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RESUMO

Apesar dos beneficios econbmicos dos agrotdxicos para a agricultura, os efeitos
negativos a salde humana e ao meio ambiente sdo questionados. Dentre 0s
agroquimicos que sdo usados na agricultura, destacam-se os fungicidas, que sdo
utilizados em grande quantidade nas lavouras para controle de doengas. Com intuito de
verificar os danos ocasionados por esses compostos, diversos métodos de avaliacdo tém
sido utilizados na analise de toxicidade e mutagenicidade dos agrotoxicos. As analises
macroscopicas (germinagdo e crescimento radicular) e microscopicas (indice mitético,
aberracOes cromossdmicas e nucleares) sdo importantes na determinacdo da toxicidade
de compostos lancados ao meio ambiente, porque permite averiguar danos na
germinacéo, no desenvolvimento da plantula e no ciclo celular. No entanto, para melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares da mutagdo e de seus efeitos sobre a
populacdo exposta a contaminacdo ambiental, os marcadores moleculares oferecem
perspectivas, por medir o efeito direto da exposicdo sobre o DNA. O objetivo do
trabalho foi avaliar o potencial toxico dos fungicidas por analises macroscopicas,
microscopicas e moleculares em Allium cepa. Os resultados indicam reducdo nos
parametros de germinacdo, crescimento radicular e indice mitotico nas maiores
concentragfes para 0s principios ativos difenoconazol, tebuconazol, procimidona e
iprodiona, quando comparados ao controle negativo, mostrando que 0s principios
apresentaram efeito genotoxico, citotoxico, fitotoxico para as raizes de Allium cepa pela
alta frequéncia de aberragdes cromossomicas, nucleares e redugdo do indice mitotico.
Os resultados moleculares indicaram mudanca no perfil de amplificacdo dos primers
SSR (Sequéncia Simples Repetitiva) e o ISSR (Inter Sequéncia Simples Repetitiva),
apos a exposicdo do Allium cepa aos principios ativos, incluindo alteracGes na perda,
ganho e mudanca na intensidade de banda. A perda e o ganho de bandas aconteceram a
medida que aumentou a concentracdo dos principios ativos. O método de agrupamento e
as distancias e dissimilaridades mostraram relacdo de dose-dependéncia, pois conseguiu
separar as maiores concentracdes do controle negativo para os principios ativos no ISSR
e SSR, com excecdo dos principios procimidona e iprodiona no SSR. Esses dados
indicam que possui relacdo entre as analises utilizadas, sendo indicadores confiaveis
para detectar alteracdes por substancias quimicas. Os marcadores moleculares ISSR e
SSR sdo ferramentas eficientes em avaliar alteracbes ocasionadas no DNA por
fungicidas podendo ser utilizada em estudos de toxicidade.

Palavras- chave: mutagenicidade, SSR, ISSR, citogenética
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ABSTRACT

Despite the economic benefits of agrotoxics to agriculture, the negative effects to
human health and to the environment are questioned. Among the agrochemicals that are
used in agriculture, the fungicides, which are used in elevated quantity in the fields to
control diseases, are detached. Aiming to verify the damage caused by these
compounds, several evaluation methods have been used on agrotoxics toxicity and
mutagenicity analyses. The macroscopic (germination and radicular growing) and
microscopic analyses (mitotic index, chromosome and nuclear aberrations) are
important on toxicity determination of the compounds which are threw into the
environment, because it allows to investigate damage on germination, on plantlets
development and on nuclear cycle. However, for better understanding of the molecular
mechanisms of mutation and of their effects upon the population exposed to
environment contamination, the molecular markers offer perspectives, for measuring the
direct effect of exposition upon DNA. The objective of the work was to evaluate
fungicides toxic potential by macroscopic, microscopic and molecular analyses in
Allium cepa. The results indicate reduction on germination parameters, radicular
growing and mitotic index on higher concentrations for the active principles
difeconazole, tebuconazole, procimidone and iprodione, when compared to negative
control, showing that the principles presented genotoxic, cytotoxic, fitotoxic effects for
Allium cepa roots by the high frequency of chromosome, nuclear aberrations and
mitotic index reduction. The molecular results indicated change on the profile of the
SSR (Single Simple Repeat) and the ISSR (Inter Simple Sequence Repeats) primers
amplification after Allium cepa exposition to the active principles, including alteration
in loss, gain and band intensity change. The loss and gain of bands happened as the
active principles concentration raised. The cluster method and the dissimilarity
distances showed relation of dose dependence, because it separated the higher
concentrations of negative control for the active principles on ISSR and SSR, with
exception of the principles procimidone and iprodione on SSR. These data indicate
relation among the used analyses, and are reliable indicators to detect alterations by
chemical substances. The molecular markers ISSR and SSR are efficient tools on
evaluating alterations caused on DNA by fungicides and may be used in toxicity
studies.

Key words: mutagenicity, SSR, ISSR, cytogenetic.



1. INTRODUCAO

A agricultura busca o aumento da produtividade e a maximizagdo dos lucros,
assim utiliza-se elevada quantidade de agrotdxicos, aos quais destacam os herbicidas,
inseticidas e fungicidas, que podem ocasionar contaminacdo e desequilibrio do meio
ambiente (GRUTZMACHER, et al., 2008). Dentre estes, podemos destacar o uso de
fungicidas, que séo utilizados para controle de diversas doengas, visando o aumento da
produtividade das lavouras. Os fungicidas por serem usados em larga escala promovem
contaminacdo das aguas e solos, afetando a fauna e flora do ambiente (BATTAGLIN et
al., 2011; SILVA et al., 2009).

O Brasil é o pais que mais utiliza agrotoxicos no mundo, devido ao cultivo de
monoculturas (ANVISA, 2012). Esses compostos tém a capacidade de se acumular nos
organismos e no ecossistema, sendo potencialmente mutagénicos, carcinogénicos ou
teratogénicos. Assim, é importante conhecer e elucidar os danos ocasionados pelos
agrotoxicos, pois todos 0s seres vivos estdo sujeitos aos efeitos que sdo causados pelos
agroquimicos e seus componentes (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Para elucidar os efeitos causados por substancias toxicas, sdo utilizados vegetais
superiores, por apresentarem uma alta sensibilidade a agentes mutagénicos em diversos
ambientes, possibilitarem a analise simultdnea de varios mecanismos de agdo e a
deteccdo desde mutagBes pontuais até aberracdes cromossdémicas em células de
diferentes orgaos e tecidos, como polén, raiz e folhas (GRANT, 1994; LEME; MARIN
MORALES, 2009). Dentre os organismos bioindicadores, destaca-se a Vicia faba,
Tradescantia paludosa e Allium cepa que sé@o usados no monitoramento e na detec¢édo
de locais contaminados (ATEEQ et al., 2002).

O Allium cepa € amplamente utilizado em trabalhos de prospeccéo de efeitos
toxicos de poluentes ambientais, sendo descrita uma relacdo de 82 % de sensibilidade,
quando comparado aos modelos animais, como roedores, em estudos de
carcinogenicidade. Assim, os resultados de mutagenicidade e genotoxicidade em
estudos com Allium cepa podem ser comparados aos obtidos com mamiferos (LEME;
MARIN-MORALES, 2007; PEREZ et al., 2011; ARRAES et al., 2012).

Os testes macroscopicos sdo usados para verificar o potencial fitotéxico de
substancias toxicas, por meio do processo de germinacao e crescimento radicular nas
fases iniciais de desenvolvimento das sementes, pois a raiz é o primeiro érgdo do
vegetal ao entrar em contato com as substancias (GOPALAN, 1999; VALERIO et al.,

10



2007). Esses testes permitem avaliar a toxidade tanto de residuos inorgénicos
(ANDRADE et al., 2010) quanto organicos (YOUNG et al, 2012) e sua aplicacéo,
quando feita conjuntamente com testes citogenéticos, possibilita ampla exploracdo dos
dados obtidos (ANDRADE et al., 2010).

Os testes microscopicos permitem obter informacdes da estrutura organizacional
dos cromossomos e do comportamento em diferentes fases de diviséo celular, por meio
da andlise do ciclo celular (GRANT, 1994), permitindo verificar anormalidades no
indice de divisdo celular e presenca de aberragdes cromossdémicas ou nucleares
(KUMARI et al., 2011; ANDRADE et al., 2010).

Com o avanco da biologia molecular, é possivel verificar alteracdes diretas no
DNA por meio de marcadores moleculares baseados em PCR (Polimerase Chain
Reaction). Os marcadores sdo considerados ferramentas complementares a analise
citogenética, pois permitem observar alteragdes no padréo de eletroforese de fragmentos
amplificados por PCR, por alteracbes causadas no sitio de ligacdo do primer. Além
disso, sdo Uteis em estudos de genotoxicidade por apresentarem alta sensibilidade,
resposta em periodo curto de tempo e necessita de pouca quantidade de DNA
(MONTEIRO et al., 2007; QARI, 2009).

Entretanto, a utilizacdo de marcadores € pouco estudada no contexto de
toxicidade, embora apresente perspectivas para avaliacdo do efeito téxico sobre os
organismos e populacdes que habitam ambientes contaminados (ATIENZAR; JHA,
2006). Apesar da pouca utilizacdo, estudos mostraram que possui concordancia entre
analises citogenéticas e moleculares, sugerindo que podem ser usadas de forma
complementar (QARI, 2010).

Os marcadores que sdo usados para andlise de toxicidade destacam o SSR
(Sequéncia Simples Repetitiva) e o ISSR (Inter Sequéncia Simples Repetitiva), por
serem marcadores robustos e informativos. Os SSRs sdo codominantes, altamente
polimorficos, multialélicos e de boa reprodutibilidade e altamente informativos (BUSO,
2003). Os ISSRs sdo de alto polimorfismo, amplificam regifes entre SSR e podem se
tornar uma metodologia universal para identificar genes alvos especificos para agentes
genotoxicos, considerados eficientes na avaliacdo da atividade genotdxica de metais
pesados (AL-QURAINY, 2010).

Assim, devido a importancia de entender os efeitos e os danos ocasionados pelos
fungicidas nos organismos vivos, existem diversos testes que sao utilizados para

verificar a mutagenicidade e citogenotoxicidade desses compostos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. TOXICIDADE E METODOS DE DETECCAO

A ciéncia que estuda os efeitos causados pelos compostos toxicos em
organismos vivos é denominada de toxicologia, que avalia a ocorréncia, natureza,
incidéncia, mecanismo e os fatores de risco que substancias quimicas podem causar nos
organismos vivos (ZAKRZEWSKI, 1994; JAMES et al, 2000; HODGSON, 2004). A
toxicidade € uma particularidade que demonstra o potencial de uma substancia em
proporcionar efeito danoso em um organismo vivo, dependendo da concentracdo, das
propriedades do composto quimico e do tempo ao qual o organismo é exposto (RAND,
2000).

Os testes de toxicidade sdo realizados em laboratorios e conduzidos em
condicdes especificas e controladas, usados para avaliar a toxicidade de substancias,
efluentes industriais e amostras ambientais (aguas ou sedimentos). Nesses ensaios, 0S
organismos-testes utilizados sdo expostos a diversas concentracdes da amostra e 0s
efeitos toxicos produzidos sobre eles sdo observados e quantificados. Esses testes tém o
objetivo de avaliar o efeito de agentes fisicos, quimicos e biologicos a diferentes
organismos, analisando o potencial de risco a saide humana e a vida aquatica,
permitindo melhor controle e monitoramento da qualidade dos ecossistemas
(DORNFELD, 1997; RIBO, 2002; ARRAES; LONGHIN, 2012).

Os testes seguem algumas normas e padronizacGes que sdo seguidas para que
sejam consideradas eficientes. As normas a serem seguidas sdo de diluicdo, controle
negativo e positivo. As que envolvem as diluicbes sdo usadas para mensurar a
concentracdo da substancia a ser testada e verificar se esta apresenta efeito ou ndo sobre
o material. Esse procedimento proporciona informacbes sobre a relacdo de
concentracdo/ efeito, permitindo estimar a proximidade dos limites de toxicidade. O
controle negativo usa a mesma populacéo dos testes, mas ndo adiciona a substancia que
vai ser testada, permitindo verificar até que ponto os efeitos podem ter sido ocasionado
por outro fator. No controle positivo, usa-se uma substancia toxica que possui efeito
conhecido para confirmar que o organismo responde de forma adequada
(MAGALHAES; FERRAO- FILHO, 2008).

12



Os métodos de avaliacdo utilizam plantas superiores e sdo considerados
excelentes modelos genéticos por apresentarem alta sensibilidade a agentes toxicos em
diferentes ambientes, possibilitar a andlise simultanea de varios mecanismos de ag&o,
detectar mutacGes pontuais e aberragfes cromossomicas (GRANT, 1994; LEME.
MARIN-MORALES, 2009). Dentre as espécies de vegetais usadas como modelos,
Allium cepa é usada na avaliacdo de agentes citotdxico, genotoxico e mutagénico
(GRANT, 1982; FISKESJO, 1985; MATSUMOTO et al., 2006; LEME; MARIN-
MORALES, 2009).

Os testes com Allium cepa destacam-se por essa espécie possuir elevada
sensibilidade e boa correlagdo com outros sistemas-testes, sobretudo com os de
mamiferos. Também sdo utilizadas para averiguar danos ao DNA, no ciclo mitético e
alteracbes  cromossomicas  (ARRAES; LONGHIN, 2012; TEDESCO;
LAUGHINGHOUSE, 2012). Alem disso, apresentam crescimento rapido das raizes,
grande namero de células em divisdo, facil manuseio, baixo custo, séo tolerantes a
diversas condigdes de cultivo, nimero reduzido de cromossomos e de grande tamanho
(2n=16) (QUINZANI-JORDAO, 1978; FISKEJO, 1985; RANK; NIELSEN, 1998;
PATRA; SHARMA, 2002; MATSUMOTO; MARIN-MORALES, 2004,
FERNANDES et al., 2007; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A utilizacdo de Allium cepa em testes de toxicidade fornecem informacées
macro e microscopicas. Quando relacionada ao macroscopico, permite verificar a
formacdo de tumores nas raizes e avaliar o crescimento radicular. No microscépico,
possibilita analisar a taxa de divisdo celular por meio do indice mitotico, aberracfes
cromossdmicas que acontecem nas fases de metafase e andfase e a formacéo de
micronucleos (MONARCA et al., 2000).

Para averiguar os efeitos ocasionados por compostos toxicos, sdo usados testes
de toxicidade, fitotoxicidade e citotoxicidade. Os dois primeiros relacionados a
germinacdo de sementes e ao crescimento radicular de sementes colocadas em contato
com compostos toxicos (BENASSI, 2004). A germinacdo é uma sequéncia de eventos
fisiologicos influenciados especialmente pela agua, pois sua absorcdo, respiracdo e
atividade metabolica das sementes aumentam. Assim, a agua toxica ou contaminada
compromete a germinacdo. Dessa forma, algumas espécies podem ser usadas como
indicadores de toxicidade para substdncias tdxicas, podendo verificar a inibicdo da

germinacdo e do crescimento da radicula da raiz (GARCIA, 2006).
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Os bioensaios de germinagdo e crescimento radiculares sdo simples, rapidos,
confiaveis e baratos (VALERIO et al., 2007), além de efetivos na avaliagdo de
toxicidade de residuos inorgénicos e organicos. Quando realizados juntamente a testes
citogenéticos permitem ampla exploracdo dos dados obtidos (ANDRADE et al., 2010;
YOUNG et al., 2012).

Os testes de citotoxicidade s&o utilizados para verificar se uma substancia pode
ocasionar morte celular, provocando danos as fungdes celulares basicas. Esses testes in
vitro sdo desenvolvidos para estimar de forma mais rapida o potencial toxico de
diversas substancias ou compostos (EISENBRAND, 2002).

Outra éarea usada para verificar danos ocasionados por agrotéxicos é a
citogenética, possibilitando a analise dos cromossomos, sendo possivel visualizar o
tamanho, formas, nimero e comportamento, durante a mitose e a meiose por meio do
microscopico (THIRIOT-QUIEVREUX, 2002). Nessa analise, sdo averiguadas
alteracdes no ciclo celular devido as detecgGes de anormalidades no indice de diviséo
celular ou a presenca de aberracdes cromossdmicas ou nucleares (ANDRADE et al.,
2010; KLACKNICK, 2011; KUMARI et al., 2011).

Testes de aberracBes cromossomicas sdo utilizados para estimar o efeito
genotoxico e também os mecanismos de acdo clastogénico e aneugénico (LEME et al.,
2008). Os clastogénicos promovem quebras dos cromossomos e 0s aneugénicos causam
aneuploidia ou segregacdo cromossémica anormal (ANDRADE, 2007). As aberracdes
sdo ocasionadas principalmente pela quebra das fitas de DNA, ocorrendo de forma
espontanea pelos processos celulares, podendo ser induzidas por agentes fisicos ou
quimicos (OBE et al., 1992; BRYANT, 1998; PFEIFFER et al., 2000). Quebras podem
ocasionar alteracGes estruturais cromossémicas, como perda de um segmento
cromossdmico, duplicacdes, inversdes (que envolvem duas quebras cromossomicas e a
reinsercdo do fragmento no mesmo cromossomo invertido) e troca de partes entre
cromossomos ndo homologos (SUMNER, 2003).

As alteracdes no fuso mitético também podem promover alteragdes no nimero
de cromossomos, por afetar a segregacdo na divisdo celular. Essas alteracbes numéricas
podem ser de dois tipos: euploidias que sdo mudancgas no conjunto cromossdmico total e
a aneupldidia que ocorrem por causa de mudancas em parte do conjunto cromossémico,
devido a segregacdo anormal dos cromossomos que acontece naturalmente e/ou pela

acdo de agentes aneugénicos (ALBERTINI et al., 2000). Algumas dessas aberracdes sao
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irreversiveis e sdo danosas as células ocasionando processo de morte celular
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012).

2.2. AGROTOXICOS

Com a crescente acdo antropica ocorrem emissdes de poluentes no ambiente,
dentre os quais se destacam o0s agrotoxicos. Essas substancias vém ocasionando
impactos no ecossistema, pois sdo lixiviados e afetam lencdis freédticos, aguas
superficiais, organismos-alvo e podem causar danos a diversos organismos nao alvos
como insetos que sdo considerados inimigos naturais, organismos aquaticos e terrestres
e podem ocasionar danos a saude humana (BRASIL, 2002; CARSON, 2010). Dessa
forma, surge a importancia de se conhecer a toxicidade dos agrotoxicos que sao usados
em grande quantidade nas lavouras brasileiras, pois esses compostos promovem danos
ao DNA, podendo desencadear efeitos carcinogénicos e anormalidade morfoldgicas,
afetando a sobrevivéncia das popula¢des (BOLOGNESI, 2003).

Agrotoxicos sdo quaisquer substancias, ou mistura das mesmas, usadas para
evitar, eliminar ou reduzir qualquer praga. Assim, inclui os vetores de doengas humanas
e animais, espécies indesejadas de plantas e animais, que promovem danos durante a
producdo, processamento, estocagem, transporte ou distribuicdo de alimentos, produtos
agricolas, madeira e derivados (PERES; MOREIRA, 2003).

Agrotoxicos, pesticidas, agroquimicos, defensivos agricolas sdo algumas
denominacGes relacionadas aos compostos que sdo constituidos por uma grande
diversidade de substancias quimicas ou produtos bioldgicos fabricados de forma a
aumentar a acdo biocida (VEIGA, 2007).

Existem diferentes formulacdes de pesticidas, estes podem ser agrupados em
fungicidas, herbicidas, inseticidas, microbiocida, acaricida e nematicida, de acordo com
0 organismo alvo, e sdo classificados quanto a finalidade, ao modo de acéo, a origem e a
toxicidade (KRUGER, 2009). Essas formulages sdo compostas por principios ativos,
esse termo é utilizado para descrever as substancias responsaveis pela atividade
bioldgica. Um mesmo principio ativo pode ser comercializado sob diversas formulacdes
e diferentes nomes comerciais, além de serem encontrados produtos com mais de um
principio ativo (BRAIBANTE; ZAPPE, 2012).

Os fungicidas constituem um dos principais defensivos utilizados na agricultura,

e sdo utilizados para controle das doengas flungicas. Sdo usados desde a antiguidade,
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mas tiveram reconhecimento quando Alexis Millardet desenvolveu a calda bordalesa
em 1882 para o controle do mildio-da-videira (ZAMBOLIM; JESUS, 2008). Podem ser
classificados em fungicidas sistémicos e de contato e com relagdo ao grupo quimico em
triazol, ditiocarbamatos, benzimidazol e dicarboximidas.

Em estudo realizado pela ANVISA, os grupos quimicos triazol e dicarboximida
e 0s principios ativos desses grupos foram encontrados em amostras alimentares em
elevadas quantidades. No Programa de analise de residuos de agrotdxicos em alimentos
(PARA), realizado no ano de 2011, analisaram 1.628 amostras de alimentos, destas 64
% foram satisfatérias em relagcdo a presenca de residuos de agrotdxicos, sendo que em
22 % dessas amostras ndao se verificou a presenca de residuo e em 42 % foram
encontrados residuos, mas estavam dentro do limite que é permitido. E 36 % foram
consideradas insatisfatorias, apresentando residuos acima do limite permitido ou nao

autorizado para a cultura a qual foi analisada (Figura 1) (PARA, 2011, 2012).

Insatisfatério
36% ’ ——

I Amostras satisfatérias comresiduos

M Amostras satisfatérias semresiduos
detectados

Satisfatério
64%

Figura 1. Classificacdo das amostras estudadas pela ANVISA segundo a presenca ou

auséncia de residuos de agrotoxicos nos alimentos avaliados. (Fonte: PARA, 2011)

Os triaz6is e dicarboximidas apresentaram em elevadas quantidades nas
amostras analisadas e foram classificados como insatisfatorios, devido a presenca de
residuos acima do limite permitido nas amostras alimentares no ano de 2011 e 2012
(Figura 2 e 3) (PARA, 2011, 2012).

16



458
H
3
&
% 249
g 173
- l 78
: I
: ® 55550
¥ . & W i 2P & &
\dﬁ a\,*ﬁ &\5’1 ﬁ&\b ,.psﬁ c?ﬁ d,@[;b -i-‘é\ & U{'é
ﬁ'd, Gt y & ‘Da?* @%‘L _\Pi:?' 6@\ .‘L_bgoc'
'3;@ N o Q\(“é‘b &.&ép éa’qu 9
o
Ry &G
& o

Figura 2. Grupos quimicos que apresentaram elevadas quantidades de residuos nas
amostras insatisfatorias no ano de 2011. (Fonte PARA 2011, 2012)
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Figura 3. Grupos quimicos que apresentaram elevadas quantidades de residuos nas
amostras insatisfatérias no ano de 2012. (Fonte PARA 2011, 2012)

N*de amostras insatisfatdrias

2.2.1. Grupo quimico Dicarboximida

Os dicarboximidas sdo um grupo constituido por um ou mais halogénios em suas
moléculas e pertencem ao grupo quimico dos organohalogenados (SOARES, 2011).
Possuem dois modos de acdo que os classificam como de contato e sistémico. Sao
utilizados para impedir a germinacdo de esporos, ocasionando ramificacao,

intumescimento e lise de hifas. Os dicarboximidas agem sobre a respiracdo blogueando
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a atividade da enzima NADH citocromo-c-redutase, promovendo a peroxidacdo dos
lipideos (EHR; KEMMITT, 2002).

Os fungicidas desse grupo possuem toxicidade baixa, apresentando baixo risco
de intoxicacOes para as diversas formas de exposicdo humana. Nesse grupo, estdo
alguns principios ativos de importancia em anélises de toxicidade, principios como
iprodiona e procimidona, ingredientes ativos encontrados na analise de residuos de
agrotoxicos em alimentos realizados pela ANVISA no Relatério de Analise de Residuos
de Agrotoxicos em Alimentos (PARA) em 2010.

O ingrediente ativo iprodiona apresenta toxicidade aguda e apresenta duas
classificacdes toxicoldgicas de acordo com estudos realizados com animais. Quando
absorvido pelos olhos, via cuténea e oral, é classificado na categoria Ill e na inalacdo
aguda e com um sensibilizador dermico é classificado na categoria IV, praticamente ndo
téxico (ANVISA, 2007).

O procimidona é um fungicida sistémico, empregado em diferentes culturas de
frutiferas e de hortalicas, que inibe o crescimento de micelas. A classificacdo
toxicologica é 1V, mas quando comercializado com produto comercial a sua classe
toxicologica € 11, altamente toxica. No Brasil, € comercializado com o nome de Sialex
500 entre outros (ANVISA, 2003).

Em estudos realizados com animais, verificou-se reducao da acao do principio, a
sua absorcdo pelo trato gastrintestinal e a excrecdo € rapida, sendo eliminado
principalmente pela urina (89,8%), mas também pelas fezes (10,3%) (BRASIL, 2002).
Também pode promover mudanca na diferenciacdo sexual de ratos machos imaturos in
vitro, atuando como um antagonista do receptor de androgénio e induzindo a atividade

estrogénica.

2.2.2. Grupo quimico Triazol

Os triazéis sdo fungicidas de acdo sistémica, formado por compostos
heterociclicos constituidos por trés atomos de nitrogénio no mesmo nucleo ciclico. Sdo
sintéticos, possuem atividade bioldgica e se dividem em trés sais: 1,2,3-triazol
monociclico, benzotriazois e 1,2,3-triazol (FREITAS et al, 2011).

Nesse grupo, estdo os principios ativos tebuconazol e difenoconazol, que foram
encontrados pela ANVISA na anéalise de residuos de agrotoxicos em alimentos em 2010

no Relat6rio de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos.
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O tebuconazol inibi a sintese de ergosterol (TEBUCO, 2010), o principal
composto da membrana plasméatica dos fungos (SILVERIRA, 2012). Portanto, o
ergosterol é importante para manter a permeabilidade e a fluidez da membrana
(SHEEHAN et al. 1999), com a falta deste ocasiona a perda dos componentes
citoplasmaticos promovendo a morte das células (SILVEIRA, 2012).

O principio tebuconazol apresenta classificagdo toxicoldgica IV, pouco téxico.
Legalmente comercializado no Brasil, sendo usado em diversas formulagfes, em 37
produtos utilizados em diferentes culturas (AGROFIT, 2013). Entretanto, quando
comercializado como um concentrado emulsionavel possui a classificacdo toxicolégica
I, sendo extremamente tdxico, podendo ocasionar danos a salde humana, irritacdes
cutaneas, oculares e respiratorias, e toxico a muitos microrganismos aquaticos
(ANVISA, 2010).

Em estudos realizados com ratos, o tebuconazol promoveu alteragfes na funcéo
reprodutiva, no desenvolvimento neuronal, na sintese de hormdnios e ocasionou a
feminilizacdo dos machos expostos durante a gestacéo e lactacdo. Em humanos, nao se
conhecem os efeitos de toxicidade (TAXVIG et al, 2007; MOSER et al, 2001).

Outro principio ativo desse grupo € o difenoconazol, que promove o rompimento da
parece celular, controlando o crescimento de diversas classes de fungos. Em estudos
com ratos que utilizaram difenoconazol radiomarcado, foi observada recuperacdo deste
material acima de 98% em 96 horas. A degradacdo do composto inclui algumas etapas
como a hidrolise, a reducdo e hidroxilacdo do anel fenil, que ira produzir um triazol
livre e 0 &cido carboxilico que € derivado do éter difenilico (SYNGENTA, 2013).

2.3. MARCADORES MOLECULARES EM TOXICOLOGIA

O recente avango na biologia molecular proporcionou novos métodos de
deteccdo de genotoxicidade. Dentre as técnicas, a Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) permite avaliar os fragmentos que foram amplificados detectando o potencial dos
poluentes em causar danos, mutacdes e distor¢fes estruturais no DNA, por meio da
mudanca no padrdo de eletroforese, pois as modificacdes estruturais afetam a ligacdo do
primer ao DNA. Sendo, dessa forma, modo eficiente e inovador de se verificar as lesfes
geradas por agente genotoxicos e/ou mutagénicos (ATIENZAR et al., 2002;
ATIENZAR; JHA, 2006; NOEL; RATH, 2006).
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As alteracGes geradas nos perfis de eletroforese podem ser oriundas: de geragéo
de um novo sitio de anelamento do primer ou a eliminacdo de um ja existente; alteracdo
da disténcia entre dois sitios de ligacdo do primer; alteracdo na capacidade da
polimerase de amplificar ou alteragdo das quantidades relativas de alvos para a
amplificacdo. (ANDRADE —VIEIRA et al., 2012).

Marcadores moleculares com diversas caracteristicas permitem determinar os
danos e lesdes ocasionados por compostos tdxicos no ambiente (JHA, 2004). A analise
de genotoxicidade baseada em marcador permite quantificar o efeito genotdxico
utilizando analise de clusters entre DNA controle e DNA exposto a substancia toxica
(LABRA et al., 2004) e revela como o agente toxico afeta a estrutura genética das
populacdes (WOLF et al, 2004).

Dentre os marcadores utilizados em ensaios genotoxicos, destacam-se o AFLP
(Polimorfismo de Comprimentos de Fragmentos Amplificados), RAPD (Polimorfismo
de DNA Amplificado ao Acaso), ISSR (Inter Sequéncias Simples Repetitivas) e SSR
(Sequéncias Simples Repetitivas)

O AFLP é um marcador dominante, os seus fragmentos séo obtidos pelo uso de
enzimas de restricdo. Geram um grande numero de polimorfismos, sendo eficiente na
amostragem do genoma sem a necessidade de conhecer a sequéncia prévia de DNA
(FERREIRA; GRATTAPAGLIA, 1998; FALEIRO, 2007). Com esse marcador, €
provavel mostrar o aparecimento de mutacGes e quantificar o efeito genotoxico
utilizando analise de clusters entre DNA controle e 0 exposto a agentes toxicos e
também mensurar a variabilidade genética nas populacbes expostas a contaminagéo
(BAGLEY et al,, 2001; LABRA et al., 2004). Aina et al. (2006) detectaram alteracdes
nos fragmentos de DNA, por meio de AFPL quando expostos a benzo pireno [a]
naftaleno.

O RAPD é um marcador dominante e sua técnica consiste na utilizacdo de
primers arbitrarios curtos. Possui baixo custo, de facil execucdo e a obtencdo dos
resultados é de forma rapida (CAIXETA et al., 2006). Devido a sua natureza aleatoria, €
amplamente difundido para ensaios de genotoxidade e mutagenicidade (ATIENZAR,;
JHA, 2006).

O marcador RAPD ¢ usado para averiguar danos causados ao DNA e eventos
mutacionais, como ponto de mutacdo e insercdo ou delecdes pequenas (ATIENZAR et
al., 2000). Em estudos realizados, verificou-se que esse marcador apresentou boa

resposta em detectar alteracbes no DNA de bactérias, animais e plantas, quando foram
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colocadas em contato com pequenas doses do poluente, principalmente no sistema
aquatico (CONTE et al., 1998; ATIENZAR et al., 2000; MENGONI et al., 2000;
THEODORAKIS, 2001; ATIENZAR et al., 2002; ATIENZAR et al., 2004; HAGGER
et al., 2005). Esse marcador é extensivamente usado para avaliar a composicao genética
de populacdes em ambientes poluidos (YANG et al., 2000; WOLF et al., 2004) e para
relacionar os fingerprints a parametros fisiologicos (ATIENZAR et al., 2000), de
sobrevivéncia e desenvolvimento (HAGGER et al., 2005). A limitagdo desse marcador
é quanto a reprodutibilidade dos resultados, por isso varios protocolos tém sido usados
para otimizar condi¢gdes de amplificagdo (BAGLEY et al., 2001; ATIENZAR et al.,
2002; ATIENZAR; JHA, 2006).

O ISSR é um marcador dominante baseado em PCR e amplifica sequéncias
gendmicas entre loci de microssatélites (SON et al., 2012), podendo ser utilizado para
qualquer espécie que contém um namero e distribuicdo dos motivos de SSR suficientes
em seu genoma (BUHULIKAR et al., 2004). Também tem mostrado ser uma poderosa
ferramenta em estudos de genotoxicidade, como foi verificado por Al-Qurainy (2010),
onde demonstrou que esse marcador pode ser usado para a medi¢do quantitativa e
qualitativa da atividade genotdxica causada por metais pesados.

Os microssatélites (SSR) sdo marcadores constituidos por sequéncias de DNA
de 1-6 pares de base (pb) que se repetem em tandem (TOTH et al., 2000). S&o
abundantes no genoma, altamente polimorficos e reprodutiveis. Estudos recentes
mostraram a eficiéncia desse marcador na avaliacdo do efeito mutagénico/genotoxico
em plantas (MONTEIRO et al., 2007; PAIVA et al., 2006). No entanto, sua utilizacdo
em bioensaios de plantas superiores ainda € pouco explorada (MONTEIRO et al.,
2007), pela necessidade de desenvolvimento de primers para espécie. Além disso,
estudos demonstram que as mutacdes que ocorrem em loci microssatélites resultam em
perda de heterozidosidade, surgimento de alelos mutantes e de alelos nulo como
resultado de mutacdes nos sitios complementares aos primers. As analises de SSR
podem fornecer uma ferramenta complementar na avaliacdo dos diferentes efeitos

genotoxicos de compostos em plantas (MONTEIRO et al., 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1.  Objetivo Geral

Avaliar o potencial téxico dos fungicidas por analises macroscopicas, microscopicas e

moleculares em Allium cepa.

3.2.  Objetivos Especificos

- avaliar o potencial dos marcadores SSR e ISSR em detectar mutagenicidade;
- verificar a complementaridade de informacGes obtidas com as analises macroscépicas

e microscopicas com as moleculares.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

Para realizar as analises de fitotoxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e
mutagenicidade dos diferentes fungicidas, sementes de Allium cepa var. Texas Early
Grano (variedade hibrida de citoplasma macho-estéril) foram utilizadas como sistema-
teste nos bioensaios realizados. As sementes foram adquiridas da Agristar (Top Seed),
Petropolis — Rio de Janeiro.

4.2.  Fungicidas

Os fungicidas utilizados foram selecionados por serem de uso em olericolas
importantes como alface, cebola, tomate e pimentéo, e por ter sido descrito que seus
grupos quimicos dicarboximida e triazol foram encontrados em quantidades irregulares
em elevado nimero de amostras alimentares. A descri¢do dos principios ativos de cada

fungicida esta na Tabela 1.

4.3.  Solucbes

Em todos os experimentos, foram utilizadas cinco concentracbes de cada
principio ativo: uma baseada na concentracdo recomendada de uso do fungicida de
acordo com o fabricante (Cs); duas concentracGes menores na proporcao de ¥ e Y2 da
concentracdo de uso recomendada (Ci: e Co, respectivamente) e duas concentragdes
maiores 2x (Cs) e 4x (Cs) da concentracdo de uso recomendada (Tabela 2). A diluicéo
da concentracdo recomendada foi baseada na cultura do tomate, por ser de importancia
econémica no Estado do Espirito Santo.

As solugbes foram preparadas diluindo os principios ativos em agua destilada
em um volume final de 250 mL. A &gua destilada foi usada como controle negativo (Co-
) e a Trifuralina (0,84 ppm) como controle positivo (Co™). A trifluralina é um herbicida
que pertence ao grupo quimico Dinitroanilinas, que é usado como controle positivo,

pois 0s seus mecanismos de acdo sdo conhecidos.
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Tabela 1. Descri¢do dos quatros fungicidas e de seus principios ativos

Nome Grupo Principio Classe
comercial / rup c1p Nome quimico s Estrutura quimica Referéncias
Classe quimico ativo toxicolGgica
n=
(RS)-1-p-chlorophenyl-4,4 11 Syt
- =1-P- -a,48- - f
FFUC:]I I?g,r d/a Tebuconazol dimethyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1- Medianamente ?HS A'\;XSA
g ylmethyl) pentan-3-ol toxico CIQCHS—CHS—?—C(CHa)Q
OH
Triazois
ol (o]
Score cis-trans-3-chloro-4-[4-methyl-2- | Op Tl Awisa,
- - Cl
Fungicida Di (1H-1,2,4-triazol-1-ylmethyl)-1,3- Extremamente CHfEO cH, 2008, 2010
P ifenoconazol dioxolan-2-yl]phenyl 4- o N
sistémico toxico § N
chlorophenyl ether N
cl O»ﬁ
3-(3,5-dichlorophenyl) -N- I -
Rovral / . . P - . N ANVISA,
Fungicida Iprodiona isopropyl-2,4-dioxo |rr_1|dazoI|d|ne— Medlgnfa\mente 77’N‘CONHCH(CH3)2 2007
1-carboxamide toxico cl o
Dicarboximida cl 0
; CH
oomiis s a0 TS awisa
Fungicida yleyeloprop ' toxico CH, 2003
o] 0

dicarboximide
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Tabela 2. Concentracdo (pug/mL) dos principios ativos dos fungicidas utilizados

Principio ativo

Co(n:g/r:;rﬁ;; % “Difenoconazol Tebuconazol  Procimidona Iprodiona
(Score) (Folicur) (Sialex) (Rovral)

C1 7,81 12,5 31,25 46,88

C2 15,63 25 62,50 93,75

Cs 31,25 50 125 187,5

Cq 62,50 100 250 375

Cs 125 200 500 750

4.4.  Analise Macroscopica

O efeito fitotoxico dos diferentes fungicidas foi avaliado pela analise de
parametros macroscopicos baseados na germinacdo das sementes e crescimento
radicular das plantulas oriundas das sementes germinadas.

O experimento foi montado em DIC (Delineamento Inteiramente Casualizado)
com cinco concentracdes de cada um dos 4 principios ativos, repetidas cinco vezes.
Cada repeticdo consistiu de uma placa de Petri com trinta sementes colocadas sobre
papel de germinacdo contendo 15 mL de solucdo-teste ou dos controles. As placas
foram cobertas com papel aluminio para evitar influéncia da luz (NARWAL et al.,
2008) e mantidas em BOD a 24 °C. No total, foram avaliadas 110 placas de Petri (25 de
cada fungicidas mais 5 de cada controle). Durante o periodo de 96 h de exposicdo,
foram realizadas contagens de germinacdo de 12 em 12 horas. Os parametros avaliados
foram: porcentagem de sementes germinadas apds 96 h, indice de velocidade de
germinacdo (IVG) a cada 12 h de avaliacdo e o comprimento da raiz de cada semente
apos as 96 h de exposicdo, calculados pelas seguintes formulas:

PSG = (total de sementes germinadas / total de sementes do tratamento x 100).
IVG = [(N1x1) + (N2-N1) x1/2 + (N3-N2) x1/3 + ... (Ny-Ny-1) x 1/y, em que Ny
representa 0 numero de sementes germinadas em um dado periodo e y representa o
namero total de periodos de avaliacao.

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa Genes (Cruz, 2013),
realizando a ANOVA e o teste de Dunnet (p>0.05).
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4.5.  Analise Microscépica

Para averiguar o potencial citotoxico e genotoxico dos agrotoxicos, foi analisada
a parte meristematica das raizes oriundas das sementes tratadas. Para isso, foram
coletadas cerca de 15 raizes por placa ap6s as 96 h de exposicao, fixadas em uma
solucdo de alcool etilico e &cido acético (3:1) e posteriormente armazenadas a — 18 °C.

Apo6s a fixacdo, as raizes foram lavadas e hidrolisadas em HCI 5N por 18
minutos em temperatura ambiente e coradas com orceina acética 2%. Para o preparo das
laminas, os meristemas foram dissociados, cobertos com laminula e esmagados em
acido-acético 45%. Foram preparadas duas laminas por placa, totalizando 10 laminas
por tratamento. Em cada lamina, foram contabilizadas aproximadamente 1.000 células,
totalizando 10.000 células por tratamento.

Os efeitos citotoxicos e genotoxicos e a ocorréncia de aberragdes cromossdémicas
e aneulopldidias foram analisadas em células em diviséo. O indice mitético (IM) foi
obtido dividindo o nimero de células em divisdo (profase, metafase, anafase e telofase)
pelo total de células avaliadas em cada tratamento. As frequéncias das alteracdes
cromossdmicas e nucleares foram obtidas dividindo o ndmero de alteracdo
(cromossémica e nuclear, respectivamente) pelo nimero total de células avaliadas. As
analises estatisticas das variaveis foram feitas utilizando o programa Genes (Cruz,

2013), realizando a ANOVA e em seguida realizou-se o teste de Dunnet (p>0.05).

4.6. Analises Moleculares

As analises moleculares para avaliar a genotoxicidade e mutagenicidade dos
principios ativos foram feitas utilizando os marcadores SSR e ISSR.

Para essas analises, foi montado um experimento em DIC para o0s principios
ativos, com 5 concentracdes de cada (Tabela 2) e 5 repeticdes, totalizando 100 placas,
aléem do controle negativo em &agua destilada e controle positivo com trifuralina
(0,84ppm). Cada placa continha sementes de Allium cepa que foram colocadas sobre
papel de germinacdo com agua destilada e colocadas para germinar em BOD a 24 °C até
atingirem cerca de 1 cm de comprimento. Apos esse periodo, foram transferidas 25
sementes para novas placas de Petri contendo 15 mL de solucdo de cada fungicida,

cobertas com papel aluminio e mantidas por 48 h em BOD a 24 °C. Posteriormente,
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foram excisados segmentos de cerca de 1 cm nas extremidades de todas as raizes para a
extracdo de DNA.

A extracdo foi realizada utilizando o protocolo de Doyle e Doyle (1990) com as
seguintes modificagdes: incubacdo das amostras com CTAB em banho-maria a 65 °C
por 45 min e agitacdo a cada 10 min; adicdo de 600 pL de cloroférmio isoamilico;
adicdo de 400 pL de isopropanol gelado; centrifugacdo 12000 por 20 min.; o
sobrenadante foi lavado com alcool 70% por duas vezes e foi ressuspendido em 100 pL
de TE contendo 50ug/ mL de RNase. A integridade do DNA gendmico foi verificada
em gel de agarose 0.8% corado com brometo de etideo e a quantidade e qualidade
determinada por espectofotometria. Para cada concentracdo de fungicida, foram
utilizados de trés a quatro DNAs com a razdo A260/A280 proxima de 1,8, totalizando
78 DNAs analisados, dos quais quatro do controle positivo; quatro do controle negativo;
trés, para cada concentracdo, dos principios ativos difenoconazol e procimidona e;
quatro, para cada concentracdo, do tebuconazol e iprodiona.

Para as amplificagbes com os primers ISSR, foram utilizados os primers da
UBC: 808, 809, 810, 812, 818, 824, 836, 884 e 886 (Tabela 3). As reacbes de PCR
foram realizadas utilizando PCR Master Mix (Thermo Scientific), cada reacdo foi
realizada num volume de 20.0 pL, contendo 30ng de DNA, 0.5 uM de primer e 1u de
Taq DNA polimerase. As condicbes de amplificacdo foram: desnaturacdo inicial por 5
minutos a 94 °C; 35 ciclos de 94 °C — 1min, 50 °C — 1 min e 72 °C — 1min e; extenséo
final a 72 °C por 10 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em geis de
agarose 1,5% e corados com brometo de etideo (1 % - 10 mL), visualizados e
fotografados sob luz UV. Os fragmentos foram comparados com DNA ladder100 pb
(Thermo Scientific).

Dez primers SSR, descritos por Jakse et al. (2005) e Martin et al. (2005) (Tabela
3), foram utilizados nas amplificacGes. Esses primers foram oriundos de ESTSs, portanto
de sequéncias expressas no genoma. Cada reacdo foi realizada em um volume final de
13,0 pL, usando tampao tipo 1B (Pht), contendo 30 ng de DNA gendmico e 0,4 uM de
cada iniciador, 1,0 u de Tag DNA polimerase, 1.8 mM de MgCl, e 1.0 mM de dNTPs.
As condicOes de amplificacdo utilizadas foram as determinadas por Jakse et al. (2005):
desnaturacdo inicial por 4 minutos a 95 °C, seguida de 30 ciclos de 94 °C — 30 s; 58 °C —
45 s; 72 °C — 1:20 minutos e extensdo final a 72 °C por 8 minutos. Os produtos de PCR
foram visualizados em géis de agarose 1.5% e corados com brometo de etidio,

visualizados e fotografados sob luz UV. Os fragmentos foram comparados com DNA
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ladder100 pb (Thermo Scientific). Tanto para ISSR como para SSR, as analises foram
repetidas duas vezes.

Para analisar os efeitos observados com o uso dos SSR, foi feita a seguinte
codificacdo: 11 e 22, locus homozigotos; 12 e 13, locus heterozigotos; 33, auséncia de
bandas; 44, arraste. Para os dados de ISSR, foi codificado 1 para presenca e 0 para
auséncia de bandas.

Com os dados moleculares codificados, foram obtidas as distancias entre as
concentragdes dos diferentes fungicidas, e por meio do quadrado da distancia euclidiana
para os dados de SSR e indice de dissimilaridade de coincidéncia simples para o ISSR.
Posteriormente, foi realizado o agrupamento UPGMA (Ligacdo Média Entre Grupo).

As andlises foram feitas no Programa Genes (Cruz, 2013).
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Tabela 3. Sequéncia dos primers oriundos de ESTs e natureza das repeti¢cOes das
Sequéncias Simples Repetitivas (SSR) e Inter Sequéncia Simples Repetitivas (ISSR)

Tamanho Tipo de
Marcador fragmento Sequéncia dos primers PO G
descrito repetiao
SSR
F- TCGTTCTTTAGAACACGTTAGGAA
ACMO004 203, 206, 213 R TGTCGGCGGATATAGTGACA (CAA)M
220, 223, 226, F: GCAGTTCTCCCTTTGTAAAATCA
ACMO06 232, R GTGATGGATGAGTGGATGGA (crey
ACMO24 %1’ gj %73 F: CCCCATTTTCTTCATTTTCTCA (GCA)10-NNN-
Syl R: TGCTGTTGCTGTTGTTGTTG (GCA)4(ACA)4
162, 166, 167, F: TCTCATTTCAACTTTCTACCTATCC
ACMO71 170 R: CTGACATTTGCTCGACTGGA (AG)10
200, 203, 206, F: CACCGTTCCTCAGCTCACTT
ACMO082 209 R: AGAGGGACGAAATGAAAGCA (TCM13
F: TCTCCTCCTCTAACCAGCCA
ACMO91 177,183 R: GGTGCTCCAGTTGAGCTTTC (TCT10
F: TGGATTTGTGAACAACCGAA
ACM102 151,154, 160 R: GATGCAGGCAGTGTTTTGAA (CAA)T
252, 255, 261, F: TTTCAGCAACATAGTATTGCGTC
ACMI119 265 R: TCTTCGGGATTGGTATGGAG (AAT)8
F: GCAAACTTGAATCCCTTCCA
ACM124 220,228, 245 R: AACCCGTTAAGAGGAGGGAA (AAAG)S
191, 193, 196, F: CCACATGGATGAAAAACACAA
ACM133 108 R: CGCTGGTAGCTGAAGCAAAT (CA)B(CC)6
ISSR
UBC 808 -eeceeeee AG AGAG AGAG AGAGAGC  woeceee
UBC 809 ceeceeeee AG AG AG AGAG AGAGAGG  ceeeeeeee
UBC 810 coeceeeee AG AGAG AGAG AGAGAGT  woeeee
UBC 812 ceeoeeeee AG AGAG AGAG AGAGAGA oo
UBC 818 ceeoeeeee CACACACACACACACAG oo
UBC 824 cooeeeee TCTCTCTCTCTCTCTCG oo
UBC 836 coeeeeee AG AG AG AG AG AG AGAGYA  wcoeee
UBC 884 cooeeeee HBHAGAGAGAGAGAGAG  eeeeeee
UBC 886 -oooeeeee VDVCTCTCTCTCTCTCT e

N:AGCT:Y:CT:H:ATC:B:T,C,G:V: A, C,G:D: AT,G.
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5. RESULTADOS

5.1. Macroscopicos e Microscopicos

Para todos os principios ativos avaliados, foram observadas alteracdes
macroscopicas nas raizes de Allium cepa tratadas dependentes da concentracdo utilizada
(Tabela 4).

O tebuconazol foi o que mais afetou a germinacdo, o IVG e o crescimento
radicular. Na menor concentracdo, somente 50% das sementes germinaram e na maior
apenas 1,33%, apresentando baixo IVG e crescimento das raizes proximo a zero nas trés
maiores concentragdes. Os efeitos observados foram mais drésticos que os observados
no controle positivo em qualquer das concentragdes utilizadas desse principio ativo.

O difenoconazol foi o segundo principio ativo mais fitotoxico, ocasionando
atraso na velocidade de germinacéo e retardo no crescimento radicular, em relacdo ao
controle negativo em todas as concentragdes, reduzindo em 37,55 % as sementes
germinadas e 64,42 % o crescimento radicular na maior concentragdo. Desse modo,
houve decréscimo em todos os parametros analisados da menor para a maior
concentragao.

Os principios ativos, procimidona e iprodiona, ndo apresentaram reducdo na
germinacdo quando comparados aos controles negativo e positivo. No entanto, o
crescimento radicular foi reduzido nas maiores concentracdes para 0s dois principios
ativos e houve reducdo do IVG a partir da terceira concentracdo (a indicada para uso)
com o iprodiona.

Na maioria dos principios ativos utilizados, houve correspondéncia de alteragdes
entre o crescimento radicular, a porcentagem de germinacéo e o indice de velocidade de
germinacao.

Em relacdo as alteracbes microscépicas, foi observado que com o aumento da
concentracdo do principio ativo houve aumento nos danos das células meristematicas
das raizes avaliadas (Tabela 4). Em geral, o indice mitético (IM) diferiu do controle
negativo e do positivo para a maioria das concentraces dos principios ativos aplicados.
Para as aberracGes cromossdmicas (AC), quase todas as concentracdes apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos controles. Quanto as aberracdes nucleares
(AN), a maioria dos tratamentos diferiram do controle negativo apresentando aumento

nas maiores concentragdes aplicadas.
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Como o tebuconazol apresentou baixa germinagdo nas trés maiores
concentragfes, ndo foi possivel analisar os pardmetros microscopicos IM, AC e AN,
pela auséncia de raizes. Mesmo assim, esse foi o principio ativo mais citotoxico em
relacdo ao demais, devido a reducdo significativa do indice mitético (92.28%) em
relacdo aos controles, nas menores concentracdes. Nessas concentragdes, também houve
aumento das aberracdes nucleares, sendo maior na segunda concentragdo (C, - maior
concentracdo que foi possivel fazer laminas), indicando menor taxa de divisao celular,
acarretando em baixo IM devido a morte das células, e ndo sendo possivel observar AC.

O difenoconazol causou um decréscimo significativo no IM a partir da C, e
aumento significativo de AC e AN em todas as concentracfes, em relacdo ao controle
negativo. A porcentagem de alteragcbes nucleares nas concentracdes Cs, Cs4 e Cs foi
estatisticamente igual ao controle positivo. Também apresentou maior média dessas
aberracdes em relacdo aos demais principios, sendo aproximadamente 18 vezes maior
que o controle negativo.

Tanto o procimidona quanto o iprodiona apresentaram decréscimo significativo
no IM em relacdo ao controle negativo, e aumento de AC a partir da menor
concentracdo, mas de forma menos severa que o controle positivo. Todas as
concentragfes dos dois principios aumentaram a porcentagem de AN e foram
semelhantes ao controle positivo, apresentando comportamento similar nos parametros
avaliados.

Considerando os tipos de alteracbes cromossdmicas observadas, todos os
principios ativos apresentaram a ocorréncia de cromossomos perdidos, cromossomos
quebrados, cromossomos pegajosos, c-metafases, pontes e c-metéafase poliploides.
Algumas dessas alteracOes estdo representadas na Figura 4. Das alteracdes observadas,
0s cromossomos pegajosos foram observados em maior frequéncia para todos o0s
principios ativos (Tabela 5). O tebuconazol apresentou frequéncias mais baixas de
alteracdes, o que € explicado pelo baixo IM e pela alta percentagem de AN. O
difenoconazol apresentou maior frequéncia de cromossomos perdidos, cromossomo
quebrado, c-metéafase, ponte e de c-metafase poliploide, demonstrando que esse
principio ativo tem mecanismos de acdo mista, sendo aneugénico e clastogénico. Os
principios procimidona e iprodiona apresentaram efeito predominantemente
aneugénico, com a¢do predominantemente no fuso, pois apresentaram alta frequéncia de

alteracdes do tipo cromossomos perdidos, c-metéafases e cromossomos pegajosos.
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Tabela 4. Pardmetros macroscopicos e microscopicos, avaliados em sementes de Allium cepa tratadas com os principios ativos
difenoconazol, tebuconazol, procimidona e iprodiona, com cinco concentra¢Bes cada, e controles negativo (dgua destilada) e positivo
(trifluralina)

T x s indice de velocidade Crescimento . Ipdlce Aberra? 6e_s Aberragges
ratamento/ Concentracéo Germinagéo de germinacio (IVG) radicular MItOi(Z)ICO (M Cromossdmicas Nucleares
%) (AC %) (AN %)
Controle negativo (Co) 95.00a +3.90 7.02a +0.22 13.97 a+ 0.59 9.98a 0.05a 0.06 a
Controle positivo (Co*) 85.33b +5.45 554b +0.62 7.170b+0.80 7.79b 1.35b 091b
C 80.67 ab +5.47 5.68b +0.80 9.97+2.01 9.33a 0.43 0.5
Cz 88.66ab +7.30 5.33b +0.66 8.76 b £ 2.07 8.68 b 0.68 0.4
Difenoconazol Cs 80.00 ab +10.27 5.33b +0.49 8.45b + 1.26 8.12b 0.74 0.60b
Cs 80.66 ab +14.61 4.92b +£0.89 6.96 b+ 1.69 7.95b 0.77 0.72b
Cs 59.33 +14.61 3.72 £0.90 4.97b +1.87 6.71b 0.91 0.78 b
C 50.00 +7.07 3.26 £0.32 2.63 £ 0.56 5.53 0.6 20.94
Cz 32.67 £13.42 2.23 £0.99 1.17+£0.49 0.77 0.12a 43.56
Tebuconazol Cs 10.67 +5.48 0.61 +0.24 0.30+£0.17 0 0a 0ab
Cq 4.00 +5.48 0.24 +0.32 0.09+0.08 0 Oa Oab
Cs 1.33 + 1.83 0.07 £0.10 0.04 + 0.05 0 Oa Oab
Ci 91.33ab +3.80 6.74ab *+ 0.46 12.21a+1.08 9.21a 0.25a 0.60b
C. 78.67b £9.01 530b £0.96 9.56 b +2.09 9.04a 031 0.78Db
Procimidona Cs 90.67 ab +7.23 6.49ab + 0.71 13.21a+1.38 9.66a 0.24a 0.65b
Cq 91.33ab +12.16 6.40ab +1.26 10.42 +2.02 8.97 ab 0.34 0.78Db
Cs 89.33ab + 8.63 6.28ab +0.72 11.54a+ 158 8.43Db 0.52 1.37b
Ci 85.33ab +13.04 5.74ab +0.74 10.78 ab + 1.47 8.94a 0.25a 0.93b
C 86.67 ab +4.08 6.60ab *+ 0.66 10.80ab +2.30 9.08a 0.39 0.84Db
Iprodiona Cs 71.33b +17.09 4.44b +1.49 10.16 ab + 5.56 9.29a 0.38 0.78b
Cq 78.67 ab +16.09 5.00b +£1.16 7.22b+1.48 8.02b 0.42 1.10b
Cs 78.00 ab +8.36 505b + 0.62 7.45b+1.22 8.13b 0.56 1.08b

As médias seguidas pela mesma letra a (Co’) nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste Dunnet. As médias seguidas pela

mesma letra b (Co*) nas colunas ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade, pelo Teste Dunnet.
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Figura 4. Alteracbes aneugénicas/ clastogénicas encontradas em maior frequéncia em
células meristematicas de Allium cepa quando submetidas aos tratamentos com 0s
principios ativos difenoconazol, tebuconazol, procimidona e iprodiona. A: c-metéafase;
B: c-metafase poliploide; C: cromossomo perdido

Tabela 5. Analise geral das alteracdes observadas em relacdo ao total de celulas de
Allium cepa analisadas para 0s principios ativos e 0s controles, para porcentagem de
cromossomo perdido; cromossomo quebrado; cromossomo pegajoso; c-metafase; ponte
e c-metafase poliploide, respectivamente

Tratamento C. C, C. c Ponte  C-met. Pol.
perdido quebrado pegajoso metafase
Controle negativo 0 0 0.49 0 0 0

Controle positivo 0.39 0.19 2.65 7.33 0.58 1.27
Difenoconazol 1.48 0.49 10.39 16.11 2.07 2.27
Tebuconazol 0.47 0.10 2.40 0.59 0.48 0.00
Procimidona 0.79 0.00 7.79 3.76 1.28 0.10
Iprodiona 0.88 0.20 13.11 2.65 1.56 0.58

5.2. Marcadores Moleculares

Na andlise do DNA, houve morte celular por necrose e por morte celular
programada (MPC) (Figura 5). A necrose ocorreu na concentracdo Cs do tebuconazol,
esta é caracterizada pelo arraste. A MPC ocorreu na C, e Cz do tebuconazol, e na Cs do
difenoconazol, pela observacdo do perfil de fragmentos de DNA caracterizada como

escada.
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Todos os ISSRs avaliados e seis dos dez SSR usados detectaram modifica¢des

no fingerprint de DNA de raizes de sementes tratadas e ndo tratadas. As alteracOes
observadas para 0 ISSR e SSR resultaram em ganho de novas bandas, perda de bandas e
reducdo na intensidade de bandas comparadas ao controle negativo (Tabela 6).

Para o ISSR, os principios tebuconazol, procimidona e iprodiona apresentaram
mais alteragdes nas maiores concentragdes (Cs, Cs, Cs) e o difenoconazol apresentou na
menor concentracdo (Ci). O tebuconazol apresentou a maior quantidade total de
alteracdes com este marcador, sendo que das 452 bandas alteradas, 234 (51,77 %)
correspondem a esse principio ativo. Destas, 76,07 % correspondem a perda e 23,93 %
ao ganho de banda.

Os principios iprodiona e o procimidona foram os segundos que ocasionaram
maiores alteracbes, sendo que das 96 e 76 bandas alteradas, 47,92 e 46,05 %
correspondem ao ganho e 52,08 e 53,95 % a perda de bandas, respectivamente.
Portanto, observa-se que esses principios apresentaram comportamentos similares nas
alteracdes, apresentado diferenca de aparecimento e desaparecimento menor que 2%. O
mesmo comportamento foi observado nas analises macroscopicas e microscopicas, iSso
pode ocorrer devido a esses principios pertencerem ao mesmo grupo quimico. O
difenoconazol apresentou menos alteracdes, sendo das 46 bandas alteradas, 43,48 %
correspondem ao ganho e 56,52 % a perda de bandas.

Com SSR, o tipo de alteracdo que mais ocorreu foi ganho de bandas. Maior
quantidade de ganho de bandas ocorreu nas maiores concentracdes (Cs, C4 e Cs) para 0s
principios difenoconazol, procimidona e iprodiona. Para o tebuconazol, ocorreu na
menor concentracdo (C1). Assim, verifica-se que o principio ativo iprodiona apresentou
mais alteracOes, apresentando 100 % de ganho de bandas. O difenoconazol em um total
de 12 bandas alteradas, 83,33 % correspondem ao ganho e 16,66 % a perda de bandas.

O tebuconazol teve 55,55 % de ganho de bandas, das nove bandas alteradas e

44,44 % correspondem a perda. O procimidona apresentou oito bandas alteradas, destas

34



87,5 % correspondem ao ganho e 12,5 % a perda de bandas. Para SSR, houve maior
quantidade de ganho do que perdas de bandas, ao contrério do observado para ISSR. As
bandas ficaram entre 150 a 500 pb.

Tabela 6. Andlise geral de ganhos, perdas e intensidade de bandas em relagcdo ao
controle negativo de cada principio ativo com marcador ISSR e SSR

ISSR N° G N° P DI
(UBC) D T P D T P I D T P I
808 0 5 1 4 0 9 0 1 0 1 1 2
809 5 8 14 18 0 1 0 O 3 5 4 5
810 7 14 7 5 3 64 4 9 0 1 2 1
812 3 11 5 0 0 0 0 O 0 11 1 0
818 0 6 0 O 1 45 4 8 0 0 0 0
824 2 6 8 9 0 10 3 3 0 0 0 0
836 0 2 0 2 7 8 7 5 0 0 0 0
884 3 2 0 6 8 33 16 19 3 0 0 3
886 0 2 0 2 7 8 7 5 0 0 0 0
Total 20 56 35 46 26 178 41 50 6 18 8 11
SSR N° G N° P DI
(ACM) D T P 1 D T P I D T P I
004 0 1 0 O 0 0 0 O 0 0 0 0
091 3 1 1 4 2 3 1 O 0 0 0 0
102 0 0 0 O 0 1 0 O 0 0 0 0
119 5 0 0 2 0 0 0 O 0 0 0 0
124 2 2 2 7 0 0 0 O 0 0 0 0
133 0 1 4 1 0 0 0 O 0 0 0 0
Total 10 5 7 14 2 4 1 O 0 0 0 0

N° G: nimero de bandas ganhas; N° P: namero de bandas perdidas; DI: diminui¢do na
intensidade. D: Difenoconazol; T: Tebuconazol; P: Procimidona; I: Iprodiona.

As dissimilaridades e distancias obtidas pelos marcadores moleculares ISSR e
SSR, respectivamente, indicaram a quantidade de alteragdes moleculares detectadas no
DNA entre as concentraces de cada principio ativo em relacdo aos controles (Tabela
7). Quanto maiores as dissimilaridades ou distancias, mais alteracdes moleculares
detectadas em relacdo ao controle negativo.

As dissimilaridades obtidas com os ISSR variaram de 0,048 (entre C4 e Cs do
difenoconazol) a 0,259 (entre Co™ e Cs do tebuconazol) e entre os controles foi de 0,089.
As distancias obtidas com os SSR variaram de 0,500 (entre C4 e Csdo difenoconazol) a
6,281 (entre Co* e Cs do tebuconazol) e entre os controles foi de 1,406. Para todas as
concentracfes dos principios ativos, foram observadas diferencas nas dissimilaridades e
distancias em relagdo aos controles negativo e positivo, mostrando que 0s marcadores
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detectaram alteracbes moleculares entre DNA tratado e controle negativo ou entre DNA
tratado e controle positivo.

Os maiores valores de dissimilaridade e distancias foram obtidos para o
Tebuconazol, indicando que esse principio ativo causou mais alteraces no DNA em
relagdo aos demais principios e aos controles. Além disso, com o aumento da
concentragdo desse principio houve aumento das médias de dissimilaridade, obtidas
com ISSR, em relagdo aos controles. Similarmente com SSR, as maiores distancias
foram obtidas para as concentragdes C4 e Cs. Esse resultado sugere um efeito de dose —
dependéncia do principio, indicando que quanto maior a concentracdo maior a
quantidade de alteragcbes no DNA (Tabela 7).

Os principios procimidona e iprodiona apresentaram maior quantidade de
alteracdes na maior concentracédo utilizada (Cs), quando comparadas as dissimilaridades
em relacdo aos controles. Entretanto, na analise feita com SSR o procimidona
apresentou maiores alteracdes nas Cz e C4em relagéo ao controle negativo. E o principio
ativo iprodiona apresentou maiores efeitos nas Cs, C1 e Cs, que ficaram mais distantes
do controle negativo, respectivamente (Tabela 7).

Diferentemente dos demais, o principio ativo difenoconazol causou maiores
danos ao DNA foram observados na menor concentracdo utilizada, verificados pelos
maiores valores de dissimilaridades e distancias em relacdo aos dois controles e as

demais concentracdes utilizadas.
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Tabela 7. Dissimilaridade, obtidas com os ISSR, e distancia genética, obtidas com SSR, dos tratamentos de DNAs expostos a diferentes
concentragOes de quatro principios ativos e os controles negativo (Co-) e positivo (Co+)

Principio Ativo /

~ ISSR SSR
Concentragdo
Co Co* C1 C> Cs Cq Cs Co Co* Ci1 Co Cs Cs Cs
Co 0,089 0,096 0,084 0,081 0,075 0,055 0 1,406 2,000 0,944 1,500 0,917 0,722
Co* 0 0,110 0,095 0,094 0,076 0,068 0 3,760 2,705 3,177 1,177 1,733
C1 0 0,070 0,097 0,091 0,081 0 0,778 1,333 2,556 2,389
Difenoconazol C2 0 0,096 0,069 0,069 0 0,667 1,556 1,611
Cs 0 0,083 0,067 0 2,000 1,944
Cs 0 0,048 0 0,500
Cs 0 0
Média 0,069 0,076 0,078 0,069 0,074 0,063 0,055 1,070 1,994 1,831 1,180 1,517 1,244 1,271
Co 0 0,089 0,177 0,171 0,216 0,250 0,259 0 1,406 2,000 1,625 1,156 4,000 3,000
Co* 0 0,169 0,160 0,207 0,228 0,242 0 4,781 4,031 3,813 5,594 6,281
Ci 0 0,129 0,188 0,226 0,249 0 1,688 1,125 3,625 1,875
Tebuconazol C2 0 0,184 0,229 0,231 0 0,406 2,375 1,875
Cs 0 0,212 0,215 0 3,031 1,631
Cs 0 0,232 0 2,250
Cs 0
Média 0,166 0,157 0,163 0,158 0,174 0,197 0,204 1,884 3,701 2,156 1,714 1,580 2,982 2,402
Co 0 0,089 0,088 0,091 0,085 0,078 0,122 0 1,406 1,167 1,500 1,111 1,556 1,111
Co* 0 0,094 0,094 0,096 0,090 0,111 0 2,427 4,094 2,205 1,566 2,122
Ci 0 0,079 0,093 0,089 0,122 0 1,556 1,167 1,778 1,278
Procimidona C 0 0,096 0,091 0,124 0 1,833 3,222 2,833
Cs 0 0,080 0,112 0 1,167 2,000
Cs 0 0,103 0 1,833
Cs 0 0
Média 0,079 0,082 0,081 0,082 0,080 0,076 0,099 1,122 1,974 1,339 2,148 1,355 1,589 1,597
Co 0 0,089 0,091 0,098 0,077 0,076 0,122 0 1,406 1,406 0,875 0,844 1,031 1,375
Co* 0 0,101 0,109 0,093 0,091 0,143 0 4,188 2,406 1,688 2,875 3,844
C: 0 0,105 0,090 0,092 0,138 0 1,406 1,938 1,125 0,781
Iprodiona C 0 0,087 0,081 0,135 0 1,631 0,969 0,500
Cs 0 0,074 0,116 0 2,500 2,281
Cs 0 0,097 0 0,594
Cs 0 0
Média 0,079 0,089 0,088 0,088 0,077 0,073 0,107 0,991 2,344 1,549 1,098 1,540 1,299 1,339
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Os agrupamentos foram realizados por principio ativo para cada tipo de
marcador (Figura 6).

Os agrupamentos obtidos com os dois tipos de marcadores para o difenoconazol
foram similares (Fig. 6 A e 6 E). As concentragdes maiores (Cs e Cs) agruparam-se ao
controle negativo. As concentragdes C1 e C formaram um grupo, que na analise com
SSR também agrupou a Cs. O controle positivo ndo se agrupou e causou maior
quantidade de alteracGes em relacdo as concentragdes do principio ativo utilizado.

Para o tebuconazol no agrupamento com os dados de ISSR (Fig. 6 B), os
controles formaram um grupo, as duas menores concentragdes outro e as maiores
concentragdes formaram grupos independentes. A proximidade dos dois controles, o
distanciamento das maiores concentracdes em relagdo ao controle negativo aliados aos
dados de dissimilaridades vistos anteriormente mostram que o tebuconazol em qualquer
concentracdo foi mais mutagénico que o controle positivo. Com o marcador SSR (Fig.
6 F), o controle negativo agrupou-se com as trés menores concentracdes e as duas
concentragfes maiores e 0 controle positivo ndo se agruparam.

No agrupamento do principio ativo procimidona, analisado com ISSR (Fig. 6 C),
foram formados o grupo do controle negativo com as Cs e C3 e 0 grupo das menores
concentragdes. O controle positivo e a Cs formaram grupos individuais. Com SSR
foram detectados um grupo com controle negativo com a maior e menor concentracao,
outro com Cz e Cs4 e 0 controle positivo e a C, se separaram dos demais.

Para o iprodiona, utilizando o ISSR (Fig. 6 D), foram formados os grupos: Cs, Cs
e controle negativo; C1, C2, Cs e controle positivo ndo se agruparam. A Cs foi a mais
dissimilar em relacdo as demais e ao controle. Com os SSR o controle negativo
agrupou-se com a Cs, portanto a menos danosa, as demais concentracdes se agruparam e

o0 controle positivo nao se agrupou (Fig. 6 H).
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Figura 6. Agrupamento UPGMA de DNAs tratados com diferentes principios ativos, obtidos de distancias genéticas e de dissimilaridade

para os primers ISSR e SSR. A e E: difenoconazol; B e F: tebuconazol; C e G: procimidona; D e H: iprodiona.
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6. DISCUSSAO

Neste estudo, foram constatados efeitos de toxicidade e fitotoxicidade,
citotoxicidade e genotoxicidade, e de mutagenicidade dos principios ativos avaliados,
por analises macroscopicas, microscopicas e moleculares no sistema Allium cepa. Esses
efeitos foram mais frequentes nas maiores concentragcdes, sendo o tebuconazol o
principio que ocasinou maiores alteragdes, mesmo em menores concentragdes.

Os ensaios macroscépicos (nos quais foram avaliados germinacdo e crescimento
radicular) e microscopicos (indice mitético, aberracdes nucleares e cromossomicas),
baseados nas andlises de ponta de raiz, sdo utilizados em estudos de prospeccdo de
efeitos toxicos de compostos. Efeitos de retardo na germinagdo indicam efeito
fitotoxico, sendo a reducdo na frequéncia de germinacdo considerada um parédmetro
eficiente e sensivel na analise de fitotoxicidade (VALERIO et al., 2007). O crescimento
radicular esta relacionado ao aumento do niumero e o alongamento das células durante a
diferenciagdo (HARASHIMA; SCHNITTGER, 2010). O aumento no numero de
células, por sua vez, € dependente da divisdo celular mitética. Logo, os dados
macroscopicos possuem correlacdo com os microscopicos (ANDRADE et al., 2010),
uma vez que sucessivos ciclos mitoticos sdo necessarios para a raiz alongar durante um
periodo de tempo.

Neste estudo, foi verificado efeito de dose-dependéncia nas analises realizadas
dos principios ativos, evidenciado pelo aumento dos danos com aumento das
concentracdes, a exemplo do crescimento radicular que reduziu com o aumento da
concentracdo. Diferentes trabalhos mostram esse efeito para compostos avaliados em
Allium cepa, como o cadmio reduziu o crescimento de raizes em maiores concentracoes
(LIU et al, 2009). O sulfato de cobre causou efeito toxico devido o atraso no
crescimento das raizes, em menores concentracdes (YILDIZ et al., 2009). A reducéo do
crescimento radicular pode estar relacionada, além do aumento no nimero de células, ao
processo de alongamento das células (FUSCONI et al., 2006) e a inibicdo da sintese de
proteinas (SETH et al., 2007).

A germinacdo e o crescimento radicular foram reduzidos nas maiores
concentragfes dos principios ativos com exce¢do do procimidona. O tebuconazol
apresentou maior toxicidade, citotoxicidade e mutagenicidade em todas as andlises
realizadas. Este afetou a germinacdo das sementes em todas as concentracdes, com

maior reducdo a partir da Cs, indicando acdo citotoxica e fitotoxica, por impedir a
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diviséo celular e o desenvolvimento das plantulas. Além disso, também induziu a morte
celular, evidenciado pela reducdo do indice mitético, pela alta frequéncia de aberracGes
nucleares e pela degradacdo do DNA por morte celular programada (Tabela 4) (Figura
5).

O indice mitético (IM) teve um decréscimo em relacdo ao controle negativo para
todos os principios ativos, indicando a ocorréncia de efeito citotdxico dos principios nas
raizes, principalmente para o difenoconazol e o tebucoanzol. Citotoxicidade evidenciada
pela reducdo do IM em Allium cepa também foi observada pela acdo do inseticida
carbofuran (SAXENA et al., 2010) e do herbicida atrazina (BOLLE et al., 2004). Nas
analises microscopicas o estudo do ciclo celular permite identificar aberragdes
ocasionadas por compostos toxicos, pela deteccdo de anormalidades no indice mitético,
aberracdes cromossdmicas ou nucleares (KLACKNICK et al., 2011; KUMARI et al.,
2011). O tipo de aberracdo pode determinar o efeito ocasionado pelo composto,
podendo ter agdo aneugénica e/ou clastogénica (FENECH, 2000).

Houve aumento das frequéncias das aberra¢fes nucleares e cromossdmicas para
todos os principios em relacdo ao controle negativo. O tebuconazol apresentou mais
aberracdes cromossémicas nas duas concentracdes avaliadas. Os demais principios a
partir da concentracdo recomendada ou acima desta foram citotoxicos por apresentarem
cromossomos perdidos, quebrados e pegajosos, pontes, c-metafases e c-metafases
poliploides.

Alteracdes que promovem modifica¢fes no fuso mitotico sdo conhecidas como
aneugénicas. Os principios ativos difenoconazol, iprodiona e procimidona apresentaram
esse tipo de acdo devido a alta frequéncia de c-metafases, c-metéafase poliploide e
cromossomos pegajosos. As c-metafases sdo formadas por bloqueio na estrututra do
aparato do fuso que afeta o fuso mitotico, provocando uma divisdo celular anormal e
formacdo de células poliploides ou aneuploide, e também pode agir na polimerizacao e
despolimerizacdo dos microtubulos (FENECH, 2000), e as c-metafases poliploides sdo
originadas apos a formacédo das c-metéfases pela duplicacdo cromossdmicas das células.
Efeito aneugénico foi relatado para o composto ativo glifosato do herbicida roundap em
raizes de Allium cepa (RANK et al, 1994).

Os cromossomos pegajosos, formados por alteracbes na estrututura dos
cromossomos prejudicando sua condensacdo normal e resultando em aglomerados
(BABICH et al., 1997), ocorreram em alta frequéncia neste estudo. Essa alteracdo esta

normalmente associada a um forte efeito citotdxico, é irreversivel e pode levar a morte
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celular (EL-GHAMERY et al, 2003; FISKEJO, 1988, 1995, 1997). Em estudo com o
fungicida flusilazole (triazol), a presenca de cromossomos pegajosos também foi uma
das aberracdes mais frequentes (OZAKCA,; SILAH, 2013).

O difenoconazol apresentou acdo clastogénica pela alta frequéncia de pontes e
fragmentos cromossdmicos. Essa agdo € caracterizada por causar quebra nos
cromossomos (FENECH, 2000). Pontes séo formadas por juncdo das extremidades das
cromatides irmds, ocasionada pela quebra dos teldomeros das mesmas, seguida da fusdo
das extremidades quebradas. Fragmentos sdo consequéncias da quebra cromossémica
originando  fragmentos  acéntricos (LEME; MARIN-MORALES, 2008).
Clastogenicidade foi relatada para o herbicida pentachlorophenol por causar quebras e
pontes (ATEEQ et al., 2002). Para hidrazida maléica (MH), foi observado pontes,
micronucleo e cromossomo isolado em Allium cepa (MARCANDO et al., 2004).

Para os principios ativos estudados, as alteragdes nucleares (AN) foi o parametro
mais afetado das analises microscopicas, diferindo em todos os casos do controle
negativo e na maioria das vezes se igualando ao controle positivo. Além disso, teve alto
incremento nas duas menores concentragdes do tebuconazol, as Unicas que
apresentaram raizes suficientes para avaliagdes desses parametros.

Aberragdes nucleares sdo caracterizadas por alteracbes morfologicas no nucleo
interfasico e resultantes da acdo tdxica de compostos. Sdo importantes quando
analisadas em conjunto com as alteragdes cromossémicas, tornando os dados mais
precisos em relacdo aos danos causados no DNA dos organismos testes (LEME;
MARIN-MORALES, 2009). Neste estudo, as AC e AN apresentaram comportamento
similar. Assim, com o0 aumento da concentragdo dos principios ativos houve aumento
dessas aberracdes em relacdo ao controle negativo. O mesmo comportamento foi
relatado para os herbicidas pentaclofenol, 2,4-D e butaclor (ATEEQ et al, 2002).

Aberracdes nucleares foram observadas para todos os principios ativos e em
todas as concentracBes. O tebuconazol apresentou altas frequéncias de aberracGes
nucleares nas concentracfes C; e principalmente na Cz, demonstrando morte das células
e baixa divisdo celular, o que ocasiona aumento no nimero de ndcleos condensados,
que tem relacdo com a baixa porcentagem de germinacgdo, crescimento das raizes e a
degradacdo do DNA por meio da morte celular programada (Fig. 5). A morte celular
programada envolve modificaces nos processos bioquimicos e morfolégicos das
células e seus componentes, como degradacdo do DNA e condensacdo nuclear

(MCCABE, 2010). Nucleos condensados sdo uma das principais consequéncias desse
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tipo de morte celular, como verificado em estudo com SPL, que demonstrou uma
relacdo entre a condensagdo de nucleos e a presenca de morte celular programada.
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2011).

Outro tipo de morte celular observada foi a necrose, que € caracterizada pela
presenca do arraste do DNA em corrida eletroforética, demonstrando que o DNA foi
degradado pela acdo do principio ativo tebuconazol na Cs (Figura 5). A morte celular
ocorre como uma forma de defesa da planta, para impedir que o agente cause danos
celulares, sendo a necrose considerada um processo de degradacdo passiva e como
consequéncia dessa degradacdo promove a ruptura da membrana (XIONG et al., 2006).

E importante considerar que estudos em Allium cepa demonstram sempre
toxicidade. AlteragBes no crescimento radicular indicam fitotoxicidade e no indice
mitotico indicam citotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2011), enquanto que aberracdes
cromossdmicas mostram efeito genotdxico e citotoxico, e aberra¢es nucleares mostram
efeito citotoxico (FISKESJO, 1985; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

As andlises moleculares reforcam e complementam o observado na citogenética,
demonstrando os efeitos mutagénicos dos principios ativos e 0 modo de acdo no DNA,
verificado pelo distanciamento das maiores concentragdes em relacdo ao controle
negativo e pelo ganho e perdas de bandas com os dois tipos de marcadores. Zhiyi e
Haowen (2004) também relataram tal distanciamento entre amostras tratadas e nédo
tratadas usando o marcador RAPD, para avaliar o inseticida dimetoato em peixe-zebra.
Enan (2007) relatou distancias crescentes com 0 aumento da concentracdo de
paranitrophenol em relacdo ao controle negativo, usando RAPD. Em mudas de cevadas,
Liu et al. (2005) verificaram o desaparecimento de bandas com o aumento da
concentragao.

Da mesma forma que nas andlises macroscOpicas e microscopicas, nas
moleculares, com os marcadores ISSR e SRR, o tebuconazol foi o principio que
ocasionou maiores danos, dado o distanciamento crescente dos tratamentos em relacéo
ao controle negativo nas maiores concentracdes. O mesmo foi verificado para
procimidona e iprodiona, com o marcador ISSR. Essa concordancia entre andlises
macroscopicas e moleculares também foi verificada por Liu et al, (2005) que
observaram uma reducdo do crescimento radicular de cevada e aumento de alteracdes
no perfil de DNA obtido por RAPD, com aumento da concentracdo de cadmio.

Com o marcador SSR, foram observados resultados distintos para os principios

procimidona e iprodiona, em relagcdo as analises macroscopicas e microscopicas, com as
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maiores distancias nas concentragbes Cs e Ci, respectivamente (Tabelas 4, 7). Além
disso, diferentemente das andlises macro e microscopicas nas quais as maiores
concentragOes foram as mais danosas, com os dois tipos de marcadores 0 maior nimero
de alteracbes no DNA, causados pelo difenoconazol foram detectadas nas menores
concentragfes. Isso revela que o principio causou maior quantidade de mutacGes na
sequéncia de DNA em baixas concentracdes, embora maiores danos fitotoxicos e
aberragdes tenham sido detectados nas maiores concentracdes.

AlteracBes no DNA foram verificadas com analises moleculares que ndo foram
detectadas nas macro e microscépicas, como o ganho e perda de bandas. Mesmo em
menores concentracdes foram detectadas alteracdes no DNA, ndo encontradas nas
demais analises. Estudos com RAPD, AFLP e RFLP demonstraram que esses
marcadores apresentam maior sensibilidade que os testes classicos em detectar
alteracdes no DNA (SAVVA, 1998; LABRA et al., 2003).

As alteracOes e variacdes no perfil de DNA verificados foram devido ao ganho,
perda e mudanca na intensidade de fragmentos de DNA amplificados (bandas) por ISSR
ou SSR, mostrando que 0s principios ativos induziram alteragdes no DNA em relacéo
ao controle negativo. Perda e ganho de bandas para seis primers de RAPD, em peixes,
foram causadas pelo principio ativo carbofuran (MOHANTY et al., 2009) e variacdo na
intensidade de banda em perfis de RAPD, foram relatados em estudo com cadmio em
mudas de cevada (LIU et al., 2005). Barky et al. (2012) verificaram mudancas no
padrdo de perfis de ISSR e RAPD entre grupos tratados e ndo tratados, quando
avaliaram o efeito dos herbicidas atrazina e roundap em Biomphalaria alexandrina
snails, incluindo alteragdes no niamero, intensidade e posi¢éo das bandas.

O ganho e perda de bandas podem estar relacionados a presenca de aduto de
DNA, impedindo o anelamento do primer e também devido as quebras e mutacdes no
sitio de anelamento, com consequente alteracdo do fingerprints do DNA (ENAN, 2007).
O aduto é formado pela interacdo do DNA com substancias quimicas (RIBEIRO, 2004).
A base do DNA mais propensa a essa alteracdo é a guanina, apesar de ser verificado
com as outras bases também (DIPPLE, 1995) e os primers ISSR sdo ricos nessa base.
Assim, ganho, perda ou alteracdo na intensidade de bandas sdo danos observados nos
testes moleculares que evidenciam instabilidade do genoma do organismo a um
composto. Essa instabilidade é ocasionada por mutacdes, principalmente por aquelas
que danificam a manutencdo da célula em processos de reparo, replicacao,
recombinacdo do DNA e diviséo celular (FENECH, 2005).
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A perda de bandas aconteceu em maior proporcéo do que o ganho para 0s nove
primers de ISSR nos tratamentos com os principios ativos. A capacidade de detectar
mais perdas com o ISSR pode estar relacionada a quantidade de locos em heterozigose
que foram afetados no genoma avaliado, assim como o marcador é dominante, a
alteracdo no local de anelamento na sequéncia de DNA de apenas um dos homologos
seria detectada como desaparecimento. Como o gendtipo de cebola utilizado é um
hibrido, no qual se espera muitos locos em heterozigose, privilegia esse tipo de
deteccdo. Além disso, esse marcador acessa maior quantidade de locos por vez, em
virtude do primer se anelar em diferentes locais no genoma.

O ganho de bandas ocorreu em maior frequéncia para o marcador SSR. Para o
SSR, é mais facil identificar o aparecimento de banda que a perda, pois na exposicdo de
um organismo a um mutageno algumas células sdo afetadas e outras ndo em diferentes
locais no cromossomo. Assim, ao extrair DNA de varias células, como dificilmente
ocorreria mudanca no mesmo lugar no DNA em todas as células, dificultando a
identificacdo de danos em menor grau como a perda de banda, mas ndo afetando a
analise de surgimento de novas bandas, pois 0 primer é especifico ao sitio de ligacdo
(SAVVA, 2000).

Estudo realizado com peixe-zebra verificou aumento no aparecimento de bandas
por RAPD, mostrando um efeito genotoxico do metilmercdrio (LEREBOURS et al.
2013). Em estudo com cadmio, o surgimento de bandas de RAPD ocorreu nas
concentracdes de 30, 60 e 120 mg/L de cadmio, e esse evento pode estar relacionado
com o processo de reparo do DNA e com processo de replicacdo nas pontas das raizes
de cevada (LIU et al.,, 2005). O ganho de bandas também pode ocorrer devido a
instabilidade do molde genémico relacionados com os danos no DNA ou com a
eficiéncia de reparo e replicacdo do DNA (ATIENZAR et al., 1999).

Para os marcadores usados, foram observadas mudanca na intensidade de banda,
tanto em menores como em maiores concentragdes. Essa alteracdo ocorre devido a
menor interacdo do primer com 0 DNA nas fases iniciais de anelamento e de extenséao
(WELSH et al., 1995) e também a presenca de adutos de DNA, que podem inibir ou
reduzir a polimerizacdo da DNA durante a PCR (ATIENZAR, JHA, 2006). Em perfis
de RAPD, as alteragdes de intensidade de bandas sdo amplamente relatadas em DNA’s
expostos a agentes mutagénicos e genotoxicos (ATIENZAR et al., 2001; ATIENZAR et
al, 2002; GUIDA et al., 2010) e ocasionam muta¢des que modificam a estabilidade do

modelo de interacdo do primer, mas ndo altera a capacidade do primer em se anelar
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(SAVVA, 2000; JONES; KORTENKAMP, 2000). Mudanca de intensidade foi relatado
por Liu et al. (2005), com RAPD, em maior quantidade em menores concentragdes de
cadmio e a reducdo em maiores concentragdes.

Os agrupamentos s@o realizados por estimativas de distancias ou
dissimilaridades, entre grupos tratados e o controle. Neste estudo, utilizando ISSR e
SSR, verificou-se agrupamento de concentracbes de acordo com as alteracOes
ocasionadas no DNA, para cada principio ativo. O marcador ISSR conseguiu diferenciar
maior nimero de grupos dos DNA’s tratados em relacdo ao SSR para os principios
ativos. O fato dos dois tipos de marcadores amostrarem nimero e regides distintas no
DNA, e dos SSR usados serem relacionados a sequéncias expressas e 0s de ISSR néo
necessariamente, resultados distintos podem ser encontrados.

Em estudo de genotoxicidade em Eruca sativa, o0 marcador ISSR foi reportado
como uma poderosa ferramenta na medicdo quantitativa e qualitativa da atividade
genotoxica causada por metais pesados, podendo ser aplicado em diversos organismos
testes e na avaliacdo de poluicdo ambiental, com potencial para tornar-se uma
metodologia universal de identificacio de genes alvos especificos de agentes
contaminantes (AL-QURAINY, 2010).

O tebuconazol e o difenoconazol formaram grupos semelhantes com os dois
marcadores, indicando que os marcadores detectaram alteragdes similares nos DNA’s
tratados. Entretanto, grupos diferentes foram obtidos com os dois tipos de marcadores
para o procimidona e o iprodiona, demonstrando deteccdo de alteracdes distintas.
Estudo realizado com metais pesados observou uma relacdo entre o agrupamento e a
distancia para o RAPD, pois a maior distancia foi verificada na menor concentracdo de
chumbo, indicando que as plantas expostas foram danificadas a nivel molecular
(ENAN, 2006).

Com o ISSR, foi verificado dose-dependéncia para todos os principios, por
separar as menores concentragdes e o controle negativo das maiores concentragdes,
mostrando que o0 aumento da concentracdo aumentou 0s danos ocasionados pelos
principios ativos. O mesmo comportamento foi observado para o SSR para o
difenoconazol e tebuconazol. Para o procimidona e iprodiona, ndo foi possivel separar
as maiores das menores concentracdes e do controle negativo para o SSR. Dose-
dependéncia também foi verificada em estudo com RAPD em soja expostas a radiacdo

gama e em feijdo com AP-PCR, quando exposto ao paranitrofenol, demonstrando uma
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relacdo entre os grupos formados e a distancia nas maiores concentracdes de (ENAN,
2007; ATAK et al., 2004).

Com analises de agrupamento, Luan et al. (2012) obtiveram um grupo para o
controle e outro para os DNAs tratados usando RAPD. Berckmoes et al. (2005)
conseguiram identificar um distanciamento de organismos que habitam locais
contaminados em diversos niveis de poluicéo.

H& poucos relatos de uso de marcador ISSR e SSR para deteccdo de
mutagenicidade. Estes sdo conhecidos por serem marcadores mais robustos e
reprodutiveis, o primeiro dominante e 0 segundo codominante, permitindo aumentar a
confiabilidade dos dados e no caso de codominante acrescentar informagoes.

Em estudo de genotoxicidade de cadmio em alface, Monteiro et al. (2007)
relataram que o SSR é uma ferramenta para auxiliar no esclarecimento de danos
causados por agentes genotoxicos. A sensibilidade em detectar pequenas alteragdes na
sequéncia de DNA foi relatada para esse marcador em estudo com cadmio na analise da
instabilidade de microssatélites (EL-GHOR et al., 2010).

Os marcadores ISSR e SSR se destacam por gerar fingerprints polimoérficos e
reprodutiveis (BORNET; BRANCHARD, 2001). Os ISSR séo arbitrarios e identificam
mutacOes em diferentes locais. Nesse caso, conseguem detectar mutacGes fora do local
de anelamento do primer, porque 0 organismo ao entrar em contado com a substancia
toxica, a replicagdo do DNA e o reparo das células de forma errada ocasionam mutacoes
em quantidades elevadas (BOWDITCH et al., 1993; LIVNEH et al., 1993).

Entdo, neste estudo, verificou-se correlacdo entre as analises macroscopicas,
microscopicas e moleculares, por meio das alteracdes observadas, que apresentaram
dose-dependéncia em relacdo a concentracdo dos principios ativos. Os marcadores
moleculares ISSR e SSR permitiram detectar as alteragdes ocasionadas no DNA mesmo
em menores concentracdes, podendo ser utilizados como ferramentas em estudos de
genotoxicidade, pois permitem quantificar os danos causados por substancias toxicas,

que nao sdo verificadas em analises classicas.
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7. CONCLUSAO

As andlises macroscopicas, microscépicas e moleculares sdo eficazes em
detectar a toxicidade dos fungicidas usados.

As analises macroscopicas, microscépicas e moleculares podem ser utilizadas
em conjunto como indicadores confiaveis em detectar danos ocasionados por
substancias quimicas potencialmente toxicas em Allium cepa.

Os marcadores moleculares ISSR e SSR podem ser utilizados como ferramenta
em anélise de mutagenicidade, mostrando ser eficientes em diferenciar as alteragdes nos
perfis de amplificacdo e podem ser informativos em estudos de genética toxicoldgica,
demonstrando um grande potencial para avaliagdes de toxicidade.
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