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RESUMO

Os agrotoxicos sdo compostos que possuem variedade de substancias
quimicas ou produtos bioldgicos desenvolvidos de forma a potencializar uma
acao biocida. Seu uso esta correlacionado com a economia mundial e com
a aumento da produtividade agricola, porém os riscos de sua utilizacao
acarretam danos para a saude e meio ambiente. Clethodim é um herbicida
de acdo graminicida pos emergente e sistémico, altamente seletivo para
culturas de algodéo, café, cebola, cenoura, soja, dentre outras. Os efeitos
dos agrotoxicos podem se manifestar a curto ou a longo prazo, causando
alteracdes fisioldgicas ou genéticas de estruturas celulares. Assim, diversos
métodos de avaliacdo tém sido desenvolvidos para compreender as
propriedades e mecanismos de acdo desses quimicos. O trabalho objetivou
avaliar os efeitos do herbicida Clethodim, por meio do modelo vegetal Allium
cepa. Sementes de A. cepa foram germinadas em placas de Petri com os
tratamentos contendo as concentragdes; 1,92 g/L, 0,96 g/L, 0,48 g/L, 0,24
g/L, 0,12 g/L e 0,06 g/L do herbicida até atingirem aproximadamente de 1 a
2 mm de comprimento cada um. A trifluralina (0,84 g/L) foi utilizada como
controle positivo (C+) e &gua destilada como controle negativo (C-). Foram
realizadas andlises de germinacgdo, crescimento radicular, avaliacdo do
potencial citotéxico por meio da analise de ciclo celular (indice mitético,
alteracdes cromossomicas (AC) e nucleares (AN), avaliagdo do estresse
oxidativo por meio da quantificagdo das enzimas antioxidantes; Superoxido
dismutase (SOD), Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX) e avaliacédo
de alteragcOes anatdmicas causadas as plantulas. Os dados foram analisados
pelo teste de Shapiro-Wilks e submetidos a ANOVA, seguidas por
comparacao entre os tratamentos pelos testes de Tukey, Teste T e Kruskal
Walllis (P<0,05). Os resultados demonstram que houve inibicédo significativa
do indice germinativo nas concentracdes 1,92 g/L, 0,96 g/L e 0,48 g/L pelo
principio ativo clethodim. Para o crescimento radicular foi possivel observar
diminuicao significativa do crescimento das raizes nas concentracfes mais
elevadas; 1,92 g/L, 0,96 g/L e 0,48 g/L. Para analise do ciclo celular, apenas
a concentracao de 1,92 g/L apresentou aumento significativo na frequéncia
de microndcleos e para as fases do ciclo celular ndo foi observado diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. A analise do estresse oxidativo
demonstrou que houve aumento significativo da atividade enzimatica para a
CAT nas concentragdes: 1,92 g/L, 0,96 g/L e APX nas concentracdes: 1,92
g/L, 0,96 g/L, 0,48 g/L. Também foi observado aumento no numero de
nucléolos nos nucleos interfasicos, além de atraso na diferenciacao celular
identificado por analises anatémicas nas concentragdes: 1,92 g/L, 0,48 g/L e
0,06 g/L. Diante dos testes observou-se que o0 herbicida clethodim foi
fitotoxico por inibir o indice de germinacdo e o crescimento radicular,
genotoxico por aumentar a ocorréncia de alteragdes nucleares, além de ter
alterado a atividade enzimatica e diferenciagéo celular.

Palavras-chave: Cebola. Citogenotoxicidade. Estresse Oxidativo. Herbicida.
Mutagénese.



ABSTRACT

Pesticides are compounds that have a variety of chemical substances or
biological products developed to enhance biocidal action. It is known that its use
is correlated with the world economy and with the increase in agricultural
productivity, but the risks of its use cause damage to health and the environment,
harming the existing biota. Clethodim is a post emergent and systemic
graminicidal action herbicide, highly selective for cotton, coffee, onion, carrot,
soybean crops, among others. The effects of pesticides can manifest in the short
or long term, causing physiological or genetic changes in cellular structures.
Thus, several evaluation methods have been developed to understand the
properties and mechanisms of action of these chemicals. The work aimed to
evaluate the effects of the herbicide Clethodim, using the vegetable model Allium
cepa. A. cepa seeds were germinated in Petri dishes with the treatments
containing the concentrations; 1,92g/L,0,96g/L,0,489g/L,0,249g/L,0,12 g
/ L and 0,06 g / L of the herbicide until they reach approximately 1 to 2 mm in
length. Trifluralin (0.84 g / L) was used as a positive control (C +) and distilled
water as a negative control (C-). Analyzes of germination, root growth, evaluation
of cytogenotoxic potential by means of cell cycle analysis (mitotic index,
chromosomal (AC) and nuclear (AN) changes, evaluation of oxidative stress by
guantifying antioxidant enzymes; Superoxide dismutase ( SOD), Catalase (CAT),
Ascorbate peroxidase (APX) and evaluation of anatomical changes caused by
seedlings. The data were analyzed by the Shapiro-Wilks test and submitted to
ANOVA, followed by comparison between the treatments by the Tukey tests, Test
T and Kruskal Wallis (P <0.05). The results demonstrate that there was a
significant inhibition of the germinative index in the concentrations 1,92 g/L, 0,96
g/ L and 0,48 g / L by the active ingredient clethodim. For root growth it was
possible to observe a significant decrease in root growth at the highest
concentrations. For the analysis of the cell cycle, only the concentration of 1,92
g / L showed a significant increase in the frequency of micronuclei and for the
phases of the cell cycle there was no statistical difference between treatments.
The analysis of oxidative stress showed that there was a significant increase in
enzyme activity for CAT in the concentrations: 1,92 g /L, 0,96 g/ L and APX in
the concentrations: 1,92 g/L,0,96g/L, 0,48 g/L. Anincrease in the number of
nucleoli in the interphasic nuclei was also observed, in addition to a delay in cell
differentiation identified by anatomical analyzes. In the face of the tests it was
observed that the herbicide clethodim was phytotoxic for inhibiting the
germination index and the root growth, genotoxic for increasing the occurrence
of nuclear alterations, besides having altered the enzymatic activity and cell
differentiation

Keywords: Onion. Cytogenotoxicity. Oxidative stress. Herbicide. Mutagenesis
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1.INTRODUCAO

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (2018), o Brasil € um dos
maiores consumidores mundiais de agrotoxicos. Existem hoje 366 ingredientes
ativos de agrotoxicos registrados pertencentes a mais de 200 grupos quimicos
distintos (LONDRES, 2011), e de acordo com Pelaez et al. (2010) os herbicidas
representam 48% deste mercado, seguidos pelos inseticidas (25%) e pelos
fungicidas (22%). De acordo com o Ministério da Agricultura (2019), o numero

total de agrotoxicos liberados chega em torno de 325.

Os agrotdxicos sdo compostos que possuem uma grande variedade de
substancias quimicas ou produtos biolégicos que foram desenvolvidos de forma
a potencializar uma acgéao biocida (VEIGA, 2007). Londres (2011), destaca que
existem dois tipos de intoxicacdes causadas por agrotdxicos. A primeira € a
intoxicacao do tipo aguda que consiste no contato recente e direto com o produto
qguimico. O segundo de acordo com a autora é a intoxicagao crbnica, ocasionada
pelo contato direto e prolongado com o produto, que a longo prazo pode gerar

problemas tanto a satde humana quanto ao meio ambiente.

O Clethodim € um herbicida de acdo graminicida pos-emergente e
sistémico pertencente ao grupo quimico oxima ciclohexanodiona, altamente
seletivo para culturas de algodédo, alho, batata, café, cebola, cenoura, soja
tomate, dentre outras (Nortox ®). O grupo quimico das ciclohexanodionas
(CDHSs) sao inibidores da ACCase (Acetil Coenzima-a) (PEDROLLO et al., 2015).
Segundo Burke et al. (2006), os herbicidas desse grupo inibem a sintese de
lipidios, interferindo o desenvolvimento das gramineas. Devido sua alta

efetividade e seletividade seu uso torna-se cada vez mais comum.

Os efeitos causados por esses compostos se manifestam na maioria das
vezes em longo prazo, causando alteragbes fisiologicas (SILVEIRA, 2016).
Segundo Carson et al. (2010) tragos desses defensivos podem permanecer nos
alimentos, mesmo apds a colheita, o que pode levar a ingestdo humana de

substancias potencialmente toxicas.

Devido ao potencial toxico apresentado pelos residuos industriais,
domésticos e agricolas, nos ultimos 20 anos tem-se desenvolvido técnicas para

avaliacao dos efeitos toxicolégicos dos mesmos (BADERNA et al., 2011). Dentre
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essas técnicas, destaca-se a utilizacdo de organismos vegetais para testar a
toxicidade de seus residuos. De acordo com Monteiro et al. (2007), as plantas
sdo sistemas excelentes para indicar efeitos genotdxicos, proporcionando
vantagens no monitoramento e na detec¢cdo de possiveis danos genéticos

resultantes da exposicdo a produtos quimicos.

Considerando que os herbicidas sdo os agroquimicos mais utilizados para
0s cultivos séo indispensaveis estudos para caracterizacdo de seu potencial
toxicogenético, uma vez que esses estudos possibilitam dimensionar os efeitos
de sua periculosidade no ambiente, determinando seu nivel de agressao e

possibilitando alternativas que diminuam sua aplicagdo em larga escala.

Sendo assim, a hipétese defendida neste estudo € de que o herbicida
Clethodim do grupo quimico oxima ciclohexanodiona € capaz de provocar danos,
citotoxicos, genotoxicos, mutagénicos e anatdbmicos em células de plantulas em

desenvolvimento de Allium cepa L.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Agrotoéxicos

Segundo a Lei 7.802/89 agrotéxicos sédo definidos como: “os produtos e
agentes de processos fisicos, quimicos ou biolégicos, destinados ao uso nos
setores de produgcdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos
agricolas, nas pastagens, na protecao de florestas, nativas ou implantadas, e de
outros ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja
finalidade seja alterar a composicao da flora ou fauna, afim de preserva-las da
acdo danosa de seres vivos considerados nocivos.” (BRASIL, 1989). De acordo
com Pelaez et al. (2010) a classificacdo quanto o uso do agrotéxico € definido
pela acdo do ingrediente ativo sobre o organismo-alvo, como: inseticidas,
herbicidas, nematicidas, acaricidas, rodenticidas, moluscidas, formicidas,

reguladores e inibidores de crescimento.

O uso de agrotéxicos vem aumentando de forma exponencial e os efeitos
de sua utilizacdo podem ocorrer a curto ou a longo prazo (LONDRES, 2011). De
acordo com Londres (2011) os individuos que permanecem em contato direto
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com 0s agrotdxicos no campo estdo mais sujeitos a exposi¢cado aos perigos de
sua contaminacao, e também os trabalhadores por meio do contato indireto ao
realizar capinas, rocadas, colheitas etc. Parte dos agrotoxicos utilizados tem a
capacidade de se dispersar no ambiente e a outra parte pode se acumular no
organismo humano, inclusive no leite materno (CASSAL et al., 2014).

Além dos riscos para a saude humana, esses quimicos podem causar
danos ao meio ambiente. Segundo Aragédo, (2017) durante a aplicacdo dos
agrotoxicos, os mesmos podem sofrer dispersdo ou degradacao, na maioria das
vezes eles sao volatizados e acabam sendo lixiviados para os corpos d’agua

locais podendo ainda contaminar dguas subterraneas.

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (2018), o Brasil € um dos
maiores consumidores mundiais de agrotoxicos em numero absoluto. O relatorio
divulgado pela organizagéo das NagOes Unidas para a Alimentacao e Agricultura
(FAO) evidenciou que o total de defensivos agricolas utilizados por hectare
cultivado no pais no ano de 2016 foi de 4,31 quilos, de acordo com o relatorio
esse total de defensivos utilizado € devido ao nimero de safras no pais, havendo

a necessidade de sua utilizagdo para o controle da produgao.

Londres (2011) destaca que ha no Brasil 366 principios ativos de uso
agricola registrados utilizados como matéria prima para produtos. Dados do
Ministério do Meio Ambiente apontam que até maio de 2019 169 agrotoxicos
foram registrados, sendo que 48% classificados como alto ou extremamente

toxicos.

Sabe-se que o uso de agroquimicos estdo correlacionados com a
economia mundial e com a aumento da produtividade, porém os riscos de sua
utilizacdo acarretam danos para a salde e meio ambiente, tanto de forma direta
guanto indireta. De acordo com o Relatério de Analise de residuos de
Agrotéxicos em alimentos (PARA) da ANVISA para deteccédo de residuos de
agrotoxicos, realizado de 2013 a 2015, foram analisadas 12.051 amostras de
alimentos, desse total 2.371 (19,7 %) foi insatisfatéria, contendo presenca de

residuos de agrotéxicos ndo autorizados para a cultura.
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2.1.1 Herbicidas

Herbicidas sdo agentes biolégicos ou substancias quimicas capazes de
matar ou suprimir o crescimento de espécies especificas (ROMAN et al., 2005).
De Acordo com os autores esses quimicos possuem locais especificos de acgéo,
chamados de sitios de agéo, onde se ligam inibindo func¢des vitais da planta.
Esses sitios possuem uma gama de enzimas que ao entraram em contato com
a molécula de herbicida tem suas reacdes bioquimicas afetadas. Segundo
Karam et al. (2018), a utlizagdo de herbicidas pelos agricultores como
ferramenta de controle para plantas daninhas tem se tornado frequente devido a

sua praticidade, eficiéncia e economia.

Os herbicidas sao classificados de acordo com seu mecanismo de acao,
ou seja, onde o herbicida ir4 atuar para matar a planta daninha (KARAM et al.,
2018). Atualmente existem trés classificacbes de mecanismos de acdo dos
herbicidas de acordo com o Servico Internacional de Sistemas de Classificacédo
de Acao de Herbicidas. Em 1990 foi criado um sistema de classificagao de acéo
de herbicidas que foi publicado em 1991 por meio de uma ficha técnica com dois
grupos principais: Grupo 1 = Inibidores da ACCase e Grupo 2 = Inibidores da

Acetolactato sintase (ALS).

Essa ficha técnica serviu de base para a criagdo dos trés sistemas
utilizados para classificacdo de Acao dos herbicidas. S&o eles: O sistema de
classificagdo Weed Science Society of America (WSSA) usado apenas nos
Estados Unidos da América e no Canada. O sistema de classificacdo australiano
(AUSSIE), usado apenas na Austrdlia e o Herbicide Resistance Action

Committee (HRAC) usado em todos os outros paises, incluindo o Brasil.

O herbicida Clethodim pertence ao grupo quimico dos ciclohexanodiona
(DIMs) utilizados para o controle de gramineas anuais e perenes, em condi¢cdes
de pds emergéncia e registrado para diversas culturas dicotiledéneas (ARYSTA,
2015). Segundo dados da Anvisa sua classificacdo toxicologica pertence a
Classe II.

De acordo com Costa (2016) clethodim atua inibindo a enzima acetil-
coenzima-ACarboxilase (ACCase), encontrada no estroma de plastidios.
Segundo Yu et al. (2007) Acetil-CoA carboxilase € uma enzima chave envolvida
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no primeiro passo da biossintese dos &cidos graxos, tornando-se alvo para
utilizacdo de herbicidas. Nas plantas existem duas isoformas da ACCase: O
ACCase plastidio essencial na biossintese de acidos graxos e o ACCase
citosolica envolvida na biossintese de acidos graxos de cadeia longa (YU et al.,
2007).

Alguns estudos demonstram a atividade de alguns herbicidas como a
trifluralina, em seres vivos. Fernandes (2005) descreveu que o herbicida
trifluralina caracteriza-se como uma substancia de grande toxicidade em peixes,
além de causar alteracdes em células de Allium cepa, inviabilizando-as: Koifman
e Hatagima (2003) destacam que muitos agrotoxicos apresentam atividade
capaz de causar desregulacdo do equilibrio enddcrino de seres humanos e
animas, tendo sua exposi¢ao associada a canceres, modificagdes na razéo entre

sexos ao nascimento, infertilidade, mas-formacdes congénitas dentre outras.

Bréda-Alves et al. (2019) realizam estudos com o herbicida clethodim em
duas espécies de cianobactérias, onde descreveram que baixas concentracdes
do herbicida estimularam o crescimento das espécies. Esse mesmo estudo
evidenciou aumento do estresse oxidativo em Raphidiopsis raciborskii durante
sua exposicao ao clethodim, levando a um aumento das atividades de POD e
SOD.

Existem poucos estudos na literatura com informagdes sobre os efeitos
do clethodim no solo. Diante disso, ainda sdo desconhecidos os possiveis efeitos
causados pelo herbicida em plantas e seres vivos, e estudos de seus efeitos

tornam-se essenciais para identificacdo de sua ac¢do congénita nos organismos.

2.2 Bioensaios Vegetais

A toxicologia é a ciéncia responsavel pelo estudo dos efeitos causados
pelas substancias quimicas e os efeitos fisicos no organismo, determinando os
riscos que uma determinada substancia oferece e em quais condicdes (SILVA,
2018). A utilizacdo de diferentes organismos em bioensaios para testar a

toxicidade de residuos ambientais pode fornecer informagfes importantes
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acerca do mecanismo de acdo dos mesmos, sendo uma ferramenta valiosa na

identificacdo dos riscos potenciais aos seres vivos (SILVEIRA, 2016).

Uma série de organismos como; cebola (RODRIGUEZ et al., 2015;
GARCIA et al., 2017), moluscos (OLIVEIRA et al., 2014), dipl6podos (SOUZA et
al., 2014; MOREIRA-DE-SOUSA et al.,, 2017) e peixes (LEDY et al., 2003;
SOUZA; FONTANETTI, 2006; SIMONATO et al., 2008), vem sendo empregados
como bioindicadores ambientais. De acordo com Rubinger (2009) o principio
para escolha do organismo teste refere-se a sua sensibilidade a uma diversidade
de agentes quimicos, de modo que possibilite resultados, exatiddo e reproducéo
dos mesmos. Assim, as plantas sdo excelentes para indicar efeitos genotoxicos
de misturas complexas, proporcionando vantagens Unicas no monitoramento in
situ e na deteccdo de possiveis danos genéticos resultantes da exposicao a
produtos quimicos em seu ambiente (GRANT, 1999; MONTEIRO et., 2007).

Os primeiros testes utilizando vegetais para avaliacdo de efeito da
toxicidade de poluentes, segundo Fiskesjo (1985) ocorreram em 1938 pelo
cientista Levan, que utilizou pontas de raizes de Allium cepa para identificacdo
dos efeitos citotoxicos da colchicina. O sistema teste utilizando vegetais possui
muitas vantagens, sendo uma das principais 0 seu baixo custo (FISKESJO,
1985). Além de sua grande utilizacao nos testes de
citotoxicidade/mutagenicidade de plantas medicinais, o sistema teste de Allium
cepa pode ser utilizado para o monitoramento da poluicdo ambiental e avaliacdo

do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos (BAGATINI et al., 2007)

Leme e Marin-Morales (2009) destacam que o teste pode ser empregado
para avaliar diversos agentes, como: metais pesados, pesticidas,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, residuos industriais e domésticos,
extratos biolégicos, entre outros, além de permitirem a avaliacdo de diferentes
biomarcadores como as aberra¢cdes cromossdmicas utilizadas na deteccdo da
genotoxicidade, o indice mitético na deteccdo da citotoxicidade e a frequéncia
de micronucleos para a verificagdo da mutagenicidade. Fiskesjo (1985), ressalta
que a espécie pode ser utilizada também tanto para estudos de mecanismos

basicos quanto para indicacao de efeitos ocasionados por produtos quimicos.
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Dessa forma é fundamental a escolha do organismo teste para ensaios
gue avaliem o grau de toxicidade de determinado agente. Sendo assim, o teste
com A. cepa se torna vantajoso pelo fato de a espécie ser acessivel durante o
ano todo e com um baixo custo (FISKESJO, 1985).

2.2.1 Crescimento radicular e ciclo celular

A raiz é o principal 6rgdo da planta a entrar em contato com o0 meio
externo, permanecendo exposta a diversos agentes. As plantas superiores sao
excelentes modelos genéticos para detectar mutagenos ambientais e sdo
usados em estudos de monitoramento (FERNANDES, 2005). Segundo
Bernardes et al. (2015) bioensaios com vegetais compreendem a testes
macroscopicos envolvendo avaliacdo no indice de germinacdo e o0
desenvolvimento inicial da planta, como o crescimento radicular e da parte aérea,

além de avaliagbes microscépicas envolvendo a observacgdo do ciclo celular.

Existem diversos parametros que podem ser avaliados pelos bioensaios
vegetais com a finalidade de averiguar os efeitos toxicos dos compostos e/ou
substancias quimicas testadas (SANTOS, 2016). Destacam-se entre esses
parametros: a taxa de germinacdo, indice de velocidade de geminacdo e
alongamento de raiz (SILVEIRA et al., 2014, MORAES et al., 2015). O teste para
avaliacdo de crescimento radicular e indice de germinacgéo é simples e consiste
na exposicdo do vegetal ao poluente a qual sera analisado. Portanto, a raiz € o
orgao vegetal comumente utilizado para os testes toxicoldgicos, pois é a primeira
parte da planta a ser exposta a poluentes ambientais tanto na &gua como no solo
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012).

De acordo com Andrade et al. (2010), a combinacdo das analises
macroscopicas e microscopicas sao ferramentas importantes para determinar 0s
efeitos toxicos e sinergéticos de compostos lancados no ambiente. Dentre os
vegetais modelos utilizados em bioensaio de prospeccao de efeito biologico de
poluentes ambientais a hortalica Allium cepa L. (cebola) se destaca por
apresentar um pequeno namero cromossdmico (2n=16) e por estes serem
grandes, além de exibir alta sensibilidade nos testes, facilitando as analises do
ciclo celular (LEME e MARIN-MORALES, 2009).
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Segundo Bagatini et al. (2007), a andlise de alteracdes cromossémicas é
utilizada como teste de mutagenicidade e € um método direto para mensurar
danos em sistemas expostos a mutagénicos ou carcinogénicos potenciais. Para
possibilitar a avaliagdo dos efeitos ou danos que os agentes podem causar, faz-
se necessario que a amostra esteja em constante divisdo mitética, objetivando
identificar os efeitos toxicos e alteracdes ao longo do ciclo celular (SILVA et al.,
2003). Os estudos citogenéticos de espécies vegetais informam a respeito de
possiveis altera¢cdes cromossémicas nas plantas devido a presenca dos agentes
mutagénicos na sua composicéo ou decorrentes de seu metabolismo (BAGATINI
et al., 2007). Essas alteracdes podem ter como consequéncia a formacao de
células poliploides e a eliminacdo do material genético, resultando na formacao
de anomalias nucleares (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES, 2007).

Segundo Pfeiffer et al. (2000), quebras que ocorrem no DNA séo as lesbes
primarias fundamentais para a formacdo de aberracbes cromossdmicas, elas
podem ocorrer de forma induzida ou espontdnea, e 0 seu mecanismo de
reparacao envolve uma variedade de tipos de mecanismos, levando na maioria
das vezes, a reunido ndo homologa do DNA lesado. Desse modo, alteracdes
cromossOmicas podem ser observadas em qualquer fase do ciclo celular e sdo
consideradas evidéncias de efeitos mutagénicos promovidos por agentes
clastogénicos (quebra do DNA) ou aneugénico (que induzem aneuploidia ou
segregacao cromossdmica anormal), classificados de acordo com o tipo de
alteracdo induzida (VIDAKOVIE-CIFREK et al., 2002).

Além disso Gadano et al. (2002) destaca que o indice mitético e o indice
de replicacdo sao utilizados como indicadores de proliferacdo das células. O
indice mitético € avaliado por meio da contagem de células em divisdo pelo
ndmero total de células do tecido meristematico (FERNANDES et al., 2007). A
variacdo no indice mitotico pode ser um importante indicador de qualidade das
amostras, e pode ser utilizado para quantificar os niveis de poluicdo em
diferentes ambientes, especialmente por compostos téxicos e citotdxicos
(SMAKA-KINCL et al., 1996). Hoshina (2002) destaca que valores dos indices
mitoticos inferiores ao controle negativo podem indicar presenca de agentes

téxicos que comprometem crescimento o desenvolvimento dos organismos a
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eles expostos, ja indices mitdticos superiores ao controle podem ser resultados

de inducéo da diviséo celular.

A ocorréncia de micronucleo (MN), ou seja, uma estrutura semelhante ao
nacleo principal, porém em tamanho reduzido, tem sido utilizada para avaliar
danos no DNA causados pela exposicdo a agentes mutagénicos (TEIXEIRA,
2014). O micronucleo € o resultado da perda de fragmentos cromoss6micos ou
de cromossomos inteiros, podendo ser induzido por agentes que danificam
diretamente o cromossomo, produzindo quebras, ou por agentes que afetam o
fuso mitético (KRUGER, 2009).

Segundo Leme e Marin-Morales (2008), o tamanho do MN pode ser uma
forma de avaliar os efeitos clastogénicos (quebra cromossémica) e aneugénicos
(disturbios do fuso mitético) em A. cepa e dessa forma MN grandes indicariam
efeitos aneugénicos como resultado de perda cromossdmica, enquanto MN
pequenos podem indicar acdo clastogénica decorrente de ruptura

cromossOmica.

2.2.2 Estresse oxidativo

O oxigénio molecular é essencial a vida dos organismos aerébios, isto
inclui a quase totalidade dos organismos superiores (SOUZA, 2006). Ao serem
sujeitas a condi¢cbes adversas, as plantas vao aumentar a producado de ROS,
como peroxido de hidrogénio (H202), o radical superoxido ( O2¢) e o radical
hidroxil (HO-) , que sé@o espécies quimicas bastante reativas capazes de provocar
danos oxidativos nas células (JIN et al., 2006). Injurias no tecido vegetal e
processos oxidativos normais das células sdo provavelmente responsaveis pela
geracdo de (O27) (SOUZA, 2006). Sao muitos os fatores estressores, como
radiacdo UV, Iluminosidade intensa, herbicidas, seca, elementos-traco,
concentracéo elevada de sais, poluicdo diversas e outros (SCANDALIOS et al.,
2000).

A exposicdo em longo prazo de um organismo a um poluente resulta
primeiramente no acumulo desse xenobidtico nos oOrgdos e tecidos e,

secundariamente, mantida a exposi¢do, alteracbes moleculares irreversiveis
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podem ocorrer devido a continua acédo deletéria (SOUZA, 2006). Os radicais
livres formados pela presenca de compostos toxicos no organismo reagem com
lipideos, proteinas ou acidos nucléicos e resultam em diversas injurias
bioguimicas ou genéticas (COGO et al.,, 2009). Segundo Ashraf, (2009) as
plantas apresentam a capacidade de desintoxicar EROs, produzindo diferentes
tipos de antioxidantes dentre eles a superoxido dismutase, catalase, peroxidase
do ascorbato, redutase monodehydroascorbato, redutase desidroascorbato e

glutationa redutase.

A superoxido dismutase (SOD) é uma das principais enzimas utilizadas
no combate ao dano oxidativo das espécies reativas de oxigénio (CHANDRAN
et al., 2005). Essas enzimas participam da modulacdo do nivel de H202 em
cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos (MITTLER, 2002;
BHATTACHARJEE, 2010). Séo classificadas de acordo com seus cofatores
metalicos: cobre e zinco (Cu/Zn-SOD), manganés (Mn-SOD) e ferro (Fe-SOD)
(GILL; TUJETA, 2010).

As plantas possuem varias isoformas de catalase (CAT), as quais estédo
presentes nos peroxissomas e glioxissomas (SOUZA, 2006). De acordo com
Aebi (1984) essa enzima € um dos principais componentes de defesa primaria
da célula, exercendo a funcdo de decomposicdo do peréxido de hidrogénio
(H202) a &gua e oxigénio (H20 + Oz). De acordo com Breusegem et al. (2001) a
CAT pode dismutar diretamente o (H202) ou oxidar substratos com o metanol,

etanol formaldeido e acido férmico.

Assim como a catalase a Ascorbato peroxidase desempenha papel contra
0 estresse oxidativo. Ascorbato peroxidases sdo enzimas essenciais para a
eliminacdo de peroxido de hidrogénio no cloroplasto e citosol de plantas
(ASADA, 1992). O ascorbato (AsA) é encontrado no citoplasma, no cloroplasto,
na mitocdndria e no apoplasto e pode se ligar diretamente com os radicais livres
ou podem ser usados como fonte de poder redutor pelas enzimas antioxidantes
(MACH & GREENBERG, 2004).
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2.2.3 Anélise anatomica da raiz

As modificacbes anatdbmicas e plantas observadas apds a exposicao a
poluentes, mesmo sem alteracbes macroscopicas, reforcam a importancia de
estudos anatdbmicos para o0 diagnostico de injarias por poluentes e o
entendimento dos mecanismos de fitotoxicidade (TEIXEIRA, 2014). Os estudos
anatbmicos assumem grande importancia quando associados aos aspectos
ecologicos e fisioldgicos, pois fornecem detalhes da resposta estrutural da planta
a determinado fator, contribuindo com informagdes adicionais e relevantes que
auxiliam na interpretacdo de outros dados obtidos, e no comportamento da
planta (SEGATTO et al., 2004).

Alguns estudos realizados por Reinhardt & Roswt (1995), Lux et al.,
(2004), demonstram altera¢des na estrutura da raiz induzida por salinidade e
metais pesados. Turkmen et al., (2009) identificaram ocorréncia de danos
anatdbmicos em tecido radicular de Allium cepa, como acumulo de compostos
qguimicos no parénquima cortical, células com nucleo de formato atipico, tecidos

vasculares com estruturas poucos evidentes e morte celular.

De acordo com Degenhardt; Gimmlet, (2000), as plantas desenvolveram
mecanismos e estratégias para reagirem as mudancas do ambiente, além de
adaptacdes anatbmicas e fisioldgicas que permitem o seu crescimento em
condicdes desfavoraveis. As plantas apresentam varias propriedades naturais
gue podem ser utilizadas como perspectivas para a absorcdo de poluentes do
ambiente (GOMES et al., 2001). Segundo Degenhardt; Gimmlet (2000) a raiz da
planta por estar em contato com o solo € o primeiro 6rgdo a entrar em contato
com o contaminante. Diversos estudos realizados com metais pesados tém
mostrado, segundo Gomes et al. (2011) que as plantas ao serem expostas
apresentam modificagbes morfolégicas e anatbmicas, como maior espessura da
epiderme, exoderme e endoderme e diminuicdo do nimero de elementos

condutores do xilema.

Contudo, estudos anatbmicos assumem grande importancia quando
associados aos aspectos ecoldgicos e fisiologicos, pois fortalecem detalhes da

resposta estrutural da planta a determinado fator, contribuindo com informacgdes
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adicionais e relevantes que auxiliam na interpretacao de outros dados obtidos, e
no comportamento da planta (SEGATTO et al., 2004)

3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o potencial toxicogenético, bioquimico e anatémico do herbicida

Clethodim, por meio do sistema teste de Allium cepa.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o potencial fitotoxico, genotéxico e mutagénico do herbicida
clethodim na germinacado, crescimento radicular e no ciclo celular em
Allium cepa,;

e Avaliar o grau de estresse oxidativo causado as plantulas de Allium cepa
expostas ao herbicida clethodim por meio de atividades enzimaticas;

e Avaliar alteracdes anatdmicas causadas as plantulas de Allium cepa.

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Material vegetal

O modelo vegetal utilizado neste estudo, como organismo teste, foi a
espécime Allium cepa (cebola) com sementes da variedade Baia Periforme da
marca Topseed. Nos testes realizados, as sementes foram distribuidas em
placas de petri com papel filtro contendo os tratamentos com as solucées do
herbicida (Tabela 1), permanecendo até o tempo de germinacdo de 4 ciclos

celulares (96 horas) a temperatura de aproximadamente 24°C.

5.2 Solucgao teste

O experimento foi elaborado em Delineamento Inteiramente Casualizado,
a partir de seis placas de Petri por tratamento, contendo concentragbes

diferentes do herbicida clethodim de acordo com a concentragéo recomendada
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pelo fabricante do produto (0,48 g/L), utilizada para aplicagdo na agricultura
(Tabela 1). Foram expostas 30 sementes de Allium cepa em placas de Petri
forradas com papel filtro contendo as concentracdes do herbicida, juntamente
com 0s controles negativo e positivo. Como controle positivo foi utilizado a
trifluralina na concentragéo de 0,84 g/L cuja agdo e mecanismos sao conhecidos
para analise do ciclo celular e crescimento radicular (Fernandes et al., 2007).
Para o controle negativo foi utilizado aliquotas com agua destilada. O material
permaneceu exposto a temperatura de 24 °C por aproximadamente 96 horas (4

ciclos celulares)

Tabela 1 — Concentragéo (g/L) do principio ativo do herbicida.

Concentragao | c2 c3 C4 Ch Cb

g/L 1,92 0,96 0,48 0,24 0,12 0,06

5.3 Andlise do indice de germinacéao e crescimento radicular

A fitotoxicidade foi avaliada apés 96 horas (4 ciclos celulares) de
exposicao, onde foi estimado o indice de germinacdo pela contabilizacdo do
namero de sementes germinadas em relacdo ao total em exposi¢cao. Para o
crescimento radicular, as raizes foram medidas com auxilio de paquimetro e
posteriormente fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: 4cido acético) para confeccao de

laminas.

5.4 Analise do ciclo celular

Para a analise do ciclo celular as raizes fixadas foram lavadas em agua
destilada e hidrolisadas em HCI 1M a 60 °C por 9 minutos em banho maria. A
coloragédo foi realizada pelo método de Feulgen. Apés o procedimento de
coloragdo, as laminas permanentes foram preparadas pela técnica de

esmagamento suave, utilizando um meristema para cada lamina, em seguida
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foram coradas com carmim acético 2% para evidenciar o citoplasma. Apos essa
etapa, as laminas foram imersas em nitrogénio liquido para retirada das

laminulas, sendo entdo finalizadas com Balsamo do Canada.

Foram analisadas 1000 células por lamina e cinco laminas por tratamento,
totalizando 5000 células por tratamento. A citogenotoxicidade do herbicida foi
determinada por meio das alteracfes cromossémicas e nucleares analisadas em
diferentes estdgios da divisdo celular (préfase, metafase, anafase e tel6fase).
Foram avaliados os seguintes parametros: indice mitético (IM), porcentagem de
cada fase da mitose, porcentagem de alteracbes cromossémicas (AC) e

porcentagem de alteracfes nucleares segundo Aragéo et al., (2017).

Para a analise do indice mitético (IM), que avalia a citotoxicidade, foi

calculado pela razéo:

IM = (ng total de células em divisdo \ % 100

\nQ total de células em divisio

Para a genotoxicidade, foram consideradas alteragbes cromossomicas
nos estagios da divisao celular (préfase, metafase, anafase e telofase), como:

ponte, c-metafase, anafase multipolar, atraso, aderéncia e perda cromossomica.

(ng de células com aberragdes cromossémicas\

AC = x 100

\ nltotal de células em divisao

O indice da mutagenicidade (IMUT) foi obtido pela frequéncia de células

portadoras de quebras cromossémicas e micronucleo.

2 de células com MNe quebra cromossémica\

(Tl
IMUT = x 100

netotal de células em divisao
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5.5 Anélise do estresse oxidativo

Para avaliacdo da analise do estresse oxidativo, foram geminadas 30
sementes em 5 placas de Petri por tratamento, incluindo o controle negativo, até
que as raizes atingissem 1cm de comprimento. Seguida a germinacéo, as raizes
foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas refrigeradas a (-80 °C) até o

momento das analises
5.5.1 Concentracao de proteinas

Para realizacdo da concentracdo de proteinas totais foi utilizado o método
de Bradford (1976), com modificacbes para microplacas. Foi pipetado 10 ul da
amostra, acrescido de 10 ul da solucdo de homogeneizacdo das amostras e 10
ul da curva padréo (albumina de soro bovina (BSA)/mL). Foi pipetado em todos
0s pocos 250 pl do reativo de Bradford. As microplacas permaneceram de 5 min
até no maximo 1 h em auséncia de luz. A leitura da absorbancia foi realizada a

595 nm em espectrofotbmetro de microplacas.
5.5.2 Atividade da enzima Superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada por espectrofotometria de acordo com o
protocolo descrito por McCord e Fridovich (1969), onde o radical superéxido é
gerado pelo do sistema xantina/xantina oxidase e a reducdo do citocromo c é
monitorada a 550 nm. Foi utilizado 0,05 g de amostra vegetal e adicionado 900
ul de solucéo de tampéo fosfato (pH 7,8). A mistura foi centrifugada por 10
minutos a 4°C e o sobrenadante analisado. Para a leitura foi adicionado 5 ul do
sobrenadante em 288 ul de meio de reacdo (50 upl xantina, 20 uyl KCN, 10 ul
Citocromo C, 100 ul EDTA. A leitura foi feita a 550 nm de absorbancia em

espectrofotdmetro, durante 1 minuto com intervalo de 20 segundos.
5.5.3 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da enzima Catalase foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Beutler (1975). A determinacdo de sua atividade foi realizada
através de elevadas concentracbes de H202 a 240nm de absorbancia. Para

preparacao do extrato foi utilizado 0,015 g de amostra vegetal e adicionado 950
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ul de tampéao fosfato (pH 7,8). A leitura foi realizada em 204 nm de absorbancia,

durante 2 minutos com intervalos de 15 segundos.

5.5.4 Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da APX foi realizada seguindo o método proposto por
(IBRAHIM; SROU, 2015; NAKANO; ASADA, 1981). Foi utilizado uma solucéo
tampéo contendo fosfato 50mM, EDTA (0,1mM), acido ascoérbico (0,5mM) e
H202. A reacao teve duragao de 3 minutos e a leitura da absorbancia inicial e final

ocorreu 290 nm em espectrofotdbmetro.

5.6 Anélise anatdmica da raiz

Para andlise anatémica da raiz, foram germinadas 30 sementes em 5
placas de Petri por tratamento, sendo considerados as concentrac¢des: 1,92 g/L;
0,48 g/L 0,06 g/L e controle negativo (dgua destilada). As raizes com
aproximadamente 1 cm de comprimento a partir do 4pice foram fixadas em FAA
70 (Formaldeido, &cido acético e etanol), permanecendo por um periodo de 72

horas e posteriormente armazenadas em etanol 70%.

Para montagem das laminas as raizes fixadas passaram por desidratacéo
etilica: etanol 70%, 92%, 100%, em seguida o material foi emblocado em
historesina Leica ®. As laminas foram confeccionadas a partir de seccoes
transversais, utilizando micrétomo rotativo. As laminas foram coradas com azul
de toluidina 0,05% e observadas em microscépio Zeis Axio com sistema de
captura de imagem. Foirealizada analise anatdmica qualitativa para observacao

de alteracdes entre os tratamentos.

5.7 Anélise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilks para checar
normalidade dos dados. Todos os dados conferiram distribuicAo normal

(P<0,05). Para analise do crescimento radicular foi utilizado o teste de Tukey
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(P<0,05), para as analises enzimaticas foi utilizado o teste T (P<0,05) e para a
andlise do ciclo celular e indice mitético o teste de Kruskal Wallis (P<0,05). As
colunas seguidas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, em

nivel de 5% de significancia.
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7.RESULTADOS

Os resultados obtidos foram utilizados para a producao de um capitulo,

conforme apresentado a seguir.
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Resumo: Os agrotdoxicos sdo compostos que possuem uma variedade de
substancias quimicas ou produtos biolégicos desenvolvidos de forma a potencializar
uma acdo biocida. Sabe-se que seu uso esta correlacionado com a economia
mundial e com o aumento da produtividade agricola, porém os riscos de sua
utilizacdo acarretam danos para a saude e meio ambiente, prejudicando a biota
existente. Clethodim €& um herbicida de acdo graminicida pdés emergente e
sistémico, altamente seletivo para culturas de algodao, café, cebola, cenoura, soja,
dentre outras. Logo, o trabalho objetivou avaliar os efeitos do herbicida Clethodim,
por meio do modelo vegetal Allium cepa. Sementes de A. cepa foram germinadas
em placas de Petri com os tratamentos contendo as concentracdes do herbicida até
atingirem aproximadamente de 1 a 2 mm de comprimento. A trifluralina (0,84 g/L)
foi utilizada como controle positivo (C+) e dgua destilada, como controle negativo
(C-). Foram realizadas andlises de germinacéo, crescimento radicular, avaliagdo do
potencial citogenotdxico por meio da analise de ciclo celular e nucleolar, avaliagdo
do estresse oxidativo por meio da quantificacdo das enzimas antioxidantes e analise
histolégica das raizes. Os resultados demonstram que houve inibicao significativa
do indice germinativo nas concentragfes 1,92 g/L, 0,96 g/L e 0,48 g/L pelo principio
ativo clethodim. Para o crescimento radicular foi possivel observar diminuigéo
significativa do crescimento das raizes nas concentracdes mais elevadas em
relag@o ao controle negativo. Para analise do ciclo celular, apenas a concentracéo
1,92 g/L apresentou aumento significativo na frequéncia de microndcleos e para as
fases do ciclo celular ndo foi observado diferenca estatistica entre os tratamentos.
A andlise do estresse oxidativo demonstrou que houve aumento significativo da
atividade enzimatica para a catalase e ascorbato peroxidase em relagdo ao controle
negativo. Também foi observado aumento no niamero de nucléolos nos nuicleos
interfasicos, além de atraso na diferenciagdo celular identificado pelas analises
anatdmicas. Diante dos testes observou-se que o herbicida clethodim foi fitotoxico
por inibir o indice de germinacéo e o crescimento radicular, genotoxico por aumentar
a ocorréncia de alterages nucleares, além de ter alterado a atividade enzimética e
a diferenciacao celular

Palavras-chave: Cebola. Citogenotoxicidade. Estresse Oxidativo. Herbicida.
Mtagénese.

1- INTRODUCAO

Segundo dados do Ministério do Meio Ambiente (2018), o Brasil € um dos maiores
consumidores mundiais de agrotoxicos. De acordo com o Ministério da Agricultura
(2019), o numero total de agrotoxicos liberados chega em torno de 325. Em
consequéncia dos interesses de ordem econdmica para a produgéo agricola a qualquer
custo, o Brasil também lidera a importagdo de agrotéxicos, utilizando cerca de 10% de
todo produto do mundo a partir de 2013, aplicados para o controle de doencas de plantas

e “pragas” animais ou vegetais (PELAEZ et al., 2015)

Os agrotoxicos sdo compostos que possuem uma grande variedade de

substancias quimicas ou produtos biolégicos que foram desenvolvidos de forma a
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potencializar uma agéo biocida (VEIGA, 2007). Londres (2011), destaca que existem
dois tipos de intoxicacBes causadas por agrotoxicos. A primeira é a intoxicacao do tipo
aguda que consiste no contato recente e direto com o produto quimico. O segundo de
acordo com a autora é a intoxicacdo crbnica, ocasionada pelo contato direto e
prolongado com o produto, que a longo prazo pode gerar problemas tanto a saude

humana quanto ao meio ambiente.

O Clethodim é um herbicida de ac¢do graminicida pos-emergente e sistémico
pertencente ao grupo quimico oxima ciclohexanodiona, altamente seletivo para culturas
de algodao, alho, batata, café, cebola, cenoura, soja tomate, dentre outras (Nortox ®).
O grupo quimico das ciclohexanodionas (CDHs) séo inibidores da ACCase (Acetil
Coenzima-a) (PEDROLLO et al., 2015). Segundo Burke et al. (2006), os herbicidas
desse grupo inibem a sintese de lipidios, interferindo o desenvolvimento das gramineas.

Devido sua alta efetividade e seletividade seu uso torna-se cada vez mais comum.

Os efeitos causados por esses compostos se manifestam na maioria das vezes
em longo prazo, causando alteracdes fisiologicas (SILVEIRA, 2016). Segundo Carson
et al. (2010) tracos desses defensivos podem permanecer nos alimentos, mesmo apos

a colheita, o que pode levar a ingestdo humana de substancias potencialmente toxicas.

Devido ao potencial toxico apresentado pelos residuos industriais, domésticos e
agricolas, nos ultimos 20 anos tem-se desenvolvido técnicas para avaliacdo dos efeitos
toxicol6gicos dos mesmos (BADERNA et al., 2011). Dentre essas técnicas, destaca-se
a utilizacdo de organismos vegetais, dentre eles; cebola (RODRIGUEZ et al., 2015;
GARCIA et al., 2017), moluscos (OLIVEIRA et al., 2014), diplépodos (SOUZA et al.,
2014; MOREIRA-DE-SOUSA et al.,, 2016) e peixes (LEDY et al., 2003; SOUZA;
FONTANETTI, 2006; SIMONATO et al., 2008), vem sendo empregados como
bioindicadores ambientais. De acordo com Rubinger (2009) o principio para escolha do
organismo teste refere-se a sua sensibilidade a uma diversidade de agentes quimicos,

de modo que possibilite resultados, exatidao e reproducéo dos mesmos.

Os primeiros testes utilizando vegetais para avaliacdo de efeito da toxicidade de
poluentes, segundo Fiskesjo (1985) ocorreram em 1938 pelo cientista Levan, que
utilizou pontas de raizes de Allium cepa para identificagdo dos efeitos citotdxicos da
colchicina. O sistema teste utilizando vegetais possui muitas vantagens, sendo uma
das principais o seu baixo custo (FISKESJO, 1985). Além de sua grande utilizac&o nos
testes de citotoxicidade/mutagenicidade de plantas medicinais, o0 sistema teste
de Allium cepa pode ser utilizado para o monitoramento da poluicdo ambiental e

avaliacdo do potencial mutagénico de muitos compostos quimicos (BAGATINI et al.,
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2007). De acordo com Monteiro et al. (2007), as plantas sdo sistemas excelentes para
indicar efeitos genotéxicos, proporcionando vantagens no monitoramento e na detec¢éo

de possiveis danos genéticos resultantes da exposi¢cao a produtos quimicos.

Tendo em vista que os herbicidas sdo os agroquimicos mais utilizados para os
cultivos, faz-se necessario estudos que possibilitem dimensionar os efeitos de sua
periculosidade no ambiente, determinando seu nivel de agressdo e possibilitando
alternativas que diminuam sua aplicacdo em larga escala. Assim, esse estudo objetivou
avaliar o potencial toxicogenético, o grau de estresse oxidativo e de alteracbes

anatdmicas do herbicida Clethodim, por meio de bioensaio vegetal em Allium cepa L.

2- MATERIAIS E METODOS

2.1 Material vegetal

O modelo vegetal utilizado neste estudo, como organismo teste, foi a espécime
Allium cepa (cebola) com sementes da variedade Baia Periforme da marca Topseed.
Nos testes realizados, as sementes foram distribuidas em placas de petri com papel
filtro contendo os tratamentos com as solugfes do herbicida (Tabela 1), permanecendo
até o tempo de germinagdo de 4 ciclos celulares (96 horas) a temperatura de

aproximadamente 24°C.

2.2 Solucao teste

O experimento foi elaborado em Delineamento Inteiramente Casualizado, a
partir de seis placas de Petri por tratamento, contendo concentragdes diferentes do
herbicida clethodim de acordo com a concentragdo recomendada pelo fabricante do
produto (0,48 g/L) (Tabela 1). Foram expostas 30 sementes de Allium cepa em placas
de Petri forradas com papel filtro contendo as concentragdes do herbicida, juntamente
com o0s controles negativo (agua destilada) e positivo. Como controle positivo foi
utilizado a trifluralina na concentracdo de 0,84 g/L cuja acdo e mecanismos sao

conhecidos para analise do ciclo celular e crescimento radicular (Fernandes et al., 2007).
2.3 Andlise do indice de germinacéo e crescimento radicular

A fitotoxicidade foi avaliada apds 96 horas (4 ciclos celulares) de exposi¢do, onde
foi estimado o indice de germinacdo pela contabilizacdo do ndmero de sementes
germinadas em relagéo ao total em exposicdo de acordo com Martins; Campos-Pereira

(2018). Para o crescimento radicular, as raizes foram medidas com auxilio de
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paguimetro e posteriormente fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético) para

confeccédo de laminas.

2.4 Andlise do ciclo celular

Para a andlise do ciclo celular as raizes fixadas foram lavadas em agua destilada
e hidrolisadas em HCI 1M a 60 °C por 9 minutos em banho maria. A coloracéo foi
realizada pelo método de Feulgen. Apdés o procedimento de coloracdo, as laminas
permanentes foram preparadas pela técnica de esmagamento suave, utilizando um
meristema para cada lamina, em seguida foram coradas com carmim acético 2% para
evidenciar o citoplasma. Apds essa etapa, as laminas foram imersas em nitrogénio

liquido para retirada das laminulas, sendo entéo finalizadas com Balsamo do Canada.

Foram analisadas 1000 células por lamina e cinco laminas por tratamento,
totalizando 5000 células por tratamento. A citogenotoxicidade do herbicida foi
determinada por meio das alteracGes cromossémicas e nucleares analisadas em
diferentes estagios da divisdo celular (préfase, metafase, anafase e tel6fase). Foram
avaliados os seguintes parametros: indice mitético (IM), porcentagem de cada fase da
mitose, porcentagem de alteracdes cromossémicas (AC) e porcentagem de alteragdes
nucleares segundo Aragéao et al. (2017). Também foram avaliadas presenca de células

apresentando nicleo com um ou mais nucléolos.

2.5 Andlise do estresse oxidativo

Para avaliacdo da analise do estresse oxidativo, foram geminadas 30 sementes
em 5 placas de Petri por tratamento, incluindo o controle negativo, até que as raizes
atingissem 1cm de comprimento. Seguida a germinacao, as raizes foram congeladas

em nitrogénio liquido e mantidas refrigeradas a (-80 °C) até o momento das andlises
2.5.1 Concentragéo de proteinas

Para realizacdo da concentracao de proteinas totais foi utilizado o método de
Bradford (1976), com modificagdes para microplacas. Foi pipetado 10 pyl da amostra em
triplicata, acrescido de 10 pl da solugao de homogeneizagdo das amostras e 10 pl da
curva padrao (albumina de soro bovina (BSA)/mL). Foi pipetado em todos os pogos 250
Ml do reativo de Bradford. As microplacas permaneceram de 5 min até no maximo 1 h
em auséncia de luz. A leitura da absorbancia foi realizada a 595 nm em

espectrofotbmetro de microplacas.
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2.5.2 Atividade da enzima Superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada por espectrofotometria de acordo com o
protocolo descrito por McCord e Fridovich (1969), onde o radical superoxido € gerado
pelo do sistema xantina/xantina oxidase e a redu¢éo do citocromo ¢ € monitorada a 550
nm. Foi utilizado 0,05 g de amostra vegetal e adicionado 900 ul de solugédo de tampéo
fosfato (pH 7,8). A mistura foi centrifugada por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante
analisado. Para a leitura foi adicionado 5 pl do sobrenadante em 288 pl de meio de
reacao (50 ul xantina, 20 yl KCN, 10 ul Citocromo C, 100 pl EDTA. A leitura foi feita a
550 nm de absorbancia em espectrofotdbmetro, durante 1 minuto com intervalo de 20
segundos

2.5.3 Atividade da enzima Catalase (CAT)

A atividade da enzima Catalase foi realizada de acordo com o protocolo proposto por
Beutler (1975). A determinacdo de sua atividade foi realizada através de elevadas
concentragcbes de H202 a 240nm de absorbancia. Para preparacdo do extrato foi
utilizado 0,015 g de amostra vegetal e adicionado 950 ul de tampao fosfato (pH 7,8). A
leitura foi realizada em 204 nm de absorbancia, durante 2 minutos com intervalos de 15

segundos
2.5.4 Atividade da enzima Ascorbato Peroxidase (APX)

A atividade da APX foi realizada seguindo o método proposto por (IBRAHIM;
SROU, 2015; NAKANO; ASADA, 1981). Foi utilizado uma solugcdo tampéo contendo
fosfato 50mM, EDTA (0,1mM), acido ascérbico (0,5mM) e H.O,. A reacao teve duracdo
de 3 minutos e a leitura da absorbancia inicial e final ocorreu 290 nm em

espectrofotébmetro.

2.6 Andlise anatbmica da raiz

Para analise anatdbmica da raiz, foram germinadas 30 sementes em 5 placas de
Petri por tratamento, sendo considerados as concentragdes: 1,92 g/L; 0,48 g/L; 0,06 g/L
e controle negativo (dgua destilada). As raizes com aproximadamente 1 cm de
comprimento a partir do apice foram fixadas em FAA 70 (Formaldeido, acido acético e
etanol), permanecendo por um periodo de 72 horas e posteriormente armazenadas em

etanol 70%.
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Para montagem das laminas as raizes fixadas passaram por desidratacao etilica:
etanol 70%, 92%, 100%, em seguida o material foi emblocado em historesina Leica ®.
As laminas foram confeccionadas a partir de sec¢des transversais, utilizando micrétomo
rotativo. As laminas foram coradas com azul de toluidina 0,05% e observadas em
microscopio Zeis Axio com sistema de captura de imagem. Foi realizada analise

anatdmica qualitativa para observacao de alteracdes entre os tratamentos.
2.7 Andlise estatistica

Os dados foram analisados pelo teste de Shapiro-Wilks para checar normalidade
dos dados. Todos os dados conferiram distribuicdo normal (P<0,05). Para andlise do
crescimento radicular foi utilizado o teste de Tukey (P<0,05), para as analises
enzimaticas foi utilizado o teste T (P<0,05) e para a analise do ciclo celular e indice
mitotico o teste de Kruskal Wallis (P<0,05). As colunas seguidas com a mesma letra ndo

diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das analises realizadas no presente estudo em raizes de Allium
cepa L, ap0s sua exposi¢édo ao principio ativo Clethodim, revelam que o herbicida inibiu
o indice de germinacdo e crescimento radicular das raizes e causou estresse no
metabolismo oxidativo, representado pelo aumento da atividade enzimatica das
enzimas CAT e APX , como resposta de defesa da planta ao contaminante, além de ter
aumentado o nimero de nucléolos dos nucleo de células em interfase. Por outro lado,
ndo foi observado alteragbes significativas no ciclo celular como, alteracbes
cromossomicas, formacédo de ndcleo condensado, fragmentagédo de DNA e alteracdo no
indice mitético (Tabela 1 e 2), porém foi observado frequéncia significativa de MN na
concentracdo mais alta. Também foi observado alteracdes na anatomia da raiz que
apresentaram atraso no processo diferenciacdo celular depois da exposicdo ao
Clethodim (Figura 7).

O potencial fitotoxico do produto foi observado nas concentracdes 1, 2 e 3
respectivamente 1,92 g/L, 0,96 g/L e 0,48 g/L (Figura 1), sendo a Ultima a concentracao
recomendada pelo fabricante. A inibicdo da germinagdo e crescimento também foi
observado em estudos com diferentes agroquimicos como os realizados por Martins;
Campos-Pereira, (2018) que avaliaram os efeitos do herbicida Tordon sobre os

organismos testes Lactuta sativa e Allium cepa, e observaram que inibicdo de
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germinagdo de sementes nas concentracdes mais elevadas do produto e reducdo no
indice germinativo nas demais concentra¢cdes. Em nossos estudos ndo foi observada
diminuicdo do indice de germinacdo nas menores concentracfes, indicando nédo
interferéncia do herbicida nessas concentracfes. Segundo Martins; Campos-Pereira
(2018) “indices de germinacao superiores a 20 sementes de um total de 30 sementes,
indicam menor impacto ambiental da substancia, enquanto indices menores alertam

para um potencial téxico da substancia”.

As andlises do crescimento radicular também indicaram que o herbicida provoca
uma acao fitotoxica, devido a reducao significativa no comprimento das raizes em todas
as concentracdes avaliadas quando comparadas ao controle negativo (Figura 2). De
acordo com Sobrero e Ronco (2004) a inibicao de crescimento de raiz é um indicador
de efeito subletal, pois algumas doses ndo sdo téo altas para inibir a germinacdo, mas
podem retardar o crescimento da raiz. Ferreira; Borghetti (2004), destacam que a fase
inicial de crescimento de raizes € muito sensivel a substancias estranhas ao
metabolismo da planta, 0 que pode afetar o seu desenvolvimento, acarretando em
plantulas anormais. Ainda segundo o autor, os resultados obtidos pela avaliacdo do
indice germinativo e do crescimento radicular sdo complementares fornecendo

parametros importantes de toxicidade.

Considera-se que o indice mitotico (IM) identifica de forma confiavel a presenca
de poluentes citotoxicos no ambiente (FISKEJO, 1985). Segundo Souza, (2006) quando
o IM apresenta valor superior ao controle, significa que ocorreu indugéo no processo de
divisdo celular, podendo ocasionar proliferacdo descontrolada das células, enquanto a
reducdo do IM pode comprometer o desenvolvimento e crescimento do organismo.
Contudo, apesar do herbicida Clethodim ter causado a inibicdo do indice de germinagéo
e do crescimento radicular, ndo foi observado diferenca significativa no IM. Em relagéo
as fases do ciclo celular, ndo foi observado diferenga significativa entre as
concentragcdes com o controle negativo (Tabela 1), assim como n&o houve alteracdes
cromossdmicas significativas sobre o material genético que indicassem acéo
aneugénica e clastogénica do herbicida (Tabela 2). Porém, observou-se aumento na
frequéncia de microndcleos na concentracdo 1 (1,92 g/L) em relacdo ao controle
negativo. Micronlcleos sdo massas de cromatina com aparéncia de um pequeno
nucleo, resultante da condensacao de fragmentos cromossbmicos acéntricos ou
cromossomos inteiros que atrasaram sua migracdo para 0s polos na anafase
(SCHMIDT, 1976; AL-SABTI & METCALFE, 1995). De acordo com Ventura-Camargo et

al. (2011) a formacdo de micronicleo pode ocorrer durante a anafase, sendo
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caracterizado pelo mau funcionamento do eixo e presenca de fragmentos acentrados
devido a resposta clastogénica. Ventura-Camargo; Marin Morales (2016) estudando a
acdo do herbicida Atrazina em células de Allium cepa, afirmam que substancias
guimicas podem induzir a formacgéo de micronucleos por meio de distlrbios do eixo ou
guebras cromossbémicas. Os autores ainda sugerem gque 0s microndcleos se originam
por fragmentos correspondentes a perda das regibes teloméricas envolvidas no

intervalo da divisdo.

Nas andlises citolégicas, também foi observado um aumento nas concentragcfes
C1 (1,92 g/L), C2 (0,96 g/L) e C3 (0,48 g/L) no nimero e tamanho de nucléolo em seus
nucleos interfasicos (Figura 7). O nucléolo é uma regido nuclear acromética que atua na
formacdo dos ribossomos, e seu numero pode variar de 1 ou mais por células
dependendo da sua atividade. Células com maior numero e tamanho de nucléolo
indicam maiores atividade de sintese proteica da célula (ALBERTS, 2017). Estudos
realizados por Arkhipchuk et al. (2000), Ventura-Camargo (2016), apontam essas
variagbes como respostas aos agentes potencialmente genotoxicos. Esses resultados
sugerem que o Herbicida pode se estar influenciando no processo da transcricdo do
rRNA.

Com relacdo aos resultados do estresse oxidativo a enzima CAT apresentou um
aumento na atividade enzimatica nessa situacéo de estresse apenas nas concentracdes
C1 (1,92 g/L) e C2 (0,96 g/L) em relag&o ao controle negativo (Figura 4). A enzima APX
apresentou um aumento das atividades nas concentra¢des C1 (1,92 g/L), C2 (0,96 g/L)
e C3 (0,48 g/L) em relacdo ao apresentado pelo controle negativo (Figura 5). APX e
CAT estao envolvidas no sistema antioxidante para proteger contra espécies reativas
de oxigénio induzidas por estresse (ROS) (LAN et al., 2019). O aumento da atividade
da CAT diante da exposicao a poluentes tem sido demonstrado por diversos trabalhos.
WILHELM et al. (1997), observaram aumento na atividade da CAT em tilapias expostas
a efluentes de papel e celulose. SIJARJ e RANI (2003), detectaram aumento na
atividade de CAT no figado de tilapias expostas ao cadmio. Por outro lado, Fatima e
Ahmad (2005) observaram valores de CAT préximo aos do controle em células
merismaticas de cebola expostas a metais pesados. Niveis elevados de ascorbato
enddgeno sao essenciais para manter o sistema antioxidante enzimatico que protege
as plantas dos danos oxidativos do estresse biético e abiotico (SHIGEOKA et al., 2002).
O aumento da atividade de APX pode ter ocorrido em resposta a toxicidade do herbicida
ao tecido da plantula. Segundo Asada (1992) a APX atua decompondo o peroxido de
hidrogénio em &gua, utilizando o ascorbato como principal substrato, encontrado nos

tecidos fotossintéticos. Contudo, a producdo de EROs pela exposicao das plantulas ao
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herbicida pode ser um mecanismo de defesa contra esse agroquimico, causando

consequentemente aumento da atividade enzimatica em resposta a sua exposicao.

A andlise qualitativa da anatomia em raizes de Allium cepa evidenciou que o
herbicida Clethodim causou atraso na expansao celular na regido do cilindro vascular
nas concentra¢cfes C1 (1,92 g/L), C3 (0,48 g/L) e C6 (0,06 g/L) em relacdo ao controle
negativo (Figura 6). De acordo com Costa (2016) clethodim atua inibindo a enzima
acetil-coenzima-ACarboxilase (ACCase), a qual Acetil-CoA carboxilase e esta envolvida
no primeiro passo da biossintese dos acidos graxos, tornando-se alvo para utilizagéo de
herbicida (YU et al., 2007). Dessa forma, ocorre a paralisacdo da sintese de acidos
graxos, constituintes de membranas celulares, necessarias para o crescimento celular,
portanto, ha paralisacdo da sintese de membranas necessarias para o crescimento
(CARVALHO, 2013). Esses resultados corroboram com os encontrados na anélise do
crescimento radicular, onde observou-se inibicdo do crescimento da raiz em todas as

concentra¢des do quimico.

Os resultados obtidos no trabalho demonstram que o herbicida apresenta um
efeito no metabolismo da célula, entretanto ndo foi observado modificag6es no DNA, o
que sugere a atuacado de mecanismo epigenético. Modificacdes epigenéticas constituem
um mecanismo especial de controle transcricional, permitem que ocorram mudancas na
expressao génica e no fendtipo sem que haja alteracfes na sequéncia de DNA,
desempenham um papel crucial na regulagdo de células normais e podem ser
influenciadas por variagdo genética e ambiental (TEH et al., 2014). Alguns trabalhos
sugerem que pode haver mudancas na expressao génica e no fenétipo sem ocorrer
alterac6es no DNA; Kabhl et al. (2018) sugere que os pesticidas usados nos campos de
tabaco estdo associados a instabilidade gendmica, que propde ser sensivel a ingestédo
nutricional e podem induzir alteragdes epigenéticas. Plaat et al. (2018), demonstraram
em seus estudos que a exposi¢ao ocupacional a pesticidas pode estar relacionada por
meio de um mecanismo epigenético, com a metilagdo do DNA. Contudo, faz-se
necessario estudos mais aprofundados para avaliar se os efeitos do herbicida Clethodim

podem estar relacionados ao mecanismo epigenético.

4 — CONSIDERACOES FINAIS

Os testes toxicogenéticos sugerem que o herbicida Clethodim apresentou
potencial fitotoxico pela inibicdo da germinagdo nas concentracfes mais elevadas e
inibicdo do crescimento radicular em todas as concentragfes, além de atividade

mutagénica na concentracdo 1 (1,92 g/L) identificado pela presenca de micronucleos.
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N&o foi observado genotoxicidade do herbicida em nenhum dos tratamentos, porém
identificou-se variacdo no tamanho e numero de nucléolos, sugerindo influéncia do
herbicida na producédo de rRNA. A producao de EROs como forma de defesa de Allium
cepa em resposta ao estresse causado pelo guimico foi identificado pelo aumento da
atividade enzimatica. Além disso, houve atraso no processo de expansdo das células
meristematicas, observados pelas andlises anatémicas, possivelmente pelo mecanismo
de acdo do herbicida. Embora o herbicida clethodim tenha causado alteracbes no
metabolismo de Allium cepa, ndo foi observado potencial genotéxico desse
agroquimico, sugerindo que seus efeitos possam estar relacionados aos mecanismos

epigenéticos.
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Figura 1 — indice de germinagdo de sementes de Allium cepa expostas a diferentes

concentracdes do principio ativo clethodim. CN: controle negativo e CP: controle positivo.
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Figura 2 — Crescimento radicular de raizes de Allium cepa expostas a diferentes concentracdes
do principio ativo clethodim. As colunas contendo o (*) na barra diferem estatisticamente em

relacdo com controle negativo, a nivel de normalidade de 5% de significancia, pelo teste de
Tukey. CN: controle negativo e CP: controle positivo.
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Figura 3 — Atividade enzimatica da enzima Superoxido dismutase (SOD) em plantulas de Allium
cepa expostas a diferentes concentragdes do principio ativo clethodim. As colunas com (*) nas
barras diferem estatisticamente em relagdo ao controle negativo, segundo o teste T a 5% de
significancia. CN: controle negativo.
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Figura 4 — Atividade enzimatica da enzima Catalase (CAT) em plantulas de Allium cepa expostas
a diferentes concentrag6es do principio ativo clethodim. As colunas com (*) nas barras diferem
estatisticamente em relacdo ao controle negativo, segundo o teste T a 5% de significancia. CN:
controle negativo.
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Figura 5 — Atividade enzimatica da enzima Ascorbato Peroxidase (APX) em plantulas de Allium
cepa expostas a diferentes concentragdes do principio ativo clethodim. As colunas com (*) nas
barras diferem estatisticamente em relagdo ao controle negativo, segundo o teste T a 5% de
significancia. CN: controle negativo
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Figura 6 - Corte transversal em raizes de Allium cepa L exposta a diferentes concentracdes do

herbicida Clethodim. A. Controle negativo B. Concentragdo 1 C. Concentracdo 3 D. Concentracdo
6



Figura 7 - Células de Allium cepa coradas ela metodologia de Feulgen, expostas a diferentes
concentragdes do herbida Clethodim. A. Concentragédo 1; B. Concentracao 2. Setas indicam nucleo
com variagao do numero de nucléolos, ponta de seta indica variagcdo no tamanho de nucléolos.



Tabela 1 — Concentragéo (g/L) do principio ativo do herbicida.

Concentracao C1 Cc2 C3 C4

C5

C6

g/L 1,92 0,96 0,48 0,24

0,12

0,06
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Tabela 2 — Parametros de divisdo celular normal e indice mitético (IM%) de células meristematicas de Allium cepa expostas durante 96 h aos tratamentos com

o herbicida clethodim.

Tratamentos indice mitético (%) Préfase (%) Metéfase (%) Anéfase (%) Telbfase (%)
CN 18,86 + 9,522 82,95 + 3,41 7,55 + 2,57% 9,47 +3,17% 0,00 £ 0,002
CP 21,88 6,912 63,48 £+ 6,512 17,56 + 3,95° 18,95 + 3,22° 0,00 £ 0,00
C1 16,58 + 4,872 95,6 +5,18° 1,55 + 1,922 2,61 + 3,612 0,54 +£1,112
C2 27,52 + 8,022 84,69 + 10,772 6,59 + 4,22% 8,71 + 6,65% 0,00 = 0,002
C3 30,88 + 7,832 73,67 £10,122 12,45 + 4,77° 13,86 + 5,57 0,00 + 0,002
C4 25,48 + 6,942 77,01 £ 8,30% 10,03 + 4,05% 12,95 + 5,88 0,00 + 0,002
C5 22,48 + 10,802 77,34 £ 6,87% 12,17 + 5,05% 10,48 + 2,922 0,00 = 0,002
C6 25,06 £ 4,172 82,52 + 4,16% 7,78 £2,79% 9,6 +£1,75% 0,27 £ 0,612

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas nédo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Kruskal Wallis.
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Tabela 3 — Alterac6es cromossdmicas e micronulcleo observadas nas analises citogenéticas realizadas nas células meristematicas de Allium cepa expostas

durante 96 h ao herbicida clethodim.

Tratamentos AC Células com Perda Quebra Aderéncia C-metéafase C-metéafase Ponte
(%) Micronucleo cromossdmica cromossémi  cromossomi (%) poliploide (%)
(%) (%) ca (%) ca (%) (%)
CN 0,00 £ 0,002 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,006 0,00+0,00@6 0,00+0,00®@ 0,000,002 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,002
CP 2,19+ 2,62° 0,00 £ 0,006 0,096 +0,21* 0,00+0,002 0,00+0,00® 0,088+0,19% 0,38+0,48° 0,16 + 0,222
C1 0,09 +0,2123° 2,52 +1,68° 0,00 £0,00* 0,00+0,00®6 0,00+0,006 0,097+0,21® 0,00+0,00@ 0,00+ 0,002
C2 0,17 +0,38®  0,00+0,006 0,085+0,192 0,00+ 0,00®8 0,00+0,0028 0,000,002 0,00 £ 0,00* 0,00 + 0,002
C3 0,44 +0,78% 0,16 £ 0352 0,00 £ 0,00 0,00 +0,00®@ 0,00+0,00®6 0,000,002 0,00 £ 0,00 0,082+ 0,182
C4 0,88+1,22% 0,28+0,40*® 0,00+0,006 0,00+0,008 0,00+0,0026 0,000,002 0,00 £ 0,00* 0,00 + 0,002
C5 0,58+1,31*® 0,16+0,35® 0,00+0,0026 0,00+0,008 0,00+0,0026 0,000,002 0,00 £ 0,00* 0,00 + 0,002
C6 0,00 £ 0,002 0,00 £ 0,00  0,00+0,00¢6 0,00+0,00@6 0,00+0,002@ 0,00+0,002 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,002

As médias seguidas pela mesma letra nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5% de significancia, pelo teste de Kruskal Wallis
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