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RESUMO: O Brasil é um dos maiores importadores e consumidores de pesticidas do
mundo. Por conseguinte, o uso intensivo e indiscriminado desses compostos é
preocupante devido à contaminação do meio aquático. Um dos problemas
associados é a exposição de organismos não-alvo a pesticidas, acarretando danos
clastogênicos e também aneugênicos, com alterações no ciclo celular, mutações e
morte celular. Desse modo, este trabalho teve como objetivo investigar se
concentrações ambientalmente relevantes dos pesticidas glifosato, 2,4-D,
imidacloprido e iprodiona, reportadas pela Resolução CONAMA nº 375 (2005) e/ou
encontradas em águas superficiais e de abastecimento causam efeitos
fito-citogenotóxicos em Allium cepa. Os pesticidas foram testados isolados e
combinados. As análises realizadas foram: índice de germinação, velocidade de
germinação, crescimento radicular, índice mitótico, frequência de células aberrantes
e análise do ciclo celular por meio de citometria de fluxo. Foi verificado que os
pesticidas e as misturas inibiram o ciclo de divisão celular (inibição do índice
mitótico, aumento da frequência de partículas em sub-G1, aumento de células em
G0/G1 e redução de núcleos nas fases S e G2/M) induziram a formação de células
aberrantes e aumentaram o coeficiente de variação de G1, culminando na redução
do índice de germinação, velocidade de germinação e do comprimento radicular. Os
resultados deste estudo indicaram que os pesticidas testados e as misturas
representam risco para os organismos não-alvo.

PALAVRAS-CHAVE: Allium cepa L.,glifosato, imidacloprido, iprodiona, 2,4-D.



4

ABSTRACT: Brazil is one of the largest importers and consumers of pesticides in the

world. Therefore, the intensive and indiscriminate use of these compounds is

worrisome due to contamination of the aquatic environment. One of the associated

problems is the exposure of non-target organisms to pesticides, causing clastogenic

and also aneugenic damage, with alterations in the cell cycle, mutations and cell

death. Thus, this study aimed to investigate whether environmentally relevant

concentrations of the pesticides glyphosate, 2,4-D, imidacloprid and iprodione,

reported by CONAMA Resolution nº 375 (2005) and/or found in surface and supply

waters cause phyto-toxic effects. cytogenotoxic agents in Allium cepa. Pesticides

were tested singly and in combination. The analyzes performed were: germination

index, germination speed, root growth, mitotic index, frequency of aberrant cells and

cell cycle analysis by flow cytometry. It was found that pesticides and mixtures

inhibited the cell division cycle (inhibition of the mitotic index, increased particle

frequency in sub-G1, increased cells in G0/G1 and reduced nuclei in S and G2/M

phases) induced the formation of aberrant cells and increased the coefficient of

variation of G1, culminating in the reduction of germination index, germination speed

and root length. The results of this study indicated that the tested pesticides and

mixtures pose a risk to non-target organisms.

KEYWORDS: Allium cepa L., glyphosate, imidacloprid, iprodione, 2,4-D.
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1. INTRODUÇÃO

O Brasil é um dos maiores importadores e consumidores de pesticidas do

mundo (CAMARGO et al., 2017; BROVINI et al., 2021). Em 2019, 467 novos

pesticidas foram registrados pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA),

um recorde dos últimos dez anos. Devido à extensa área de plantio e ao modelo de

cultivo adotado no país, o consumo de pesticidas tem crescido, estimulado pelos

créditos agrícolas subsidiados e isenção de tributos fiscais (CARNEIRO et al., 2015).

Com a aprovação do Projeto de Lei nº 6299/2002, o controle e a liberação de

pesticidas no Brasil serão flexibilizados, visto que o processo será concentrado

apenas do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA), controle que

até então, é exercido pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e o

Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renováveis (IBAMA)

(CÂMARA DOS DEPUTADOS, 2022, p. 26).

Uma das maiores preocupações do uso indiscriminado de pesticidas é a

presença de ingredientes ativos e seus derivados metabólitos no ambiente aquático,

contaminando corpos hídricos através da aplicação direta para o controle de plantas

aquáticas e insetos. E transportados a partir da pulverização aérea e via tratores

com consequente deriva, pelo descarte inadequado de embalagens dos produtos

químicos utilizados, lixiviação e escoamento superficial (SANTOS; SILVA, 2007;

PIGNATI et al., 2017), que é, dentre as citadas, a maior fonte de poluição difusa de

pesticidas do solo agrícola para as águas superficiais (SCHULZ, 2004).

Princípios ativos diferentes e seus derivados metabólitos são encontrados

combinados no meio aquático devido à aplicação, nas culturas, de diferentes classes

de pesticidas, de forma simultânea ou sequencial, para o combate de pragas

agrícolas diversas (FIORESI et al., 2020). Uma estratégia adotada pelos agricultores

é a mistura de pesticidas no tanque de pulverização, método legalizado no Brasil

(CONFEA Normativa nº 40, de 2018) para reduzir gastos com o manejo das culturas

(MITRA; RAGHU, 1998; GAZZIERO, 2015; EMBRAPA, 2018). Como resultado, a

mistura desses compostos no meio aquático pode resultar em efeitos aditivos,

sinérgicos, antagônicos ou de potenciação, diferentes dos efeitos produzidos por

cada químico isolado, devido a interações químicas (HODGSON, 1999; GAZZIERO,

2015; FIORESI et al., 2020).
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A presença de pesticidas na água pode causar diversos danos ao meio

ambiente e para a saúde humana (ALBUQUERQUE et al., 2016; FRIEDRICH et al.,

2021), visto que há uma estimativa de que cada brasileiro estaria exposto a uma

média de 7,3 litros de pesticidas por ano (TYGEL, 2015) via consumo de alimentos

ou ingestão de água contaminados. Nas Estações de Tratamento de Água (ETA) são

empregados processos ineficientes para remoção de pesticidas (MINISTÉRIO DA

SAÚDE, 2006; LIRA, 2014), culminando na presença desses químicos em água de

torneira (SISAGUA, 2018).

Assim, estudos dos efeitos de pesticidas isolados e em misturas são

necessários para uma caracterização ampla da toxicidade desses compostos

químicos (FIORESI et al., 2020). Para tanto, o uso de Allium cepa como organismo

modelo é validado pelo Programa Internacional de Segurança Química e pelo

Programa Ambiental das Nações Unidas (WHO, 1985), visto que é sensível para a

detecção de agentes com atividade fitotóxica (análise macroscópica) e

citogenotóxica e mutagênica (análises microscópicas). Ainda, seu uso é favorecido

devido à presença de cromossomos grandes e em número reduzido (2n = 16)

(FISKESJÖ et al., 1985), dando rapidez e confiabilidade na condução dos testes,

cujos resultados apresentam alta correspondência quando comparados aos

bioensaios com animais (GRANT, 1999; MA, 1999).

Em adição à análise microscópica, a citometria de fluxo tem sido utilizada

como ferramenta para a análise da cinética do ciclo celular e morte celular em

resposta a ação de citogenotoxinas e mutágenos ambientais, permitindo a detecção

de alterações na frequência de células nas fases G0/G1, S e G2/M, de variações no

conteúdo do DNA nuclear e de poliploidias e aneuploidias (BIRADAR et al., 1994;

RAYBURN; WETZEL, 2002; CVIKROVA et al., 2003; MONTEIRO et al., 2010;

ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; FIORESI et al., 2020).

Neste contexto, este trabalho apresenta os efeitos fitotóxicos e

citogenotóxicos de formulações comerciais de pesticidas a base de glifosato,

imidacloprido, iprodiona e 2,4-D, pois estão dentre os pesticidas mais

comercializados no Brasil, além de suas misturas, por meio de testes com sementes

de cebola. De acordo com a nova classificação toxicológica dos pesticidas, o

glifosato, 2,4-D e o imidacloprido são classificados dentro da categoria 4 - produto

pouco tóxico (RESOLUÇÃO Nº 2.080, DE 31 DE JULHO DE 2019). O pesticida

iprodiona não está incluso nesta nova classificação. A classificação de
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periculosidade ambiental do IBAMA (portaria 6, de 17 de maio de 2012), considera o

pesticida iprodiona como classe II - muito perigoso e os pesticidas glifosato, 2,4-D,

imidacloprido como classe III – produto perigoso para o meio ambiente.

Foram utilizadas concentrações ambientalmente relevantes efetivamente

encontradas em águas superficiais e/ou correspondentes aos valores máximos

permitidos em águas superficiais conforme a Resolução nº 375 do Conselho

Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). Foram testadas ainda concentrações

encontradas e/ou valores máximos permitidos em águas de consumo humano de

acordo com dados do Sistema de Informação de Vigilância da Qualidade da Água

para Consumo Humano (SISAGUA, 2018) e da Portaria nº 2.914 de 2011 do

Ministério da Saúde.

2. MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 Pesticidas testados e faixas de concentrações

2.1.1 Glifosato

A formulação comercial Original DI Roundup, Monsanto, lote nº 0045

20-63560, contendo 445 g/L (44,5% m/v) de Sal de Di-amônio de

N-(phosphonomethyl)glycine), 370 g/L (37% m/v) de equivalente ácido de

N-(phosphonomethyl)glycine e 751 g/L (75% m/v) de outros ingredientes foi utilizada.

As concentrações testadas, expressas como equivalente ácido, foram: a) 50 µg/L

(GLI 1) - registrada em água de torneira de municípios brasileiros (SISAGUA, 2018);

b) 65 µg/L (GLI 2) - corresponde a concentração máxima permitida em águas

superficiais de classes I e II (CONAMA res 375, 2005) e c) 280 µg/L (GLI 3) -

concentração máxima permitida em águas superficiais de classe III (CONAMA res

375, 2005).

2.1.2 2,4-D

O herbicida Nufarm U46 BR (lote nº 0800491517499 T/B) contendo 806 g/L

de sal de dimetilamina do ácido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D Amina), 670 g/L (67%

m/v) de equivalente ácido e 380,9 g/L (38,09% m/v) de outros ingredientes foi

utilizado. As concentrações testadas, expressas como equivalente ácido, foram: a) 4
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µg/L (2,4-D 1) - concentração máxima permitida em águas superficiais de classes I e

II (CONAMA res 375, 2005), o mesmo valor estabelecido pela Portaria nº 2.914/2011

do Ministério da Saúde que dispõe sobre o controle e vigilância da qualidade da

água para consumo humano (BRASIL, 2011); b) 10 µg/L (2,4-D 2) - encontrada em

águas de torneira de municípios brasileiros (SISAGUA, 2018); c) 30 µg/L (2,4-D 3) -

concentração máxima permitida em águas superficiais de classe III  (CONAMA res

375, 2005).

2.1.3 Iprodiona

O fungicida Rovral SC, FMC Química do Brasil LTDA, lote nº 021-17-5475,

contendo 500 g/L de iprodiona (3-(3,5-dichlorophenyl) -N-isopropyl- 2,4-dioxo

imidazolidine-1-carboxamide) também foi investigado. As concentrações testadas

foram: a) 15,96 µg/L (IPR 1) - escolhida por ser menor que as demais

concentrações; b) 27,14 µg/L (IPR 2) - correspondente a concentração de iprodiona

encontrada em águas superficiais (SEQUINATTO, 2013) e c) 47,26 µg/L (IPR 3) -

definida com base na concentração estimada de ingrediente ativo em águas

superficiais da sub-bacia do rio Alegre de acordo com o número total de aplicações

para a cultura do café (QUEIROZ et al., 2018).

2.1.4 Imidacloprido

As concentrações testadas do inseticida Warrant® 700 WG, lote nº

3269-16-1154, contendo 700 g/kg de imidacloprido (1-(6-cloro-3-pyridynilmethyl)

-N-nitroimidazolidim-2-ylidenoamine), foram: a) 0,14 µg/L (IMI 1); b) 1,13 µg/L (IMI 2)

e c) 4,53 µg/L (IMI 3), encontradas em águas superficiais e poços rurais

(BORTOLUZZI et al., 2007; SEQUINATTO, 2013).

2.1.5 Mistura dos pesticidas

As misturas dos pesticidas foram preparadas de acordo com Bianchi et al.

(2016), Felisbino et al. (2018) e Fioresi et al. (2020), onde foram combinadas as

menores (M1), as intermediárias (M2) e as maiores concentrações testadas (M3):

a) M1 = 50 µg/L glifosato + 15.96 µg/L iprodiona + 0,14 µg/L imidacloprido + 4

µg/L 2,4-D;



9

b) M2 = 65 µg/L glifosato + 27,14 µg/L iprodiona + 1,13 µg/L imidacloprido + 10

µg/L 2,4-D;

c) M3 = 280 µg/L glifosato + 47,26 µg/L iprodiona + 4,53 µg/L imidacloprido + 30

µg/L 2,4-D.

2.2 Ensaios com A. cepa

Sementes de A. cepa (2n= 16), variedade baia periforme (ISLA®, lote nº

127536, taxa de germinação de 98%) foram utilizadas. Para todos os ensaios, água

destilada foi utilizada como controle negativo (CN) e colchicina 0,025% como

controle positivo (CP).

2.2.1 Análise do potencial fitotóxico dos pesticidas

O teste foi realizado de acordo com US Protection Environmental Agency

(USEPA,1996). Para a análise, 15 sementes de A. cepa foram dispostas em placas

de Petri forradas com papel filtro umedecido com as concentrações dos pesticidas e

misturas. Foram preparadas três placas para cada concentração. A contagem de

sementes germinadas foi realizada a cada 24h, até que 65% das sementes do grupo

controle tivessem raízes germinadas e desenvolvidas com pelo menos 20 mm de

comprimento. A porcentagem de germinação (G) foi calculada por meio da fórmula:

G= (N/A) × 100; onde N é o número total de sementes germinadas e A o número de

sementes colocadas para a germinação. Para o cálculo da velocidade de

germinação foi utilizada a fórmula: IVG = (∑Ni)/(∑Di); onde: Ni – número de raízes

germinadas no dia i; Di – número de dias para a germinação. O comprimento final

das radículas foi mensurado com o auxílio de um paquímetro.

2.2.2 Análise do potencial citogenotóxico dos pesticidas

Após exposição aos pesticidas, quando as radículas obtiveram cerca de 15

mm, foram coletadas, fixadas em metanol+ácido acético (3:1, v/v) e armazenadas

em geladeira. Para a retirada do excesso de fixador, as raízes passaram por 3

lavagens, de 5 minutos cada, em água destilada. As radículas foram hidrolisadas em

HCl 5N a temperatura ambiente por 10 minutos e também passaram por 3 lavagens,
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de 5 minutos cada, em água destilada. Decorrido esse processo, a região

meristemática foi seccionada em lâmina, corada com orceína 2% por 10 minutos,

coberta com lamínula e macerada. Dez lâminas foram preparadas para cada

tratamento e um total de 5000 células por tratamento foram contabilizadas (500

células/lâminas). As lâminas foram analisadas em microscópio de luz, com aumento

de 400 ×. A frequência de células em divisão foi determinada pelo cálculo do índice

mitótico (potencial citotóxico). Todas as anormalidades mitóticas e cromossômicas

observadas foram agrupadas dentro de uma mesma categoria: frequência de células

aberrantes.

2.2.3 Análise do ciclo celular mediante a técnica de citometria de fluxo

Para as análises de citometria de fluxo foram realizadas 3 repetições para

cada tratamento e foram utilizadas 12 raízes de A. cepa por réplica. Suspensões

nucleares foram obtidas pelo método descrito por Galbraith et al. (1983). Os

meristemas foram seccionados com auxílio de lâmina de bisturi em placa de Petri

contendo 600 µl de tampão de lise LB01, em uma caixa com gelo triturado. Com os

núcleos isolados, as suspensões foram filtradas por rede de nylon com cerca de 45

µm, para eliminar a maior parte de resíduos obtidos. Estas então foram coradas com

50 µl de iodeto de propídeo (1 mg/L) para análise em citômetro de fluxo BD

FACSCanto II.

Foram analisadas as frequências de núcleos nas fases G0/G1 (conteúdo de

DNA 2C), S (conteúdo de DNA 2 - 4C) e G2/M (conteúdo de DNA 4C). Ainda, foi

mensurada a proporção de células em sub-G1, que apresentam conteúdo de DNA

menor que 2C (fragmentação do material genético devido morte celular) (HOWARD;

PELC, 1986; DOLEŽEL et al., 2007; ANDRADE-VIEIRA et al., 2012). Também foram

determinados o índice de fluorescência (IF) que permite estimar a quantidade de

DNA, a dispersão da luz frontal (FSC- Forward Scatter) para analisar o diâmetro ou

tamanho nuclear e a dispersão lateral da luz (SSC – Side Scatter) para verificar a

granulosidade e/ou densidade nuclear. Ainda, foi determinado o coeficiente de

variação de G1 (CV = desvio padrão dividido pela média) (ORMEROD et al., 1995).
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2.3 Análise estatística

Diferenças estatísticas foram analisadas mediante ANOVA com posterior

teste de Dunnet (p<0.05). Quando necessário, os dados foram transformados para

alcançar a normalidade e igualdade de variância. Quando não foi possível o uso de

testes paramétricos, os resultados foram comparados mediante o teste

não-paramétrico de Kruskal-Wallis, com posterior teste de Dunn (p<0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 Fitotoxicidade

Os índices de germinação, velocidade de germinação e crescimento radicular

foram utilizados para aferir a toxicidade de concentrações relevantes para o

ambiente aquático dos pesticidas glifosato, 2,4-D, iprodiona e imidacloprido, isolados

e combinados. Os resultados obtidos são apresentados na Figura 1.

Nenhuma concentração do pesticida glifosato alterou o índice de germinação,

velocidade de germinação e crescimento radicular em relação ao controle negativo

(Figura 1 A-C). O glifosato é um herbicida sistêmico e pós emergente, pertencente

ao grupo das glicinas, o seu mecanismo de ação interrompe a síntese da enzima

5-enolpyruvylshikimate-3-fosfato (EPSP), como resultado, inviabiliza a síntese do

fenilalanina, tirosina e triptofano que são aminoácidos essenciais para as plantas,

afetando o desenvolvimento da planta (HELANDER et al., 2019; SAJIDAKHAN et al.,

2020).

Esses resultados corroboram com o estudo de Santos et al. (2019), que

reportaram que a concentração máxima permitida de glifosato em águas superficiais

de classes I e II, 65 µg/L (CONAMA, 2005), não foi fitotóxica para Lactuca sativa.

Entretanto, os autores reportaram que Eruca sativa, foi mais sensível às análises

pois foi observado aumento no índice de germinação e do crescimento radicular em

relação ao controle negativo.
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Figura 1. Ensaio de fitotoxicidade após exposição de A. cepa aos pesticidas glifosato (A-C), 2,4-D
(D-F), iprodiona (G-I), imidacloprido (J-L) e misturas (M-O). Concentrações testadas: glifosato: 50
(GLI 1), 65 (GLI 2) e 280 (GLI 3) µg/L; iprodiona: 15,96 (IPR 1), 27,14 (IPR 2) e 47,26 (IPR 3) µg/L;
imidacloprido: 0,14 (IMI 1), 1,13 (IMI 2) e 4,53 (IMI 3) µg/L; 2,4-D: 4 (2,4-D 1), 10 (2,4-D 2) e 30 (2,4-D
3) µg/L e a mistura desses compostos: M1, M2 e M3. CN: água destilada. CP: colchicina 0,025%. *
Significativo (p<0,05) em relação ao CN com teste Dunnet.
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O herbicida 2,4-D foi fitotóxico, pois inibiu o índice de germinação (2,4-D 3),

promoveu menor velocidade de germinação (2,4-D 3) e reduziu o crescimento

radicular (2,4-D 1, 2,4-D 2 e 2,4-D 3) de A. cepa (Figura 1D-F). O 2,4-D é um

herbicida sistêmico que mimetiza a ação da auxina natural. Em altas concentrações

inibe a produção do hormônio etileno, culminando na produção de ácido abscísico

que, por sua vez, inibe a divisão e expansão celular, causando a redução do

crescimento radicular, dano tecidual e a morte celular da planta (GROSSMANN,

2003; TAIZ; ZEIGER, 2004; MARCATO et al., 2017).

Marcato et al. (2017) trabalhando com uma formulação comercial de 2,4-D e

concentrações de campo para a cultura de cana-de-açúcar, observaram a inibição

do índice de germinação de A. cepa, além da redução do crescimento radicular e

raízes com inchaço acima da região meristemática. De modo similar, Martins et al.

(2018) observaram redução no índice de germinação e crescimento radicular em

Lactuca sativa.

O produto comercial a base de iprodiona inibiu o processo de germinação

(IPR 1) e velocidade de germinação (IPR 1, IPR 2 e IPR 3) (Figura 1 G-I). A

iprodiona é um fungicida de contato, pertencente ao grupo químico dicarboximida

(POMMER et al., 1982), com pouca mobilidade nas plantas (EHR; KEMMITT, 2002).

Apesar disso, os resultados obtidos neste trabalho mostram os efeitos adversos da

iprodiona e estão de acordo com Fioresi et al. (2020) e Bernardes et al. (2019) que

testaram concentrações de campo para cebola e tomate, respectivamente.

As concentrações de imidacloprido testadas também reduziram o índice de

germinação (IMI 2 e IMI 3) e da velocidade de germinação (IMI 1, IMI 2 e IMI 3), mas

não alteraram o índice de crescimento radicular (Figura 1 J-L). Pertencente do grupo

químico neonicotinóide, o imidacloprido é um inseticida sistêmico, quando absorvido

pela planta se transloca através do xilema para todas as partes da planta

(GOULSON, 2013).

Corroborando os dados obtidos no presente estudo, Stevens et al. (2008),

observaram redução no índice de germinação e crescimento radicular do arroz

(Oryza sativa) expostos a imidacloprido. Entretanto, Zhang et al. (2022) em

bioensaio com L. sativa, relataram que não houve alterações no índice de

germinação e crescimento radicular. Ester et al. (2003), trabalhando com semente de

repolho (Brassica oleracea L.convar. Capitata L.) e couve-flor (Brassica oleracea
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L.var. Botrytis L.), não observaram diferenças na porcentagem de germinação, mas

após 14 dias foi observado redução no índice de plantas sadias.

Nenhuma das misturas induziu alterações no índice de germinação, porém

todas reduziram a velocidade de germinação e o crescimento radicular (M1, M2 e

M3) (Figura 1 M-O). A mistura em tanque de glifosato e 2,4-D é comumente utilizada

para eliminar plantas daninhas resistentes (TAKANO et al., 2013; CONCENÇO et al.,

2014). Gomes et al. (2017) relataram que a mistura dos dois herbicidas causou

toxicidade em plantas de milho. Já Fioresi et al. (2020) reportaram que iprodiona e

imidacloprido combinados inibiram o processo de germinação e promoveram menor

crescimento radicular em A. cepa.

A inibição da taxa de germinação é um efeito letal, tendo como resultado a

morte do embrião (SOBRERO; RONCO, 2004). Porém, é um parâmetro menos

sensível do que o crescimento radicular para a avaliação da fitotoxicidade (VALÉRIO

et al., 2007; ARAGÃO et al., 2017). O comprimento radicular é afetado pela

velocidade de germinação, que pode, portanto, contribuir para a redução do

desenvolvimento das raízes (CARVALHO et al., 2019).

De acordo com Webster et al. (1996), o crescimento radicular é dependente

do processo de alongamento celular e da progressão do ciclo celular. Portanto, a

divisão celular menos frequente avaliada pelo índice mitótico e o alto índice de

células aberrantes podem explicar a observação de raízes mais curtas.

3.2 Citogenotoxicidade

Os dados de citogenotoxicidade são mostrados na Tabela 1. Todas as

concentrações testadas dos pesticidas glifosato e 2,4-D e as misturas M1 e M3

reduziram o índice mitótico em relação ao controle negativo.

O índice mitótico tem sido utilizado como parâmetro para avaliar a

citotoxicidade de diversos agentes, determinada pelo aumento ou diminuição da

frequência de células em divisão (LEME; MARIN, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al.,

2012; FREITAS et al., 2016). O efeito mitodepressivo do 2,4-D, de M1 e M3 pode

estar associado às lesões no material genético e ativação de mecanismos de reparo,

ou ao comprometimento de proteínas específicas envolvidas na progressão do ciclo

celular e morte celular, dificultando o início da prófase (SOUSA et al., 2009;
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FINKLER et al., 2022). Explicando a redução da velocidade de germinação e do

crescimento radicular (ANDRADE et al., 2013; ARAGÃO et al., 2017).

Como o glifosato promoveu redução do índice mitótico esperava-se

interferência no índice de velocidade de germinação e crescimento radicular, mas

isso não foi observado, isso pode estar relacionada com a característica pós

emergente do herbicida.

Todas as concentrações dos pesticidas (exceto a IPR 1 e a mistura M3) promoveram

danos genotóxicos com aumento significativo da frequência de células aberrantes

(Tabela 1).

Os herbicidas glifosato e o 2,4-D tem o potencial de induzir danos no DNA a

partir da metilação da citosina (NARDEMIR et al., 2015; GARCIA et al., 2019),

formando uma 5-metilcitosina, que interfere nos processos genéticos, incluindo a

replicação e o mecanismo de reparo do DNA (VANYUSHIN, 2006) e, como

resultado, a integridade e função do DNA são afetados, causando instabilidade

genética (ROMERO et al., 2011; NARDEMIR et al., 2015). Kwiatkowska et al. (2017)

sugerem que o glifosato pode causar baixa regulação da expressão do gene p53,

assim ativando genes regulatórios, promovendo alterações genômicas com inserção

e recombinação de homólogos.

Os efeitos citogenotóxicos causados por esses herbicidas têm sido relatados

por outros autores em organismos não-alvo terrestres e aquáticos, corroborando os

dados obtidos nesse estudo (SOUZA et al., 2010; MERCADO et al., 2020;

MOREIRA et al., 2020; BROVINI et al., 2021; FATTAH et al., 2021; FINKLER et al.,

2022).

O fungicida iprodiona atua na inibição da atividade da proteína quinase. A

inexpressão desta proteína interfere nos sinais intracelulares acarretando problemas

em diversas funções celulares (BERG et al., 2018; WEI et al., 2021), Vitoratos et al.

(2001) relatam que a iprodiona causa desorientação da organização do fuso mitótico

resultando na não disjunção cromossômica e desorganização na estrutura do

envelope nuclear que promove lacunas no envelope nuclear e facilitam a ocorrência

de danos por enzimas celulares ou radicais livres.(AZEVEDO et al., 1977;

VITORATOS et al., 2001). A atividade genotóxica da iprodiona em plantas foi

reportada por Aragão et al. (2019) e Fioresi et al. (2020) e o seu dano aos

organismos aquáticos foi relatado por Wei et al. (2021).
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O inseticida imidacloprido possui características alquilantes, levando a

indução de danos no DNA das células. Esta propriedade está relacionada a

eletronegatividade, sendo favorecida pela presença do farmacóforo eletrofílico

(N-nitroimine substituinte =NNO2), que faz com que ele se torne reativo os elétrons

presentes nos sítios do DNA (BENIGNI et al., 1992; JANSEN et al., 1994). Rodriguez

et al. (2015) e Bianchi et al. (2016) relataram os efeitos de concentrações de campo

em plantas e Rodriguez et al. (2015) demonstraram o efeito genotóxico em

organismos aquáticos. Tais dados corroboram aos obtidos no presente estudo.

A atividade genotóxica dos pesticidas testados tem sido relacionada com a

indução de radicais livres, como espécies reativas de oxigênio (ROS) (EDLICH; LYR,

1992; KNOPP; SCHILLER, 1992; BOLOGNESI et al., 1997; ORUÇ et al., 2004;

EL-GENDY et al., 2010), causando peroxidação lipídica, alterando a fluidez das

membranas biológicas (EL-GENDY et al., 2010) e dano direto ao DNA (ZAMA et al.,

2007; FENG et al., 2010)..

A interação dos pesticidas M1, M2 e M3 se mostrou como antagonista, pois a

indução de células aberrantes foi menor do que a dos compostos isolados

(TAMMES, 1964). A não indução significativa de células aberrantes pela mistura M3

pode estar relacionada com o maior efeito citotóxico dentre as amostras testadas.

Resultados semelhantes quanto à citogenotoxicidade foram observados por Fioresi

et al. (2020) para misturas de iprodiona e imidacloprido e por Carvalho et al. (2020),

para as misturas de glifosato e 2,4-D.

As alterações que mais contribuíram para a genotoxicidade dos pesticidas e

misturas estão apresentadas na Figura 2, e essas foram micronúcleos (Figura 3 F),

aderência cromossômica (Figura 3 G-H), perda cromossômica (Figura 3 I-J), quebra

cromossômica (Figura 3 K), ponte cromossômica (Figura 3 L) e poliploidia (Figura 3

M).
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Tabela 1. Citogenotoxicidade dos pesticidas e misturas em A. cepa.

Tratamentos Índice mitótico (%) Células aberrantes (%)

CN 51,2 ± 7,4 1,6 ± 1,0

CP 54,96 ± 7,6* 20,2 ± 5,4*

GLI 1 37,62 ± 7,4* 5,1 ± 2,3*

GLI 2 42,88 ± 7,8* 7,6 ± 1,4*

GLI 3 31,52 ± 7,2* 5,9 ± 1,9*

2,4-D 1 36,66 ± 9,0* 10,9 ± 5,2*

2,4-D 2 37,66 ± 7,6* 14,9 ± 5,2*

2,4-D 3 39,16 ± 7,5* 11,1 ± 4,4*

IPRO 1 44,3 ± 11,0 12,1 ± 2,4

IPRO 2 48,7 ± 6,4 18,1 ± 4,0*

IPRO 3 53,1 ± 3,6 19,5 ± 7,4*

IMI 1 49,8 ± 4,2 7 ± 3,3*

IMI 2 48,4 ± 8,9 11,22 ± 6,4*

IMI 3 45,8 ± 3,5 10,9 ± 5,3*

M 1 38,5 ± 8,0* 10,4 ± 5,1*

M 2 45,3 ± 7,2 11,3 ± 4,7*

M 3 35,2 ± 7,1* 6,9 ± 6,5

Pesticidas e concentrações testadas: glifosato: 50 (GLI 1), 65 (GLI 2) e 280 (GLI 3) µg/L; iprodiona:
15,96 (IPR 1), 27,14 (IPR 2) e 47,26 (IPR 3) µg/L; imidacloprido: 0,14 (IMI 1), 1,13 (IMI 2) e 4,53 (IMI
3) µg/L; 2,4-D: 4 (2,4-D 1), 10 (2,4-D 2|) e 30 (2,4-D) µg/L e a mistura desses compostos: M1, M2 e
M3. CN: água destilada. CP: colchicina 0,025%. * Significativo (p<0,05) em relação ao CN com teste
Kruskal-Wallis e posterior teste Dunn.
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Figura 2. Distribuição das células aberrantes observadas nas raízes de A. cepa, expostas a

pesticidas. Concentrações testadas: glifosato: 50 (GLI 1), 65 (GLI 2) e 280 (GLI 3) µg/L; iprodiona:

15,96 (IPR 1), 27,14 (IPR 2) e 47,26 (IPR 3) µg/L; imidacloprido: 0,14 (IMI 1), 1,13 (IMI 2) e 4,53 (IMI

3) µg/L; 2,4-D: 4 (2,4-D 1), 10 (2,4-D 2|) e 30 (2,4-D) µg/L e a mistura desses compostos: M1, M2 e

M3. CN: água destilada. CP: colchicina 0,025%. * Significativo (p<0,05) em relação ao CN com teste

Kruskal-Wallis e posterior teste Dunn.

Figura 3. Estágios do ciclo celular de raízes de A. cepa. (A-E) fases normais do ciclo: (A) intérfase;
(B) prófase; (C) metáfase; (D) anáfase; (E) telófase. (F-M) células aberrantes: (F) célula
micronucleada; (G-H aderência cromossômica; (I) perda cromossômica; (J) perda e ponte
cromossômica; (K) quebra cromossômica; (L) ponte cromossômica; (M) poliploidia. visualização 50
µm.
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Micronúcleos resultaram dos danos clastogênicos (quebras e pontes

cromossômicas) ou aneugênicos (que interferem na maquinaria mitótica) não

reparados ou reparados erroneamente em células parentais (RIBEIRO et al., 2018),

sendo facilmente observados nas células-filhas (LEME; MARIN, 2009).

Aderência cromossômica é o resultado do efeito altamente tóxico na

cromatina, que induz empacotamento incorreto de fibras cromossômicas, tornando

os cromossomos conectados por pontes sub-cromáticas (MCGILL et al., 1974;

KLÁSTERSKÁ et al., 1976; BADR et al., 1992; BIANCHI et al., 2016),

impossibilitando a separação e segregação de cromátides. Se persistirem até a

anáfase, algumas dessas aderências formam pontes que podem quebrar e

acarretam aberrações cromossômicas como quebras e micronúcleos (MCGILL et al.,

1974; PATHAK et al., 1975; FELISBINO et al., 2018; SILVEIRA et al., 2017; LIMAN et

al., 2019). A aderência cromossômica é também caracterizada como um estágio

inicial para a morte celular programada (apoptose) (HENGARTNER, 2000;

GALLUZZI et al., 2007).

Poliploidia é resultado da não formação do fuso mitótico, entretanto o ciclo

celular não é interrompido e a célula entra na fase G1 sem finalizar a divisão

longitudinal dos cromossomos, que ocorreria na anáfase (ZAMARIOLA et al., 2014).

Antes de uma nova divisão mitótica, todas as moléculas de DNA são duplicadas e a

célula começa a mitose com um número duplicado de cromossomos (CARVALHO et

al., 2019). Células poliplóides, na tentativa de restabelecer as condições normais de

ploidia, podem eliminar o excesso de DNA do núcleo, originando perdas

cromossômicas e micronúcleos (FERNANDES et al., 2007).

3.3 Citometria de fluxo

Os resultados da análise do ciclo celular de células meristemáticas de raízes

de A. cepa por meio da citometria de fluxo estão dispostos na Tabela 2.

Todos os pesticidas induziram ocorrência de células na fase de sub-G1, com

o conteúdo de DNA menor que 2C, desta forma, todas as concentrações dos

pesticidas testados promoveram a fragmentação do DNA (BIRADAR et al., 1994;

O'BRIEN et al., 1998; ANDRADE-VIEIRA et al., 2012). As concentrações 2,4-D 1,

2,4-D 2, 2,4-D 3, IPR 1, IMI 1, IMI 2, IMI 3 e as misturas M1, M2, M3 aumentaram a

frequência de núcleos observados na fase de G0/G1, este aumento ocorreu devido a
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ativação do ponto de verificação em G1 em resposta a lesões ao DNA, que inibe o

processo de divisão celular (TÜRKOĞLU, 2012).

Por consequência, houve redução de núcleos nas fases S para as

concentrações 2,4-D 1, 2,4-D 2, 2,4-D 3, IMI 1, IMI 2, IMI 3 e mistura M3, e todos os

pesticidas reduziram a frequência de núcleos na fase G2/M. A interrupção da divisão

mitótica com acúmulo de células na interfase ocorre para que a maquinaria de

reparo atue antes que as alterações sejam irreversíveis (PELAYO et al., 2003).

Corroborando com os resultados da análise de citotoxicidade com a redução do

índice mitótico (Tabela 1).

Algumas células podem continuar a divisão, mesmo sem o reparo da

molécula de DNA, culminando no aumento de células aberrantes (PAULOVICH et

al., 1997). Pesquisadores relatam que essas alterações são responsáveis pela

redução do índice de velocidade de germinação e crescimento radicular, visto que a

taxa de crescimento radicular depende da atividade proliferativa das células

meristemáticas (CARBALLO et al., 2006; SOLTYS et al., 2012; FIORESI et al.,

2020).

Houve redução nos parâmetros de índice de fluorescência (IF - IPR 1, IMI 3),

tamanho nuclear (FSC - IMI 3 M3) e complexidade nuclear (SSC - M3), a redução

desses parâmetros indicam que houve condensação da cromatina nuclear, que é um

indicativo de morte celular (O’BRIEN et al., 1998; ANDRADE-VIEIRA et al., 2012).

As variações no conteúdo de DNA foram identificadas para todos os

pesticidas testados, pelo aumento do CV em G1; este aumento indica a presença de

aderência cromossômica (RAYBURN; WETZEL, 2002) e também de micronúcleos

(FIORESI et al., 2020). As aderências causam pontes e quebras cromossômicas,

resultando em fragmentos cromossômicos e micronúcleos variando o conteúdo de

DNA das células filhas (O’BRIEN et al., 1998; ANDRADE-VIEIRA et al., 2012).

A mistura M3 não alterou o índice de células aberrantes, isto pode ser

explicado pela alta indução de fragmentação nuclear observada pelo aumento de

núcleos em sub G1, o aumento do índice de coeficiente de variação (CV) e pela

redução do tamanho nuclear observado em FSC, características de morte celular. A

redução do índice mitótico ocorreu devido ao acúmulo de células fragmentadas em

G1 que impediu a progressão das células para as fases de S e G2/M.
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Tabela 2: Análise do ciclo celular de A. cepa por citometria de fluxo

Tratamentos % sub-G1 % G1 % S % G2/M FSC SSC IF CV

CN 6,85 ± 0,35 68,64 ± 1,45 12,94 ± 0,75 11,57 ± 0,65 100 ± 0 100 ± 0 100 ± 0 3,08 ± 0,17

CP 18,22 ± 1,04* 69,22 ± 0,94 7,82 ± 0,4*5 4,74 ± 1,98* 94,77 ± 1,59* 91,52 ± 1,57* 94,40 ± 0,99* 6,70 ± 0,36*

GLI 1 8,37 ± 0,07* 70,41 ± 0,72 13,67 ± 0,83 8,12 ± 0,44 100,7 ± 0,14 100,22 ± 0,81 99,89 ± 0,10 5,54 ± 0,12*

GLI 2 8,59 ± 0,23* 71,15 ± 1,22 13,74 ± 2,20 6,52 ± 2,75* 98,10 ± 1,29 97,15 ± 1,19 96,84 ± 0,45 5,79 ± 0,08*

GLI 3 8,72 ± 0,33* 72,22 ± 1,82 15,18 ± 0,61 3,88 ± 2,17* 98,09 ± 0,79 97,70 ± 0,95 96,67 ± 0,62 6,11 ± 0,10*

2,4 D 1 10,44 ± 0,30* 72,07 ± 1,67* 9,62 ± 0,87* 7,87 ± 1,21* 98,67 ± 0,51 99,77 ± 0,37 99,77 ± 0,28 5,59 ± 0,07*

2,4 D 2 12,22 ± 1,12* 73,63 ± 1,07* 9,94 ± 0,35* 4,09 ± 1,84* 97,70 ± 0,51 97,41 ± 0,67 97,18 ± 1,23 5,77 ± 0,13*

2,4 D 3 13,75 ± 0,28* 72,39 ± 1,89* 9,70 ± 0,54* 4,17 ± 2,30* 97,07 ± 1,44 97,43 ± 0,11 97,66 ± 0,35 5,98 ± 0,07*

IPR 1 8,66 ± 0,41* 71,88 ± 1,67* 12,84 ± 2,00 6,61 ± 1,76* 99,44 ± 1,41 97,77 ± 0,59 97,88 ± 0,38 5,47 ± 0,18

IPR 2 9,11 ± 0,12* 71,78 ± 1,75 11,85 ± 1,34 7,26 ± 2,72* 98,18 ± 0,74 98,44 ± 1,03 97,33 ± 0,12* 5,90 ± 0,02

IPR 3 10,70 ± 0,61* 69,24 ± 0,65 12,54 ± 1,15 7,52 ± 1,93 98,27 ± 0,90 98,62 ± 1,31 97,81 ± 0,54 5,97 ± 0,04*

IMI 1 9,22 ± 0,10* 71,93 ± 1,64* 11,30 ± 0,96* 7,55 ± 1,72* 97,78 ± 0,51 98,04 ± 0,85 98,12 ± 0,22 5,75 ± 0,07*

IMI 2 10,64 ± 0,56* 72,93 ± 1,53* 9,07 ± 0,24* 5,87 ± 1,30* 97,45 ± 0,49 97,15 ± 0,36 96,78 ± 0,35 5,88 ± 0,10*

IMI 3 14,01 ± 0,56* 72,44 ± 0,40* 10,53 ± 0,63* 3,03 ± 0,11* 96,97 ± 0,17* 96,63 ± 0,48* 96,48 ± 0,28* 5,92 ± 0,12*

M1 8,47 ± 1,00* 71,44 ± 0,95* 11,57 ± 1,66 8,52 ± 1,52* 99,52 ± 0,35 100,07 ± 0,14 100,15 ± 1,90 5,82 ± 0,06*

M2 11,00 ± 1,73* 73,03 ± 0,33* 11,96 ± 0,43 4,01 ± 1,51* 98,49 ± 0,46 99,11 ± 0,11 100,01 ± 1,01 5,95 ± 0,04*

M3 15,91 ± 1,39* 73,71 ± 1,01* 7,32 ± 0,52* 2,50 ± 0,90* 96,14 ± 0,75* 96,88 ± 1,29 96,49 ± 2,04 6,10 ± 0,11*

Pesticidas e concentrações testadas: glifosato: 50 (GLI 1), 65 (GLI 2) e 280 (GLI 3) µg/L; iprodiona: 15,96 (IPR 1), 27,14 (IPR 2) e 47,26 (IPR 3) µg/L;
imidacloprido: 0,14 (IMI 1), 1,13 (IMI 2) e 4,53 (IMI 3) µg/L; 2,4-D: 4 (2,4-D 1), 10 (2,4-D 2|) e 30 (2,4-D) µg/L e a mistura desses compostos: M1, M2 e M3.
CN: água destilada. CP: colchicina 0,025%. Onde G1, célula populações com quantidade 2C de DNA; S, síntese de DNA; G2/M, populações de células com
quantidade 4C de DNA; sub-G1, populações de células com menos de 2C de DNA; FSC, tamanho relativo dos núcleos em G1; IFa G1, intensidade de
fluorescência dos núcleos em G1; SSC, complexidade dos núcleos em G1 CV, coeficiente de variação de G1. * Significativo (p<0,05) em relação ao CN com
teste Kruskal-Wallis e posterior teste Dunn.
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8. CONCLUSÃO

O presente estudo demonstrou o potencial tóxico de pesticidas contendo os

princípios ativos glifosato, imidacloprido, iprodiona e 2,4-D bem como a mistura

dessas substâncias, a partir de análises de fito-citogenotoxicidade e citometria de

fluxo em A. cepa.

O glifosato e o 2,4-D constituem os pesticidas mais utilizados nas lavouras e, devido

às propriedades toxicológicas e ecotóxicológicas, suas concentrações no meio

aquático são monitoradas de acordo com a Resolução do CONAMA nº. 357 (2005).

Esse estudo mostrou que os valores máximos permitidos pela legislação em águas

superficiais induziram danos toxicogenéticos em A. cepa, podendo ser, portanto,

prejudiciais para organismos expostos.

O processo de tratamento de água (ETA) é ineficiente para remoção de pesticidas.

Como a contaminação de ambientes aquáticos ocorre de forma difusa, maior é a

dificuldade para a implementação de medidas para prevenção desta contaminação.

Como consequência, o Sistema de Informação de Vigilância da Qualidade da Água

para Consumo Humano (SISAGUA), vinculado ao Ministério da Saúde, detectou o

glifosato e o 2,4-D na água que abastece todos os municípios monitorados (2.300

cidades brasileiras de 2014 a 2017). Os valores registrados pelo para esses

herbicidas também promoveram danos aos meristemas radiculares de A. cepa.

Por outro lado, o imidacloprido e a iprodiona não estão contemplados na Resolução

375 do CONAMA (2005), portanto, o monitoramento desses pesticidas no meio

ambiente não é prioritário. Apesar de não terem sido detectados no trabalho

desenvolvido pelo SISAGUA, estes químicos estão presentes no meio ambiente,

como reportado em várias publicações científicas.

A maioria dos artigos científicos citados nessa dissertação utilizaram concentrações

indicadas ao campo, ou seja, maiores do que as concentrações testadas neste

trabalho, sendo os efeitos adversos relatados semelhantes aos nossos,

evidenciando que mesmo as menores concentrações desses pesticidas podem

promover danos.

Ao nosso conhecimento, esse é o primeiro trabalho que relata os efeitos dos 4

pesticidas combinados. O efeito da mistura desses pesticidas é preocupante, pois

existem poucos relatos da interação desses compostos no ecossistema aquático.



23

Os resultados deste estudo indicam que o glifosato, 2,4-D, iprodiona, imidacloprido e

a mistura desses pesticidas representam risco para os organismos não-alvo. Diante

disso, sugerimos a reavaliação do limite máximo do glifosato e 2,4-D, e a inserção

dos princípios ativos iprodiona e imidacloprido na resolução do CONAMA nº. 357

(2005), bem como a inserção do fungicida iprodiona na RESOLUÇÃO Nº 2.080, DE

31 DE JULHO DE 2019.
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