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RESUMO

SOUZA, ELIANE ADRIANA LOPES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde —
GO,maio de 2021. Toxidade do fungicida comercial contendo azoxistrobina e
benzovidiflupir em modelos vegetais.Orientadora: Dra. Maria Andréia Corréa Mendonca.

Coorientador: Dr.Lucas Anjos de Souza.

Dentre os agroquimicos que sdo usados na agricultura, os fungicidas destacam-se pela sua
grande utilizacdo nas lavouras comerciais, em virtude de sua acdo de combate as doencas
fungicas. A mistura comercial contendo os fungicidas azoxistrobina e benzovindiflupir tem sido
amplamente utilizada para controle do agente causador da ferrugem da soja(Phakopsora
pachyrhizi), que é capaz de causar grandes prejuizos econdémicos. No entanto, seu uso tem sido
questionado, uma vez gque 0S compostos ativos podem causar efeitos negativos tanto a salde
humana quanto ao meio ambiente. Com intuito de verificar os danos ocasionados por esses
compostos, avaliou-se o potencial fitotdxico ecitogenotdxicodeste fungicida nos modelos
vegetaisLactuca sativa L. (Asteraceae)(alface) e Allium cepa L. (Amaryllidaceae) (cebola),por
meio de analises macroscépicas(germinacao e crescimento radicular), microscépicas(indice
mitotico, alteragdes cromossdmicas e nucleares)e enzimaticas (atividades especificas das
enzimas catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase). Houve inibicdo no crescimento
das raizes, apontando a fitotoxicidade deste fungicidasob diferentesconcentraces nas espécies
vegetais testadas. A partir dos resultados obtidos nas andlises citogenéticas foi possivel inferir
que o fungicida comercial composto porazoxistrobina e benzovindiflupir possuipotencial
citotoxico e genotoxico, provocandodiminui¢do do indice mitotico,alteracfes cromossdmicas e
nucleares. Em alguns casos foi observada atividade enzimatica sob diferentes concentracdes do

fungicida, o que indica atuacdo do metabolismo antioxidante.A resposta da enzima ascorbato

Xi



peroxidase (APX) de L. sativa foi sensivel aos tratamentos aplicados, sendo que, quando exposta
as concentraces de 1,5 g L™, 3,0 g L e 6,0 g L™ de azoxistrobina e benzovindiflupir, houve
diferenca significa da atividade quando comparada ao controle negativo.Por fim, os resultados
obtidos indicam potencial fitotoxico devido a alteracdo das atividades das enzimas ascorbato
peroxidase, guaiacol peroxidase e catalase.Tais resultados indicam que esse fungicida pode ser

nocivo para organismos nao-alvo.

PALAVRAS-CHAVE:bioensaios, citotoxicidade, ecotoxicologia, genotoxicidade, estresse
oxidativo.
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ABSTRACT

SOUZA, ELIANE ADRIANA LOPES. Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde — GO,
May,2021. Toxicity of commercial fungicide containing azoxystrobin and benzovindiflupyr
in plant models.Advisor:Dra. Maria Andréia Corréa Mendonga.Co-advisor: Dr. Lucas Anjos de

Souza.

Fungicides are pesticides frequently used in agriculture, due to their action to combat
fungal diseases. The commercial mixture containing the fungicides azoxystrobin and
benzovindiflupyr is applied to control the agent that causes soybean rust(Phakopsora
pachyrhizi), which is capable of causing great economic losses. However, the use of this
agrochemical can have negative effects on both human health and the environment. In order to
verify the damage caused by these chemicals, the phytotoxic and cytogenotoxic potential of this
fungicide in the vegetable models Lactuca sativa L. (Asteraceae) (lettuce) and Allium cepa L.
(Amaryllidaceae) (onion) was evaluated through macroscopic analysis (germination and root
growth), microscopic (mitotic index, chromosomal and nuclear changes) and enzymatic (specific
activities of the enzymes catalase, ascorbate peroxidase and guaiacol peroxidase). It was possible
to observe that there was inhibition in the growth of the roots, pointing out the phytotoxicity of
this fungicide in the plant species tested in different concentrations. From the results obtained for
cytogenetic analyzes it was possible to infer that azoxystrobin and benzovindiflupyr has the
potential for cytotoxic and genotoxic, as it causes a decrease in the mitotic index, chromosomal
and nuclear changes. In some cases, enzymatic activity was observed under different
concentrations of the fungicide, which indicates the action of antioxidant metabolism. In both
models, the ascorbate peroxidase response was the most sensitive to the treatments applied. The
APX response of L. sativa was sensitive to the treatments applied, and when exposed to
concentrations of 1,59 L?, 3,0 g L e 6,0 g L™ of azoxystrobin and benzovindiflupyr, there was

a significant difference in activity when compared to the negative control.Finally, the results
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obtained indicate phytotoxic potential due to changes in the activities of the enzymes ascorbate
peroxidase, guaiacol peroxidase and catalase in the models studied.Such results indicate that this
fungicide can be harmful to non-target organisms.

KEYWORDS:bioassays, citotoxic, ecotoxicology, genotoxic, oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

A agricultura moderna desempenha um papel importante na sustentacdo de todas
as atividades humanas, tendo como um de seus principais objetivos o0 aumento da
produtividade, de forma a garantir seguranca alimentar para a populacdo
mundial SHARMA et al., 2020). Atualmente a seguranca alimentar estd ameagada pelos
impactos das mudancas climaticas e pelo crescimento da populagdo mundial(MICHLER
et al., 2019).

Neste cenario de producdo de alimentos, o Brasil destaca-se como o0 segundo
maior produtor de soja (Glycine maxL) do mundo, sendo este grdo uma fonte de
proteinase 6leo vegetal para consumo humano e animal (MARRO, 2020). A cultura da
soja € considerada por Cattelan e Dall’Agnol (2018)como a responsavel pelo recente
desenvolvimento agricola do Brasil, com impacto econdmico e social. Nesse contexto,
Michler et al. (2019) destacam que o crescimento da produtividade agricola é vital para
0s resultados econdmicos. Além disso, o pais apresentagrande visibilidade por produzir
varias outras commodities, como milho, algoddo, café, entre outros(MARRO, 2020).

Para garantir essa producdo de destaque, os agricultores brasileiros tém langado
méo de diferentes tecnologias, destacando-se o0 crescente uso de pesticidas, colocando o
Brasil como um dos quatro maiores consumidores de pesticidas do mundo, junto com os
EUA, UE e China (DONLEY, 2019). Assim, diferentes moléculas, isoladas ou em
misturas comerciais tém sido langadas no mercado, com o objetivo de oferecer aumento
da produtividade e, consequentemente, dos lucros.De acordo com dados do Instituto de
Pesquisa Econémica Aplicada - IPEA (2019), no inicio de 2019, existiam no Brasil
cerca de 13.300 registros de agrotoxicos, dos quais 517ingredientes ativos ja possuiam
seu uso autorizado e 97 haviam sido banidos. Dentre o0s autorizados, 0s mais

consumidos sdo os herbicidas, seguido pelos fungicidas (IPEA, 2019).



O fungicida selecionado para arealizagdo do presente estudo consiste de uma
mistura comercial dos fungicidas de contato e sistémico contendo azoxistrobina e
benzovindiflupir (AGROLINK, 2019). Devido a menor eficiéncia observada com 0s
fungicidas do grupo dos triazois, a partir da safra 2007/08na regido Centro Oeste, e nas
demais regifes a partir da safra 2008/09, a Comisséo de Fitopatologia da Reunido de
Pesquisa da Regido Central do Brasil passou a indicar somente a utilizacdo de misturas
comerciais de triazois com estrobilurinas para o controle da ferrugem asiatica da soja
(Phakospsorapachyrhizi), considerada a doenga de maior importancia para essa cultura
no Brasil (GODOY et al., 2016). Assim, a mistura comercial destes componentesativos
tem sido amplamente aplicada, de forma a evitar as perdas causadas pelo fungo, que
chegaram até 70% da producéo das lavouras atingidas(GODOY et al., 2016).

A azoxistrobina pertence a classe das estrobilurinas e o benzovindiflupir é
considerado uma carboxamida(AGROLINK, 2019). As estrobilurinas, em geral, inibem
a oxidacdo do ubiquinol no citocromobc: (complexo I11) da mitocdndria, inibindo a
fosforilacdo oxidativa e, portanto, diminuindo a producéo de ATP, molécula importante
em diversos processos fisiologicos dentro da célula (ANKE, 1995; KOEHLER e
SHEW, 2017). J& as carboxamidas, atuam como inibidores da respiracdo celular, no
complexo 11, succinatodesidrogenase (WALTER et al., 2015).

O uso desses agroquimicos envolve os beneficios decorrentes do controle de
patdgenos, mas também deve-se considerar um potencial risco de fitotoxicidade e
estresse oxidativo, que inclui desde a inibicdo de processos bioldgicos como mitose,
fotossintese, como também fungbes enzimaticas, crescimento radicular, interferéncia na
sintese de pigmentos, DNA ou proteinas, além de destruicdo da membrana (WILLIAM
et al., 1995).

A aplicacdo de pesticidas tem gerado um grande impacto aos organismos nao-
alvo, tornando a biota vulneravel a esses produtos langados na lavoura, logo que tais
produtos ja foram reportados na literatura por diferentes efeitos nocivos ao meio
ambiente e a saude humana e animal, que vdo desde contamina¢des do solo (GOMES et
al., 2017) e &gua (BOULOGNE et al., 2012; WAGNER et al., 2014), até a
bioacumulacdo desses compostos ao longo da cadeia trofica (GONCALVES et al.,
2017; MONTALVAO et al., 2017).Com isso, si0 necessarios mais estudos que avaliem
os efeitos da exposicdo de diferentes organismos a agroquimicos,uma vez que estes
apresentam potencial para afetar o homem e o meio ambiente (ADAMS e MOSS,
2008).



A exposicao de organismos ndo-alvo a pesticidas tem sido associada ao declinio
de espécies, com isso, estudos sobre os efeitos da exposi¢cdo desses organismos a
produtos nocivos e seus impactos em diferentes niveis troficos tém aumentado nos
altimos anos(SCHWARZBACHERVA et al.,2017).Diversas metodologias estdo
disponiveis para avaliar a agdo de compostos toxicos emseres Vvivos, incluindo
bioensaios que utilizam plantas superiores como modelos, j& que apresentam
caracteristicascomo rapidez no crescimento, baixo custo, alta sensibilidade e boa
correlagdo com modelos animais (GRANT, 1994; TIGRE et al., 2012).

De acordo com Cildir e Liman (2020), o teste usando Allium cepalL.
(Amaryllidaceae) (cebola) pode ser considerado o método citogenético mais utilizado
para o estudo dos efeitos citogenotdxicos de fungicidas, logo que permite a observagdo
de diferentes parametros, como crescimento radicular, indice mitotico e alteracfes
cromossOmicas.Esse teste éum método rapido, facil, altamente preciso e facilmente
reproduzivel GRANT, 1994; RANK e NIELSEN,1994; TEIXEIRA et al., 2003; LEME
e MARIN-MORALES,2009; SILVEIRA et al, 2016; FATMA et al, 2018;
BERNARDES et al., 2019).Mais recentemente, 0 modelo Lactuca sativalL. (Asteraceae)
(alface) comecou a serutilizado emandlises de citogenotoxicidade e, comparado ao
modelo A. cepa, poucos trabalhos utilizam esse modelo para avaliacdo de efeitos
citogenotdxicos, embora seja muito utilizado em anélisesmacroscépicas dos efeitos
toxicos de compostos quimicos e residuos ambientais(SILVEIRA, 2016).

Também cabe ressaltar que o0s estudos sobre os parametros metabolicos,
bioguimicos e fisiologicos usando modelos vegetais expostos a diferentes substancias
tem aumentado, logo que sdo excelentes bioindicadores, aceitos para testes de
toxicidade, permitindo a investigacdo concomitante com os mecanismos de acdo das
células de diferentes 6rgdos e tecidos (MALUSZYNSKA e JUCHIMIUK, 2005; LEME
e MARIN MORALES, 2009; SILVEIRA et al., 2017; GHOSH et al., 2019). Estes
modelos de bioensaios também atuam como eficientes ferramentas para analisar
mecanismos de acdo de componentes quimicos derivados do metabolismo secundario
de plantas (MACIAS et al., 2000; PANDARD et al., 2006).

A genotoxicidade de um composto pode ser expressa através de multiplos
mecanismos, incluindo clastogénese e aneugénese (DA COSTA et al, 2012),
considerados como eventos irreversiveis ao nivel cromossémico (CHEN et al., 2020).
Agentes genotoxicos induzem a aneuploidia por inducdo de perda ou ganho

cromossdmico durante a divisdo celular (SALAZAR et al, 2010). O ensaio de
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micronlcleos é um excelente método para avaliagdo de genotoxicidade, podendo
detectar quebras cromossdmicas causadas por tais mecanismos (CHEN et al., 2020). A
aneuploidia € resultado da desagregacdo cromossdmica, ja 0s rearranjos cromossomicos
surgem da inducdo clastogénica de ciclos de quebra e rearranjo cromossomico
(SALAZAR et al., 2010). As chamadas aberragbes cromossOmicas, como pontes e
quebras cromossdmicas, sdo indicadores de uma acdo clastogénica, enquanto perdas
cromossGmicas, atrasos, aderéncias, multipolaridade e C-metafases resultam de efeitos
aneugénicos (LEME e MARIN-MORALES, 2009).
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral:

Avaliar o potencial de efeitos citogenotdxicos e efeitos relacionados ao
extresse oxidativo do fungicida comercial contendo o principio ativo azoxistrobina e
benzovindiflupir em células meristematicas de raizes de Lactuca sativa L. (Asteraceae)

(alface) e Allium cepalL. (Amaryllidaceae) (cebola).

2.2.  Objetivos especificos:

o Investigar o potencial fitotoxico do fungicida supracitado por meio de analises
de parametros macroscopicos, baseados em avaliacdo de desenvolvimento germinativo
e crescimento radicular de plantulas das espécies modelo, submetidas as concentracdes
distintas do fungicida;

o Avaliar o potencial citotoxico do fungicida,por meio de estudo do ciclo celular, e
potencial genotoxico, por meio da quantificacdo de alteragdes cromossdmicas e
nucleares em células do meristema radicular das espécies modelo selecionadas.

o Verificar a possibilidade de dose-dependéncia dos possiveis danos observados.

o Avaliar as alteracdes bioguimicas ligadas ao estresse oxidativo ap0s exposicdo
de Lactuca sativa e Allium cepa ao fungicida.

o Verificar diferentes respostas fisioldgicas aos testes enzimaticos realizados por

meios das reacdes com catalase, ascorbato peroxidase e guaiacol peroxidase.



3. CAPITULO I
EFEITOS DO FUNGICIDA AZOXISTROBINA +
BENZOVINDIFLUPIR EM CELULAS MERISTEMATICAS DE
Lactuca sativa L. (ASTERACEAE) E Allium cepa L.
(AMARYLLIDACEAE): UMA AVALIACAO FITOTOXICAE
CITOGENOTOXICA

Resumo:A demanda por alimentos estimulou o desenvolvimento da agricultura,
resultando também na necessidade de aumento da produtividade agricola. Os
agroquimicos tém sido usadosem superabundancia, com o intuito de proteger as plantas
das pragase patdgenos, no entanto, esses insumos atingem organismos ndo-alvo e
podem afetar a salde humana. Nesse sentido, se faz cada vez mais necessario entender
como o uso indiscriminado dosagroquimicos pode afetar a fauna e a flora, a partir de
efeitos deletérios celulares. Diante do exposto, o0 objetivo desse trabalho foi avaliar as
implicacbes do fungicida comercial azoxistrobina e benzovindiflupir em celulas
meristematicas dos modelos vegetais Lactuca sativa L. (Asteraceae)e Allium cepalL
(Amaryllidaceae), por meio de testes macroscopicos e microscépicos. Para isso, as
espécies vegetais foram expostas asdiferentes concentragfes do fungicida, como
controle positivo foi usada a Trifluralina e, como controle negativo, a agua destilada. Os
resultados fitotdxicos mostraram que o fungicida supracitado inibiu o crescimento e
desenvolvimento das raizes de L. sativa nas concentracdes de3,0 g L'e 6,0 g L™ ,em 72
horas de exposicdo. No entanto,considerando o mesmo periodo de exposicdo em A.
cepa, apenas a concentragdo de 6,0 g L™ apresentou diminuicdo no desenvolvimento
germinativo.Concentragdes menores(0,375 g L* e 0,75 g L) favoreceram efeitos
subletais, logo que algumas concentra¢fes ndo sdo significativamente altas para inibir a
germinacdo, mas podem retardar o crescimento radicular.Analises da espécie A. cepa,
exposta ao fungicida, identificaram alteraces cromossémicas do tipo anafases com
ponte e profases com microndcleo. Tais resultados indicam que a mistura comercial
contendo azoxistrobina e benzovindiflupir pode ser nociva para organismos ndo-alvo.
Palavras-chave: Agroquimicos,Modelos Vegetais, Fitotoxicidade, Genotoxicidade.

3.1 Introducéo

O uso intensivo dos agroquimicos foi potencializado em meados dos anos 60, o

que levou & chamada Revolugdo Verde, que por meio da mecanizagdo e inclusdo desses



insumos, modificou a produgdo agricola (MAZOYER e ROUDART, 2010). Desde
entdo, a utilizacdo de insumos para controle de pragas e doencas tem se propagado de
forma exponencial entre os agricultores que tem buscado por maiores rendimentos nas
lavouras (MAZOYER e ROUDART, 2010). Nesse sentido, o Brasil € considerado um
dos paises com maiores consumos de pesticidas no mundo (FARIA et al., 2007). De
acordo com a ANVISA (2020), existe um consumo crescente de agroquimicos no
Brasil, de forma que nos altimos anos (2015-2018), consumiu-sevalores acima de
500.000 toneladas por ano.

Embora a eficiéncia agrondmica dos insumos seja reconhecida, uma vez que sua
acdo no combate as pragas e doencas € relativamente rapida e eficaz, essas substancias
oferecem risco e estdo fortemente relacionadas a poluicdo ambiental, causando danos a
satde humana e aos ecossistemas (NEVES et al., 2020;FERNANDES et al.,2020).Além
disso, estimativas globais indicam que apenas 1% do valor aplicado atinge os
organismos-alvo, de forma que os 99% restantes de pesticidas permanecem no solo,
agua e atmosfera, sendo eventualmente absorvido por organismos ndo-alvo (ZHANG et
al., 2011).

Normalmente os insumos lan¢ados no meio ambiente possuem ac¢des sistémicas,
que na maior parte dos casos ndo € seletiva a ponto de causar apenas o controle da
praga e/ou doenca(NEVES et al., 2020).Na maioria das vezes esses produtos causam
impactos na fauna e na flora existentes nos locais em que séo aplicados, em funcéo de
sua alta atividade biologica e sua persisténcia no ambiente (NEVES et al., 2020). No
solo, por exemplo, esses agroquimicos afetam ndo s6 0s microrganismos que vivem
nesse ambiente, como também podem atuar como um veiculo para levar esses poluentes
aos ambientes aquaticos, gerando riscos para todo o ecossistema (FERNANDES et al.,
2020). Nesse sentido, a contaminagdo do solo € um problema ambiental associado ao
transporte de contaminantes, como pesticidas, através processos erosivos, colocando em
risco a salde de diferentes ecossistemas, afetando organismos nao-alvo por meio de
diferentes formas de exposicdo e contaminacdo (DORES e DE-LAMONICA, 1999;
FERNANDES et al., 2020).

A contaminacdo dos recursos hidricos tem causado um grande estresse
ambiental, pois esses locais recebem impactos desde a aplicagdo, momento em que pode
ocorrer a lixiviacdo das substancias, possivelmente afetando os lengdis freaticos, além
das aguas superficiais, onde podem ser encontradas uma série de substancias quimicas

com efeitos citotdxicos por producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
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organismos aquaticos (LI e RANDAK, 2009). Dessa forma, nos ultimos anos, varios
estudos laboratoriais estdo sendo realizados para averiguar os efeitos de toxicidade
desses compostos em todo o mundo(DUCHARME et al., 2015; HAN et al., 2016;
GLABERMAN et al., 2017).

A utilizagdo de organismos bioindicadores € um recurso importante para o
monitoramento ambiental, uma vez que esses modelos respondem as alteracdes no
ambiente (MANGIERI JUNIOR, 2002). Nesse sentido, diferentes grupos de
organismos tem sido utilizados como bioindicadores, tais como bactérias
(WATANABE-AKANUMAET et al., 2005), algas (Martinez et al., 2015), insetos
(KARADENIZ et al., 2015), moluscos (JANAKIDEYV et al., 2013), peixes (COSTA-
SILVA et al., 2018), anfibios (VASCONCELOS, 2014) e mamiferos (SABER et al.,
2019; BENVINDO-SOUZA et al., 2022). Em geral, as plantas sdo utilizadas como
organismos modelos para avaliagdo da genotoxicidade de pesticidas, uma vez que séo
reconhecidas como excelentes modelos de detecgdo de agentes mutagénicos ambientais
(WANDSCHEER et al., 2017),sendo os testes com plantas comumente utilizados pela
sua simplicidade e baixocusto (FISKEIJO, 1985; GRANT, 1999), além de n&o
necessitar de aprovacao de comisséo de ética (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014).

Os bioensaios toxicoldgicos em plantas incluem desde avaliacbes de
fitotoxicidade, durante a germinacdo das sementes, até analises do desenvolvimento
radicular durante a exposicdo as substancias potencialmente tdxicas. Durante a etapa da
germinacdo, o embrido podera sofrer alteracdes fisiologicas ou morfoldgicas, seja por
fatores externos ou internos durante o desenvolvimento habitual da planta (DUTKA,
1989; LEWIS, 1995;CASTILLO, 2004). Em alguns casos, a quantidade de substancias
toxicas pode ndo impedir que a germinacdo aconteca,contudo, se a concentragdo for
muito elevada, pode comprometer o crescimento radicular (SOUZA, 2011).

Os testes de genotoxicidade permitem avaliar os efeitos de diferentes substancias
no material genético, por meio de investigacdo de mutacGes génicas, dano
cromossdmico e lesdes ao DNA (VALENTE et al., 2017). Ha também modelos de
bioensaios que avaliam citotoxicidade, que permitem mostrar como 0s agentes
estressores atuam no funcionamento do metabolismo celular, além de averiguar como
esses processos podem interromper o crescimento/multiplicacdo celular e até resultar na
morte celular (ABREU, 2008). Sendo assim, a escolha desses organismos modelo é um
fator muito relevante para a avaliagdo ecotoxicologica, pois a resposta pode determinar

o0 nivel de toxicidade do local estudado. Nesse sentido, informac6es sobre os modelos
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utilizados, tais como sensibilidade, abundancia, disponibilidade, distribuicdo geogréafica,
espécies de biologia, fisiologia e habitos alimentares conhecidos, além de espécies
estaveis geneticamente e uniformidade das populagbes, devem ser consideradas
(MAGALHAES e FERRAO FILHO, 2008; MONTEIRO, 2009).

As espécies modelo usadas para 0s testes macroscopicos e microscépicos foram
a Lactuca sativaL. (Asteraceae) e Allium cepa L. (Amaryllidaceae).A espécie vegetal L.
sativaé comumente usada para as avaliacbes de fitotoxicidade e genotoxicidade
(RIBEIRO et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2014; MARTIN- PUZON e RIVERA, 2015),
além de possuir germinacdo répida, crescimento linear, baixa sensibilidadeas diferengas
de pH e potencial osmotico e alta sensibilidade aos agentes tdxicos(RICE, 1984;
SOUZA et al.,, 2007; CARVALHO et al., 2014).A espécie A. cepaé uma excelente
indicadora para avaliar efeitos citogenéticos (disturbios no ciclo mitotico) e
mutagenicidade (alteracbes cromossémicas) em plantas para um sistema de triagem
rapida para esses modelos de insumos agricolas, assim como estimar a sua toxicidade e
genotoxicidade devido a sua sensibilidade e nimero pequeno de cromossomos (2n=16),
sendo um modelo ideal para as analises de microscopia, apresentandoboa correlagédo
com outros bioensaios (FISKESJO, 1985; GRANT, 1999; CHAPARRO et al., 2010;
LIMAN et al., 2015; PALMIERI et al., 2016; RAHMAN et al., 2017).

O fungicida Elatus®, classificado como um fungicida sistémico e de contato, é
composto por uma mistura de uma estrobirulina, a azoxistrobina, e uma carboxamida, o
benzovindiflupir, sendo recomendado para uso preventivo em culturas como o algodao,
amendoim, aveia, cana-de-agucar, café, cevada, feijdo, milho, soja e trigo (AGROLINK,
2020). Os dados de protecdo ao ambiente indicam que esse € um produtoaltamente
persistente no meio ambiente ealtamente tdxico para organismos aquaticos
(microcrustaceos, algas e peixes)(AGROLINK, 2020), sendo necessarias maiores
informacGes quanto a toxicidade e genotoxicidade contra organismos ndo-alvo, visando
conhecer os impactos desse produto, bem como fornecer informacdes que subsidiem a
conservacdo de espécies animais e vegetais. Diante do exposto, o objetivo deste
trabalho foi avaliar os efeitos citogenotdxicos desse fungicida em células

meristematicas dos modelos vegetais L. sativa e A. cepa.
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3.2 Material e métodos
Insumo quimico

O composto selecionado para a realizagdo do presente estudo foi um fungicida
de contato e sistémico, cujo nome comercial é Elatus® (Syngenta), adquirido em casa de
revenda e distribuicdo de insumos local. Esta mistura comercial de fungicidas €
utilizada em pulverizacdes preventivas, para o controle de doencas da parte aérea das
culturas do algoddo, amendoim, cana-de-acucar,feijdo, milho e soja (AGROLINK,
2020), sendo considerado um dos principais fungicidas registrados e utilizados no Brasil
para 0 controle da ferrugem asidtica da soja, causada por
Phakospsorapachyrhizi(MAPA, 2014).

A azoxistrobina pertence a classe das estrobilurinas e o benzovindiflupir é
considerado uma carboxamida. As estrobilurinas podem ser classificadas pela atuagédo
sistémica, como € o caso da azoxistrobina (JULIATTI, 2019). Seu mecanismo de agédo
da mitocbndria, consequentemente inibindo a fosforilagdo oxidativa e, portanto,
diminuindo a producdo de ATP, molécula importante em diversos processos
fisiologicos dentro da célula (ANKE, 1995). Ja as carboxamidas, atuam como inibidores
de respiracdo celular, no complexo Il, succinatodesidrogenase. Ao que se sabe, 0s

efeitos toxicos dessa combinacéo de fungicidas ainda ndo sdo bem elucidados.

Modelos de Bioensaios
Para as analises macroscopicas e microscopicas dessa pesquisa foram utilizadas

sementes de L. sativa, variedade Monica lote 00030101730053050 98, eA. cepa,
variedade Amarela lote 0091701910000170 97, todas da empresa Feltrin®, de um

mesmo lote, adquiridas em casas de revenda e distribuicdo de insumos.

Preparo do fungicida
Para a avaliacdo da acdo desse fungicida foram preparadas solu¢bes aquosas nas

concentragdes de 0,375 g L(C1); 0,759 L* (C2); 1,59 L1 (C3);30gL*(C4);60¢
L1 (C5). Estas concentragdes foram estabelecidas a partir da concentragéo recomendada
pelo fabricante para a cultura da soja (C3), sendo testadas duas concentragdes menores,
na proporcdo de 1/4 e 1/2 da concentracdo de uso recomendada (Cl, C2,
respectivamente), e duas concentragfes maiores, sendo a primeira 2 vezes maior (C4) e

a segunda 4 vezes maior (C5) que concentracdo de uso recomendada.A &gua destilada
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foi usada como controle negativo (Co-) e a trifluralina, um herbicida pertencente ao
grupo quimico dinitroanilinas, nas concentracdes de 0,84 ppm e 3,33 ppm, como
controle positivo (Co+), conforme recomendado por Fernandes et al. (2007).

Anélises Macroscopicas
O efeito fitotoxico dofungicida foi avaliado pela andlise de pardmetros

macroscopicos baseados na germinagdo das sementes e crescimento radicular das
plantulas. O experimento foi montado em Delineamento Inteiramente Casualizado
(DIC), com cinco concentragdes do fungicida, em 5 repeticGes. Cada repeticdo consiste
em uma placa de Petri ou Gerbox com vinte e cinco sementes colocadas sobre papel de
germinagdo contendo solugdo-teste ou um dos controles. As placas foram mantidas em
BOD a 25 °C, por 72h (Figura 1). Durante o periodo de exposicdo ao fungicida, foram
realizadas contagens de germinacao e medidas de comprimento da raiz a cada 24 horas,
de forma a avaliar a porcentagem de sementes germinadas e comprimento da raiz de
cada semente. Para a medida do comprimento da raiz, as sementesforam retiradas e
colocadas em papel colorset preto e fotografadas. Para medir o comprimento das raizes,
foi utilizado o programa Image J. Ao fim da exposicdo ao fungicida, as raizes foram
coletadas e fixadas com acido acético glacial e alcool metilico na proporc¢do 3:1, com
trés substituicdes de fixador e armazenadas a -20 °C até o0 momento da confeccdo das

laminas para as analises microscopicas.

Figural:Modelo de exposicdo das sementes em placas de Petri (A); Germinagdo em
BOD a 25°C(B); Identificacdo dos tubos contendo material germinado fixado para as
analises microscépicas(C).

Analises Microscopicas
Para avaliar o potencial citotoxico e genotdxico do fungicida, foram utilizados

0s meristemas das raizes expostos as diferentes concentracGes da mistura comercial de
fungicidas (0,375 g L a 6,0 g L™). Para a confeccdo das laminas, as raizes passaram
por hidrélise com HCI 1mol L em temperatura ambiente, sendo que o tempo de
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hidrélise para a espécie de A. cepa foi 16 minutos, e para a espécie L. sativa o tempo foi
6 minutos. Em seguida, os meristemas radiculares foram dissociados, corados com trés
gotas de Orceina Acética (2%) por 10 minutos, cobertos com laminula e esmagados.
Foram analisadas 5.000 células por tratamento, contabilizando total de80.000 células
examinadas para ambas espécies. Também foram analisados 0s seguintes parametros:
indice mitotico, calculado a partir da razdo entre o numero de células em diviséo
(Profase, Metéfase, Anafase e Telofase); e o numero total de células observadas,
considerandoa frequéncia de aberragdes cromossomicas (pontes, fragmentos, quebras
cromossOmicas, perdas cromossdmicas e c-metafases), micronicleos e anormalidades

nucleares, conforme descrito por Leme e Marin-Morales(2009).

Analises estatisticas
Para as analises estatisticas dos dados macroscopicos e microscopicos obtidos,

foi utilizado o teste de normalidade de Levene(p>0.05) e, em seguida, utilizada
ANOVA One-Way,para aos dados parameétricos, e o teste Kruskal-Wallis,para os dados
ndo parametricos. No entanto, em primeiro momento, quando os dados mostravam-se
ser ndo paramétricos, eles eram submetidosatransformacdolLog(X+1) e testada a
normalidade novamente. Os testes post hoc utilizados foram o Teste de Tukey e o teste
de Student-Newman-Keuls.As analises foram realizadas com auxilio do software
Statistica7 e o teste de Student-Newman-Keuls no BioEstat v.5.0. Para os parametros
macroscopicos, os testes foram aplicados considerando o comprimento das raizes

diariamente durante trés dias para cada concentracao.

3.3 Resultados e discusséo
Analises de crescimento radicular da espécie Lactuca sativa (alface)

Os dados do comprimento das raizes de L. sativa(meédia e desvio-padréo) estdo
disponiveis na tabela 1. Os valores observados ndo atenderam aos pressupostos do teste
de Levene (p>0,05), portanto, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis. Houveuma
diferenca significativa para 24 horas (H.n=1000)) =33,69334 p = 0,0000 a C4 e C5 em
relacdo ao C1; C4 em relacdo ao C2 e C1; C2 e TF 3,33 em relacdo ao C4. C1 em
relagdo ao C5; e C4 em relagdo a TF 3,33(Figura 2). Apos 48 horasH7, n= 1000)=29,38731
p =0,0001 de exposi¢do das radiculas ao agroquimico, foi observadadiferengas entre C5

em relagdo a C2; C5 em relagdo a C3, C2, C3; e TF 3,33 em relacdo a C5; e C5 em
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relacdo a TF 3,33. Ja para 72 horasHq, n= 1000=52,78868 p =0,0000de exposicao,
asdiferencasforamobservadasem C4, C5 e TF 0,84 em relagdo a C2; TF 0,84 em relacdo
aC3;C2eTF 3,33 emrelacdo a C4; C2 e TF 3,33 emrelagdo a C5 e C4; C5,TF 0,84 e
H20 em relacdo a TF 3,33, C2 e C3; TF 3,33 em relagéo a TF 0,84; e TF 3,33 em
relacio a H.O, sendo que o teste de Student-Newman-Keuls apontou diferencas

significativas (p<0,05)(Figura 2).

Anélises de crescimento radicular da espécie Allium cepa (cebola)
Para as analises do crescimento radicular de A. cepa também foi utilizado o teste

de Kruskal-Wallis. Foram observadas diferencas significativas em24 horas de
exposicado(H (7, n= 1000)) =57,97940 p =0,0000 (figura 3). As concentracdes de C1 a C5
diferiram estatisticamente de TF 3,33. Ainda, as concentragdes C4 e C5 diferiram
estatisticamente de TF 0,84, sendo que apenas C5 apresentou diferenca significativa
para o controle negativo. Apds 48 horas (Kruskal-Wallis: H (7, n= 10000 =63,01744 p
=0,0000) de contato com o fungicida, as diferencas significativas observadas foram C1
em relagdo a TF 3,33. 0,84 e H.0O, C2, C3 e C4 em relagdo a TF 3,33; C5 em relagdo
aTF 3,33, 0,84 e H,0. Depois de 72 horas de exposicao (Kruskal-Wallis: H (7, n= 1000) =
69,27750 p = 0,0000),0s dados que mostraram diferencas significativas da exposi¢cdo do
fungicida foram de C1 em relacdo a TF 3,33, 0,84 e H>O; C2 em relacdo ao C5; C4 em
relacdo TF 3,33 e H2O; C5 em relagdo a C2, TF 3,33, 0,84 e H>0O. Os valores de média e

desvio-padréo estdo disponiveis na tabela 1.
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Medidas de Lactuca saiiva 48 horas (cm)

Medidas de Lactuca sativa 72 horas (cm)

Figura 2:Comprimento das raizes de Lactuca sativa (alface) em 24 horas (A); 48 horas
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(B); e 72 horas (C) durante o periodo de exposicdo as diferentes concentracbes do

fungicida, controles positivos (TF 3,33 e 0,84 ppm) e controle negativo (H20).
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Figura3:Comprimento das raizes de Allium cepa (cebola) em 24 horas (A), 48 horas
(B) e 72 horas (C) durante o periodo de exposi¢do as concentracdes do fungicida,

controles positivos (TF 3,33 e 0,84 ppm) e controle negativo (H20).
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Tabela 1: Valores de média e desvio-padrdo do comprimento das raizes de Lactuca sativa e Allium cepa expostas ao fungicida

Espécie/Periodo TRATAMENTOS
C1 C2 C3 C4 C5 TF 3,33 TF 0,84 H.O

L. sativa 0,047+0,495 0,041+0,048 0,028+0,033 0,029+0,046 0,032+0,058 0,065+0,089 0,063+0,096 0,047+0,076
(24 horas”)

L. sativa 0,351+0,282 0,369+0,297 0,396+0,263 0,295+0,244 0,245+0,215 0,412+0,324 0,328+0,313 0,354+0,308
(48 horas”)

L. sativa 0,647+0,393 0,745+0,437 0,650+0,360 0,580+0,383 0,501+0,309 0,778+0,468 0,482+0,375 0,584+0,455
(72 horas”)

A. cepa 0,058+0,096  0,054+0,082 0,072+0,121 0,051+0,093 0,042+0,095 0,118+0,131 0,120+0,157 0,107+0,149
(24 horas”)

A. cepa 0,199+0,227 0,261+0,272 0,273+0,292 0,231+0,253 0,180+0,226 0,430+0,335 0,378+0,367 0,377+0,355
(48 horas”)

A. cepa 0,421+0,413 0,579+0,475 0,561+0,468 0,479+0,427 0,372+0,386 0,712+0,427 0,634+0,482 0,724+0,544

(72 horas”)

Valores de média+ Desvio padréo; “p < 0,001.
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Anélises Microscépicas
Depois da analise das imagens capturadas, foram calculadas a frequéncia, em

porcentagem, de células em divisdo (Profase, Metafase, Anéfase e Tel6fase), o indice
mitético e a frequéncia das alteracdes cromossdmicas, a partir 5.000 células de cada
tratamento. As imagens de células normais e as alteracBes cromossdmicas encontradas
durante os testes realizados nos modelos vegetais de L. sativa e A. cepa sdo mostradas

na figura 4.

Figura 4: Imagens do ciclo celular e as alteraces cromossdmicas ap0s exposi¢ido ao
fungicida contendoazoxistrobina e benzovindiflupir em modelos de vegetais. Interfase
(A), Profase (B), Metafase (C), Anafase (D), Tel6fase (E); Anafase com ponte (F),
Tel6fase com ponte (G), Profase com micronucleo (H), Células Binucleadas (1) e C-
metéafase (J).

Na tabela 2 estdo mostrados os dados de L. sativa, juntamente com a
porcentagem de células em divisdo (mitose), alteragdes cromossdmicas e alteracdes
nucleares. Os dados das frequéncias de células em divisdo dos individuos de alface
foram submetidos & ANOVA(p< 0,05). As anafases com ponte [F@, 21)=1,5877,
p=0,19371]e telofases com ponte [Fg, 21=1,5877, p=0,19371] ndo apresentaram
diferenca estatistica significativa. As c-metafases e as profases com micronlcleo
encontradas foram submetidas ao teste de Kruskal-Wallis, ndo apresentando diferenca
significativapara c-metafase [H (7, n=20= 7,419808 p=,3865], e para prdofases com
micronlcleo[H (7,n=20) 19,61312 p= 0,0065].
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Tabela 2: Indice mitético e porcentagem das diferentes fases do ciclo celular e
alteragcdes cromossdmicas/anormalidades nucleares de Lactuca sativa.

Ciclo Celular
[C] IM | P M A T AC
Cl 20,4% 79,1% 11,7% 4,6% 0,8% 3,3% 0,4%
C2 25,6% 72,1% 17,5% 4,5% 0,7% 2,9% 2,3%
C3 27,3% 71,7% 18,1% 3,9% 0,6% 4,7% 1,0%
C4 23,8% 73,9% 15,7%  4,0% 0,7% 3,4% 2,1%
C5 19,5% 78,5% 141% 3,0% 0,5% 1,9% 2,0%

TF 3,33 15,7% 76% 9,5% 3,5% 0,7% 2,0% 8,3%

TF 0,84 24,2% 74% 16,5% 4,1% 0,7% 2,9% 1,8%
H.0 23,8% 75,2% 13,5% 5,5% 1,6% 3,2% 1,0%
[C]: Concentracdo do fungicida; IM: Indice Mitético; I; Intérfase;P: profase; M:

Metéafase; A: Anafase; T: Telofase; AC: Frequéncia total de alteracbes cromossdmicas e

anormalidades nucleares observadas.

Na figura 5 podem ser verificadas as frequéncias de células em divisdo
(mitose) e as frequéncias das alteracGes cromossdmicas e alteracfes nucleares. A soma
da frequéncia de células em divisdo dos individuos de cebola foi submetida a
ANOVA(p> 0,05). Para as analises com a especie A. cepa (cebola) foram identificadas
as seguintes alteracbes cromossdmicas: anafases com pontes, teléfases com pontes, c-
metéafases, profases com micronicleo, anafases com perdas cromossémicas e células
binucleadas. Nesse caso, apds o teste de homogeneidade, todos os dados foram
transformados esubmetidos ao teste Kruskal-Wallis, apresentando ser significativopara
anafases com ponte[H (7, n=39) =18,53934 p=0,0098] e para profases com microntcleo[H
7.N=390=29,80926 p=0,0001]. Os resultados das analises estatisticas ndo foram
significativos para telofases com ponte[H (7, n=39)=7,854111 p=0,3456], para c-metafases
[H @, n=39=10,27387 p=0,1736], epara andfases com perdas cromossdmicas [H (7,
N=39)=8,627027 p=0,2806].
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Tabela 3: Indice mitético e porcentagem das diferentes fases do ciclo celular e

alteragOes cromossomicas/anormalidades nucleares de Allium cepa.

Ciclo Celular
[C] IM | P M A T AC
Cl1 49,5% 50,5% 39,2% 4,0% 1,0%  53% 0,0%
C2 56,5% 43,3% 48,0% 2,5% 09% 51% 0,2%
C3 41,0% 58,0% 3,7%  4,3% 1,0%  4,0% 1,0%
C4 70,3% 28,2% 69,4% 0,3% 02%  0,4% 1,5%
C5 70,4% 25,5% 69,5% 1,6% 0,4% 2,6% 0,4%
TF 3,33 73,3% 25,2% 66,5% 2,9% 0,5% 3,4% 1,5%
TF 0,84 76,8% 22,2% 69,7% 2,8% 06%  3,7% 1,0%
H20 86,5% 12,7% 81,4% 1,9% 0,7% 2,5% 0,8%
[C]: Concentracdo do fungicida; IM: Indice Mitdtico; I; Intérfase;P: profase; M:

Metéafase; A: Anafase; T: Telofase; AC: Frequéncia total de alteracbes cromossomicas e

anormalidades nucleares observadas.

Frequéncia de célula em divisdo de Allium cepa (log 10)
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Figura 5: Frequéncia de células em divisdo (Profase, Metafase, Anafase e Tel6fase) por

tratamento da espécie Allium cepa submetido a ANOVA.
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No presente estudo foram avaliados os efeitos de fitotoxicidade, citotoxicidade e
genotoxicidade da mistura comercial dofungicidanos modelos vegetais de A. cepa e L.
sativa por meio dos testes macroscopicos e microscopicos.

Por meio das avaliagbes macroscopicas, foi possivel verificar que as
concentracdes avaliadas do fungicida causaram uma reducdo no crescimento radicular
das espéciesL. sativa e A. cepa. Para o tempo maximo de exposicao avaliado (72 horas),
observou-se uma inibicdo no desenvolvimento radicular em A. cepa. Esses resultados
estdo de acordo com os dados mostrados pelos autores Andrade et al. (2008; 2010) que
os efeitos destes compostos quimicos reduziram o crescimento das raizes em periodos
maiores de exposicdo. Também pode ser explicado pela diminuicdo da atividade
meristematica (WEBSTER e MCLLEOD, 1996) para o alongamento celular
(FUSCONI et al., 2006). Radetski et al. (2000) afirmaram que a biomassa (alongamento
de raiz) é um dos parametros mais sensiveis para avaliacdo de toxicidade de herbicidas
no ensaio de L. sativa.

Esses resultados reforcam que o crescimento radicular é inibido quando A.
cepafoi exposta ao fungicida estudado, quando comparados ao controle negativo (H20)
e as concentracdes abaixo do recomendado (C1) e (C2). Segundo Sobrero e Ronco
(2004),essa inibicdo pode ser um sinal de efeito subletal, pois algumas concentracdes
ndo sdo significativamente altas para inibir a germinacdo, mas podem retardar o
crescimento radicular.Harashima e Schninttger (2010) afirmaram que o crescimento de
um Orgdo esta intimamente relacionado aos ciclos sucessivos de divisdo celular e a
inibicdo da sintese de proteinas.

Em relacdo as alteracdes observadas durante o ciclo celular na analise
citogenéticaclassica,verificou-se que, para a espécie L. sativa,ndo houve diferencas
significativas quando as concentraces do fungicida sdo comparadas ao controle
negativo e controles positivos.Ja para a espécie A.cepa, as frequéncias de divisdes ao
longo do periodo propostoforam consideradas relativamente baixas nas concentracfes
C1 e C2. O controle positivo (H20) e TF 0,84 se igualaram, ndo atingindo a TF 3,33 e
C3, porém se for comparado o controle positivo (H2.O) com a concentracdo(C1), o
fungicida demonstra ser um inibidor de divisdo celular. Sendo assim, a azoxistrobina e
benzovindiflupir mostraram que possuem uma interacdo com DNA, apresentando ser
genotoxico e que pode oferecer comprometimento celular.Segundo Andrade-Vieira
(2012),0s agentes genotdxicos causam danos ao DNA, que podem ser reparados pelos

mecanismos de reparo da célula, ou serem fixados levando ao comprometimento
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celular, podendo ser expressos como alteragbes cromossdmicas observadas no ciclo
celular (MAURO et al., 2014).

Foram identificadas alteracbes cromossdmicas significativas apenas para a
espécie A. cepa durante as analises estatisticas. As anafases com ponte constatadas em
imagens microscopicas podem estar relacionadas as alteracdes morfoldgicas no nucleo
interfasico, ou seja, a preparacdo para o inicio da divisdo celular, sendo que, tais
condi¢cdes possuem funcbes especificas. Segundo Humphrey e Brinkley (1969), as
pontes cromossdmicas que aparecem na anafase podem ser decorrentes de trocas
estruturais ocorridas anteriormente entre as croméatides de um mesmo cromossomo ou
entre as cromatides de dois cromossomos diferentes. Uma vez que ha presencga dessas
anormalidades cromossémicas, este fendmeno pode estar relacionado a quebrade
fragbes cromossdmicas. Essa quebra pode significar a perda dos telomeros, regido na
extremidade terminal do cromossomo, que tem como uma das funcdes garantir a
protecdo e estabilidade cromossdomica (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012),sugerindo que
azoxistrobina e benzovindiflupirpossuem caracteristicas clastogénicas. O efeito
clastogénico resulta das quebras no DNA, que ¢ evidenciado pela presenca de pontes
em anafase-telofase e fragmentos cromossémicos durante o ciclo de divisdo celular
(LEME e MARIN-MORALES, 2009; BIANCH et al., 2015). Desse modo, diante de
ciclos repetitivos de quebra, fusdo e formacdo de pontes,as células filhas pode sofrer
anormalidades por varias geracdes.

A presenca de micronucleos observados em células deA. cepa e L. sativatratadas
com o fungicidafoi observada em diferentes tamanhos nas células e também podem ter
tido sua formacdo relacionada as caracteristicasclastogénicas.Os microndcleos,
alteracdes mais citadas em trabalhos de avaliacdo de toxicidade, sdo estruturas presentes
no citoplasma que contém cromatina, envolvidos por uma membrana e ndo possuem
ligacdo com o nucleo principal, podendo ser originados tanto por cromossomos inteiros
como por fragmentos acéntricos (FENECH, 2000; LEME e MARIN-MORALES,
2009). Estudos conduzidos por Aurora et al. (1969) revelaram que quando ha presenca
de micronudcleos na Fgynormalmente estes ndo se dividem, mas tendem a se degenerar
na proxima geragdo seguinte F@) 0 que pode estarrelacionado com a quantidade de
micronucleos encontrados em periodos maiores de exposicdo e niveis de concentracao
de produtos. Geralmente os efeitos sdo mais severos em concentra¢es mais altas e em
longos periodos de exposicdo ao fungicida, que assegura que 0s micronucleos tém
potencial mutagénico(PATRA et al.,2004).
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As alteracbes numéricas sdo provocadas por segregacdo anormal dos
cromossomos (aneuploidia e poliploidia), indicando um agente aneugénico (aderéncias,
c-metéfases, atrasos e perdas cromossdmicas) (SABEEN et al., 2019). Nesse sentido,
foram constatados a presenca c-metéafases em (C5) e perdas cromossdmicas em (C3) e
(C5) e TF 0,84 ppm em quantidades minimas em A. cepa. Porém, em L. sativa apenas a
concentracdo do controle positivo TF 3,33 mostrou quantidades altas de c-metéfases.

Corroborando com as analises realizadas no presente estudo, as c-metafases
podem ser indicativas de efeitos citotoxicos severos. Franco-Bernardes (2016) afirma
que a trifluralina é capaz de provocar morte celular por necrose ou apoptose, além de
induzir bloqueio do ciclo celular na fase S. Fernandes et al. (2007) relataram que o
mesmo apresenta acdo aneugénica. Sendo assim, asconcentracdes de trifluralina pode
inferir com a permeabilidade de membrana, mas que esses efeitos sdo esperados para o
teste-controle.

As células binucleadas encontradas na concentracdo C3 em A. cepapodem ser
originadas de falhas na polimerizacdo da tubulina devido a agéo do fungicida. Segundo
Canevari (1996), essas células binucleadas surgem devido a dificuldade da formacéo do
fuso mitdtico, sendo consideradas como efeitos aneugénicos de compostos
quimicos.Porém, outro autor complementa que a ocorréncia de células binucleadas é
resultado da inibicdo da formacdo da placa celular entre as células filhas, que é
dependente do bom funcionamento dos microtibulos(TURKOGLU, 2008). Sendo
assim, a concentracdo recomendada pelo fabricante ja oferece indicios de

desorganizacdo das vesiculas para a formacéao da placa celular.

3.4Conclusao

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o fungicida formulado
com azoxistrobina e benzovindiflupir causou inibicdo do crescimento radicular nos
modelos vegetais analisados. Além disso, as analises indicam que esse fungicida possui
interacdo com o DNA e alteracdo das frequéncias mitoticas, indicando efeitos
citotoxicos, genotdxicos, clastogénicos e aneugénicos. Analises da espécie A.
cepa,exposta ao fungicida, identificaram alteracBes cromossdmicas do tipo anafases
com ponte e profases com microndcleo. A presenca de micronicleos nas

célulascorrobora com o potencial mutagénico desse agroquimico. Tais resultados
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indicam que a mistura comercial contendo azoxistrobina e benzovindiflupir pode ser

nociva para organismos ndo-alvo.
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4. CAPITULOII
ANALISES BIOQUIMICAS ASSOCIADAS AO ESTRESSE
OXIDATIVO DAS RAIZES DE Lactuca sativaL. (ASTERACEAE) E
Allium cepaL. (AMARYLLIDACEAE) EXPOSTAS AO FUNGICIDA
AZOXISTROBINA + BENZOVINDIFLUPIR

Resumo:Os fungicidas sdo agroquimicos frequentemente empregados na agricultura,
em virtude de sua acdo de combate as doengas fungicas. No entanto, a ampla aplicacao
desses produtos em todo o mundo aumenta a preocupacao ambiental e de satde publica,
ja que estes compostos sdo toxicos e podem representar riscos para 0S ecossistemas
esalde humana. O presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos bioquimicos
da mistura comercial dos fungicidas contendo azoxistrobina e benzovindiflupir em
Lactuca sativa L. (Asteraceae) e Allium cepa L. (Amaryllidaceae). Os efeitos
biogquimicos foramobservados por meio da analise da atividade das enzimas
antioxidantes catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX) e guaiacol peroxidase
(GPOX).Para a avaliacdo da acdo desse fungicida foram preparadas soluces aquosas
nas concentragdes de 0,375 g L (C1); 0,75 g L (C2); 1,56 g L (C3); 3,0 g L* (C4);
6,0 g L (C5). Estas concentracdes foram estabelecidas a partir da concentracéo
recomendada pelo fabricante para a cultura da soja (C3). A agua destilada foi usada
como controle negativo e a trifluralina (nas concentracdes de 0,84 ppm e 3,33 ppm)
como controle positivo. A partir dos resultados das avaliacbes enzimaticas das raizes
expostas ao fungicida, é possivel inferir que este fungicida promoveu a reducdo da
atividade especifica de APX de L. Sativa, de forma que aresposta observada foi de
sensibilidade aos tratamentos aplicados, sendo que, quando exposta as concentracdes
de1,5g L% 3,09 Lt e 6,0 g Lde azoxistrobina e benzovindiflupir, houve diferenca
significativada atividade quando comparada ao controle negativo, feito com &gua
destilada. A atividade enzimatica nessas concentrac@es foi comparavel estatisticamente
a atividade observada no controle positivo, realizado com trifuralina. A menor atividade
enzimatica obtida foi observada no tratamento de 6,0 g L, maior concentracio de
Elatus®.

Palavras-chave: agroguimicos, estresse oxidativo, catalase, guaiacol peroxidade,
ascorbato peroxidase.

4.1 Introducéo

O Brasil é considerado um dos paises com maiores consumos de pesticidas no
mundo (FARIA et al., 2007). De acordo com a ANVISA (2020), existe um consumo
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crescente de agrotoxicos e afins no Brasil, de forma que nos Gltimos anos (2015-2018),
consumiu-se valores acima de 500.000 toneladas por ano. Embora os agrotéxicos mais
consumidos no Brasil atualmente sejam os herbicidas (338.838,14 toneladas de
ingrediente ativo comercializados, dos quais glifosato e &cido diclorofendxiacético
ocupam o primeiro e 0 segundo lugar), dados do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente
e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, divulgados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria - ANVISA (2020) indicam que foram comercializados no Brasil
73.315,13 toneladas de ingredientes ativos com acdo fungicida, dos quais5.976,09
toneladas foram comercializadas no Estado de Goids. Além disso, foram
comercializados outros produtos combinados com fungicidas, como acaricidas,
inseticidas, bactericidas, nematicidas, dentre outros, que somam um total de 42.265,35
toneladas de Ingredientes ativos (ANVISA, 2020). Assim, o consumo de fungicidas é
extremamente relevante no Brasil e no estado de Goias. Ainda relacionado ao consumo
de fungicidas, dados fornecidos pelo IBAMA e divulgados pela ANVISA indicam que
fungicidas (Mancozebe e Oxicloreto de Cobre) estdo entre as 10 substancias mais
vendidas no pais em 2018 (ANVISA, 2020).

Alguns pesquisadores tém alertado para a flexibilizacdo do registro de
ingredientes ativos e sua posterior liberacdo para uso na agricultura (BRAGA et al.,
2020). De acordo com dados da ANVISA (2020), 475 novos pesticidas ja foram
liberados para uso no Brasil, 0 que confirma a possibilidade de aumento nos nimeros de
intoxicacdo humana, alimentar e ambiental.

A mistura comercial de fungicidas contendo azoxistrobina e benzovindiflupir
(Elatus®), tem sido utilizada em pulverizacbes preventivas, para o controle de doencas
da parte aérea de diferentes culturas (algoddo, amendoim, aveia, cana-de-agUcar, cafe,
cevada, feijdo, milho, soja e trigo), possuindo classificacdo do potencial de
periculosidade ambiental Il — produto muito perigoso ao meio ambiente(AGROLINK,
2019).A azoxistrobina pertence a classe das estrobilurinas e o benzovindiflupir é
considerado uma carboxamida. As estrobilurinas podem ser classificadas pela atuacédo
sistémica, como é o caso da azoxistrobina (JULIATTI, 2019). Seu mecanismo de a¢édo
da mitocbndria, consequentemente inibindo a fosforilagdo oxidativa e, portanto,
diminuindo a produgdo de ATP, molécula importante em diversos processos
fisiologicos dentro da célula (ANKE, 1995). Ja as carboxamidas, atuam como inibidoras

de respiracéo celular, no complexo 11, succinato desidrogenase (fungicidas SDHI).
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De modo geral, a presenca destas substancias podedesencadear uma série de
danos, podendo levar a um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs)(FOYER e NOCTOR, 2000). Os EROs sdo formados pelos radicais livres
(radicais superdxido, Oz) e peroxido de hidrogénio, (H202) e sdo subprodutos do
metabolismo celular regular, mas podem ser gerados com a destruicdo do sistema de
transporte de elétrons em momentos de estresse(FOYER e NOCTOR, 2000). Sendo
assim,em organismos fotossintéticos, a producdo de EROs ocorre em reagdes nos
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (FOYER e NOCTOR, 2000). Nos
cloroplastos a formacdo dos EROs esta relacionada com os eventos que ocorrem
durante a fotossintese, ja nas mitocondrias, alguns estudos revelaram que tais organelas
podem ser fontes de EROs em condic¢des especificas de estresse (BREUSEGEM et al.,
2001), pois dentro da celula, uma vez que os elétrons passam, podem escapar e reagir
com o oxigénio molecular, formando compostos reativos, como anion superoxido e
peréxido de hidrogénio, como destacamLoschen et al. (1974),Boveris e Cadenas(1975)
e Liu et al. (2002). Essa comunicacédo entre a producdo do EROs, mitocondria e nucleo
sdo importantes para manter a homeostasia celular. No entanto, a formacéo excessiva de
EROs pode ocasionar o estresse oxidativo, uma vez que elessdo extremamente reativos
e citotoxicos, fazendo parte do sistema de sinalizagé@o celular, pois os seus subprodutos
(radicais livres) possuem alvos especificos, que sdo as proteinas, cuja oxidacao leva a
perda de funcdo ou a degradacao precoce nos proteossomas(SCANDALIOS, 2005). No
DNA, a oxidacdo pode gerar mutacdes génicas, levando a alteracbes nos produtos
génicos, podendo causar alteracdo na expressdo génica e até a morte celular
(SORG,2004).

As atividades de enzimas antioxidantes desencadeiam uma cascata de reacGes
que protegem as células do estresse abiotico (CAREGNATO, 2009; ANDRADE-
VIEIRA et al., 2011; ESPOSITO, 2012). Com isso, a concentra¢do ou a atividade de
enzimas envolvidas na eliminacdo de EROs, como as peroxidases do guaiacol (GPOX,
EC 1.11.1.7), peroxidases do ascorbato (APX, EC 1.11.1.11) e catalases (CAT, EC
1.11.1.6) podem ser alteradas como consequéncia da exposicdo a0
fungicida(CAREGNATO, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; ESPOSITO, 2012).
Portanto, dados obtidos em ensaios de estresse oxidativo podem ser usados para
complementar os dados das analises citogenotoxicas em bioensaios realizados com
bioindicadores especificos de poluigdo e toxicidade.

Uma vez que pouco se sabe sobre os efeitos toxicos da combinacdo desse
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fungicida, o objetivo desse capitulo foi avaliar os efeitos causados por essa mistura em
raizes dos modelos vegetais L. sativa e A. cepa, por meio de andlises da atividade

enzimatica de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo.

4.2 Material emétodos
Material Bioldgico

Para as analises bioquimicas foram usadas de sementes de L. sativa e A.
cepaadquiridas na cidade de RioVerde — GO, em revenda local. O periodo de
germinacdo para 0 armazenamento das raizes foi de cinco meses, sendo que foram
coletadas 1.600 raizes por repeticdo de tratamento, totalizando 25.600 raizes colhidas

para as duas espécies testadas.

Dilui¢é@o do insumo e delineamento
Para a avaliacdo da acdo do fungicida foram preparadas solu¢es aquosas nas

concentragdes de 0,375 g L*(C1); 0,759 L* (C2); 1,59 L* (C3); 3,09 L* (C4);6,0¢g
L (C5). Estas concentragGes foram estabelecidas a partir da concentragdo recomendada
pelo fabricante para a cultura da soja (C3), sendo testadas duas concentragdes menores
na proporcdo de 1/4 e 1/2 da concentracdo de uso recomendada (Cl, C2,
respectivamente) e duas concentracfes maiores, sendo uma delas 2 vezes maior (C4) e a
outra quatro vezes maior (C5) que a concentracdo de uso recomendada. A agua
destilada foi usada como controle negativo (Co-) e a trifuralina, um herbicida
pertencente ao grupo quimico dinitroanilinas, como controle positivo (Co+), nas
concentracdes de 0,84 ppm e 3,33 ppm, conforme recomendado por Fernandes et al.
(2007).

Para a germinacdo, foram usadas 100 sementes expostasa misturaem papel
Germitest, em cada caixa do tipo Gerbox e armazenadas em BOD, sob temperatura de
25°C. O tempo de germinacdo foi de 3 dias para L. sativa e 8 dias para A. cepa.Apds a
germinacdo, as raizes foram acondicionadas em tubos do tipo Eppendorf, contendo 100
raizes cada. Este material foi congelado em nitrogénio liquido e armazenado em freezer

a -80°C até o momento das analises bioquimicas.
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Extracéo proteica
As amostras de raizes foram maceradas ehomogeneizadasa 2°C em solucgdo

tampdo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,5), acrescido de 1 mM de EDTA, 3 mM de
DTT e 1% PVP, na proporgédo de 1:1,5 (m/v). O extrato resultante foi centrifugado a
10000RPM a 4°C, durante 30 minutos, ap0s esse periodo o sobrenadante foi separado e

armazenado em freezer -80 °C até o momento das analises.

Quantificacdo das proteinas
A quantificacdo de proteinas foi realizada segundo o método descrito por

Bradford (1976), com pequenas modificagdes, no qual em 20 ul de amostra foi
adicionadol mL de reagente de Bradford. A solugéo foiacondicionada sob temperatura

ambiente por 2 minutos e a leitura realizada em espectrofotdmetro a A 595 nm.

Atividade da enzima Catalase (CAT, EC 1.11.1.6)
A atividade de catalase (CAT) foi determinada em espectrofotdmetro, de acordo

com o método descrito por Kraus et al. (1995), com modificacdes de Azevedo et al.
(1998). O meio de reagédo foi composto por975uL de tampéo fosfato de potassio a 100
mM (pH 7,5) e 30 mM de H>O>. A reacao foi iniciada pela adi¢do de 25 pL de extrato
vegetal e a atividade determinada seguindo-se a decomposi¢cdo do H.O durante 1
minuto, em absorbancia de240 nm. A atividade enzimatica foi determinada utilizando o
coeficiente de extingdo molar (¢) = 39,4 M* cm™ (peréxido de hidrogénio) e expressa

em pmol min™ mg™ de proteina.

Atividade da enzima AscorbatoPeroxidase (APX, EC 1.11.1.11)
A atividade de ascorbato peroxidase (APX) foi determinada de acordo com o

método descrito por Nakano e Asada (1981), em 1 mL do meio de reacdo, contendo 50
uL de amostra e 650 pL de solucdo tampao fosfato de potassio a 80 mM (pH 7,0); 100
puL de solugao 5 mM de ascorbato, 100 pL de solugdo 1 mM de EDTA e 100 pL de
solucdo 1,45 mM de peroxido de hidrogénio. A leitura foi realizada durante 5 minutos
em espectrofotdmetro a A 290 nm. A atividade enzimética foi determinada utilizando ¢

= 2,8 mM? cm™ (ascorbato) e expressa em pmol min* mg* de proteina.
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Atividade da enzima Guaiacol Peroxidase(GPOX, EC 1.11.1.7)
A atividade de guaiacol peroxidase (GPOX) foi determinada de acordo com o

meétodo descrito por Matsuno e Uritani (1972), em 1060pL de meio de reacéo, contendo
900 pL (alface) ou 907,5 pL (cebola) e tampéo fosfato-citrato a 200 mM (pH 5,0); 50
pL de solugcdo 0,5% de guaiacol (v/v); 10 pLde extrato proteicode alface ou 2,5 pL de
extrato proteico decebola; os tubos foram agitados e entdo foi acrescentado 50 pL de
solucdo 3% de peroxido de hidrogénio (v/v), a reacdo foi incubada em banho maria a
30°C por 15 minutos e, ao final desse periodo, foram adicionados 50 pL de solugdo 2%
de metabissulfito de sodio (m/v) para paralizacdo da reacdo. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a A 450 nm. A atividade enzimatica foi determinada utilizando ¢ =

25,5 mM™* cm™de tetrahydro-guaiacole expressa em pumol min™ mg? de proteina.

Analises estatisticas
Para as andlises estatisticas das atividades enzimaticas, foi utilizado o teste de

Shapiro-Wilk, para verificagdo da distribuicdo normal das médias. Para os dados que
seguiram a distribuicdo normal, foi utilizado o teste de Tukey (p< 0,05).As analises
foram realizadas com auxilio do software SISVAR®(FERREIRA, 2011).

4.3 Resultados e discussao

O sistema antioxidante enzimatico atua para manutencdo da homeostase oxidativa
das células, pois espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo formadas naturalmente
durante o metabolismo aerdbico. Nesse sentido, as atividades de enzimas antioxidantes
séo responsaveis pela eliminacdo de superoxido (O2) e peroxido de hidrogénio (H202),
gue por meio do mecanismo de Fenton, na presenca de ions metéalicos, leva a formacao
de radicais hidroxila (OH"), altamente reativos, e, por isso, essas enzimas desencadeiam
uma cascata de reacdes que protegem as células do estresse oxidativo induzido por
agentes bidticos e/ou abidticos (CAREGNATO, 2009; ANDRADE-VIEIRA et al.,
2011; ESPOSITO, 2012).

Os dados obtidos em ensaios de estresse oxidativo podem ser usados para
complementar os dados das analises mutagénicas, pois respostas deste teste podem
indicar as consequéncias da exposicdo do material biolégico a poluentes ambientais.
Nas figurasl e 2 sdo mostrados os resultados de quantificagdo de proteina total extraida,

bem como a atividade especifica das enzimas CAT, APX e GPOX, todas relacionadasao
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metabolismo antioxidante, realizado com raizes de L. sativae A. cepa, respectivamente,
quandoexpostasas diferentes concentragdes do fungicida.

Embora a concentragdo de proteina total obtida no tratamento C4 para L. sativa tenha
sido a maior observada entre os tratamentos, as atividades especificas das enzimas APX
e GPOX foram menores (Figuras 1A — 1D). A atividade da enzima CAT foi
estatisticamente igual em todos os tratamentos. Observando as atividades de cada
enzima, podemos observar que essas enzimas apresentam atividades sob concentragdes
bem distintas do fungicida, o que indica sua atuacdo no metabolismo antioxidante.
Nesse caso, em alface, temos CAT > APX > GPOX (Figuras 1B — 1D). Ainda, dentre as
enzimas avaliadas, observamos que a resposta de APX foi a mais sensivel aos
tratamentos aplicados(Figura 1D).A resposta de APX de L. sativa foi de sensibilidade
aos tratamentos aplicados, sendo que, quando exposta as concentracdes de 1,5 g L, 3,0
g L e 6,0 g L!de azoxistrobina e benzovindiflupir, houve diferenca significativa da
atividade quando comparada ao controle negativo, feito com &gua destilada. As
atividades enzimaticasem todas as concentracbes do fungicida foram comparaveis
estatisticamente a atividade observada no controle positivo, realizado com trifluralina
(0,84 ppm). A menor atividade enzimatica obtida foi observada no tratamento de 6,0 g

L%, maior concentracéo de Elatus®.

16 90
A B

14 b a 80 L

| £

10 =
T 4 £50
gh ‘240

6 | >g30 L

4r 220

2 r 10

0 0

Cl C2 C3 Cc4 C5 TFA TFB H20 Cl C2 C3 Cc4 C5 TFA TFB H0
Tratamentos Tratamentos

c’ . D

7
g6 E
52 g

1

0

Cl C2 C3 Cc4 C5 TFA TFB H20 Cl C2 C3 Cc4 C5 TFA TFB H20
Tratamentos Tratamentos

Figura 1 - Atividade enzimatica de raizes de Lactuca sativa submetidas as diferentes
concentragbes da mistura comercial de fungicidas contendo azoxistrobina e
benzovindiflupir (Elatus®). Proteina Total (A); Atividade especifica de Catalase
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(B);Atividade especifica de Guaiacol Peroxidase (C); Atividade especifica de Ascorbato
Peroxidase (D). As médias indicadas por letras diferentes diferem estatisticamente,
segundo o teste de médias Tukey a 5% de significancia.

Os resultados obtidos para A. cepa demonstram que no tratamento C4 e C5 as
radiculas apresentaram maior concentracdo proteica (Figura 2A). Nao houve diferenga
significativa das atividades especificas das enzimas entre todos os tratamentos

avaliados.
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Figura 2 - Atividade enzimatica de raizes de Allium cepa submetidas as diferentes
concentragbes da mistura comercial de fungicidas contendo azoxistrobina e
benzovindiflupir (Elatus®). Proteina Total (A); Atividade especifica de Catalase (B);
Atividade especifica de Guaiacol Peroxidase (C); Atividade especifica de Ascorbato
Peroxidase (D). As médias indicadas por letras diferentes diferem estatisticamente,
segundo o teste de médias Tukey a 5% de significancia.

O oxigénio possibilita a eficiente producdo energética por combustdo enzimatica
de compostos organicos. Por outro lado, o metabolismo aerdbico pode provocar
diversos danos as células, devido a formacdo de EROs e espécie reativas de nitrogénio
ERN, gue possuem alta reatividade com outras classes de biomoléculas. Deste modo, o
metabolismo celular possui mecanismos para manter a homeostase de EROs a fim de
ndo entrar em estresse oxidativo (HUANG et al., 2000).

As plantas possuem um sistema de defesa antioxidante, cuja funcdo € inibir ou
diminuir os danos causados pela acdo deletéria dos EROs e dos radicais livres, por meio
da producdo de compostos antioxidantes que possuem a capacidade de neutralizar o

efeito negativo desses radicais sobre o metabolismo do organismo. Essas a¢cdes podem
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ocorrer por diferentes mecanismos que impedem os radicais livres ou espécies-ndo
radicais, impossibilitando a atividade, ou a atua¢do como reparo ou reconstituicdodas
estruturas biologicas que foram lesadas (KOURYet al.,2003). Dentre as defesas de
carater enzimatico, citamos as enzimas Superdxido dismutase (SOD), Catalase (CAT),
Peroxidase (POX), Guaiacol peroxidase (GPX) e Ascorbato peroxidase
(APX)(JOHANSEN et al., 2005).

Apesar da eficiéncia dos mecanismos de defesa da planta, ainda é possivel
ocorrer desequilibrios entre a producdo e eliminacdo de EROs, o que acaba
desencadeando eventos de estresse oxidativo, provocando danos em macromoléculas,
como DNA, RNA, lipideos e proteinas (HALLIWELL, 2009) e, consequentemente,
causar falhas no sistema de reparo do DNA, causando diversos problemas as células,
como divisdo descontrolada e morte celular (SOSA et al., 2013). Portanto, a producéo
de EROs pode ser estimulada pelos estressores a partir de diversos mecanismos, sendo
que o aumento destas espécies leva principalmente a um aumento da atividade de
peroxidases, catalases, entre outras, provavelmente como defesa da planta contra acao
fitotoxica destes compostos (CAMPOS et al.,, 2004; SOARES; MACHADO, 2007).
Este resultado foi observado por Grecco (2020), ao avaliar os efeitos fitotdxicos,
citogenotdxicos e bioquimicos dos fungicidas azoxistrobina e carbendazim no modelo
L. sativa, em que a autora afirmou que os fungicidas induziram estresse oxidativo em
alface, por meio do aumento das atividades das enzimas CAT, SOD, APX e Glutationa
peroxidase.No entanto, no presente estudo, observamos que nem todas as concentracoes
dos fungicidas testados promoveram o aumento da atividade especifica das enzimas
estudadas.

As peroxidasessdo responsaveis pela remocdo de atomos de hidrogénio dos
grupos alcoois hidroxicinamicos, cujos radicais se polimerizam para formar a lignina
(VIECELLI et al., 2010), sendo encontradas principalmente na parede celular e vactolo.
A atividade destas enzimas estd relacionada a eventos que envolvem inducdo de
resisténcia ou adaptacdo frente as condicbes adversas que geram estresse
(CAVALCANTI et al., 2005), ou seja, € uma protecdo antioxidativa (PAULA et al.,
2015).A APX, que atua degradando o peroxido de hidrogénio, utilizando o ascorbato
como substrato, € de grande importancia na defesa de tecidos fotossintéticos contra a
fotoxidagcdo (ASADA, 1992). A atividade destas enzimaspode ser considerada como um
marcador bioquimico de estresse, assim também auxilia na identificacdo precoce do

processo morfogénico durante a diferenciagdo celular, crescimento e multiplicacdo de
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plantas (LIMA et al., 2002; PIZA et al., 2003; LOCATO, 2010; KIM e KWAK, 2010).
Segundo Cavalcanti et al. (2005), ndo é observado um comportamento padréo para esta
enzima, uma vez que sua atividade depende do tipo de indutor, concentragdo, tempo
ap6s a sua aplicacdo na planta e sistema em estudo. Neste sentido, as diferentes
atividades observadas quando se compara 0s controles positivos e os tratamentos
aplicados, principalmente C4 e C5, em que se observa reducgdo na atividade enzimatica
em L. sativa, podem ser explicadas pelos diferentes tipos de indutores de estresse
utilizados. Outros autores observaram estas variagfes de atividades, ao longo tempo
(BALDO, 2008; VIECELLI, 2010) ou em funcdo da concentracdo testada(PAULA et
al., 2015). No presente estudo ndo foi possivel verificar se a mesma amostra apresentou
os dois comportamentos tendo em vista que a avaliacdo foi realizada somente apds o
terceiro ou oitavo dia de exposicao, para os modelos alface e cebola, respectivamente.

A CAT é responsavel pela inativacdo do peroxido de hidrogénio formado na
conversao do glicolato a glioxalato durante a fotorrespiracdo, e pela decomposicdo do
peréxido formado na reacdo de oxidacdo de acidos graxos nos glioxissomos
(HOLTMAN et al., 1994; IGAMBERDIEV e LEA, 2002). Uma atividade aumentada
desta enzimasugere maior protecdo e eficiéncia. Os dados de atividade especifica para
esta enzima em alface ndo diferiram estatisticamente, ndo sendo possivel afirmar que
houve aumento em sua atividade em resposta ao estresse gerado pela presenca dos
fungicidas. Cabe ressaltar que na concentracdo C4 observou-se amenor atividade
especifica, o que pode indicar uma alteracdono sistema de defesa antioxidante de cebola
causado pela exposicéo as altas concentragdes da misturade fungicidas. Estes resultados
sdo semelhantes aos obtidos por Asrorov et al. (2016), que identificaram interrupcéo do
balanco oxidativo em plantas de algoddo (Gossypium hirsutum L.)tratadas com

inseticidas (Carbophos, Lannate e Sumi-alfa).

4.4Conclusao

Por meio dos resultados das avaliagbes enzimaticas das raizes expostas a mistura
comercial de fungicidas contendo azoxistrobina e benzovindiflupir (Elatus®), é possivel
inferir que houve alteracdo na atividade especifica da APX em reposta aos tratamentos,
sendo que, quando exposta as concentragdes de 1,5 g L?, 3,0 g L* e 6,0 g L de
azoxistrobina e benzovindiflupir, houve diferenca significativa da atividade especifica,

quando comparada ao controle negativo, feito com agua destilada. A atividade
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enzimatica nessas concentragdes foi comparavel estatisticamente a atividade observada
no controle positivo, realizado com trifluralina. A menor atividade enzimatica obtida foi

observada no tratamento de 6,0 g L™, maior concentragdo de Elatus®.
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