U

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

QUENIA MARA SILVA

FITO (GENO) TOXICIDADE DE HERBICIDAS A BASE DE
NICOSULFURON E S-METOLACHLOR NOS MODELQOS
VEGETAIS Lactuca sativa L. E Zea mays L.

LAVRAS-MG
2021



QUENIA MARA SILVA

FITO(GENO)TOXICIDADE DE HERBICIDAS A BASE DE NICOSULFURON E S-
METOLACHLOR NOS MODELOS VEGETAIS Lactuca sativa L. E Zea mays L.

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de PoOs-
Graduacdo em Boténica Aplicada, area de
concentracdo em Boténica Aplicada, para a obtencgéo
do titulo de Doutora.

Orientadora:
Prof® Dra. Larissa Fonseca Andrade Vieira

LAVRAS-MG
2021



Ficha catalogréafica elaborada pelo Sistema de Geragéo de Ficha Catalografica da Biblioteca
Universitaria da UFLA, com dados informados pelo(a) préprio(a) autor(a).

Silva, Quénia Mara.

Fito (geno) toxicidade de herbicidas a base de Nicosulfuron e
S-metolachlor nos modelos vegetais Lactuca sativa L. e Zea mays
L. / Quénia Mara Silva. - 2021.

93 p. il

Orientador(a): Larissa Fonseca Andrade Vieira.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Lavras, 2021.
Bibliografia.

1. Herbicidas. 2. Citogenotoxicidade. 3. Bioensaios vegetais. I.
Vieira, Larissa Fonseca Andrade. Il. Titulo.




QUENIA MARA SILVA

FITO(GENO)TOXICIDADE DE HERBICIDAS A BASE DE NICOSULFURON E S-
METOLACHLOR NOS MODELOS VEGETAIS Lactuca sativa L. E Zea mays L.

PHYTO(GENO)TOXICITY OF NICOSULFURON AND S-METOLACHLOR BASED-
HERBICIDES IN PLANT MODELS Lactuca sativa L. AND Zea mays L.

Tese apresentada a Universidade Federal de Lavras,
como parte das exigéncias do Programa de Poés-
Graduacdo em Boténica Aplicada, area de
concentracdo em Botanica Aplicada, para a obtencao
do titulo de Doutora.

Aprovada em 16 de abril de 2021.

Dra. Larissa Fonseca Andrade Vieira (UFLA)

Dra. Cintya Aparecida Christofoletti de Figueiredo (FHO)
Dra. Cleiton Pereira de Souza (ASR)

Dra. Elisa Monteze Bicalho (UFLA)

Dra. José Marcello Salabert de Campos (UFJF)

_ﬁrfr&ré?é{lﬂ'
Orientadora:
Prof® Dra. Larissa Fonseca Andrade Vieira

LAVRAS-MG
2021



A0S meus pais, por todo 0 amor e apoio.
Ao Haroldo, por todo o incentivo e 0 apoio nesses anos de convivéncia.

Dedico.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de Biologia, pela estrutura
concedida para realizagdo deste trabalho.

A Coordenagio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo da bolsa de estudos.

A Professora Dra. Larissa Fonseca Andrade Vieira, por toda dedicacdo, pela paciéncia,
por toda a sua contribuicdo para 0 meu crescimento profissional e pessoal.

Aos professores, pelos conhecimentos compartilhados e transmisséo de seus valores, que
deixaram de ser apenas professores e se tornaram exemplos.

Aos colegas do Programa de Pdés-Graduacdo em Botéanica Aplicada, por todos os
ensinamentos e contribuicdes.

A todos os integrantes do nosso grupo de pesquisa, Prospeccdo de Efeitos Bioldgicos,
pela amizade, pela troca de experiéncias, pela disponibilidade de ajudar em minha pesquisa.

Aos técnicos do Laboratorio de Citogenética, lara e Felipe, por toda a ajuda.

A minha querida amiga Maria de F4tima, por toda a boa vontade de me ajudar sempre.

Aos amigos antigos, de longa data, por estarem sempre presentes. E também aos novos,
tdo importantes nessa etapa, que jamais serdo esquecidos.

Aos meus pais, minha sobrinha, meu irmdo e minha cunhada, por todo o amor, carinho e
incentivo.

Ao Haroldo, por todo apoio e companheirismo, durante todos 0s momentos de alegria e
incertezas.

Enfim, agradeco a todos que de alguma forma contribuiram para a realizacdo deste
trabalho.



"Tudo acontece na hora certa. Tudo acontece exatamente quando deve acontecer.”
(Albert Einstein)



RESUMO

O impacto de poluentes no ecossistema e na saude humana é uma questéo internacional urgente,
uma vez que hd um ndmero cada vez maior de distdrbios ambientais devido a atividades
antropogénicas. Nos tempos atuais, 0s agrotoxicos sdo apontados como um dos principais
contaminantes oriundos das atividades agricolas. Os bioensaios envolvendo plantas superiores
como organismos testes tém sido amplamente utilizados para a compreensdo dos efeitos toxicos
desses contaminantes ambientais. Diante do exposto, esse trabalho foi delineado com o objetivo
avaliar os efeitos dos herbicidas a base de Nicosulfuron e S-metolachlor no desenvolvimento
inicial dos modelos vegetais Lactuca sativa L. e Zea mays L.. O herbicida contendo Nicosulfuron
afetou negativamente a germinacdo das sementes da alface, bem como a velocidade da
germinacdo. Houve reducdo no crescimento da raiz e da parte aérea da alface em todas as
concentracdes utilizadas nos testes, quando comparado ao controle, com mais evidencia a partir
da dosagem recomendada para uso pelo fabricante. O herbicida também afetou o indice mitético
da alface e induziu a formagdo de microndcleos nas maiores dosagens. No milho, este mesmo
herbicida também reduziu estatisticamente a germinacdo, a velocidade de germinacdo, o
crescimento da raiz e da parte aérea, e o desenvolvimento das plantulas, também com mais
evidencia a partir da dosagem recomendada para uso pelo fabricante. O herbicida a base de S-
metolachlor afetou drasticamente e alface em todos 0s pardmetros macroscopicos e
microscopicos testados. Quanto ao milho, ndo houve interferéncia estatisticamente significativa
na germinacdo. Ja na velocidade de germinacdo, no crescimento da raiz e da parte aérea, e no
desenvolvimento da plantula houve interferéncia negativa em todas as concentracdes, quando
comparados ao controle. Os efeitos nocivos do herbicida a base de S-metolachlor nas duas
espécies ficaram mais ainda mais evidentes a medida que as dosagens ficavam maiores. Em
conclusdo, ambos os herbicidas, a base de Nicosulfuron e S-metolachlor, possuem potencial
fitotoxico, pois apresentou fitotoxicidade nos modelos vegetais testados.

Palavras-chave: Agrotdxicos. Ecotoxicidade. Bioensaios. Desenvolvimento inicial. Germinagéo.



ABSTRACT

The impact of pollutants on the ecosystem and human health is an international-urgent issue,
since there is an increase number of environmental disturbances due to anthropogenic activities.
Nowadays, agrochemicals are recognized as the main source of agriculture pollution. Bioassays
using higher plants as test organisms have been widely used to understand the toxic effects of
these environmental contaminants. In this sense, this work was designed with the objective of
evaluating the effects of Nicosulfuron and S-metolachlor based-herbicides on the initial
development of the plant models Lactuca sativa L. and Zea mays L. The herbicide containing
Nicosulfuron affected negatively the seed germination and germination speed index in lettuce.
There was a reduction in root and shoot of lettuce plantlets in all concentrations used in the tests,
comparing treatments with the control group. It was more evidenced from the recommended
dosage of use by the manufacturer. The herbicide also affected the mitotic index of lettuce and
induced the formation of micronuclei in the highest dosages. In maize, this same herbicide also
statistically reduced germination, germination speed index, root and shoot growth, and seedling
development, also with more evidence from the dosage recommended for use by the
manufacturer. The herbicide based on S-metolachlor drastically affected lettuce in all
macroscopic and microscopic parameters tested. However, for maize, there was no statistically
significant interference in germination. In germination speed, root and shoot growth, and seedling
development, there was negative interference in all concentrations when compared to control.
The harmful effects of the herbicide based on S-metolachlor in the two species became even
more evident as the dosages became larger. In conclusion, the Nicosulfuron and S-metolachlor
based-herbicides, have phytotoxic potential, as they showed phytotoxicity in the tested plant
models.

Keywords: Pesticides. Ecotoxicity. Bioassays. Initial development. Germination.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, o desenvolvimento global e as atividades antrépicas, caracterizado
por um réapido aumento no uso de substdncias quimicas associadas as atividades industriais,
urbanas, comerciais e agricolas, tém contribuido para um crescimento rapido e global dos
poluentes da biosfera, gerando dividas sobre as possiveis consequéncias para a biota, incluindo
os humanos (GARCIA-MEDINA et al., 2020; TORRES RODRIGUEZ, 2003).

A poluicdo causada pelos praguicidas € um dos disturbios antropogénicos mais
persistentes e penetrantes nas comunidades biolégicas (BANKS et al., 2008). A aplicacdo de
praguicidas é uma pratica comum para melhorar a produtividade na agricultura (MIKO et al.,
2015), tanto nos paises mais desenvolvidos, quanto nos em desenvolvimento, apesar dos esforgos
para conscientizacao sobre os riscos e para a reducdo do uso deles (BANKS et al., 2008).

Os praguicidas podem afetar a fisiologia, diminuir o sucesso reprodutivo, interromper as
funcbes enddcrinas e ter efeitos imunotoxicos em organismos nao-alvos. Assim, 0s praguicidas e
seus residuos podem impactar negativamente a existéncia das espécies e, em Ultima instancia, a
biodiversidade (MIKO et al., 2015).

No Brasil, a classe de praguicidas mais utilizada é a dos herbicidas (VIERA et al., 2017).
Os herbicidas sdo substancias quimicas sintéticas, utilizados no controle das ervas daninhas das
culturas, que promovem o controle e a morte das pragas. Para isso, esses compostos atuam de
diferentes maneiras, a exemplo da inibicdo da fotossintese e da sintese de pigmentos, da
formacdo de aminoacidos e da sintese lipidica, bloqueando a divisdo celular e, consequentemente,
inibindo o crescimento das plantas alvo (DE SOUZA et al., 2020).

O Nicosulfuron é um herbicida pertencente ao grupo quimico das sulfoniluréias. E
utilizado no controle de pos-emergéncia de gramineas e algumas eudicotiledéneas na cultura do
milho (CAVALIERI et al., 2008; WANG et al.,, 2018). Ele atua inibindo a atividade da
acetolactatosintase (ALS), reduzindo a sintese de aminoacidos de cadeia ramificada e atua

eliminandoas ervas daninhas (WANG et al., 2018). O Nicosulfuron é amplamente utilizado em
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todo o mundo, e os riscos potenciais de contaminagdo ambiental, bem como os problemas de
fitotoxicidade levantam preocupacdes crescentes (ZHAO et al., 2015). Apesar de ser considerado
de baixa persisténcia, seus residuos foram relatados em muitos materiais, como solo, aguas
superficiais e algumas culturas (DUGANDZIC et al., 2017).

O S-metolachlor ¢ um composto da familia das cloroacetamidas, utilizado no controle em
pré-emergéncia e pds-emergéncia das ervas daninhas de folhas largas e gramineas das culturas
(COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; DEMAILLY et al., 2019). Ele é aplicado
principalmente em campos de milho, mas também em soja, sorgo, amendoim, batata, vagem e
algoddo (COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016). Este herbicida atua inibindo a sintese de
clorofila, de proteinas, de &cidos graxos, de lipidios e, por fim, o crescimento do organismo. Ele é
considerado uma molécula potencialmente perigosa para 0 meio ambiente (DEMAILLY et al.,
2019).

Sabendo que todas as formas de vida do planeta estdo interligadas, e que a saide humana
esta estreitamente conectada a saude do ecossistema, um entendimento claro de todos os perigos
representados pelos poluentes ambientais para as populacfes humanas e sistemas ecologicos
torna-se fundamental (GARCIA-MEDINA et al., 2020).

Os estudos dos efeitos de praguicidas em condi¢des laboratoriais sdo usados para
determinar os mecanismos de a¢do dos mesmos sobre organismos modelos. Testes de laboratério
padronizados sdo de alta eficiéncia, seus resultados podem ser facilmente interpretados e
comparados entre os laboratorios e, muitas vezes, predizem corretamente os efeitos toxicos em
comunidades naturais (MIKO et al., 2015).Neste sentido, nas Gltimas décadas, bioensaios rapidos
envolvendo plantas superiores como organismos-teste tém sido amplamente utilizados,
funcionando como boas ferramentas de trabalho (LUTTERBECK et al.,, 2015; TORRES
RODRIGUEZ, 2003). Esses ensaios sdo eficientes para a identificacio de toxicidade de poluentes
ambientais (DOS REIS et al., 2017; PALMIERI et al., 2014), além de serem simples, rapidos,

confidveis e econémicos (PALMIERI et al., 2014). Dentre eles, destaca-se 0 bioensaio de
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germinacdo e crescimento radicular e o bioensaio citogenético com plantas vasculares
(PALMIERI et al., 2014).

Diante disso, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos de
herbicidas a base dos principios ativos Nicosulfuron e S-metolachlor no desenvolvimento inicial
dos modelos vegetais Lactuca sativa L. e Zea mays L, bem como sobre o ciclo celular de células
meristematicas de L. sativa L.. A hipotese é de que ambos os herbicidas sejam altamente toxicos

para 0s modelos vegetais testados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Toxicologia ambiental

Os estudos toxicoldgicos do meio ambiente podem ser caracterizados principalmente
como toxicologia ambiental (CHAPMAN, 2002). A Toxicologia Ambiental recebeu atencéo a
partir da década de 1950-1960, com o0 aumento da preocupacdo sobre 0s riscos que os produtos
quimicos agricolas e industriais lancados no ambiente podem oferecer (AGATHOKLEOUS;
CALABRESE, 2020).

A poluicdo ambiental cresceu muito nas ultimas décadas devido ao aumento da populagéo
e as suas atividades relacionadas (KUMAR et al., 2021; VERMA,; SRIVASTAVA, 2018) e 0
impacto de poluentes no ecossistema e na saude humana é uma questdo preocupante e
internacional, uma vez que ha a possibilidade de afetar a biota e os humanos (FALLAH et al.,
2021; KUMAR et al., 2021; MOORE, 2002). Levando-se em consideracdo que todas as formas
de vida do planeta estdo interligadas, e que a saude humana esta estreitamente conectada a saude
do ecossistema, € de suma importancia entender os perigos representados pelos poluentes
ambientais (GARCIA-MEDINA et al., 2020).

Ha uma preocupacdo crescente em todo o mundo com o uso dos agrotdxicos. Eles séo
apontados como um dos principais contaminantes provenientes das atividades agricolas nos
tempos atuais. A aplicacdo excessiva de agrotoxicos levou a um aumento da presenca dos
residuos dos mesmos no solo, na agua e no ar. Essa presenca causa poluicdo, que pode gerar
problemas de alta toxicidade e causar danos ao meio ambiente (KUMAR et al., 2021; VERMA;
SRIVASTAVA, 2018).

2.2 Importancia dos ensaios bioldgicos com modelos vegetais nos estudos de toxicologia

ambiental
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Para determinacdo da toxicidade de substancias quimicas no ambiente e para obter
maiores informagdes sobre o risco das mesmas, séo realizados bioensaios de toxicidade. Por meio
desses bioensaios é possivel investigar os efeitos, mecanismos de acdo e o potencial toxico de
poluentes ambientais (REPETTO et al., 2001; WORTH, 2019).

O potencial toxico dos quimicos presentes no ambiente pode ser detectado pelas
alteracdes causadas em organismos testes que séo utilizados nos bioensaios (ALENGEBAWY et
al., 2021; VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007), uma vez que OS Organismos Vivos
apresentam alguma resposta a niveis perigosos de qualquer substancia quimica ou mistura
complexa de toxinas (TORRES RODRIGUEZ, 2003).

Os estudos em condicOes laboratoriais sdo entdo usados para testar poluentes e possiveis
poluentes. Bioensaios in vitro sdo bem aceitos nas estratégias de biomonitoramento, pois
fornecem resultados confiaveis, podem ter alto rendimento, seus resultados podem ser facilmente
interpretados e comparados entre os laboratorios, além de serem econémicos, simples e rapidos
(MIKO et al., 2015; TORRES RODRIGUEZ, 2003; VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007).
Esses bioensaios podem auxiliar na avaliacdo dos efeitos diversas substancias quimicas toxicas
introduzidas por diversas vias no meio ambiente e permitem sua aplicacdo em programas de
monitoramento de avaliagio de toxicidade (TORRES RODRIGUEZ, 2003).

Nas Gltimas décadas, bioensaios rapidos de fitotoxicidade utilizando plantas superiores
como organismos-teste, tém sido desenvolvidos e amplamente aplicados, funcionando como boas
ferramentas de trabalho para monitoramento ambiental de varios tdéxicos ambientais (PARK et
al., 2016; GOVEA, KAMILLA PACHECO et al., 2020).

Os bioensaios usando sistemas de plantas como modelo possuem varias vantagens. Eles
sdo robustos, confiaveis, raramente produz resultados falsos, sdo facilmente replicaveis, a
sensibilidade é comparada a outros testes utilizados para 0 mesmo fim, sdo de baixo custo e de
facilidade de manuseio (ANDRADE-VIEIRA et al., 2017; EGUREFA; ORJI; UBA, 2020;
LUTTERBECK et al., 2015).
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Tendo em vista que também existe um esforco da comunidade cientifica para reduzir os
testes baseados em animais (LANZERSTORFER et al., 2021; LAUE et al., 2020), os testes com
sistemas vegetais representam uma alternativa interessante e acessivel, pois possuem uma boa
correlacdo com sistemas de teste, inclusive de mamiferos (ANDRADE-VIEIRA et al, 2014;
LUTTERBECK et al., 2015; TORRES RODRIGUEZ, 2003). Além disso, os resultados obtidos
com células vegetais mostraram ter boa correlagdo com os de leucocitos humanos (ANDRADE-
VIEIRA et al., 2017).

Um dos testes biologicos disponiveis e comumente utilizado para avaliar a poluicéo
ambiental é o bioensaio de germinacdo e crescimento radicular com plantas vasculares
(PALMIERI, et al., 2014; PARK et al., 2016).

Esses ensaios sdo particularmente interessantes, pois permitem a avaliacdo dos efeitos
adversos de um composto toxico na germinacdo e no crescimento da raiz, mesmo nos estagios
iniciais do desenvolvimento da semente. Como a germinacdo é a primeira etapa da troca de
material entre a planta em desenvolvimento e o ambiente, tanto o nimero de sementes
germinadas quanto o alongamento da raiz sdo parametros sensiveis para testes de fitotoxicidade,
tornando o processo consideravelmente mais simples, rapido, confidvel e econémico (CHAN-
KEB et al., 2018; MACAGNO; LESCAN.; BERLI, 2019; PALMIERI, et al., 2014; PRIAC;
BADOT; CRINI, 2017; TORRES RODRIGUEZ, 2003). Além disso, esses testes requerem
apenas uma quantidade relativamente pequena da amostra a ser testada, sdo altamente
reproduziveis, as sementes sdo faceis de adquirir e permanecem utilizaveis por muito tempo
(PRIAC; BADOT; CRINI, 2017).

O teste consiste na exposicdo de sementes de uma planta a um agente potencialmente
toxico. Posteriormente, 0 nUmero de sementes germinadas, bem como a extensao do alongamento
da raiz e da parte aérea sdo estabelecidos (PALMIERI, et al., 2014; PARK et al., 2016). A
fitotoxicidade pode ser avaliada com a inibicdo ou atraso da germinacdo das sementes, inibicéo
do crescimento das plantulas ou qualquer efeito adverso nas plantas causado pelas substancias

especificas (PINHO et al., 2017). Tendo em vista que o crescimento radicular é inibido quando o
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0rgdo é exposto a uma substancia toxica, e o crescimento e o desenvolvimento da raiz estdo
intimamente relacionados a proliferacdo celular, se uma substancia for toxica, reduzira a
frequéncia de divisdo das células, afetando o desenvolvimento da raiz (ANDRADE-VIEIRA et
al., 2017). Além disso, o prolongamento da raiz pode ser inibido em concentracfes mais baixas
das substancias toxicas do que no caso da germinacdo das sementes, podendo ser um indicador
sensivel de efeitos biologicos (TORRES RODRIGUEZ, 2003). Sendo assim, a germinagio €
considerada menos sensivel, enquanto o crescimento da raiz e o crescimento da parte aérea sdo
considerados mais sensiveis para detectar toxicidade de compostos (CARVALHO et al., 2019).

Esse bioensaio de toxicidade se justifica pela importancia dos eventos iniciais de
desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas (TORRES RODRIGUEZ, 2003). O sucesso ou
aptiddo de uma plantula para se estabelecer em um determinado ambiente € de grande
importancia para garantir a sobrevivéncia da espécie. A avaliagdo do desenvolvimento da
radicula e do hipocotilo constituem indicadores representativos para determinar a capacidade de
estabelecimento e desenvolvimento da planta (CHAN-KEB et al., 2018). Dessa forma, 0s
bioensaios de fitotoxicidade podem detectar qualquer substdncia capaz de gerar estresse
temporario ou de longo prazo na capacidade de germinacdo das sementes, crescimento das raizes
e evolucdo da matéria seca (PINHO et al., 2017).

O ensaio citogenético € outro teste que pode ser aliado aos testes macroscopicos
(PALMIERI et al., 2014). O bioensaio pode identificar alteracdes no ciclo celular por meio da
deteccdo de anormalidades na taxa de divisdo celular e a presenca de alteragdes cromossémicas
ou nucleares (ARAGAO et al., 2021; PALMIERI et al., 2014). Se um organismo Vivo é exposto
a uma substancia toxica, provavelmente ocorrerdo alteragdes no seu ciclo celular. As alteracdes
podem ser observadas por meio de uma série de parametros, como varia¢fes na taxa de divisdo
celular, presenca de alteracbes cromossdmicas, micronlcleos e frequéncias de ndcleos
condensados (PALMIERI et al., 2016).

Além disso, a germinacdo e o crescimento radicular sdo variaveis que podem ser

associadas aos ensaios citogenéticos. O indice mitético € um parametro confiavel para determinar
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a presenca de compostos citotdxicos no ambiente e um teste adequado para biomonitoramento da
poluicdo (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010).

Os bioensaios podem ser realizados com qualquer espécie vegetal (TORRES
RODRIGUEZ, 2003). Porém, alguns critérios devem ser levados em consideragdo, como a
disponibilidade e acessibilidade, a importancia econémica, o tempo de germinacao e crescimento
rapido, a relevancia ecoldgica das espécies, as caracteristicas especificas do ciclo de vida das
espécies, a regido de ocorréncia natural, a uniformidade da planta, a sensibilidade a compostos
toxicos, e se a espécie € passivel de testes em laboratdrio e reprodutibilidade dentro e entre as
instalacBes de teste (OECD, 2006). Algumas espécies de plantas tém sido mais comumente
utilizadas em estudos como bons bioindicadores de toxicidade de poluentes ambientais. Algumas
delas s&o: Allium cepa, Hordeum vulgare, Arabidopsis thaliana, Crepis capilaris, Glycine max,
Vicia faba, Zea mays, Lactuca sativa, Tradescantia, Pisum sativum, Nicotianata bacum, etc.
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2014; BHAT et al., 2019; LIU et al., 2005). Além disso, €
recomendado que seja utilizado pelo menos uma monocotiledénea e uma eudicotiledénea nos
ensaios (1SO 18763, 2006).

O namero de espécies de eudicotileddéneas e monocotiledéneas a serem utilizadas nos
testes de fitotoxicidade é variado. Alguns pesquisadores propdem o uso de pelo menos trés
monocotileddneas, trés dicotileddneas, incluindo uma leguminosa como representante de plantas
fixadoras de nitrogénio, bem como a Avena e a Brassica (FULL; JUNG; SCHULTE, 2000;
SANTIN-MONTANYA et al., 2006). Outros sugerem usar quatro espécies de plantas superiores,
duas monocotileddneas e duas dicotiledéneas. A selecdo das espécies de plantas é especifica para
cada situacdo e depende de cada herbicida (SANTIN-MONTANYA et al., 2006), além dos
outros parametros ja citados.

O ensaio com Lactuca sativa L. (alface), além de ser bastante simples e barato, foi aceito
e validado para uso em estudos de toxicidade (SILVEIRA et al., 2017). E um representante das
principais culturas comerciais eudicotileddneas e considerada uma espécie padrdo de uso em
testes fitotoxicologicos (ARAGAO et al., 2021; GOVEA et al., 2020; LUTTERBECK et al.,
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2015), devido & sua rapida germinacdo, uniformidade e sensibilidade (ARAGAO et al., 2021;
GOVEA et al., 2020; SILVEIRA et al., 2017). Além disso, apresenta alta correlacdo com
organismos de teste animal por ser um organismo eucarioto, possui cromossomos de facil
visualizagdo, réapida proliferacdo celular, além de permitir testes macro e microscopicos
simultaneamente (ARAGAO et al., 2021).

O milho (Zea mays L.), é uma espécie de grande importancia econémica e um
representante das monocotileddneas, também é utilizado como espécie de planta de teste devido a
sua sensibilidade a uma ampla gama de contaminantes (SANG et al., 2010), sendo, assim, capaz
predizer com confianca os efeitos de possiveis toxicos ambientais (EGUREFA; ORJI; UBA,
2020).

2.3 Praguicidas

O termo "praguicida™ é utilizado para definir uma variedade de agentes que sao
classificados com base em seu potencial de matar organismos vivos. S&o compostos projetados
para interferir em certos organismos vivos e diferem de todas as outras substancias quimicas
(AHMAD et al., 2010; ALENGEBAWY et al., 2021). As estruturas dos praguicidas sao
desenvolvidas para imitar e, entdo, substituir moléculas especificas em reacdes bioldgicas
direcionadas (AHMAD et al., 2010).

Os praguicidas sdo amplamente utilizados em todo o mundo em sistemas agricolas
intensivos pelos agricultores que visam prevenir, destruir, repelir ou mitigar organismos
responsaveis por problemas na agricultura, como micro-organismos (bactérias, fungos e virus),
insetos, animais e vegetais (ervas daninhas), conhecidos coletivamente como pragas. Além disso,
0s praguicidas também podem ser usados como um regulador da planta (estimulando ou
retardando o crescimento), um desfolhante, um dessecante (acelerando artificialmente a secagem
de tecidos da planta) ou um estabilizador de nitrogénio (DE SOUZA et al., 2020; NEHRA et al.,
2020; VIERA et al., 2017).
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Os praguicidas podem ser categorizados por meio do organismo-alvo e classe quimica
(AHMAD et al., 2010; MOJIRI et al., 2020). Eles podem ser divididos em grupos principais com
base em seus usos na producdo agricola, como fungicidas, herbicidas, inseticidas, miticidas,
algicidas, acaricidas e rodenticidas, sendo os herbicidas representantes da maior propor¢éo de uso
desses praguicidas (MOJIRI et al., 2020).

Embora os praguicidas ajudem a controlar efetivamente as principais pragas das culturas,
Seu uso excessivo causa efeitos colaterais que geralmente sdo prejudiciais a saide humana e a
biodiversidade (LE BELLEC et al., 2015; NEHRA et al., 2020), e mesmo em pequenas
quantidades, esses produtos representam risco devido a sua mobilidade e persisténcia (DE
QUEIRQZ, et al., 2018).

Além disso, a aplicacdo repetida de praguicidas € uma pratica comum para alcancar alta
produtividade. A aplicacdo inadequada, mesmo em baixas concentracdes, pode levar a danos as
culturas e a problemas adicionais, como a alta concentracdo de residuos em alimentos para
consumo humano e em partes de plantas que podem ser usadas na alimentacdo de animais
(VIERA et al., 2017), aléem de contaminar o solo, o ar, a &gua, vegetais, frutas, grdos (ALl et al.,
2019; MOJIRI et al., 2020), bem como levar a degradacdo do desempenho fisiologico a longo
prazo de espécies de biota (abelhas, por exemplo) e também tem efeitos perigosos sobre a vida
selvagem (NEHRA et al., 2020).

A exposicdo humana a praguicidas por rotas diretas ou indiretas leva a varios problemas
de saude, como, por exemplo, chiado alérgico, distirbios neurolédgicos, depressdo, cancer,
infertilidade, obesidade e doencas enddcrinas (GOMES et al., 2020; NEHRA et al., 2020). Essa
exposicdo a praguicidas causa grande preocupacdo (AHMAD et al., 2010; ALENGEBAWY et
al., 2021). Acredita-se que dois tercos da populacdo mundial estejam expostos a seus efeitos
nocivos, seja pela atividade laboral ou pelo consumo de alimentos contaminados (DE QUEIROZ
et al., 2018).

A contaminacdo do meio ambiente pelos praguicidas ocorre através do escoamento,

lixiviagdo, erosdo, bioacumulacdo, volatilizacdo e deriva de praguicidas, podendo ser
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transportados para diferentes partes do ambiente (MOJIRI et al., 2020; NEHRA et al., 2020; LE
BELLEC et al., 2015).

O grau de transporte de praguicidas no ambiente depende de vérios fatores, como taxa de
aplicacdo, persisténcia, mobilidade, precipitacéo, topografia e clima. Os praguicidas no solo estéo
sujeitos a sorcdo, bem como a varios mecanismos de degradacdo bioldgica e quimica. Elas
envolvem decomposi¢do quimica, microbiana e fotodecomposicao, que levam a uma diminuicdo
nas concentracdes de praguicidas no solo (LE BELLEC et al., 2015; MOJIRI et al., 2020).

Nos paises em desenvolvimento, a situacdo é especialmente critica devido ao uso de
compostos altamente toxicos que ja foram banidos ou restringidos nos paises ocidentais (NEHRA
et al., 2020). Atualmente, sdo comercializadas cerca de 2.300 formula¢Ges de agrotoxicos no
Brasil, e muitas dessas formulaces sdo proibidas na Unido Europeia. Além disso, com a
mudanca do presidente do Brasil em 2019, o nimero de agrotoxicos aprovados no pais foi muito
maior do que nos anos anteriores. Até outubro de 2019, ja haviam sido registradas 382 novas
formulagdes, sendo que 15 formulacBes continham novos principios ativos, dos quais cerca de
30% desses ingredientes ja haviam sido proibidos fora do Brasil (DA SILVA et al., 2020).

O Brasil é pais com o maior consumo de praguicidas no mundo (ALCANTARA-DE LA
CRUZ et al., 2020; DIAS et al., 2021; GOMES et al., 2020). Em 2008, se tornou 0 maior
consumidor mundial ao usar mais de 700.000 toneladas de praguicidas. O crescimento
exponencial do consumo de praguicidas no pais foi estimulado por politicas governamentais
implementadas na década de 1960, que forneceram subsidios substanciais para grandes
proprietarios interessados em plantar culturas comerciais como soja, cana de acucar, milho e café
para exportacdo (PEDLOWSKI et al., 2012). O consumo de ingredientes ativos de praguicidas no
pais quase dobrou de 2009 a 2018, onde foi de 300,5 mil toneladas em 2009, para 549,3 mil
toneladas em 2018 (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020).

Os praguicidas mais utilizados no Brasil sdo herbicidas, inseticidas e fungicidas (VIERA
et al., 2017). O perfil de uso dos agrotdxicos nos anos de 2009 a 2018 no mercado nacional

manteve um crescimento e tendéncia semelhante de uso, em que a venda de inseticidas/acaricidas
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e fungicidas representou 28,9% do mercado nacional, e as demais classes de pesticidas
(nematicidas, bactericidas, adjuvantes, reguladores de crescimento, etc.) ocuparam 12,9%. Ja 0s
herbicidas dominam o mercado nacional de agrotdxicos, com 58,2% das vendas (ALCANTARA-
DE LA CRUZ et al., 2020).

A maior parte dos agrotéxicos consumidos no Brasil (cerca de 81%) sdo utilizados na
producdo de quatro safras: soja (52,2%), cana-de-acucar (11,7%), milho (10,6%) e algoddo
(6,7%) (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020).

2.4 Herbicidas

Os herbicidas séo substancias quimicas organicas obtidas por rotas sintéticas, ndo sendo
encontradas naturalmente. Eles sdo capazes de selecionar populac6es de plantas, promovendo o
controle e a morte de certas plantas e de outras ndo, como as ervas daninhas da cultura (DE
OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011; DE SOUZA et al., 2020).

A dependéncia de herbicidas aumentou gradativamente e substituiu todos os outros
métodos de controle de ervas daninhas, como manual, cultural e mecénico, desde seu lancamento
em 1940 (ROZMANKOVA et al., 2020). A aplicacio de herbicidas é uma abordagem usual para
controlar as ervas daninhas na agricultura (MOJIRI et al., 2020; THIOUR-MAUPRIVEZ et al.,
2019).

O volume de vendas de herbicidas sempre representou a maior fracdo do mercado de
praguicidas, tanto no Brasil, como em nivel mundial. Atualmente representa de 40 a 45% do total
de vendas do mercado de praguicidas (MOJIRI et al., 2020; DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN;
INOUE, 2011). O mercado global de herbicidas foi de US $ 28,76 bilhdes em 2017 e devera
chegar a US $ 41,63 bilhdes até 2023 (MOJIRI et al., 2020).

Os herbicidas podem ser apresentados de varias formas, como granulos, liquidos e por
fumigacdo (MOJIRI et al., 2020; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019), e atuam de diferentes
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maneiras para atingir o objetivo de inibir o crescimento das plantas alvos (DE SOUZA et al.,
2020).

Eles possuem propriedades fisicas e quimicas que permitem sua absor¢do ap6s contato
inicial com os tecidos vegetais. So translocados para os locais-alvo, onde inibem a fotossintese e
a sintese de pigmentos, inibem a formacdo de aminoacidos e a sintese lipidica e bloqueiam a
divisdo celular. O crescimento é inibido, seguindo-se de ferimentos e morte no caso de uma
planta suscetivel (DE SOUZA et al., 2020; NAKKA et al., 2019).

A morte de uma espécie vegetal vai depender do mecanismo de agcdo e do modo de agéo
do herbicida. O mecanismo de acdo é relacionado ao primeiro processo bioquimico ou biofisico a
ser inibido pela acdo do herbicida no interior da célula vegetal. Esse primeiro processo pode ser
suficiente para matar espécies sensiveis (DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011,
MARCHI; MARCHI; GUIMARAES, 2008).

Entretanto, normalmente outras diversas reagdes quimicas ou processos Sdo necessarios
para se matar uma planta. O somatdrio de eventos bioguimicos e fisiolégicos que ocorrem na
planta, desde 0 momento em que ela entra em contato com o herbicida, até sua morte completa é
denominado modo de agdo. Os herbicidas geralmente inibem a atividade de uma enzima ou
proteina na célula, desencadeando uma série de eventos que inibem o desenvolvimento da célula
e do organismo, podendo matar o individuo (MARCHI; MARCHI; GUIMARAES, 2008;
NAKKA et al., 2019). Sendo assim, o efeito final da acdo do herbicida é a morte da planta
daninha (KUVELJA et al., 2021).

Para exercer toxicidade, o herbicida deve ser absorvido e ir para o local de acdo, onde
deve estar presente em concentragdes adequadas e na forma toxica adequada, por um periodo de
tempo suficiente (CAREY; PENNER; KELLS,1997; KUVELJA et al., 2021). Também depende
da época de aplicacdo, das condicGes climaticas, bem como do processo de desintoxicacdo das
moléculas do herbicida. A desintoxicacdo ocorre por enzimas que convertem as moléculas de
herbicidas em compostos inativos, que posteriormente a planta incorpora na membrana celular,

acumula no vacuolo ou expele do citoplasma (KUVELJA et al., 2021). Espécies tolerantes
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desintoxicam rapidamente os herbicidas, transformando-os em compostos nao-fitotoxicos pela
acdo do citocromo P450 monoxigenase, em reagdes de hidroxilagcdo e glioxilagdo (CAREY;
PENNER; KELLS,1997).

A aplicacdo de herbicidas causa muitos problemas ambientais. Eles entram no ambiente
através de fontes pontuais e ndo pontuais e sdo distribuidos em éagua, sedimentos, solo e biota
(ZHOU et al., 2007). Dos véarios problemas ambientais causados pelos agrotoxicos, 0s mais
comuns sdo a degradacdo da matéria organica, eutrofizacdo de solos, contaminacdo de aguas
superficiais e de aguas subterraneas, reducéo da biodiversidade e da qualidade do solo e da agua,
morte de plantas urbanas devido a pulverizacao agricola, redugdo da polinizacdo por abelhas,
bem como envenenamento e morte das mesmas (ALVARENGA, 2017).

O comportamento ambiental dos herbicidas é determinado pelas interagcdes ocorridas nas
interfaces herbicida-solo. Essas interacGes determinam principalmente a biodisponibilidade do
herbicida, que influencia a sor¢do-dessorcdo, volatilizacdo, transformacéo por agentes bioticos e
abidticos, e a possibilidade de contaminacgédo das aguas subterraneas e superficiais por lixiviacao e
escoamento (MARIN-BENITO et al., 2021; MENDES et al., 2016).

Todos os praguicidas possuem certo grau de toxicidade para o homem e para outras
espécies de animais e para plantas (DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011), porém,
a toxicidade proveniente dos herbicidas € considerada maior dentre 0s varios grupos de
praguicidas (SHAHID; ZAIDI; KHAN, 2021).

Embora a tendéncia atual seja de que os novos herbicidas lancados no mercado
apresentem um menor grau de toxicidade, ainda existem preocupacfes com relacdo a sua
toxicidade (DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011, QU et al., 2021).

2.5 Nicosulfuron

O herbicida Nicosulfuron (2-[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-ylcarbamoyl) sulfamoyl]-N,N-

dimethylnicotinamide) (C15sH1sNgO¢S) é pertencente ao grupo quimico das sulfoniluréias. Ele é
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caracterizado pela presenca dos anéis piridina e pirimidina conectados a ponte de sulfoniluréia na
molécula (Figura 1) (CAVALIERI et al., 2008; DUGANDZIC, et al., 2017; LI et al., 2020;
WANG et al., 2018).

Figura 1 — Estrutura quimica do Nicosulfuron.
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Fonte: Adaptado de Regitano e Koskinen (2008).

Ele foi desenvolvido pela ISK Bioscience Corporation (JOLY et al.,, 2013) e foi
introduzido no mercado de milho nos EUA em 1990 (CAREY; PENNER; KELLS,1997).

E utilizado como um herbicida seletivo para controle das ervas daninhas da cultura do
milho (CHOE; WILLIAMS, 2020; LI et al., 2020; WANG et al., 2018), sendo usado
principalmente no controle de p6s-emergéncia das ervas daninhas gramineas anuais e perenes e
algumas ervas daninhas de folhas largas (WANG et al., 2018, ZHANG et al., 2020). Segundo a
bula do herbicida Nortox 40 SC (Nicosulfuron), as espécies de monocotiledéneas controladas
pelo herbicida sdo: Echinochloa crusgalli, Brachiaria decumbens, Cenchrus echinatus, Digitaria
horizontalis, Brachiaria plantaginea, Sorghum halepense, Eleusine indica, Commelina
benghalensis. As espécies de eudicotiledoneas sdo: Acanthospermum hispidum, Ageratum

conyzoides, Alternanthera tenella, Amaranthus hybridus, Amaranthus viridis, Bidens pilosa,
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Euphorbia heterophylla, Ipomoea grandifolia, Leonurus sibiricus, Raphanus raphanistrum,
Richardia brasiliensis.

Suas moléculas sdo ativas tanto por meio da via foliar quanto via solo, translocando-se via
apoplasto e simplasto (DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011).

O mecanismo de acdo do herbicida é a inibicdo da enzima acetolactato sintase (ALS)
(também conhecida como aceto hidroxidcido sintase - AHAS), que é a primeira enzima comum
na rota de biossintese dos aminoacidos essenciais de cadeia ramificada valina, leucina e
isoleucina nos cloroplastos. Essa enzima esta presente em plantas, fungos, arqueias e bactérias,
mas nao em animais. Ela regula a sintese desses aminoacidos de acordo com a necessidade de
utilizacdo na sintese de proteinas e da quantidade disponivel dos mesmos (CAREY; PENNER,;
KELLS, 1997; CAVALIERI et al., 2008; DE OLIVEIRA JR; CONSTANTIN; INOUE, 2011;
DIYANAT; GHASEMKHAN-GHAJAR, 2020; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019).

Nas vias que levam a biossintese de valina e leucina, a ALS catalisa a condensacdo de
duas moléculas de piruvato para formar 2-acetolactato, enquanto que para a formacdo de
isoleucina uma molécula de piruvato reage com 2-cetobutirato em uma reacdo semelhante,
originando acetato hidroxibutirato (DURNER; GAILUS; BOGER, 1991; SHANER; SINGH,
1993; THIOUR-MAUPRIVEZ et al., 2019). Os inibidores da ALS podem se ligar a enzima ALS
no local de entrada do substrato da ALS ou do canal de acesso ao substrato, reduzindo ou
bloqueando a atividade da enzima (ZHOU et al., 2007).

Os efeitos do herbicida podem resultar de um esgotamento direto dos produtos finais, do
esgotamento de intermediarios da via para alguns processos criticos ou do acumulo de um
substrato tdxico. Qualquer um ou todos esses mecanismos podem ser responsaveis pela morte da
planta (SHANER; SINGH, 1993). O Nicosulfuron leva a uma rapida interrupcdo da divisdo
celular e crescimento das plantas suscetiveis. O crescimento é retardado ou inibido poucas horas
ap0s o contato com o herbicida, mas os sintomas fisicos no campo podem levar mais tempo para
se desenvolver (DUUS; KRUSE; STREIBIG, 2018). Os sintomas de fitotoxicidade induzida pelo
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herbicida em plantas sensiveis em condicdo de campo incluem displasia, raizes curtas, clorose e
folhas encaracoladas (ZHANG et al., 2021).

A biossintese dos aminoécidos valina, leucina e isoleucina ocorre principalmente nos
tecidos jovens. E por isso que o herbicida mata as plantas muito lentamente e os primeiros
sintomas aparecem nos tecidos meristematicos. Os tecidos maduros tém grupos maiores de
aminoécidos, bem como reservas de proteinas que podem ser catabolizadas para aminoacidos,
demorando mais a aparecerem os sintomas fitotoxicos nos tecidos maduros (ZHOU et al., 2007).

O herbicida também pode o diminuir o contetdo de clorofila, causar danos aos aparelhos
fotossintéticos, reduzir a taxa fotossintética liquida e a eficiéncia fotoquimica das plantas,
inibindo, assim, o crescimento e o desenvolvimento das mesmas. Ele é um inibidor do sistema
fotossintético e pode se ligar a proteina D1 no fotossistema I1, onde prejudica a transferéncia de
fotoelétrons. Com as taxas de transferéncia de fotoelétrons reduzidas, h4 o aumento do
coeficiente de extincdo fotoquimica e o fechamento do centro de reacdo PSII, diminuindo a
proporcdo de energia de excitacdo disponivel para a reacdo fotoquimica. Dessa forma, a
capacidade de transferir fotoelétrons diminui e a capacidade de sintetizar ATP e NADPH ¢
degradada. A diminuicdo na atividade de fotofosforilagdo afeta drasticamente o processo de
assimilacdo do carbono (WANG et al., 2021).

A especificidade e o espectro de espécies de plantas em que esse herbicida atua séo
variados (CAREY; PENNER; KELLS, 1997). A seletividade do herbicida para as culturas
baseia-se nas diferentes taxas e processos de metabolizacdo deste pelas plantas, na velocidade de
absorcdo e de translocacdo nos vegetais, e a falta de desintoxicacdo metabdlica do herbicida nas
plantas (CAREY; PENNER; KELLS,1997; CAVALIERI et al., 2008).

O principal mecanismo das plantas na metabolizacdo do Nicosulfuron parece ser a
hidroxilacdo, que frequentemente resulta em desintoxicacdo do herbicida. No entanto, em alguns
casos, reacdes de glicosilacdo sdo também requeridas para completar a desintoxicacdo (CAREY;
PENNER; KELLS, 1997; CAVALIERI et al., 2008). Ja em espécies suscetiveis, esse processo de
metabolismo é muito mais lento e menos extenso (CAREY; PENNER; KELLS, 1997).
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As propriedades da enzima ALS também sdo fatores importantes que podem afetar a
seletividade de herbicidas cujo modo de acdo é a inibicdo dessa enzima (CAREY; PENNER,;
KELLS, 1997). Os metabdlitos dos herbicidas sulfonilureias séo inativos contra a ALS das
plantas tolerantes, podendo o herbicida ser rapidamente metabolizado em produtos que nao
inibem a ALS. O nivel de tolerancia as sulfonilureias também pode estar relacionado a
quantidade ou atividade especifica da ALS presente nos tecidos. Diferencas que ocorrem
naturalmente nos niveis de ALS a partir das raizes de certas racas de milho contribuem
amplamente para respostas diferenciais in vivo (CAREY; PENNER; KELLS, 1997).

O Nicosulfuron pode ser classificado como persistente baixo a moderado no solo. Este
composto ndo € volatil, é relativamente movel e biodisponivel no solo e na agua, e € de
degradacéo lenta (DUGANDZIC et al., 2017; JOLY, 2013). Apesar de sua baixa persisténcia,
seus residuos foram relatados em muitos materiais, como solo, aguas superficiais e algumas
culturas (DUGANDZIC et al., 2017; ZHANG et al, 2020). Este herbicida também pode causar
poluicdo das aguas subterraneas devido a sua alta mobilidade no solo (ZHANG et al., 2012).
Uma vez nas aguas subterrdneas ou nas aguas superficiais, 0s compostos tenderdo a persistir
como composto-mée, enquanto outros tenderédo a hidrolisar (BATTAGLIN et al., 2000).

Os residuos de Nicosulfuron no solo e nos rios sdo degradados via hidrolise e atividade
microbiana (WILLIAMS; HARVEY, 2000; WANG et al., 2018). A hidrdlise quimica quebra a
ponte de sulfonilureia, resultando em derivados de sulfonamida e s-triazina. Uma via degradativa
muito menos comum envolve rearranjo via contracdo da ponte. A dissipacdo do herbicida é
influenciada ndo apenas pela estrutura quimica do herbicida parental, mas também pela matéria
organica do solo, pH do solo e condices ambientais resultantes de combinagfes variaveis de
umidade e temperatura, e ocorre lentamente em condi¢des naturais (ASHBURN POPPELL;
HAYES; MUELLER, 2008; SONG et al., 2013). A degradacdo ocorre mais rapidamente em
solos quentes, umidos, com baixo teor de organicos e baixo pH (BATTAGLIN et al., 2000). Os
produtos da degradacdo podem persistir no solo por véarios anos (DE LAFONTAINE et al.,
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2014). Outros processos, como volatilizagdo e fotolise, sdo relativamente insignificantes para sua
degradacéo (SONG et al., 2013).

O Nicosulfuron é amplamente utilizado em todo o mundo devido & sua baixa quantidade
para a aplicacdo, alta atividade herbicida, amplo espectro de acéo, boa seletividade e baixa
toxicidade em mamiferos. No entanto, 0s riscos potenciais de contaminacdo ambiental, bem
como os problemas de fitotoxicidade do Nicosulfuron, levantaram preocupacdes crescentes
(ZHANG et al., 2020; ZHAO et al., 2015).

2.6 S-metolachlor

O S-metolachlor (2-cloro-N-(2-etil-6-metilfenil)-N-[(1S)-2-metoxi-1-metiletil] acetamida)
(FIGURA 2) é um composto ndo-ibnico pertencente a familia das cloroacetamidas. E o
enantidmero ativo da molécula de metolachlor (DEMAILLY et al., 2019; JOLY et al., 2013).

O S-metolachlor é fisicamente e quimicamente equivalente ao metolachlor, mas foi
enriquecido com o isdmero S (ZEMOLIN et al., 2014). Ele é composto de 88% de isdmeros S e
12% de isdbmeros R (COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; MARIN-BENITO et al., 2021),
resultantes de um avanco no sistema catalisador do processo de fabricacdo de metolachlor (que €
composto por 50% de isdmeros R e 50% S) (MARIN-BENITO et al., 2021; ZEMOLIN et al.,
2014), que aumenta sua atividade herbicida em plantas suscetiveis (QU et al., 2021; ZEMOLIN
et al., 2014).

Esse herbicida foi desenvolvido pela Ciba-Geigy e comercializado sob o nome Dual
Gold® pela Syngenta Agro SAS em 1997 (DEMAILLY et al., 2019). No Brasil, 0 S-metolachlor
(Dual Gold® 960 g a.i. L™%) foi comercializado pela primeira vez em 1998 (ZEMOLIN et al.,
2014). O S-metolachlor é usado principalmente como herbicida pré-emergéncia e pos
emergéncia, no controle de véarias gramineas anuais e no controle parcial de algumas ervas
daninhas de folhas largas com sementes pequenas, nas culturas de milho, soja, cana-de-agUcar,
algodio e feijio (COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; RANGANI et al., 2021; ZEMOLIN et
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al., 2014). Sua acdo é frequentemente concluida por herbicidas po6s-emergéncia como o
Nicosulfuron (JOLY et al., 2013).

Figura 2 — Estrutura quimica do S-metolachlor.

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2006).

E um herbicida com atividade tanto na raiz quanto na parte aérea (SIKKEMA;
SHROPSHIRE; SOLTANI, 2009). Ele é absorvido pelas gramineas durante a germinacéo
principalmente através da parte aérea logo acima da semente, e pelas ervas daninhas de folha
larga através da raiz e parte aérea (SIKKEMA et al., 2007).

De acordo com a bula do herbicida Dual Gold (S-metolachlor), as espécies de
monocotileddneas controladas pelo herbicida sdo: Brachiaria decumbens, Brachiaria
plantaginea, Cenchrus echinatus, Commelina benghalensis, Digitaria horizontalis, Digitaria
insularis, Echinochloa crusgalli, Eleusine indica e Pennisetum setosum. As eudicotiledéneas séo:
Amaranthus deflexus, Amaranthus hybridus, Amaranthus viridis, Chamaecrista rotundifolia,
Galinsoga parviflora, Nicandra physaloides, Richardia brasiliensis, Solanum americanum e

Spermacoce latifdlia.
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O modo de a¢do desse praguicida consiste em inibir varios processos biolégicos nas zonas
meristematicas das plantas. Ele inibe a expressdo do gene FAEL, que € responsavel pelas
elongases, que estdo envolvidas no alongamento de acidos graxos altamente insaturados (HUFA)
e especialmente acidos graxos de cadeia muito longa (VLCFA) (com mais de 18 &tomos de
carbono) (VLCFA) em constituintes celulares vitais, especialmente membranas e compartimentos
da parede celular, alterando sua integridade e funcdo. A rigidez e a permeabilidade das células
sdo reduzidas e, assim, a divisdo celular ¢ inibida prejudicando o desenvolvimento da parte aérea
em plantas suscetiveis (COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016; DEMAILLY et al., 2019;
MARONIC et al., 2018; NEVES et al., 2015).

O herbicida também pode inibir a biossintese de proteinas, terpendides e fenois, e se liga a
nucledfilos, como glutationa e cisteina, tendo, portanto, o potencial de alquilar (MARONIC et al.,
2018). Também afeta outras importantes vias responsaveis pela transformacédo do geranilgeranil
pirofosfato em B-caroteno e a-caroteno, o que leva a plantas com maior predisposicdo ao estresse
oxidativo (NEVES et al., 2015).

Além disso, sua toxicidade estd ligada a oxidacdo dos componentes das celulas,
aumentando a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), como radicais anion superoxido
(O2¢ ), hidroxil (*OH), alcoxil (RO¢) e peroxil (ROO¢), perdxido de hidrogénio (H,O,) e
oxigénio singlete (*O,). Em excesso, as espécies reativas de oxigénio podem alterar o
metabolismo normal das células, danificando lipidios, proteinas, acidos nucléicos e pigmentos
fotossintéticos, levando a peroxidacdo lipidica, a danos a membrana e a inativacdo de enzimas,
afetando muitos processos fisiologicos e a viabilidade celular (DEMAILLY et al., 2019;
MARONIC et al., 2018).

O crescimento meristematico das plantas em germinacdo e na emergéncia de folhas
também € inibido por esse herbicida (SIKKEMA; SHROPSHIRE; SOLTANI, 2009). Desse
modo, pode-se dizer que o herbicida ¢ inibidor do crescimento do meristema apical e da raiz. As

plantas sensiveis sdo mortas antes da emergéncia, sem que haja inibicdo da germinacdo das
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sementes, nem parada imediata do crescimento, porém o crescimento da raiz € menos sensivel
que o crescimento da parte aérea (KARAM et al., 2003).

O efeito fitotdxico que pode ser observado em espécies de gramineas suscetiveis em solos
tratados com S-metolachlor sdo plantas que ndo emergem ou mostram-se malformadas e
retorcidas, com folhas enroladas no verticilo, nas quais as folhas sdo enroladas firmemente na
espiral e ndo podem se desenrolar adequadamente. Nas espécies de folhas largas suscetiveis, 0s
sintomas sdo tipicamente folhas amassadas com aparéncia em forma de coragdo, folhas cloroticas
e necroticas e, frequentemente, apresentam reducdo de crescimento (SIKKEMA et al., 2007;
ZEMOLIN et al., 2014).

A toleréncia das culturas ao S-metolachlor tem sido relacionada a taxa de metabolismo.
Plantas tolerantes, comparadas a plantas suscetiveis, metabolizam rapidamente o herbicida
através de reacGes de desintoxicacdo, em quantidades suficientes para impedir acumulo e
persisténcia em niveis fitotoxicos nas células vegetais. 1sso ocorre pela clivagem do grupo eter
metilico seguido pela conjugacdo com glicose ou conjugacéo do grupo cloroacetil com glutationa
(GSH) ou homoglutationa em certas leguminosas. A absor¢do diferencial e a translocacdo
também contribuem para a tolerancia das plantas. Plantas susceptiveis translocam esse herbicida
para 0 ponto de crescimento apos a absor¢édo pela raiz (KARAM et al., 2003; ZEMOLIN et al.,
2014).

O S-metolachlor é uma molécula potencialmente perigosa para o meio ambiente.
(DEMAILLY et al., 2019). Ele pode facilmente contaminar as aguas subterraneas (MARIN-
BENITO et al., 2021) e as &guas superficiais pelo escoamento agricola e, portanto, é
frequentemente detectado em &guas superficiais ou costeiras (ROZMANKOVA et al., 2020),
bem como em &guas subterraneas em muitos paises (MARIN-BENITO et al., 2021). Também
pode ser moderadamente toxico para animais aquaticos (NEVES et al., 2015).

O S-metolachlor é classificado como moderadamente téxico (Classe Il1). Seus residuos
sdo classificados como persistentes (GUELFI et al., 2018), devido a sua alta solubilidade em
4gua (480 mg L™t a 20 °C) (GUELFI et al., 2018; MARIN-BENITO et al., 2021), baixa pressio
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de vapor (1,73 x 10 3Pa a 20 °C) e grande meia-vida devido a sua lenta degradacédo por fotdlise
(70 dias de exposicdo a luz solar) ou hidrélise (30 dias em pH 5-9). No solo, ele é degradado pela
acdo microbiana em dois metabdlitos principais: acido metolacloro oxanilico (MOA) e acido
metolacloro etanossulfonico (MESA) (MARIN-BENITO et al., 2021 ROZMANKOVA et al.,
2020), que sdo mobveis e persistentes no ambiente. Esses produtos de degradacdo séo
frequentemente detectados em concentragdes mais altas do que o proprio composto original em
amostras de agua (ROZMANKOVA et al., 2020). Seu grande uso e relativamente baixa adsorcéo
no solo causam um consideravel langcamento no lencol freatico, comprometendo a qualidade da
4gua (GUELFI et al, 2018).
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ARTIGO 1

FITO-CITO-GENOTOXICIDADE DE UM HERBICIDA A BASE DE NICOSULFURON
NAS PLANTAS MODELO Lactuca sativa L. E Zea mays L.

PHY-CITO-GENOTOXICITY OF A NICOSULFURON-BASED HERBICIDE IN THE
MODEL PLANT Lactuca sativa L. AND Zea mays L.
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RESUMO

A toxicidade dos herbicidas é um fator preocupante, ainda mais quando levamos em consideracdo
que o Brasil é o primeiro no ranking de consumo de agrotoxicos. Diante do exposto, esse trabalho
teve como objetivo avaliar os efeitos de um herbicida a base de Nicosulfuron por meio de
bioensaios com os modelos vegetais Lactuca sativa L. (alface) e Zea mays L. (milho). As
solugdes empregadas para os testes foram preparadas a partir de produtos comerciais contendo o
principio ativo Nicosulfuron. Foram realizadas analises macroscOpicas para todas as espécies
(germinacdo e crescimento) e microscépicas (alteragdes cromossémicas e nucleares) em L.
sativa. Nas analises macroscépicas, foi avaliado o nimero de sementes germinadas a cada 8 h,
até completar um total de 48 h para a alface, e 72 h para o milho. Apds 96 h, o comprimento das
raizes e da parte aérea das duas especies foi aferido com um paquimetro digital. Nas analises
microscopicas foram avaliados o ciclo celular, alteracbes cromossémicas, presenca de
micronucleos e de nacleos condensados. Foi observado que o Nicosulfuron afetou negativamente
a germinacgdo das sementes da alface. Na velocidade da germinacdo, também houve interferéncia
negativa. Houve reducdo no crescimento da raiz e da parte aérea da alface em todas as
concentracdes, quando comparado ao controle. O herbicida também afetou o indice mitético da
alface. Ndo provocou alteracbes cromossémicas, nem de nucleos condensados, mas induziu a
formacdo de microndcleos. No milho, o herbicida apresentou interferéncia negativa na
germinacdo, na velocidade de germinacdo, no crescimento da raiz e da parte aérea, bem como
afetou o desenvolvimento das plantulas estatisticamente. Os dados mostram que o herbicida
Nicosulfuron possui potencial toéxico, uma vez que foi capaz de inibir o desenvolvimento dos
modelos vegetais testados.

Palavras Chave: Agrotoxicos. Ecogenotoxicidade. Micronucleo. Germinacdo. Desenvolvimento
Inicial.
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ABSTRACT

Considering the planted area, in hectares, corn is the second crop most cultivated in Brazil.
Chemical control of weeds associated with their cultivation is performed with herbicides within
pre and post emergence action, such as S-metolachlor. Brazil is the first country in the ranking of
pesticide consumption, thus toxicity of herbicides is a task of great concern. . In this sense, this
work aimed to evaluate the effects of an herbicide based on S-metolachlor through bioassays with
the plant models Lactuca sativa L. (lettuce) and Zea mays L. (maize). The tested solutions were
prepared from commercial product containing the active ingredient S-metolachlor, in the
following concentrations: 7.5; 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600 and 720 mg / L 1. Distilled
water was used as a negative control and aluminum as a positive control. The seeds of each plant
model were placed in petri dishes and submitted to tested solutions . Then, the petri dishes were
kept in a B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) at 24 °C, without photoperiod. The
macroscopic analyzes (ge rmination and growth) were performed forwtwot species and the
microscopic (chromosomal and nuclear changes) in L. sativa. It was observed a negative
interference of S-metolachlor-based herbicide on lettuce in all macroscopic and microscopic
parameters tested. In maize, there was no significant interference in germination, however, in
germination speed index, root and shoot growth, as far as a seedling development there was
negative interference. The data demonstrate that the herbicide based on S-metolachlor has toxic
potential, as it showed phytotoxicity in the tested plant models.

Keywords: Pesticides. Ecogenotoxicity. Micronucleus. Germination. Initial Development.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o maior consumidor de agrotéxicos no mundo. Também é apontado como o
pais que mais utiliza agrotdxicos proibidos em paises que tem ampla preocupa¢do com o meio
ambiente (ALVARENGA, 2017; DA SILVA et al., 2020). Os agrotoxicos mais utilizados na
agricultura brasileira sdo consumidos nas culturas de soja (52,2%), cana-de-acucar (11,7%),
milho (10,6%) e algoddo (6,7%) (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020).

O Brasil ¢ o terceiro maior produtor de milho do mundo (GALIANO-CARNEIRO et al.,
2021), sendo esta a segunda maior cultura do pais (ALCANTARA-DE LA CRUZ et al., 2020).
Para o milho, o controle quimico de ervas daninhas é geralmente realizado com herbicidas de pré
e pos-emergéncia (PANNACCI COVARELLI, 2009).

Um dos herbicidas utilizados no cultivo do milho é o Nicosulfuron. Ele & um herbicida do
grupo da sulfonilureia, usado no controle das ervas daninhas pos-emergéncia como gramineas
anuais e perenes e algumas ervas daninhas de folhas largas (LI et al., 2020; ZHANG et al., 2020).
E um herbicida sistémico seletivo, absorvidos pelas folhas e raizes, com translocagdo rapida no
xilema e floema para os tecidos meristematicos (DUGANDZIC, 2017; JOLY, 2013). O
mecanismo de acdo desse herbicida consiste no blogueio da biosintese de isoleucina, leucina e
valina, pela inibicdo da aceto-lactato sintase, que leva a reducdo da taxa de divisdo celular e do
crescimento da planta alvo (KUVELJA et al.; 2021). Este composto ndo é volatil e é
relativamente mével e biodisponivel no solo e na agua (DUGANDZIC, 2017; WANG et al.,
2020).

O Nicosulfuron é amplamente utilizado em todo o mundo devido a necessidade de baixa
quantidade para a aplicacdo, alta atividade herbicida, amplo espectro de acdo, boa seletividade e
baixa toxicidade em mamiferos. No entanto, com a extensiva aplicacdo desse herbicida, ja ha
relatos de residuos deste principio ativo no solo e nas aguas superficiais. Os riscos potenciais de
contaminacdo ambiental, bem como os problemas de fitotoxicidade do Nicosulfuron, tem
recebido atencdo consideravel (ZHANG et al., 2020; ZHAO et al., 2015).
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A toxicidade dos herbicidas pode ser acessada usando bioensaios vegetais em que a
germinacdo de sementes e o crescimento radicular de espécies modelos sdo adotados como
indicadores. Tal abordagem envolve a exposicdo das sementes da planta modelo a um agente
potencialmente toxico, estabelecendo subsequentemente o nimero de sementes germinadas, bem
como a extensdo do alongamento da raiz e da parte aérea (LIU et al., 2012; PALMIERI et al.,
2014).

A germinacéo e o crescimento radicular s&o variaveis que podem ser associadas a ensaios
citogenéticos. O indice mitotico € um parametro confidvel para determinar a presenca de
compostos citotoxicos (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; ARAGAO et al., 2021), bem
como a analise da frequéncia de diferentes tipos de alteragbes cromossdémicas ampliam
informacdes sobre a acdo de elementos potencialmente genotoxicos (ARAGAO et al., 2021;
KOTELNIKOVA et al., 2019).

Esses ensaios com plantas vasculares sdo particularmente interessantes para a avaliacdo
dos efeitos adversos de um composto tdxico, pois sdo testes considerados simples, rapidos,
confiaveis e econdmicos (ARAGAO et al., 2021; EGUREFA; ORJI; UBA, 2020; PALMIERI et
al., 2014), uma vez que a raiz é o primeiro 0rgdo a entrar em contato com o substrato ou solugéo
contendo a substancia a ser analisada (ARAGAO et al., 2021; PALMIERI et al., 2014) e ha ainda
relacdo com a toxicidade em modelos animais, incluindo humanos (DOS REIS et al., 2017).
Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos de um herbicida a base de
Nicosulfuron no desenvolvimento inicial dos modelos vegetais Lactuca sativa L. e Zea mays L.,

através de bioensaios macroscopicos e microscopicos.
2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal
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As espécies utilizadas como modelo vegetal foram Lactuca sativa L. var. Grandes Lagos
(alface) e Zea mays L. (milho) (Cultivar UFLA JM100). A aquisi¢do das sementes de alface foi
feita em casas agrocomerciais locais e as de milho foram cedidas pela Universidade Federal de
Lavras.

As sementes foram dispostas em placas de Petri de polietileno de 9 cm de diametro,
revestidas com papel aluminio, contendo papel filtro embebido nas solucbes testadas, sendo
aplicado 3 mL para a alface e 5 mL para o milho. As placas foram armazenadas em BOD
(Demanda Bioquimica de Oxigénio) a temperatura de 24 °C, sem fotoperiodo (NARWAL;
SAMPIETRO; CATALAN, 2009).

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco repeticdes, cada uma

correspondente a uma placa de Petri com 25 sementes para a alface e 15 sementes para o milho.

2.2 Solucdes para os testes

As solucbes empregadas para os testes foram preparadas a partir de produtos comerciais,
adquiridos em casas agrocomerciais locais, que continha o principio ativo estudado. Foi utilizado
0 herbicida Nortox 40SC contendo 40,00 g/L de Nicosulfuron. Para os testes, a partir do Nortox,
foram preparadas10 concentrac@es diferentes (0,3; 0,6; 1,3; 2,3; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 30,0
mg/L) dissolvendo o herbicida em agua destilada, sendo a concentracdo de 5,0 mg/L a indicada
para uso pelo fabricante. A agua destilada foi utilizada como controle negativo e o aluminio (10
M) (preparado a partir do sal KAI (SO,),) x 12 H,0), conhecido por ter efeito principal no

crescimento da planta, como controle positivo.

2.3 Testes Macroscopicos

A germinacdo das duas espécies foi avaliada anotando o nimero de sementes germinadas

(que apresentaram a protrusdo da raiz), a cada 8 h, até completar um total de 48 h para a alface, e
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72 h para o milho. Apds 96 h, o comprimento das raizes e da parte aérea das duas espécies foi
aferido com um paquimetro digital. Os parametros analisados (percentual de germinacéo e indice

de velocidade de germinagéo) foram calculados segundo Aragéo et al. (2021).
2.4 Testes Microscopicos

Os testes microscopicos foram realizados com Lactuca sativa L. As raizes foram
coletadas apds 96h de tratamento, fixadas em solugdo Carnoy (etanol: acido acético, 3:1), e
armazenadas a -4 °C, por pelo menos 24 h. As laminas foram preparadas pela técnica de
esmagamento (BELLING, 1921). As raizes foram hidrolisadas em HCI 1mol L™ durante 9 -
10min, em banho maria a 60 °C. Em seguida, foram expostas ao Reativo de Shiff, no escuro, por
1h30min. Para a montagem das laminas, foi utilizado carmim acético 2%. Para cada tratamento
foram preparadas 5 laminas, cada uma proveniente de uma Placa de Petri (repeticdo). As laminas
foram analisadas em microscopio de luz, na objetiva de 40X, onde foram contabilizadas 1000
células por lamina. As diferentes fases da divisdo mitotica, possiveis alteragdes cromossdmicas e
nucleares observadas foram anotadas. Com os dados obtidos foi calculado o indice mitotico
(razdo entre o numero de células em divisdo - profase, metafase, anafase e telofase - e total de
células avaliadas em cada tratamento), a frequéncia de alteragdes cromossémicas e de ndcleos

condensados e de micronucleos.
2.5 Analises Estatisticas

Para verificar a diferenca entre os tratamentos, os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia (a = 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
de significancia. As analises estatisticas foram realizadas no programa R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2014).
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3 RESULTADOS
Foi observado que o herbicida Nicosulfuron afetou a geminagdo das sementes de alface,
quando comparado ao controle negativo (&dgua), a partir da concentracdo de 10,0 mg/L, visto que

inibiu mais de 50% da germinagdo (FIGURA 1).

Figura 1 — Germinag&o de Lactuca sativa.
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Legenda: germinacdo das sementes de L. sativa com 48 h. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas
(Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo (agua). As barras representam o erro
padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

Também foi observado que o herbicida interferiu negativamente na velocidade da
germinacdo, principalmente a partir da concentracdo de 5,0 mg/L (dosagem recomendada para
uso pelo fabricante (FIGURA 2).

Quanto ao crescimento da raiz da alface, houve reducdo em todas as concentracfes
testadas comparado ao controle negativo (FIGURA 3). Na dosagem de 5,0 mg/L (dosagem

recomendada para uso pelo fabricante) houve cerca de 65% de redugdo. Nas dosagens de 15,0 a
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25,0 mg/L houve mais de 80% de reducéo, e na dosagem de 30 mg/L houve mais de 90% de

reducdo.

Figura 2 — Indice de velocidade de germinagéo de Lactuca sativa.
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Legenda: indice de velocidade de germinacdo das sementes de L. sativa com 48 h. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo
(Agua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

O herbicida também interferiu no crescimento da parte aérea (FIGURA 3). Na dosagem
de 5,0 mg/L (dosagem recomendada para uso pelo fabricante) houve mais de 75% de reducdo.
Nas concentrac6es de 15 a 30 mg/L ndo houve desenvolvimento da parte aérea.

No desenvolvimento da plantula, o herbicida afetou seu desenvolvimento em todas as
concentracdes, principalmente nas concentracfes de 15 a 30 mg/L, onde interferiu em mais de
90% (FIGURA 3). Na dosagem de 5,0 mg/L (dosagem recomendada para uso pelo fabricante)

houve cerca de 70% de reducao.
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Figura 3 — Desenvolvimento inicial de Lactuca sativa.
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Legenda: crescimento da raiz e da parte aérea das plantulas mensuradas com 96 h. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo
(Agua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

Com relacédo as analises do ciclo celular da alface, foi observado que houve interferéncia
do herbicida no indice mit6tico, quando comparado ao controle negativo, a partir da concentragdo
de 2,3 mg/L, onde houve reducdo de 25% no indice mitotico, e a medida que a concentracao
aumentava, o indice mitotico diminuia, mostrando efeito inibitério dose-dependente. Nas
concentragdes seguintes, de 5,0 e 10,0 mg/L, houve reducdo em mais de 30%. A partir da

concentracdo de 15,0 mg/L, houve mais de 50% de reducdo, sendo que nas concentracdes de 20,0
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e 25,0 mg/L a reducdo foi de mais de 60% e na concentragéo de 30,0 a reducéo foi mais de 75%

(FIGURA 4 — a).

Figura 4 —

indice mitotico, alteragdes cromossdémicas, microntcleos e nicleos
condensados observados nas células meristematicas de L. sativa.
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Legenda: Legenda: (a) - frequéncia média do indice mitético; (b) - frequéncia média de alteracGes
cromossdmicas; (c) - frequéncia média de micronlcleos; e (d) - frequéncia média de nucleos condensados.
Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relacdo ao
controle negativo (dgua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

Quanto as alteragbes cromossomicas observadas, ndo houve diferenga significativa

estatisticamente entre os tratamentos e o controle negativo (FIGURA 4 — b). As alteracfes
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cromossGmicas encontradas durante a analise do ciclo celular foram: c-metafases, cromossomos
aderentes, cromossomos ndo orientados a placa e pontes.

Em relacdo aos microndcleos encontrados em células de alface, foi observado que a
medida que as concentra¢fes aumentavam, a frequéncia de micronicleos também aumentava,
quando comparado ao controle negativo (FIGURA 4 —c).

A respeito dos nucleos condensados, ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s

tratamentos e o controle negativo (FIGURA 4 —d).

Figura 5 — Germinacdo de Zea mays.
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Legenda: germinacdo das sementes com 72 h. Letras diferentes indicam diferencgas estatisticas (Tukey,
p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo (dgua). As barras representam o erro padrdo
da média.

Fonte: Do autor (2021).

No milho, o Nicosulfuron interferiu na germinacdo a partir da concentracdo de 15,0 mg/L
(FIGURA 5). Houve interferéncia em mais de 60% na concentracdo de 15,0 e 20,0 mg/L. Nas

concentragdes de 25,0 mg/L * e 30,0 houve mais de 90% de interferéncia.
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Na velocidade de germinacéo, tambem foi observada interferéncia nas concentracdes de
15,0; 20,0; 25,0 e 30,0 mg/L, quando comparado ao controle (FIGURA 6).

Figura 6 — Indice de velocidade de germinacéo de Zea mays.
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Legenda: indice de velocidade de germinacdo das sementes com 72 h. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo (dgua). As
barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

No crescimento da raiz houve interferéncia a partir da concentracdo de 5,0 mg/L
(FIGURA 7), que € dosagem recomendada para uso pelo fabricante. Nas concentracGes de 15,0;
20,0; 25,0 e 30,0 mg/L houve mais de 90% de interferéncia no desenvolvimento.

O herbicida também interferiu no crescimento da parte aérea, principalmente nas maiores
dosagens (10,0 a 30,0 mg/L), sendo que na dosagem de 30,0 mg/L ! ndo houve desenvolvimento
da parte aérea (FIGURA 7).

O herbicida afetou o desenvolvimento das plantulas estatisticamente nas concentracdes de
10,0 a 30,0 mg/L (FIGURA 7).
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Figura 7 — Desenvolvimento inicial da raiz e da parte aérea de Zea mays.
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Legenda: crescimento da raiz e parte aérea das plantulas mensuradas com 96 h. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relacdo ao controle negativo (dgua). As
barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

4 DISCUSSAO

O presente estudo é o primeiro a usar um bioensaio vegetal de germinacédo, crescimento
radicular e aéreo com os modelos vegetais alface e milho, in vivo e ex situ, para testar a
toxicidade de um herbicida a base de Nicosulfuron. Além disso, é o primeiro estudo que mostra o
efeito cito-genotoxico em células de um modelo vegetal, neste caso, L. sativa. Com isso, ndo

foram encontrados na literatura outros trabalhos que envolvam a mesma metodologia para a
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comparacdo dos efeitos fitotoxicos como o realizado no presente trabalho sendo a discusséo
pautada em trabalhos com outras espécies e outras metodologias e com 0 mecanismo de acao
conhecido.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o Nicosulfuron tem efeito no
desenvolvimento inicial das plantulas. As sementes tanto do milho quanto da alface germinaram
na presenca do herbicida NORTOX® contendo Nicosulfuron, porém o crescimento da raiz e parte
aérea foi inibido e as plantulas tratadas ndo se desenvolveram. Tal fato pode ser devido aos
mecanismos de acdo do Nicosulfuron que é um inibidor da ALS (enzima acetolactato sintase),
levando a uma rapida interrupgédo da divisdo celular e consequente inibicdo do crescimento das
plantas (DUUS; KRUSE; STREIBIG, 2018). As espécies sensiveis ao herbicida tém seu
crescimento e desenvolvimento alterados pela a¢do do produto, enquanto as tolerantes podem
apresentar sensibilidade, dependendo do estadio de desenvolvimento da planta, do ambiente e da
dose utilizada, mas tém capacidade de sobreviver e se reproduzir apds o tratamento, mesmo
sofrendo injurias (DE OLIVEIRA et al., 2018).

Os herbicidas a base de sulfonilureia como o utilizado no presente trabalho controlam
muitas gramineas (monocotileddneas) e algumas ervas daninhas de folhas largas
(eudicotiledbneas), mas controlam melhor as monocotiledoneas do que as eudicotileddneas
(DIYANAT; GHASEMKHAN-GHAJAR, 2020; DUUS; KRUSE; STREIBIG, 2018). Porém,
nesse trabalho foi observado que a alface (eudicotileddnea) sofreu mais os efeitos do herbicida do
que o milho (monocotiledénea) em todas as concentracdes testadas. No entanto, como o milho é a
cultura na qual o herbicida é aplicado, esses resultados sdo consistentes uma vez que ele ndo € a
planta alvo para o herbicida, ademais os efeitos observados a nivel macroscépico foram a partir
da dosagem indicada para uso.

Em condicBes de campo, a maioria dos hibridos de milho tem uma tolerancia mais
acentuada nos estadios iniciais de desenvolvimento (DE OLIVEIRA et al., 2018). O milho tem a
capacidade de metabolizar o produto em compostos ndo ativos, e alguns cultivares de milho
podem variar nas respostas a aplicacdo do Nicosulfuron (DAMIAO FILHO; MORO; TAVEIRA,
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1996). A sensibilidade de certos hibridos de milho a herbicidas inibidores de ALS como o
Nicosulfuron esta ligado a um unico gene CYP ou grupo de genes CYP intimamente ligados no
braco curto do cromossomo 5, que afeta a resposta do milho e hibridos de milho a varios
herbicidas. Os niveis de lesdo diferem entre os hibridos de milho com diferentes gendtipos de
CYP, como resultado de taxas diferenciais do metabolismo de herbicidas (MEYER; PATAKY;
WILLIAMS, 2010).

Resultados de toxicidade em um trabalho de campo com milho-pipoca (pertencente a
mesma espécie botanica do milho comum Zea mays), causada pelo Nicosulfuron (na
concentracdo de 16 g/ha 1), séo relatados por Jakelaitis e colaboradores (2005). Eles observaram
que houve toxicidade nas plantas apds a aplicacdo, e a medida que se elevaram as doses, essa
toxidez ficava mais evidente, corroborando com o que foi observado no presente trabalho.
Também no mesmo trabalho, os autores relatam que o herbicida foi altamente toxico para
Brachiaria plantaginea e Brachiaria decumbens, que sdo monocotiledéneas, controlando em
mais de 80%, e que para espécies do género Ipomoea (eudicotiledénea) ndo houve controle
significativo, o que difere dos presentes resultados, onde foi observado que o herbicida afetou
mais a alface, que é uma eudicotiledénea, do que o milho (monocotileddnea).

No trabalho de campo conduzido por Sarabi e colaboradores (2018) utilizando o
Nicosulfuron (Accent SC 4%; 80 g/ha 1), o herbicida mostrou-se toxico para Amaranthus
retroflexus L. e Chenopodium album L., eudicotileddneas, afetando o crescimento das mesmas, o
que esta de acordo com o observado no presente trabalho para a eudicotileddnea alface. No
milho, os autores também relatam que o herbicida mostrou-se fitotdxico, no entanto, a
fitotoxicidade foi transitoria e desapareceu em 3 semanas, sem impacto no crescimento e
desenvolvimento do milho, porém o rendimento de grdos do milho foi menor. Nos resultados
com 96 h do presente trabalho, o crescimento, principalmente da parte aérea foi altamente
comprometido, diferindo dos presentes resultados. Na presente metodologia, a avaliacdo do

desenvolvimento do milho foi feita até 96 h.
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Em outros trabalhos encontrados na literatura com monocotiledoneas em condigdes de
campo, os resultados dos autores sdo semelhantes aos encontrados no presente estudo, quanto ao
efeito negativo do Nicosulfuron no milho em relagdo ao crescimento da parte aérea e no
desenvolvimento da planta. Martins e colaboradores (2007) relatam que o Nicosulfuron (50
g/ha 1) proporcionou redugdo no crescimento de Brachiaria brizantha (cv. Marandu) e em
Brachiaria decumbens (cv. Basilisk). Ceccon e colaboradores (2010) observaram que o
Nicosulfuron (8 e 16 g ha ) provoca clorose foliar, com necrose e reducdo do crescimento na
Brachiaria ruziziensis, enquanto Anesio e colaboradores (2017) (60 g/ha 1) afirmam que em
Brachiaria decumbens (cv. Basilisk) e Brachiaria ruziziensis o herbicida causa alta intoxicacao,
interferindo em seu crescimento.

Né&o foram encontrados relatos na literatura de outros estudos envolvendo a alface e o
Nicosulfuron, em nenhuma metodologia. Em estudos com outras eudicotileddneas, os autores
também encontraram resultados que mostraram que o Nicosulfuron foi fitotoxico, assim como no
presente estudo com eudicotiledénea Lactuca sativa. Em um estudo de campo, Sikkema e
colaboradores (2006) relatam que o herbicida (nas dosagens de 25 e 50 g/ha 1) foi tdxico para
brécolis, couve e couve-flor, causando a morte completa na dose de uso proposta pelo fabricante
para o herbicida, e que para o girassol (Helianthus annuus L.) o herbicida também foi danoso em
seu desenvolvimento. Segundo Bozic e colaboradores (2016), em seu trabalho de campo, o
herbicida (40 g/ha 1) ndo apresentou efeito significativo que interferisse na germinacdo das
sementes de girassol, mas interferiu no crescimento das plantas, bem como ocorreu com a alface
no presente estudo.

O comprimento da raiz e a frequéncia das células em divisdo sdo parametros que
costumam estar relacionados nas plantas. O crescimento e o desenvolvimento de um 06rgéo
dependem do aumento do nimero de células e o indice mitotico revela a frequéncia das células
em divisdo (ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017). Nesse trabalho ficou clara a
relacdo entre o crescimento radicular e o indice mit6tico. Nos tratamentos em que houve a

reducdo no crescimento radicular de alface, também houve a diminuicdo no indice mitético. O
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Nicosulfuron reduziu a porcentagem de células em divisdo, resultando em uma reduc¢éo no indice
mitético indicando um efeito mitodepressivo do Nicosulfuron. Tal fato esta relacionado com o
efeito do Nicosulfuron na inibicdo da enzima acetolactato sintase (ALS). Como comentado
anteriormente, a ALS desempenha um papel importante na sintese de proteinas e essa
interferéncia interrompe a divisdo celular, como demonstrado no presente estudoreduzindo,
consequentemente, o crescimento da planta (SILVA et al., 2020). A reducdo do indice mitético
pode

A reducéo do indice mitotico em raizes tratadas pode ser relacionada a distarbios no ciclo
celular, bem como disfungdo da cromatina (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010). No
presente estudo, a frequéncia de alteracdes cromossdmicas foi estatisticamente baixa. Esse fato
pode estar relacionado a reducdo do indice mitético (BERNARDES et al., 2015). Tendo em vista
que as alteragdes cromossdmicas sdo vistas durante o processo de divisdo celular, e o nimero de
células que estavam em divisdo caia a medida que as concentracdes aumentavam, o resultado
seria uma menor observacdo na frequéncia de alteracdes. As alteracdes cromossdmicas que foram
observadas durante a avaliacdo do ciclo celular foram c-metéafases, cromossomos aderentes,
Cromossomos ndo orientados e pontes.

Geralmente, tratamentos que reduzem o indice mitotico tendem a aumentar a frequéncia
de ndcleos condensados (ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017; FONSECA
ANDRADE-VIEIRA et al., 2018), porém, essa relacdo tambem ndo foi observada no presente
estudo, apesar da diminuicdo significativa no indice mitotico nas maiores concentracoes, a
presenca de nlcleos condensados ndo foi substancial.

O herbicida a base de Nicosulfuron induziu de forma significativa micronucleos em
celulas meristematicas de alface. Os micronucleos s&o indicativos da citotoxicidade devido ao
efeito de substancias mutagénicas (MERCADO; CALENO; SUAREZ, 2020). Os microndcleos
podem ser originados por um cromossomo inteiro ou por fragmentos, e estdo associados a
mecanismos clastogénicos ou aneugénicos. Os efeitos relacionados ao mau funcionamento do

fuso mit6tico ou da estrutura cromossdmica, como as c-metéfases, cromossomos aderentes,
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cromossomos nao orientados a placa, sdo considerados aneugénicos. As alteracdes consideradas
clastogénicas séo as que refletem os efeitos no DNA, como as pontes (ANDRADE-VIEIRA,
PALMIERI; DAVIDE, 2017). Considerando as alteragbes cromossomicas observadas,
decorrentes de anormalidades associadas a problemas com o fuso mit6tico, os microntcleos séo
de origem clastogénica, evidenciando o efeito mitodepressivo desse herbicida. As alteragcdes
encontradas sugerem que houve uma acgdo indireta sobre o material genético, frente a inibicdo da
formacdo das fibras de fuso mitético e as quebras cromossdmicas seriam decorrentes da forca
necessaria para a separacdo das cromatides aderentes, produzindo os fragmentos, dando origem
aos micronucleos.

No trabalho de Eroz-Poyraz e colaboradores (2018) testando o Nicosulfuron em milho,
relatam que o herbicida causou reducdo no indice mitético, principalmente a medida que a
dosagem subia, corroborando o presente trabalho, onde também pudemos ver essa relacdo. Os
autores também relatam que o herbicida induziu a formacao de micronucleos e que a frequéncia
dos mesmos aumentava conforme a dosagem subia, do mesmo modo que foi relatado no presente
trabalho.

Esse tipo de abordagem, em que o efeito do herbicida a base de Nicosulfuron é estudado a
nivel celular, é pioneira na prospecc¢éo dos efeitos toxicos do Nicosulfuron. A alface é um modelo
para estudos em que se avalia as alteracbes macroscopicas e sua relacdo com as alteracfes
microscopicas (SILVEIRA et al.; 2017), de forma que os resultados do presente trabalho séo
inéditos e essenciais para complementar o entendimento sobre o mecanismo de acdo do
Nicosulfuron. Dessa forma, ndo foram encontrados na literatura outros trabalhos que envolvam a
mesma metodologia para a comparagdo dos efeitos fitotoxicos, como o realizado no presente
estudo, bem como ndo foram encontrados nenhum trabalho que envolvesse o presente herbicida

com outro modelo vegetal.

5 CONSIDERACOES FINAIS
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Este estudo mostra o potencial altamente toxico deste herbicida, tendo em vista os danos
nos modelos vegetais, evidenciando o perigo do seu uso para 0 meio ambiente, para a vegetacao e
para animais. Levando-se em consideracdo que ja nas menores dosagens péde causar danos, isso
pode indicar, também, os perigos que seus residuos podem oferecer.

Considerando que a alface (eudicotiledénea) foi mais sensivel que o milho
(monocotiledénea), isso pode ser um indicativo de que o herbicida possa ser toxico para
eudicotileddneas nativas préximas as lavouras em que o herbicida for usado, podendo causar,

também, uma selecdo desequilibrada das espécies nativas.

6 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro a usar o bioensaio macroscopico de germinacdo e de
crescimento radicular e aéreo, em microplacas, e o bioensaio citogenetico de avaliagdo do ciclo
celular para testar os efeitos fitotoxicos de um herbicida a base de Nicosulfuron em alface e
milho.

De acordo com as condicdes experimentais descritas, é possivel concluir que o herbicida a
base de Nicosulfuron possui potencial fitotoxico, tendo em vista que interferiu negativamente na
germinacdo da alface, mesmo nas concentragdes menores que as indicadas para uso, bem como
afetou negativamente o desenvolvimento inicial da alface a partir da menor dosagem, e do milho
a partir da dosagem recomendada para uso. Do mesmo modo, o herbicida também afetou o indice

mitotico da alface e induziu a formacao de micronucleos mostrando potencial mutagénico.
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ARTIGO 2

EFEITOS DE UM HERBICIDA A BASE DE S-METOLACHLOR EM MODELOS
VEGETAIS: FITOTOXICIDADE EM Zea mays L. E CITOGENOTOXICIDADE EM Lactuca
sativa L.

EFFECTS OF S-METOLACHLOR-BASED HERBICIDES IN PLANT MODELS:
PHYTOTOXICITY IN Zea mays L. AND CYTOGENOTOXICITY IN Lactuca sativa L.
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RESUMO

O milho é a segunda cultura mais plantada no Brasil, em termos de hectares. Para o controle
quimico das ervas daninhas associadas ao seu cultivo, geralmente utiliza-se herbicidas com acéo
pos e pré emergéncia como o0 S-metolachlor. A toxicidade dos herbicidas € um fator preocupante,
ainda mais quando levamos em consideracdo que o Brasil é o primeiro no ranking de consumo de
agrotoxicos. Diante do exposto, esse trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos de um
herbicida a base de S-metolachlor por meio de bioensaios com os modelos vegetais Lactuca
sativa L. (alface) e Zea mays L. (milho). Foram preparadas solucGes a partir do produto
comercial contendo o principio ativo S-metolachlor, nas seguintes concentragdes: 7,5; 15, 30, 60,
120, 240, 360, 480, 600 e 720 mg/L 1. A agua destilada foi usada como controle negativo e o
aluminio como controle positivo. As sementes das espécies modelo foram dispostas em placas de
petri e submetidas aos tratamentos. Em seguida, as placas de petri foram acondicionadas em
estufa tipo B.O.D. (Biochemistry Oxigen Demand) a 24 °C, sem fotoperiodo. Foram realizadas
analises macroscopicas (germinacdo e crescimento) para as duas especies e microscopicas
(alteragbes cromossomicas e nucleares) em L. sativa. Foi observado que houve interferéncia
negativa do herbicida a base S-metolachlor na alface em todos os pardmetros macroscopicos e
microscopicos testados. No milho, ndo houve interferéncia significativa na germinagdo, porém,
na velocidade de germinacdo, no crescimento da raiz e da parte aerea, e no desenvolvimento da
plantula houve interferéncia negativa. Os dados demonstram que o herbicida a base S-
metolachlor possui potencial tdxico, pois apresentou fitotoxicidade nos modelos vegetais
testados.

Palavras-chave: Fitotoxicidade. Desenvolvimento de plantulas. Germinacdo. Micronucleos.
Citotoxicidade. Genotoxicidade.
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ABSTRACT

Considering the planted area, in hectares, corn is the second crop most cultivated in Brazil.
Chemical control of weeds associated with their cultivation is performed with herbicides within
pre and post emergence action, such as S-metolachlor. Brazil is the first country in the ranking of
pesticide consumption, thus toxicity of herbicides is a task of great concern. . In this sense, this
work aimed to evaluate the effects of an herbicide based on S-metolachlor through bioassays with
the plant models Lactuca sativa L. (lettuce) and Zea mays L. (maize). The tested solutions were
prepared from commercial product containing the active ingredient S-metolachlor, in the
following concentrations: 7.5; 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600 and 720 mg / L 1. Distilled
water was used as a negative control and aluminum as a positive control. The seeds of each plant
model were placed in petri dishes and submitted to tested solutions . Then, the petri dishes were
kept in a B.O.D. (Biochemistry Oxygen Demand) at 24 °C, without photoperiod. The
macroscopic analyzes (germination and growth) were performed for two species and the
microscopic (chromosomal and nuclear changes) in L. sativa. It was observed a negative
interference of S-metolachlor-based herbicide on lettuce in all macroscopic and microscopic
parameters tested. In maize, there was no significant interference in germination, however, in
germination speed index, root and shoot growth, as far as a seedling development there was
negative interference. The data demonstrate that the herbicide based on S-metolachlor has toxic
potential, as it showed phytotoxicity in the tested plant models.

Keywords: Phytotoxicity. Seedling development. Germination. Micronuclei. Cytotoxicity.
Genotoxicity.
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1 INTRODUCAO

A aplicacdo de agrotdxicos € uma pratica comum na agricultura para a producdo de
grandes quantidades de safras (ALI et al., 2020), e os herbicidas sdo uma das classes de
praguicidas mais utilizadas em todo o mundo para o controle do crescimento de plantas daninhas
em campos agricolas (PEREZ-LUCAS; GAMBIN; NAVARRO, 2020). O Brasil é apontado
como o maior consumidor de agrotdxicos no mundo e como o pais que mais utiliza agrotoxicos
proibidos em paises que tem ampla preocupacdo com o meio ambiente (ALVARENGA, 2017;
DA SILVA et al., 2020). O uso indevido desses agrotoxicos afeta negativamente o meio
ambiente (ALI et al., 2020).

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho do mundo (DOS SANTOS et al., 2020), e a
cultura é a segunda maior cultivada no pais, em hectares (ALCANTARA-DE LACRUZ et al.,
2020). Dentre os herbicidas utilizados na cultura do milho esta o S-metolachlor (OTERO et al.,
2019).

O S-metolachlor ¢ um membro da familia de herbicidas cloroacetamidas (OTERO et al.,
2019; RANGANI et al., 2021). E comumente utilizado como herbicida seletivo pré e pds-
emergéncia no controle de gramineas anuais (RANGANI et al., 2021) e de ervas daninhas de
folhas largas em diferentes culturas, como milho, girassol, soja, cana-de-agUcar, algodao, feijdo,
dentre outras (RANGANI et al., 2021; OTERO et al., 2019).0 modo de acdo desse herbicida
consiste em inibir varios processos bioldgicos nas zonas meristematicas das plantas. O herbicida
é absorvido pelas raizes e partes aéreas das plantas em germinacéo, e translocado via xilema para
areas em desenvolvimento (CARA et al., 2021; COPIN; PERRONET; CHEVRE, 2016), onde
inibe a sintese de clorofila, de proteinas, de acidos graxos e de lipidios, impedindo o0 aumento e a
divisdo celular, e, consequentemente, bloqueando o crescimento das ervas daninhas logo apos a
germinacdo (CARA et al., 2021).

S-metolachlor é relativamente solivel em agua e moderadamente absorvido pelas

particulas do solo. Pode ser transportado na agua superficial e na subterranea quando esta
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dissolvido. E potencialmente capaz de contaminar as aguas subterraneas devido a sua persisténcia
moderada no solo e na agua (MARIN-BENITO et al., 2021).

Neste sentindo, estudos que esclarecam os efeitos de poluentes ambientais em organismos
vivos séo de grande importancia, e o0 mecanismo de toxicidade desses compostos deve ser levado
em consideracdo. Para atingir este objetivo, estdo disponiveis testes com diferentes modelos
vegetais, permitindo o acesso a uma série de endpoints dos agentes tdxicos (DOS REIS et al.,
2017).

Ensaios com plantas superiores sdo eficientes para a identificacdo de toxicidade de
poluentes ambientais (ARAGAO et al., 2021, DOS REIS et al., 2017; GOVEA et al., 2020;
PALMIERI et al., 2014). Os testes macroscopicos de fitotoxidade sdo realizados através de
bioensaios envolvendo a germinagdo de sementes de espécies modelo além do crescimento das
raizes e parte aérea dessas plantas. Esses testes sdo simples, rapidos, confiaveis e econémicos,
uma vez que a raiz é o primeiro 6rgédo a entrar em contato com o substrato ou solucdo contendo a
substancia a ser analisada (PALMIERI et al., 2014). Bioensaios citogenéticos de toxicidade sdo
testes que podem ser associados aos testes macroscéopicos (SILVEIRA et al., 2017). Eles séo
baseados na avaliacdo do ciclo celular, permitindo a observacdo de alteragcdes ao longo da mitose
(ARAGAO et al., 2021; BARROSO ARAGAO et al., 2017), podendo identificar mudancas no
ciclo celular por meio da deteccdo de anormalidades na taxa de divisdo celular e também a
presenca de alteracGes cromossdmicas e nucleares (PALMIERI et al., 2014).

Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos de um herbicida a base de
S-metolachlor no desenvolvimento inicial dos modelos vegetais Lactuca sativa L. e Zea mays L.

por meio de bioensaios macroscopicos e microscopicos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao do material vegetal
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As espécies utilizadas como modelo vegetal foram Lactuca sativa L. (var. Grandes Lagos)
(alface) e Zea mays (milho) (Cultivar UFLA JM100). A aquisi¢do das sementes de alface foi feita
em casas agrocomerciais locais e as de milho foram cedidas pela Universidade Federal de Lavras.

As sementes foram dispostas em placas de Petri de polietileno de 9 cm de diametro,
revestidas com papel aluminio, contendo papel filtro embebido em cada solucdo testada, sendo 3
mL para a alface e 5mL para o milho. As placas foram armazenadas em BOD (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) a temperatura de 24 °C, sem fotoperiodo (NARWAL; SAMPIETRO;
CATALAN, 2009). O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco repeticaes,
cada uma correspondente a uma placa de Petri com 25 sementes para a alface e 15 sementes para

o milho.

2.2 Solucdes para os testes

As solucdes empregadas para os testes foram preparadas a partir do produto comercial,
adquiridos em casas agrocomerciais locais. Foi utilizado o herbicida Dual Gold contendo 960,00
g/L de S-metolachlor. Para os testes, a partir do Dual Gold, foram preparadas 10 concentracfes
diferentes (7,5; 15, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 600 e 720 mg/L) dissolvendo o herbicida em agua
destilada, sendo a concentracdo de 120,0 mg/L a indicada para uso pelo fabricante. A agua
destilada foi utilizada como controle negativo e o aluminio (10 M) (preparado a partir de KAI
(SO,)2) x 12 H,0), conhecido por ter efeito principal no crescimento da planta, como controle

positivo.
2.3 Testes Macroscopicos
A germinacdo das duas espécies foi avaliada anotando o nimero de sementes germinadas

(que apresentaram a protrusao da raiz), a cada 8 h, até completar um total de 48 h para a alface, e

72 h para o milho. Ap6s 96 h, o comprimento das raizes e da parte aérea das duas espécies foi
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aferido com um paquimetro digital. Os parametros analisados (percentual de germinacéo e indice
de velocidade de germinagéo) foram calculados segundo Aragéo et al. (2021).

2.4 Testes Microscopicos

O teste microscopico foi realizado com Lactuca sativa L. nas concentragdes de 7,5; 15,
30, e 60 mg/L. As raizes foram coletadas e fixadas em solugdo Carnoy (etanol: acido acético, 3:1)
apos 96h de tratamento, e foram armazenadas a -4 °C, por pelo menos 24 h. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento (BELLING, 1921). As raizes foram hidrolisadas em
HCI 1mol L™ durante 9-10 min, em banho maria a 60 °C. Posteriormente foram expostas ao
Reativo de Shiff, no escuro, por 1h30min. Para a montagem das laminas, foi utilizado carmim
acetico 2%. Para cada tratamento foram preparadas 5 laminas, cada uma proveniente de uma
Placa de Petri (repeticdo). As laminas foram analisadas em microscopio de luz, na objetiva de
40X, onde 1000 células foram contabilizadas por lamina. As diferentes fases da divisdo mitotica,
possiveis alteragdes cromossémicas e nucleares observadas foram anotadas. Foi realizado o
registro do numero de células em cada fase do ciclo celular (intérfase, profase, metafase, anafase
e telofase) para a obtengéo do indice Mit6tico-IM (razdo entre nimero total de células em divisdo
pelo namero total de células observadas). Também foi realizada a avaliagdo das alteracdes
cromossdmicas das células meristematicas no ciclo celular, frequéncia de micronucleos
(determinado pela frequéncia de células com micronlcleos em qualquer fase mitdtica ou

intérfase) e a frequéncia de nucleos condensados.

2.5 Analise Estatistica

Para verificar a diferenca entre os tratamentos, os dados obtidos foram submetidos a

analise de variancia (a = 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5%
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de significancia. As andlises estatisticas foram realizadas no programa R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2014).

3 RESULTADOS

O herbicida S-metolachlor afetou a geminacdo das sementes de alface, em todos os
tratamentos, quando comparado ao controle negativo (dgua), sendo mais pronunciada a partir da
concentracdo de 120 mg/L, que € a dosagem recomendada para uso pelo fabricante, onde inibiu a
germinacdo em mais de 60% (FIGURA 1 - a). Nas dosagens de 360, 480 e 600 mg/L houve
reducdo de mais de 90%. A dose de 720 mg/L inibiu complemente a germinagao.

Também foi observado que o herbicida interferiu negativamente na velocidade da
germinacdo da alface, onde houve cerca de 50% de reducdo na velocidade de germinagdo. Nas
concentracdes de 360, 480 e 600 mg/L houve cerca de 90% de reducdo na velocidade de
germinacdo (FIGURA 1 - b).

No crescimento da raiz, houve interferéncia do herbicida em todas as concentragdes,
apresentando mais de 75% de reducdo a partir da dosagem de 7,5 mg/L, que é a mais baixa. A
partir da dosagem de 120 mg/L (dosagem recomendada para uso) houve mais de 90% de reducéo,
sendo que na dosagem de 720 mg/L ndo houve crescimento (FIGURA 2).

O herbicida também interferiu no crescimento da parte aérea em todas as concentraces,
com mais de 90% de reducdo. N&o houve crescimento da parte aérea a partir da concentracdo de
120 mg/L , que é a dosagem recomendada para uso pelo fabricante (FIGURA 2).

No desenvolvimento da plantula, o herbicida afetou todas as concentracbes em mais de
80%. Houve mais de 95% de reducdo a partir da dosagem de 120 mg/L (dosagem recomendada
para uso pelo fabricante). Na dosagem de 720 mg/L ndo houve desenvolvimento da plantula
(FIGURA 2). E importante ressaltar que todas as doses aplicadas apresentaram efeito mais
pronunciado que o aluminio utilizado como controle negativo e com efeito principal sobre o

desenvolvimento da plantula.



Figura 1 — Germinacéo e indice de velocidade de germinag&o de Lactuca sativa.
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Legenda: (a) — germinagdo das sementes de L. sativa com 48 h; (b) — indice de velocidade de germinacéo
das sementes de L. sativa com 48 h. Letras diferentes indicam diferengas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre

os tratamentos em relagdo ao controle negativo (dgua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).
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Figura 3 — Desenvolvimento inicial da raiz e da parte aérea de Lactuca sativa.
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Legenda: crescimento da raiz e da parte aérea das plantulas mensuradas com 96 h. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo
(Agua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

As andlises do ciclo celular da alface foram realizadas nos tratamentos de 7,5 a 60 mg/L.
Foi observado que houve interferéncia do herbicida no indice mitético em todos os tratamentos,
quando comparado ao controle negativo, indicando que houve uma reducao no indice mitético. A
reducdo foi em cerca de 35%. Porém, os tratamentos ndo diferiram entre si estatisticamente
(FIGURA 3 - a).

Quanto a frequéncia de alteragdes cromossdmicas, o tratamento de 60 mg/L apresentou

uma frequéncia maior de alteracdes que os outros tratamentos e o controle negativo. Os
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tratamentos de 7,5, 15,00 e 30 mg/L ndo diferiram estatisticamente do controle negativo
(FIGURA 3 — b). As alteragdes cromossdmicas encontradas durante a analise do ciclo celular

foram: c-metéafases, cromossomos aderentes e fragmentos.

Figura 3 — Indice mit6tico, alteragdes cromossdmicas, microntcleos e niicleos
condensados observados nas células meristematicas de L. sativa.
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Legenda: (a) - frequéncia média do indice mitdtico; (b) - frequéncia média de alteragdes cromossémicas;
(c) - frequéncia média de micronucleos; e (d) - frequéncia média de nucleos condensados. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relacdo ao controle
negativo (dgua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).

Na frequéncia de micronucleos, o tratamento de 30 mg/L diferiu do controle negativo. Ja

0s outros tratamentos (7,5 15,0 e 60 mg/L) ndo diferiram do controle negativo (FIGURA 3 —¢).
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Em relacdo a frequéncia de nucleos condensados, os tratamentos de 30 e 60 mg/L
apresentaram uma frequéncia maior, em comparac¢do ao controle negativo. Os tratamentos de 7,5

e 15 mg/L ndo diferiram estatisticamente do controle negativo (FIGURA 3 —d).

Figura 4 — Germinac&o e indice de velocidade de germinacdo de Zea mays.

Germinagao a

2 8 §

% de germinagdo
g8 &8 8 38 3

8

=
°

°
L

Tratamentos
ECN mCP m75 m15 m30 m60 m120 m240 m360 m480 m600 m720

indice de Velocidade de Germinagdo b

ab a ab

2,5

2,0

1,5 4

1,0 -

indice de Velocidade de Germinagio

0,5 -

0,0 -

Tratamentos
ECN ®mCP ®75 mE15 m30 EH60 w120 w240 =360 m480 m600 m720

Legenda: (a) — germinacdo das sementes de Z. mays monitoradas de 8 em 8 h, durante 72 h; (b) — indice
de velocidade de germinagdo das sementes de Z. mays com 72 h. Letras diferentes indicam diferengas
estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relacdo ao controle negativo (agua). As barras
representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2021).
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Quanto ao milho, o S-metolachlor ndo apresentou interferéncia significativa
estatisticamente na germinacao, quando comparado ao controle negativo (FIGURA 4 — a).

Na velocidade de germinagdo, houve interferéncia negativa estatisticamente, quando
comparado ao controle, a partir da concentracdo de 30 mg/L (FIGURA 4 — b). Na concentracdo

de 720 mg/L houve reducdo na velocidade de germinacdo em mais de 50%.

Figura 5 — Desenvolvimento inicial da raiz e da parte aérea de Zea mays.
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Legenda: Crescimento da raiz e da parte aérea das plantulas mensuradas com 96 h. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos em relagdo ao controle negativo
(Agua). As barras representam o erro padrdo da média.

Fonte: Do autor (2020).
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No crescimento da raiz houve interferéncia em todas as concentragcdes (FIGURA 5). Na
concentracdo de 7,5 mg/L houve reducdo em cerca de 40%. Nas concentragdes de 360 a 720
mg/L houve cerca de 90% de reducgéo no crescimento. Na dosagem recomendada para uso pelo
fabricante (120 mg/L) houve reducéo no crescimento da raiz em mais de 60%.

O herbicida também interferiu no crescimento da parte aérea (Figura 5). Na dosagem de
7,5 mg/L houve reducdo em cerca de 30% do crescimento. Nas dosagens maiores (360 a 720
mg/L) houve mais de 70% de reducdo do crescimento. Na dosagem 120mg/L (recomendada para
uso pelo fabricante) houve reducdo no crescimento da parte aérea em cerca de 50%.

O S-metolachlor afetou o desenvolvimento da plantula em todas as concentracGes,
principalmente nas concentragcfes de 360 a 720 mg/L (FIGURA 5).

4 DISCUSSAO

Com os resultados obtidos no presente estudo pode-se observar que o S-metolachlor ndo
interfere diretamente na geminacéo das plantulas, uma vez que as sementes germinam, porém de
forma mais lenta, influenciando a velocidade da germinacdo. Como consequéncia o herbicida
interfere no crescimento da plantula, tendo efeito fitotdxico por ndo deixar as plantulas
crescerem, comprometendo principalmente o crescimento da parte aérea.

Os herbicidas da familia das cloroacetamidas, como o principio ativo S-metolachlor
estudado no presente trabalho, sdo inibidores do crescimento do meristema apical e meristema
radicular. Segundo Karam e colaboradores (2003), as plantas sensiveis sdo mortas antes da
emergéncia, sem que haja inibicdo da germinacdo das sementes, nem parada imediata do
crescimento, o que foi observado no presente estudo para as duas espécies. Karam e
colaboradores (2003) afirmam ainda que o crescimento da raiz € menos sensivel que o
crescimento da parte aérea, corroborando com o observado nesse trabalho tanto para alface,

quanto para milho.
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A alface se mostrou mais sensivel ao herbicida que o milho. Na alface, a medida que
dosagem de herbicida aumentava, havia uma diminuicdo significativa em seu desenvolvimento.
Porém, mesmo o milho ndo sendo uma planta alvo, devido ao fato do herbicida ser utilizado em
seu cultivo, e sendo considerado uma planta tolerante ao herbicida (KARAM et al., 2003),
mostrou-se ser afetado pelo mesmo, mesmo nas dosagens inferiores a dosagem recomendada para
uso.

A seletividade desse herbicida é relacionada a taxa de metabolismo. As plantas tolerantes
metabolizam rapidamente esse herbicida, quando comparadas com plantas suscetiveis. Plantas
tolerantes, como o milho e soja (e que também ndo sdo plantas alvo), sdo capazes de metabolizar
0 herbicida em quantidades suficientes para impedir o acimulo e a persisténcia em niveis
fitotoxicos. A absorcdo e a translocagcdo parecem contribuir para a tolerancia das plantas. As
plantas suscetiveis translocam esse herbicida para o ponto de crescimento ap0s a absorcao pela
raiz (KARAM et al., 2003).

Esse trabalho € o primeiro a usar um bioensaio vegetal de germinagdo e crescimento
radicular e aéreo, com os modelos vegetais alface e milho, para testar a toxicidade de um
herbicida a base de S-metolachlor. Dessa forma, ndo foram encontrados na literatura outros
trabalhos que envolvam a mesma metodologia de aplicacdo da solucdo teste diretamente nas
sementes em placa de petri para a comparacdo dos efeitos fitotdxicos, como o realizado no
presente estudo.

Em um trabalho conduzido por Liu e colaboradores (2012), foi estudado os efeitos do S-
metolachlor sobre o crescimento radicular de milho (nas dosagens de 6,2, 18,6,37,2, 74,4, 93) e
do arroz (nas dosagens de 0, 1,55, 3,1, 6,2, 12,4, 24,8 ¢ 31 uM para o arroz), hidroponial. Os
autores relatam que o S-metolachlor também mostrou-se téxico para milho e arroz, inibindo o
crescimento das raizes e o desenvolvimento das plantas, semelhante ao que foi apresentado no
presente trabalho. Os autores ainda dizem que o milho foi menos sensivel que o arroz, conforme

o presente trabalho, em que o milho apresentou menos sensibilidade que a alface.
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Também ndo foram encontrados na literatura relatos, com nenhuma metodologia, de
estudos realizados com o S-metolachlor na alface. Em estudos com outras eudicotiledoneas, 0s
autores também encontraram resultados que mostraram que o S-metolachlor foi fitotdxico, assim
como no presente estudo com a eudicotiledonea Lactuca sativa.

Em um experimento de campo com o feijdo (Phaseolus vulgaris) conduzido por Sikkema,
Shropshire e Soltani (2009) com S-metolachlor (nas doses de 1373 e 2746 g/ha), eles relatam que
0 herbicida causa lesdes minimas em condi¢des de aplicacdo em campo (clorose e necrose das
folhas, dobras nas folhas e reducdo do crescimento das folhas), mas ndo houve efeito adverso na
altura da planta, peso seco da parte aérea, teor de umidade das sementes e rendimento, diferindo
do presente trabalho, onde o herbicida provocou interferéncia no crescimento da planta.

Kalsing e Vidal (2013), em um estudo em casa de vegetacdo com o S-metolachlor (com o
Dual Gold 915 g/L, nas dosagens de 1.200, 1.800, 2.400 e 3.600 g/ha), relatam que ndo foi
verificado efeito significativo sobre a emergéncia do feijdo, independentemente da dose utilizada,
e constataram efeito na massa seca das raizes, e a maior dose utilizada afetou a massa seca da
parte aérea, de acordo com o que foi observado aqui, onde o herbicida também ndo impediu que
as sementes de alface germinassem, mas interferiu na velocidade da germinacdo e no
desenvolvimento da raiz e principalmente da parte aérea.

De acordo com o trabalho de campo de Santos e colaboradores (2012), o S-metolachlor
(1,14 kg/ha) causa reducdo na altura e lesdes no feijdo e reduz os niveis de matéria seca. No
mesmo trabalho, com a soja, outra eudicotiledénea, o S-metolachlor causou reducdo do
crescimento, da quantidade de matéria seca produzida e causou fitotoxicidade moderada. Os
resultados do trabalho desses autores para essa duas eudicotileddneas sdo similares aos resultados
encontrados nesse trabalho com a eudicotiledénea alface, em que a espécie também apresentou
reducdo no crescimento da plantula. Ja para o milho, no mesmo trabalho, os autores relatam que o
herbicida ndo afetou o desenvolvimento das plantas, diferente aos resultados desse trabalho, em
que o milho apresentou reducdo no desenvolvimento em todas as dosagens testadas, principiante

nas maiores doses, e inclusive na dosagem recomendada para uso (SANTOS et al., 2012).
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Os resultados de um experimento em ambiente controlado do trabalho com outra
eudicotiledonea, a batata doce, conduzido por Abukari, Shankle, Reddy (2015), para investigar a
resposta da batata-doce ao S-metolachlor (0,00, 0,86, 1,72, 2,58 e 3,44 kg/ha), estdo de acordo
com os resultados do presente estudo, onde os autores, relatam que o herbicida causa diminuicao
do comprimento da planta linearmente com o aumento da dose, e que 0 nimero de raizes também
diminuiu com o aumento da dosagem, bem como houve redugdo no nimero de folhas e na area
foliar, e redugdo na biomassa foliar, caulinar e radicular, conforme o observado no presente
estudo com os parametros testados na eudicotiledénea alface.

Santos e colaboradores (2008), com ensaios de campo, relatam que, em seu trabalho
testando o herbicida (na dose de 1,14 kg/ha) em ervas daninhas da cultura de tomate, o S-
metolachlor foi mais eficaz contra ervas daninhas de folhas largas (eudicotileddneas), afetando a
densidade das mesmas (Portulaca oleracea, Trianthema spp., Cleome viscosa, Boerhavia erecta,
Amaranthus dubius, Echinochloa colona, Digitaria spp. e Echinochloa indica) do que para ervas
daninhas de folha fina (gramas e Cyperus) (monocotiledéneas), onde também reduziu a
densidade, porém foi menos significativo do que nas ervas de folha larga. Essa observacdo esta
de acordo com os resultados presentes nesse trabalho, em que a alface (eudicotiledénea) sofreu
mais danos no crescimento do que o milho (monocotiled6énea).

Gongcalves Netto e colaboradores (2019) em um experimento em casa de vegetacdo com a
eudicotileddnea Amaranthus palmeri em dois tipos de solo, e o herbicida (960,0 e 1440,0 g/ha 1)
relatam que o herbicida foi altamente téxico para a planta, reduzindo em mais de 90% o
crescimento, causando em seguida a morte das mesmas. Os resultados do estudo sdo préximos do
que foi visto aqui, no qual a eudicotiledénea alface também teve o crescimento da raiz e parte
aerea severamente reduzido.

As analises citogenéticas foram realizadas apendas nos tratamentos 7,5, 15, 30 e 60 mg/L
porque ndo houve material suficiente para preparo das laminas nas outras concentracées. Como
apresentado anteriormente, a partir da concentracdo de 120 mg/L (recomendada para uso), houve

uma queda significativa da germinacéo, inviabilizando a coleta de meristemas suficientes para o
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preparo das laminas. E, durante a avaliagdo do crescimento radicular, algumas sementes
germinadas morreram, devido a toxicidade do herbicida.

O comprimento da raiz € um parametro que se relaciona com a frequéncia das células em
divisdo, e o indice mitético revela essa frequéncia de células que encontram-se dividindo
(ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017). No presente estudo essa relacéo ficou bem
clara durante as analises do ciclo celular, onde p&de-se observar que o herbicida interferiu no
indice mit6tico, e essa interferéncia ficou evidente no crescimento da raiz e da parte aérea, bem
como no desenvolvimento da plantula como um todo. Para o crescimento e o desenvolvimento de
um 6rgéo é necessario o aumento do nimero de células, e o indice mitotico revela a frequéncia
das células em divisdéo (ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017).

Tratamentos que reduzem o indice mitotico tendem a aumentar a frequéncia de nucleos
condensados (ANDRADE-VIEIRA; PALMIERI; DAVIDE, 2017; FONSECA ANDRADE-
VIEIRA et al., 2018). Essa relacdo também foi observada nesse trabalho, onde a presenca de
nucleos condensados nas concentragdes de 30 e 60 mg/L ficou evidente. A presenca dos nucleos
condensados refletem citotoxicidade do agente estudado, pois a condensacdo do nucleo é uma das
primeiras etapas do processo de morte celular, que € um mecanismo de defesa do organismo para
impedir a disseminacdo de danos genéticos causados pelo agente toxico (ANDRADE; DAVIDE;
FONSECA ANDRADE-VIEIRA et al., 2018; GEDRAITE, 2010; PALMIERI et al., 2016).
Acredita-se que a planta pode ativar um mecanismo de morte celular quando ela ndo consegue
reparar os danos, e isso € refletido no aumento do niamero de nucleos condensados (PALMIERI
et al., 2016), como foi observado no presente trabalho, em que o herbicida induziu a formacao de
nucleos condensados ja nas menores concentragdes testadas no estudo, de forma que a planta ndo
conseguiu reparar os danos e desencadeou a formacdo de nicleos condensados.

As alteracGes cromossdmicas também sdo uma consequéncia comum da atividade toxica
de uma substancia. A instabilidade genética e os danos ao DNA que as células sofrem com a acao
de substéancias téxicas podem estimular uma variedade de alteracdes cromossémicas (PALMIERI

et al., 2016). As alteracbes cromossdmicas que foram observadas durante a avaliagcdo do ciclo
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celular foram como c-metéafases, cromossomos aderentes e pontes, e foram significativas apenas
no maior tratamento em que foi possivel a confeccdo de laminas (60 mg/L).

Os danos ao DNA também podem ser avaliados com a presenca de microndcleos, que
podem ser o resultado de toxicidade. Ha diferentes mecanismos de reparo do DNA, mas se nao
funcionarem adequadamente, podem surgir alteragdes mitéticas, que podem levar a formacédo de
microntcleos durante a divisdo celular (PALMIERI et al., 2016). Também foi observado a
presenca de células com micronicleos no maior tratamento durante as avaliagcBes. Os
micronucleos estdo relacionados a mecanismos aneugénicos (efeitos relacionados ao mau
funcionamento do fuso mitético ou da estrutura cromossémica) e clastogénicos (efeitos no DNA),
e podem ser originados por um cromossomo inteiro ou por fragmentos (ANDRADE-VIEIRA,
PALMIERI; DAVIDE, 2017). Dessa forma, a formagdo dos micronucleos encontrados no
tratamento de 60 mg/L pode se relacionar as alteragdes cromossémicas também encontradas no
tratamento 60 mg/L, principalmente em relacdo a formacdo de pontes, que frequentemente esta
associada a formacdo de fragmentos (VIEIRA; SILVEIRA, 2018).

O presente trabalho também € o primeiro a usar um bioensaio vegetal citogenéticos de
toxicidade, com a alface como modelo vegetal, para testar a toxicidade de um herbicida a base de
S-metolachlor. Dessa forma, ndo foram encontrados na literatura outros trabalhos que envolvam a
mesma metodologia para a comparacdo dos efeitos fitotoxicos, como o realizado no presente
estudo, bem como ndo foram encontrados nenhum trabalho que envolvesse o presente herbicida
com outro modelo vegetal.

Em um trabalho com a alga o Chlorella pyrenoidosa e o S-metolachlor (LIU; XIONG,
2009), os autores relataram que o herbicida interferiu na divisdo das algas, e a medida que a
concentracdo aumentava, maior era a inibicdo. Também observaram que o herbicida causou
diminuicdo do tamanho da célula, rompimento da membrana celular e alteracGes, como aumento
do nimero dos grdos de amido e de goticulas de lipidios. Esses achados podem ser comparados
aos encontrados no presente trabalho, onde também foi observado que o herbicida causou a

diminuigdo do indice mitdtico e alteragdes celulares. Do mesmo modo, Maroni¢ e colaboradores
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(2018) também relatam achados semelhantes com a alga Parachlorella kessleri, como a redugdo
da divisdo das células, principalmente nas maiores concentragcdes, bem como alteracdes

estruturais e intracelulares, corroborando ao presente trabalho.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo pode ficar evidente o potencial altamente toxico deste herbicida, visto que
causou danos nos modelos vegetais, evidenciando o perigo do seu uso para 0 meio ambiente, para
a vegetacdo e para animais, ainda mais que, ja nas menores dosagens pode causar danos, levando
a morte das plantas estudadas, isso pode se um indicativo dos perigos que seus residuos podem
oferecer.

Tendo em considerando que a alface (eudicotiledénea) foi mais sensivel que o milho
(monocotiledénea), esse fato pode ser um indicativo de que o herbicida possa ser toxico para
eudicotileddneas nativas proximas as culturas em que o herbicida for usado, causando também

uma selecdo desequilibrada das espécies nativas.

6 CONCLUSAO

Este trabalho é o primeiro a usar o bioensaio macroscopico de germinacdo e de
crescimento radicular e aéreo, em microplacas, e o bioensaio citogenético de avalia¢do do ciclo
celular para testar os efeitos fitotxicos de um herbicida a base S-metolachlor em alface e milho.

De acordo com as condicBes experimentais descritas, € possivel concluir que o herbicida a
base de S-metolachlor possui potencial fitotoxico, tendo em vista que o herbicida afetou a
geminacdo das sementes de alface em todas as dosagens e impediu a germinacdo na maior
dosagem. Também interferiu negativamente na velocidade da germinacao da alface e do milho.

Além disso, afetou o crescimento tanto da raiz quanto da parte aérea da alface e do milho,

sendo que para a alface na maior dosagem ndo houve crescimento da raiz, e a parte aérea nao
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cresceu a partir da concentracdo que € a equivalente a dosagem recomendada para uso pelo
fabricante.
Ele também afetou o indice mitdtico da alface em todas as concentragdes. O herbicida

também induziu a formacéo de alteragdes cromossdmicas, micronucleos e nucleos condensados.
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