.0.1

(www.adobe.com/products/ illustrator).

1.3  Allium cepa COMO BIOENSAIO

O bioensaio com 4. cepa tem sido amplamente utilizado para detectar poluentes
ambientais, desde os primeiros estudos na década de 1930 (BANK, 1932; HAMMETT, 1928a,
1928b, 1928c, 1928d, 1928¢; HAMMETT; JUSTICE, 1928; LALLEMAND, 1930a, 1930b;
LEVAN, 1938, 1949) at¢ os dias de hoje. Os resultados obtidos com este bioensaio sdo eficazes
e confidveis para avaliar diferentes estressores (CHAKRABORTY; MUKHERIJEE;
MUKHERIEE, 2009). O processo de validagao do bioensaio com 4. cepa teve inicio na década
de 1970 com o programa Gene-Tox (Genetic Toxicology) da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (EPA), que prop0s a inclusdo do 4. cepa entre os bioensaios usados para
avaliar danos cromossomicos induzidos por produtos quimicos (GRANT, 1982).
Posteriormente, em 1980, o bioensaio com A. cepa foi incluido no Programa Internacional de
Seguranga Quimica (IPCS), criado por um esfor¢o conjunto entre o Programa das Nagdes
Unidas para o Meio Ambiente (PNUMA), a Organizacdo Internacional do Trabalho (OIT) e a
Organizagao Mundial da Saude (WHO). Em 1992, o Programa Internacional de Bioensaios de
Plantas (IPPB) foi iniciado sob os auspicios do PNUMA. As diretrizes do IPPB propuseram
que os membros participantes do programa aplicassem bioensaios de plantas, incluindo 4. cepa,
para monitorar ou testar ar, 4gua ou solo (MA, 1999).

Desde entdo, o bioensaio com A. cepa tem sido amplamente utilizado por ser simples,
confiavel, barato (GRANT, 1982), facilmente disponivel (GRISOLIA; BILICH; FORMIGLI,
2004), de curta duragdo e facil de manusear. Também possui cromossomos grandes e poucos (2
n = 16 cromossomos) o que facilita e possibilita a observagao de divisdes mitoticas (EREN et
al.,2016; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Além disso, o bioensaio com A4. cepa tem uma
boa correlagdo com outros sistemas, como testes de mamiferos e vertebrados (CHAUHAN;
SAXENA; GUPTA, 1999; FIRBAS; AMON, 2014), e seus resultados ainda podem ser
extrapolados para humanos (FIRBAS; AMON, 2014). Outra vantagem ¢ a flexibilidade, visto

que o bioensaio com 4. cepa permite avaliar diferentes desfechos genéticos e mecanismos de
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acdo (LEME; MARIN-MORALES, 2009). Assim, o bioensaio com A. cepa fornece uma
abordagem complexa para triagem do potencial toxico de pesticidas, e os resultados obtidos
podem servir de alerta para os efeitos nocivos que os pesticidas podem causar a saude humana

e ambiental.

1.4 TENDENCIAS DE PUBLICACAO

A tendéncia temporal de publicacdes sobre o potencial toéxico de pesticidas usando A.
cepa, de 1991 a 2021, estd aumentando constante e significativamente (Spearman, rs= 0,79; p
<0,0001) ao longo dos anos (Figura 1.2a), com uma taxa anual de 7,98%. O niimero de citagdes
também aumentou ao longo dos anos (Figura 1.2a). E possivel observar uma mudanga no total
de publicagdes anuais (Figura 1.2a) a partir 2003 (ponto de mudanga; teste Pettit, p < 0,01). A
mudanga na tendéncia de publicacdes dividiu a série temporal em dois periodos. No periodo
de 1991 a 2003, houve poucas publicagdes, com média de 17,65% dos artigos publicados,
representando uma fase inicial de abordagens utilizando o bioensaio com 4. cepa para avaliar
os efeitos dos pesticidas. De 2004 a 2021, houve uma média de 82,35% dos artigos publicados,
representando o periodo de crescimento das publicagdes.

O numero crescente de publicacdes pode ser resultado da evolugdo do bioensaio com A.
cepa. No inicio, o teste fornecia um limite minimo de biomarcadores usados para avaliar a agao
de estressores sobre o material genético e era comumente utilizado por grupos de
citogenética. No entanto, ao longo do tempo, outros biomarcadores e técnicas foram
adicionados ao bioensaio com A. cepa para ajudar a detectar os efeitos de diferentes substancias
nocivas, incluindo pesticidas (Figura 1.2b). Outra razao que poderia justificar o aumento de
publicacdes com A. cepa € o uso de métodos alternativos a pesquisa animal, o que levou ao
desenvolvimento do principio dos 3Rs (Replace-Reduce-Refine) (RUSSELL; BURCH,
1959). O principio dos 3Rs incentiva os cientistas a reduzir modelos animais, e o bioensaio com
A. cepa € uma alternativa eficiente a esses modelos. Rank e Nielsen (1994) mostraram uma

correlagdo de 82% do bioensaio com A. cepa com o teste de carcinogenicidade em roedores.
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Figura 1.2 — Uso do bioensaio Allium cepa em estudos de pesticidas. a) Grafico de barras mostrando o niimero de
publicagdes por ano (a esquerda) e grafico de dispersdo mostrando a média de citagdes por ano (a direita). b) Linha
do tempo mostrando o incremento de biomarcadores no bioensaio de A. cepa para investigar os efeitos de
pesticidas. ¢) Nuvem de palavras-chave usadas nos artigos.
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A andlise de palavras-chave ¢ uma ferramenta essencial para investigar topicos e

tendéncias e o foco de estudos. Este estudo identificou 322 palavras-chave diferentes nas 119
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publica¢des analisadas (Figura 1.2¢). A nuvem de palavras destaca a frequéncia de uso de cada
palavra, fornecendo uma imagem visivel dos termos mais proeminentes (ou seja, quanto maior
a palavra, maior a frequéncia nos artigos). As palavras mais citadas foram “Allium cepa”,
“Genotoxicity”, “Mitotic index”, “Allium test”, “Micronucleus” e “Cytotoxicity”. No entanto,
os termos “Allium cepa” e “Allium test’ foram usadas para destacar o modelo usado e ndo
refletiam a significancia do topico, entdo nossa analise desconsiderou essas palavras. Portanto,
a palavra-chave mais citada foi “Genotoxicity”. A frequéncia desse termo aumenta quando se
considera seus sindnimos (ex., “Chromosome aberration”, “Chromosome abnormalities”,
“Chromosome breakage”, “Chromosomal aberrations”, “DNA damage” e outros). Assim,
nossos resultados sugerem que a genotoxicidade € o foco das pesquisas que utilizam o bioensaio
com A. cepa para avaliar agrotoxicos.

Figura 1.3 — Distribuicdo mundial de estudos realizados com o bioensaio Allium cepa para investigar efeitos de
pesticidas. A distribuigdo geografica dos artigos esta relacionada a cor de cada pais, proporcional ao nimero de

publicagdes. Os pontos representam as institui¢es onde os estudos foram realizados, ¢ a cor ¢ proporcional ao
numero de publicagdes. TR = Turquia, IN = India, BR = Brasil, ES = Espanha.
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Em relacdo a distribuicdo mundial de publicagdes, 25 paises usaram o bioensaio A.
cepa para avaliar o efeito da exposicao a pesticidas (Figura 1.3). A Turquia € o pais com maior
namero de publicagdes (37,8%), seguida da India (17,6%), Brasil (15,1%) e Espanha
(3,4%). Os demais paises juntos responderam por 26,1% das publicagdes. Entre 2000 e 2017, a
Turquia apresentou um aumento de 31,4% no uso de agrotdxicos (YENI; TEOMAN, 2020), o
que pode justificar mais publicacdes. Porém, ao analisar o consumo mundial de agrotoxicos por
paises, a Turquia ocupa a 12* posicdo, a india a 13* e o Brasil a 3* posicdo. Atualmente, os
principais consumidores de agrotoxicos sao a China (1* posi¢do) e os EUA (2% posicdo)
(WORLDOMETERS.INFO, 2021). No entanto, a China apresenta apenas um estudo, enquanto
os EUA nao possuem nenhum. Uma possivel explicagdo para a falta de artigos sobre o tema
nesses paises pode ser o uso de outros bioindicadores para avaliar potenciais efeitos nocivos de

agrotoxicos, como mamiferos, peixes, gastropodes e anuros.

1.5 PESTICIDAS

As formulagdes comerciais de pesticidas ndo sao ingredientes unicos. Eles geralmente
consistem em uma mistura de produtos quimicos comumente divididos em principio ativo e
outros ingredientes (por exemplo, surfactantes) (GRISOLIA; BILICH; FORMIGLI,
2004). Aqui, a classificag¢do dos artigos como avaliando a formulagdo comercial e/ou principio
ativo foi baseada nas informagdes fornecidas pelos autores. No entanto, alguns estudos nao
forneceram informagdes claras sobre a origem do composto estudado. Nesse caso, a
classificacdo ocorreu da seguinte forma: (i) quando o autor nao fornecia se era formulagio ou
principio ativo o que ele estava avaliando, mas se referia ao nome do principio ativo,
consideremos como avaliando principio ativo; (i7) entretanto, caso houvesse alguma formulagao
comercial com o mesmo nome do principio ativo, considerou-se como avaliando a formulac¢ao
comercial. Como resultado, 71 artigos utilizaram a formulacdo comercial, 45 utilizaram o
principio ativo e trés utilizaram ambos. Dos estudos que avaliaram a formulagdo comercial,
apenas um avaliou apenas o surfactante (Tabela A.1).

Avaliar a formulagdo comercial ¢ importante, visto que ¢ a formulagdo comercial que é
aplicada no campo (GRISOLIA; BILICH; FORMIGLI, 2004; YUZBASIOGLU; UNAL;
SANCAK, 2009) e, consequentemente, ¢ a que os trabalhadores estdo expostos (ZELJEZIC;
GARAJ-VRHOVAC, 2004). Além disso, os componentes da formulacao (adjuvantes, como
solventes, diluentes, dispersantes, emulsificantes e intensificadores) devem ser testados para
verificar se podem aumentar a toxicidade ou serem mais toxicos que o principio ativo. Grisolia;

Bilich e Formigli (2004) avaliaram o imazapir, a formula¢ao comercial Arsenal® 250 NA, e o
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surfactante nonilfenol etoxilado, e verificaram que o surfactante era mais toxico que o principio
ativo. No entanto, as vezes a avaliacao dos adjuvantes pode ndo ser possivel, pois eles podem
ser mantidos em sigilo pelos fabricantes (ZELJEZIC; GARAJ-VRHOVAC, 2004). Além disso,
podem ocorrer conflitos com as marcas responsaveis pela producdo das formulagdes. No
entanto, avaliar principios ativos pode ser uma abordagem inicial para entender os efeitos
potenciais de formulagdes comerciais que os contenham.

O uso da nanotecnologia na agricultura tem se mostrado promissor. Solugdes nano-
aprimoradas foram desenvolvidas para proteger a 4gua e os solos, melhorar a germinagdo e o
crescimento das sementes, proteger o desenvolvimento das plantas com a liberagao controlada
de agroquimicos com alta especificidade e reduzir os danos colaterais (NAIR et al., 2010;
TRIPATHI et al., 2017). Dos 119 artigos revisados, apenas quatro avaliaram o principio ativo
nanoencapsulado no bioensaio com A. cepa. Os estudos observaram que os sistemas de
nanoparticulas poderiam reduzir a genotoxicidade e toxicidade de pesticidas em comparagao
com o principio ativo nao nanoparticulado. No entanto, isso ndo impediu que os principios
ativos causassem danos (NAIR et al., 2010; GRILLO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014;
BALAIJl et al., 2017; GAO et al., 2021). Embora os potenciais beneficios das formulagdes de
nanopesticidas tenham sido sugeridos, informagdes mais factuais sdo necessarias para entender
os efeitos de possiveis exposicdes inesperadas e efeitos adversos. Também ¢ crucial criar
regulamentos rigorosos e eficientes para evitar o uso indevido, protegendo outras espécies de
plantas cujas interagdes com nanomateriais especificos geram efeitos altamente adversos em

seu desenvolvimento.

1.6 PROPRIEDADES DOS PESTICIDAS

A presente revisdo encontrou 164 testes com o bioensaio 4. cepa para investigar os
efeitos toxicos de 113 substancias. Os pesticidas mais estudados foram 2,4-D, malation (4,3%
cada), atrazina (3,0%), cipermetrina, imidaclopride e tebuconazol (2,4% cada) (Figura 1.4a).
Considerando a classe do pesticida de acordo com sua funcao, dos 151 testes realizados, 39,8%
usaram herbicidas, 33,0% inseticidas, 26,2% fungicidas e 1,0% raticidas (Figura 1.4b). Vale a
pena notar que a classificacdo foi baseada no uso mais frequente (por exemplo, carbofuran pode
ser usado como inseticida, nematicida e acaricida, mas ¢ usado com mais frequéncia como
inseticida). Nossos resultados mostraram que o pesticida mais usado no mundo também foi o
mais estudado pela comunidade cientifica, ou seja, herbicidas (53,0%), seguido de fungicidas

(23,1%) e inseticidas (16,8%) (FAOSTAT, 2021). Em relacao ao potencial toxico, os inseticidas
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sdo considerados os mais toxicos, enquanto os fungicidas e herbicidas ocupam o segundo e o

terceiro lugar na lista de toxicidade, respectivamente (MAHMOOD et al., 2016).

Figura 1.4 — Propriedades dos ingredientes ativos. a) Moléculas de principios ativos identificadas nos artigos
analisados. b) Tipo de ingrediente ativo em (a) de acordo com suas fungdes. ¢) Status de disponibilidade de
ingredientes ativos em (a). d) Status de aprovacao do ingrediente ativo na Unido Europeia. e) Classes baseadas na
estrutura molecular dos ingredientes ativos. f) Origem dos ingredientes ativos; ca. = cada.
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Em relagdo a disponibilidade comercial, das 113 substancias identificadas nesta
pesquisa, 85,4% estdo disponiveis comercialmente, 6,8% estdo obsoletas, 3,9% foram proibidas
e 3,9% tém disponibilidade desconhecida (Figura 1.4c). Comparando esses resultados com os
dados de agrotoxicos divulgados pela Unido Europeia, 57,3% dos principios ativos
identificados nesta pesquisa sdo proibidos e apenas 38,8% sdo permitidos (Figura 1.4d). A
Unido Europeia ¢ tida aqui como exemplo de marco regulatério mais restritivo para pesticidas,
uma vez que proibiu o uso dessas substancias perigosas, entretanto ndo proibiu sua producao.
Em 2016, cerca de 50% do mercado de pesticidas no mundo era controlado por empresas
sediadas na Unido alguns desses principios ativos proibidos retornam a Unido Europeia em
alimentos importados de paises onde os principios ativos sao permitidos (BOMBARDI, 2019).

Quanto aos pesticidas proibidos, DDT, carbofurano, lindano e hexaclorobenzeno foram
banidos do mercado. Estudos comprovaram seus efeitos mutagénicos, carcinogénicos,
neurotdxicos, endocrinos e de interrupgao reprodutiva (LEWIS et al., 2016). No entanto, outros
pesticidas com potencial toxicologico demonstrado em estudos cientificos ainda sao
comercializados e ndo foram banidos. Por exemplo, atrazina e paraquat, que sao toxicos para o
sistema nervoso, figado, rins, estdbmago, intestino, sistema respiratdrio e afetam o sistema
endocrino e a reproducdo (LEWIS et al., 2016).

Outra classificacao de pesticidas € por grupos funcionais de acordo com sua estrutura
quimica. Nesta pesquisa, 53 grupos de substancias foram identificados (Figura 1.4e; Tabela
A.2). Os grupos com maior numero de moléculas diferentes de principios ativos foram
carbamato, organofosforado (9,7% cada), triazol (5,8%), piretroide (4,9%) e organoclorados
(3,9%). Os grupos de pesticidas atuais e mais usados pertencem as classes de organoclorados,
carbamatos, organofosforados, piretroides e neonicotindides (MAHMOOD et al., 2016).
Organoclorados, organofosforados e carbamatos sdo pesticidas organossintéticos comumente
usados na agricultura e sdo extremamente prejudiciais ao meio ambiente (KARAMI-
MOHAIJERI; ABDOLLAHI, 2011). Os pesticidas piretroides, tém baixa toxicidade para
mamiferos, mas sdo toéxicos para organismos aquaticos, sao considerados menos poluentes do
que outros inseticidas. Assim, eles estdo se tornando o grupo predominante de inseticidas
usados contra pragas e candidatos a substituir pesticidas organoclorados e organofosforados
(KATSUDA, 1999). No entanto, triazol ¢ um grupo de fungicidas amplamente utilizado na
agricultura para controlar e tratar varias doengas fungicas (SCHERMERHORN et al., 2005).

Em relagdo a origem sintética ou natural, dos 53 grupos, apenas o tetranortriterpenoide
(azadiractina), abamectina e benzoato de emamectina (derivados de microrganismos) e

alcaloides quinolizidinicos (oximatrina) sdo de origem natural (Figura 1.4f). Este resultado
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revela que os pesticidas de origem natural (ou biopesticidas) ainda requerem mais investigacao
porque ndo estdo isentos de causar danos (AKDENIZ; OZMEN, 2011; AL-AHMADI, 2013;
KWANKUA et al., 2010). A ciéncia dos biopesticidas ainda € considerada jovem e em evolugao.
Os biopesticidas cobrem apenas 2% dos protetores de plantas usados globalmente, mas seu uso
aumenta 10% a cada ano (KUMAR; SINGH, 2015). Os biopesticidas tém vantagens sobre os
pesticidas sintéticos, como seguranga ambiental, especificidade do alvo, eficacia,
biodegradabilidade e adequacdao em programas integrados de manejo de pragas (KUMAR;
SINGH, 2015).

1.7 DESIGN EXPERIMENTAL

Dos 119 artigos analisados, a maioria foi realizada em laboratério (95,8%), enquanto
3,4% foram realizados em campo e 0,8% em ambos (Figura 1.5a; Tabela A.1). Esse resultado
indica que o uso do bioensaio com A. cepa esta restrito a testes laboratoriais, com poucos
estudos abordando microcosmos, mesocosmos € ambiente natural. Os estudos de campo
identificados nesta pesquisa visaram avaliar o acimulo ou a presenga de residuos de pesticidas
em cebolas (TSIROPOULOS; MILIADIS, 1998; SONDHIA, 2010; SAHOO et al., 2013;
PATEL et al., 2016). E importante abordar a abordagem sob condi¢des ambientalmente
relevantes para obter resultados mais confiaveis.

Em relagdo a forma de determinacao da concentragao utilizada nos bioensaios com 4.
cepa, 34,5% dos estudos nao forneceram o método para determinagao da concentragdo, 30,3%
definiram pela concentracdo efetiva (ECso), 10,9% utilizaram a dose recomendada pela do
fabricante, 7,6% seguiram a literatura e 16,8% definiram a concentra¢ao de acordo com outros
parametros (Figura 1.5b; Tabela A.1). A CEso refere-se a concentracdo do composto que induz
metade do efeito méximo. Em A. cepa, a escolha mais comum do parametro para determinar a
CEso ¢ a reducdo do crescimento radicular (comprimento). Desta forma, o valor de ECso ¢ um
parametro util para a escolha das concentragdes de teste para bioensaios com 4. cepa.

Quanto ao numero de grupos experimentais, 41,2% dos estudos usaram trés
concentragdes do principio ativo, 22,7% usaram quatro, 15,1% usaram menos de trés, 10,9%
usaram cinco e 10,1% usaram mais de cinco concentragdes (Figura 1.5c; Tabela A.1). Quanto
maior o nimero de concentragdes testadas, mais proximo o numero real. Porém, dependendo
do tempo de obtengdo dos dados e da complexidade do ensaio, muitos grupos experimentais
inviabilizam a pesquisa. No geral, devido ao grande numero de células a serem avaliadas (5.000
por condi¢do experimental) e ao longo tempo de andlise para o bioensaio com 4. cepa, trés

concentragdes geralmente sdo suficientes para avaliar a toxicidade dos poluentes.
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Figura 1.5 — Detalhes relacionados ao delineamento experimental dos artigos. a) Condi¢des de estudo. b)
Determinagdo das concentra¢des. ¢) Numero de concentragdes utilizadas. d) Método de exposicdo. e) Numero
de intervalos de tempo usados para exposi¢do. f) Tempo de exposi¢do de artigos que utilizaram apenas um
intervalo de tempo. g) Tempo de exposi¢cdo dos estudos que utilizaram mais de um intervalo de tempo. h)
Partes da planta utilizadas. i) Recuperag@o. j) Tempo usado para recuperagdo.
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Os dados revisados mostraram que existem diferentes formas de exposi¢do aos

principios ativos, sendo que a forma de exposicdo pode depender do estdgio de vida da

espécie A. cepa (sementes ou bulbos). A presente analise identificou que a exposicdo dos
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bulbos na dgua foi a forma mais utilizada (70,5%), seguida da exposi¢ao das sementes em papel
filtro (18,0%), pulverizagdo, exposi¢cdo ao solo (4,1% cada) e outros (3,3%). (Figura 1.5d;
Tabela A.1). A escolha do método de exposicao pode ser influenciada pelas caracteristicas da
solucgdo de teste, como disponibilidade, preco, hidrofobicidade e afinidade com as particulas do
solo. A 4gua ¢ uma forma vidvel de exposi¢do porque permite um bioensaio mais uniforme. Ja
o solo apresenta algumas limitagdes devido suas propriedades que podem afetar a
disponibilidade de pesticidas (adsorgdo) e degradacio (EDWARDS, 1975). E importante
entender a influéncia das caracteristicas do solo na toxicidade de pesticidas porque o solo ¢ um
dos receptores de pesticidas.

Ainda em relacdo a forma de exposicdo, apenas 16,8% dos artigos informaram se a
solucdao com principio ativo foi renovada, enquanto 83,2% nao forneceram essa informagao. O
ingrediente ativo pode precipitar no fundo do recipiente ou degradar com o tempo. Assim, ¢
fundamental saber se a solucdo teste foi trocada ou completada, principalmente quando o
veiculo de exposicao foi a agua.

O intervalo de exposi¢do de A. cepa aos principios ativos variou muito entre os
artigos. Os dados revisados mostraram que 41,2% dos estudos foram realizados com apenas um
intervalo de tempo, seguidos dos estudos que utilizaram dois (21,0%), trés (18,5%), quatro
(11,8%), cinco (3,4%), sete (1,7%), nove, onze (0,8% cada) intervalos (Figura 1.5¢; Tabela
A.1). Quanto a duracdo da exposi¢cdo, o tempo de exposicdo mais utilizado em estudos de
intervalo Unico foi de 24 h (n = 49) (28,6%), seguido de 72 h (22,4%), 48 h (16,3),>96 h, < 12
h (12,2% cada), 20 h e 30 h (4,1% cada) (Figura 1.5f; Tabela A.1). Em estudos com mais de um
intervalo de tempo de exposicao (n= 69), a exposicdo maxima foi de 48 h, 72 h (20,3%) e >
120 h (20,3%), seguida de 24 h (18,8%), 96 h (14,5%), < 12 h (4,3%), e 36 h (1,4%) (Figura
1.5g; Tabela A.1). O tempo de exposicdo deve considerar o ciclo de vida da espécie
bioindicadora e o tempo necessario para a resposta do biomarcador selecionado. Considerando
que o ciclo celular de 4. cepa ¢ de cerca de 20 — 23 h (GRANT; ZINOV’EVA-STAHEVITCH;
ZURA, 1981; MATAGNE, 1968), sugere-se considerar esse intervalo de tempo para a
realizacdo do bioensaio. Em relacdo a exposi¢do cronica ou aguda, a maioria dos artigos
(94,1%) foi classificada como aguda e realizada com intervalo de curta duracdo (< 14
dias). Além disso, apenas 5,9% dos artigos foram classificados como exposi¢do cronica e
realizados com intervalos de longa duragdo (> 14 dias).

Quanto a parte exposta aos agrotoxicos, a maioria dos estudos utilizou raizes de bulbos
(66,7%) ou radicula de sementes (22,5%). Poucos estudos usaram outras partes da planta, como

folhas (1,6%) (Figura 1.5h; Tabela A.1). A raiz e/ou radicula tém sido os orgdos preferidos
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porque as células meristemdticas estdo em intensa atividade mitoética e permitem analisar os
cromossomos € consequentemente os efeitos genotoxicos. Além disso, esses tecidos sdo
responsaveis pela absorcdo e transporte de nutrientes, facilitando a entrada de agrotoxicos nas
células.

Adicionalmente, o ensaio de A. cepa permite avaliar se os efeitos desencadeados pela
exposicao a agrotoxicos podem ser reversiveis. Em nossa analise, apenas 16,0% dos estudos
verificaram a reversibilidade dos efeitos dos pesticidas e 84% nao (Figura 1.51; Tabela A.1). Os
intervalos temporais (méximo) utilizados nos artigos (n = 19) que realizaram recuperacao foram
48 h (42,1%), 24 h (36,8%), 15 min (5,3%), 72 h (5,3%) e ndo relatados (10,5%) (Figura 1.5j;
Tabela A.1).

1.8 BIOMARCADORES AVALIADOS E EFEITOS ENCONTRADOS

Investigar os efeitos de um determinado estressor usando bioensaios requer uma bateria
adequada de biomarcadores capazes de fornecer diferentes dados sobre a agdao do estressor no
organismo. Avaliacdes completas devem ter analises de toxicidade, genotoxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade, porque as substancias testadas podem ter diferentes resultados
e efeitos (ARKHIPCHUK; GARANKO, 2002). Portanto, ¢ comum usar mais de um
biomarcador em um unico estudo. Considerando a bateria de biomarcadores utilizados nos
estudos analisados, o nimero total de biomarcadores identificados foi de 455. Os biomarcadores
mais observados nos artigos foram o indice mitotico (21,8%), as aberragdes cromossomicas
(20,4%) e as anormalidades nucleares (14,9%) (Figura 1.6a). A Tabela A.1, e a Figura 1.6a
mostram a lista completa de biomarcadores.

No geral, os efeitos mais comuns dos ingredientes ativos testados no ensaio de A. cepa
foram a indu¢do de aberracdo cromossomica, a redugdo do indice mitdtico (20,0% cada), a
inducdo de anormalidades nucleares (14,9%), mudangas na porcentagem de fases mitoticas
(7,0%), redugdo de crescimento (6,8%), danos ao DNA (3,8%) e redugdo de germinagao (2,5%).
Assim, fica evidenciado o potencial dos ingredientes ativos para inibir € causar efeitos durante
a divisdo celular, induzir aberragdo cromossdmica e anormalidades nucleares (Figura 1.6b).
Além disso, os dados sugerem que os ingredientes ativos parecem ser compostos com grande
potencial para despolimerizar microtubulos, considerando a grande inducdo de aberragao
cromossomica a partir dos efeitos no fuso mitotico. Os efeitos causados por cada pesticida

estudado pelos autores sdo fornecidos na Tabela A.1.
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Figura 1.6 — Biomarcadores utilizados nos estudos e efeitos encontrados devido a exposi¢do a agrotdxicos. a)
Diferentes biomarcadores identificados nos artigos. b) Efeitos encontrados; ca. = cada.

a b

Vigor

Clorofila total

Tolerancia

Densidade do tecido

Sobrevivéncia

Suculéncia

Taxa de divisdo relativa
Quantificagdo de RNA

Teor de proteina

Osmoprotetores

Biossintese de nucleosideos
Regides organizadoras nucleolares
Celulas necroticas

Contetdo mineral

Taxa de lesdes

Velocidade de germinagao
Glicosaminoglicanos da parede celular
Carotendides

Enzima de biotransformacgao

20,0 %
25,0 %

2,5%

3,8 % v
0,2 % (ca.) 6,8 % ‘
7.0 %

14,9 %

Indugéo de aberragdes cromossdmicas
Redugao do indice mitotico

Indugdo de anormalidades nucleares
Mudancas da porcentagem de fases mitoticas
Reducgio do crescimento da raiz

Causou danos ao DNA

Reducgio da taxa de germinagéao

Outros

Desenvolvimento da parte aérea
Esterilidade do pdlen
Marcadores moleculares
Docking molecular
Microtubulos

Estabilidade gendmica
Clorofilaaeb

Proteina tubulina

Estagios da interfase
Quantificagao de DNA

Teor de umidade

Peso seco

Residuo de pesticida

Mumero de raizes

Enzimas antioxidantes
Malondialdeido

Ensaio cometa (danoao DNA)
Alteracdes morfologicas da raiz
Peso fresco

Germinagao

Crescimento da raiz

Fases da mitose
Anormalidades nucleares
Aberragbes cromossémicas
Indice mitético

0.4 % (ca.)

Biomarcadores e técnicas

0,7 % (ca.)

2,4 % (ca.)

]z.s % (ca.)

3.1%

70 %

. 7.5%

I 14,9 %
I 20.4 %
I 21,8 %

0 5 10 15 30 50 70 %0 110

Frequéncia com que biomarcadores e técnicas
foram usadas nos estudos

Fonte: claborado pelo autor.

O indice mitdtico € considerado uma medida aceitdvel de citotoxicidade para todos os
organismos vivos (SMAKA-KINCL et al., 1996) e ¢ caracterizado pelo nimero de células em
divisdo em relacao ao numero total de células analisadas (LEME; MARIN-MORALES, 2009).
Um aumento no indice mitotico indica aumento da divisdo celular, danificando as células e
levando a proliferacdo celular desordenada e até mesmo formacgdo de tecido tumoral. No
entanto, a reducio do indice mitdtico pode indicar inibicio/atraso na divisio celular (GRANA,
2018), o que pode danificar o desenvolvimento e crescimento normais da planta.

As aberragdes cromossOmicas sao um conjunto de alteragdes na estrutura e/ou nimero
dos cromossomos visualizados durante a divisdo celular e s3o classificadas como
biomarcadores de genotoxicidade. As aberragdes cromossdmicas podem ser divididas em

numéricas e estruturais. As aberragdes numéricas resultam dos efeitos aneugénicos que causam
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aneuploidia e poliploidia, interferindo com o fuso mitdtico e causando segregagdo anormal dos
cromossomos. Por sua vez, as aberragdes cromossdmicas estruturais podem ocorrer devido a
acdo clastogénica nos cromossomos ou a inibi¢do e/ou erros durante a replicagdo do DNA
(JAIN et al., 2018). Ambas as classes de aberracdo cromossomica podem ocorrer devido a
exposicdo a pesticidas. As aberragdes cromossdmicas ainda proporcionam a possibilidade de
identificar se a ag¢do do pesticida foi clastogénica (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2009) ou de efeito misto (BERNARDES et al., 2015), devido a maior frequéncia
de determinadas aberracdes em relacdo a outras. Apds sua formacdo, as aberragdes
cromossdmicas podem originar outras aberracdes cromossOmicas em ciclos celulares
subsequentes, bem como levar a anomalias nucleares. Muitas aberracdes cromossomicas
podem levar a morte celular (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009).

A ocorréncia de anomalias nucleares ¢ um biomarcador que pode fornecer evidéncias
de efeitos genotoxicos ou mutagénicos. Se a anormalidade estiver relacionada a forma do
nucleo, o efeito ¢ genotdxico devido a interagdo com o material genético, que acaba deformando
o nucleo. Essa alteracdo pode ser revertida. No entanto, se a anomalia estiver relacionada a
presenga de micronucleos e células binucleadas ou polinucleadas, o efeito pode ser considerado
mutagénico porque essa alteragdo ndo ¢ reversivel, originando células com conjuntos
cromossomicos alterados. As anomalias nucleares surgem devido a aberragdes cromossdmicas
(FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, 2009). Ao contrario das aberracoes
cromossOmicas, as anomalias nucleares sdo observadas no nicleo em interfase devido ao agente
testado (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A figura 1.6a também mostra que o bioensaio de 4. cepa tem diferentes biomarcadores
que avaliam os resultados toxicos, citotdoxicos, genotdxicos € mutagénicos com base em macro
e microanalises. Por exemplo, os marcadores de toxicidade avaliados com base na morfologia
da raiz e nas mudangas de cor, forma, textura, espessura e crescimento sdo considerados
macroanalises. A raiz pode servir como um sinal externo sensivel de eventos internos em nivel
celular em andamento (FATMA et al., 2018). Em resposta a contaminantes, mudancas
morfologicas da raiz podem afetar toda a estrutura da planta, ja que as raizes sdo a principal via
de absorcdo de dgua e nutrientes. Outros exemplos de biomarcadores toxicos sdo a taxa de
germinagdo de sementes e o desenvolvimento da radicula. A andlise de germinagdo e
crescimento da raiz ¢ rapida, barata, confidvel e baseada na quantificagcio de sementes
germinadas e na medi¢do do alongamento das raizes durante a exposi¢ao a poluentes toxicos.
Além disso, ¢ robusto e simples para avaliar o potencial toxicologico de substancias

(CAVUSOGLU et al., 2011).
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Os estudos que avaliaram se houve recuperagdo do dano causado pela exposi¢do aos
ingredientes ativos mostraram, em geral, que os efeitos sdo irreversiveis (Tabela A.1). O efeito
irreversivel tem sido associado ao pesticida atingindo um nivel critico na célula ou nos espacos
intercelulares, afetando vérios ciclos celulares apds a exposicio (MARCANO et al., 2004;

OZKARA, 2019).

1.9 MECANISMOS DE ACAO DE PESTICIDAS

A exposi¢do a pesticidas tem consequéncias adversas em varias matrizes ambientais e
humanas (PARRA-ARROYO et al, 2022). Portanto, os potenciais efeitos adversos dos
pesticidas devem ser investigados para melhorar a compreensdao do mecanismo pelo qual eles
causam danos. Os bioensaios de 4. cepa mostraram que a exposicao a pesticidas afetou varios
processos € compartimentos celulares (Figura 1.7), o que se refletiu em parametros acima do
nivel celular. Assim, o teste de A. cepa tem sido utilizado em numerosos estudos para investigar
a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade de varios pesticidas, como
malation (SRIVASTAVA; SINGH, 2020), linuron (ERGIN; INCEER; ERGIN, 2020),
abamectina (MACAR, 2021b) e imidacloprida (MERT; BETUL, 2020) (Tabela A.1).

Os pesticidas podem danificar a célula de varias maneiras. Uma delas ¢ a producdo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que levam ao estresse oxidativo. As EROs podem causar
peroxidagdo de lipidios, o que interfere diretamente na eficiéncia da membrana plasmatica
(MACAR, 2021a). O aumento da peroxidacdo lipidica pode reduzir a germinagao,
comprimento das raizes, ganho de peso e contetido de agua (MERCADO; CALENO; SUAREZ,
2020; SRIVASTAVA; SINGH, 2020; MACAR, 2021a). Além disso, as EROs podem romper
fitas de DNA, contribuindo para o aumento do dano ao DNA (OZTURK, 2015; CORTES-
ESLAVA et al., 2018; FIORESI et al., 2020; LIMAN; CIGERCI; SRIVASTAVA; SINGH,
2020), modificagdes entre as bases de purina e pirimidina (ODJEGBA; ADENIRAN, 2015) e
morte celular programada (CORTES-ESLAVA et al., 2018). As EROs também estdo envolvidas
na montagem/desmontagem dos microtubulos e fungdes do fuso mitdtico (LIVANOS et al.,

2012).
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Figura 1.7 — Mecanismo de agdo dos pesticidas na célula. Ao penetrar na célula, os agrotoxicos podem causar
diversos danos celulares, como a geracdo de EROs (al). As EROs podem levar a peroxidacao lipidica (a2), cujos
produtos podem danificar e/ou alterar o DNA por meio da formagdo de adutos (d). As EROs também podem
modificar as bases purinicas e pirimidicas e interagir com o esqueleto de agucar-fosfato das fitas de DNA que
compdem o exterior da dupla hélice, causando instabilidade (d). As EROs também podem danificar as histonas
(cl), impedindo a condensagdo total do material genético e dos microtibulos (b1). Os pesticidas podem danificar
diretamente os microtiibulos (b1), as histonas (c1) ¢ 0o DNA. Danos nos microtibulos podem romper a membrana
plasmatica e a parede celular (b2). A interagdo com microtubulos também pode causar segregagdo cromossémica
anormal. A interacdo direta com o DNA pode causar quebra, intercalago, e inativagdo de enzimas, reduzindo a
replicacdo (d). A agdo tanto de agrotoxicos quanto de EROs em microtubulos, DNA e histonas pode prejudicar o
ciclo celular (e). Tais efeitos podem bloquear o ciclo celular, levando a retencdo de estagios mitdticos para
possiveis reparos para manter a estabilidade genomica. No entanto, se o reparo for ineficiente, 0 modelo genémico
pode ficar comprometido e instavel, levando a aberragdes cromossdmicas, anormalidades nucleares ¢ morte
celular. Se os mecanismos de reparo forem ineficientes e nenhum reparo ocorrer, a célula pode ativar mecanismos
que levam a morte celular No entanto, se o reparo for ineficiente, o modelo gendmico pode ficar comprometido e
instavel, levando a aberragdes cromossdmicas, anormalidades nucleares e morte celular. Se os mecanismos de
reparo forem ineficientes € nenhum reparo ocorrer, a célula pode ativar mecanismos que levam a morte celular No
entanto, se o reparo for ineficiente, o modelo gendmico pode ficar comprometido e instavel, levando a aberracdes
cromossOmicas, anormalidades nucleares ¢ morte celular. Se os mecanismos de reparo forem ineficientes e
nenhum reparo ocorrer, a célula pode ativar mecanismos que levam a morte celular.
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Além disso, os pesticidas podem interagir e inibir proteinas do ciclo celular, como a
DNA polimerase, a DNA girase, a RNA polimerase, a quinase ¢ enzimas envolvidas na
producao, montagem ou orientagdo do fuso mitotico (TARTAR; KAYMAK; MURANLI, 2006;
YUZBASIOGLU, 2003). A intercalacdo dos pesticidas com a molécula de DNA também pode
ocorrer. Como resultado, a sintese de DNA pode ser inibida, o que leva a uma redu¢do na
replicagdo de DNA. Os niveis de DNA cairam em raizes expostas a pesticidas clorfenvinfos,
fenbuconazol (TURKOGLU, 2012) e permetrina (KARAISMAILOGLU, 2015),
provavelmente devido a intercalagdo com o DNA que impediu a replicacdo. Danos ao DNA
pela acdo de pesticidas podem gerar instabilidade do modelo gendémico devido a falhas nos
mecanismos de reparo do DNA (OZAKCA; SILAH, 2013), nos quais os danos ao DNA podem
nao ser reparados, dificultando a amplificagdo (BERNARDES et al., 2019). O dano a molécula
de DNA pode aumentar as células necroticas (OZAKCA; SILAH, 2013).

Os pesticidas também podem inibir diretamente a polimerizagdo da tubulina
(CHAUHAN et al., 1998; GIMENEZ-ABIAN et al., 1998), o que perturba a formagio do fuso
mitdtico (VERMA; SRIVASTAVA, 2018) e consequentemente inibe o fuso mitdtico
(MERCADO; CALENO, 2020). Um exemplo ¢ a ligagdo do grupo NO» do trifluralin as
moléculas de tubulina, impedindo a polimerizacdo e consequentemente a formacdo de
microtibulos (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007). A acao dos pesticidas
nos microtubulos pode causar aberragdes cromossomicas. O efeito aneugénico dos pesticidas
pode causar aneuploidia e poliploidia interferindo com o fuso mitético e causando segregagao
cromossomica anormal. As aberragdes cromossdmicas estruturais podem ser devido a agao
clastogénica de pesticidas nos cromossomos ou a inibi¢ao e/ou erros durante a replicagdao do
DNA. Além disso, a perda de microtubulos expande a célula, culminando na ruptura da parede
celular e membrana plasmatica (CHAUHAN et al., 1998).

A divisdo celular tem vérios pontos de controle do ciclo celular que podem bloquear ou
retardar a progressdao da mitose devido a presenca de estressores celulares e ambientais
(BURGESS; RASOULI; ROGERS, 2014). Assim, os agrotoxicos poderiam interferir na
duragdo da fase mitdtica, tornando algumas fases mais frequentes do que outras. Por exemplo,
o aumento de células profase pode resultar do bloqueio do ponto de checagem CHFR que
impede e/ou retarda a entrada da célula na metafase (LIMAN et al., 2010, 2011; LIMAN;
CIGERCI; OZTURK, 2015). Assim, os indices de metafase, andfase e telofase serao reduzidos,
enquanto havera um acumulo de células na préfase (MAGDALENO et al., 2015). O checkpoint
CHEFR ¢ considerado um checkpoint precoce da mitose que retarda a resposta do ciclo celular

a drogas que atuam nos microtubulos, contribuindo para manter a estabilidade gendmica
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(PRIVETTE; PETTY, 2008). No entanto, o aumento das células metafésicas seria consequéncia
do bloqueio da formagdo do fuso mitético (YUZBASIOGLU, 2003; TURKOGLU, 2012).
Durante a mitose, cada par de cromatides ¢ fielmente segregado para polos opostos do fuso
mitético, alinhados na placa metafdsica para formar células-filhas. As cromatides
incorretamente alocadas ao fuso sdo detectadas pelo ponto de verificagdo de montagem do fuso
constitutivamente ativo (SAC), que induz uma parada mitotica prolongada, dando a célula
tempo para corrigir a fixagdo e segregacao completa (BURGESS; RASOULI; ROGERS, 2014).
A acdo mitodepressiva dos pesticidas pode causar a inibicdo do crescimento das raizes
(BERNARDES et al., 2019; FIORESI et al., 2020; MERCADO; CALENO, 2020), germinagio,
ganho de peso (MACAR, 2021b), nimero de raizes (VERMA; SRIVASTAVA, 2018) e
finalmente, a morte do tecido.

O indice mitdtico mais elevado pode ser consequéncia de uma reducdo no tempo
necessario para o reparo do DNA (LIMAN et al., 2010, 2011) ou resultado do acumulo de
configuragdes de c-metafase (RAO; NARASIMHAM; SUBBARAO, 2005). O indice mitotico
mais elevado também pode ser prejudicial devido a proliferagdo celular descontrolada, levando

a formagao de tumores (LIMAN et al., 2010, 2011; MAGDALENO et al., 2015).

1.10 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
O uso excessivo de pesticidas em praticas agricolas requer avaliacdes ambientais que
demonstrem seus potenciais efeitos prejudiciais. Assim, 4. cepa tem sido um modelo adequado
para detectar os efeitos toxicos de pesticidas, pois possui numerosas vantagens que o tornam
um bioensaio eficiente e sensivel. Além disso, 4. cepa possui varios biomarcadores que
permitem extrair informagdes valiosas sobre toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade, avaliando diferentes desfechos. Os dados revisados mostraram que os
pesticidas podem causar efeitos prejudiciais em 4. cepa e podem ser extrapolados para outros
organismos, incluindo humanos. Os dados obtidos com esse bioensaio também podem servir
como um aviso para a formulagdo de politicas publicas.
No entanto, os seguintes aspectos devem ser considerados em pesquisas futuras para
aprimorar o bioensaio de 4. cepa:
1) Estudo da agdo de pesticidas ou grupos quimicos ainda nao explorados;
1) Investigacdo de biopesticidas, considerando que eles também podem oferecer riscos;
iii) Estudos em microcosmos € mesocosmos € no campo;
iv) Investigagdo sobre a interferéncia do solo e sua influéncia na acdo de pesticidas;

v) Recuperagdo apos exposicao a pesticidas;
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vi) Detalhes sobre a metodologia, como origem do pesticida, determinagdo da
concentragdo e se a solucao do pesticida foi alterada durante a exposicao. Isso ¢
essencial porque alguns estudos ndao explicaram a metodologia, o que dificultou a
extragdo de dados, e isso pode afetar a reprodutibilidade do estudo;

vii) Testes para melhorar a compreensdo do mecanismo de acdo dos pesticidas e nao
apenas de seus efeitos;

viil)  Protocolos padrdo, considerando que o teste possui muita plasticidade entre os grupos
de pesquisa;

ix) Um atlas com fotomicrografias mostrando vérios estagios e formas de aberracio

cromossdmica e anormalidades nucleares para padronizacao.
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Resumo — O fluopiram ¢ uma molécula que possui propriedades fungicida e nematicida.
Embora pesticidas a base de fluopiram sejam utilizados, seu potencial genotdxico ainda ndo foi
completamente avaliado. Este estudo teve como objetivo avaliar a citogenotoxicidade de uma
formulacao comercial de pesticida a base de fluopiram em células de raiz de A/lium cepa. Para
isso, foram testadas quatro concentragdes do pesticida (5,00 mg mL™! (3%), 1,67 mg mL"!
(campo), 0,835 mg mL! (50%), € 0,17 mg mL! (10%)) em raizes de A. cepa. Apds a exposicio
de 48 horas, as raizes foram submetidas a uma fase de recuperacdo em agua destilada por mais
48 horas. Os parametros avaliados foram peroxidacdo lipidica, viabilidade celular e danos
citogenéticos. Os resultados demostraram que o pesticida a base de fluopiram nao causou
peroxidacao lipidica, mas desencadeou efeitos citotoxicos e genotdxicos nas células de 4. cepa.
Na maior concentracdo testada, houve um aumento na viabilidade celular, evidenciado pelos
corantes vitais, tanto na exposi¢ao quanto na recuperagao. O indice mitdtico foi estimulado na
concentragdo 0,835 mg mL™! durante a exposicdo. Porém, ao final da recuperagiio, houve
reducio do indice mitdtico nas concentragdes 1,67 mg mL™!, 0,835 mg mL™, e 0,17 mg mL"!
abaixo de -50%, indicando efeitos subletais da exposi¢do ao pesticida. O pesticida também
interferiu nas fases mitoticas, aumentando a frequéncia de células em profase. Além disso
induziu anormalidade nucleares e aberragcdes cromossdmicas. Os resultados demostram que o
pesticida possui potencial genotdxico por causar anormalidades nucleares e aberragdes
cromossOmicas em raizes de A. cepa. Os efeitos variaram conforme a concentragdo do pesticida
e a fase (exposi¢do ou recuperagdo). Entretanto a recuperagdo mitiga os danos, mas nao reverte
os efeitos. Este estudo contribui para a compreensdo dos efeitos associados ao uso de pesticida
que possuem o fluopiram como ingrediente ativo e ressalta a importancia de monitorar seu

impacto ambiental € em organismos ndo-alvo.

Palavras-chave: aberracdes, anormalidades, biomonitoramento, ecotoxicologia, toxicologia.
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2.1 INTRODUCAO

Pesticidas sdo utilizados para combater pragas, garantindo a seguranca de plantagdes.
Entretanto o uso crescente de pesticidas tem causado preocupacdes devido aos efeitos danosos
para o meio ambiente ¢ 0 homem (ABUBAKAR ef al., 2020). O fluopiram ¢ uma molécula
sintética que possui propriedades antiflingicas e antinematicidas, atuando como inibidor da
enzima succinato desidrogenase (SDH) (LEWIS ef al., 2016). Por ser uma molécula presente
em formulag¢des comerciais de pesticida, tende a se acumular no solo e na 4gua, com tempo de
residéncia de 35,5 dias (QANUNGO; KUMARI; THAKUR, 2023). Outros estudos
identificaram persisténcia consideravel no ambiente, com variagdes de meia-vida que depende
de condigdes ambientais e tipo de solo (> 30 dias) (CHAWLA et al., 2018; YOGENDRAIAH
MATADHA et al., 2021, ZHOU et al., 2021). Além disso, de acordo com o indice de
vulnerabilidade de aguas subterraneas (Groundwater Ubiquity Score, GUS) e o método de
Goss, o fluopiram possui e alto potencial de contaminagdo em aguas superficiais e subterraneas
(ASSUNCAO et al., 2020; RATHOD et al., 2022). Outro problema ¢ que a degradagdo do
fluopiram pode apresentar riscos ao ambiente devido a produtos de transformagdo
potencialmente toxicos (HU; PANG; DONG, 2019).

Apesar de ser eficiente no controle de pragas, o fluopiram pode provocar estresse
oxidativo em organismos ndo-alvo (LIU et al., 2022), alterar a comunidade microbiana do solo
(SUN et al., 2020) e apresentar efeitos de toxicidade e carcinogenicidade em vertebrados
(TINWELL et al., 2014; APVMA, 2015). Além disso, inibidores da succinato desidrogenase
(SDHIs), grupo o qual o fluopiram faz parte, embora sejam eficazes no controle de fungos,
apresentam efeitos significativos devido a sua falta de especificidade e capacidade de inibir
multiplos complexos da cadeia respiratoria, afetando organismos ndo-alvo, incluindo humanos
(BENIT et al., 2019). Portanto, o uso e a seguran¢a do fluopiram devem ser monitorados,
principalmente em relagdo ao seu potencial de provocar danos genotdxicos, uma vez que
existem poucos estudos avaliando esse aspecto.

Uma forma de monitorar os efeitos do fluopiram ¢ através do uso do bioensaio A/lium
cepa. O bioensaio com 4. cepa ¢ amplamente reconhecido como um teste eficaz para investigar
a citogenotoxicidade de pesticidas devido a sua simplicidade, confiabilidade, baixo custo, alta
sensibilidade para detectar danos cromossdmicos, boa correlagdo com outros sistemas de teste
e flexibilidade para avaliar diferentes desfechos. Esses fatores combinados fazem do A. cepa
um modelo valioso para estudos de toxicidade ambiental (CAMILO-COTRIM et al., 2022).

Nesta investigacdo, a citogenotoxicidade do fluopiram foi avaliada, utilizando uma

formulacao comercial, em células de raiz de A. cepa. Investigamos a influéncia de diferentes
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concentragdes do pesticida, baseadas na concentra¢do de campo do produto, o que permite
concluir se a concentragdo utilizada ¢ segura. Também foi investigado se os efeitos causados
pela exposicao podem ser recuperados apos a retirada do pesticida. A importancia deste estudo

reside em contribuir para o entendimento dos efeitos associados ao uso do fluopiram.

2.2 METODOLOGIA
Material

O pesticida utilizado no experimento foi o Verango® Prime (Fluopiram — 500 g L,
Bayer), doado por um agronomo. As concentracdes finais testadas foram baseadas na
concentragio de campo recomendada para pré-emergéncia da cultura de soja (0,5 L ha! do
produto em 150 L ha™! de 4gua). Foram testadas quatro concentragdes do pesticida: 5,00 mg
mL! (3x), 1,67 mg mL! (campo), 0,835 mg mL"' (50%), e 0,17 mg mL"! (10%). As
concentragdes foram preparadas utilizando agua destilada e considerando a quantidade de
principio ativo presente na formulagdo. A Tabela 2.1 contém as propriedades quimicas do

principio ativo fluopiram.

Tabela 2.1 — Propriedades quimicas do fluopiram, principio ativo do Verango® Prime.

c(l:izﬁl;a Nome CAS? Férmula® Estrutura quimica® (itl::sa
-
N-(2-(3-chloro-5- o CI\//\l/kZ
. (trifluoromethyl)-2- M Fungicida
Fluopiram pyridinyl)ethyl)-2- Ci6H11CIFsN20 @ :H S nematicida
(trifluoromethyl)benzamide A e

F

ALEWIS et al., 2016
®ChemSpider ID: 9333461

Procedimento experimental

O experimento foi realizado quatro vezes, com diferentes objetivos em cada montagem.
O primeiro experimento teve como objetivo a obten¢do de raizes para avaliagdao da peroxidagao
lipidica, pela quantificagdo de malondialdeido (MDA), marcador de estresse oxidativo e dano
celular. A segunda e terceira montagem foram realizadas para obter raizes para os corantes de
viabilidade celular, azul de Evans e cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC). A quarta
montagem foi destinada a obtengdo de raizes para confec¢do de laminas citoldgicas para
analises do indice mitotico (IM), aberragdes cromossdmicas (AC) e anormalidades nucleares
(AN). As repeti¢des foram necessdrias pois somente um experimento ndo iria fornecer a
quantidade de raizes para a avaliagao da exposi¢ao e recuperagao, feitas nos mesmos bulbos.

Para cada concentragdo de pesticida e controle negativo e positivo, foram utilizados

cinco bulbos. O experimento foi realizado em triplicata para cada montagem, totalizando 360
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bulbos (@ =31,03 + 0,63 mm, 19,79 + 1,36 g) da variedade amarela de A//ium cepa (2n =2x =
16 cromossomos) obtidos no Centro Estadual de Abastecimento (CEASA) de Anépolis, Goias.

Inicialmente as cebolas foram limpas, removendo os catafilos externos e removendo o
excesso de raizes secas na regido do prato, garantindo que os primordios das raizes ndo fossem
danificados. Apds os bulbos foram colocados para desenvolverem raizes em contado (apenas a
regido do prato) com agua destilada por cinco dias (citotoxicidade) e 48 h (genotoxicidade) em
BOD a 23 °C, com a 4gua destilada sendo trocada a cada 24 h. Posteriormente os bulbos, com
as raizes crescidas, foram expostos as concentracdes de pesticidas, mais os controles, por 48 h
a 23 °C em BOD. As solugdes de pesticida foram trocadas com 24 h de exposicdo. Apds o
periodo de exposicao, as raizes foram coletadas, e as raizes remanescentes foram lavadas e
colocadas em contado com 4gua destilada para a fase de recuperagao por 48 h. Durante a fase
de recuperacgdo, os bulbos também foram mantidos em BOD a 23 °C com renovacao da dgua
destilada apos 24 h (Figura 2.1).

Figura 2.1 — Esquema experimental para avaliagdo dos efeitos do pesticida a base de fluopiram em parametros
avaliados nas raizes de Allium cepa.

- Apds o desenvolvimento das raizes, ®
‘ estas foram expostas a diferentes &
» concentragdes do pesticida a base @
de fluopiram, além dos controles. O @)
controle positivo para citotoxicidade (i)
foi realizado com ZnS0O.-7H,0 (6
Bulbos de Allium cepa ‘ mg mL), e para genotoxicidade,
foram limpos e com MMS (10 mg mL 1)
colocados em = c.HoO 0,17 0,835 167 5,00 C+
a'gua destilada para \ {J destilada mgmlL” mgmL'  mgmL'  mgmL’
desenvolver raizes = T
Em seguida, foram incubados
em BOD a 23 °C por 5 dias
(citoxicidade) e 48 h (genotoxi-
cidade), com troca de agua a Apods a exposigao, os bulbos foram incubados a
cada 24 horas 23 °C por 48 h em BOD. A solugao de pesticida foi
trocada com 24 h de exposicéo
& p—
& As raizes remanescentes - ‘ Finalizada a exposicéo, parte
® foram lavadas em agua das raizes foi coletada para
)] h art
. *_____t_:!e_st_JIa_(_:!g _____ ‘ analise -
»
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As raizes foram expostas em agua destilada para - Apos a recuperacao, -
avaliag@o da recuperagdo. Os bulbos foram incubados -~ raizes remanescentes foram
por 48 h a 23 °C em BOD, com a agua sendo renova- \ coletadas para analise
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Experimento realizado em triplicata
Fonte: elaborado pelo autor.

Para o controle positivo na avaliacdo da citotoxicidade, foi utilizado sulfato de zinco

heptahidratado (6 mg mL™") (MATTOS et al., 2019; SOUZA et al., 2020). Para a avaliacdo da
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genotoxicidade, utilizou-se metanossulfonato de metila (10 mg mL™") (LIMAN; CIGERCI;
OZTURK, 2015). Para o controle negativo, foi utilizado 4gua destilada.

Peroxidacdo lipidica

Apos as etapas de exposicao e recuperacdo, de cada bulbo, foram coletados 50 mg de
raizes, que foram armazenadas em freezer -80 °C. Para determinar os niveis de malondialdeido
(MDA), foi utilizado o ensaio de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
conforme Camilo-Cotrim ef al. (2022) com modificagdo somente na propor¢ao do volume do
tampao utilizado na homogeneizagdo, volume de alcool n-butilico e volume usado na leitura
(Figura 2.2). As amostras foram homogeneizadas em 200 pL (1:4, m:v) de tampao Tris—HCI
0,1 M; pH 8 com auxilio de micro homogeneizador (Marconi, MA1102). Em seguida, 150 puLL
de 4cido tiobarbiturico (TBA) 0,03 M foram adicionados em cada amostra. Apds as amostram
foram encubadas a 90 °C por 40 min, sendo refrigeradas em gelo ap6s a finalizagdo. Quando
estavam geladas, foram adicionados 550 pL de alcool n-butilico e as amostram foram agitadas
e centrifugadas a 2.800 % g (Thermo Scientific, Heraeus Megafuge 16R) por 10 min para
extracdao do produto formado entre MDA e TBA no alcool n-butilico.

Figura 2.2 — Esquema do passo a passo para a analise de malondialdeido (MDA) como marcador de peroxidagdo
lipidica em raizes de Allium cepa expostas a diferentes concentracdes de pesticida a base de fluopiram.
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—— yl 1] }‘ | 4 X \‘J\‘
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r,@—%% alcool n-butilico

)

P
/ : A,
y l
Foram coletados 150 pL As amostras foram
A placa foi lida por espectrofotometria a 535 nm. Os do sobrenadante centrifugadas a 2800 x g por

niveis de MDA foram guantificados por comparagao
com uma curva padrao

O sobrenadante foi 10 minutos

transferido para uma
microplaca de 96 pogos

Fonte: elaborado pelo autor.

Medimos os niveis de MDA a partir da leitura por espectrofotometria (SpectraMax®
Paradigm® Multi-mode Detection Platform) de 150 pL do sobrenadante a 535 nm, utilizando
uma microplaca de 96 pocos. Quantificamos os niveis de MDA por comparagao com uma curva

padrao, com diferentes concentracoes de MDA obtidas pela hidrolise de 1,1,3,3-tetra-
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hidroxipropano (TEP) 0,1 mM reagido com TBA submetido as mesmas condi¢des das
amostras. Os dados foram expressos em nmol mg™! de tecido.
O seguinte calculo foi empregado para calcular o valor final de MDA de cada amostra:

(=)

|(75) > val

Onde:

m: média da absorbancia;

a: valor do coeficiente angular da curva padrao;
B: valor do coeficiente linear da curva padrao;
mg: miligrama de tecido utilizado;

Vb: volume de butanol;

Va: volume usado de amostra.

Viabilidade celular

Para avaliar a morte celular, foi utilizado o corante azul de Evans, com modificagdes na
metodologia de Tsai e Huang (2006). Apds o periodo de exposi¢ao e recuperacao, dez raizes,
de cada bulbo, foram removidas e lavadas, trés vezes, em agua destilada para remover qualquer
residuo de pesticida (Figura 2.3).

Figura 2.3 — Esquema metodologico para a avaliagdo da morte celular com corante azul de Evans em raizes de

Allium cepa expostas a diferentes concentragdes de pesticida a base de fluopiram.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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Em seguida, as raizes foram imersas em 1,5 mL de solucdo de azul de Evans 2,6 mM
por 15 min a 25 °C sob agitacao. Apds a coloragdo, as raizes foram lavadas em agua destilada
até que a agua deixasse de apresentar cor. Para andlise 10 mm extremos das pontas das raizes
coradas foram excisados. Para andlise qualitativa, trés raizes de cada tratamento foram
fotografadas. Ja para a andlise quantitativa, as dez raizes foram colocadas em microtubo e
adicionou-se 1 mL de solucdo extratora, metanol mais dodecil sulfato de s6dio (metanol 50%
+ SDS 35 mM). As raizes foram entdo encubadas por 1 ha 50 °C sob agitagdo para remoc¢ao do
corante. A densidade optica (DO) do corante excretado pelas raizes foi quantificado a partir da
leitura por espectrofotometria (SpectraMax® Paradigm® Multi-mode Detection Platform) de
300 pL da solugdo extratora a 600 nm, utilizando uma microplaca de 96 pogos. O valor foi dado
em DO, quanto mais elevada for a DO, mais morte celular houve.

Para avaliar células metabolicamente ativas, foi utilizado o TTC (SHAYMURAT et al.,
2012; PRAJITHA; THOPPIL, 2017). Novamente dez raizes foram removidas de cada bulbo,
em cada etapa, e lavadas em dgua destilada (Figura 2.4).

Figura 2.4 — Esquema metodoldgico para a avaliagdo de células metabolicamente ativas utilizando cloreto de
2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC) em raizes de Allium cepa expostas a diferentes concentragdes de pesticida a base de

fluopiram.
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Fonte: claborado pelo autor.

Ap0s as raizes foram colocadas em microtubo e adicionou-se 1 mL de solucdo TTC
15 mM. Apo6s o microtubos foram incubados a 35 °C por 15 min, sob agitacdo no escuro.
Finalizado o tempo, as raizes foram lavadas em agua destilada e 10 mm extremos das pontas
das raizes coradas foram excisados. Para analise qualitativa, trés raizes de cada tratamento

foram fotografadas. Ja para a andlise quantitativa, as dez raizes foram colocadas em microtubo
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e adicionou-se 1 mL de etanol 95%. Os tubos foram incubados novamente a 21 °C no escuro
sob agitagdo para remocgao do corante no etanol. A densidade optica (DO) do corante excretado
pelas raizes foi quantificado a partir da leitura por espectrofotometria (SpectraMax®
Paradigm® Multi-mode Detection Platform) de 300 puL da solugdo extratora a 490 nm,
utilizando uma microplaca de 96 pogos. O valor foi dado em DO, quanto mais elevada for a

DO, mais metabolicamente ativa estavam as cé¢lulas, indicando que estavam vivas.

Anadlise citogenética

A analise citogenética foi realizada conforme o protocolo descrito por (FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007, 2009), com modificacdes. Apos as fases de exposi¢ao
e recuperagdo finalizarem, aproximadamente nove raizes em cada fase foram coletadas e
fixadas em Carnoy (3:1, etanol:acido acético) por 24 h. Apos foram transferidas para etanol

70% e matinadas na geladeira até a confec¢ao das laminas (Figura 2.5).

Figura 2.5 — Esquema metodologico para a avaliagdo do indice mitodtico, aberragdes cromossomicas e
anormalidades nucleares em raizes de Allium cepa expostas a diferentes concentragdes de pesticida a base de
fluopiram.
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Fonte: elaborado pelo autor.

No dia do preparo das laminas, as raizes foram removidas do alcool e lavadas em agua
destilada, duas vezes. Apds foram transferidas para microtubo seco, posteriormente foi
adicionado HCI 1 M a 60 °C até as raizes ficarem submersas. Apos os tubos foram levados a
banho maria por 10 min a 60 °C. As raizes foram lavadas novamente e submetidas ao regente
de Schiff’s por 45 min a 23 °C no escuro. Em seguida apenas as regides apicais meristematicas

de trés raizes foram cortadas sobre uma lamina de microscopia. Foi adicionado carmim acético



90

2% e as células foram dissociadas com o auxilio de lamina de barbear e espalhadas na lamina
com um alfinete. O material foi coberto por laminula, aquecido por dois segundos sobre uma
lamparina e ligeiramente esmagado para obter uma melhor distribuicdo do matérias sobre a
lamina. Apos as laminas foram submersas em nitrogénio liquido para remocao das laminulas.
Depois de secas, foi preparado ldminas permanentes com Entellan. Para cada bulbo foi
preparado duas laminas, onde 500 células foram contadas e analisadas em cada lamina,
totalizando 1.000 células por bulbo (5.000 para cada tratamento X 3 réplicas experimentais =
15.000). O material foi analisado em microscopio Otico (Primo Star, Carl Zeiss). As
fotomicrografias foram realizadas com o mddulo de cdmera para microscopio — Axiocan 105
color (Carl Zeiss). Os efeitos genotoxicos foram avaliados em células em interfase e em divisao.
As aberragdes cromossomicas ¢ anormalidades nucleares foram classificadas com base em
Leme e Marin-Morales (2009). Os seguintes paramentos foram avaliados:

i) Indice mitotico (IM), calculado pela seguinte formula:

. n? celulas em divisdo portratamento
IM por réplica (%) = ( ) * 100
n? celulas contadas por tratamento

i) Inibicao/estimulagao do IM, calculado pela diferenga relativa no IM entre controle e
o tratamento normalizada pelo IM do controle, multiplicada por -100, onde valores
positivos indicam porcentagem de estimulagdo e negativos a porcentagem de

inibicdo. A seguinte formula foi empregada:

e . - L. IM controle - IM tratamento
Inibicdo/estimulacdo do IM por réplica (%) = M controle *_.100

111)% de fases mitdticas por réplica, calculadas pela seguinte formula:

Lo fase particular por tratamento
Fase por réplica (%) = ( —— ) * 100
n? celulas em divisdo por tratamento

iv) Indice de aberra¢des cromossomicas (AC), calculado pela formula:

total de AC
) 00

AC éplica (%) = (
por réplica (%) n? celulas contadas por tratamento

v) Indice de anormalidades nucleares (AN), calculado pela formula:

AN iplica (%) = ( total de AN ) 00
por réplica (%) = n? celulas contadas por tratamento

vi) Indice de micronticleo (Mn), calculado pela formula:

total de Mn
)* 00

Mn por réplica (%) = (
p p (%) n? celulas contadas por tratamento

vii)  Indice de alteragdo por réplica, calculado pela formula:
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AC ou AN
) 00

Alteragdo por réplica (% =<
a0p p (%) n? celulas contadas por tratamento

Analise dos dados

Os dados foram analisados estatisticamente utilizando-se uma ANOVA mista de duas
vias para comparar os efeitos das diferentes concentragcdes de pesticida e controles e a fase.
Essa abordagem permitiu a analise dos efeitos principais das duas varidveis independentes: 1)
tratamento — varidvel entre sujeitos, concentragdes de pesticida e controles; ii) fase — variavel
dentro do sujeito, exposi¢do e recuperacdo, mesmo grupo de bulbos medidos antes e depois. A
confiabilidade dos resultados foi assegurada pela verificacao dos pressupostos de auséncia de
outliers significativos, normalidade, homogeneidade das varidncias e covariancias, €
esfericidade. Quando algum dos pressupostos foram violados, a varidvel resposta foi
transformada utilizando transformag¢do Box-Cox. Devido a interacdo bidirecional significativa
entre todas as variaveis de resposta na ANOVA mista, a interacdo foi decomposta em efeitos
principais simples e comparagdes simples entre pares. Os efeitos principais foram interpretados
utilizando uma ANOVA unidirecional para cada nivel da variavel fase (exposicdo e
recuperacdo) considerando tratamento como o fator entre os grupos. A analise foi realizada com
correcdo de Bonferroni para ajustar os valores de p. Isso significa que para cada nivel da
variavel fase (exposicao e recuperacao), foi executada uma ANOVA unidirecional para verificar
se ha diferengas significativas entre os diferentes tratamentos. Para determinar quais grupos
eram diferentes dentro de cada fase, utilizou-se o teste t, com corre¢do de Bonferroni
(independéncia dos grupos), para realizar comparacdes pareadas entre os diferentes niveis de
tratamento. Para identificar as diferengas entre as fases dentro de cada tratamento, foi realizado
comparagdes utilizando o teste t pareado, também com corre¢do de Bonferroni (dependéncia
do mesmo grupo antes e depois).

Além disso, foi realizada uma andlise de variancia multivariada (PERMANOVA) e uma
analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) para avaliar a semelhanca
entre os tratamentos de acordo com as variaveis de respostas. A PERMANOVA foi utilizada
para determinar diferencas potencialmente significativas na composi¢ao global das variaveis de
resposta entre tratamentos e fase. A nMDS foi utilizada para mostrar padrdes e possiveis
agrupamentos de tratamentos e fase com base nas semelhangas entre os grupos. As variaveis
respostas foram padronizadas utilizando o método standardize do comando decostand. A
PERMANOVA foi realizada considerando os fatores tratamento e fase, e utilizando 999

permutagdes com distancia Euclidiana.
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Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no software R (R CORE TEAM,
2022), versao 4.2.2 e RStudio, versao 2023.03.0 (RSTUDIO TEAM, 2019). Para a analise
estatistica foi utilizado os pacotes dplyr, MASS, rstatix, tidyverse, vegan. Para a plotagem da
nMDS foi necessario o pacote ggplot2. Os demais graficos foram confeccionados no GraphPad
Prism, versdao 9.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA,

www.graphpad.com). A composicao de figuras foi feita no Adobe Illustrator, versao 24.0.1.

2.3 RESULTADOS

Os resultados da ANOVA mista bidirecional para o estresse oxidativo, medido pelos
niveis de MDA, revelaram efeito significativo do tratamento e da fase (exposi¢ao ou
recuperagdo), bem como interacdo entre tratamento e fase (Fs,12) = 121,83; p < 0,0001; #4° =
0,94). As analises post-hoc indicaram diferengas significativas entre os tratamentos durante a
fase de exposicao (F(s,12) = 230,00; p < 0,0001; 5> = 0,99) e recuperagao (Fs,12) = 48,60; p <
0,0001; 7¢? = 0,95). Comparacdes mostraram que, durante a exposicao e recuperagao, todas as
concentragdes de pesticida e controle negativo diferiram do controle positivo (p < 0,05), logo o
pesticida ndo causou peroxidagdo lipidica. Comparagdes pareadas mostraram que na fase de
recuperagio, a concentragio de 5,00 mg mL™! e controle positivo apresentaram diferenca (p <
0,05) entre a exposicao e recuperacao, indicando diminuigao dos valores de MDA (Figura 2.6a).
A diminui¢do no controle positivo indica diminui¢dao da peroxidagdo lipidica apds o processo
de recuperagao.

A viabilidade celular avaliada pelo corante azul de Evans apresentou interagdo
significativa entre tratamento e fase (F(s,12)=5,76; p <0,01; 4= 0,41) e também efeito simples
do tratamento (Figura 2.6b). Houve diferenga entre os tratamentos durante a exposicao (Fs,12)
= 29,1; p < 0,0001; #s? = 0,92) e recuperagao (Fi,12) = 11,2; p < 0,001; #7.° = 0,82). As
comparagdes mostram que houve reducdo da densidade optica durante a fase de exposi¢ao nas
concentragdes de 1,67 e 5,00 mg mL"' em relacdo ao controle negativo (p < 0,05). Na
recuperagio somente a concentracio 5,00 mg mL™! estava com niveis reduzidos na densidade
Optica. As comparagdes pareadas mostram que somente o controle positivo apresentou
diminui¢do na fase de recuperagdo (p < 0,05). Os danos demostram que nas maiores

concentragdes de pesticida as células estavam mais viaveis.
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Figura 2.6 — Parametros de citotoxicidade obtidos a partir da exposi¢do de raizes de Allium cepa a
diferentes concentragdes de pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperacdo em agua destilada. O
conjunto de barras préximos ao eixo y representam a média e desvio padrao dos tratamentos durante a fase
de exposicao (48 h). Ja o conjunto mais afastado representa a média e desvio padrdo dos tratamentos durante
a fase de recuperagdo (48 h). a) Valores de MDA. b) Densidade optica do corante azul de Evans excretado
pelas raizes apos a etapa de coloragdo. ¢) Densidade optica da formazana excretado pelas raizes apos a
etapa de coloragdo com TTC.
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MDA = Malondialdeido, TTC = cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio, CN = controle negativo ¢ CP = controle
positivo. Na parte superior do grafico ¢ apresentado os valores significativos da ANOVA mista de duas vias
para cada variavel resposta. As letras em cada conjunto de exposi¢do e recuperagdo sdo decorrentes da
analise da ANOVA unidirecional para cada nivel da varidvel fase, considerando os tratamentos como fator
entre os grupos. Letras em comum na mesma barra, na mesma fase, ndo apresentam diferenca significativa
(p > 0,05). Letras diferentes na mesma barra, na mesma fase, indicam diferenca significativa (p < 0,05). Os
asteriscos na fase de recuperacdo mostram a diferenca estatistica (p < 0,05) devido a comparacdo pareada,
medida repetida, entre os mesmos tratamentos na etapa de exposi¢do. Fonte: elaborado pelo autor.

J& para viabilidade celular avaliada pelo TTC, foi observada interagdo entre tratamento
e fase (Fs,12)=10,04; p <0,001; n,>=0,63) e efeitos simples de fase e tratamento (Figura 2.6¢).
As analises post-hoc mostraram diferencas significativas entre os tratamentos tanto na fase de
exposicao (Fs,12)=84,80; p <0,0001; n,°= 0,97) quanto na fase de recuperagdo (Fs,12) = 65,70;
p <0,0001; o° = 0,96). As comparacdes em cada fase revelaram que na concentragdo de 5,00
mg mL! houve aumento da densidade dptica em relagdo as demais concentragdes e controles
(p <0,05) na fase de exposicao e recuperacao. Na fase de recuperacdo a concentragao de 0,17
mg mL! apresentou redugiio na densidade dptica em relagdo ao controle negativo (p < 0,05).

Comparacdes pareadas entre as concentracdes da fase em cada nivel do tratamento mostram
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que reducdo de densidade Optica na fase de recuperagdo para as concentragoes de 0,17 mg mL"
11,67 mgmL-!, 5,00 mg mL!, controle negativo e controle positivo (p < 0,05). de forma geral,
os dados complementam a analise da viabilidade do azul de Evans, onde nas maiores
concentragdes do pesticida, as células estavam mais metabolicamente ativas.

A figura 2.7 mostra a analise qualitativa. E possivel notar que para o corante azul de
Evans, na exposicdo, a concentracio 5,00 mg mL™! apresenta menos coloragio que os outros
tratamentos. J4 na recupera¢do apenas 0,835 mg mL' e o controle positivo apresentam
coloracdo de azul mais intenso. J& para o TTC, € possivel observar que a concentracao 5,00 mg

mL!, tanto na exposi¢do quanto na recuperagao estd mais corada que os outros tratamentos.

Figura 2.7 — Foto das raizes coradas com azul de Evan ¢ TTC apos exposi¢do de 48 h as diferentes
concentragdes do pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperagdo de 48 h em agua destilada. a)
Raizes coradas com azul de Evans. Se a membrana celular esta danificada ou comprometida, o corante azul
de Evans consegue atravessar a membrana e entrar na célula, resultando na colorac@o azul. Isso indica uma
perda de integridade da membrana celular. Logo, as raizes mais coradas sdo as que mais sofreram danos
devido a exposi¢do. b) Raizes coradas com TTC. O TTC ¢ incolor, mas quando é metabolizado pelas
desidrogenases mitocondriais presentes nas células vivas, ele ¢ reduzido a formazana, que ¢ um composto
de cor vermelha. Portanto, a presenca de cor vermelha indica atividade metabolica e, consequentemente,
células viaveis e metabolicamente ativas. Logo, as raizes mais coradas de vermelho sdo aquelas que
possuem células mais metabolicamente ativas.
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TTC = cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazolio, CN = controle negativo e CP = controle positivo. Barras pretas na
horizontas = 5 mm. Fonte: elaborado pelo autor.
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A analise do indice mitotico revela que entre tratamento e fase houve interacao (Fs,12) =
27,70; p <0,0001; ,°=0,81). Houve também efeito simples de tratamento e fase (Figura 2.8a).
Analises post-hoc indicaram diferencas significativas entre os tratamentos tanto na fase de
exposicao (Fs12) = 12,40; p < 0,001; #.? = 0,84) quanto na fase de recuperagdo (Fs,12) = 30,90;
p < 0,0001; n4° = 0,93). Na exposic¢ao, houve aumento do indice mitdtico na concentragdo de
0,835 mg mL! em relagdio ao controle negativo (p < 0,05). J4 na recuperagio, houve reducio
do indice mitético nas concentragdes de 0,17 mgmL™!, 0,835 mgmL™!, 1,67 mg mL! em relacdo
ao controle negativo (p < 0,05). As comparacdes pareadas mostram redu¢do do indice mitdtico
na fase de recuperagiio para o controle negativo e as concentragdes 0,17 mg mL™, 0,835 mg
mL!, 1,67 mg mL"! em relagdo aos mesmos grupos na fase e exposicio (p < 0,05). Em relagdo
a inibicdo e estimulacido do indice mitdtico, as concentracdes 0,835 mg mL™!, 1,67 mg mL"!
estimularam o a divisdo celular acima de 20% em relagdo ao indice mitotico do controle
negativo, indicando que essas concentragdes sdo mitogénicas, entretanto somente na fase de
exposicao. Pois, na recuperacao, todas as concentragdes causaram redugdo abaixo de 20% em
comparagao a indice mitotico do controle negativo sendo antimitogénicas (Figura 2.8b).

Em relacdo as fases mitdticas houve efeito simples de tratamento e fase para todas
(Figura 2.8c-f). Porém, todas apresentaram efeito de interagdo entre tratamento e fase. Para a
profase (interacdo — Fs,12) = 37,70; p < 0,001; n,? = 0,84), nas analises post-hoc, a one-way
ANOVA mostrou efeitos significativos dos niveis de tratamento tanto na fase de exposi¢cao
(F5,12)=9,93; p < 0,01; 5#.? = 0,81) quanto na fase de recuperagdo (Fs,12) = 36,30; p < 0,0001;
ng’ = 0,94). Na exposi¢do houve aumento de células em profase na concentragcdo de 5,00 mg
mL! em relagdo ao controle (p < 0,05). J4 na recuperagio havia mais células em profase nas
concentragdes 0,17 mg mL!, 0,835 mg mL"' e 1,67 mg mL!. Na recupera¢iio houve aumento
de células em profase nas concentragdes 0,17 mg mL™!, 0,835 mg mL! e 1,67 mg mL"' em
relacdo aos mesmos tratamento na fase de exposi¢do (Figura 2.8c).

A metafase (interacao — F(s,12)=10,34; p <0,001; .= 0,60) apresentou valores alterado
na fase exposi¢do (Fs,12) = 6,67; p < 0,01; 5,° = 0,74) quanto na fase de recuperagio (Fs,12) =
20,2; p<0,01; n,°=0,81). Durante a exposi¢do a concentra¢io 5,00 mg mL"! apresentou menos
células em metafase (p < 0,05). Ja na recuperacio as concentragdes 17 mg mL™!, 0,835 mg mL-
e 5,00 mg mL! apresentaram menos células em metafase em relagio ao controle negativo (p
< 0,05). As comparagdes pareadas mostram que entre a concentragio 17 mg mL™! e controle

positivo, houve redugdo no numero de metafase entre as fases (Figura 2.8d).



Figura 2.8 — Pardmetros citogenéticos obtidos a partir da exposi¢do de raizes de Allium cepa a diferentes
concentragdes de pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperagdo em agua destilada. O conjunto
de barras proximos ao eixo y representam a média e desvio padrdo dos tratamentos durante a fase de
exposi¢do (48 h). Ja o conjunto mais afastado representa a média e desvio padrdo dos tratamentos durante
a fase de recuperagdo (48 h). a) Valores de IM. b) Porcentagem de inibigdo e estimulagdo do indice mitotico
(IM). A inibi¢ao do IM abaixo de -50% em relacdo ao controle causa efeitos subletais, enquanto a inibigdo
abaixo de -78% causam efeitos letais. Valores positivos indicam estimulagdo. ¢) Indice de células em
profase. d) indice de células em metafase. ) indice de células em anafase. f) Indice de células em teléfase.
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IM = indice mitético, CN = controle negativo e CP = controle positivo. Na parte superior do grafico é
apresentado os valores significativos da ANOVA mista de duas vias para cada varidvel resposta. As letras
em cada conjunto de exposi¢do e recuperacdo sdo decorrentes da analise da ANOVA unidirecional para
cada nivel da variavel fase, considerando os tratamentos como fator entre os grupos. Letras em comum na
mesma barra, na mesma fase, ndo apresentam diferencga significativa (p > 0,05). Letras diferentes na mesma
barra, na mesma fase, indicam diferenca significativa (p < 0,05). Os asteriscos na fase de recuperagéo
mostram a diferenca estatistica (p < 0,05) devido a comparacao pareada, medida repetida, entre os mesmos
tratamentos na etapa de exposicao. Fonte: elaborado pelo autor.
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Em relagdo a anafase (Fs,12) = 42,55; p < 0,0001; #o° = 0,90), houve efeitos nos niveis
de tratamento nos valores de anafase tanto na fase de exposi¢do (Fs,i2) = 23,7; p < 0,0001; 74’
= 0,91) quanto na fase de recuperagdo (Fs,12) = 24,3; p < 0,0001; 75’ = 0,91). Durante a
exposi¢do houve redugio da anafase em células nas concentragdes 1,67 mg mL™! e 5,00 mg mL"
! em relagdo ao controle negativo (p < 0,05). J4 na recuperacio as concentracdes 0,17 mg mL"
''e 0,835 mg mL"! ndo apresentaram células em anifase e a concentragio 5,00 mg mL!
apresentou mais células em anéafase do que o controle negativo (p < 0,05). As comparacdes
pareadas mostram redu¢do no niimero de células em anafase no controle negativo e nas
concentragdes 0,17 mg mL"' e 0,835 mg mL! na fase de recuperagao em comparagao com 0s
mesmos grupos na exposi¢io (p < 0,05). J4 a concentragio 5,00 mg mL™! teve mais células em
anafase na recuperagdo em relagdo a mesma concentragao na exposicao (p <0,05) (Figura 2.8e).

J& para a telofase (Fs,12) = 6,10; p < 0,01; n5° = 0,54), a one-way ANOVA no post-hoc
indicou efeitos significativos dos niveis de tratamento nos valores de telofase apenas na fase de
recuperagdo (Fs,12)=8,82; p <0,01; n,° =0,79). As comparagdes entre os tratamentos mostram
que as concentragdes 0,17 mg mL™"! e 0,835 mg mL! apresentarem redugdo no niimero de
células em telofase em relagdo ao controle negativo (p < 0,05). As mesmas concentracdes, na
analise pareada, mostram diferencas com a fase de exposicao (p < 0,05), apresentando reducao
(Figura 2.8f).

A figura 2.9 mostra o indice de fases mitdticas para cada fase e em cada tratamento.
Tanto na exposi¢ao quando na recuperagao o indice de células em préfase foi maior em relagao
as outras fases da divisao celular, sendo mais da metade de células em divisdo em todas as
observacgoes.

Para as aberragdes cromossdmicas, o indice de aberragdes cromossomicas indicaram
interacdo entre tratamento e fase (Fs,12) = 5,95; p < 0,01; 5, = 0,58) e efeito simples de
tratamento e fase (Figura 2.10a). Andlises post-hoc revelaram diferencas significativas entre os
tratamentos tanto na fase de exposi¢cdo (Fs,12) = 9,56; p < 0,01; 74° = 0,80) quanto na fase de
recuperagdo (Fs,12) = 8,99; p < 0,01; 54 = 0,79). As comparagdes entre os tratamentos na fase
de exposi¢ao mostram que o indice de aberragdes cromossomicas foi semelhante ao indice do
controle positivo (p > 0,05) e diferente indice de aberracdes do controle negativo (p <0,05). Na
fase de recuperacio somente a concentracio 5,00 mg mL™! e apresentou indice de aberracdes
elevado em relagdo ao controle (p < 0,05). Comparagdes pareadas entre as fases mostraram
diferencas significativas para as concentragdes de 0,17 mg mL™!, 0,835 mgmL"! e 1,67 mg mL"
' (p < 0,05), indicando que o pesticida causa aberragdes cromossdmicas que podem ser

parcialmente revertidas durante a fase de recuperagao.
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Figura 2.9 — Indice de fases mitoticas em cada fase. a) indice
de fases mitoticas obtidas da exposi¢do (48 h) de raizes de
Allium cepa a diferentes concentragdes de pesticida a base de
fluopiram e controles. b) indice de fases mitéticas obtidas da
recuperacdo (48 h) de raizes de Allium cepa a dgua destilada
para recuperacao.
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A andlise do indice de anormalidades nucleares também relevou interagdo significativa
entre tratamento e fase (Fs,12) = 11,64; p < 0,001; 5, = 0,34). Andlises post-hoc mostraram
diferencas significativas entre os tratamentos tanto na fase de exposi¢ao (F(s,12)=4,83; p <0,05;
nss = 0,67) quanto na fase de recuperagdo (Fs,i2) = 8,04; p < 0,01; n,° = 0,77). Na fase de
exposicao todas as concentragdes induziram aberragdes cromossomicas em relagdo ao controle
negativo (p < 0,05), se assemelhando com o indice de anormalidades do controle positivo (p >
0,05). Ja na fase de recuperagio somente as concentra¢des 0,17 mg mL' e 5,00 mg mL!
apresentam valores indice de anormalidades nucleares maiores que o controle negativo (p <
0,05). A comparagdo pareada mostra que apenas 0,17 mg mL™! e 0,835 mg mL™! se diferenciam
da fase de exposi¢do, indicando que o pesticida induz anormalidades nucleares que sao
parcialmente recuperadas durante a fase de recuperagao (Figura 2.10b).

Em relagdo ao indice de micronticleos, a ANOVA mista bidirecional ndo foi significativa
para os efeitos simples de tratamento e fase, e de interacao (p > 0,05), indicando que ndo houve
uma variagao significativa no indice de micronticleo entre as fases de exposi¢do e recuperacao

em resposta as diferentes concentragdes de pesticida.
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Figura 2.10 — Parametros citogenéticos obtidos a partir da exposicdo de raizes de Allium cepa a diferentes
concentragdes de pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperacdo em agua destilada. Nos graficos de
barras, o conjunto de barras proximos ao eixo y representam a média e desvio padrdo dos tratamentos durante a
fase de exposi¢do (48 h). J4 o conjunto mais afastado representa a média e desvio padrao dos tratamentos durante
a fase de recuperagdo (48 h). a) Valores do indice de AC. b) Valores do indice de AN. ¢) Valores do indice de Mn.
d) Indice de aberragdes cromossomicas e anormalidades nucelares por tratamento e fase. Cores mais escuras,
indicam indice maior da aberrag¢do ou anormalidade no tratamento.
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CN = controle negativo, CP = controle positivo, C-mit = C-mitose, Ade = Aderéncia cromossomica, MPer =
metafase com perda cromossdémica, MQue = metadfase com quebra cromossomica, AAtr = anafase com atraso
cromossomico, AEstr = anafase estrela, AMpol = anafase multipolar, APer = anafase com perda cromossémica,
APont = anafase com ponte cromossémica, AVag = anafase com cromossomos vagantes, AQue = anafase com
quebra cromossomica, TPer = tel6fase com perda cromossdmica, TPon = tel6fase com ponte cromossdmica, T Vag
= tel6fase com cromossomos vagantes, Anu = célula anucleada, Binu = célula binucleada, BN = c¢lula com broto
nuclear, Mn = célula com microntcleo, NL = célula com nucleo lobulado, NP = célula com ponte nuclear. Fonte:
elaborado pelo autor.
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Emrelagdo ao indice de cada alteragdo encontrada, a figura 2.10c evidencia as que foram
mais encontradas por tratamento e fase. Ao observar € possivel ver que na fase de exposic¢ao, c-
mitose (C-mit) foi a aberracdo cromossdmica mais observada, seguida de aderéncia (Ade) e
Anéfase com pontes nucleares (Apont). Ja células binucleadas (Binu) foram as normalidades
nucleares mais observadas, seguidas de broto nuclear (BN) e micronticleo (Mn). Na fase de
recuperagdo ¢ possivel ver que nas maiores concentragdes, c-mitose ainda ¢ a aberragdo
cromossdmica mais frequente e células binucleadas e com micronucleo as anormalidades mais
frequentes. Além disso, muitas das aberragdes cromossdmicas visualizadas durante a fase de
exposi¢do, ndo foram mais vistas durante a fase de recuperagao. Isso ndo significa reversao das
aberragdes, uma vez que na recuperacao houve redug¢do do indice mitdtico para todos os
tratamentos e inibi¢do abaixo de 20% para todas as concentragdes. Logo, se ndo tem células em
divisdo, também ndo tem como observar as aberra¢des cromossdmicas. Ja em relacao as
anormalidades nucleares, observadas em células em interfase, somente células anucleadas e
com brotos nucleares ndo foram observadas. A figura 2.11 sdo exemplos das aberracdes

cromossOomicas encontras. J4 a figura 2.12 sdo os exemplos de anormalidades nucleadas

encontradas devido a exposi¢do ao pesticida.
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Figura 2.11 — Fotomicrografias de aberragdes cromossdmicas obtidas a partir da exposicdo (48 h) de raizes
de Allium cepa a diferentes concentracdes de pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperacdo (48
h) em agua destilada. a) células normais em interfase. b) profase normal. ¢) metafase normal. d) anafase
normal. e) teléfase normal. f-s) C-mitose. t-u) aderéncia com perda cromossdmica. v-z) aderéncia
cromossOmica. aa) aderéncia com quebra cromossOmica. ab) metafase com perda cromossomica. ac)
anafase com atraso cromossdmico. ad e ag) anafase com ponte e atraso cromossomico. ae) anafase com
perda cromossdmica. af e ah) anafase com ponte cromossomica. ai-aj) anafase com ponte e cromossomos
vagantes. ak) anafase com cromossomos vagantes. al-am) tel6fase com ponte cromossdmica. an) telofase
com Cromossomos vagantes.
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Barras pretas na horizontas = 10 um. Setas em vermelho evidenciam algumas aberracdes para facilitar a
observacdo. Fonte: elaborado pelo autor.
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Figura 2.12 — Fotomicrografias de anormalidades nucleares obtidas a partir da exposicao (48 h) de raizes
de Allium cepa a diferentes concentracdes de pesticida a base de fluopiram e controles, e recuperacdo (48
h) em agua destilada. a) célula anucleada. b-j) células binucleadas. k) célula com broto nuclear. I-r) células
com micronucleo. s-t) células com nticleo lobulado. u-w) células interfasicas com ponte nuclear.
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Barras pretas na horizontas = 10 pum. Setas em vermelho evidenciam micronucleos. Fonte: elaborado pelo
autor.

A andlise PERMANOVA foi realizada para avaliar o efeito das diferentes concentragdes
de pesticida e dos controles, bem como a fase (exposi¢do vs. recuperacio), sobre as variaveis
medidas. Os resultados mostraram que tanto o tratamento quanto a fase tiveram efeitos
significativos nas respostas das cebolas. O tratamento teve um efeito significativo (F = 12,23;
p < 0,001), explicando aproximadamente 38% da variabilidade total das variaveis medidas. A
fase também teve um efeito significativo (F = 35,40; p < 0,001), explicando cerca de 22% da
variabilidade total. Além disso, a interagdo entre tratamento e fase foi significativa (F = 8,30; p
< 0,001), indicando que o efeito do tratamento varia dependendo da fase (exposicao ou
recuperagdo), explicando aproximadamente 26% da variabilidade total. Para visualizar as
relacdes entre as diferentes condicdes experimentais, foi realizada uma analise de
escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) baseada na distancia Euclidiana. A
analise resultou em um valor de stress de 0,143, o que indica uma boa representacdo
bidimensional das distancias originais dos dados. O grafico nMDS mostrou uma clara separagao

das amostras de acordo com os diferentes tratamentos e fases (Figura 2.13).
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Figura 2.13 - Grafico de escalonamento multidimensional ndo-métrico (nMDS)
evidenciando a similaridade entre os diferentes tratamentos de raizes de Allium cepa expostas
a varias concentragdes do pesticida a base de fluopiram, nas fases de exposigdo e recuperacéo.
Os pontos e tridngulos coloridos representam os tratamentos, sendo que as formas diferentes
(circulos = exposigdo, triangulos = recuperacgdo) representam as fases. As escalas nos eixos
X e Y nao tém unidades e representam a distancia euclidiana entre as amostras. Quanto mais
proximos os pontos estiverem uns dos outros, mais semelhante sera os tratamentos.

5,0 :Stress: 0,14.3#
[ ] Fase
2,51 e © ® Exposigio
(] A Recuperagao
° 2
2t g A‘ Tratamentos
2 ® CN
£ 0,0, .. & @ 0,17
A ® 0835
‘: A A TaA 1,67
& A @® 5,00
® CP
= A
-25
®
&
-5,0 .25 0,0 2,5 5,0
nMDS1

Fonte: elaborado pelo autor.

2.4 DISCUSSAO

Os resultados apresentados fornecem uma visdo detalhada dos efeitos do pesticida a
base de fluopiram em raizes de A. cepa em diferentes concentragdes e fases de tratamento
(exposi¢do e recuperagao). Os dados gerados evidenciam interacdes significativas entre as
variaveis de tratamento e fase, destacando os impactos diferenciados do pesticida nas diferentes
condi¢des experimentais.

A analise de peroxidagdo lipidica e viabilidade fornece dados complementares. A
auséncia de peroxida¢do lipidica ao final da exposi¢do pode ter ocorrido devido adaptagdes
contra o estresse causando pelo pesticida. Entre as estratégias estd a modificacdo da composi¢ao
lipidica e da regulagdo de proteinas de transporte na membrana plasmatica que ajuda as plantas
a manter a integridade e a funcionalidade da membrana em condi¢es adversas (RAWAT;
SINGLA-PAREEK; PAREEK, 2021). Com isso a entrada do pesticida na célula teria sido
dificultada. Além disso, as plantas possuem enzimas, com as do citocromo P450s (CYPs), para
oxidar e hidrolisar pesticidas, transformando-os em compostos menos lipofilicos e mais
hidrofilicos, facilitando sua excre¢do (ZHANG; YANG, 2021). O fluopiram ¢ um pesticida

consideravelmente lipofilico com um coeficiente de parti¢ao octanol-agua (Log P) de 3,3 (pH
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=7,0) (LEWIS et al., 2016). O fluopiram, sendo um composto lipofilico, poderia ser oxidado
pelas CYPs, tornando-se menos lipofilico e mais facil de ser metabolizado e excretado pela
c¢lula. As mitocondrias sdo responsaveis pela producdo de ATP, necessario para varias reagdes
de detoxificacdo, incluindo aquelas mediadas por CYPs ¢ GSH (WELCHEN et al., 2021;
ZHANG; YANG, 2021). Dessa maneira, a maior atividade metabolica evidenciada pelos altos
niveis de formazana observados na maior concentragdo do pesticida, tanto na exposi¢cao quanto
na recuperagao, sugere que as c€lulas estdo ativamente produzindo energia e possivelmente se
defendendo contra os danos induzidos pela exposicdo ao pesticida a base de fluopiram. Além
disso, em resposta a alteracdes nas demandas metabolicas e energéticas celulares, as
mitocondrias sofrem mudancas em sua morfologia e capacidade respiratoria regulando a
composi¢do e abundancia da maquinaria proteica. Dessa forma, as mitocOndrias sdo
dinamicamente ajustadas para atender a necessidade especifica de energia em diferentes tipos
de tecido ou em resposta ao ambiente (JACOBY et al., 2012). Isso significa que um aumento
nas desidrogenases mitocondriais pode refletir um aumento na capacidade oxidativa da célula,
permitindo uma maior produgdo de energia para suportar fungdes celulares intensificadas
durante o estresse causada pela exposicao. Isso poderia ser o motivo também pelo qual as raizes
coradas com azul de Evans na maior concentracdo do pesticida apresentaram menor intensidade
da coloracao, havia mais células viaveis “trabalhando” na preven¢ao e/ou reparo de danos.

O indice mitotico € utilizado para avaliar a citotoxicidade e o potencial genotdxico de
diversas substancias, além de monitorar a atividade mitética em estudos ambientais (GRANA,
2018). Observou-se um aumento do indice mitdtico na concentragao de 0,835 mg mL™" durante
a fase de exposi¢ao, evidenciando proliferacdo celular. No entanto, durante a fase de
recuperagao, as concentragdes inferiores a 5,00 mg mL™ apresentaram uma redu¢do do indice
mitotico, indicando que o aumento ocorreu apenas durante a exposi¢do. Essa reducdo
provavelmente decorreu dos efeitos subletais das concentragdes mais baixas. O aumento do
indice mitdtico pode indicar proliferagao celular descontrolada ou formacao de tumores,
enquanto a diminuigdo sugere o potencial genotoxico de substancias devido a inibi¢ao e/ou
atraso na divisdo celular (GRANA, 2018). O aumento na concentracdo de 0,835 mg mL™ pode
ser resultado da redu¢do no tempo necessario para o reparo do DNA na fase de exposi¢ao
(LIMAN et al., 2010, 2011). Por outro lado, a redugao do indice mitético, na recuperacao, pode
estar relacionada ao fato de que muitos pesticidas t€ém o potencial de impedir que as células
entrem em divisdo, bloqueando o ciclo celular ou inibindo a sintese de DNA (CAMILO-

COTRIM et al., 2022).
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Na literatura, ¢ indicado que uma redugdo no indice mitdtico para menos de 50% em
relacdo ao controle geralmente sugere efeitos subletais, enquanto uma queda abaixo de 22% do
controle, considerando o indice mitotico do controle como 100%, pode causar efeitos letais no
organismo (GRANA, 2018; ALAGUPRATHANA et al., 2022; MOHAMMED et al., 2023). O
calculo da inibicao/estimula¢do do IM usado neste trabalho mede a diferenca relativa no IM
entre controle e o tratamento normalizado pelo IM do controle. A multiplicagcdo por -100 inverte
os sinais. Logo valores positivos sdo indicativos de estimulacdo e negativos inibi¢do. Dessa
forma, valores de inibi¢do na figura 2.8b entre -50% e -78% representam efeitos subletais e
abaixo de -78% indicam efeitos letais. A inibi¢ao do indice mitdtico na concentracao de 5,00
mg mL™ durante a fase de exposi¢do foi acima de -50%, em rela¢io ao indice mitético do
controle negativo na mesma fase. Ja na fase de recuperacao, as raizes que haviam sido expostas
as concentragdes 0,17 mg mL™!, 0,835 mgmL"e 1,67 mg mL"! apresentaram redugio do indice
mitotico abaixo de -50%, indicando impactos subletais nas células da raiz.

Em relacao as fases mitoticas, de forma geral e como pode ser observado da figura 2.9,
a exposicao as concentragdes do pesticida a base de fluopiram favoreceu a porcentagem de
células em profase em detrimento as demais fases. Enquanto a porcentagem de células em
profase aumentou na exposicao e recuperagao, as demais fases foram reduzidas, com excegao
da telofase na fase de exposicdo que continuou com porcentagem semelhantes ao controle
negativo. O progresso de cada etapa do ciclo celular depende da finalizacdo da etapa anterior.
Se o indice de uma determinada fase da divisao celular for elevado, isso significa que as células
nessa fase estdo demorando mais do que o usual para se dividir e passar para a proxima fase
(WANG, 2021). O acumulo de células em profase pode ser uma indicacao do bloqueio final da
profase. O bloqueio seria decorrente do ponto CHFR (checkpoint with forkhead and RING
finger domains) que atrasa a entrada na metafase em resposta ao estresse mitdtico (SCOLNICK;
HALAZONETIS, 2000; PRIVETTE; PETTY, 2008). Resultados semelhantes foram
encontrados em outros trabalhos avaliando a genotoxicidade de pesticidas através do teste de
Allium cepa. Os autores também associam o aumento de células em profase ao CHFR (LIMAN
et al., 2011, 2010; TURKOGLU, 2012; EREN et al., 2015; LIMAN; CIGERCI; OZTURK,
2015).

O resultado da analise citogenética evidenciou que as concentracdes do pesticida
induziram aberragdes cromossOmicas, que foram estatisticamente significativas em
comparagdo ao controle negativo, em todas as concentragdes avaliadas na fase de exposigdo e
nas contragdes 1,67 mg mL™"' e 5,00 mg mL"! na recuperagdo. A auséncia de aberracdes

cromossdmicas nas concentragdes de 0,17 mg mL™! e 0,835 mg mL"! pode estar relacionada a
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inibi¢do do indice mitodtico nessas concentragdes. A inibi¢ao do indice mitotico e a permanéncia
das células na fase de profase pode ter levado a uma diminui¢do na proliferacdo celular,
resultando em menos células em divisdo, dificultando a observacdo de aberragdes
cromossomicas, uma vez que sua formagdo depende dos estagios mitdticos para se formarem
(CAMILO-COTRIM et al., 2022). Isso vale para as anormalidades nucleares, j4 que em todas
as concentracdes, na fase de exposicao, houve aumento do indice de anormalidades nucleares
em relacdo ao controle. J4 na recuperacdo houve diminuicdo na frequéncia de aberracdes
cromossomicas nas contracdes 0,17 mg mL™! e 0,835 mg mL™! em relagiio a fase de exposicio,
porém a frequéncia ainda foi maior que o controle negativo. Apesar do pesticida ter induzido a
formacao de micronucleos, o indice de micronucleos das concentragcdes avaliadas nao foi
significativamente diferente do controle negativo.

Os pesticidas podem provocar aberragdes cromossomicas ¢ anormalidades nucleares
através de diversos mecanismos. Um desses mecanismos € o estresse oxidativo, onde as
espécies reativas de oxigénio (EROs) geradas causam danos a célula e a molécula de DNA.
Além disso, os pesticidas podem causar danos diretos ao DNA, interferindo na sua estrutura e
funcdo. Outro mecanismo inclui danos aos microtubulos e histonas, afetando a formagao do
fuso mitdtico e a integridade do material genético (CAMILO-COTRIM et al., 2022).

No presente trabalho ndo foi observado efeito da peroxidacgao lipidica, que seria um
indicio de estresse oxidativo. Com isso, 0 mecanismo que levou as aberragdes cromossdmicas
observadas e anormalidades pode estar associado a acdo do pesticida nas fibras do fuso
mitotico. Pesticidas podem inibir a polimeriza¢dao da tubulina, afetando a formagdo do fuso
mitdtico e causando aberragdes cromossomicas. Isso pode resultar em aneuploidia e poliploidia
devido a interferéncia com o fuso mitotico e segregacao anormal dos cromossomos (CAMILO-
COTRIM et al., 2022). O que reforca esse pensamento e a alta frequéncia de C-mitose (ou C-
metafase), aderéncia, perdas cromossdmicas e atraso cromossomico (Figura 2.10c) que sdao
resultado de efeitos aneugénicos, decorrentes da interferéncia na formagao do fuso mitotico,
impedido a separagdo adequada dos cromossomos durante a divisdo celular (FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; LEME; MARIN-MORALES, 2009). O efeito C-
mitose indica o potencial do pesticida em inibir a formagado das fibras do fuso por interferir na
polimerizacao (ATEEQ et al., 2002; DANE; DALGIC, 2005; VERMA; SRIVASTAVA, 2018b)
0 que ocasiona auséncia completa do fuso ou efeito parcial. O efeito parcial pode levar a
cromossomos atrasados (YUZBASIOGLU; UNAL; SANCAK, 2009).

Os cromossomos atrasados além de serem provocados por evento de C-mitose parcial,

podem ser originados a partir do comprometimento do aparelho mitético (BUTT; VAHIDY,
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1994), como distarbios na formagao do fuso. Um evento no fuso responsavel pelo atraso pode
ser a interferéncia na despolimerizacao dos microtibulos, onde h4 bloqueio do encurtamento
dos microtibulos, atrasando a migracdo do cromossomo para os polos (FERNANDES;
MAZZEO; MARIN-MORALES, 2009; LIMAN et al., 2010; KARAISMAILOGLU, 2015).
Cromossomos vagantes sdo outra aberracdo decorrentes de irregularidades do fuso (BOLLE et
al., 2004; MUSTAFA; SUNA ARIKAN, 2008; GOUJON et al., 2014). Como observamos
também aberracdes cromossomicas decorrentes de efeitos clastogénicos, o pesticida pode estar
também atuando diretamente no DNA. Os pesticidas podem interagir diretamente com o DNA,
causando quebra, intercalagdo e inativagdo de enzimas, o que reduz a replicacdo do DNA. Isso
pode levar a instabilidade genomica e falhas nos mecanismos de reparo do DNA, resultando
em aberragdes cromossOmicas e morte celular (CAMILO-COTRIM et al., 2022).

A fim de obter uma resposta integrada dos biomarcadores avaliados no teste de A//ium
cepa, realizamos uma andlise multivariada que considerou a dissimilaridade entre as fases
(exposi¢do e recuperagdo) e entre os diferentes tratamentos. Esta técnica foi 1til, pois nos
permite mostrar como as diferentes varidveis de resposta podem estar interconectadas e
influenciar os resultados como um todo. Além disso, ¢ possivel identificar padrdes
significativos, mesmo quando as respostas individuais podem ser ambiguas ou ndo conclusivas.
A interagdo significativa, evidenciado pela da PERMANOVA, entre tratamento e fase sugere
que a recuperacao dos efeitos do pesticida, quando as cebolas sdo transferidas para agua
destilada, depende da concentra¢do inicial do pesticida. A analise nMDS fornece uma
visualiza¢do clara das relagdes entre os tratamentos e as fases, reforcando os achados da
PERMANOVA. A proximidade dos pontos no grafico indica maior similaridade entre as
amostras, refletindo como os diferentes tratamentos e fases impactam as raizes de Allium cepa.
E possivel observar que na fase de recuperacio, nenhum dos tratamentos expostos as diferentes
concentragdes do pesticida formaram agrupamento préximo aos agrupamentos dos controles
negativos, indicativo de ndo recuperagdo ou recuperagdo parcial. Na literatura os estudos que
avaliam a recuperacao dos danos causados pela exposi¢do a pesticidas mostram em sua maioria

que os efeitos sao irreversiveis (CAMILO-COTRIM et al., 2022).

2.5 CONCLUSAO

De acordo com nosso estudo, o pesticida a base de fluopiram causa impacto na
viabilidade celular e nos indices de citogenotoxicos, com excegdo na indugdo de micronucleos,
com efeitos que variam conforme a concentra¢do de pesticida e a fase de recuperagdo em agua

destilada. A recuperagdo parcial observada em algumas andlises sugere que a remocao do
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pesticida e a imersdo em agua destilada podem mitigar, mas ndo reverter completamente, os
efeitos toxicos do pesticida. Este estudo demonstrou que o pesticida a base de fluopiram nao
provocou estresse oxidativo nas raizes de Allium cepa, mas possui um potencial genotoxico
consideravel, como evidenciado pelo indice mitdtico, indice de aberragdes cromossdmicas e
indice de anormalidades nucleares e eclevado niimero de C-mitoses e outras aberracoes
cromossomicas. A interferéncia do pesticida nos microtibulos do fuso mitdtico aparente ser o
mecanismo de ag¢do pela ocorréncia das aberracdes cromossomicas, resultando em falhas na
segregacdo cromossOmica e instabilidade genética. Além disso, o aumento da viabilidade

celular sugere uma resposta adaptativa das células ao pesticida.
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ARTIGO 3. EXPLORANDO A TOXICIDADE DE PESTICIDA A BASE DE
FLUOPIRAM EM ESPECIES NAO-ALVO
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74.690-900, Goiania-Go, Brasil

Resumo — O fluopiram ¢ um fungicida com propriedades nematicidas presente na formulagao
de pesticidas utilizados na agricultura. Por possuir uma dindmica ambiental favoravel a
contaminagdo das aguas, ter uma elevada toxicidade, e alta persisténcia no solo ¢ importante
realizar o monitoramento do composto no ambiente. Além disso, ¢ uma molécula recentemente
introduzida no mercado, ainda hé poucos trabalhos que fagam uma triagem dos possiveis efeitos
da exposicdo a essa molécula. Diante disso, este estudo investigou a citogenotoxicidade e
toxicidade ambiental de um pesticida a base de fluopiram. Para isso foi utilizado cepas de
Salmonella typhimurium TA98 e TA100, bioensaio com Artemia salina e avaliagdo de
germinagdo e alongamento radicular em sementes de alface (Lactuca sativa), cebola (Allium
cepa) e pepino (Cucumis sativus). Foram utilizadas concentragdes de 0,017, 0,050, 0,210,
0,418, 0,835, 1,67 e 5,00 mg mL! do pesticida. Os testes com o pesticida a base de fluopiram
revelaram que ele ndo ¢ mutagénico nas cepas TA100 e TA9S8, com indice de mutagenicidade
inferior a 2. Na cepa TA98, o pesticida demonstrou efeito citotoxico em altas concentragoes.
No teste de toxicidade com A. salina, o pesticida causou mortalidade significativa a partir de
0,210 mg mL!, com CLso de 1,021 mg mL™'. Nos testes de germinagio, sementes de alface e
pepino ndo foram afetadas, enquanto sementes de cebola tiveram redu¢@o na germinagao apenas
na maior concentracdo (5,00 mg mL™). O crescimento das raizes de alface foi estimulado a
partir de 0,210 mg mL™! e inibido em 5,00 mg mL™!; raizes de cebola e pepino também foram
afetadas. Concluimos que o fluopiram nao ¢ mutagénico, mas € toxico em altas concentragoes,

afetando organismos aquaticos e o crescimento de plantas.

Palavras-chave: bioensaio, biomonitoramento, ecotoxicologia, toxicologia.
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3.1 INTRODUCAO

O fluopiram ¢ um fungicida de amplo espectro e nematicida ndo fumigante promissor
em muitas culturas de alto valor (LEWIS ez al., 2016). E um membro da classe benzamidas, um
composto organoclorado, um membro das piridinas (NCBI, 2024). Seu modo de a¢do depende
da inibicdo da succinato desidrogenase na cadeia respiratoria mitocondrial (BENIT et al.,
2019). No ambiente, o fluopiram degrada lentamente, tendo a meia vida (DTso) variando de 21
a mais de 300 dias, dependendo das condi¢des do solo, apresentando mobilidade moderada no
solo e potencial de lixiviagdo para camadas mais profundas do solo e aguas subterraneas
(RATHOD et al., 2022).

Até o presente momento existe poucos trabalhos que avaliam os impactos do fluopiram
no meio ambiente, mas ja se sabe que pode desencadear estresse oxidativo em organismos nao-
alvo (LIU et al., 2022), modificar a comunidade microbiana do solo (SUN et al., 2020) e
apresentar efeitos de toxicidade em vertebrados (TINWELL et al., 2014). Devido aos indicios
de risco ambiental e comportamento persistente no solo ¢ fundamental avaliar os efeitos
decorrentes do uso indiscriminado do fluopiram (RATHOD et al., 2022).

A fim de contribuir para a avaliagdo dos efeitos associados ao uso de pesticidas a base
de fluopiram, este estudo utiliza uma abordagem de triagem rapida para avaliar os efeitos
citotoxicos e genotoxicos de uma formulagdo comercial de pesticida a base de fluopiram. Para
isso, foi realizado o teste de Ames com linhagem TA100 e TA98 de Salmonella typhimurium
para detectar mutagenicidade, o bioensaio de mortalidade com Artemia salina para avaliar a
toxicidade aguda e o bioensaio de germinagdo e alongamento em Lactuca sativa, Allium cepa
Cucumis sativus para medir a fitotoxicidade. Esta triagem visa fornecer uma visdo sobre os

efeitos associados a exposi¢do a pesticida a base de fluopiram.

3.2 MATERIAL E METODOS
O pesticida Verango® Prime (Fluopiram — 500 g L', Bayer) foi doado por um

agronomo. A Tabela 3.1 contém as propriedades quimicas do principio ativo fluopiram.

Tabela 3.1 — Propriedades quimicas do fluopiram, principio ativo do Verango® Prime.

C(I:;)lﬁl;la Nome CAS? Férmula® Estrutura quimica® (itl::sa
-
N-(2-(3-chloro-5- o Gl \//\|/J<FF
. (trifluoromethyl)-2- Wy Fungicida
Fluopiram " idinylethyl)-2- ~ CreHuCIFeN:0 Cr nematicida
(trifluoromethyl)benzamide A e

F

ALEWIS et al., 2016
5ChemSpider ID: 9333461
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As concentragdes finais testadas foram baseadas na concentragdo de campo
recomendada para pré-emergéncia da cultura de soja (0,5 L ha! do produto em 150 L ha™! de
agua). Para o teste de Ames, a OECD 471 recomenda pelo mesmo cinco concentracoes da
substancia testada, ndo ultrapassado a concentragdo méaxima de 5 mg placa™ (OECD, 2020).
Com base nisso, determinamos a concentragdo maxima sendo 3x maior do que a de campo, e a
partir dela foram feitas dilui¢des em agua destilada. A Tabela 3.2 apresenta as concentragdes de
fluopiram utilizadas em todos os bioensaios, considerou-se a quantidade de principio ativo

presente na formulagao.

Tabela 3.2 — Concentragoes utilizadas do

pesticida.
Concentragio Fluopiram

1% 0,017 mg mL"!

3% 0,050 mg mL"!

12,5% 0,210 mg mL"!

25% 0,418 mg mL"!

50% 0,835 mg mL"!

Campo 1,67 mg mL!

3 x 5,00 mg mL"!

Teste de Ames

O teste de Ames foi realizado utilizando cepas de Salmonella typhimurium TA100
(hisG46, rfa, Abio, AuvrB, pKM101 — que detecta mutagdes de substitui¢do de pares de bases)
e TA98 (hisD3052, rfa, Abio, AuvrB, pKM101 — que detecta mutacdes frameshift). As cepas
foram fornecidas pela Divisdao de Toxicologia, Genotoxicidade e Microbiologia Ambiental da
Companhia Ambiental do Estado de Sdo Paulo (CETESB), Sao Paulo, Brasil. A aplicacao das
duas cepas permite a identificacdo de mutagenos com diferentes mecanismos de acao.

Para avaliar o potencial mutagénico do pesticida, utilizou-se o protocolo proposto por
Maron e Ames (1983). Inicialmente, cepas de S. typhimurium TA100 e TA98 foram inoculadas
em caldo nutriente estéril, apos incubadas sob agita¢do por 12 h a 37 °C quando atingiram fase
estaciondria de crescimento (1-2 x 10° células mL™!). Em seguida, aliquotas de 100 puL de
suspensoes bacterianas de cada cepa foram pré-incubadas em tubos de ensaio contendo 20 puL
das concentragdes do pesticida mencionadas na Tabela 3.2, a uma temperatura de 37 °C por 25
min, sob agitacao.

Apbs a pré-incubagdo, uma aliquota de 2 mL de top agar (0,6% éagar bacterioldgico
Kasvi, 0,5% NaCl, 50 uM de L-histidina e 50 uM de biotina, a 45 °C) foi adicionada aos tubos
de ensaio com as bactérias. O conteudo foi entdo vertido em placas de Petri contendo meio agar

minimo glicosado (1,5% de agar, 2% de dextrose e 2% de solucdo de sais de Volgel-Bonner).
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As placas foram incubadas em estufa BOD a 37 °C por 48 horas. O ensaio incluiu um controle
negativo (4gua destilada) e um controle positivo (1,5 pg de azida sodica placa™ para TA100 e
0,5 ug 4-nitroquinolina-1-6xido placa™ para TA98). A replicagio experimental foi realizada
com trés repeticdes completas do experimento, em que todas as concentragcdes dos pesticidas
foram testadas usando trés réplicas. Finalizada a incubagdo, as coldnias revertentes foram
contadas com auxilio de um contador eletronico.

A inducdo de mutagenicidade foi medida usando a regra de duas vezes (CARIELLO;
PIEGORSCH, 1996; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). A regra duas vezes estabelece que uma
substancia ¢ considerada mutagénica se ela causar um aumento de pelo menos duas vezes no
numero de colonias bacterianas revertidas em relagdo ao controle negativo. Para calcular o

indice de mutagenicidade foi usado a formula:

~ REI
"~ RE(controle negativo)

M

Onde:
IM — Indice de Mutagenicidade;
REI — Revertentes Espontaneos e Induzidos;
RE — Revertentes Espontaneos.
A citotoxicidade foi identificada por uma reducao acentuada no numero de revertentes

em comparagao com o controle negativo

Teste de toxicidade com Artemia salina

Os cistos de A. salina (Yepist) foram adquiridos em loja de aquarismo localizada na
cidade de Anapolis, Goias. Para o teste de toxicidade aguda com A. salina, utilizou-se a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982) e Filipe et al. (2022). A solugdo salina foi
preparada utilizando sal marinho sem iodo na concentragao de 30 g L™ e autoclavada a 120 °C
por 20 min. Apos a autoclavagem, a solu¢do salina foi filtrada (Stericup® Millipore Express®
0,10 um PES). O pH da solucdo salina foi ajustado para 8. O artemilheiro foi montado utilizando
300 mL de solugdo salina em um funil de separagdo, ao qual foram adicionados 40 mg de cistos.
O artemilheiro foi mantido em BOD com iluminac¢do e aeracdo constante a 25 °C por 48 h até
a eclosdo dos cistos.

Para o teste, as concentragdes do pesticida foram preparadas em solucao salina. Como
a diluicdo do pesticida € de 1:9, as concentragdes iniciais foram 10 vezes as da Tabela 3.2. Apos
a eclosdo, cerca de 10 nauplios de A. salina foram pescados, com auxilio de uma micropipeta,

em 900 pL de solugdo salina e transferidos para tubos de ensaio. Apds a captura dos nauplios
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foi adicionado 100 pL de cada concentracdo de pesticida nos respectivos tubos de cada
pesticida. Cada concentragao foi feita em triplicada e o experimento foi realizado 3 vezes.

Os controles foram agua destilada (controle negativo) e dicromato de potassio 50 pg
mL! (controle positivo). Apés a montagem do experimento, os tubos de ensaio foram levados
para BOD a 25 °C com iluminagdo constante. A contagem dos animais mortos e vivos foi
realizada apds 24 h.

A taxa de mortalidade foi calculada com a seguinte formula, que mede a diferenca
relativa na mortalidade entre o nimero A. salina colocadas em cada tudo e o numero de

sobreviventes, normalizando pelo nlimero 4. salina colocadas em cada tudo.

Onde:
TM — Taxa de mortalidade;
NAs — Numero de 4. salina colocadas no tubo;

Sob — Numero de sobreviventes.

Teste de germinacdo de sementes e alongamento da raiz

Sementes de alface (Lactuca sativa), cebola (Allium cepa) e pepino (Cucumis sativus)
foram adquiridas em casa agropecuaria na cidade de Goiania e todas sio da marcar Topseed®
Agristar do Brasil Ltda com taxa de germinagdo > 90%.

O ensaio de toxicidade, com as sementes de alface, cebola e pepino, foi realizado
conforme pequenas modificagdes da metodologia proposta pela Ecological Effects Test
Guideline — Seed Germination/Root Elongation Toxicity Test (OPPTS 850.4200) (EPA, 1996).
Os testes foram realizados em caixas gerbox e placas de Petri, utilizando papel Germitest®. Os
papéis utilizados para o teste foram cortados em tamanhos de 10,5 cm x 10,5 cm para gerbox e
9 cm de didmetro para placas de Petri, e autoclavados a 120 °C por 20 min. As sementes nao
foram esterilizadas antes do teste, pois eram de boa qualidade.

Para cada concentragdo foi utilizado trés placas de Petri contendo duas folhas de papel
de germinacao e 10 sementes de pepino em cada, as sementes foram colocadas entre as folhas
e distribuidas uniformemente. Apos foi adicionado 2 mL de cada concentragdo da Tabela 3.2.
Para as sementes de alface e cebola, foram utilizadas gerbox, trés para cada concentra¢dao. Duas
folhas de papel foram colocadas dentro da gerbox. Em seguida, 25 sementes foram adicionadas
uniformemente e cobertas por uma folha de papel de germinacao. Em seguida, adicionou-se 6

mL das concentragdes, equivalente a 3 x o peso do papel, conforme recomendado nas Regras
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para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Como controle negativo foi utilizado dgua destilada
e como positivo foi usado sulfato de zinco heptahidratado (6 mg mL™), inibidor germinacio e
crescimento de raiz.

Ap0s a identificagdo das gerbox e placas, estas foram levadas para BOD a 25 °C sem
iluminagdo. As sementes do pepino foram realizadas com 5 dias de exposicdo, e as de alface
e cebola apos 7 dias. Decorrido o tempo de exposi¢ao, o numero de sementes germinadas foi
contado e o comprimento das raizes foi medido com auxilio de uma régua.

A taxa de germinacdo serd calculada pela férmula:

NSG
TG (%) =

*]
S 00

Onde:
TG — Taxa de germinacgao;
NAG — Numero de sementes germinadas;
TS — Numero total de sementes.
Para avaliar o efeito dos tratamentos no crescimento radicular, utilizamos a taxa de

crescimento da raiz (TCR), calculada pela seguinte formula:

CRC - CRT
TCR (%) = T *100

Onde:

TCR — Taxa de crescimento da raiz;

CRC — Comprimento raiz controle negativo;
CRT — Comprimento raiz no tratamento.

Essa formula mede a diferenca relativa no crescimento entre o controle ¢ o tratamento,
normalizando pelo crescimento no controle. A multiplicagdo por -100 inverte os sinais,
tornando valores positivos indicativos de estimulagdo do crescimento e valores negativos
indicativos de inibicdo. Vale destacar que os valores do controle negativo sdo usados como

referéncia para a normaliza¢do na equacao e ndo significam auséncia de crescimento.

Analise de dados

Utilizamos andlise de variancia unidirecional (One-Way ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey, para comparar as médias entre os grupos quando os pressupostos de independéncia das
observagoes, auséncia de outliers significativos, normalidade dos dados e homogeneidade de
variancias foram atendidos. Quando a normalidade ¢ homogeneidade nao foram atendidas,

aplicamos uma transformacdo logaritmica aos dados antes da realizagdo da ANOVA. Se as
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suposicdes foram violadas, mesmo apds a transformacdo, recorremos ao teste de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner. Valores de p < 0,05 foram
considerados significativos. Os resultados da mutagenicidade dos pesticidas foram expressos
com valores de média = desvio padrao (DP).

Para a estimativa da concentragdo letal média (CLso), foi utilizada a regressdo log-
logistica, uma técnica robusta para analise de dose-resposta. Os dados foram filtrados para
excluir os controles positivo € negativo, e a concentragdo foi convertida para valores numéricos.
O modelo log-logistico foi ajustado aos dados, e a CLso foi determinada utilizando o pacote drc
no software R (RITZ et al., 2015). Este modelo ¢ amplamente utilizado devido a sua capacidade
de descrever de forma precisa a relacao dose-resposta em dados biologicos e toxicologicos.

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no software R (R CORE TEAM,
2022), versdo 4.2.2 e RStudio, versdo 2023.03.0 (RSTUDIO TEAM, 2019). Os pacotes rstatix,
stats e PMCMRplus foram utilizados para a analise estatistica. O indice de mutagenicidade foi
calculado no Microsoft Excel, versao 2305. Os graficos foram feitos no GraphPad Prism, versao
9.0.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com). As
figuras foram elaboradas no Adobe Illustrator, versdo 28.6 (www.adobe.com/products/

illustrator).

3.3 RESULTADO
Teste de Ames

O potencial mutagénico das concentragdes avaliadas pode ser observado na figura 3.1,
e na Tabela B.1. Os valores de coldnias revertentes nos controles positivo e negativo estdo em
conformidade com os valores estabelecidos por Maron e Ames (1983) e Mortelmans e Zeiger
(2000). O pesticida demostrou efeito nas concentragdes testadas para as duas cepas ()*Kruskal-
wallis®) = 42,952; p < 0,001 para TA100 e Fs.72) = 504,9; p < 0,001; 57,°= 0,98 para TA98) (Figura
3.1ab). Na cepa TA100, as concentragdes 0,050 e 0,210 mg placa™ provocaram redugio no
nimero de revertentes his* (p < 0,05). J4 na cepa TA98 a concentragdo 0,050 mg placa’
aumentou o numero de revertentes (p < 0,05). Entretanto, as concentragdes 0,210, 0,418, 1,67
e 5,00 mg placa’! reduziram a quantidade de revertentes (p < 0,05). Podemos perceber que as
concentragdes mais elevadas do pesticida foram citotoxicas devido a diminuic¢ao de revertentes
TA98 e, aparentemente, observando o grafico (Figura 3.1b) a reducdo foi concentragdo
dependente. Contudo em nenhuma das cepas o pesticida teve efeito mutagénico (IM < 2)

(Figura 3.1cd).


http://www.adobe.com/products/
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Figura 3.1 — Numero de colonias revertentes his* e indice de mutagenicidade resultantes da exposi¢io a diferentes
concentragdes de pesticida a base de fluopiram.
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CN = controle negativo e CP = controle positivo. Os valores apresentados sao a média + desvio padrao (DP) das
réplicas obtidas em trés experimentos independentes. Letras em comum na mesma barra ndo apresentam diferenca
significativa (p > 0,05). Letras diferentes na mesma barra indicam diferenca significativa (p < 0,05). Fonte:
elaborado pelo autor.

Teste de toxicidade com Artemia salina

A exposi¢ao a diferentes concentragdes de pesticida a base de fluopiram causaram
mortalidade nas 4. salina (y*kruskal-watiisg) = 75,82; p < 0,001) (Figura 3.2a). Esses resultados
sugerem que a concentracdo do pesticida tem um efeito significativo na mortalidade. Os
resultados do teste de comparagdes multiplas mostraram que a mortalidade de A. sa/ina aumenta
a partir da concentracio de 0,210 mg mL™, em comparagio ao controle negativo e as
concentragdes de 0,017 € 0,050 mg mL™! (p < 0,05). Concentragdes mais altas (> 0,210 mg mL-
Y mostraram diferencas quando comparadas as concentragcdes mais baixas e ao controle
negativo (p < 0,05). Nao houve diferenca significativa entre as concentra¢des de 0,05 mg mL!
e o controle negativo (p > 0,05). A CLs foi determinada em 1,021 mg mL™!, com um erro padrio
de 0,075 (Figura 3.2b). Isso significa que a variabilidade associada a estimativa da CLso ¢

relativamente pequena, indicando que a estimativa € precisa.
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Figura 3.2 — Analise da taxa de mortalidade e curva dose-resposta de Artemia salina exposta a diferentes
concentragdes de pesticida a base de fluopiram.
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NC = controle negativo ¢ PC = controle positivo. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo (DP) das
réplicas obtidas em trés experimentos independentes. Letras em comum na mesma barra ndo apresentam diferenca

significativa (p > 0,05). Letras diferentes na mesma barra indicam diferenca significativa (p < 0,05). Fonte:
elaborado pelo autor.

Teste de germinacdo de sementes e alongamento da raiz
Germinacdo

A germinagdo das sementes de alface ndo foi afetada pela exposicdo a diferentes
concentragdes de pesticida (Fs,18) = 1,94; p = 0,12; 5> = 0,46) (Figura 3.3a). Para as sementes
de cebola, a exposi¢cdo ao pesticida afetou a germinacao (Fs,18) = 4,29; p < 0,05; ¢ = 0,66)
somente na maior concentragio — 5,00 mg mL™!, p < 0,05 (Figura 3.3b). J4 a germinacdo das
sementes de pepino ndo foram afetadas entre as diferentes concentracdes do pesticida () *kruskal-
wallis@®) = 7,28; p = 0,51) (Figura 3.3c). De forma geral, os resultados sugerem que para as
sementes testadas, as concentracdes testadas do pesticida nao causam reducao da germinagao,
somente a concentra¢io de 5,00 mg mL™! para cebola. Devido as altas taxas de germinagio, niio

foi possivel estimar a CEso para as sementes das trés espécies.
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Figura 3.3 — Taxa de germinagdo resultantes da exposicdo a diferentes concentra¢des de pesticida a base de
fluopiram.
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NC = controle negativo e PC = controle positivo. Os valores apresentados sdo a média + desvio padrao (DP) das
réplicas obtidas em trés experimentos independentes. Letras em comum na mesma barra ndo apresentam diferenca
significativa (p > 0,05). Letras diferentes na mesma barra indicam diferenca significativa (p < 0,05). Fonte:
elaborado pelo autor.

Alongamento
A taxa de crescimento da raiz de alface foi afetada pela exposicao (Fs,18) = 170,4; p <

0,0001; 7,°= 0,99), onde houve alongamento a partir 0,418 mg mL"!, porém reducdo em 5,00
mg mL!' em relagdo a concentragio anterior (p < 0,05) (Figura 3.4a). A exposi¢io das sementes
de cebola as concentragdes do pesticida também afetou no alongamento (Fs,15) = 22,8; p <
0,0001; 75°=0,91), sendo que na concentragdo de 5,00 mg mL! houve inibi¢do do crescimento
(p <0,05) (Figura 3.4b). O alongamento das raizes das sementes de pepino também foi afetado
pela exposicao (Fs,18) = 136,6; p < 0,0001; 5. = 0,98). As concentragdes de 0,05, 0,835 ¢ 1,67
mg mL" causaram impacto no alongamento da raiz, estimulando o crescimento quando
comparadas ao controle negativo (p < 0,05) (Figura 3.4c). Devido a estimulagdo do

alongamento das raizes das trés espécies estudadas nao foi possivel estimar a CEso.
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Figura 3.4 — Taxas de crescimento da raiz resultantes da exposicdo a diferentes concentracdes de pesticida a base
de fluopiram.
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CN = controle negativo e CP = controle positivo. Os valores apresentados sao a média + desvio padrao (DP) das
réplicas obtidas em trés experimentos independentes. Letras em comum na mesma barra ndo apresentam diferenca
significativa (p > 0,05). Letras diferentes na mesma barra indicam diferenca significativa (p < 0,05). Fonte:
elaborado pelo autor.

3.4 DISCUSSAO

Os resultados obtidos nos testes de mutagenicidade, toxicidade com A. salina e
germinacdo e alongamento de raizes expostas a diferentes concentragdes de pesticida a base de
fluopiram fornece uma série de resultados que se complementam.

Pesticidas podem apresentar efeitos mutagénicos em espécies nao-alvo, fazendo com
que a avaliacdo do potencial mutagénico seja de extrema importancia. Neste estudo, os
resultados do teste de Ames evidenciam que o pesticida a base de fluopiram ndo apresentou
efeito mutagénico nas cepas TA100 e TA98 de S. typhimurium, uma vez que o indice de
mutagenicidade (IM) permaneceu abaixo de 2 em todas as concentragdes testadas (CARIELLO;
PIEGORSCH, 1996; MORTELMANS; ZEIGER, 2000). Contudo, observou-se efeito
citotoxico nas concentracdes 1,67 e 5,00 mg mL! para a cepa TA98, devido a reducdo no
nimero de colonias revertentes em compara¢cdo com o controle negativo (MORTELMANS;

ZEIGER, 2000). O efeito citotoxico das concentragdes pode interferir na deteccdo de
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mutagenicidade pelo teste de Ames, uma vez que causaram a morte de células bacterianas
(EREN et al., 2016; AKYIL et al., 2017). Alguns pesticidas apresentam citotoxicidade contra
células bacterianas, o que pode limitar a interpretagdo dos resultados do teste de Ames,
sugerindo a necessidade de métodos complementares para uma avaliagdo mais precisa
(ILYUSHINA; EGOROVA; RAKITSKII, 2019). Além disso, certos pesticidas s6 se tornam
mutagénicos na presenca de um sistema de ativagao metabolica, que degrada o composto em
um metabolito ativo (BUGDA; GUVEN EZER; RENCUZOGULLARI, 2023). A incapacidade
de um composto penetrar na parede celular da S. #yphimurium também pode impedir que ele
cause mutagdes detectdveis, ja que a estrutura e as propriedades fisico-quimicas dos compostos
sdo determinantes para a penetragio (JILLELLA; KHAN; ROY, 2020). E importante considerar
ainda que alguns pesticidas apresentam genotoxicidade apenas em condig¢des in vivo, como
observado em avaliacdes que utilizam tanto métodos in vitro (teste de Ames), quanto in vivo
(teste do micronucleo em eritrocitos de mamiferos) (ILYUSHINA; EGOROVA; RAKITSKII,
2019)

A toxicidade de pesticidas em organismos aquaticos ¢ uma preocupacao significativa,
pois os cursos de dgua sdo receptores dessas moléculas devido a lixiviagdo e deriva (NOWELL
et al., 2018). Neste estudo, a A. salina foi utilizada como organismo aquatico ndo-alvo para
avaliar a toxicidade de pesticida a base de fluopiram. Os resultados demostram que a
mortalidade depende da concentragio, com CLsy determinada em 1,021 mg mL"!, sugerindo
uma alta precisdo na estimativa e revela sensibilidade da A. salina ao pesticida. A dose-
dependéncia observada no presente estudo indica que pequenas variagdes na concentragdo do
pesticida podem ter impactos significativos na fauna aquatica ndo-alvo, o que € consistente com
resultados de outros estudos avaliando outras classes de pesticidas (VENKATESWARA et al.,
2007; CRUZEIRO et al., 2017).

Em relacdo a resposta entre as diferentes espécies de vegetais testados, hd uma
variabilidade significativa em resposta a exposi¢ao ao pesticida, conforme observado na
germinagdo das sementes € alongamento das raizes. De forma geral a germinagdo nao foi
afetada para as trés espécies testadas, com excec¢ao na maior concentracao para cebola (5,00 mg
mL'. Apesar das trés espécies ndo apresentarem diferenga na germinagdo, na literatura ha dados
que sugere que a sensibilidade a pesticidas pode variar entre a espécies devido caracteristicas
bioquimicas e fisiologicas (STAVELEY et al., 2018). J4 o alongamento das raizes foi afetado
em todas as espécies testadas, com uma inibi¢do observada na concentragdo de 5,00 mg mL!
para alface e cebola. Por outro lado, o pepino apresentou uma resposta de estimulagdo do

crescimento radicular em concentragdes mais baixas em relagdo a concentracdo 5,00 mg mL™,
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resultado semelhante para o crescimento da radicula da alface. Esse fenomeno ¢ conhecido
como resposta hormética, onde concentragdes baixas de um estressor, como o pesticida, podem
estimular o crescimento enquanto concentragoes altas causam inibi¢do. Esse fendmeno ¢ bem
documentado na literatura de toxicologia vegetal para herbicidas (APPLEBY, 1998; PYON et
al., 2012; BUSI; GIROTTO; POWLES, 2016; XU et al., 2023). Além disso, foi demostrado
que o fluopiram promoveu o crescimento de pimenta, devido aumentar a abundancia de
bactérias solubilizadoras de P e fixadoras de N (SUN et al., 2020). No entanto, como este estudo
foi realizado em solo, sua relevancia para condi¢do de germinacdo em papel ¢ limitada. A
estimulacdo do crescimento radicular pode ser um indicativo de proliferagdo celular aumentada,
mas essa resposta pode ser prejudicial caso seja descontrolada, levando a crescimento anormais
e desordens de desenvolvimento, para responder isto testes complementares precisam ser

realizados.

3.5 CONCLUSAO

O pesticida a base de fluopiram ndo foi mutagénico para as cepas TA100 e TA98 de S.
typhimurium. Entretanto a citotoxicidade observada na cepa TA98 e a toxicidade observada em
A. salina indicam potencial toxico do fluopiram em espécies ndo-alvo. A toxicidade para A.
salina sugere que o pesticida pode ser toxico também para espécies aquaticas. Além disso, a
exposicdo ao pesticida afetou significativamente o crescimento radicular dos vegetais
estudados, com efeitos variando de inibi¢do a estimula¢cdo dependendo da concentragdo, o que
pode levar a desordens de desenvolvimento a longo prazo em espécies vegetais na natureza que
podem entrar em contato com o pesticida. A combinacdo de métodos complementares de
avaliacdo utilizados nesse trabalho foi essencial para uma analise dos riscos associados aos

pesticidas, garantindo a seguranga ambiental e humana.
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Resumo — Pesticidas podem afetar os microrganismos do solo e alterar fungdes como servigos
ecossistémicos e ciclos biogeoquimicos, consequentemente empobrecendo o solo. Embora a
flumioxazina seja um herbicida eficiente para a cultura da soja, ha pouca informagao sobre seu
efeito em espécies ndo-alvo do solo. Este estudo examina os efeitos a curto prazo de um
herbicida a base de flumioxazina na microbiota do solo. Através de andlises da atividade
enzimatica, do carbono da biomassa microbiana (CBM), da respiragado basal do solo (RBS), do
quociente metabolico (¢CO2), do amoénio (N-NH4") e do nitrato (N-NOs’), analisamos as
respostas do solo a aplicacdo do herbicida durante um curto periodo. Os resultados indicam que
o herbicida influencia seletivamente as enzimas do solo: a atividade da B-glucosidase diminuiu,
enquanto a o-glucosidase, a fosfatase acida e a glicina aminopeptidase ndo apresentaram
diferencas significativas entre os tratamentos. A atividade da arilsulfatase apresentou um efeito
de interagéo entre o tratamento e o tempo. As alteragdes em N-NH;" e N-NO; indicaram a
influéncia do herbicida no ciclo dos nutrientes. Os parametros CBM, RBS e ¢CO; também
responderam a aplicagdo do herbicida, refletindo alteracdes na atividade microbiana e no
metabolismo do solo. A interag@o entre o tempo e o tratamento revelou uma dindmica complexa,
sugerindo que os efeitos do herbicida sdo moderados por fatores ambientais e variam ao longo
do tempo. Este estudo destaca a necessidade de avaliar os impactos dos herbicidas no ambiente
de forma abrangente, considerando os multiplos efeitos bioquimicos e as condigdes ambientais

variaveis que influenciam a microbiota do solo.
Palavras-chave: biomassa microbiana, ecotoxicologia, enzimas do solo, pesticidas, gCO-

4.1 INTRODUCAO

O solo abriga uma vasta biodiversidade que € crucial para os ecossistemas terrestres.
Estima-se que aproximadamente um quarto de todas as espécies conhecidas vivam no solo,
desempenhando varias funcgdes ecossisttmicas (TOSTADO et al., 2022). No entanto, a

diversidade microbiana do solo tem sido afetada pelo uso crescente de pesticidas na agricultura
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(WOLEJKO et al. 2020), considerando que a maioria ¢ toxica para oS microrganismos
(TOSTADO et al., 2022).

Os herbicidas sdo a classe de pesticidas mais utilizada na agricultura, sendo responsaveis
por mais de metade do consumo mundial de pesticidas em 2020 (FAOSTAT, 2023). Embora
necessarios para o controle das ervas daninhas nas culturas, os efeitos dos herbicidas na satde
do solo continuam a exigir uma investigacao aprofundada. Esta investigacao ¢ necessaria uma
vez que, durante as aplicagdes de herbicidas, as plantas retém uma parte do herbicida e o solo
absorve outra, tornando-se potencialmente biodisponivel para microrganismos ndo-alvo
(THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). O herbicida sorvido no solo pode apresentar efeitos
diretos ou indiretos nos microrganismos nao-alvo. Os efeitos diretos estdo associados a
penetracdo do herbicida nas paredes celulares, interferindo no metabolismo normal e
conduzindo a morte celular (TRIPATHI et al., 2020). Os efeitos indiretos estdo associados as
alteragdes ambientais causadas pelos pesticidas (TRIPATHI et al., 2020). Tanto os efeitos
diretos como os indiretos podem resultar em impactos na biodiversidade do solo, o que, por sua
vez, afeta a biomassa e a atividade microbiana do solo (THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019;
PERTILE et al., 2020). Assim, a avaliagdo de varios aspectos do solo, relacionados a sua
fertilidade e atividade bioldgica, ¢ essencial para fornecer informagdes vitais sobre a satde do
solo e garantir a sustentabilidade dos ecossistemas e da agricultura (TRIPATHI et al., 2020). A
utilizacao da atividade microbiana para avaliar a qualidade do solo deve-se ao fato que fornece
respostas rapidas a um impacto ambiental devido & sua sensibilidade (NANNIPIERI et al.,
2003).

A flumioxazina tem se destacado como um herbicida eficaz no controle de plantas
daninhas em diversas culturas, como soja, milho, sorgo, girassol e trigo (MEROTTO et al.,
2022). No entanto, suas caracteristicas quimicas a tornam altamente movel no solo, persistente
no ambiente e com potencial para atingir as aguas subterraneas. Este fato suscita preocupagdes
quanto ao seu impacto em organismos nao-alvo, como os organismos do solo (micro € macro)
e os organismos aquaticos (EEFSA et al., 2020).

Embora alguns estudos tenham investigado os efeitos da flumioxazina nas propriedades
biologicas do solo e na diversidade, estrutura e composi¢cdo da comunidade microbiana
(PERTILE et al., 2021, 2020; ARAUJO et al., 2023), nenhum foi realizado em condi¢des
naturais (em campo). Os estudos realizados em condi¢cdes de campo representam o
comportamento real e as interagdes entre o pesticida, a microbiota e o ambiente.

Neste contexto, este estudo visa contribuir para a compreensdo do impacto dos

herbicidas nas propriedades bioldgicas do solo, ajudando a tomar decisdes sobre a utilizagao de
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herbicidas na agricultura. E importante ressaltar que a preservacio da biodiversidade do solo é
crucial para manter a sustentabilidade dos ecossistemas e a seguranca alimentar global, e
entender os efeitos dos herbicidas no solo € um passo fundamental nessa dire¢do. Para este
efeito, realizdmos um experimento de campo para avaliar, em condigdes reais, o efeito da
flumioxazina (Sumysoia®, Sumitomo) na atividade microbiana do solo. A hipotese deste
trabalho € que a exposicao ao pesticida a base de flumioxazina acarretara impactos mensuraveis
na atividade enzimatica (a-glucosidase, B-glucosidase, fosfatase, glicina aminopeptidase e
arilsulfatase), pardmetros de nitrato ¢ amoénio (N-NH4', N-NOj’), carbono da biomassa
microbiana (CBM), respiracdo basal (RBS) e quociente metabdlico do solo (gCO2). Além disso,
esperamos que estes efeitos se alterem ao longo do tempo, indicando uma resposta dindmica do

solo a presenca do herbicida.

42  MATERIAL E METODOS
Area de estudo

O experimento ocorreu entre novembro de 2021 e janeiro de 2022 em uma area da
Escola de Agronomia da Universidade Federal de Goias, regido central de Goids, Brasil. A area
de estudo abrangeu 600 m?. As coordenadas geograficas foram 16°35'58.80 "S, 49°17'33.98
"W, com altitude de 715 m (Figura 4.1a). A figura 4.2 apresenta as condi¢des ambientais durante
o experimento. O solo da area estudada foi classificado como latossolo amarelo distréfico, e a

tabela 4.1 apresenta suas caracteristicas.

Tabela 4.1 — Caracteristicas quimicas e texturais do solo da area experimental.

Mn Fe Cu Zn P
H MO H+Al Ca M Al CTC
(CzCIZ) P & (Mehl) (Mehl) (Mehl) (Mehl) (Mehl)
(cmolc dm™) (mg dm?)

4.91 1.56 3.12 249 1.13 0.08 6.98  41.50  20.20 1.96 2.59 13.27

K Al sat. B.S. Clay Silt Sand
(mg dm™) (%)
93.60 2.17 55.28 32 12 56

MO = Matéria organica; CTC = Capacidade de troca de
cations; Al sat = Saturacdo de aluminio; SB = Saturagao de
bases.



Figura 4.1 — Mapa da area de estudo. a) area onde o estudo foi realizado, o quadrado vermelho
representa o local exato onde as parcelas foram montadas. b) representacéo e dimensao das parcelas.
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Figura 4.2 — Varidveis ambientais: grafico de dispersao que exibe a temperatura maxima e minima (a esquerda) e
grafico de barras que mostra a precipitagdo (2 direita). As datas em vermelho representam os dias de coleta das
amostras de solo, enquanto as datas em cinza, anteriores a 23-nov, indicam a temperatura e precipitacdo antes do
inicio do experimento.
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Fonte dos dados: INMET (Instituto Nacional de Meteorologia).

A area de 600 m? foi previamente mapeada e dividida em 40 parcelas iguais de 15 m* (3
x 5 m) (Figura 4.1b). Cinco parcelas foram sorteadas para representar a area controle, e outras
cinco como a area tratada com herbicida. As demais parcelas receberam outros tratamentos que
ndo serdo abordados neste estudo. Soja foi cultivada apos a aplicagdao dos pesticidas na area

experimental, para que o solo nao ficasse descoberto.

Preparo da calda e aplicagao

A formulagdo comercial Sumysoia® (Sumitomo, contendo 500 g i.a. Kg' de
flumioxazina) foi aplicado na cultura da soja na dose de 100 g ha' em calda equivalente a 200
L, conforme recomendagdo do fabricante para aplicagdo em cultura de sola. A calda foi
preparada adicionando-se o herbicida a dgua e agitando-se até formar uma solugdo homogénea.
Em seguida, a calda foi aplicada com um pulverizador costal, pressurizado com COs, e acoplado
a uma barra de 2 m contendo quatro bicos de jato plano (XR 110.02) com espacamento de 0,50

m.
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Amostragem do solo

As amostras de solo foram coletadas em cinco periodos (0 - antes da aplicagao, 7, 14,
28 e 58 dias apos a aplicacdo do herbicida - DAA). Para cada periodo, foram coletadas
aleatoriamente nove subamostras de solo de cada parcela na camada superficial do solo (0 a 5
cm - onde a atividade biologica ¢ mais intensa (LANGE et al., 2015) com auxilio de uma pa.
Essas subamostras foram misturadas e homogeneizadas, obtendo-se uma amostra composta,
que foi dividida em quatro partes para as analises enzimatica, carbono da biomassa microbiana
(CBM), respiragdo basal do solo (RBS), aménio (N-NH4") e nitrato (N-NOj3’). As amostras
foram colocadas em sacos plasticos e transportadas para o laboratorio em caixas térmicas com
gelo, onde foram peneiradas (2 mm) e armazenadas na geladeira até serem analisadas. O teor

de humidade de cada amostra foi determinado através da secagem em estufa de 3 g de solo a

110 °C durante 48 h.

Atividade enzimatica do solo

As atividades das enzimas a-glucosidase (EC. 3.2.1.20), B-glucosidase (EC 3.2.1.21),
fosfatase acida (EC 3.1.3.2), glicina aminopeptidase (EC 3.4.11.1) e arilsulfatase (EC 3.1.6.1)
foram avaliadas como indicadores da atividade bioldgica e da qualidade do solo.

As enzimas, com exce¢do da arilsulfatase, foram analisadas como adaptacdes nos
protocolos propostos por e Allison e Vitousek (2005) e Jackson et al. (2013) para que a analise
fosse feita em microplacas, o que permite a andlise de muitas amostras em curto espaco de
tempo e com custo mais reduzido. Uma quantidade de 0,3 g de solo foi pesada e homogeneizada
em 2.000 pL de tampao acetato de s6dio S0 mM pH 5,0. Em seguida, 400 puL desse extrato
foram transferidos para cinco microtubos, nos quais 400 pL. de substratos corresponderam as
respectivas enzimas (material suplementar) foi adicionado (um tubo por enzima). O quinto tubo
(branco da amostra) recebeu 400 pL de tampao acetato de sodio. Para o branco do substrato,
foram utilizados 400 uL. de tampao acetato de sddio e 400 pL do substrato. Os microtubos foram
incubados por 1 h a 40 °C e depois centrifugados a 3.000 x g por 5 min. Em uma microplaca
de 96 pogos, foram adicionados 10 uL. de NaOH 1M em cada pogo e, em triplicata, adicionou-
se 220 pL do sobrenadante da amostra. A atividade enzimatica foi medida por
espectrofotometria a 410 nm.

A atividade da arilsulfatase (EC 3.1.6.1) foi medida utilizando o método de Whalen e
Warman (1996) com as seguintes modificagdes. Inicialmente, 40 puL de tolueno foram
adicionados a 0,3 g de solo (massa seca) e agitados durante uma hora a 20 °C. Em seguida,

foram adicionados 1.200 pL de tampao acetato de sdédio 0,5M pH 5,8, e o solo foi
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homogeneizado. Em seguida, 600 uL do extrato foram transferidos para um microtubo (branco
da amostra), e os 600 uL restantes receberam 150 uL. de p-nitrofenil sulfato 4,7 mM. Para o
branco de substrato, utilizou-se 600 pL. de tampao acetato de sdédio e 150 puL do substrato. Os
microtubos foram incubados por 1 h a 37 °C. As amostras foram colocadas em contato com
gelo por 5 min e depois centrifugadas a 11.000 % g por cinco minutos. Em uma microplaca de
96 pocos, foram adicionados 100 uLL de NaOH 0,5 M nos pogos e, em triplicata, foram
adicionados 200 puL. do sobrenadante das amostras. A atividade enzimdtica foi mensurada a
partir da leitura por espectrofotometria a 400 nm.

A quantificagdo da atividade enzimatica foi feita por comparagdo com uma curva
padrao, com diferentes concentragcdes de p-nitrofenol. A atividade enzimatica foi expressa em

nmol pNP mg™! solo seco h™'.

Teores de nitrogénio inorgdnico

Uma quantidade de 4 g de solo foi misturada com 40 mL de KCI 1 M. A mistura foi
agitada durante duas horas a 100 rpm e decantada. Apds a decantagao, 30 mL do extrato foram
filtrados. Os valores de N-NH4" e N-NOj3™ foram obtidos pelo método de Bremner ¢ Keeney
(1966), que consiste em trés etapas. A primeira compreende as extragdes de N-NHs" ¢ N-NOs”
, a segunda proporciona a destilagdao por arraste de vapor e a ultima etapa realiza a titulagao
(BREMNER; KEENEY, 1966; CANTARELLA; TRIVELIN, 2001). Os valores de N-NH4" e
N-NOs3™ foram somados para estimar a disponibilidade imediata de nitrogénio, divididos pelo

valor estimado de nitrogénio para obter NHs* (%) e NOs™ (%), e expressos em mg Kg™!' de solo.

Biomassa e taxas de respiragdo microbiana

A determinagdo do carbono da biomassa microbiana (CBM) seguiu as modifica¢des
propostas por Knupp e Ferreira (2011) do protocolo proposto por Vance et al. (1987). Essa
técnica consiste na quantificagdo do carbono apos a digestao por irradiagdo. Foi utilizada uma
quantidade de 20 g de solo, irradiando 10 g e ndo irradiando 10 g. Ambos receberam 30 mL de
solugdo extratora de KoSO4 0,5 M, seguido de agitacdo a 100 rpm por 68 min e decantacdo. O
extrato resultante foi filtrado, e para o processo de digestdo foi utilizado uma solucgao
sulfocromica a 100 °C por 30 min. Apos a digestdo, a solugdo foi resfriada até 25 °C, ¢ a
absorbancia foi medida a 600 nm. A concentra¢ao de carbono da biomassa foi expressa em mg
kg! de solo.

A respiracdo basal do solo (RBS) foi determinada utilizando-se as modificacdes
propostas por Silva et al. (2007) do protocolo proposto por (JENKINSON; POWLSON, 1976).

Uma quantidade de 50 g de solo de cada amostra foi incubada a 25 °C por sete dias em frascos
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de vidro hermeticamente fechados contendo 10 mL de solu¢do de NaOH 1M para capturar o
CO; liberado pelas amostras. Apds a incubagao, foi adicionado BaClz 10% (m:v) para precipitar
o carbonato de sodio formado durante a incubacdo e o excesso de NaOH foi determinado por
titulagdo com solugdo de HCI1 0,5 N, usando fenolftaleina 1% (m:v) como indicador. A RBS foi

apresentada como média por hora, e 0 gCO> do solo foi calculado dividindo a RBS pelo CBM.

Anadlise dos dados

A analise estatistica ANOVA mista de duas vias avaliou as diferencas potencialmente
significativas nas variaveis de resposta entre as parcelas tratadas com herbicidas e as parcelas
de controlo e se as diferencgas persistiam ao longo do tempo. Esta analise permitiu comparagdes
médias de grupos classificados por duas variaveis categoricas independentes: um fator entre
sujeitos (grupo tratado vs. grupo de controlo) e um fator dentro dos sujeitos (tempo). A
confiabilidade dos resultados foi garantida através da verificagdo dos pressupostos relevantes,
incluindo outliers significativos, normalidade, homogeneidade das variancias e covariancias e
esfericidade. Por vezes, apenas a esfericidade foi violada, mas nesses casos foi utilizada a
corre¢do de Greenhouse-Geisser. No caso de uma interagcdo bidirecional significativa, a
interagdo foi decomposta em efeitos principais simples e comparacdes simples entre pares. Os
efeitos principais foram interpretados com uma ANOVA unidirecional da primeira variavel
independente em cada nivel da segunda varidvel independente, utilizando a correcao de
Bonferroni. As comparagdes simples emparelhadas utilizaram o teste t entre os niveis de
tratamento, com correcao de Bonferroni. No entanto, a ANOVA unidirecional ¢ o teste t
emparelhado forneceram valores de p iguais, uma vez que havia apenas dois tratamentos (dois
niveis); por conseguinte, foi considerado o valor da ANOVA unidirecional.

Para uma interacdo bidirecional ndo significativa, em que ndo houve interacdo, os
efeitos principais para cada uma das duas varidveis (grupo e tempo) foram avaliados por meio
de teste t pareado com corre¢do de Bonferroni. No entanto, ¢ apresentado apenas a comparagao
entre os tempos 0 e 58 dias. Os resultados completos podem ser visualizados Apéndice C.

Foi realizado também uma andlise de varidncia multivariada (PERMANOVA) e uma
analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) para avaliar a semelhanga
entre os tratamentos de acordo com as varidveis de resposta. A PERMANOVA foi utilizada para
determinar diferencas potencialmente significativas na composi¢cdo global das varidveis de
resposta entre tratamentos e tempos. Para a analises as variaveis respostas foram padronizadas
pelo método standardize do comando decostand. A PERMANOVA foi realizada considerando

os fatores tratamento e fase, e utilizando 999 permutagdes com distancia Euclidiana. A nMDS
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foi utilizada para mostrar padrdes e possiveis agrupamentos de tratamentos e tempos com base
nas semelhangas entre os grupos de controlo e tratados.

Todos os procedimentos estatisticos utilizaram o software R (R CORE TEAM, 2022),
versao 4.2.2, e o RStudio, versao 2023.03.0 (RSTUDIO TEAM, 2019). Para a analise estatistica
foi utilizado os pacotes rstatix e vegan. Para a plotagem utilizou os pacotes ggplot2 e ggpubr.

As figuras foram criadas no Adobe Illustrator, versao 24.0.1.

4.3 RESULTADO

A figura 4.3 mostra a variagao temporal das atividades enzimaticas dos microrganismos
do solo tratados com flumioxazina e a testemunha (auséncia de herbicida). Ambas as curvas
apresentaram comportamento semelhante, mas houve algumas oscilagdes entre as curvas ao
longo do tempo. A anélise estatistica revelou que o tempo causou a flutuagdo da atividade das
enzimas a-glucosidase, fosfatase acida e glicina aminopeptidase, indicada pela ANOVA mista
de duas vias (F(1.,97:15,73)= 23,37, p < 0,001; 55’ = 0,71; F1,85:14,79) = 59,75; p < 0,001; 775’ = 0,85;
and F:32 = 92,00; p < 0,001; no° = 0,91, respectivamente) (Figura 4.3a, c-d). Analises post-hoc
indicaram que as variacdes na atividade dessas enzimas entre o tempo inicial (0 d) e o tempo
final (58 d) foram diferentes (p < 0,001). Os resultados sugerem que o tempo foi relevante para
a atividade enzimadtica, mas o tratamento com o herbicida e o grupo de controle comportaram-
se de forma semelhante.

A ANOVA mista de duas vias indicou que o tratamento (F(1.8) = 9,75; p < 0,05; 5’ =
0,30) e o tempo (F;32) = 16,55; p < 0,001; 55° = 0,57) (Figura 4.3b) influenciaram a atividade
da B-glicosidase. A andlise post-hoc mostrou que o tratamento com herbicida diminuiu
significativamente a atividade enzimatica em comparagao com o controlo (p < 0,001). Além
disso, a atividade enzimatica variou significativamente com o tempo (0-58 d, p <0,001).

A arilsulfatase apresentou um efeito de interagdo significativo entre o tratamento e o
tempo (Fa;32) = 6,26; p < 0,001; no° = 0,38) (Figura 4.3¢). A analise post-hoc sugeriu diferengas
significativas entre os tratamentos herbicidas aos 0 (F(1:s) = 63,8; p < 0,001; .’ = 0,89) ¢ 7 dias
(Fa;sy=11,4; p <0,05; 5s° = 0,59).

Os parametros N-NH4", N-NOs", nitrogénio, NH4(%), NO3(%), MBC, SBR, e gCO»
mostraram uma variagdo na magnitude do efeito do tratamento ao longo do tempo, sugerindo
que o efeito do tratamento ndo foi constante durante o estudo (F4;32) = 13,66; p < 0,0001; #,° =
0,60; Fa:32=11,62; p < 0,0001; 5,° = 0,54; Fa;32)= 11,19; p < 0,0001; 14> = 0,55; F4;32) = 34,00;
p < 0,00 1; #5°= 0,76; Fa32) = 34,01; p < 0,0001; 5,° = 0,76; F2.14:17.15 = 11,93; p < 0,001; 74’
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= 0,54; Fu32) = 7,98; p < 0,001; 77g2 = 0,42; e Fues;1341) = 19,57; p < 0,001; 5o = 0,64;

respectivamente) (Figura 4.4-5).

Figura 4.3 — Atividade enzimatica do solo submetido a dois tratamentos (controlo ¢ flumioxazina), variacao ao
longo do tempo (dias). As barras representam o desvio padrdo. a) a-glucosidase. b) p-glucosidase. ¢) fosfatase
acida. d) glicina aminopeptidase. e) arilsulfatase.
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58

A analise post-hoc demonstrou que o tratamento com herbicida alterou os pardmetros

do solo em varios momentos. Para o N-NH4", os tratamentos com e sem herbicida diferiram aos
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0 e 28 dias (Fug) = 269,00 ; p < 0,0001; 2= 0,97 e Fag) = 19,50; p < 0,05; 52 = 0,71,

respectivamente) (Figura 4.4a).

Figura 4.4 — Parametros de atividade do solo dos dois tratamentos (controlo e flumioxazina), variagdo ao longo
do tempo (dias). As barras representam o desvio padrdo. a) Amoénio (N-NH4"). b) Nitrato (N-NOs"). ¢) Nitrogénio

mineral. d) Amoénio (%). e) Nitrato (%). f) Carbono da biomassa microbiana (CBM).
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O N-NOs apresentou diferenca aos dias 28 e 58 apo6s a aplicacdao do herbicida (DAA)
(Fa:) = 17,00; p<0,5; n°= 0,68 € Fi.8) = 13,60; p < 0,5; 5° = 0,63, respectivamente) (Figura
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4.4b). O nitrogénio diferiu aos 0 e 28 dias (F1;8)= 115,00; p < 0,001; 5" = 0,93 e F1;5) = 25,20;
p <0,01; no°= 0,75, respectivamente) (Figura 4.3c). O NH4 (%) e NO3 (%) diferiram entre o
tratamento com herbicida e o controle, exceto aos 7 € 28 DAA (F1:3) = 2,66; p = 0,70; 5> = 0,25
e F1:8<0,05; p=1; ,°< 0,001 para NHa4 (%); Fa1:8) = 2,66; p = 0,70; 15’ = 0,25 € F(1.8y= 0,007;
p=1;5ns=0,001, para NO; (%)) (Figura 4.4d-e). O CBM apresentou diferencas significativas
entre os grupos aos 14 dias (F(1:8) = 99,80; p < 0,0005; #o°=0,93) e aos 58 DAA (F1,8)=38,80;
p <0,01; o’ = 0,83) (Figura 4.41).

A RBS variou entre os grupos aos 7 DAA (Fa:5) = 15,70; p < 0,05; 5,° = 0,66). Ja o
gCOa, o tratamento teve um efeito aos 0, 14 € 58 DAA (F(1.5) = 20,00; p < 0,05; n,°=0,71; F(1.3)
=237,00; p < 0,0001; 5o’ = 0,97; Fu:s) = 39,80; p < 0,01; 54’ = 0,83, respectivamente) (Figura
4.5a-b).
Figura 4.5 — Parametros de atividade do solo dos dois tratamentos (controlo e flumioxazina), variagdo ao longo

do tempo (dias). As barras representam o desvio padrdo. a) Respira¢do Basal do solo (RBS). b) quociente
metabdlico do solo (¢COy).
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De acordo com a PERMANOVA, a composicao geral dos pardmetros do solo diferiu
entre tratamentos e tempos. O tratamento (F = 37,44; p <0,01) e o tempo (F =27,97; p <0,01)
afetaram significativamente a composi¢do dos pardmetros. Além disso, a interacdo entre o
tratamento e o tempo teve um efeito significativo (F =9,34; p <0,01). A decomposi¢ao da soma
de quadrados revelou que o tratamento explicou 16,52%, o tempo explicou 49,36% e a interagao
desses fatores explicou 17,65% da variagdo total. Mesmo que o tratamento com o herbicida
tendo sido associado a uma variancia menor, o nMDS mostrou uma clara separagao entre os
tratamentos, sugerindo que a aplicacao do herbicida afetou significativamente as caracteristicas
do solo ao longo do tempo, corroborando com a interagdo encontrada na PERMANOVA. O

valor de stress obtido foi de 0,19, o que indica uma visualizagdo confiavel (Figura 4.6).
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Portanto, os resultados da PERMANOVA e do nMDS sugerem que a aplicagcdo de herbicidas

influenciou significativamente os parametros gerais de composi¢ao do solo ao longo do tempo.

Figura 4.6 — Gréfico de escalonamento multidimensional ndo métrico (nMDS) da dissimilaridade na
composi¢@o dos parametros do solo para os grupos de controlo e tratados com herbicida. Os pontos coloridos
representam cada amostra de solo num determinado momento, com as diferentes formas (circulos = controlo,
tridangulos = tratamento com herbicida) a representar os grupos. As escalas nos eixos X e Y ndo tém unidades
e representam a distancia euclidiana entre as amostras. Quanto mais préximos os pontos estiverem uns dos
outros, mais semelhantes sdo os pardmetros do solo no intervalo de tempo.
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44 DISCUSSAO

Especialistas ambientais estdo preocupados com os efeitos dos pesticidas no solo,
defendendo a consideragao da biodiversidade ¢ da satde do solo ao avaliar os riscos ambientais
dos pesticidas e salientam que a contaminacao do solo por pesticidas deve ser vista como parte
do contexto mais vasto do declinio da biodiversidade em todo o mundo (TOSTADO et al.,
2022). Refletindo estas preocupagdes, o nosso estudo centrou-se na avaliagdo dos efeitos a curto
prazo da aplicagao de um herbicida, cujo ingrediente ativo ¢ a flumioxazina, na microbiota do
solo. Diferentes parametros avaliaram o efeito do herbicida na atividade microbiana do solo,
tais como as atividades enzimaticas extracelulares, o carbono da biomassa microbiana, a
respiragao basal do solo e as taxas de amonio e nitrato. Os resultados mostram que o herbicida
a base de flumioxazina tem efeitos significativos em certos parametros, embora o tempo tenha
desempenhado um papel dominante, e as interagdes entre o tempo € o tratamento mostram uma

dindmica complexa dependente do tempo.
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Focando nas respostas enzimaticas, observamos que a B-glicosidase, uma importante
enzima extracelular utilizada como indicador da qualidade do solo, apresentou alteracao em sua
atividade em resposta a aplicagdo do herbicida. A arilsulfatase, por outro lado, embora nao tenha
respondido ao tratamento, apresentou uma interacao significativa entre o tratamento e o tempo,
indicando que a sua atividade foi influenciada por outros fatores que ndo o tratamento com o
herbicida. Isto indica que os efeitos da flumioxazina ndo sdo estaticos, mas variam ao longo do
tempo. Esta variacdo pode ser devido a fatores como disponibilidade do herbicida no solo,
afetada pela precipitacdo e pela temperatura. Considerando sua sensibilidade ambiental, essas
enzimas tém sido incluidas em avaliagdes de rotina por laboratdrios de andlise de solo para
caracterizar a fertilidade integral do solo (MENDES et al., 2019; MENDES et al., 2021;
SANTOS et al., 2022). A B-glicosidase ¢ essencial na decomposicdo dos componentes
celulésicos vegetais e na mineralizagdo do carbono no solo (EIVAZI; TABATABALI, 1988),
atuando na etapa final da decomposicao da celulose (ADETUNII et al., 2017). A arilsulfatase
realiza a hidrolise de ésteres de sulfato no solo, participando do ciclo do enxofre (KERTESZ;
MIRLEAU, 2004). Portanto, a redugdo da atividade dessa enzima indica menor obten¢do de
enxofre, um macronutriente essencial para o crescimento das plantas.

Além destas enzimas, avalidmos também a a-glucosidase, a fosfatase 4cida e a glicina
aminopeptidase, cujas atividades ndo revelaram diferencgas significativas entre os grupos
controle e tratado com o herbicida. Para estas enzimas, o tempo provou ser um fator dominante
na varia¢io enzimatica, como demonstrado pelos valores elevados de n>. Portanto, os fatores
sazonais podem desempenhar um papel critico nas fungdes bioquimicas do solo. E importante
notar que a interpretagdo dos resultados da atividade enzimatica do solo apos a adi¢ao de
pesticidas ¢ complexa devido aos multiplos efeitos diretos e indiretos e a influéncia de varios
fatores ambientais (RIAH et al., 2014). As propriedades dos pesticidas e do solo, as
concentragdes de pesticidas e as adaptagdes dos microrganismos podem influenciar os impactos
dos pesticidas nos microrganismos do solo (YU et al., 2006; IMFELD; VUILLEUMIER, 2012).
As bactérias e os fungos do solo podem ter uma resposta adaptativa que envolve a capacidade
de degradar pesticidas e/ou a tolerancia geral da comunidade a produtos quimicos toxicos
(IMFELD; VUILLEUMIER, 2012). Isso pode explicar por que a aplicacdo de herbicida nao
afetou as atividades das enzimas a-glicosidase, fosfatase acida e glicina aminopeptidase.

Estudos que analisam os efeitos de herbicidas sobre as enzimas do solo tém apresentado
resultados variados (RIAH et al., 2014). Especificamente em relagdo a flumioxazina, uma
investigacdo em condi¢des laboratoriais mostrou que este herbicida alterou a atividade

enzimdtica do solo num curto periodo, que foi recuperada ao longo do tempo (PERTILE ef al.,



147

2020). Embora as enzimas do solo sejam relevantes na avaliacdo da qualidade do solo e na
detecao de desequilibrios nos ciclos biogeoquimicos (IMFELD; VUILLEUMIER, 2012; LEE
et al.,2020; MICUTI et al., 2020), as avaliacdes da qualidade do solo ndo podem ser baseadas
apenas na atividade enzimatica (ADETUNII et al., 2017), necessitando de outros parametros
para uma avaliagdo abrangente e precisa.

Entre estes parAmetros, as taxas de N-NH4" ¢ N-NOs™ estdo relacionadas com o ciclo do
nitrogénio (N), os processos bioldgicos no solo € a disponibilidade de nutrientes. O N-NH4" e
0 N-NOs™ sdao formas de N encontradas no solo resultantes da transformagao do N atmosférico
(N2) por bactérias fixadoras ou da decomposicdo da matéria organica por bactérias
amonificadoras ou nitrificadoras. Estas formas de N podem ser absorvidas pelas plantas e
perdidas por lixiviacdo, volatilizacdo ou desnitrificagdo (STEIN; KLOTZ, 2016; ACZEL,
2019).

Neste estudo, observou-se que o herbicida aumentou significativamente os teores de N,
N-NH4", e NH4 (%) nos primeiros dias ap0s a aplicagdo, em compara¢do com o grupo controle.
No entanto, a dindmica destes parametros variou ao longo do tempo entre os tratamentos.
Inversamente, no inicio do experimento, os valores de N-NO3™ eram préximos dos do controle,
mas os valores foram mais elevados no final do experimento em comparagdo com o controle.
O NOs (%) diminuiu significativamente em comparacdo com o grupo controle, diferindo
também na dindmica entre tratamentos ao longo do tempo. Estas variagdes podem refletir o
estresse induzido pelo herbicida no microbiota do solo, que afeta a respiracdo basal e a biomassa
microbiana. Este estresse pode ter consequéncias na capacidade dos microrganismos para
metabolizar nutrientes, influenciando os processos bioldgicos do solo e a disponibilidade de
nutrientes essenciais.

Estes resultados obtidos para o ciclo do N diferem de alguns estudos que encontram
efeitos negativos dos herbicidas. A literatura relata que os herbicidas glifosato e paraquat
prejudicam a simbiose das plantas com bactérias fixadoras de nutrientes, reduzindo os niveis
de nitrogénio no solo e, consequentemente, o crescimento das plantas (MOHAMED et al.,
2021). Outro experimento utilizando atrazina e glifosato mostrou uma redugdo nas taxas de
nitrificagdo e desnitrificagdao do solo (ZHANG et al., 2018).

O CBM, a RBS e 0 gCO; sdo outros parametros que indicam a atividade microbiana. O
CBM ¢ a quantidade de carbono organico nos organismos do solo, ¢ as alteragdes do solo podem
afetar significativamente o seu valor. RBS ¢ a taxa de libertacdo de CO: pelos microrganismos
do solo durante a respirag¢do celular, refletindo o seu metabolismo e atividade. Finalmente,

qCO; ¢ arazdo entre RBS e CBM, expressando a eficiéncia metabolica dos microrganismos do
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solo. O nosso estudo observou um aumento da CBM apds 7 DAA, enquanto a RBS aumentou
significativamente entre 0 ¢ 14 DAA em comparag¢dao com o grupo de controle. No entanto, aos
14 DAA, a RBS diminuiu tanto no grupo tratado com herbicida como no grupo controle. O
qCO; aumentou em ambos 0s grupos, mas apresentou uma redugdo apés os 7 DAA no solo
tratado e apds os 14 DAA no controle, convergindo ambos para valores semelhantes no final
do experimento (Figura 4.5b).

A redugdo subsequente seguida de um aumento da CBM pode refletir uma resposta
inicial da comunidade microbiana ao estresse causado pelo herbicida, tentando metabolizar ou
adaptar-se ao mesmo. Esse comportamento ¢ semelhante ao observado com o glifosato e o
sulfossulfuron, onde um aumento na disponibilidade de nutrientes pode estimular inicialmente
o crescimento e a proliferacdo microbiana (MOLLAEE ef al., 2021). No final do experimento,
a proximidade dos valores de CBM entre o solo tratado e o controle sugere que a comunidade
microbiana pode ter desenvolvido mecanismos de resisténcia ou degradagdo do herbicida, ou
que o efeito do herbicida diminuiu, possivelmente devido a lixiviagao.

O aumento da RBS pode indicar uma tentativa de adaptacdo da biomassa microbiana do
solo para metabolizar o herbicida (PERTILE et al., 2020). Valores elevados de gCO» indicam
maior consumo de energia pelos microrganismos para manter suas fungdes vitais, causando
perda de carbono por respiragdo ou exsudacdo do solo. Esta perda resulta numa menor
conversao de carbono em biomassa microbiana, diminuindo assim o potencial de sequestro de
carbono (ASHRAF; WAQAS; RAHMAN, 2022). Um estudo anterior realizado em condigdes
laboratoriais registou uma redu¢cdo da CBM e um aumento do gCO; apods a aplicacdo de um
herbicida com flumioxazina (PERTILE et al., 2020).

Ha discussodes sobre a realizagdo adequada de experimentos para avaliar os efeitos dos
pesticidas na microbiota do solo. Uma das limitacdes ¢ que a maioria dos estudos ¢ realizada
em microcosmos, ndo refletindo as condigdes ambientais reais. Logo, os experimentos
realizados em campo podem ser mais adequados, uma vez que podem representar o
comportamento e a interagdo real dos pesticidas na microbiota do solo (RIAH ez al., 2014).

Por outro lado, a complexidade de compreensdo e interpretagdo das respostas a
aplicagdo de pesticidas no campo também gera limitagdes para essa metodologia, considerando
os diferentes fatores ambientais que influenciam essas respostas (RIAH et al., 2014). Assim, os
indicadores microbianos tém sido cada vez mais criticados por sua dificil interpretagdo e por
serem fortemente afetados por alteragcdes ambientais ou propriedades fisico-quimicas do solo

(IMFELD; VUILLEUMIER, 2012).
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Diante dessas questdes, o delineamento experimental e andlise de dados em nosso
experimento foi pensado para superar essas limitagdes. Além de analisar cada variavel resposta
individualmente e o possivel efeito do herbicida sobre elas, também utilizamos uma analise
multivariada que considerou a dissimilaridade entre os grupos. Esta técnica é conveniente para
analisar padrdes multivariados complexos em que diferentes varidveis resposta podem estar
interligadas e afetar os resultados. Ainda, ¢ possivel identificar padrdes significativos, mesmo
quando as respostas individuais podem ser ambiguas ou ndo conclusivas. Por meio da analise
de dissimilaridade, foi possivel comparar os grupos, uma vez que o grupo controle estava sujeito
as mesmas condigdes ambientais que o grupo tratado com o herbicida.

Os resultados da PERMANOVA mostram um efeito do tratamento, do tempo e da
interacdo tratamento-tempo (p < 0,001 para todos), corroborando os resultados da ANOVA
mista de duas vias que indicam diferencas substanciais induzidas pelas mudangas de tratamento
e de tempo. Embora o herbicida a base de flumioxazina tenha tido um impacto significativo no
solo, as mudangas ao longo do tempo foram mais decisivas na variagdo das variaveis estudadas.
A representagdo do nMDS mostra também esta resposta. O grafico nMDS (Figura 4.6) mostra
a separacdo entre o grupo controle e o grupo tratado ao longo do tempo, demonstrando a
influéncia significativa do herbicida nas caracteristicas do solo. Esta separacdo indica
diferengas na composi¢ao dos parametros entre os tratamentos ao longo do tempo. Vale ressaltar
que antes da aplicagcdo do herbicida (dia 0), os dois tratamentos apresentavam diferencas nas
composi¢des dos parametros. Apds os 7 DAA, a composi¢do passou a ser semelhante, voltando

a ser diferente aos 14 DAA.

45 CONCLUSAO

Este estudo avaliou, no campo, os efeitos de um herbicida a base de flumioxazina
(Sumysoia®, Sumitomo) sobre a atividade microbiana do solo, focando em parametros como a
atividade enzimatica, a RBS, o CBM e a dindmica dos nutrientes. Os resultados revelam uma
interacao complexa entre o tempo € o tratamento com o herbicida avaliado, demonstrando que
os efeitos do herbicida variam significativamente ao longo do tempo e sdo fortemente
influenciados pelas condi¢des ambientais. As atividades da enzima [-glucosidase foram
significativamente reduzidas pelo tratamento com herbicida. Foi também observada uma
variacdo significativa nos niveis de N, N-NH4" ¢ N-NO3", bem como nas medi¢des do CBM, da
RBS e do gCO:s,. Estas alteragdes indicam uma interagdo complexa e dependente do tempo entre

o tratamento com flumioxazina e a dinamica bioquimica do solo.
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Estes resultados evidenciam a complexidade das respostas ambientais & aplicagdo de
pesticidas e reforcam a necessidade de considerar tanto os efeitos diretos como os interativos
nos estudos de impacto ambiental. Além disso, os resultados destacam a complexidade da
interpretacdo dos efeitos dos produtos quimicos no ambiente, enfatizando a importancia de
estudos a longo prazo que incorporem andlises temporais € sazonais para uma compreensao
mais completa. Por outro lado, a capacidade de resposta rapida dos parametros avaliados aos
impactos permite a sua utilizacdo em estudos de monitoramento destinados a compreender
melhor a dindmica do solo e as respostas ecologicas a aplicacdo de pesticidas, sobretudo em
sistemas agricolas que dependem fortemente de produtos quimicos para a gestdo de pragas.
Assim, ¢ possivel identificar problemas e procurar melhores praticas de gestdo do solo,
plantagdo e controlo de pragas antes que a qualidade do solo se deteriore, causando degradacao

e infertilidade.
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Resumo — O uso de pesticidas na agricultura levanta preocupacdes sobre seus impactos nos
ecossistemas do solo. Embora o fluopiram seja um fungicida e nematicida eficaz, ainda ha
lacunas a respeito do seu efeito no solo. Este estudo investigou os efeitos de um pesticida a base
de fluopiram na satide e qualidade do solo usando como paradmetros: a atividade enzimatica;
niveis de aménio (N-NH4"), nitrato (N-NOs"), nitrogénio mineral; o carbono da biomassa
microbiana (CBM); a respiracao basal do solo (SBR) e o quociente metabolico (¢CO.). Para
isto, o solo, classificado como latossolo vermelho distréfico, foi tratado com a dose
recomendada do pesticida para uso em campo, e as avaliacdes do efeito foram conduzidas em
laboratorio em intervalos de tempo definidos. Os resultados indicam que houve alteragdes,
porém temporarias, nos parametros analisados em resposta a aplicagcdo do pesticida. As enzimas
a-glucosidase, B-glucosidase, fosfatase dcida, o CBM e gCO» foram sensiveis ao tratamento e
evidenciaram o efeito do pesticida no solo. Efeitos mais pronunciados foram observados
imediatamente ap6s aplicacdo (24 h), embora os efeitos tenham se normalizado, ficando similar
ao controle negativo, principalmente ao final do experimento, em 60 dias. Essa recuperagdo
pode mascarar alteragdes na estrutura e funcionalidade da comunidade microbiana. Além disso,
os resultados mostram um efeito agudo do pesticida sobre o solo. Ao longo do tempo, ndo foi
possivel avaliar se o impacto nos parametros avaliados se prolonga. Esses achados destacam a
necessidade de um monitoramento continuo dos efeitos dos pesticidas, considerando a

variabilidade temporal, para uma avaliacdo abrangente de seu impacto.

Palavras-chave: atividade enzimatica, ecotoxicologia, impacto ambiental, microbiota do solo,

saude do solo

5.1 INTRODUCAO
O uso de pesticidas na agricultura ¢ uma pratica comum para o controle de pragas e

doengas, e ¢ essencial para garantir alta produtividade e a qualidade das culturas (TOSTADO
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et al., 2022). No entanto, o impacto dos pesticidas na satide do solo ¢ um problema que tem
levantado preocupacdes ambientais € requer monitoramento constante (WOLEJKO et al.,
2020). O solo ¢ um componente fundamental dos ecossistemas terrestres € desempenha varios
servigos ecossistémicos. Destes servigos, muitos sdo desempenhados pelos microrganismos do
solo, tais como a ciclagem de nutrientes, a decomposi¢do da matéria organica e a manutengao
da satde do solo (PEREIRA et al., 2018; ANIKWE; IFE, 2023). Assim, o uso de pesticidas
pode perturbar a estrutura e a fungdo das comunidades microbianas do solo, afetando
diretamente seus servicos ¢ sua saude (PEREIRA et al., 2018; BAWEJA; KUMAR; KUMAR,
2020).

O fluopiram ¢ um ingrediente ativo utilizado na formulacdo de pesticidas, possui
atividade fungicida e nematicida. Seu principal mecanismo ¢ a inibicdo da succinato
desidrogenase, ou seja, inibicdo da respiracdo mitocondrial (LEWIS et al., 2016). Dados da
literatura sugerem que o fluopiram possa ter efeitos prejudiciais sobre a biomassa e a
diversidade microbiana do solo por causar alteragdes na estrutura da comunidade microbiana e
apresentar riscos ambientais devido a sua persisténcia e mobilidade no solo (ZHANG et al.,
2014; RATHOD et al., 2022). A meia vida do fluopiram ¢ de 64,2 a 93,6 dias, fazendo com que
ele tenha uma degradacdo lenta no solo (ZHANG et al., 2014; SANTISIMA-TRINIDAD et al.,
2018). Apesar de ja se ter informagdes a respeito do fluopiram, ainda sd@o necessarios mais
estudos sobre seu impacto nas propriedades do solo, a fim de determinar os efeitos
ecotoxicoldgicos e as consequéncias para a saude do solo (RATHOD et al., 2022). Dessa
maneira, a combinagdo de indicadores quimicos e biologicos do solo ¢ considerado uma
abordagem eficiente para avaliar a qualidade de solos (MENDES et al., 2021). O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito do fluopiram (Verango® Prime - Bayer CropScience) na qualidade
solo, por meio de experimentos em laboratdrio com o uso desses indicadores. A hipdtese deste
trabalho € que a exposi¢do ao pesticida a base de fluopiram podera causar impactos mensuraveis
no metabolismo microbiano no do solo, com reflexos na atividade enzimatica. Espera-se
também que estes efeitos mudem ao longo do tempo, indicando uma resposta dinamica do solo

a aplicagdo do pesticida.

5.2 METODOLOGIA
Arranjo experimental

Para avaliar os efeitos do pesticida a base de fluopiram nos parametros bioquimicos e
bioldgicos do solo, foi utilizado solo latossolo vermelho distréfico obtido de uma area sem

histérico de impacto antropico. Os parametros referentes a andlise do solo estdo na Tabela 5.1.
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Antes do experimento, o solo foi peneirado em tamis de 2 mm. Em cada frasco schott de 250
mL foram adicionados 250 g de solo, sendo 50 g para analise enzimatica, 50 g para andlise do
teor de nitrogénio inorganico ¢ 150 g para biomassa e taxas de respiragcdo microbiana (Figura

5.1).

Figura 5.1 — Esquema experimental para avaliagdo dos efeitos do pesticida a base de fluopiram nos parametros
do solo ao longo do tempo. O arranjo experimental inclui a aplicagdo do pesticida apos o tempo 0, com coletas de
amostras de solo realizadas nos tempos 0 (antes da aplicagdo), 1, 7, 15, 30 e 60 dias apds a aplicagdo. Cada ponto
de coleta possui 5 réplicas por tratamento (controle e tratado), e o experimento foi repetido trés vezes, utilizando
diferentes vasos para cada periodo.
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agua destilada
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=
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Fonte: elaborado pelo autor.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Cada frasco de solo foi
aleatoriamente escolhido para um dos dois tratamentos: controle (sem aplicagdo de pesticida) e
tratado (com aplicagdo de pesticida). As amostras de solo foram coletadas em seis periodos de

avaliacdo: 0 (antes da aplicagdo), 1, 7, 15, 30 e 60 dias apds a aplicagdo do pesticida. Para cada
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tratamento foram utilizados cinco frascos (replicas) e diferentes fracos foram usados para cada

periodo de avaliagdo. O experimento foi realizado em triplicata (Figura 5.1).

Tabela 5.1 — Caracteristicas quimicas e texturais do latossolo vermelho distrofico.

Argila Silte Areia Ca Mg Al H+Al SB
(gKg") (cmolc dm™) (%)
440,00 110,00 450,00 3,5 1,8 0,0 1,7 76,16
K P Zn MO Carbono CT.C pH
——(mg dm™) (g dm™) mmolc dm®  (CaCl,)
50,80 4,60 0,60 22,00 12,76 7,13 5,60

H + Al = acidez potencial; SB = saturagdo de bases; MO = matéria organica; CTC =
capacidade de troca de cations.

Preparo do pesticida

O produto comercial Verango® Prime (Bayer CropScience — contendo 500 gi.a. L™ de
fluopiram) foi aplicado na dose recomendada para a cultura de soja. Para o calculo da aplicagdo,
foi utilizada a é4rea do frasco para determinar exatamente a quantidade de pesticida a ser
aplicado, correspondendo ao volume de calda aplicada no campo (0,5 L ha! do produto em 150
L ha'! de 4gua). Antes de aplicar o pesticida, o solo nos frascos foi umedecido para que nio
retivesse o pesticida. A aplicagdo foi realizada de forma uniforme com uma micropipeta. O
controle recebeu agua destilada na mesma quantidade do pesticida.

Apos aplicacao do pesticida, o solo em cada frasco foi regado até atingir 297 gramas,
correspondendo a capacidade de campo (CC) do solo. Em seguida os frascos foram levados
para BOD a 25 °C. Em cada periodo de amostragem, os frascos referentes ao tempo eram
removidos da BOD para a coleta das amostras de solo. As amostras de solo foram colocadas
em sacos plasticos e armazenadas em geladeira até a anélise, que ocorria na mesma semana. O

teor de umidade de cada amostra foi determinado por secagem em estufa a 110 °C por 48 h.

Atividade enzimatica do solo

As atividades das enzimas a-glucosidase (EC 3.2.1.20), B-glucosidase (EC 3.2.1.21),
fosfatase acida (EC 3.1.3.2), glicina aminopeptidase (EC 3.4.11.1) e arilsulfatase (EC 3.1.6.1)
foram avaliadas como indicadores da atividade bioldgica e da qualidade do solo. A andlise da
atividade enzimatica foi realizada de acordo com a metodologia da pagina 122. A atividade

enzimatica foi expressa em nmol pNP g de solo seco h™!.

Teor de nitrogénio inorgdnico
Para determinar os valores de amonio (N-NH4") e nitrato (N-NO3"), foi adotado o

método de Bremner e Keeney (1966). Os valores de N-NH4" ¢ N-NOj3™ foram somados para
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estimar a disponibilidade de nitrogénio mineral (BREMNER; KEENEY, 1966;
CANTARELLA; TRIVELIN, 2001). Os valores foram expressos em mg Kg™!' de solo.

Biomassa e taxas de respirag¢do microbiana

O carbono da biomassa microbiana (CBM) foi determinado utilizando a metodologia
adaptada de Knupp e Ferreira (2011) do protocolo de Vance et al. (1987). A respiragdo basal do
solo (RBS) foi determinada utilizando as modificagdes propostas por Silva ef al. (2007) ao
protocolo de Jenkinson e Powlson (1976). O quociente metabdlico do solo (gCO») foi calculado
dividindo a SBR pelo MBC. A concentragdo de carbono da biomassa foi expressa em mg kg!

de solo.

Andlise de dados

Todos os dados foram avaliados para os pressupostos dos residuos da ANOVA two-way.
Para todas as varidveis houve violagdo dos pressupostos, mesmo apos a transformacao log.
Dessa maneira foi realizado uma ANOVA por ranks (4ligned ranks transformation ANOVA —
ART ANOVA), que ¢ uma abordagem ndo paramétrica adequada para detectar efeitos principais
e interagdes em dados que violam os pressupostos da ANOVA two-way (WOBBROCK et al.,
2011). Os dados foram alinhados e ordenados usando a funcao art do pacote ARTool (KAY et
al., 2021). Ap6s ajustar o modelo ART para as varidveis respostas, foi executado a fungdo
anova. Comparagdes post-hoc foram realizadas utilizando a fun¢do art.con do ARTool, que
aplica o procedimento ART-C (Contrastes de Transforma¢do Alinhada por Ranks). Este
procedimento garante que os dados sejam corretamente alinhados e ordenados para permitir
testes de contrastes precisos, evitando a inflagdo das taxas de erro tipo I (ELKIN et al., 2021).
As comparagdes post-hoc foram ajustadas pelo método de Bonferroni para corre¢do de
multiplos testes.

Para avaliar os efeitos da aplicagdo do fluopiram nas variaveis de resposta ao longo do
tempo foi utilizado o método de Curvas de Resposta Principal (CRP) (VAN DEN BRINK;
BRAAK, 1999). A CRP ¢ uma técnica multivariada que reduz a dimensionalidade dos dados,
permitindo a visualizagdo das mudangas na atividade do solo em resposta ao tratamento. Para
a analise os dados foram logaritmizados (log10) para que todos fossem igualmente importantes
na andlise. Para analise foi utilizado a funcdo prc, considerando tratamento e tempo como
varidveis explicativas, do pacote vegan (OKSANEN et al., 2022). A significancia estatistica do
modelo, dos eixos canodnicos e das varidveis explicativas foram avaliadas usando a fungao

anova.cca, do pacote vegan, com 999 permutacdes.
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A andlise de CRP ¢ utilizada tradicionalmente para dados de observagdes repetidas,
porém utilizamos essa metodologia, pois apesar da independéncia temporal das observagdes,
ha uma dependéncia estrutural na nossa metodologia. No experimento, o latossolo vermelho
distrofico utilizado para os tratamentos e tempos foi proveniente do mesmo local. Isso garante
a homogeneidade da composi¢do quimica, biologica e fisica do solo. Logo, ha base comum
para todas as observagdes, introduzindo uma dependéncia estrutural que justifica o uso da PRC.
Apesar se termos utilizado a ART ANOVA como alternativa ndo paramétrica da ANOVA two-
way, a ART ANOVA ¢ uma técnica robusta que permite andlises ndo paramétricas em
experimentos fatoriais, incluindo aqueles com medidas repetidas, logo nao fica conflitante com
a analise CRP (WOBBROCK et al., 2011).

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados no software RStudio, versao 2024.04.1
(POSIT TEAM, 2024). As figuras foram criadas no Adobe Illustrator, versao 24.0.1

(www.adobe.com/products/illustrator).

5.3 RESULTADOS

A analise do solo revelou que atividade da a-glicosidase foi afetada pelo tratamento
(Fa,168) = 8,62; p < 0,01; n,> = 0,08) e pelo tempo (Fs,168) = 15,18; p < 0,001; 7, = 0,49), com
uma interagao significativa entre ambos (Fs,168) = 12,48; p <0,001; 5,?= 0,43). Esses resultados
sugerem que o tempo desempenha um papel crucial na variagdo da atividade da a-glicosidase,
sendo o impacto do tratamento mais evidente em certos momentos, como aos 7 dias (redugao)
e aos 30 dias (aumento) apos a aplicacao (p < 0,05) (Figura 5.2a). Ja para a atividade da f-
glicosidase também houve efeitos do tratamento (F(1,168) = 54,75; p < 0,001; 4° = 0,33), tempo
(Fs,168) = 12,95; p < 0,001; #¢? = 0,37), e interagdo (Fs,168) = 9,47; p < 0,001; 7n¢° = 0,30). O
efeito da aplicagdo do pesticida na B-glicosidase foi mais distinto nos dias 7, 15 e 30 (p < 0,05)
onde houve o aumento da atividade. Porém, ambas as enzimas, em 60 dias, tiveram resultado
semelhante ao controle (p > 0,05) (Figura 5.2b).

Para a fosfatase acida, o tratamento (F(1,168) = 20,69; p < 0,001; 74° = 0,15), o tempo
(Fs,168) = 28,07; p < 0,001; #o° = 0,62) e sua interacdo (Fs,168) = 6,91; p < 0,001; #4° = 0,23)
foram significativos. Os resultados dos contrastes post-hoc para a interacdo indicam que a
atividade da fosfatase acida foi maior nos dias 7 € 30 (p < 0,05). Aos 60 dias, o tratamento com
o pesticida ndo foi diferente do controle, sugerindo uma recuperagdo da atividade da fosfatase

acida ao nivel do controle (p > 0,05) (Figura 5.2¢).
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Figura 5.2 — Atividade de parametros do solo de dois tratamentos (controle e tratado com pesticida a base de
fluopiram) e variag@o ao longo do tempo (dias). As barras representam o desvio padrao. As letras de significancia
indicam diferengas estatisticamente significativas: letras sobre as barras representam diferengas significativas para
as interagdes (tratamento e tempo).
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Fonte: elaborado pelo autor.

A atividade da glicina aminopeptidase foi influenciada pelo tratamento (F(1,168) = 26,77;
p < 0,001; 5?2 = 0,12), pelo tempo (Fs,168) = 88,96; p < 0,001; 7o? = 0,62) e pela interacdo
tratamento-tempo (Fs,163) = 15,09; p < 0,001; > = 0,26). As comparagdes subsequentes

mostraram que, no tempo 0, a atividade da glicina aminopeptidase foi maior no grupo tratado
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com pesticida comparado ao controle (p < 0,05), indicando diferengas iniciais entre as
condi¢gdes. No entanto, apds a aplicagdo do tratamento, a atividade foi reduzida no grupo
pesticida em comparagdo ao controle no dia 1 (p <0,05). Apos o dia 1, a atividade do controle
reduziu enquanto a do grupo pesticida permaneceu estdvel. Nos dias 30 e 60, ndo houve
diferenca na atividade da glicina aminopeptidase entre os grupos pesticida e controle (p > 0,05)
(Figura 5.2d).

A arilsulfatase também foi afetada pelo tratamento (F(1,168) = 4,62; p < 0,05; %= 0,04),
pelo tempo (Fs,168) = 45,68; p < 0,001; 1, = 0,84) e pela interagdo tratamento-tempo (F(s,168) =
3,09; p <0,05; n,°=0,12). Andlises adicionais mostraram que a atividade da arilsulfatase variou
significativamente ao longo do tempo dentro dos tratamentos, e que as diferengas entre os
tratamentos se acentuaram em momentos especificos. A redugdo na atividade enzimatica foi
observada em ambos os grupos do tempo 0 para o tempo 1, e essa reducdo se manteve estavel
ao longo dos tempos subsequentes (Figura 5.2e).

Para o parimetro N-NH4", o tratamento mostrou significAncia (Fi168) = 13,11; p <
0,001; no” = 0,07) e o tempo foi um fator extremamente significativo (Fs,168) = 305,12; p <
0,001; #5°= 0,89). As medias gerais do controle e grupo tratado com pesticida foram diferentes
(p < 0,05). Para o tempo, as maiores variagdes ocorreram ao longo do tempo, especialmente
aos 60 dias ap06s a aplicagdo (Figura 5.3a). J4 para o N-NO3™ houve efeito do tratamento (F(1,168)
=21,94; p<0,001; n,’=0,10), do tempo (Fs,168) =450,71; p <0,001; 5.> = 0,83) e da interacao
entre ambos (Fs,168) = 2,91; p < 0,05; ,°=0,07). No dia 7, houve um aumento na concentragao
de N-NOs°, com médias semelhantes entre os tratamentos. No dia 15, houve uma redugao na
concentracdo de N-NO3z™ em ambos os grupos em comparacao ao dia 7. O controle no dia 15
manteve uma média semelhante ao controle e pesticida no dia 7. O N-NOs™ do pesticida no dia
15 foi semelhante apenas ao valor no dia 7 para o mesmo tratamento (Figura 5.3b).

O nitrogénio mineral foi afetado pelo tratamento (F1,168) = 29,77; p < 0,001; ,°= 0,13)
e pelo tempo (Fs,168) = 381,51; p <0,001; #,? = 0,83). A concentracdo de nitrogénio mineral foi
maior no controle em comparagao ao pesticida (p < 0,05). Ao longo do tempo, a concentragao
de nitrogénio mineral aumentou, sem diferenca entre tempo 0 e tempo 1 (p > 0,05). Houve
aumentos do tempo 0 para os tempos 7, 15, 30 e 60, com as maiores concentragdes observadas

nos tempos 30 e 60 (p < 0,05) (Figura 5.3c).
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Figura 5.3 — Atividade de parametros do solo de dois tratamentos (controle e tratado pesticida a base de fluopiram)
e variagdo ao longo do tempo (dias). As barras representam o desvio padrdo. As letras de significancia indicam
diferencas estatisticamente significativas: letras sobre as barras representam diferengas significativas para as
interacdes (tratamento e tempo) e para os efeitos simples do tempo. Para o efeito simples do tratamento, ndo foram
adicionadas letras de significancia.
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Fonte: elaborado pelo autor.

O carbono da biomassa microbiano (CBM) foi afetado pelo tempo (Fs,168) = 33,57; p <
0,001; ns? = 0,67) e pela interagdo tratamento-tempo (Fs168) = 9,83; p < 0,001; 74° = 0,31). A
atividade de CBM variou ao longo do tempo em ambos os tratamentos. No controle, houve

flutuagdes significativas entre os diferentes dias. No tratamento, com o pesticida também
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ocorreram flutuacdes, mas os padrdes de variacdo, em alguns momentos, foram diferentes em
comparagdo ao controle. Em 60 dias, a concentragdo de CBM foi menor no tratamento com
pesticida em comparagdo ao controle (p < 0,05), mas similar ao controle no tempo 0 (p > 0,05)
(Figura 5.3d).

O tempo (Fs,168) = 111,75; p < 0,001; n,?> = 0,78) e a interagdo entre tratamento-tempo
(Fs,168=9,26; p < 0,001; #o°=0,22) tiveram efeitos na respiragdo basal do solo (RBS). Embora
o teste post-hoc indique que o pesticida tenha mostrado uma diferenca na RBS no dia 1 (p <
0,05), essa diferenca ndo foi consistente ao longo do tempo, com os dois tratamentos
apresentando valores similares na maioria dos periodos (Figura 5.3e).

O quociente metabodlico (gCO») foi afetado pelo tempo (Fs,168) = 51,97; p < 0,001; 742
=0,65) e pela interagdo tratamento-tempo (F(s,168) = 16,53; p < 0,001; 4°= 0,35). Os resultados
da anélise post-hoc mostraram que, inicialmente, ambos os tratamentos apresentaram valores
semelhantes de ¢gCO,. No entanto, ao longo do tempo, foram observadas variacdes
significativas. Em 60 dias, o valor de gCO; foi significativamente menor no controle € maior
no pesticida, indicando uma diferenga entre os tratamentos (p < 0,05) (Figura 5.3¢).

Para determinar a importancia relativa do tempo e da aplicacdo do pesticida a base de
fluopiram, foram examinados os componentes da inércia explicada pela analise de Curvas de
Resposta Principal (CRP) utilizando os dados de log das varidveis respostas, como o tratamento
e o tempo como fatores (Figura 5.4). Do valor de 1,98 da inercia total (variagdo total nas
respostas multivariadas dos dados), 72,76% foram explicados por fatores conhecidos e nao
relacionados ao tratamento, como a variabilidade natural ao longo do tempo (variagdo
condicional). A variagdo diretamente atribuivel ao efeito do pesticida ao longo do tempo
(varia¢dao constrangida) foi de 8,02%, enquanto a variacao residual ou erros (variagdo nao
constrangida) foi de 19,23%.

Os pesos das varidveis (bx) indicam a afinidade de cada varidvel com a resposta
mostrada no diagrama CRP. Varidveis com pesos positivos tendem a diminuir em resposta ao
tratamento, enquanto aquelas com pesos negativos tendem a aumentar em resposta ao
tratamento. Isso ocorre porque um peso positivo indica que a varidvel responde de forma
proporcional ao coeficiente candnico (cz), resultando em uma variagdo total negativa quando
multiplicado pelo tratamento. Os pesos das variaveis foram os seguintes: a-glicosidase (-1,79),
B-glicosidase (1,20), fosfatase acida (1,10), glicina aminopeptidase (0,59), arilsulfatase (-0,25),
N-NH;" (-0,12), N-NOs™ (-0,57), nitrogénio mineral (-0,36), RBS (-0,23), CBM (2,34) ¢ gCO»
(-2,56).



166

Figura 5.4 — A analise CRP mostra a resposta das variaveis do solo aos tratamentos (controle e
tratado com pesticida a base de fluopiram) ao longo do tempo. O eixo vertical representa os desvios
dos tratamentos em relagéo ao controle. Os pesos das variaveis no eixo direito indicam a afinidade
de cada varidvel com a resposta mostrada no diagrama, destacando como cada variavel responde
ao tratamento ao longo do tempo.
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Os coeficientes candnicos (cz) representam a resposta média do tratamento ao longo do
tempo em relagdo ao controle. Eles capturam a variagao especifica atribuida ao tratamento em
cada ponto no tempo, contrastando essa resposta com a condi¢do de controle. Na figura 5.4, o
tratamento controle € representado por uma linha horizontal cinza, que serve de referéncia para
avaliar sua relagdo com o tratamento. No modelo CRP, os coeficientes candnicos indicam a
magnitude e a dire¢do da resposta ao tratamento. Os coeficientes para a interagao tratamento +
tempo, contrastados com o controle, mostraram que o efeito da aplicagdo do pesticida ¢ mais
distinto no dia 7, seguido de uma diminuicao gradual ao longo do tempo. Os coeficientes foram:
0,040 (dia 0); 0,036 (dia 1); 0,27 (dia 7); 0,048 (dia 15); 0,12 (dia 30) e -0,15 (dia 60).

O teste de significancia global do modelo indicou que a variagao explicada pelo modelo
foi significativa (F = 11,67; p < 0,05), indicando que o pesticida explica uma quantidade
significativa da variacao das varidveis respostas. Os testes de significAncia dos eixos candnicos
mostraram que os trés primeiros eixos (RDA1, RDA2 e RDA3) foram altamente significativos
(p <0,05), reforcando o impacto da aplicacao. O teste de significancia das variaveis explicativas

confirmou a significincia do modelo (F = 11,67, p < 0,05).

5.4 DISCUSSAO

A agdo de pesticidas sob a atividade biologica do solo € uma questdao importante € pouco
explorada, o que exige pesquisas para o entendimento dos efeitos e monitoramento (WOLEJKO

et al., 2020). Nosso estudo concentra-se na avaliacdo dos efeitos de um pesticida a base de
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fluopiram na microbiota do solo, relatando potenciais impactos e possiveis riscos ambientais
associados ao uso de pesticidas a base de fluopiram. De forma geral, os resultados indicam que
o tratamento com o pesticida afetou as varidveis avaliadas, especialmente nos primeiros dias
apos aplicacdo. Entretanto, o tempo também foi um fator importante, contribuindo para a
variagdo observada. Consequentemente, ambos os fatores — tratamento e tempo — foram
importantes para a mudanga nas varaveis do solo.

Para todas as cinco enzimas analisadas, houve efeito de interacdo entre tempo e
tratamento. Isso indica que o impacto do pesticida ndo ¢ constante ao longo do tempo e varia
em diferentes periodos apos a aplicacdo. Apesar de ser intuitivo que os efeitos mudem com o
tempo, € importante ressaltar que a variagdo observada ndo ¢ aleatodria, ja que a interagdo revela
padrdes especificos de variacdo. A interagdo pode ser resultado de processos biologicos
subjacentes, como mudanca na comunidade microbiana, disponibilidade de nutrientes ou
resisténcia ao pesticida, que ndo seriam evidentes apenas com a interpretacdo dos efeitos
principais, que também foram significativos.

Nos graficos de interacao das enzimas (Figura 5.2), € possivel observar, que de forma
geral, houve efeito da aplicag@o do pesticida apos o primeiro dia. O efeito ¢ mais evidente para
a-glicosidase, B-glicosidase e fosfatase acida. A aplicacdo do pesticida resultou em uma
redugdo significativa na atividade da a-glicosidase aos 7 dias € um aumento aos 30 dias apos a
aplicacdo. Contudo, houve aumento na atividade da B-glicosidase nos dias 7, 15 e 30. A o-
glicosidase e B-glicosidase estdo diretamente envolvidas na degradacdo de carboidratos e
celulose, respectivamente. Alteragcdes nessas enzimas tém implicagdes diretas para o ciclo do
carbono no solo, pois ambas estao envolvidas na degradacao de carboidratos, mas atuando em
substratos diferentes e, consequentemente, tém papeis distintos no ciclo do carbono
(INAMDAR; SANGAWE; ADHAPURE, 2022). A disponibilidade de nutrientes e a matéria
organica podem influenciar a atividade dessas enzimas (UWITUZE et al., 2022). A diminui¢ao
e aumento dessas enzimas apoOs aplicagdo do pesticida a base de fluopiram pode estar
relacionado ao impacto na disponibilidade de substratos ou na comunidade microbiana do solo.
Essas flutuacdes na atividade enzimdtica podem afetar a ciclagem de nutrientes e a
decomposi¢cdo da matéria orgédnica no solo, j& que sdo sensiveis e sua alteracdo pode afetar o
carbono organico total e outros nutrientes (INAMDAR; SANGAWE; ADHAPURE, 2022;
UWITUZE et al., 2022). Consequentemente a aplicacao do pesticida a base de fluopiram pode
causar impactos temporarios na atividade das enzimas a-glicosidase e B-glicosidase, refletindo
mudancas na decomposi¢ao de carboidratos e celulose, essenciais para a ciclagem de nutrientes

no solo.
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O aumento da fosfatase acida pode ser atribuido ao fato que o fluopiram estimula o
aumento de bactérias solubilizadas de fosfato (SUN et al., 2020). Essas bactérias produzem a
fosfatase acida para mineralizar compostos de fosforo organico, liberando fosfato inorgénico
(PO+*). Como consequéncia da liberagdo de PO+~ outras enzimas, relacionadas ao
metabolismo do fosforo, podem ser estimuladas, como fosfatase alcalina e ATPase (VANCE;
UHDE-STONE; ALLAN, 2003). Apesar de em um primeiro momento acreditarmos que ha
beneficios com o aumento de fosfato, como melhoria nutricional do solo (SUN et al., 2020),
pode haver consequéncias. Uma delas ¢ o efeito de eutrofizacdo pelo aumento de certas
populagdes microbianas devido ao excesso de fosfato, levando a dominag¢do de algumas
espécies em detrimento de outras.

A atividade inicial da glicina aminopeptidase era maior no grupo tratado. A aplicagcdo
do pesticida a base de fluopiram causou a reducdo da glicina aminopeptidase, mas essa
diferenca desapareceu ao longo do tempo, indicando um impacto temporario na ciclagem de
nitrogénio. Ja a arilsulfatase, a atividade variou ao longo do tempo dentro dos tratamentos,
porém a diferenga se acentuou. A estabilidade sugere um impacto limitado na ciclagem de
enxofre.

Em relagdo aos valores de N-NH4", N-NOs™ e nitrogénio mineral, apesar do efeito do
tratamento ser significativo e ter interacao para N-NOs", a magnitude do efeito (indicado pelos
valores de 7,°) foi relativamente pequeno. Isso implica que a significancia do tratamento para
N-NH4" e nitrogénio mineral, bem como a interagdo para o nitrogénio mineral, embora
relevante, ndo foi o principal fator responsavel pelas observagdes observadas. Em contraste o
tempo teve um #,° muito maior, indicando que a maior parte da variacdo dos parametros pode
ser atribuidas as mudangas ao longo do tempo.

Os valores de CBM nao foram contantes e apresentaram variagdo com o tempo apods a
aplicagdo do pesticida a base de fluopiram. Apesar da varia¢do ao longo do tempo, aos 60 dias
o valor de CBM foi menor no tratamento em relagao ao controle. Além disso, também houve
aumento do ¢gCO; em 60 dias. Resultado semelhante foi encontrado por Zhang ef al. (2014)
em que o fluopiram também reduziu o CBM e aumentou o gCO, indicando impacto. A
manutencdo energética ¢ crucial para a integridade celular e viabilidade da populagdo
microbiana (ANDERSON; DOMSCH, 2010). Logo, a aplicacdo do pesticida a base de
fluopiram pode ter aumentado a demanda de energia para a manutencdo microbiana, resultando
em menos carbono disponivel para a biomassa microbiana, levando a sua reducdo. Isso ¢ mais

evidente ao considerar o aumento do gCOs.
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O aumento do gCO» pode refletir uma elevada procura por carbono para a manutengao,
e se o solo ndo conseguir repor esse carbono, a biomassa microbiana devera diminuir
(ANDERSON; DOMSCH, 2010). O ¢CO- ¢ inversamente relacionado a eficiéncia do uso do
carbono (CUE) pelos microrganismos. Um ¢gCO; elevado indica uma baixa CUE, onde mais
carbono ¢ perdido como CO; durante a respiragdo, enquanto um gCO: baixo indica uma alta
CUE, onde mais carbono ¢ incorporado na biomassa microbiana (ASHRAF; WAQAS;
RAHMAN, 2022). O aumento do gCO> em nosso estudo sugere uma diminuicao na eficiéncia
metabdlica das comunidades microbianas no solo sob a influéncia do pesticida a base de
fluopiram.

Em termos ecoldgicos a reducdo do CBM e o aumento do ¢gCO; indicam menos
eficiéncia do solo em sequestrar carbono. O aumento do gCO> também ¢ associado a uma maior
perda de carbono, como CO», para a atmosfera, pois ndo ¢ incorporado na biomassa microbiana
do solo (ASHRAF; WAQAS; RAHMAN, 2022). Essa perda de CO; para atmosfera contribui
para o efeito estufa, j& que menos carbono ¢ sequestrado no solo, o que compromete a
capacidade dos solos atuarem como sumidouro de carbono a longo prazo, influenciando assim
o ciclo do carbono (JEZIERSKA-TYS et al., 2021).

Embora nossos dados ndo tenham mostrado um aumento consistente na RBS, Zhang e?
al. (2014) encontraram um aumento significativo na respiracao basal em solos tratados com
fluopiram. Porém, o solo usado no estudo era franco-siltoso. A auséncia de aumento na RBS
em nosso estudo pode ser explicada por diferengas nas condigdes experimentais ou nas
comunidades microbianas presentes no solo.

Os resultados da analise CRP indicam que aplicagdo do pesticida teve um efeito
significativo nas variaveis estudadas ao longo do tempo. Especificamente, a-glicosidase e gCO?
apresentaram pesos negativos altos, indicando um aumento em resposta a aplicacdo. Em
contrapartida, B-glicosidase, fosfatase acida e CBM apresentaram pesos positivos altos,
indicando uma diminui¢do em resposta ao tratamento. Os coeficientes de interagdo entre
tratamento e tempo mostram que o efeito do fluopiram € mais pronunciado no dia 7, com uma
diminui¢ao gradual subsequente. Os valores proximos de 0 na CRP indicam que as varidveis
tém pouca ou nenhuma afinidade com a resposta mostrada no diagrama. Ou seja, ndo
apresentam uma resposta significativa ao tratamento, elas ndo aumentam nem reduzem.

Além disso, uma interpretagdo que se pode fazer com os resultados e com os graficos ¢
que os efeitos da aplicagdo do pesticida a base de fluopiram sdo de curto prazo, ja que
aparentemente uma recuperacao apds 60 dias. Logo, os dados sugerem que, embora a aplicagao

do fluopiram cause alteracdes imediatas e significativas nas propriedades do solo, os efeitos
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ndo sdo duradouros. Entretanto, a recuperagdo pode ser um indicativo de impacto, por mascarar
problemas subjacentes. Ja foi relatado que pesticidas a base de fluopiram pode eliminar
microrganismos do solo e favorecer o desenvolvimento de outros organismos, alterando assim
a estrutura e funcdo da comunidade microbiana do solo (ZHANG et al., 2014; SANTISIMA-
TRINIDAD et al., 2018).

Assim, o fluopiram pode eliminar determinados microrganismos e os sobreviventes, da
mesma espécie ou nao, podem assumir as fungdes dos microrganismos eliminados. Como
consequéncia hé a alteracdo da estrutura e funcionalidade da comunidade microbiana do solo
(WOLEJKO et al., 2020). Logo, essa possivel recuperacdo deve ser analisada com cautela, pois
pode significar que a recuperacao se da devido a proliferacao de outras espécies, sendo um
aspecto importante a ser considerado no manejo agricola e na avaliagdo dos impactos
ecologicos de uso de pesticidas. Além disso, em um contexto agricola onde ha repetidas
aplicagdes de pesticidas, a eliminagdo repetida de microrganismos sensiveis pode levar a uma

redu¢do na diversidade microbiana e a uma menor resiliéncia do solo a longo prazo.

5.5 CONCLUSAO

Este estudo investigou os efeitos de um pesticida cujo ingrediente ativo ¢ o fluopiram
(Verango® Prime - Bayer CropScience) em parametros quimicos e biologicos do solo. Nossos
resultados demostram que as enzimas a-glucosidase, B-glucosidase e fosfatase acida foram mais
sensiveis ao tratamento com o pesticida. O CBM e ¢gCO, também responderam a aplicagdo do
pesticida, sugerindo um possivel impacto. Nossos resultados estdo de acordo com o processo
de homogeneizagao bidtica, que fala que ecossistemas respondem a perturbagdes quimicas com
alteragdes em fungdes biolodgicas. As perturbagdes podem consistir na morte, deslocacao ou
dano pontual e discreto de um ou mais individuos, criando oportunidades para que novos
individuos se estabelegam. O fato de novos individuos estabelecerem pode, em um primeiro
momento, indicar que as fungdes foram reestabelecidas, que houve recuperagdo. Entretanto, a
recuperagdo pode mascarar o problema da alteracdo na estrutura e funcionalidade da
comunidade microbiana. Logo, a recuperagdo pode ndo ser necessariamente uma recuperacao
do ecossistema original do solo.

Estes resultados demostram, que embora pesticidas a base de fluopiram sejam eficientes
como fungicidas e nematicidas, seu uso pode causar efeitos prejudiciais no solo. Embora o
tempo tenha mostrado também um fator influente, a aplicagdo do pesticida causou mudangas

detectaveis. Essas mudangas podem causar impactos na satide e funcionalidade do solo. Dessa
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maneira ¢ fundamental o monitoramento continuo dos efeitos dos pesticidas no solo, levando

em conta a variabilidade temporal, para que a avaliagao do impacto seja mais abrangente.
Contudo, os resultados demostram efeito agudo do pesticida a base de fluopiram. Porém

as avaliagdes realizadas ndo captaram os potenciais impactos bioquimicos e microbiologicos

ao longo do tempo.
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ARTIGO 6. BIODEGRADACAO DE PESTICIDAS UTILIZANDO FUNGOS:
ESTRATEGIA PARA MITIGACAO DE DANOS AMBIENTAIS (RESULTADOS
PRELIMINARES)

Apresentaciio — Este capitulo, apesar de ndo finalizado ¢ inserido na versdo final com dados
preliminares, pois ndo poderia ficar de fora devido a sua importancia e significado. A ideia em
usar fungos para degradacao de pesticidas existe desde os primeiros momentos em que eu estava
imaginando a tese. Onde os capitulos iniciais iriam explorar os impactos ambientais dos
pesticidas e este capitulo apontaria uma estratégia para mitigar danos causados, acelerando a
degradacdo destas moléculas e diminuindo a persisténcia de pesticidas no meio ambiente.
Devido a pandemia a ideia ficou para mais tarde, quando conseguimos os recursos o tempo ja
estava curto. Mesmo assim iniciei o projeto € a primeira etapa esta concluida e os resultados
parciais foram apresentados na edi¢do de 2024 do Encontro de Ensino, Pesquisa e Extensdo do
Campus Central — CET (EEPEX) (Figura D.1). Além disso, com este projeto, concorremos o
Prémio Goias Sustentavel 2024 promovido pela Secretaria de Estado do Meio Ambiente e
Desenvolvimento Sustentavel de Goias (SEMAD). Fomos ganhadores na categoria em que o
projeto concorreu (Figura D.2-3). Afim que conhecam o projeto, irei fornecer o resumo que foi

enviado para concorrer ao Prémio Goids Sustentavel 2024 (Apéndice D).

6.1 INTRODUCAO

A contaminagdo do solo, da agua e do ar por pesticidas leva a varios problemas de saude
publica, juntamente com problemas ambientais (KUMAR et al., 2021; RAJAK et al., 2023).
Com isso, percebe-se que a contaminagao por pesticidas ¢ um problema para o meio ambiente
e prejudicial para todas as formas de vida. Devido os problemas acarretados pelo uso de
pesticidas, a redugdo dos residuos presentes no solo e na d4gua ¢ uma preocupagao de seguranga
(KUMAR et al., 2021). Uma forma de solucionar esse problema ¢ a biodegradagdo, com isso
seria possivel erradicar moléculas de pesticidas de areas contaminadas (KUMAR et al., 2021;
PATHAK et al., 2022).

Os fungos estao entre os candidatos promissores para serem explorado para o processo
de biodegradacao de pesticidas. Fungos sdo organismos quimioheterotréficos com capacidade
metabdlica de quebrar moléculas complexas, utilizando-as como fonte de energia. Toda essa
capacidade se d& devido ao arsenal enzimatico intra e extracelular capaz de atacar e metabolizar
uma ampla classe de compostos (VAKSMAA et al., 2023).

Com base nisso, neste primeiro momento ¢ essencial a triagem de fungos e enzimas
eficientes para a biodegradagdo de pesticidas, reduzindo os riscos para 0 meio ambiente e a

satide humana (PATHAK et al., 2022). Sendo assim, esta primeira etapa tem como objetivo
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procurar fungos que sejam candidatos para ensaios de biodegradagdo de moléculas de
pesticidas. Para a triagem, sera testada a capacidade de tolerancia de diferentes isolados

fingicos obtidos de diferentes substratos, apresentando assim diferentes estratégias de vida.

6.2 METODOLOGIA

Capacidade de tolerdncia das linhagens fungicas

As 68 linhagens fungicas avaliadas fazem parte da colecdo de culturas do
FungiLab/UEG. Os fungos preservados pelo método castellani foram reativados em meio BDA
(Agar Batata Dextrose). Apds o desenvolvimento em meio BDA, discos de agar de 5 mm de
didmetro com micélio flngico foram inoculadas no centro de placas de Petri contendo meio
so6lido BDA + concentracdo de campo dos pesticidas. As concentracdes de campo foram
calculadas de acordo com a quantidade de ingrediente ativo na formulacdo comercial, ou seja,
para o fluopiram (Verango® Prime) — 1,67 mg mL!; para a flumioxazina (Sumisoya®) —
0,25mg mL!'; e para o S-metolacloro (Dual Gold®) — 6,4 mg mL"!. Os pesticidas foram
adicionados ao meio BDA esterilizado até atingir a concentragdo final de campo. As culturas
fingicas foram incubadas a 30 °C no escuro. O diametro de crescimento (em mm) foi medido
ap6s duas semanas de crescimento. Placas sem pesticidas e somente BDA foram usadas como
controle. A porcentagem de inibicdo do crescimento no meio BDA contendo pesticida sera

determinada utilizando a seguinte formula (XIAO; KONDO, 2019):

DCA
DCC

(T =
Onde:
CT — Coeficiente de tolerancia;
DCA e DCC — Diametro da colonia na amostra e controle, respectivamente.
Para fungos leveduriformes, foi considerada a aparéncia nos tratamentos com pesticidas,

comparada ao controle negativo.

Extracgdo de DNA e identificacdo dos isolados fungicos

Para se determinar as espécies de fungos que foram mais promissoras na etapa de
tolerancia, o DNA genomico dos isolados foi extraido de culturas previamente crescidas em
meio BDA usando o kit de extracdo Wizard® Genomic DNA Purification (Promega, EUA),
seguindo o protocolo do fabricante e quantificado por fluorometria usando o Quantus™
Fluorometer (Promega Corporation, Madison, W1, EUA). Os primers ITS5/1TS4 (WHITE et

al., 1990) foram usados para reacdo em cadeira da polimerase (PCR) para amplificar a regido
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espacadora transcrito interno (ITS). As reagdes de PCR foram realizadas com um volume de 25
uL, contendo 2,5 uLL de Tampao de reacdo 10x (Cellco, Brasil), 2 uL de ANTP Mix a 25 mM
(Cellco, Brasil), 2,5 uL de cada primer a 5 uM, 0,5 pL de 0,25 U Taq DNA polimerase High
Fidelity (Cellco, Brasil), 1 pLde DNA a 10 ng pL! e q.s.p. de 4gua destilada estéril. O protocolo
de termociclagem da PCR utilizou os seguintes parametros: uma etapa inicial de desnaturagado
a 95 °C por 5 min, seguida por 35 ciclos de desnaturagdo a 95 °C por 30 seg, anelamento a 55
°C por 30 seg e extensdo a 72 °C por 1 min; a reagdo terminou com uma extensao final de 7
min a 72 °C e armazenamento a 4 °C. Os amplicons foram purificados usando Exo-SAP Mix
(Cellco, Brasil) e sequenciados, com o mesmo conjunto de primers da amplificacdo, em um
sequenciador ABI 3730x1 (MacroGen Ltd., Coreia do Sul).

As sequéncias obtidas foram visualizadas e montadas as consenso no software Staden
Package 2.0 (STADEN; BEAL; BONFIELD, 1998), e entdo, comparadas com sequéncias do
banco de dados disponivel no GenBank através da ferramenta de busca BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para a identificagdo prévia dos isolados, baseado no valor de

porcentagem de identificacao.

6.3 RESULTADOS

Dos 68 fungos avaliados, trés isolados se destacaram como promissores (Figura 6.1). O
1solado SXS 214 apresentou coeficiente de tolerancia de 0,90 para a Flumioxazina, 0,88 para o
Fluopiram e 0,73 para o S-metolacloro. O isolado SXS 411 obteve coeficiente de tolerancia de
0,84 para a Flumioxazina, 0,30 para o Fluopiram e 0,40 para o S-metolacloro. O isolado SXS
424, uma bactéria (de inicio achdvamos que era um fungo leveduriforme), teve sua morfologia

nos tratamentos com pesticidas semelhante a do controle negativo (CN).
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Figura 6.1 — Crescimento de isolados fingicos em contato com os pesticidas. CN = Controle negativo, FM
= Flumioxazina, FP = Fluopiram, SM = S-metolacloro.

SXS 214 SXS 411 SXS 424

CN

Flum

Fluop

S-metol

Fonte: elaborado pelo autor.

Com base na comparagao com sequéncias do banco de dados disponivel no GenBank,
baseado no valor de porcentagem de identificacao os isolados foram identificados como sendo:

Fusarium verticillioides (SXS 411 — 100%) ¢ Trametes versicolor (SXS 214 —99%).
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6.4 DISCUSSAO

O Fusarium verticillioides ¢ um fungo filamentoso fitopatogénico que afeta o milho,
arroz, sorgo, trigo, cana-de-agucar, banana e aspargos provocando podriddo (DEEPA; ACHAR;
SREENIVASA, 2021). Além de causar doencas em plantas, ¢ prejudicial & saide humana
devido a producao de micotoxinas indutoras de cancer, como a fumonisina (MISSMER et al.,
2006). Apesar disso, ¢ considerado ndo patogénico para humanos saudéaveis, porém podem
causar infec¢des oportunistas levando a fusariose invasiva (MUHAMMED et al., 2013). Na
literatura hé indicios que F. verticillioides secreta um conjunto de enzimas, incluindo celulases,
hemicelulases (RAVALASON et al., 2012). E apontado como uma espécie potencial na
biorremediagdo por ser capaz de degradar glifosato e lindano, utilizando essas moléculas como
fontes de carbono e energia (GUILLEN-JIMENEZ et al., 2012; GUO et al., 2022). Isso poderia
explicar a tolerdncia que a espécie apresentou ao ser expostas as concentracdes dos trés
pesticidas, sendo um indicio que pode estar usando as moléculas de fluopiram, flumioxazina e
S-metolacloro como fonte de carbono para seu crescimento.

J& a espécie Trametes versicolor ¢ um fungo de podridao branca mais investigado, onde
a aplicacdo industrial deste fungo e seus metabolitos estd longe de atingir o potencial méximo
(TISMA et al., 2021). Produz diferentes enzimas lignoliticas extracelulares, como a lacasse, e
de outras classes também. Algumas j& sdo produzidas comercialmente pela Sigma-Aldrich,
Creative Enzymes, Jena Bioscience e United States Biological. A lacase bruta tem diversas
aplicacdes ambientais, como descoloracdo de tinta, descoloragdo de aguas residuais com
corantes acidos, degradagao do bisfenol A. Além disso, T versicolor apresenta outas aplicagdes
como: remogado de fendis de aguas residuais farmacéuticas, remogao do antibidtico, remog¢ao
de diuron de ambientes aquosos, tratamento de aguas residuais urbana. Também tem em grande
potencial como fonte renovével para produgdo de bioetanol e biogas (TISMA et al., 2021).
Além disso, polissacarideos de 7. versicolor demonstraram induzir efeito inibitdrio direto do
crescimento celular e apoptose em células cancerigenas (HABTEMARIAM, 2020). Estudos
pré-clinicos e clinicos demonstraram que os polissacarideos extraidos do 7. versicolor tém
atividade imunologica e oncologica significativa em pacientes com cancer de pulmao, cnceres
gastrointestinais, ¢ cancer de mama (STANDISH et al., 2008). Além disso, tem demostrado
capacidade em degradar uma variedade de pesticidas por meio de processos enzimaticos do
citocromo P450, laccases, e outras enzimas, para utilizar as moléculas como fonte de carbono

T. versicolor FRAGOEIRO; MAGAN, 2005; HU et al., 2020, 2022).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/bioethanol
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6.5 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Os dois fungos que apresentaram o melhor potencial em tolerar os pesticidas sdo dois
opostos. Um que apresenta uma série de beneficios (7rametes versicolor) enquanto outro,
apesar de alguns benéficos, apresenta maleficios (Fusarium verticillioides). Entretanto ambas
toleraram bem a exposicao aos trés pesticidas, mostrando que conseguem sobreviver. Dessa
maneira, as duas linhagens podem ser utilizadas na proxima etapa, que ¢ o ensaio de
biodegradacdo. A bactéria também tera seu potencial biodegradar os pesticidas apds ser

identificada.
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3. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo fica evidente os efeitos que pesticidas a
base de fluopiram e flumioxazina podem acarretar. O pesticida a base de fluopiram apresenta
potencial toxico, citotdxico, genotoxico e pode afetar parametros de qualidade do solo em
curtos periodos, pois o tempo pode influenciar na resposta. J& a flumioxazina também
apresentou potencial em afetar a qualidade do solo, também em um curto periodo, pois o tempo
também foi determinante na resposta. De forma geral, esses resultados demonstram que esses
pesticidas podem sim afetar organismos ndo-alvo, incluindo humanos, além de poderem
contribuir para a degradacao e empobrecimento do solo, considerando sucessivas aplicagoes.
Além disso, o ensaio A. cepa demostrou, novamente, ser um bioensaio bastante poderoso em
identificas substancias com potencial genotoxico o que refor¢a seu uso em testes para avaliagao
de genotoxicidade, talvez até substituindo ou reduzindo o uso de animais. Por fim, o sucesso
dos fungos Trametes versicolor e Fusarium verticillioides em tolerar os pesticidas avaliados
abre caminhos para avaliacdo de estratégias de mitigacdo dos impactos ambientais causados
por essas substancias, como a persisténcia no ambiente. A biodegradagdo seria uma forma de
minimizar os danos provocados em organismos ndo-alvo além de contribuir para a

sustentabilidade agricola, além da seguranc¢a hidrica e alimentar.
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Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For{nula- Principio Avaliou  Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo ‘!e Parte ex- Biomar- Efeitos Houve Referéncias!
a coes . os sur- capsula- — _ - . =~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- 1
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do ~ c ¢cao dos® raciao?
¢ao/ dose
(BASIC-
. . RIM, ZANINOVIC;
PA ; C“;L‘;EZX" ; Nio  Lab NI 30’;1005_ 150 30h A Rz /E\IiILeAECI\’/I APFM, Nio - . PAPES;
£ IAN ¢ IAC FRANEKIC,
1991)
Glifosato iso- - 720, 1440 e 24,48he5 IM, ACe N (RANK et al,
PA - propilamina Ndo  Lab NI 2880 pg L dias A Rz crR  RIMelAC Nio - - 1993)
0.4, 0.8, 1,2, 1.6,
2,0,2,4,2.,8,3,.2,
. 3,6,4,0mg L"!
Lindano 4.5.6.7.8.9,
10, 11, 12, 13,
B 14 mg L’
1,2,3,4,5,6,7,
8,9,10mg L™
Malatido ~ 40, 42,5, 45, ~ (KUMAR; KHAN;
PA - Nao Lab NI 47,5, 50, 52.5, 24h A Rz TDR e AC RIM e IAC Nao - SINHA, 1995)
55, 57,5, 60,
52,5, 65mg L’!
0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 3,5, 4,0,
) 4,5,50mgL"!
Metil para- 40, 42,5, 45,
47,5, 50, 52,5,
55, 57,5, 60,
52,5, 65 mg L"!
Hidrazida - 1 IM, ACe - (RANK;
PA - maleica - Nao Lab NI 1,5, 10mgL 48h A Rz AN IAC Nao - NIELSEN, 1997)
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ Xposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
RIM, IAC,
IM, AC, IAN,
PA - Diuron - Nio Lab CEso 40, 80, 160 ppm 6, 24 ¢ 48h A Rz AN, BN e IIUTL, Naéo - B (CEZAI{I;;‘;%I;I “
AMR AM, CAH, "
AM e CEP
IAC, L5e (GIMENEZ-
PA - Carbetamida - Nao Lab NI 0,4, 0,6, 0,8 mM 1h A Rz PTeM ICEOMe Sim DT Nao ABIAN et al.,
15 min
AM 1998)
Hka\? G Algglv’[ (EL-GHAMERY;
0 0 0 ’ ’ h .
PA - Atrazina - Nao Lab RF 25%, 15 (())0/00/ 5%, 4, 3’4}112 ¢ A Rz QDNA, RDNA- Nio - E/II:AEISASSI%
? QRNA e RNA, IAC 2000) ’
EM e JAN
Captan (RAO;
~ 500, 750, 1000 e . 4,12, ~ SRINIVAS;
PA - Zinebe - Nao Lab DLso 2000 ppm 1h A Rz IMe AC RIMelIAC Sim 24, 48h Nao PRASADA RAO.
2000)
PA - Pentacloro- Nio  Lab NI 1,5,10 M 24h A Rz  IMeAN RIMeIAN Nio - . (REPETTOeral,
fenol 2001)
Hidrazida ~ 0,5, 1,0, 5,0, ~ (RANK et al.,
PA - maleica - Nao Lab CEso 10,0 mg 1! 48h A Rz IMe AC RIMelAC Nao - - 2002)
30, 90, (ARKHIPCHUK;
PA - Metolacloro - Nao Lab L 4.5, r2112’5Li45’0 180, 360 A Rz AN Alg\]]\llje Nao - - GARANKO,
& min e 72h 2002)
Pentacloro-
fenol 0,5, 1,2 e 3 ppm
Butaclor > 101’)Plffle ? AMR, CR, AM, CDR
PA - - Nio  Lab NI 25,50, 75 e 100 962.6 14 A Rz IM,ACe RIM,IAC Nio - - (ATFE%OQZ? al.,
ppm as AN e IAN
2,4-d 5,10,15e20
ppm
1,2,3e4ppm
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢cdo concentra- dose utilizada exposiciao ~ d posta cadores
comerciais factantes do ~ c ¢ao dos®
¢cao/ dose
. ~ 0,1,0,5,1,0¢ 48he s AMR, CR, ~ (BOLLE et al.,
PA - Atrazina - Nao Lab NMCs 5.0 pg L dias A Rz IMe AC RIM e IAC Nao - 2004)
(GRISOLIA;
PA - Imazapir - Nao Lab CEsp 5026(1)80011 ZLQIOO’ 48h A Rz IMe AC RIMelAC Nao - BILICH;
H FORMIGLI, 2004)
Hidrazida ~ 10-6, 10-5, 10-4, 4, 8, 12,24 IM, ACe RIM, IAC ~ (MARCANO et
PA - maleica - Ndo  Lab NI 10-3M ¢ 48h A Rz AN cIAN o - al., 2004)
RIM
. ~ 6,25, 12,5, 25 12,24 ¢ M, AC ’ ~ (CELIK et al.
PA - Dinocap - Nao Lab CEso S ; A Rz Y APFM, Nao - ’
50, 100 mg L 48h AN ¢ EM IAC ¢ IAN 2005)
2,4-D, He-
xaclo-
robenzeno
S . 0,2, 0,4, 0,6, 0,8, ~ (FATIMA;
PA - Malath19n, - Nao Lab NI 1.0, 1.2 ppb 48h A Rz EB AEROD Nao - AHMAD, 2006)
Carbaril,
DDT e En-
dosulfan
. (MUSTAFA;
Quizalofope- ~ 24, 48,72 CR,IM, RIM,IAC ~
PA - p-ctil - Nao Lab CEso 0,75, 1,5, 3 ppm  96h A Rz AC e AN c IAN Nao - SUN[E (ﬁ)IS{)IKAN,
Glifosato
. . ~ RIM e ~ (ACAR et al.
- - - 0 - ’
PA 1sopr9p11a Nao Lab NI 0,5,1,2e5% 24e48h A Rz IM e EA AREA Nao 2010)
mina
(SAXENA;
PA - Carbofurano - Nao Lab CEso 20, 40, 80 ppm 24h A Rz IMe AC RIMelAC Sim 24h GUPTA;
MURTHY, 2010)
100, 200, 400 24,48 ¢ M, Ac, AM (LIMAN et al
PA - Metolcarbe - Nao Lab CEso ’ m’ $2h A Rz AN’e El\;l APFM,  Nao - 2010) "
PP IAC ¢ IAN
. ~ 25,50,75 ¢ 3,6,12¢ IM, ACe RIM,IAC ~ (LAMSAL et al.,
PA - Ethion - Nao Lab NI 100% 24h A Rz EM ¢ APFM Nao - 2010)
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e i
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
i . . ) ~ 1 IM, AC, RIM,RNR .. (AKDENIZ;
PA Oximatrina Nao Lab NI 1,5el0gL 72h A Rz CR e NR ¢ RCR Nao OZMEN, 2011
IM,EMe AIM, (LIMAN et al
PA - Fenaminosulf - Nio  Lab CEsy  12,5,25, 50 ppm 24 € 96h A Rz e APFMe Nio - 01 l)e at
CDDNA
RIM,
Clorfenvin- 10, 40, 60, 80 ¢ % il\lill APFM, (TURKOGLU
PA - fos e Fenbu- - Nio Lab CEso ’1 0(’) ’m 24 e 48h A Rz QD’N A é IAC, IAN, Nao - 2012) ’
conazol pp EC R2CDNA
e CDDNA
RIM, IAC,
. ~ 10,20,30e45 24,48¢ IM, AC, ACN, ~ (OZAKCA;
PA - Flusilazol - Nao Lab CEso ppm 79k A Rz CNcEG CDDNA ¢ Nao SILAH, 2013)
CIG
5x10-5,3x 10-
5,1x10-5,5x
PA - Sulcotriona - Nio  Lab NI 10-6,3x10-6,5  48h A Rz  IMeAC RIMelIAC Nio . (GOUION et al,
2014)
x 10-7, 5x 10-8
e5x10-9M
PA - Atrazina - Sim Lab NI 0.7, 2,1, 63, _%8 - PF Ra IMe AC RIMelAC Nao - (PEREIRA et al.,
e 54 ngmL 2014)
PA - Dicloreto de Sim  Lab CUC  038mgmL'  24h PF Ra AC  CDDNA Nio . (GRILLOetal,
paraquat 2014)
Difenocona- 7.81,15.63,
7ol 31,25,62,50 ¢ G, VG, RIM, RTG,
i ) ~ 125,00 pg mL"! CR,IM, RCR,IAC, . i (BERNARDES et
PA Nao Lab CucC 12.50. 25.00., 48 ¢ 96h PF Ra AC,ANe IANe Nao al., 2015)
Tebuconazol 50,00, 100,00 e MM CDDNA
200,00 pg mL!
. ~ 0,04, 0,08, 0,16 24,48¢ ~ (CORDUK et al.,
PA - Dodine - Nao Lab CEso L L 79h A Rz IMe AC RIMelIAC Nao - 2015)
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
. ~ 6,25,12,5,25, 24,48¢ RIM e ~ (EREN et al.,
PA - Dioxacarbe - Nao Lab CEso 50 ¢ 100 ppm 79k A Rz IM e EM APFM Nao - 2015)
25,50 100 24,48 ¢ ™M, EM, RIM (OZKARA et al
PA - Anilofos - Nio  Lab CEso - Soh A Rz acloay  APEM,  Nio - 5015 )e at
pp °AY JACeIAN 2
. . ~ 25,50 e 100 24,48 ¢ RIM e ~ (OZKARA et al.,
PA - Piracarbolida - Nao Lab CEso ppm 79k A Rz IM e EM APFM Nao - 2015b)
RIM
’ (LIMAN;
PA - Imazethapyr - Nao Lab CEso 10, 20, 40 ppm 24,48, 72 A Rz IM, EM, - APFM, Nao - CIGERCI,
e 96h ECe AC IACe OZTURK, 2015)
CDDNA ’
~ 37,5,75e 150 24,48 ¢ RIMe ~ (EREN et al.,
PA - Benfuracarbe - Nao Lab CEso ppm 79k A Rz IM e EM APFM Nao - 2016)
Deltametrina
PA - e Tralo- - Sim  Lab IL 0.1,05, 1,5 ey A Rz M EMe pivieiac Nao - (BALAJ et al.,
. 10mgL AC 2017)
metrina
Mesotriona 1’84167(’) 30, 114115 ©
N —UHeL . IM, AC e . (FELISBINO et
o ' i e R ORR s 6ps0s, O PP Ra Ty SE. Nao : al., 2018)
100 e 400 pg L
Pendimeta- 0,033, 0,044, 1,7,15,30 M, AC, EII\IRI% (VERMA;
PA - . - Nao Lab NI 0,055e¢0,066g > 7’ S Rz AN, NR e ’ Nao - SRIVASTAVA,
lina Kol e 45 dias CR RCR, IAC 2018b)
g ¢ IAN
(SHEIKH;
PA - Malatido - Nao Lab CEso 0’?5(’)(? ’ 1105’ (S)(VS 0 12 ¢ 24h A Rz IMA?\IC © RIN{AII? ¢ Nao - PATOWARY;
s 1OU70 ¢ LASKAR, 2020)
1,25,2,5e5mg 24, 48,72 M, AC, A}}Ilg\l/{/,[ (AYDIN;
PA - Pinoxadena - Nao Lab CEsp i  96h A Rz ANiE](E:M e IAC, IAN Nao - LIMAN, 2020)
e CDDNA
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
M, AC RIM,
. ~ 0,5,1e2png 24,48,72 ‘s APFM, ~ (CILDIR; LIMAN,
PA - Imazalil - Nao Lab CEs !  96h A Rz ANE]éM N C. IAN Nao - - 2020)
e CDDNA
RCR, RIM, .
PA - Clopiralida - Ndo  Lab CEs, ~ 2020e100me oyco6n A Rz IMAG Tppve Nao - . (AMAG LIMAN,
L ECe EM 2021)
IAC
0,25,0,5,1,2,3 CR.IM RCR, RIM,
. -1 > >
PA i Oxicloreto de ) Nio Lab CEso edmglL 24, 48,72 A Rz AC, EC ¢ IAC, Nio ) i (LIMAN et al.,
cobre e 96h CDDNA e 2021)
0,25,0,5¢ 1 mg DM
L APFM
PA i Piraclostro- Sim  Lab NI 30,100€200 4 A Ra  IMecAC RIMeIAC Nio - i (GAO et al,
bina mgL 2021)
RNR,
ATL,
CR, PF, RCR, RPF,
NR, TL, IAC, IAN,
Dibrometo - 30,60 e 120 mg  72he 10 AN, AC, CDDNA, N
PA - de diquat - Nao Lab CEso Ll dias A Rz EC, MDA, CPL. Nao - - (ACAR, 2021)
EA,C,CT AREA,
e IM RCab,
RCT e
RIM
x ~ 0,5 e 1,0 mg ml G, AC, AN IAC, IAN ~ (GHISI et al.,
PA - Malatido - Nao Lab CucC 1 48h A Ra e IM e RIM Nao - - 2021)
i Metil para- 0,1%, 0,25%,
FC tion Nio  Nio  Lab NI 0.75%, 1,0%,  5h PF Ra M ACC [ACeIAN Sim  24n RP (AHMAD;
. AN YASMIN, 1992)
Trimiltox  Mancozebe 2,0%
Glifosato
. . ~ ~ 720, 1440 e 24,48he5 IM, ACe ~ (RANK et al.,
FC Roundup lsoﬁfﬁf;la_ Nao Nao Lab NI 2880 g L dias A Rz CR RIM e IAC Nio - - 1993)
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
(EL-ABIDIN
FC  Gramoxone Paraquat Nao Nao Lab MAE 3.7, 7,3 i 15 mL 6 ¢ 24h A Rz M, ACe  RIM, IAC Sim Nao SALAM et al.,
L AN e JAN 1993)
RIM, IAC, .
FC Ronstar Oxadiazon Nao Néo Lab NI 1000, 2000, 3,6,9¢ A Rz M, ACe IAN e Néo - (BUTT; VAHIDY,
3000, 4000 ppm 12h AN 1994)
RFCDN
0,7, 14,
Pendimeta- 1,32 e2,0Kgia 21,28,35, PI, F and (TSIROPOULOS;
FC  Stomp 330E lina Nao Nao  Campo RF hal 427,7469,9 613, Pand S B RP RR Nao - MILIADIS, 1998)
dias
Cygerklll Cipermetrina 5,10e 210 mL L~
25% CE (CHAUHAN;
~ ~ IM, ACe RIM,IAC . ’
FC Nao Nao Lab CEsp 6 ¢ 24h A Rz Sim RP SAXENA;
AN clAN GUPTA, 1999
Sumicidina Fenvalerat 7,14 e28 mg L ’ )
20% CE envalerato 1
50, 100, 500,
. . 1000, 5000,  3,6,12e IM, AC, RIM,IAC . (GOMURGEN,
FC Esteran 48 2,4-D Nao Néo Lab NI 10000, 50000 24h A Rz ANCEM  eIAN Néo - 2000)
ppm
. RIM, RCR, - =
FC Racer  luroclori- o Nio  Lab CEsy  20,40c80ppm 1 224¢ A Rz MEM peM T Nio . (YUZBASIOGLU
dona 48h AC e AN et al.,2003)
[AN e IAC
10,20,40,60 12,24 ¢ IM, EM RIM, (YUZBASIOGLU
FC Afugan Pirazofos Nao Nao Lab CEso ’ ’m ’ 4’18h A Rz AC,e AI\’I APFM,  Nao - 2003)
PP IAC ¢ IAN :
(GRISOLIA;
. . ~ 0,25, 0,50, 1,0, ~ BILICH;
FC  Arsenal 250  Imazapir Sim Nao Lab CEso 100 pL L 48h A Rz IMe AC RIMelAC Nao FORMIGLI
2004)

Continua ...



191

Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
De\glcyper Cipermetrina 5, 10, 25, 50
10% CE ppm (RAO
Farsa 10% Alfa- ~ ~ IM, ACe RIM, AIM, . 4,12, ~ NARASIMHAM,;
FC CE cipermetrina 20 Nao  Lab DLso  1,5,10,15ppm  1h A Rz AN IACeIAN O™ o4 4gh N3 gupBARAO,
Triumphcard Fenvalerato 5, 10, 25, 50 2005)
20% CE ppm
~ ~ 0,1%,0,2%¢e 3,6,12¢ AN, ACe IAN,IAC ~ (KAYMAK;
FC Avenoxan 2,4-D Nao Nao Lab NI 0.4% 24h A Rzand A EP  CEP Nao - - MURANLL 2005)
Benlato WP . ~ ~ 1,2,5,10¢20 . CR,IM, RIM, RCR, .. (DANE; DALGIC,
FC 50% Benomil Nao Nao Lab NI M 7 dias A Rz ACe AN IAC e IAN Nao - - 2005)
(SANTIN-
FC  MON-37500 Sulfosulfuron Nao Nio Lab NI 0,001, 0,01, Of?3 7 dias PF Ra CR, EPe RCR, RPF, Nio - - MONTANYA et
¢ 0,05 mgL PF RPS e AM
al., 2006)
. (MISHRA;
FC f;‘fflg‘g Flucloralina  Nio Nio  Lab CEsy 4,5, 9¢18ppm 24, 48h A Rz IMX’;C ¢ &Ig{’e ‘I%[\’I Sim 24h  Ndo  SRIVASTAVA;
’ GUPTA, 2006)
(TARTAR;
o 0,
FC Avenoxan 2,4-D Nao Nao Lab NI 0.1 A)O, 2(’)/2 %, € 3,6, 12h A Rz IM’A?\IC ¢ RIeN{;\II? c Nao - - KAYMAK;
e MURANLLI, 2006)
Raxil FS ~ ~ 0,8%, 6,6%, . CAHe ~ (AKTAC et al.,
FC 060 Tebuconazol  Nao Nao Lab NI 26.4% 2 dias A Rz GPC PDN Nao - 2007)
(FERNANDES;
MAZZEO;
FC  Trifuralina Trifluralina Nio ~ Nio  Lab Rp AR08 16T PF Ra  MACE KM Sim o 4sn RP MARIN-
=% PP MORALES,
2007)
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢cdo concentra- dose utilizada exposiciao ~ d posta cadores g x oh
comerciais factantes do cio/ doset cido dos ragio’
i Clorpirifés 0,017%, 0,034%
P ¢ 0,068%
Alpha-thrin Alfa- 0,183%, 0,365% (ASITA:
100 SC cipermetrina - - ¢ 0,730% IM, ACe - ’
FC Nao Nao Lab CLso - 20h PF Ra EM RIM e IAC Nao - - MAKHALEMELE
Viriko Oxicloreto de 1,250%, 2,500% , 2008)
P cobre e 5,000%
. . 0,036%, 0,073%
Springbok  Glifosato e 0.146%
1800, 2400
. ~ ~ ’ ’ 3,6,12¢ AN, ACe RIM, IAC ~ (FISUN;
FC Raxil Tebuconazol  Nio Nao Lab CEso 420(; ; H?OOO 24h A Rz EP e CEP Nao - - RASGELE, 2009)
. (YUZBASIOGLU;
Diclofope- ~ ~ 37,50, 75,00, 12,24 ¢ IM, EM, RIM,IAC ~ - i
FC Iloxan metil Nao Nao Lab CEsp 150,00 mg L 48h A Rz AC e AN e IAN Nao - - UNALZ’OS(S;\ICAK,
Gesaprim . - - 15,30, 60 mg L~ IM, ACe RIM, IAC . (SRIVASTAVA;
FC 50% CE Atrazina Nao Nao Lab CEso 1 4 ¢ 24h A Rz AN ¢ IAN Sim 24h RP MISHRA, 2009)
(FERNANDES;
MAZZEO;
FC - Trifluralina Nao Nao Lab RF 0é432 ’33’2:1" t617 24h PF Ra IM’A:?\IC ¢ RIeN{;\II? c Sim  48h RP MARIN-
ST ME MORALES,
2009)
~ ~ 250e500gia 55e118 B and ~ (SONDHIA,
FC - Oxyfluorfen = Nao Nao  Campo NI ha-! dias P cv RP PR Nao - - 2010)
0,00005%, RIM
0 >
FC - Azadiractina  Nio Nao Lab RF 0,00010%, 24h A Rz IM, EM, APFM, Sim - NI (KWANKUA et
0,00015%, AN e AC al., 2010)
0.00020% IAC e IAN
. 0,033, 0,066, CR, AMR, RCR, RIM,
FC Sto‘g%”() Pe“ﬁg‘;‘eta' Nio  Nio  Lab RE  0,132¢0264g 24c48h A Rz  IM,AC, IAN.IAC, Sim 48  RP (TYLzlgE)I) etal,
L' ANePT AMe AM
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo (%e Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
Hormoban Dicamba 0,0115, 0,023 ¢
MCPA 0,046%
. 0,025, 0,05,
Storm killer Flocumafena 0.1%
. Alfa- 1,67,3,38 ¢
Villa cipermetrina 6,67%
. . 1,02,2,12 ¢ (ASITA;
pc  Funginil - Clorotalonil Nz,  Nao  Lab CEso 4.24% 24h PF Ra IM;\%M ® RIMeIAN Nio - - MATEBESI,
Bexadust  Lindano 15, 30, 60% 2010)
.. . 0,046, 0,092 ¢
Aphicide = Dimetoato 0.18%
. 5,91,11,03 ¢
Karbadust Carbaril 22.06%
0,035, 0,07 e
Basagran  Bentazona 0.14%
Propineb 70 1.225e¢2250 g 10,11, 13, B, CV (PARIHAR;
FC WP Propinebe Nao Nao Lab NI i bl 15, 17,.20 P and F RP PR Nao - - SHARMA, 2011)
e 25 dias
G, CR, PF, RIM, RTG,
Roundup . ~ ~ 100, 250, 500 MDA, AC, RCR, RPF, .. (CAVUSOGLU et
FC UltraMax Glifosato Nao Nao Lab L mg L 72h PF Ra AN,IMe IAN. IAC, Nao - - al,2011)
AMR CPLe AM
RIM, IAC,
IM,ACe AM, (ANDRIOLI et al
FC Azzuro Zinebe Nao Nio  Lab L lel0OpgL! 30h A Rz ’ PBPPA, Nio - - etat,
M 2012)
PFA e
PFMA

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
G, CR, PF, RIM, RTG,
. Thiame- ~ ~ 100, 250, 500 MDA, AC, RCR, RPF, . (CAVUSOGLU et
FC Eforia SC thoxam Nao Nao Lab NI mg Kg' 72h PF Ra AN,IMe CPL.IAN, Nao - - al., 2012)
AMR TACe AM
Benzoato de 1
Emar —  amectina N N 0.1e0.2mL L™ ¢ 15 16e IM,ACe RIM,IAC .. (AL-AHMADI,
FC Nao Nao Lab NI A Rz Nao - -
Imidaclopri- r 24h AN e [AN 201 3)
Confidor da 0,15mL L
Quizalofope- 50 e 100 g ia ha 0,135, CV and (SAHOQO et al
FC  Targa Super . Nao Nao  Campo RF 1 7,10 €90 A RP RR Nao - - v
p-etil dias B 2013)
(BIANCHI;
Malathion ox ~ ~ 1,5,0,75,0,37 ¢ IM, ACe . ~ MANTOVANI;
FC 500 EC50% Malatiao Nao Nao Lab CucC 0,18 mg mL" 24 ¢ 48h PF Ra AN IACeIAN Sim  48h Nao MARIN-
MORALES, 2015)
RNR,
CR, NR, RCR, CPL, (ODJEGBA;
FC - Bentazona Nao Nao Ambos RFeCEsp 550 mL de2,5% 7e 14 dias Pand A Rz MDA, PT, PR,IAC, Nao - - ADENIRAN,
ACe AN IANe 2015)
CDDNA
IM, EM, AI;III?\I/{/I
FC - Prometryn Nao Nao Lab RF 2,3,4e6gL’! 12,24 ¢ A Rz AC, AN, IAC, IAN, Nao - - (KARAISMAILO
36h QDNA e GLU, 2015)
EC R2CDNA
e CDDNA
1(\}/fDC§ ’,ff:’ RC};T%PF (DEMIRTAS;
FC Fernex DS Diniconazol  Nao Nao Lab NI 25,50, 100 ppm 72h PF Ra ’ ’ ’ > Nao - - CAVUSOGLU;

AN, IMe AN, IAC

AMR e CAH YALCIN, 2015)

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
G, CR, PF, RTG,
~ ~ 10, 50 e 100 MDA, AC, RCR, RPF, . (ACAR et al.,
FC - Paraquat Nao Nao Lab NI ppm 72h PF Ra AN, Mic IAN. IAC Nao - - 2015)
AMR e AM
(MAZZEOQ;
. . AC, ANe IAC,IAN . MARIN-
_ ~ ~ -1 ’ ) ~
FC Trifluralina ~ Nao Nao Lab L 0,84 mgL 20h PF Ra MM ¢ ANN Sim  48h Nao MORALES,
2015)
0,0001, 0,001, RIM,
FC Verosil Imazethapyr  Nao Nio Lab NI 0,01, 1,10e 100 96h PF Ra M, AC, APFM, Nio - - (MAGDALENO et
L ANeG al., 2015)
mgial IAC e IAN
i Imidaclopri- ~ ~ 20, 40, 80 mg IM, AC, ~ ) ) (RODRIGUEZ et
FC da Nao Nao Lab RF D 96h PF Ra ANeG IAC e IAN Niéo al., 2015)
Clodinafope- 30, 60, 120; 150 IM,EMe¢  RIM, (BOUMAZA et
FC  Topik 80 CE P Nao Nao Lab CEso T ’ 48h A Rz ’ APFMe Niao - -
propargil e 240 ppm AC IAC al., 2016)
Clorimurom Clorimuron-
Nortox etil 0 0
FC Nio Nio Lab RF 50%, 75%, 79h PF Ra IM, ACe RIM, IAC Sim  48h Nio (SILVEIRA et al.,
Imazaqui 100% e 125% AN e [AN 2016)
quim Imazaquin
Ultra Nortox
. ~ ~ 12,5,25e 50 24,48 ¢ RIM e ~ (AKYIL et al.,
FC - Benodanil Nao Nao Lab CEso ppm 79k A Rz IMe EM APFM Nao - - 2016)
Endosri ES  Endosulfan 30, 60 e 120
L 24h
. , ~ ~ 100, 200 e 400 IM, AC, RIM,IAC ~ (KUCHY; WANI,
FC Nuvan NU  Diclorvoés Nao Nao Lab CEso ppm A Rz and A AN.e AN e IAN Nao - - KAMILL 2016)
Kvistin KS Carbendazim 250, 5[())[()); 1000 48h

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
cdo/ dose
Fluopiram 1h, 1,3, 5,
Luna expe- _
: ~ 75+75e150+ 7,10,15, CV and ~ (PATEL et al.,
FC rlengeé 400 Tebuconazol - Nao  Campo RF 150 g ia ha" 2052 P B RP PR Nao - - 2016)
dias
Boral Sulfentrazo- 0,036, 0,36 € 3,6 (BIANCHI;
na gL! CASIMIRO
~ ~ IM, ACe RIM,IAC . 48he RPe FERNANDES;
FC Evidenee  Imidaclopri- Nio  Nio  Lab CUC 0.006,06e12 24D PF Ra AN eTAN S oon’ o MARIN-
da gL-2 MORALES,
2016)
1,2,5.5¢10 M, AC, TIM, (KARAISMAILO
FC - Fipronil Nao Nao Lab RF » ’m 6, 12 e 24h A Rz AN’e EM APFM,  Nao - - GLU, 2017)
PP IAC ¢ IAN :
0,67, 1,34, 2,01 -
. ~ ~ e e IM,ACe RIMe ~ (OZEL et al.,
FC - Picloram Nao Nao Lab RF 2,68,n3l§i _? 4,02 24 e48h MC Rz EM APFM Nao - - 2018)
IAC, TAN,
o ~ ~ 40, 80 e 160 24,48 ¢ IM, AC, CDDNA, ~
FC - Diazinon Nao Nao Lab CEso ppm 79k A Rz AN ¢ VG CIG ¢ Nao - - (PANDIR, 2018)
PMC
RIM, (VERMA;
FC - Carbendazim  Nao Nao Lab NI 2’5’1151’ 7k,5_1e 10 l’eZ’SI(SH’:SO S Rz /E\I\?,eAECI\’/I APFM,  Nao - - SRIVASTAVA,
gxe IAC e IAN 2018a)
Mancozeb 10, 30, 50, 70, RTG, RS,
Mancozebe 90, 110,130 ¢ rRAP,
75% WP 150 ppm G, S, CR, - per (FATMA et al
FC Nio ~ Nio  Lab L 24h PF Ra  DPA,Ve © Nio - N
o RVPA, 2018a)
Clorpirifos . ep 5,10, 15, 20, 25 T
20% CE Clorpirifos ¢ 30 ppm RT, AREA
e RPPAR
10, 30, 50, 70, RIM, RCR,
pc Mancozeb oy ozebe  Nio  Ndo  Lab NI 90,110,130 24c48h A Rz, NRCRTeNRe  Nio - . (FATMA erdl,
75% WP 150 ppm IMe AC IAC 2018b)

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
- Malatido (CORTES-
FC : Nio  Nio  Lab N 00730757 gy A Rz ECea CPPNAC 5 ~ ESLAVAeral,
- Fenthion M PMC
2018)
Galigan 240 IM. AC RIM,
FC & Oxyfluorfen  Nao Nio Lab NI 0,5,1,0e 1,5% 3,4 e 24h A Rz Y APFM, Nio - - (BONCIU, 2018)
CE AN e EM
IAC e IAN
IM, CR, C, RIM, RCR,
FC - Cipermetrina  Nao Nao Lab NI 0’26 2’4’]?_’16 ¢ 12h Al and S Ra Ca,EPe RCab, Nao - - (AV]ZE(I;:II;)et al.,
©8 TU RTUe RC
Demond CE . ~ ~ 50,100e200 24,48 ¢ RIM e ~ -
FC 25 Deltametrina ~ Nao Nao Lab CEso ppm 79h A Rz IM e EM APFM Nao - - (OZKARA, 2019)
NR, CR, RIM,
PF, AN RNR, e
FC i Metiocarbe ~ Ndo ~ Ndo  Lab N 2»30eTSme oy A Rz AC,IM, RERRPE i . . (TUTUNCUeral,
L IAN, IAC, 2019)
AMR,
MDA e EA AM, CPL e
AREA
i Quizalofope- o/ 10 CR, IM, RIM, RCR,
FC p-etil Nio Nio Lab RF 0,5 1/"’501/’ ¢ 24h A Rz EM,ACe APFM, Nio - - (ROSICIZJOLIE;{E el
- Cicloxidim 70 AN IACeIAN 4
. . 31,25, 52,50, RIM, RTG,
Sialex Procimidona 125, 250 ¢ 500
L G, CR,IM,  RVG, (BERNARDES ef
FC Nao Nao Lab RF HE 48 ¢ 96h PG Ra AC, AN e RCR,IAC, Nao - -
46,88, 93,75, al., 2019)
Rovral  Iprodion 187,5, 375 ¢ 750 MM IAN e
ovra prodiona )5, _el CDDNA
pg mL
. Piriproxifeno 0,0001, 0,001,
FC Sumﬂéw 05— Nao Nio Lab OMS  0,01,0,1,1,10,  24h A Ra IM’A‘;C © Rlx;:NAC Nio - - (AL;/(];%;’ al.,
Piridalila 100 e 1000 ppm

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacioda Concentracio/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos Houve A e
a coes R os sur- capsula- ~ b o .~ exposi- . ¢ encontra- Fez? Tempo recupe- Referéncias
dutos . . ativo ¢ao concentra- dose utilizada exposicio ~ d posta cadores ~ oh
comerciais factantes do - c ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose
Glifosato
o . . 250mgL'e IM, GR
Glifotim isopropila- 21 5 » RCR, AB,
FC mina Nio  Nio  Lab L S00mg L 4 dias A Rz CLEPRB pTAe Nao - . (DATCUetal,
2mgL'edmg TU, CM, CMDMT 2020)
DMA 2,4-D g SueTD
Warrant 700 Imidaclopri- 1,75,17,5,175 e
a7 G, GR, EI RCR
-1 5 9 9 )
FC WG da Nio  Nio  Lab RF 1750 pgml™ 24,48, 72 pp Ra  IM,ACe RAB,RIM Nio - . (FIORESIeral,
e 96h 2020)
Rovral SC  Iprodiona 7,5,75,750 ¢ AN e ACC
P 7500 pg mL"!
RCR, RIM,
IM, TU, O, RTA,
ix ~ ~ 0,05, 0,13, 0,26, 4,8, 18he MDA, EA, ARO, ~ (SRIVASTAVA;
FC - Malatido  Nao Ndo  Lab NI 0,39¢0,52 gL' 5 dias SN Rz BC,CRe  cprL, N - - SINGH, 2020)
DM AREA e
CDDNA
(MERCADO;
FC : Propanil  Nio  Nio  Lab N BHOSIDe 28y Rz el REVECR e : CALENO;
& SUAREZ, 2020)
. ~ ~ 5,10,15,25e 24,48¢ IM, AC, RIM, RCR, .. (MERCADO;
FC - Glifosato Ndo  Nao  Lab L 30 mg L 72h A Rz ANeCR IACeIaN N - " CALENO, 2020)
0,2,35,4,7,9,4,
DMIE(E 806 2,4-D 18,8 37,6 mg 7 e 14 dias - -
-1
FC Nio Nio  Lab RF kg de solo S Raand G, PF,EP prg Nz (TRIQUES et al.,
Regent® 0, 0,52, 1,04, BR e CR 2021)
& Fipronil 2,08,4,16 8,32 7 dias - -
800 WG -1
mg kg~ de solo
FC  Selima  TIAClOSUO-\mo im o Lab NI 50,100200 54y A Ra  IMeAC RIMelAC Nio - - (GAO et al,
bina mgL 2021)
RIM, (ERGIN;
. . ~ ~ 1 IM, EM, APFM, . 12¢ .
FC Linuron Linuron Nao Nao Lab NI 0,1 mg mL 12 e 24h A Rz Sim RP  INCEER; ERGIN,
AC e EI IACe 24h
ACC 2020)

Continua ...
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Tabela A.1 — Artigos analisados e dados extraidos. Continuacao
Recuperacio
. Determi- . .
Pro- For1~nula- Principio Avaliou Nanoen- Condi- nacdoda Concentracdo/ Periodo de Tipo de Parte ex- Biomar- Efeitos N Houve A
dutos? goes ativo os sur- _ capsula- cio®  concentra- dose utilizada exposicio exlgoil- posta®  cadores’ encontra-  Fez? Tempo rect_lpe; Referéncias
comerciais factantes do - ¢cao dos® raciao?
¢cao/ dose*
CR, AN, RTG, RPF,
. 0,025, 0,050 ¢ IM, AC, RCR, RIM,
FC  Torpedo CE Abamectina Nao Nao Lab L O’ 100’ m’L Ll 72h A Rz MDA, [IAC,IAN, Nao - - (MACAR, 2021b)
’ AMR, EA AREA e
e PF CAH
Elandor® Im‘d?l"pn' 200 ppm NR, CR, AHI\{/ICE;;N MERT: BETUL
FC a Nao Nio Lab RF ——— 24e72h A Rz AC, AN, I A’C o > Niéo - - ( 20’20) ’
Goldplan® Acetamiprida 400 ppm IMe EM APFM
RTG,
CR, PF, RCR, RPF,
Envedor SC i odicl 2\1{1 %E: RH}&I{JAC’ (CAVUSOGLU et
spirodiclo- ~ ~ A , EC, , ~ e
FC Zﬁ)jse feno Nao Nao Lab CcucC 20mg L 72h A Rz MDA, EA, CDDNA., Nao - - al., 2021)
DMe CPL,
AMR AREA e
CAH
G, CR, PF, RH}&I{I‘?C’
e PO Temaconazol  Nao  Nao  Lab  CEw oo fr;(g)OLi 3dias A Rz AN MDA, AREA, Nio - - (MACAR, 2021a)
EAcAMR CT-¢
CAH
RCR, RPF,
PF, G, IM, RTG, RIM,
FC  FernexDS Diniconazol Nio  Nio  Lab L 100 mg L-! 72h A Rz S\C,’D?SA IAS’PIL‘?N’ Nio - ; (MA%;‘I})Q’ al,
e AMR AREA ¢
CAH

*Formulag@o comercial (FC) e Principio Ativo (PA);
®Laboratdrio (Lab);

°Concentragio ecologicamente relevante (CER), Concentrago efetiva (CE), Concentragio letal (CL), Concentragdo usada no campo (CUC), Dose letal (DL), Indice letal (IL), Literatura (L), Ministério da
Agricultura do Egito (MAE), Néao informado (NI), Niveis maximos de contaminantes (NMCs), Organizagdo Mundial da Saide (OMS) e Recomendagdo do fabricante (RF);

dAgua (A), Algodio (Al), Meio de cultura (MC), Papel filtro (PF), Papel de germinagio (PG), Pulverizagio (P), Solo (S) e Solugdo nutritiva (SN);
¢Antera (A), Broto (Br), Bulbo (B), Cebola verde (CV), Folha (F), Planta inteira (PI), Radicula (Ra) e Raiz (Rz);
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fAberracdes cromossomicas (AC), Alteracdes morfoldgicas da raiz (AMR), Anormalidade nuclear (AN), Apoptose (A), Biomassa (B), Biossintese de nucleosideos (BN), Carotendides (Ca), Células
necroéticas (CN), Clorofila a e b (C), Clorofila total (CT), Contetido mineral (CM), Crescimento da raiz (CR), Densidade do tecido (TD), Desenvolvimento da parte aérea (DPA), Docking molecular (DM),
Ensaio do cometa (EC), Enzima de biotransformacdo (EB), Enzimas antioxidantes (EA), Estabilidade gendmica (EG), Estagios da interfase (EI), Estagios da mitose (EM), Esterilidade do polen (EP),
Germinagio (G), Glicosaminoglicanos da parede celular (GPC), indice mitético (IM), Malondialdeido (MDA) , Marcadores moleculares (MM), Microtibulos (M), Niimero de raizes (NR), Osmoprotetores
(O), Peso fresco (PF), Peso seco (PS), Proteina tubulina (PT), Quantificagdo de DNA (QDNA), Quantificagdo de RNA (QRNA), Residuo de pesticida (RP), Sobrevivéncia (S), Suculéncia (Su), Taxa de
divisdo relativa (TDR), Taxa de lesdes (TL), Teor de proteina (TP), Teor de umidade (TU), Tolerancia (T), Velocidade de germinagdo (VG) e Vigor (V);

¢Afetou os microtibulos (AM), Alteracao da resposta das enzimas antioxidantes (AREA), Alteracdes da porcentagem de fases mitoticas (APFM), AlteragSes da resposta osmoprotetora (ARO), Alteragdes
morfologicas (AM), Alteragdes no ciclo celular (ACC), Aumento da atividade EROD (AEROD), Aumento da biomassa (AB), Aumento da taxa de lesdo (ATL), Aumento das células necroticas (ACN),
Aumento do indice mitético (AIM), Aumento do nimero de nucléolos (ANN), Causou alteragdes histologicas (CAH), Causou danos ao DNA (CDDNA), Causou deterioragdo da raiz (CDR), Causou efeitos
em proplastideos (CEP), Causou esterilidade do pélen (CEP), Causou instabilidade genomica (CIG), Causou menor deposi¢do mineral nos tecidos (CMDMT), Causou peroxidacio lipidica (CPL), Indugéo
de aberracdes cromossomicas (IAC), Inducdo de anormalidades nucleares (IAN), Inducdo de centros extra organizadores de microtibulos (ICEOM), Inducao de minicélulas (IMC), Inibi¢ao da incorporagdo
de uridina timidina e leucina (ITUTL), Persisténcia do residuo (PR), Provocou banda pré-profasica anormal (PBPPA), Provocou degradag@o do nticleo (PDN), Provocou fragmoplasto aberrante (PFA),
Provocou fuso mitético anormal (PFMA), Provocou morte celular (PMC), Redugdo da clorofila a e b (RCab) , Redugdo da clorofila total (RCT), Reducdo da frequéncia de células em divisdo normal
(RFCDN), Redugido da parte aérea (RPA), Reducdo da proporcdo entre parte aérea e raiz (RPPAR), Reducao da sobrevivéncia (RS), Redugdo da taxa de germinagdo (RTG), Reducgao da tolerancia (RT) ,
Redugdo da velocidade de germinagdo (RVG), Redugdo das aberragdes cromossomicas (RAB), Reducdo de DNA ¢ RNA (RDNA-RNA), Redugédo de nucléolos tnicos (RNU), Redugdo de Proteinas (RP),
Redugido do contetido de DNA 2C (R2CDNA), Redugio do crescimento radicular (RCR), Redugdo do indice mitdtico (RIM), Reducdo do nimero de raizes (RNR), Redugdo do peso fresco (RPF), Redugéo
do peso seco (RPS), Redugao do residuo (RR), Redugéo do teor de agua (RTA), Redugao do teor de umidade (RTU), Redugéo do vigor da parte aérea (RVPA), Redugéo dos carotendides (RC) e Sem efeito
(SE);

"N3o informado (NI) e Recuperagio parcial (PR).
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Tabela A.2 — Propriedades do ingrediente ativo

Ingrediente ativo Tipo de pesticida Origem da substincia Grupo de substincias ‘disposlf;l:;;isd(;z? de Stat;;;;?i::;gio na
ingredientes ativos

2,4-D Herbicida Sintético Alquilclorofenoxi Atual Sim
Abamectina Inseticida Natural Derivado de micro-organismos Atual Sim
Acetamiprid Inseticida Sintético Neonicotinoide Atual Sim
Alpha-cipermetrina Inseticida Sintético Piretroide Atual Sim
Anilofos Herbicida Sintético Organofosforado Desconhecido Nao
Atrazina Herbicida Sintético Triazina Atual Nao

Continua ...
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Tabela A.2 — Propriedades do ingrediente ativo Continuacao

Status de Status de aprovaciio na

Ingrediente ativo Tipo de pesticida Origem da substancia Grupo de substancias .dispon.ibilidade.: de Unidio Europeia
ingredientes ativos

Azadiractina Inseticida Natural Tetranortriterpenoide Atual Sim
Benfuracarbe Inseticida Sintético Carbamato Atual Nao
Benodanil Fungicida Sintético Anilida Obsoleto Nao
Benomilo Fungicida Sintético Benzimidazol Atual Nao
Bentazona Herbicida Sintético Benzotiazinona Atual Sim
Captano Fungicida Sintético Ftalimida Atual Sim
Carbaril Inseticida Sintético Carbamato Atual Nao
Carbendazima Fungicida Sintético Benzimidazol Atual Nao
Carbetamida Herbicida Sintético Carbamato Atual Sim
Carbofurano Inseticida Sintético Carbamato Banido Nao
Cloreto de clorfenfos Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nao
Clorimuron-etil Herbicida Sintético Sulfonilureia Desconhecido Nao
Clorotalonil Fungicida Sintético Cloronitrila Atual Nao
Clorpirifos Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nio
Clodinafop-propargil Herbicida Sintético Ariloxifenoxipropionato Atual Sim
Clopiralide Herbicida Sintético Piridina Atual Nao
Oxicloreto de cobre Fungicida Sintético Composto inorgénico Atual Sim

Cicloheximida Fungicida Sintético Antibidtico antifungico Obsoleto Desconhecido
Cicloxydim Herbicida Sintético Cicloexanediona Atual Sim
Cipermetrina Inseticida Sintético Piretroide Atual Sim
DDT Inseticida Sintético Organoclorado Banido Nao
Deltametrina Inseticida Sintético Piretroide Atual Sim
Diazinona Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nao
Dicamba Herbicida Sintético Acido benzoico Atual Sim
Diclorvés Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nao
Diclofop-metil Herbicida Sintético Ariloxifenoxipropionato Atual Sim
Difenoconazol Fungicida Sintético Triazol Atual Sim

Continua ...
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Tabela A.2 — Propriedades do ingrediente ativo Continuacao
. . . . . . A . A . . St?t}l.s de Status de aprovacio na
Ingrediente ativo Tipo de pesticida Origem da substiancia Grupo de substancias .dlSpOIl.lbllldadE.! de Unidio Europeia
ingredientes ativos

Dimetoato Inseticida Sintético Organofosforado Atual Néo
Diniconazol Fungicida Sintético Triazol Atual Nio
Dinocape Herbicida Sintético Dinitrofenol Atual Nao
Dioxacarbe Inseticida Sintético Carbamato Obsoleto Nao
Dibrometo de diquat Herbicida Sintético Bipiridil Atual Nao
Diurdo Herbicida Sintético Fenilamida Atual Nao
Dodina Fungicida Sintético Guanidina Atual Sim
Emamectina benzoato Inseticida Natural Derivado de micro-organismos Atual Sim
Endossulfano Inseticida Sintético Organoclorado Atual Néo
Etion Inseticida Sintético Organofosforado Atual Néo
Fenaminossulf Fungicida Sintético Diazenossulfonato Obsoleto Nao
Fenbuconazol Fungicida Sintético Triazol Atual Sim
Fention Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nao
Fenvaletrina Inseticida Sintético Piretroide Atual Nao
Fipronil Inseticida Sintético Fenilpirazol Atual Nao
Flocoumafeno Rodenticida Sintético Anticoagulante cumarinico Atual Nao

Fluclorlina Herbicida Sintético Cloroanilina Obsoleto Desconhecido
Fluopiram Fungicida Sintético Benzamida piramida Atual Sim
Flurocloridona Herbicida Sintético Pirrolidina Atual Sim
Flusilazol Fungicida Sintético Triazol Atual Nao
Glifosato Herbicida Sintético Fosfonoglicina Atual Sim

Glifosato isopropilamina Herbicida Sintético Fosfonoglicina Atual Desconhecido
Hexaclorobenzeno Fungicida Sintético Hidrocarboneto clorado Banido Nao
Imazalil Fungicida Sintético Imidazol Atual Sim
Imazapir Herbicida Sintético Imidazolinona Atual Nio
Imazaquina Herbicida Sintético Imidazolinona Atual Nio
Imazetapir Herbicida Sintético Imidazolinona Atual Nao

Continua ...
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Tabela A.2 — Propriedades do ingrediente ativo Continuacao
. . . . . . A . A . . St?t}l.s de Status de aprovacio na
Ingrediente ativo Tipo de pesticida Origem da substiancia Grupo de substancias .dlSpOIl.lbllldadE.! de Unidio Europeia
ingredientes ativos
Imidacloprido Inseticida Sintético Neonicotinoide Atual Nio
Iprodiona Fungicida Sintético Dicarboximida Atual Nio
Lindano Fungicida Sintético Organoclorado Banido Nao
Linurgo Herbicida Sintético Ureia Atual Nao
Malationa Inseticida Sintético Organofosforado Atual Sim
Hidrazida maleica Herbicida Sintético Piridazina Atual Sim
Mancozebe Fungicida Sintético Carbamato Atual Nao
MCPA Herbicida Sintético Acido ariloxialcanoico Atual Sim
Mesotriona Herbicida Sintético Triketona Atual Sim
Metiocarbe Inseticida Sintético Carbamato Atual Nio
Metil paratido Inseticida Sintético Organofosforado Atual Nao
Metolacloro Herbicida Sintético Cloroacetamida Atual Nao
Metolcarbe Inseticida Sintético Carbamato Obsoleto Sim
Oxadiasona Herbicida Sintético Oxidiazol Atual Nao
Oxifluorfeno Herbicida Sintético Difenil éter Atual Sim
Oximatrina Inseticida Natural Alcaloides de quinolizidina Atual Nao
Paraquat Herbicida Sintético Bipiridilio Atual Nio
Dicloreto de Paraquat Herbicida Sintético Composto de amonio quaternario Atual Néo
Pendimetalina Herbicida Sintético Dinitroanilina Atual Sim
Pentacloretofenol Inseticida Sintético Organoclorado Desconhecido Nao
Piclorama Herbicida Sintético Piridina Atual Sim
Pinoxaden Herbicida Sintético Fenilpirazol Atual Sim
Procimidona Fungicida Sintético Dicarboximida Atual Nao
Prometrina Herbicida Sintético Triazina Atual Nao
Propanil Herbicida Sintético Anilida Atual Nio
Propinebe Fungicida Sintético Carbamato Atual Nio
Piracarbolide Fungicida Sintético Anilida Obsoleto Desconhecido

Continua ...
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Tabela A.2 — Propriedades do ingrediente ativo Continuacao

Status de
Ingrediente ativo Tipo de pesticida Origem da substancia Grupo de substancias disponibilidade de
ingredientes ativos

Status de aprovacio na
Uniao Europeia

Piraclostrobina Fungicida Sintético Estrobilurina Atual Sim
Pirazofos Fungicida Sintético Fosforotiolato Atual Nio
Piridalil Inseticida Sintético Piridina Atual Sim
Piriproxifeno Inseticida Sintético Piridina Atual Sim
Quizalofop-P-etil Herbicida Sintético Ariloxifenoxipropionato Atual Sim
Spirodiclofeno Inseticida Sintético Acido tetronic Atual Nao
Sulcotriona Herbicida Sintético Triketona Atual Sim
Sulfentrazona Herbicida Sintético Arl triazolinona Atual Nao
Sulfossulfurona Herbicida Sintético Sulfonilureia Atual Sim
Tebuconazol Fungicida Sintético Triazol Atual Sim
Tetraconazol Fungicida Sintético Triazol Atual Sim
Tiametoxam Inseticida Sintético Neonicotinoide Atual Nao
Tralomethrina Inseticida Sintético Piretroide Atual Nao
Trifluralina Herbicida Sintético Dinitroanilina Atual Nao

Zinebe Fungicida Sintético Carbamato Atual Nao
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APENDICE B. TABELA ARTIGO 3: Explorando a toxicidade de pesticida a base de

fluopiram em espécies nao-alvo

Tabela B.1 — Mutagenicidade de pesticidas em cepas de Salmonella typhimurium.

Mutagenicidade
Tratamento Dose 1 TA100 TA98
(mg placa™)

Média+DP IM Média+DP IM
CN! 278 + 10 1,00 30+ 13 1,00
0,017 260 =+ 34% 0,94 30 £4¢ 1,00
0,050 217 £ 15°¢ 0,78 37 +6° 1,23
0,210 227+ 11° 0,82 28 £3°¢ 0,92
Fluopiram 0,418 236 + 28 0,85 24 + 24 0,78
0,835 276 + 51 0,99 27 £ 14 0,89
1,67 277 £ 53b 1,00 21+ 1¢ 0,68
5,00 256 + 43 0,92 16 +2f 0,52
CP? 3112 +333* 11,21 239 +20° 7,88

Os valores apresentados sdo a média + desvio padrdo (DP) das réplicas obtidas em trés

experimentos independentes;
1Controle Negativo (CN);

2Controle Positivo (CP): 0,15 mg azida sodica placa’ para TA100 e 0,05 mg 4-

nitroquinolina-1-6xido (4-NQO) placa™! para TA9S;

30ne-way ANOVA e teste de Tukey;

4Kruskal-Wallis e teste de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner;

Letras em comum na mesma coluna nio apresentam diferenca significativa (p > 0,05).

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga significativa (p < 0,05).
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APENDICE C. RESULTADOS ESTATISTICOS ARTIGO 4: Efeitos de curto prazo da
aplicacido do herbicida flumioxazina na atividade biolégica do solo

Substratos utilizados para a analise enzimatica do solo:

e a-glucosidase = p-nitrofenil-a-d-glucopiranosideo 5 mM;
e [B-glucosidase = p-Nitrofenil-B-D-glucopiranosideo 2,42 mM;
e Fosfatase acida = sal di(tris) de 4-Nitrofenil fosfato 0,2 mM;
¢ Glicina aminopeptidase = p-nitroanilida de glicina 1 mM;

e Arilsulfatase = 4-nitrofenil sulfato de poténcia 4,7 mM.

Resultado dos testes estatisticos:

o-Glicosidase — ANOVA mista de duas vias — Violagdo da esfericidade. Aplicada a correcao de
Greenhouse-Geisser.

e Tratamento (F(1.8) = 2,86; p = 0,13; 5,° = 0,05)
e Tempo (F1,97.1573) = 23,37; p < 0,001; s’ = 0,71)
e Tratamento:Tempo (F(1,97:15,73) = 3,29; p = 0,06; 15°> = 0,26)

Post-hoc

e Tempo — Testes t emparelhados para a varidvel Tempo, ignorando o grupo. Os valores de p
sdo ajustados utilizando o método de correcao de testes multiplos de Bonferroni.
= 0-7p<0,001
= 0-14p=0,89
= 0-28 p<0,001
= 0-58 p<0,001

= 7-14p=0,15
= 7-28p=1
= 758p=1

= 14-28p=0,15
= 14-58 p<0,05
= 28-58p=1

B-Glicosidase — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(;8=9,75; p <0,05; 5, = 0,30)
e Tempo (Fu32) = 16,55; p <0,001; n5° = 0,57)
e Tratamento:Tempo (F4;32) = 0,27; p = 0,90; 5. = 0,02)
Post-hoc
e Tratamento — Testes t emparelhados para a variavel tratamento, ignorando o tempo. Os

valores de p sdo ajustados utilizando o método de corre¢do de testes multiplos de
Bonferroni.

= Controle-Flumioxazina p < 0.001

e Tempo — testes t emparelhados para a varidvel tempo, ignorando o tratamento. Os valores
de p sdo ajustados utilizando o método de corre¢do de testes multiplos de Bonferroni.



0-7p < 0,01
0-14 p < 0,01
0-28 p < 0,001
0-58 p < 0,001
7-14p=1
7-28p=1
7-58p=1
14-28 p =1
14-58 p = 1
28-58 p < 0,01
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Fosfatases acida — ANOVA mista de duas vias — Violagdo da esfericidade. Aplicada a correcdo de
Greenhouse-Geisser.

e Tratamento (F(1.8) = 4,06; p = 0,08; 77,° = 0,12)
e Tempo (F(,85.14,79 = 59,75; p < 0,001; .’ = 0,85)
e Tratamento:Tempo (F(1.85;14,79) = 1,96; p = 0,18; ,° = 0,15)

Post-hoc

e Tempo — testes t emparelhados para a variavel tempo, ignorando o tratamento. Os valores

de p sdo ajustados utilizando o método de corregdo de testes multiplos de Bonferroni.

0-7 p < 0,001
0-14p < 0,01
0-28p=1
0-58 p < 0,001
7-14 p < 0,05
7-28 p < 0,001
7-58 p < 0,05
14-28 p < 0,05
14-58 p= 0,91
28-58 p < 0,001

Glicina aminopeptidase — ANOVA mista de duas vias — Violagdo da esfericidade. Aplicada a

correcao de Greenhouse-Geisser.

e Tratamento (F(1:)= 0,002; p = 0,97; 54> <0,0001)
e Tempo (Fu;32)=92,00; p <0,001; s =0,91)
e Tratamento:Tempo (F32) = 1,21; p = 0,32; 5> = 0,12)

Post-hoc

e Tempo — testes t emparelhados para a varidvel tempo, ignorando o tratamento. Os valores

de p sdo ajustados utilizando o método de correcao de testes multiplos de Bonferroni.

0-7 p < 0,001
0-14 p < 0,001
0-28 p < 0,001
0-58 p < 0,001
7-14p=0,1
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= 7-28p=0,98
= 7-58p=1
= 14-28p=1
= 14-58p=1
= 28-58p=1

Arilsulfatase — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(:3)= 0,09; p = 0,76; n,° = 0,003)
e Tempo (Fu32 =40,01; p <0,0001; n,° = 0,80)
e Tratamento:Tempo (Fu32) = 6,26; p <0,001; - = 0,38)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fa =63,8;p<0,001; 7° = 0,89)
* 7 (Fas = 11,4;p<0,05; 75 =0,59)
* 14 (Fas =3,00; p=0,60; ng° = 0,27)
= 28 (Fus=0,76;p=1; 15" = 0,09)

» 58 (Fus)=2,08; p=0,94; ng° = 0,21)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sdo
ajustados utilizando o método de correcao de testes multiplos de Bonferroni.

= (0 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001
= 7 — Controle-Flumioxazina p < 0,05

= 14 — Controle-Flumioxazina p = 0,60
= 28 — Controle-Flumioxazina p = 1

= 58 — Controle-Flumioxazina p = 0,94

N-NHs" — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F;8)=197,71; p <0,0001; 5, = 0,76)
e Tempo (Fuz32) =19,67; p <0,0001; n5° = 0,68)
e Tratamento:Tempo (F4:32) = 13,66; p < 0,0001; 54°> = 0,60)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fas) = 269,00 ; p < 0,0001; 7% = 0,97)
» 7 (Fus) =697, p=0,15; 75 = 0,46)

= 14 (Fas) = 8,30, p=0,1; 5 = 0,51)

= 28 (Fus) = 19,50; p < 0,05; 52 = 0,71)

» 58 (Fug)=9,48; p=0,075; 5’ = 0,54)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sao
ajustados utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= (0 — Controle-Flumioxazina p < 0,001
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= 7 — Controle-Flumioxazina p = 0,15

= 14 — Controle-Flumioxazina p = 0,10
= 28 — Controle-Flumioxazina p < 0,05
= 58 — Controle-Flumioxazina p = 0,75

N-NO3; — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F:5)= 0,01; p = 0,92; 54> < 0,0002)
e Tempo (Fu32) = 6,39; p <0,001; n5° = 0,40)
e Tratamento:Tempo (Fa;32) = 11,62; p <0,0001; 5’ = 0,54)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de correcdo de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fas) = 2,86; p=0,64; i’ = 0,26)
= 7 (Fas=094;p=1; 7 =0,10)

= 14 (Fus) =7,60; p=0,12; 5> = 0,49)
= 28 (Fus) = 17,00; p < 0,5; 55> = 0,68)
= 58 (Fus) = 13,60; p < 0,5; > = 0,63)

» Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sdo
ajustados utilizando o método de corregdo de testes multiplos de Bonferroni.

= (- Controle-Flumioxazina p = 0,64
= 7 — Controle-Flumioxazina p = 1

* 14 — Controle-Flumioxazina p = 0,12
= 28 — Controle-Flumioxazina p < 0,05
= 58 — Controle-Flumioxazina p < 0,05

Nitrogénio mineral — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(1:5) = 65,42; p < 0,0001; 7° = 0,52)
e Tempo (Fu;32 = 10,08; p <0,0001; 5’ = 0,52)
e Tratamento:Tempo (Fu32)=11,19; p <0,0001; 5, = 0,55)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fus = 115,00; p < 0,001; 7> = 0,93)
= 7 (Fas =335 p=0,52; 7> = 0,30)

= 14 (Fug <0,001; p=1; 7,2 <0,001)

= 28 (Fasg) = 25,20; p < 0,01; 72 = 0,75)
= 58 (Fa:s = 0,03; p = 1; ¢ = 0,004)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sdo
ajustados utilizando o método de corregdo de testes multiplos de Bonferroni.

= (- Controle-Flumioxazina p < 0,001
= 7 — Controle-Flumioxazina p = 0,52
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* 14 — Controle-Flumioxazina p = 1
= 28 — Controle-Flumioxazina p < 0,01
= 58 — Controle-Flumioxazina p = 1

NH4 (%) — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(;5) = 140,87; p <0,0001; #,° = 0,81)
e Tempo (Fuz32) =42,75; p <0,0001; n,° = 0,80)
e Tratamento:Tempo (F:32) = 34,00; p < 0,00 1; 75° = 0,76)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fu = 207,00; p < 0,0001; 5,2 = 0,96)
= 7 (Fus = 2,66; p = 0,70; > = 0,25)

= 14 (Fus = 42,305 p <0,001; 75> = 0,84)

= 28 (Fu:g) < 0,05; p = 1; ¢ < 0,001)

= 58 (Faug) = 133,00; p < 0,0001; 5, = 0,94)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sdo
ajustados utilizando o método de correcao de testes multiplos de Bonferroni.

= (0 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001
= 7 — Controle-Flumioxazina p = 0,70

= 14 — Controle-Flumioxazina p < 0,001
= 28 — Controle-Flumioxazina p = 1

= 58 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001

NH3 (%) — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(i;8)= 140,87; p <0,0001; 5, = 0,81)
e Tempo (Fuz32) =42,75; p < 0,0001; 7,° = 0,80)
e Tratamento:Tempo (Fu432) = 34,01; p <0,0001; n,° = 0,76)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fus =207,00; p <0,0001; ¢> = 0,96)
= 7 (Fas) = 2,66; p = 0,70; 7¢° = 0,25)

» 14 (Fus) =42,30; p <0,001; 7,2 = 0,84)

= 28 (Fug =0,007; p=1; 72 = 0,001)

= 58 (Fasg) = 133,00; p < 0,0001; 7,2 = 0,94)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sao
ajustados utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= (0 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001
= 7 — Controle-Flumioxazina p = 0,70
= 14 — Controle-Flumioxazina p < 0,001
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= 28 — Controle-Flumioxazina p = 1
= 58 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001

CBM — ANOVA mista de duas vias.

e Tratamento (F(1:5) = 84,30; p < 0,0001; 54° = 0,69)
e Tempo (F,14:17,15 = 12,92; p < 0,001; n,° = 0,56)
e Tratamento:Tempo (F2,14:17,15) = 11,93; p < 0,001; 7,° = 0,54)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de correcdo de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fus =3,98; p=0,41; 7 = 0,33)

= 7 (Fus) =3,74; p = 0,45; 5,2 = 0,32)

= 14 (Fus = 99,80; p < 0,0001; 7> = 0,93)
= 28 (Fus = 38,80; p <0,01; 5 = 0,83)

» 58 (Fus) =4,62; p=0,32; 5 = 0,37)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sdo
ajustados utilizando o método de correcdo de testes multiplos de Bonferroni.

= (- Controle-Flumioxazina p = 0,41

= 7 — Controle-Flumioxazina p = 0,45

= 14 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001
= 28 — Controle-Flumioxazina p < 0,01

= 58 — Controle-Flumioxazina p = 0,21

RBS — ANOVA mista de duas vias — Violagao da esfericidade. Aplicada a corre¢ao de Greenhouse-
Geisser.

e Tratamento (F(.3 = 0,88; p = 0,38; n,° = 0,28)
e Tempo (Fu32) = 84,92; p <0,0001; n,° = 0,89)
e Tratamento:Tempo (Fu32) = 7,98; p <0,001; n° = 0,42)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de corregao de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fass = 11,00; p = 0,05; 5> = 0,58)
» 7 (Fus) = 15,70; p < 0,05; 55° = 0,66)
= 14 (Fu:s=0,30; p=1; 75’ = 0,04)
= 28 (Fug)=9,24; p=0,08; 55’ = 0,54)
= 58 (Fuis)=0,21;p=1; 74 =0,03)

e Teste T — Comparagdes emparelhadas entre niveis de tratamento. Os valores de p sao
ajustados utilizando o método de correcao de testes multiplos de Bonferroni.

= (- Controle-Flumioxazina p = 0,05
» 7 — Controle-Flumioxazina p < 0,05
» 14— Controle-Flumioxazina p = 1
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= 28— Controle-Flumioxazina p = 0,08
= 58 — Controle-Flumioxazina p = 1

qCO2 — ANOVA mista de duas vias

e Tratamento (F(1:5) = 58,16; p < 0,0001; 54° = 0,66)
e Tempo (F(168;13.41) =40,61; p <0,0001; 5. = 0,79)
e Tratamento:Tempo (F(168:13.41) = 19,57; p < 0,001; ¢° = 0,64)

Post-hoc

e Anova — Efeito do tratamento em cada ponto de tempo. Os valores de p sdo ajustados
utilizando o método de correcdo de testes multiplos de Bonferroni.

= 0 (Fu;s =20,00; p<0,05; e~ =0,71)

= 7 (Fas=0,50; p=1; 5 =0,06)

* 14 (Fu.s) = 237,00; p < 0,0001; 5’ = 0,97)
= 28 (Fa:)=39,80; p<0,01; 75° = 0,83)

= 58 (Fu;8=0,64;p=1;n,s =0,07)

e Teste t— Comparagdes pareadas entre os niveis do Tratamento. Os valores de p sdao ajustados
usando o método de corregdo para testes multiplos de Bonferroni.

= (- Controle-Flumioxazina p < 0,05

= 7 — Controle-Flumioxazina p = 1

= 14 — Controle-Flumioxazina p < 0,0001
= 28 — Controle-Flumioxazina p < 0,01

= 58 — Controle-Flumioxazina p = 0,05

Resultado PERMANOVA
Df SumOfSgs R2 F Pr(>F)
Tratamento 1 105,20 0,16515 37,4365 0,001 ***
Tempo 4 314,40 0,49356 27,9699 0,001 ***
Tratamento:Tempo 4 104,99 0,16482 19,3403 0,001 ***
Residual 40 112,41 9,17646

Total 49 637,00 1,00000
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Pesticidas s&o essenciais para a agricultura, melhorando a
qualidade e quantidade das lavouras’. Contudo, causam
contaminacao do solo, dgua e ar, resultando em problemas de salde
publica & ambientais®?®. Além disso, 18m uma nalureza persistente no
meio ambiente'*. A biodegradacdo com fungos, que possuem enzimas
de baixa especificidade, € uma solugdo para reduzir residuos de
pesticidas®.

Este esludo investiga a lolerdncia de isclados fungicos a
pesticidas, visando identificar linhagens com potencial para
biodegradacao futura.

2. MATERIAIS E METODOS

Para identificar isolados fingicos com tolerancia a pesticidas,
foram avaliados 51 isolados de fungos filamentosos e 17 isolados de
fungos leveduriformeas.

As linhagens fungicas foram submetidas a testes de tolerdncia
em meio solido, cultivadas em meio de cultura de sais minerais com
doses recomendadas de Fluopiram (1,67 mg mL™"), Flumioxazina (0.5
mg mL') e S-metolaclorc (64 mg mbL"). Os pesticidas foram
adicionados ao meio esterlizado para atingir a concentragéo final de
campo.

Discos de agar com micélio fingico foram inoculados em placas
de Petri contendo o meio com peslicidas e incubados a 30 °C no
escurc. O diametro de crescimento foi medido durante duas semanas,
comparado com placas controle sem pesticidas.

A porcentagem de inibigAo do crescimento foi determinada
usando a formula:

CT = DCA/DCC
Onde: CT & o coeficiente de tolerdncia, DCA e DCC s80 o didmetro da
colénia na amostra e controle, respectivamente.
Para fungos leveduriformes, foi considerada a aparéncia nos
tratamentos com pesticidas, comparada ao controle negativo.

3. RESULTADOS

Dos 68 fungos avaliados, trés isolados se destacaram como
promissores (Figura 1). O isolado SXS 214 apresentou coeficiente de
tolerancia de 0,90 para a Flumioxazina, 0,88 para o Fluopiram e 0,73
para o S-metolacloro. O isolado SXS 411 obteve coeficiente de
tolerancia de 56,37 para a Flumioxazina, 19,90 para o Fluopiram e
26,99 para o S-mefolacioro. O isolade SXS 424, um fungo
leveduriforme, teve sua maorfologia nos tratamentos com pesticidas
semelhante & do controle negativo (CN), conforme pode ser observado
nas figuras 1 e 2. Todos os isolados analisados foram depositados na
colecdo de culturas do FungiLab/UEG,

SXS 214 SXS 411

SXS 424

Figura 1. Crescimento de isolados fingicos em confato com os pesticidas. CN =
Controle Megativo, FM = Flumioxazina

T

SX5 214 SXS 41

SXS 424

Flgura 2. Crescimento de isclados fungicos am contalo com o8 pesticidas, FP =
Fluapiram, SH = S-melalaclore

Neste estudo, foi identificado trés isolados fingicos promissores
(S5XS 214, X5 411 & SXS5 424) com boa capacidade de tolerar os trés
pesticidas avaliados (Fluopiram, Flumioxazina e S-metolaclora).

Esses resultados sao significativos, pois destacam o potencial
desses isolados para aplicagbes praticas em biodegradagdo de
pesticidas.

A tolerAncia observada € um indicio de gue os isclados s8o0
capazes de metabolizar ou degradar os pesticidas avaliados devido a
mecanismos de resisténcia naturais. Os fungos podem degradar
moléculas complexas por meio de enzimas hidroliticas, lignoliticas,
oxidativas, desidrogenases, redutases, esterases, lipases e
conjugativas.

Esse arsenal enzimatico se da pelo fato que os fungos possuem
sistemas enzimaticos extracelulares complexos e poderosos. Os
fungos sdo capazes de degradar compostos lignoliticos como corantes
e poluentes no meio ambiente devido a baixa especificidade das
enzimas fingicas®,

5. CONCLUSAO

Os isolados flngicos SXS 214, SXS 411 e SXS 424 se
dest; am pela tolerdncia significativa aos pesticidas Fluopiram,
mosirando  potencial  para

Flumioxazina & S-metolacloro,
biodegradagao. Esses resultados apontam para possiveis aplicagies
préaticas na biorremediago, oferecendo uma abordagem promissora
para mitigar os impactos negativos dos pesticidas no meio ambiente,
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Figura D.3 — Fotos da premiacdo.
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BIODEGRADACAO DE PESTICIDAS UTILIZANDO FUNGOS: ESTRATEGIA PARA
MITIGACAO DE DANOS AMBIENTAIS
Resumo — O uso global de pesticidas, embora melhore a produtividade e qualidade das culturas,
traz riscos a saude humana e ambiental, como a contaminag¢ao do solo e de recursos hidricos. Em
2021, o uso agricola global de pesticidas foi de cerca de 3,77 milhdes de toneladas, resultando em
residuos, cujas moléculas sdo, muitas vezes, persistentes no ambiente. Técnicas de biorremediagao,
como a biodegradagdo, podem ser utilizadas para minimizar impactos dos pesticidas e até mesmo
recuperar areas contaminadas. Contudo, ainda nao existem métodos eficazes e comercialmente
disponiveis para solucionar este problema. O objetivo desta proposta ¢ utilizar fungos para
biodegradar moléculas comerciais de pesticidas (Fluopiram — Verango® Prime, Flumioxazina —
Sumisoya®, S-metolacloro — Dual Gold®) e identificar os mecanismos bioldgicos e quimicos
envolvidos no processo. Para isso, sera realizado um teste de tolerancia com diferentes isolados
fingicos para selecionar o isolado com o melhor potencial de degradagdo dos pesticidas que serdo
avaliados. Apds serd conduzido o ensaio de biodegradacdo onde o sucesso do processo sera
avaliado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa. Andlises enzimadticas e
protedmica serdo feitas para identificar enzimas chave no processo. Técnicas de modelagem
molecular e inteligéncia artificial serdo empregadas para simular interagcdes enzima-pesticida para
uma possivel otimizacdo do processo. Com a execucdo da proposta espera-se contribuir para
solucionar o problema da contaminagdo por pesticidas, melhorando a sustentabilidade da
agricultura e protegendo a saude publica e preservando o meio ambiente. Esta pesquisa vai de
encontro com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel da Agenda 2030 das Nagdes Unidas,
fortalecendo assim o progresso do Estado de Goias e do Brasil. O projeto conta com o

financiamento das Chamadas 03/2022 e 09/2022 FAPEG.

INTRODUCAO

O uso de pesticidas na agricultura esta associado a diversas ameacgas devido ao uso
irracional que ignora os riscos associados para biosfera devido a contaminag¢ao do solo, da dgua e
do ar (RAJAK et al., 2023). A contaminagdo leva a varios problemas de saude publica, juntamente
com problemas ambientais (KUMAR et al., 2021). Embora os pesticidas sejam benéficos no ponto
de vista de producao agricola, existe essa outra face, onde podem acarretar consequéncias devido

sua bioampliagdo em organismos ndo-alvo e natureza persistente (SHARMA et al., 2019; PATHAK
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et al., 2022). Com isso, percebe-se que a contaminagdo por pesticidas ¢ um problema para o meio
ambiente e prejudicial para todas as formas de vida. Devido os problemas acarretados pelo uso de
pesticidas, a redu¢do dos residuos presentes no solo € na agua ¢ uma preocupagao de seguranga
(KUMAR et al.,2021). Uma forma de solucionar esse problema ¢ a biodegradagdo, com isso seria
possivel erradicar moléculas de pesticidas de areas contaminadas (KUMAR et al., 2021; PATHAK
etal., 2022).

Os fungos estdo entre os candidatos promissores para serem explorado para o processo de
biodegradacdo de pesticidas. Fungos sdo organismos quimioheterotroficos com capacidade
metabdlica de quebrar moléculas complexas, utilizando-as como fonte de energia. Toda essa
capacidade se da devido ao arsenal enzimatico intra e extracelular capaz de atacar e metabolizar
uma ampla classe de compostos (VAKSMAA et al., 2023).

Apesar de existirem trabalhos que exploram o uso de isolados fingicos para biodegradarem
moléculas de pesticidas (PINTO et al., 2012; WANG et al., 2017; XIAO; KONDO, 2020; FENG
et al.,2021), ainda ndo existe nenhum método ou produto disponivel para realizar a biorremediacao
de areas contaminadas. Percebe-se entdo que estratégias e trabalhos sobre biorremediagdo e
biodegradacao de pesticidas ndo foram exaustivamente explorados (GONCALVES; DELABONA,
2022) o que faz com que haja uma lacuna.

Com isso, sao necessarios mais estudos antes que a abordagem de se utilizar fungos para
degradar pesticidas seja declarada bem-sucedida (PATHAK et al., 2022). Pesquisas voltadas para
encontrar enzimas capazes de degradar pesticidas estdo se tornando cada vez mais vitais, além de
ser necessario encontrar organismos mais potentes, novos genes € novas abordagens de
biodegradacao (PATHAK et al., 2022). A utilizacdo de ferramentas Omicas para investiga a
composi¢ao genética detalhada, o modo de acdo e até mesmo as multiplas vias de degradagao
envolvidas na biodegradacdo de pesticidas combinadas com bioinformatica e ferramentas
estatisticas podem ajudar na compreensao e solucionar lacunas (GANGOLA et al., 2022).

Hé4 também o uso de inteligéncia artificial (IA), em combinagdo com aprendizado de
maquina e redes neurais artificiais que pode melhorar a precisdo e eficiéncia dos métodos de
biodegradacdo. A TA pode, por exemplo, reunir e analisar dados de varias fontes para gerar
previsdes e recomendagdes precisas sobre as condi¢des ideias para que a biodegradacdo ocorra

(BANERJEE et al., 2024).
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Isso posto, este estudo ¢ essencial para a triagem de fungos e enzimas eficientes para a
biodegradacao de pesticidas, reduzindo os riscos para o meio ambiente ¢ a satde humana
(PATHAK et al., 2022). A este respeito, com um esfor¢o interdisciplinar, nossa proposta visa
contribuir em solucionar essa lacuna, expandido o conhecimento para o desenvolvimento de uma
solucdo pratica, aplicavel e sustentavel para um dos maiores desafios enfrentados atualmente, que
¢ a contaminacao do solo e, consequentemente, dos recursos hidricos por moléculas de pesticidas.
A integracao de diferentes areas do conhecimento e técnicas proporcionara a aquisicao de dados

precisos e robustos.

METODOLOGIA
As etapas metodolédgicas sdo apresentadas em fluxograma na figura 1. Sao fornecidos os

parametros que serdo avaliados e resultados que serdo fornecidos com a execucao de cada etapa.

Figura 1 — Fluxograma com as etapas do projeto e resultados que serdo obtidos em

cada uma.
"1 | BIODEGRADAGAO
1.1. Teste de Tolerancia 1.2. Ensaio de Biodegradago
Diferentes linhagens fungicas serdio A linhagem fungica selecionada por
submetidas a um meic de cultura sua tolerdncia sera cullivada em meio
solido enriquecido com pesticidas, ——® de cultura liquido contende pestici-
testados  individugimente,  para das, testados separadamente. A
verificar sua capacidade de cresci- hipétese & que, utilizando o pesticida
mento, O chjetivo & identificar uma como Unica fonte de energia, o fungo
linhagem com telerancia aprimerada. o degradara eficientemente.
] l Y
(2" YANA - 3 : (4 JESCREENING
k2 )A_.NALIBE POR LC/IMS 5 3 | PROTEOMICA
- ENZIMATICO

Apds 30 dias de cultivo flingico em
meio liquido, este sera filirado e
preparado para analise  por
Cromatografia Liguida acoplada 2
Espectrometria de Massa
(LC/MS). Espera-se detectar
produtos de degradacdo dos
pesticidas & uma redugdo nas
moléculas originais.

Amostras do meic liguido serao
analisadas para identificar o perfil
proteico expresso durante a biode-
gradacéo. Espera-se que o perfil
protedmico nas amostras expos-
tas aos pesticidas diferira significa-
tivamente do controle, permitindo
a identificagdio de proteinas
expressas diferencialmente.

Outras amostras do meio liquido
serdo utilizadas para identificar
enzimas envolvidas na biodegra-
dacio dos pesticidas. Espera-se
uma atividade enzimatica elevada
nas enzimas relacionadas ac
processo, comparativamente  ac
perfil protedmico.

Estes trés passos envolverdo a identificagao das enzimas especificas envolvidas na degradacap dos pesticidas e a
elucidagao das possiveis vias metabolicas, esclarecende o mecanismo de agao da linhagem fungica,

2”) ENSAIO EM MICROCOSMO

A eficacia da linhagem fingica na degrada-
cao dos pesticidas sera testada em condi-
¢oes que simulam o ambiente natural. O
objetivo e obter uma visao realista da aplica-
bilidade pratica da técnica desenvolvida,

4 MODELAGEM MOLECULAR E
INTELIGENCIA ARTIFICIAL

A interacdo entre enzimas e pesticidas serd
madelada, juntamente com a previsao da toxici-
dade dos produtos de degradago. Os resultados
contribuirdc para avaliar a eficiéncia e especifici-
dade do processo, visando sua otimizagio.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Os isolados fingicos que serdo avaliadas quanto ao seu potencial para degradar os
pesticidas ja foram isolados, e estdo depositados na cole¢do de culturas do FungiLab/UEG. Os
isolados fingicos serdo submetidos, em triplicada, a teste de tolerancia em meio solido. O teste de
degradagdo sera feito somente com o isolado que melhor tolerar os pesticidas avaliados. Os
isolados serdo cultivados em BDA, acrescentando a dose de campo recomendada para cultura de
soja de cada um dos pesticidas (Fluopiram (Verango® Prime) — 1,67 mg mL!; Flumioxazina
(Sumisoya®) — 0,5 mg mL'; S-metolacloro (Dual Gold®) — 6,4 mg mL™!). As culturas fingicas
serdo incubadas a 30 °C no escuro. O diametro de crescimento (em mm) sera medido duas semanas.
Placas sem pesticidas e somente BDA servirdo como controle. A porcentagem de inibi¢do do
crescimento no meio BDA contendo pesticida serd determinada utilizando a seguinte férmula

(XTIAO; KONDO, 2019):

_ DCA

CT= DCC

Onde:
CT - Coeficiente de tolerancia;
DCA e DCC - Diametro da colonia na amostra e controle, respectivamente.

O isolado que melhor tolerar os pesticidas sera inoculado em frascos Erlenmeyer de 125
mL, contendo 90 mL de meio liquido contendo a concentragdo de campo de cada pesticida. Os
fracos serdo cobertos por papel aluminio e ficardo sob agitacao por 30 dias a 30 °C. Para os
controles, algumas culturas permanecerdo vivas e ndo receberao pesticida, enquanto outras culturas
serdo inativadas por autoclavagem (121 °C, 20 min) antes da adi¢do dos pesticidas. Apos 30 dias
de incubagdo, as culturas serdo preparadas para a analise por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC/MS) (HU et al., 2019). A eficiéncia da degradagdo dos pesticidas sera
calculada pela seguinte formula (FENG et al., 2021):

ED (%) = %* 100

Onde:
ED — Eficiéncia de degradacao;

Ci e Cf — Concentragdo inicial e final, respectivamente.
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Para identificar as proteinas/enzimas associadas a degradacdo dos pesticidas, os grupos
(controles e tratado) terdao o perfil protedmico comparado a fim de verificar proteinas
diferencialmente expressas. Para isso, o sobrenadante obtido pela centrifuga¢ao do meio liquido de
cada um dos grupos (controles e tratados) serdo enviadas para andlise em um centro especializado
em analises protedmicas. As opg¢des de centros especializados em protedmica sdo:

* Laboratorio Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD
— UNICAMP) — https://www.lactad.unicamp.br/br

» Laboratorio de Protedmica (LMProt/UFMG) — https://sites.icb.ufmg.br/celam/lmprot/

*  Centro de Facilidades para a Pesquisa (CEFAP — USP) — https://cefap.icb.usp.br/

Com base no perfil protedmico, as principais enzimas envolvidas no processo de
degradacao das moléculas de pesticidas serdo analisadas usando modelagem computacional para
simular as interagdes das enzimas com o principio ativo dos pesticidas. Com isso, serd possivel
identificar e descrever possiveis sistemas moleculares e vias de degradacdo dos pesticidas pelo
fungo. Todos os calculos serdo realizados usando o pacote Gaussian09 (FRISCH et al., 2009). As
constantes cinéticas das reagdes quimicas serdo calculadas usando o codigo Transitivity Code
(MACHADO et al., 2019).

Todos os experimentos serdo realizados em triplicata. Os dados serdo fornecidos com média
+ desvio padrao. As analises estatisticas serdo realizadas no software R, versdo 4.2.2 e RStudio,

versao 2023.03.0.

RESULTADOS ESPERADOS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Primeiramente espera-se que com a execucao do projeto se alcance o objetivo proposto.
Espera-se identificar, em meio os isolados fungicos estudados, o isolado que possui o melhor
potencial biotecnoldgico para a biodegradacdo de pesticidas. Com a identificagdo e o teste de
biodegradacao, espera-se que o isolado fingico escolhido apresente a capacidade de degradar os
pesticidas, por meio de enzimas extracelulares, utilizando-os como fonte energética para seu
crescimento. Por meio da investigacdo enzimatica e analise protedmica, espera-se caracterizar as
enzimas chave e possiveis vias metabolicas, sendo possivel esclarecer os mecanismos utilizados
para a degradagdo. Os dados da aplicacdo de modelagem molecular e inteligéncia artificial
fornecerdo um panorama da eficiéncia e especificidade do processo de biodegradacdo. Esses
resultados serdo cruciais para otimizar os processos de biorremediagdo, permitindo o

desenvolvimento de métodos eficientes e direcionados para descontaminagdo do solo.
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Os dados contribuirdo para a conscientizagdo dos impactos do uso de pesticidas,
promovendo a conscientizagdo e equilibrio entre preservacao ambiental e agricultura. Além disso,
espera-se que os resultados contribuam para o desenvolvimento de novas solucdes para
recuperagdo de solos contaminados e consequentemente preservacdo de recursos hidricos. As
descobertas podem ser aplicadas no desenvolvimento de produtos ou servigos para a industria e
agricultura devido ao potencial de inovagao dos resultados. A soma dos resultados proporcionara
contribui¢des e avangos notaveis no campo da ci€ncia, tecnologia e inovagdo, em harmonia com
os principios da bioeconomia e em alinhamento com os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
da Agenda 2030 das Nagdes Unidas, fortalecendo assim o progresso do Estado de Goiés e do Brasil.

Por fim, a partir dos resultados obtidos na presente proposta de pesquisa, que se concentra
na identificacdo e caracterizacdo de um isolado fingico eficiente na biorremediagao de pesticidas,
bem como na andlise de enzimas envolvidas no processo, uma dire¢do para trabalhos futuros
envolve o isolamento, produgdo e aplicacdo da enzima identificada. Onde o gene da enzima
identificada em nosso estudo sera clonado em um sistema de expressao apropriado. O objetivo sera
a otimizacao da producao da enzima em escala piloto. Este passo serd fundamental para viabilizar
a aplicagdo da enzima na remediagdo de solos contaminados em larga escala. Além disso, estudos
de impacto ambiental e toxicidade serdo necessarios e esséncias para garantir a seguranga da
enzima. Apds, estratégias de imobilizagdo da enzima serdo empregadas para melhorar sua
estabilidade e avaliagdo de aspectos regulatérios serdo feitos para uma possivel implementacao

pratica e regulamentagdo do processo para obten¢do da enzima (registro de patente).

EXEQUIBILIDADE

A exequibilidade do projeto se da pela metodologia estabelecida e alinhada com o objetivo
do projeto. Para alcangar o objetivo, o projeto se baseia na infraestrutura e na expertise dos
laboratorios colaboradores (parceria ja estabelecida) para cada etapa especifica do projeto o que
assegurard a exequibilidade do projeto. A sele¢@o e analise de linhagens fiingicas serdo conduzidas
no FungiLab (UEG), que possui um acervo de linhagens fungicas isoladas de diferentes substratos
e com estratégias de vida diferentes. O laboratdrio possui condigdes ideias e equipamentos para os
testes de tolerancia e biodegradacdo. O Laboratério de Cromatografia e Espectrometria de Massas
(LaCEM - 1Q UFGQG) conta com os equipamentos necessarios para a analise por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC/MS), permitindo uma avaliagdo precisa da

eficiéncia de degradacao dos pesticidas. Para os estudos bioquimicos das enzimas, o laboratério de
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Biotecnologia (LaBiotec UEG) conta com infraestrutura e dispdem de equipamentos necessarios
para andlise e coleta de dados. O projeto se beneficiara de uso de modelagem molecular e
inteligéncia artificial, com suporte do Laboratorio de Modelagem de Transformagdes Fisicas e
Quimicas (Mphyschem Lab - UEG) e do Nucleo de Computagdo de Alto Desempenho (UEG).
Além disso, contamos com o fomento de dois editais para custear a analise protedmica.
Chamada 03/2022 FAPEG Apoio a Pesquisa “Toxicidade e micoremediagao de solos contaminados
com pesticidas” com valor de R$ 30.000,00, e Chamada 09/2022 FAPEG “Citogenotoxicidade de

pesticidas e estratégias para mitigagdo do seu efeito” com valor de R$ 50.000,00.
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