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RESUMO

O avanco agricola sobre o Cerrado tem provocado inumeros problemas ambientais.
A vegetacdo nativa tem sido substituida por grandes monoculturas que fazem uso
intensivo de agrotoxicos. Essas substancias quimicas provocam modificacdes
indesejaveis nos ecossistemas, destacando a contaminacdo de espécies florestais
nativas ndo alvo, através da deriva. Entre as diversas espécies frutiferas do Cerrado,
Eugenia dysenterica DC., popularmente conhecida como cagaita, destaca-se por
seu multiplo uso pelas comunidades locais. Em funcdo do potencial deletério dos
agrotoxicos sobre a saude humana e ao meio ambiente, torna-se imprescindivel
buscar mecanismos que monitorem as condicbes ambientais. Assim, o0 objetivo
desse trabalho foi avaliar os efeitos do glifosato e fipronil em Eugenia dysenterica
DC. e 0 seu uso em potencial como bioindicadora da presenca dessas substancias
no ambiente. Os experimentos foram conduzidos na casa de vegetacdo da
Universidade Federal do Tocantins — UFT, campus de Palmas, e foram analisadas a
toxicidade visual, as caracteristicas fisiolégicas e morfoanatbmicas de E.
dysenterica, exposta a concentracdes de 0, 550, 1110 e 2220 g.e.a.ha™ do glifosato
e 0, 260, 520 e 1040 g.i.a.ha™ de fipronil, respectivamente. Os resultados apontam
gue o glifosato causou toxicidade nas folhas em todos os tratamentos. Reducfes
gradativas da fotossintese (A), condutancia estomatica (gs) e da transpiracao (E),
em resposta ao aumento da dose, no decorrer dos dias, também foram identificados.
O glifosato causou danos as estruturas anatémicas das folhas de E. dysenterica em
todas as doses. Em relac&o ao fipronil, houve sintomas de toxicidade na maior dose
e decréscimo na fotossintética, condutancia estoméatica e transpiracdo que variaram
em funcdo da dose e do tempo de exposicdo. Também foram identificadas
modificacdes anatbmicas nos tecidos em todos os tratamentos. Diante dos dados
analisados, pode-se afirmar que as plantas de E. dysenterica sdo sensiveis a acao
do glifosato e fipronil. Foram identificados efeitos negativos desses agrotéxicos nos
parametros morfoldgicos, fisiologicos e anatdbmicos que foram potencializados em
funcdo da dose e do tempo de exposi¢do. No entanto, ressalta-se a necessidade de
pesquisas mais detalhadas, buscando ratificar em campo a eficacia dos parametros

bioindicadores identificados nessa pesquisa.

Palavras-chave: Agrotoxico; Cerrado; Toxicidade; Saude humana.



ABSTRAT

The agricultural advance over the Cerrado has caused countless environmental
issues. The native vegetation has been replaced by large monocultures which make
intensive use of pesticides. These chemical substances cause undesirable changes
in ecosystems, highlighting the contamination of non target native forest species,
through drift. Among the various fruit species of the Cerrado, Eugenia dysenterica
DC, popularly known as cagaita, excels for its multiple use by local communities. Due
to the deleterious potential of pesticides on human health and the environment, it is
essential to seek mechanisms to monitor environmental conditions. Thus, the
objective of this study was to evaluate the effects of glyphosate and fipronil on
Eugenia dysenterica DC. and its potential usage as a bioindicator of the presence of
these substances in the environment. The experiments was conducted in the
greenhouse of the Universidade Federal do Tocantins - UFT, Palmas campus, and
the visual toxicity, physiological and morphoanatomical characteristics of E.
dysenterica were analyzed, exposing it to concentrations of 0, 550, 1110 and 2220
g.e.a.ha-1 of glyphosate and 0, 260, 520 and 1040 g.i.a.ha-1 of fipronil, respectively.
The results indicate that glyphosate caused toxicity in leaves in all treatments.
Gradual reductions in photosynthesis (A), stomatal conductance (gs) and
transpiration (E), in response to increasing doses, over the course of days, were also
identified. Glyphosate caused damage to the anatomical structures of E. dysenterica
leaves in all doses. Regarding fipronil, the individuals presented symptoms toxicity at
the highest dose and decrease in photosynthetic, stomatal conductance, and
transpiration that varied as a function of dose and exposure time. Anatomical
changes were also identified in the tissues in all treatments. Given the data analyzed,
it can be stated that E. dysenterica plants are sensitive to the action of glyphosate
and fipronil. Negative effects of these agrochemicals were identified in morphological,
physiological and anatomical parameters that were strengthened by the dose and
exposure time. However, we emphasize the need for more detailed research,
seeking to ratify in the field the effectiveness of the bioindicator parameters identified
in this research.

Keywords: Agrotoxic; Cerrado; Toxicity; Human health.
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1. INTRODUCAO

O Cerrado é a segunda maior formacao vegetal do Brasil, abrigando um terco
da biodiversidade do pais. Trata-se de um dos dominios mais ameacados das
Ameéricas. Estima-se que ja perdeu cerca de 50% da cobertura vegetal (INPE, 2019).
As taxas de desmatamento sdo superiores as da Floresta Amazbnica. A sua
crescente degradacdo esta associada a alguns fatores, como o fato de ter sido
historicamente subvalorizado, sendo negligenciado pelas politicas publicas
brasileiras com limitada protecédo legal; implementacéo de obras de infraestruturas e
a expansao da fronteira agricola na regido centro-oeste do pais (OVERBECK, 2015;
STRASSBURG et. al., 2017).

As alteracdes ocorridas no Cerrado, sobretudo em funcdo do avanco do
agronegocio, tém provocado transformacdes na sua paisagem natural. A vegetacéo
nativa tem sido substituida por extensas areas de monoculturas que fazem uso
intensivo de agrotéxicos. Como consequéncia, o desmatamento e a introducdo de
substancias como o0 agrotéxico no ambiente, coloca em risco de extincdo inUmeras
espécies nativas que possuem elevado potencial econdmico, ecologico e social
(SCARIOT; RIBEIRO, 2015).

Dentre as diversas espécies frutiferas do Cerrado, Eugenia dysenterica DC.,
popularmente conhecida como cagaita, destaca-se por seu mudultiplo uso pelas
comunidades locais. O seu fruto tanto é consumido in natura, quanto utilizado na
producdo de alimentos diversos (polpa, geleia, licor, sorvetes, doces, sucos, etc); a
folha, flor e casca sdo utilizadas como fonte de medicamento e a madeira €
empregada na producédo de mourédo, lenha e carvao (MARTINOTTO et. al., 2008).
Além disso, desempenha importante papel ecolégico na regeneracdo natural,
através da rebrota de raizes, o que contribui para a recuperacdo da vegetacdo
nativa. E uma espécie de grande relevancia ambiental para as populagdes regionais.
Todavia, a reducdo do Cerrado tem interferido na sua disponibilidade, limitando o
tamanho e a quantidade das éareas onde a cagaiteira ocorre naturalmente
(SCARIOT; RIBEIRO, 2015).

A expansao da fronteira agricola na regido do Cerrado transformou grandes
extensdes de terras antes consideradas inférteis em agricultaveis. Essa converséo
foi implementada através do uso em larga escala de insumos quimicos como

fertilizantes e agrotéxicos (SILVA, 2018).
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Habitualmente conhecidos como pesticidas, defensivos agricolas,
fitossanitarios ou agroquimicos, os agrotoxicos sdo produtos quimicos, utilizados
para prevenir, destruir ou controlar diversas pragas e doencas (PERES; MOREIRA,
2003). No Brasil, sdo regulamentados pela Lein® 7.802, de 11 de julho de 1989,
que dispde sobre a normatizacdo dessas substancias no pais (BRASIL, 1989). Em
virtude da grande diversidade, esses sédo classificados em: inseticidas, fungicidas,
herbicidas, raticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas e fumigantes. Dentre os
produtos mais comercializados no Brasil, as classes dos herbicidas e inseticidas
destacam-se pela sua ampla utilizagdo no combate a erva daninha e pragas
agricolas, respectivamente (ANDREI, 2005).

O Brasil lidera o ranking mundial de consumo de agrotdxicos. O glifosato € o
herbicida mais utilizado nas culturas agricolas (IBAMA, 2019). Sua rapida eficiéncia
associada ao amplo espectro de acao promove o uso indiscriminado desse produto,
principalmente em culturas transgénicas, o que acaba comprometendo espécies
nativas nao alvo. Dentre os inseticidas, o fipronil se sobressai por ser amplamente
utilizado em diversas culturas agricolas, como milho, soja, algodao, arroz, batata,
cana de acUcar, cevada, feijio e trigo (ANVISA, 2016). E também comumente
empregado no combate de carrapatos e pulgas em animais domésticos. Esse
inseticida possui alta persisténcia no ambiente, causando danos aos ecossistemas e
a saude humana (CHAGURI et. al., 2016).

O Tocantins esta localizado na zona de transicao entre o Cerrado e a Floresta
Amazobnica, com 91% do seu territério ocupado pelo dominio Cerrado e suas
variacdes fitofisiondbmicas (SILVA, 2007). Atualmente, € o maior produtor de graos
da regido Norte do Brasil, com area plantada de 1,3 milhdes de hectares. Destaque
para a soja que representa 72% da producdo (SEAGRO, 2019). Proporcionalmente,
a medida que avanca a producao agricola, aumenta o uso de agrotéxicos. Estima-se
que o estado utilizou aproximadamente 17.403.387 litros de produtos quimicos em
2015, e passou a ser 0 segundo maior consumidor da regido Norte (ALMEIDA, 2015;
PIGNATI, 2017).

Esses produtos quimicos causam sérios impactos ao meio ambiente atraves
da contaminacao dos recursos naturais (DUTRA, 2017). Apoés aplicado, parte dessas
substancias se dispersa no ambiente por meio da deriva, afetando espécies néo

alvo, contaminando fragmentos florestais, propriedades rurais adjacentes a
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monoculturas como os assentamentos, e potencialmente 0s animais e 0S seres
humanos (PEREIRA et. al., 2015; LUCADAMO et. al., 2018). De acordo com
Gavrilescu (2005), do total de agrotoxicos aplicados, aproximadamente 55% nao
atinge seu alvo, dispersando-se pelos componentes bidticos e abioticos (agua, solo,
plantas e atmosfera) do ecossistema. N&o existe uso de agrotoxico sem
contaminacdo das areas adjacentes, e consequentemente, sem afetar as pessoas
gue vivem ou trabalham nesse entorno (LONDRES, 2011).

Os transtornos causados pelos agrotoxicos extrapolam os danos ambientais,
sendo considerados problema de saude publica. Em funcdo do acentuado uso
desses produtos, € possivel afirmar que a maioria da populacdo esta exposta de
alguma forma, seja por meio do contado direto com o produto, ou indireto, através
da deriva que atinge areas adjacentes a sua aplicacdo, ou ainda por meio do
consumo da agua e alimentos contaminados (ALMEIDA, 2015).

Em funcg&o do potencial deletério dos agrotoxicos sobre a saide humana e ao
meio ambiente, torna-se imprescindivel buscar mecanismos que monitorem as
condicbes ambientais. Dentre as diversas técnicas empregadas tem-se o0
biomonitoramento. Essa ferramenta de avaliacdo permite diagnosticar as mudangas
ocorridas no ambiente, através das respostas biolégicas de espécies bioindicadoras
(KAPUSTA, 2008).

As plantas sdo sensiveis as perturbacdes ambientais e, quando expostas ao
agente estressor, reagem de forma previsivel e mensuravel, através de alteracbes
nas suas funcgdes vitais ou na sua composicdo quimica. Antes de surgirem oS
sintomas visiveis nas plantas ocorrem alteracbes bioquimicas, fisiolégicas,
anatbmicas e morfolégicas (LIMA, 2001).

Segundo LIMA (2001), os parametros morfolégicos de plantas superiores sao
bioindicadores de alta eficacia, podendo ser empregados no monitoramento a curto
ou longo prazo, com diferentes concentragbes de poluentes. Desse modo, a
utilizacao de plantas como bioindicadores de contaminantes quimicos apresenta-se
como uma alternativa eficiente que fornece informagbes sobre a qualidade
ambiental, tornando-se peca-chave para a definicdo de a¢cdes que visem mitigar 0os
impactos adversos pelo uso de agrotéxicos (ANDREA, 2008).

Como a cagaita € bastante usual entre os habitantes do Cerrado (pequenos

produtores, comunidades quilombolas e ribeirinhos) estudos que busquem avaliar a
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aptiddo da espécie como bioindicadora da qualidade ambiental constituem
ferramentas importantes para as comunidades regionais, pois permitem inferir sobre
0s riscos de contaminacgao por residuos quimicos, aos quais estdo expostas. Nesse
sentido, decisdes no ambito politico e sanitario poderdo ser tomadas, auxiliando na
definicdo de estratégias para a prevencao e o monitoramento dos danos causados
pelos agrotdxicos sobre o meio ambiente, a salde e a seguranga alimentar da
populacdo. Assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da deriva de
agrotoxicos em E. dysenterica e 0 seu uso em potencial como bioindicador da

presenca dessas substancias quimicas no ambiente.

2. HIPOTESE

O (glifosato e o fipronil provocam alteracdes morfologicas, fisiologicas e
anatdbmicas em plantas de Eugenia dysenterica e, essa espécie pode ser utilizada

como bioindicadora de ambientes contaminados por esses agrotoxicos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos do glifosato e fipronil em E. dysenterica e 0 seu uso em
potencial como bioindicadora da presenca dessas substancias quimicas no

ambiente.

3.2. Objetivos Especificos

Identificar a toxicidade sofrida pela E. dysenterica, ap0s exposicdo ao
glifosato e fipronil;

Analisar as caracteristicas anatbmicas e fisiolégicas de E. dysenterica,
guando exposta a diferentes concentracdes de glifosato e fipronil;

Investigar o potencial de E. dysenterica como espécie bioindicadora de
ambientes contaminados pelo glifosato e fipronil, visando sua utilizacdo pelas

comunidades rurais em futuros programas de biomonitoramento ambiental.
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4. REVISAO DE LITERATURA
4.1. Questdes socioambientais do uso de agrotéxico no Cerrado

A abundancia de recursos naturais, associados aos avangos tecnoldgicos,
colocou o Brasil em posicao de destaque no cendrio agricola mundial. A “Revolugao
Verde” foi o marco da modernizagado do campo. As inovagdes tecnologicas, como os
insumos quimicos industriais (fertilizantes e agrotoxicos), sementes modificadas,
irrigacdo e mecanizacdo promoveram a industrializacdo da agricultura (PEDLOWSKI
et. al., 2006).

A evolucdo dos processos produtivos agricolas a partir da década de 1960,
baseado no uso intensivo de insumos quimicos e recursos haturais, promoveu uma
série de impactos ambientais. Perda da biodiversidade e patrimbénio genético,
reducdo das areas florestais, erosao dos solos e desertificacdo, contaminacao dos
recursos naturais e dos alimentos sao algumas das consequéncias decorrentes das
rapidas e complexas transformacdes pelos quais passou o modelo de producéo
agricola (BALSAN, 2006; WAICHMAN, 2012).

Inserido no pacote tecnoldgico, os agrotoxicos, também conhecidos como
pesticidas ou agroquimicos, sao agentes quimicos utilizados para combater
organismos considerados prejudiciais as culturas. Na década de 1970, o governo
brasileiro inseriu 0 uso de agroquimicos como integrante da politica agricola de
modernizacdo do campo, atrelando o crédito rural a compra de agrotoxico. Essa
tecnologia quimica foi introduzida na lavoura sem nenhuma adaptacdo as condicfes
ecolégicas e socioecondmicas do pais (ALVES FILHO, 2000; ALVES FILHO, 2002).

Com o intuito de aumentar a produtividade, a agricultura passou a utilizar de
maneira intensa esses produtos. O uso desordenado nas mais diversas condicfes
ambientais acarretou numa série de transtornos e modificacdes nos ecossistemas,
tais como: contaminacdo da agua e solos, alteracdo das populagbes faunisticas,
ocorréncia de residuos em alimentos, efeito em organismos nao-visados e
intoxicacdo de trabalhadores rurais (ALVES FILHO, 2000; CAMPANHOLA,
BETTIOL, 2003; PEDLOWSKI et. al., 2006; PELAEZ et. al., 2010).

Em 1962, Rachel Carson em seu livro intitulado “Primavera Silenciosa”, ja
relatava os efeitos deletérios dos agrotdxicos no meio ambiente. Através de

observacbes, a autora descreveu os impactos dos pesticidas na biodiversidade
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faunistica, mostrando a urgente necessidade de buscar alternativas mais
sustentaveis para a produgéo agricola.

O Brasil esta entre os paises que mais utiliza agrotéxicos no mundo. Estima-
se que 19% da producdo mundial seja consumido no pais e destes, 60% sé&o
herbicidas. O elevado consumo desses produtos esta relacionado com a “expanséao
da fronteira agricola”, onde as florestas sdo suprimidas para dar lugar a grandes
monoculturas (LONDRES, 2012; BOMBARDI, 2017; PIGNATI et. al.,, 2017). De
acordo com Bombardi (2012), o agronegdcio brasileiro é o grande responsavel pelo
elevado consumo dessas substancias quimicas.

A expansao do agronegocio e a uniformizacdo das culturas, além de exigir
extensas areas, torna o plantio mais vulneravel ao aparecimento de pragas e
consequentemente, maior necessidade de agrotoxicos. Como resultado da
somatoéria desses fatores, nas trés ultimas décadas, o Cerrado vem passando por
um intenso processo de degradacdo ambiental, com elevado risco de contaminacao
por agrotoxicos das suas bacias hidrograficas e aquiferos (SOARES; PORTO, 2007,
PIGNATI et. al., 2017).

Com uma éarea de aproximadamente 2.036.448 Kmz?, que corresponde a 24%
do territorio brasileiro, o Cerrado é o segundo maior dominio da América do Sul.
Estende-se pelos os estados de Goids, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Minas Gerais, Bahia, Maranh&o, Piaui, Rondonia, Parana, S&o Paulo e Distrito
Federal, além dos encraves no Amapa, Roraima e Amazonas. Apresenta alta
diversidade biolégica, sendo conhecido como a maior savana do mundo (MMA,
2019).

Antes visto como infértil, o Cerrado se tornou a maior fronteira agricola do
mundo. Nele encontra-se trés das maiores bacias hidrograficas da América do Sul: a
Amazobnica, Parana e do S&o Francisco. Trata-se de um bioma com grande
importancia fito e zoogeografica. Com o avan¢o do desmatamento e a destruicdo do
seu habitat muitas espécies nativas correm o risco de serem extintas (SILVA et. al.,
2000; GOMES, 2008; CUNHA et. al., 2008; DE MEDEIRQOS, 2007).

Segundo Arruda et. al. (2012), existem mais de 58 espécies de frutos nativos
do Cerrado, que sdo conhecidos e utilizados pela populagdo. Entre os mais
consumidos e vendidos estdo: pequi, buriti, mangaba, cagaita, bacupari, cajuzinho

do cerrado, araticum e as sementes do baru (MMA, 2019).
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Para fins medicinais, sdo empregadas mais de 220 espécies no tratamento de
diversas enfermidades. O conhecimento e a forma de utilizagdo dessas plantas séo
transmitidos a populacéo de geracao para geracao (ALVES et. al., 2008). Apesar do
grande potencial socioeconémico, a vegetacdo do Cerrado € subutilizada, ficando
seu uso restrito aos moradores locais, tendo no extrativismo sua principal forma de
exploracdo (BRASIL, 2008; CARLQOS, 2009).

Além da rica biodiversidade, o Cerrado tem grande importancia social, ele é
habitado por comunidades rurais de diferentes origens e que apresentam
caracteristicas peculiares. As popula¢ces tradicionais (indigenas, quilombolas,
ribeirinhos, babagueiras, etc.) sobrevivem dos seus recursos naturais, tendo como
Unica fonte sobrevivéncia a biodiversidade do Cerrado. Esses grupos convivem com
0s ecossistemas de forma sustentavel e sdo detentores de conhecimentos
tradicionais. No entanto, com o avanco da fronteira agricola, muitas dessas
comunidades foram pressionadas a deixarem suas terras, alterando seu modo de
vida. Como consequéncia desse processo, houve uma ruptura na interacdo do
homem com a natureza, refletida diretamente nas alteracGes das praticas agricolas,
nas tradicdes, costumes e saberes tradicionais, que estdo paulatinamente
desaparecendo (SAWYER, 2008).

Além dos povos tradicionais, habitam no Cerrado os pequenos produtores
rurais, que vieram de diferentes regides do pais, compostos em sua maioria, por
agricultores familiares pobres que foram inseridos em programas sociais como o de
reforma agraria (CARVALHO, 2006). No Estado do Tocantins existem 380 projetos
de assentamentos que beneficiam 23.137 familias (INCRA, 2020). Essas
comunidades desenvolvem a agricultura de subsisténcia e produz uma variedade de
produtos que abastecem o mercado local, além de utilizarem a biodiversidade do
Cerrado como complemento da renda. Todavia, o avanco do agronegdécio tem
ameacado a permanéncia do homem no campo e impactando o modo de vida
dessas comunidades (CARVALHO, 2006).

Todo esse cenéario de degradacdo do Cerrado ndo implica apenas em
impactos ambientais. Estudos relatam que tanto os moradores de areas adjacentes
as monoculturas, quanto os trabalhadores rurais e os consumidores estao expostos
aos riscos de contaminagdo por substancias quimicas (CARNEIRO et. al., 2012).

Nesse contexto, ainda podemos ressaltar a injustica socioambiental relacionado ao

24



uso de agrotoxicos. Pois além de contaminar os recursos naturais (agua, solo,
plantas e animais) que s&o esséncias para as comunidades rurais, afetam
diretamente a saude humana, restando as popula¢cdes que vivem no campo apenas

o 6nus do avanco do agronegadcio na regidao do Cerrado (VEIGA, 2007).

4.2. Eugenia dysenterica DC.

A Cagaita (Eugenia dysenterica) € uma espécie nativa do Cerrado. Pertence a
familia Myrtaceae, frutifera, de uso multiplo e muito consumida pelas populacdes
presente nesse dominio fitogeografico, trata-se de uma &rvore com altura mediana,
entre 4m a 10m, tronco e ramos tortuosos; apresenta casca suberosa e fendada;
folnas membranaceas quando novas e coridceas na fase adulta, deciduas durante o
florescimento; as flores séo brancas; seus frutos sdo bagas globosas de cor amarelo
claro e muito saborosos (MARTINOTTO et. al., 2008; BRASIL, 2008).

E. dysenterica € encontrada em formacdes savanicas em regibes de
cerraddo e Cerrado stricto sensu; apresenta resisténcia a seca e a solos de baixa
fertilidade; ocorre naturalmente em S&o Paulo, Minas Gerais, Bahia, Tocantins, Mato
Grosso, Mato Grosso do Sul, Para, Maranhdo, Piaui e Goias, além do Distrito
Federal (NAVES et. al., 2002; BRASIL, 2008).

Destaca-se entre as espécies frutiferas encontradas no Cerrado, em funcao
da sua mdltipla opcdo de uso. Além de produzir frutos que sdo bastantes
consumidos na culinaria das comunidades locais e ser utilizada como planta
medicinal, a cagaita é uma arvore corticeira, tanifera, fornecedora de madeira, muito
utilizada como melifera e ornamental (JORGE et. al., 2010; OLIVEIRA et. al., 2011,
VIEIRA et. al., 2012). Esta entre as espécies mais importantes nos processos de
regeneracao natural do Cerrado stricto sensu (CORTES, 2012). A Cagaita também
pode ser empregada em sistemas agroflorestais (SAFs), pois produz frutos, o que
proporciona maior rentabilidade aos produtores (GONCALVES et. al., 2015).

A cagaiteira tem sido muito explorada para fins medicinais. Levantamentos
etnobotanicos apontam que a populacéo faz uso dessa planta ha muitos anos e para
diversas finalidades: as folhas sdo usadas para tratar desarranjo intestinal
(propriedade adstringente), problemas cardiacos, diabetes, ictericia, reducdo de
colesterol, os frutos tém propriedade laxativa, as cascas sao indicadas para tratar

diarreia, diabetes e ictericia, a entrecasca tem acao anti-inflamatoéria sendo tomada
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na forma de ch4, a infusdo das flores para os rins, bexiga e ciclo menstrual (VIEIRA;
MARTINS, 2000; DUBOC; GUERRINI, 2007; COUTO et. al.,, 2009; LIMA et. al.,
2010).

Segundo Silva et. al. (2015), E. dysenterica € uma espécie com grande
potencial para o desenvolvimento de fitoterapicos, necessitando de maior
investimento em pesquisa para o preenchimento das lacunas existentes em relagéo
a eficacia e seguranca.

E. dysenterica foi encontrada em regiées contaminadas com metais pesados
como o cadmio e o zinco. Franca (2011) verificou a capacidade de retencdo de
cadmio e zinco em estruturas das plantas que se desenvolveram em solo
contaminado por altas concentracdes destes metais. Tal fato indica a possibilidade
da cagaita ser empregada em processos de fitorremediacdo. De acordo com Silva
(2013), a espécie pode também ser explorada para obtencdo de fungos endofiticos
com potencial acao biofungicida.

Segundo Silva et. al. (2015), ndo ha registros na literatura sobre a existéncia
de protocolos especificos para deteccdo de agrotéxicos em E. dysenterica. Levando-
se em consideracdo sua ampla aplicabilidade como planta medicinal e alimenticia
para os habitantes do Cerrado, informacdes sobre a presenca de residuos quimicos
na Cagaita sdo muito Uteis, podendo ser empregada na prevencdo e monitoramento
das condi¢cbdes ambientais, haja vista que existe um elevado risco da populacao estar
consumindo frutos e/ou outras partes da planta (folhas, cascas, flor, etc.) com altas
taxas de residuos de agrotoxicos, o que podem causar sérios danos a saude

humana.

4.3. Glifosato

O glifosato (N-(fosfonometil) glicina) é o herbicida mais utilizado no mundo.
No Brasil, seu consumo corresponde a 173.150,75 toneladas de ingrediente ativo.
Trata-se de um herbicida com amplo espectro de ag&o, néo seletivo, sistémico, que
€ aplicado apdés a emergéncia das plantas daninhas (MONQUERO et. al., 2004;
IBAMA, 2019).

A aplicacdo do glifosato é realizada através da pulverizagdo, sendo absorvido
por meio das folhas e dos cauliculos, por onde séo transportados para toda a planta.

Ele atua inibindo a enzima 5-en-olpiruvil-chiguimato-3-fosfato sintase (EPSPS)
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interrompendo a biossintese de aminoacidos essenciais da cadeia aromatica,
causando o acumulo do &cido chiquimico. O acido aminometilfosfénico (AMPA) é um
dos principais subprodutos resultante da degradacao do glifosato e sdo comumente
encontrados em folhas novas (AMARANTE JUNIOR et. al., 2002). O herbicida
também causa interferéncia na divisdo celular, em regides meristematicas da planta
(COLE et. al., 1980; SINGH; SHANER, 1998; DE AMARANTE JUNIOR et. al., 2002).

Entre os diversos efeitos indesejaveis causados pelo glifosato, destaca-se a
contaminacdo de organismos nao alvo, através da dispersdo por deriva. Tais
perturbacdes podem acarretar desequilibrio ecoldgico, com danos irreparaveis ao
ecossistema, além de provocar a mortandade daquelas espécies suscetiveis ao
herbicida (SINGH; SHANER, 1998; SOARES; PORTO, 2007).

Segundo Florencia et. al. (2017), o glifosato causa danos ecotoxicolégicos em
plantas nativas ndo alvo. Entretanto, verificou-se que ha diferenca quanto a
tolerancia, onde algumas espécies sdo sensiveis ao herbicida, enquanto outras
toleraram dosagens mais elevadas. Para Ferreira et. al. (2005), a variacdo, em
relacdo a resposta fitotoxicolégica em plantas nativas, pode ocorrer entre diferentes
familias e dentro de uma mesma espécie e esta associada a variabilidade genética
dos individuos. Caracteristicas (morfoldgicas, estruturais e fisiolégicas) intrinsecas
as plantas também influenciam quanto a toleréncia a ag¢édo do herbicida. Singh e
Shaner (1998) afirmaram que o ndo acumulo do acido chiquimico indica que a planta
é resistente ao herbicida.

Tuffi Santos et. al. (2006) observaram que o glifosato causou injdrias
severas e senescéncia das folhas, o que levou a reducdo do crescimento do
didmetro e da altura em clones de eucaliptos. Gusmao et. al. (2011) verificaram que
o Genipa americana (jenipapo) € sensivel ao herbicida glifosato, sofrendo
significativa reducéo no crescimento em altura, sendo que, dosagens superiores a
345,6 g.ha™ ocasionaram a morte das plantas. De Sousa Santos et. al. (2020)
relataram efeitos fisioldgicos e danos anatbmicos em plantas de Cenostigma
macrophyllum expostas ao herbicida.

Apesar de ser considerado de baixa toxidade, estudos comprovam que o0
glifosato promove a redugdo de espécies florestais nativas e o uso intensivo tem

favorecido o surgimento de espécies resistentes, o que, no futuro, pode causar
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sérios prejuizos econdmicos e ambientais (DE AMARANTE JUNIOR et. al., 2002;
FLORENCIA et. al., 2017).

Moraes e Rossi (2010) e Dos Santos et. al. (2018) ressaltaram a necessidade
de estudos sobre os efeitos negativos do glifosato. Tais fatos séo evidenciados pela
presenca de residuos do herbicida em animais e alimentos utilizados na dieta
humana, inclusive foram detectados residuos de glifosato em graos de soja imatura,
que sdo usados diretamente como alimento pela populacdo da Asia (LORENZATTI
et. al., 2004).

4.4. Fipronil

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o fipronil
€ classificado como inseticida, formicida e cupinicida, pertence ao grupo quimico
pirazol, sendo considerado um produto altamente téxico ao meio ambiente (Classe
I) (ANVISA, 2005). E um inseticida sistémico, de amplo espectro que atua no
sistema nervoso do inseto como receptor de &cido y-aminobutirico (GABA),
interrompendo o influxo neuronal normal (MATSUDA et. al., 2001). Segundo Cole et.
al. (1993), ele bloqueia a passagem do ion de cloro pelos canais
neurotransmissores, que € controlado pelo sistema receptor GABA, levando a
hiperexcitagdo neural provocando paralisia, convulsdes e a morte do inseto.

E uma substancia pouco sollvel em agua, possui afinidade com compostos
lipidicos, sendo estavel em temperatura ambiente. Sua alta toxicidade, sobretudo
para invertebrados, possibilita a sua utilizagcdo no controle de insetos resistentes a
outros agentes como piretréides, organofosforados e carbamatos (GUNASEKARA
et. al., 2007; BONMATIN et. al., 2015).

O fipronil pode ser aplicado no solo, na agua, nas folhas e sementes. E
comumente empregado para uso doméstico, veterinario, em culturas agronémicas,
no paisagismo urbano e até na saude publica, para controle de vetores de doencas
transmissiveis. O ingrediente ativo € comercializado nas seguintes formulacdes: isca
(gel, pasta e granulada) liquido premiado, micro emulsdo, p6 seco e suspensao
concentrada (ANVISA, 2005).

Com elevada persisténcia no ambiente, o fipronil pode se degradar em
diferentes metabdlitos mais toxicos que o inseticida inicial. Como efeito, esses

subprodutos se acumulam nos diversos compartimentos ambientais (solo, agua, ar),

28



contaminando-os. Apesar de sua comprovada acao toxica, o fipronil ainda é muito
utilizado no Brasil, sobretudo, nos sistemas agricolas (IGNACIO, 2014).

O fipronil causa impactos em uma ampla gama de invertebrados nao-alvos
em diferentes habitas (terrestre, aquaticos, marinhos e bentonicos) (PISA et. al.,
2015). Segundo Colin (2004), estudos realizados na Europa comprovaram que o
inseticida, apds 10 dias de aplicado, provoca a morte de 10 a 65% da populacéo de
abelhas. No Brasil, Souza (2009) estudando efeitos de doses subletais em Apis
melifera L. (abelhas africanas) constatou que houve interferéncia no comportamento
dos insetos, causando elevada mortalidade. Vidau et. al. (2001) relataram que
exposicdo a doses subletais de fipronil e tiaclopride aumentou mortalidade de
abelhas previamente infectadas por Nosema ceranae. Em Drosophila melanogaster
(mosca das frutas), o inseticida causou alteracbes mutagénica e carcinogénica em
células sométicas (MORAIS, 2015).

Em torno de 75% da alimentacdo humana depende direta ou indiretamente de
plantas polinizadas ou beneficiadas pela polinizacdo de insetos. A eliminacao
desses agentes bioldgicos pode promover o declinio na producéo de alimentos com
impactos socioecondmicos em escala mundial (KLEIN et. al., 2007; IMPERATRIZ-
FONSECA, 2012).

Pesquisas também relataram que a exposicao repetida ao fipronil coloca em
risco a saude humana. Residuos do inseticida podem se acumular no tecido adiposo
sendo potencialmente transferido via cadeia trofica (JENNINGS et. al.,, 2002;
GUNASEKARA et. al., 2007). Foram encontrados resquicios dessa substancia no
tecido adiposo do gado, evidenciando seu efeito acumulativo com meia vida em
torno de 18 dias (TINGLE et. al.,, 2003). Le Faouder et. al. (2007) detectaram a
presenca de fipronil em leite de vaca, possivelmente foi transferido através da racao,
indicando uma contaminacéo difusa dessa substancia no ambiente.

Estudos realizados com peixes identificaram o efeito nocivo desse inseticida
para a biota aquatica. Ignacio et. al. (2014) identificaram que o fipronil é altamente
toxico para a espécie pacu (P. mesopotamicus). Em Oncorhynchus mykiss (truta
arco-iris), a concentracdo de 0,248 mg/I™ foi letal e em tilapia (Oreochromis niloticus)
a dose 0,25 mg/I"* apresentou maior mortalidade (USEPA, 1996).

Efeitos indesejados também séo verificados em mamiferos. Estudos com

ratos indicaram que o fipronil pode alterar o funcionamento normal do sistema
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enddcrino, causando efeitos reprodutivos adversos em ratos fémeas (OHI et. al.,
2004). Através da analise de hepatdcitos isolados de ratos foi comprovado que esse
inseticida causa reducéo progressivas na producdo de ATP podendo ocasionar a
morte das células (GUELFI, 2015).

Em cées e gatos foram detectados concentracdo do fibronil em glandulas
sebaceas e em camadas epiteliais que rodeiam os pelos dos animais dois meses
apos o tratamento por via topica (JACKSON et. al., 2009). Estudos evidenciam que o
tratamento prolongado com fipronil leva a perturbacbes comportamentais em
camundongos, indicando um efeito acumulativo da exposicdo desse produto a
baixas doses (KOSLOWSKI et. al., 2020).

Devido ao seu carater sistémico, nos vegetais, ele pode ser absorvido pelas
raizes e folhas, sendo translocado para todas as partes das plantas (SIMON-DELSO
et. al., 2015). Segundo Ahemad e Khan (2011), avaliando o efeito do fipronil sobre
espécies leguminosas, observaram varios graus de toxicidades na parte aérea seca,
biomassa e na clorofila das plantas testadas. Yildirim e Agar (2016) observaram
alteracdes genotipicas e interferéncia no crescimento da raiz em mudas de Vicia
faba (feijao-fava).

Ha caréncia de pesquisas em relacédo aos efeitos fitotoxicolégicos do fipronil
sobre a biota, incluindo o homem e suas implicagbes na manutencdo da
biodiversidade (TINGLE et. al., 2003). Portanto, € possivel inferir que os danos
desse inseticida sobre o meio ambiente podem ser ainda mais nefastos. Dessa
forma, pesquisas que tém como objetivo rastrear e monitorar os efeitos desse
inseticida em espécies ndo alvo, como plantas, poderéo contribuir para diagnosticar

areas e possiveis alimentos contaminados que podem gerar riscos a populacéao.

4.5. Bioindicadores

O uso intensivo de substancias quimicas inerentes as atividades antrGpicas
tem provocado alteragdes significativas no meio ambiente, comprometendo o
equilibrio dos ecossistemas e colocando em risco a saude das populacdes. Os
impactos ambientais podem ser observados em escala local, regional ou global. Tais
perturbacdes exercem grande influéncia sobre plantas e animais, que respondem
por meio de modificagbes do estado morfoldgico, bioquimico e fisiolégico (RAI,
2016).
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Segundo Lima (2001), a utilizacdo de organismos como indicadores
ambientais é uma pratica muito antiga. Os primeiros relatos ocorreram ha cerca de
400 anos, onde foram observadas alteracdes morfolégicas em plantas decorrentes
das influéncias antrépicas. Entretanto, somente nos anos 60 € que se passou a
utilizar o termo bioindicador.

Os bioindicadores sao seres bidticos ou comunidades que sofrem alteracdes
de suas func¢des vitais e/ou sua composi¢cdo quimica, em resposta a modificacdes
sofridas pelo ambiente, os quais permitem inferir sobre salde do ecossistema.
Apesar de ndo morrerem por conta das mudancas do ambiente, eles respondem por
meio de reagBes comportamentais ou metabolicas mensuraveis (ANDREA, 2008).
Cairns et. al. (1993) afirmaram que o namero de indicadores potenciais € infinito,
porém, seleciona-los é uma tarefa bem complexa.

A bioindicacdo consiste no emprego de organismo como indicador da
situacdo ambiental. Trata-se de uma ferramenta utilizada em estudo, diagndstico e
monitoramento das condi¢cdes de determinada éarea. Diferenciar as alteracdes
naturais das antrépicas € uma das maiores dificuldades encontradas no
biomonitoramento (KAPUSTA, 2008). Para mitigar o problema supracitado é
necessario ter conhecimento do ecossistema estudado, dominar a metodologia de
analise do bioindicador e conhecer as atividades antrépicas desenvolvidas na regido
(LIMA, 2000).

Através dos bioindicadores € possivel caracterizar os riscos ecoldgicos
advindos do agente estressor (substéncias quimicas e contaminantes), indicar o
grau de perigo, fazer o diagnéstico dos impactos ambientais e acompanhar a
eficacia dos programas destinados a restaurar o ecossistema (ANDREA, 2008).

Segundo Silva et. al. (2003), os biomarcadores correspondem a respostas
bioquimicas, fisioldgicas, histolégicas e anatdomicas que reflete o risco sobre um
perigo potencial que pode ser quimico, fisico ou biol6gico e sdo usados para
identificar alteracdes adversas do ambiente. Os impactos na biota tendem a ocorrer
primeiramente nos niveis celulares e subcelulares, e posteriormente, em niveis mais
elevados (estrutura da comunidade). Assim, recomenda-se utilizar ensaios em
laboratorios, para determinar os efeitos ecotoxicoldgicos nos organismos. Trata-se
do método conhecido como botton-up (de baixo para cima), que consiste na

exposicdo de organismos a um determinado agente estressor. Através de
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simulagBes simples dos sistemas é possivel fazer o prognostico de mudancgas mais
complexas que ocorrem nos ambientes naturais (CAIRNS et. al., 1993).

Entre 0os vegetais, 0 grupo da angiosperma € 0 que apresenta a maior
guantidade de espécies sendo utilizadas como bioindicadoras. Os vegetais podem
ser empregados no monitoramento ativo ou passivo e, as respostas analisadas,
podem ser invisiveis como: alteragdes metabdlicas, taxa de fotossintese, analise da
assimilacdo do CO,, acumulo de metais, etc., e/ou visiveis tais como: necrose,
clorose, queda foliar, reducdo do crescimento, mortalidade entre outros (DE
FIGUEIREDO AQUINO et. al.,, 2011). De acordo com Lima (2001), estruturas
menores (cloroplastos, mitocéndrias), reacdes bioquimicas e fisiologicas sdo mais
sensiveis as perturbacdes ambientais, sendo, portanto, bons indicadores do grau de
perturbacdo de uma determinada area, mesmo antes do aparecimento dos sintomas
visiveis.

Carneiro (2004) e Savoia et. al. (2009) ressaltam a importancia do emprego
de bioindicadores para analise dos riscos aos quais as comunidades bio6ticas estao
expostas e destaca a necessidade de pesquisas visando estabelecer protocolos

mais rapidos e eficientes para analise in situ das condi¢cdes ambientais.

4.6. Agrotéxico e saude humana

O aumento do uso de agrotoxicos, sobretudo herbicidas, ameaca a saude
humana. Os efeitos nocivos ndo se restringem apenas aos trabalhadores expostos,
mas a toda populacdo (PERES; MOREIRA, 2003; CASSAL, 2014). Trata-se de um
problema de saude publica. No Brasil, sdo 0s principais responsaveis por
intoxicacdo aguda e mortes registradas, com destaque para o0s estados de
Tocantins, Espirito Santo, Parana, Roraima e Goids, que apresentaram valores
acima do dobro da média nacional (DE SIQUEIRA et. al., 2013; BRASIL, 2018).

No Tocantins foram notificados, no periodo de 2015 a 2019, 1.575 casos de
intoxicacdo causados por agrotoxicos (TOCANTINS, 2020). De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), existe um alta indice de subnotificacéo,
estima-se que para cada registro de intoxicacao, existem 50 subnotificados.

Os problemas de saude decorrentes da exposicdo humana aos agrotoxicos,
acarreta gastos publicos que sdo custeados pela populacdo. Os riscos de

contaminacgao estao intrinsecamente relacionados com a maneira que as pessoas se
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relacionam com o0s perigos existentes e s&o influenciados por fatores de ordens
social, econdmico e cultural (FARIA et. al., 2007; DE MOREIRA et. al., 2015).

Nos seres humanos, 0s agrotoxicos sao absorvidos pelo contato direto,
através das vias respiratoria, dérmica e oral, ou indireto, por meio da ingestdo de
alimentos, agua e respiracdo do ar contaminado, causando quadros de intoxicacao
aguda ou crénica (SILVA et. al., 2005).

Os sintomas podem aparecer durante ou pdés-contato da pessoa com o
pesticida e seus efeitos variam entre leve, moderado ou grave. Dependendo do
agente quimico, da quantidade do produto absorvido e do tempo de exposicdo, as
consequéncias vao desde alergias (irritacdo na pele, nariz, garganta e olhos), a
distrbios gastrointestinais, problemas respiratorios, reprodutivos, até mortes e
suicidios (LUNDBERG et. al.,1997; BRASIL, 2018).

As intoxicacdes crbnicas sao causadas pela exposicdo prolongada aos
agrotoxicos e pode acarretar problemas como: paralisias, lesbes cerebrais e
hepaticas, tumores, alteracdes comportamentais, sendo também responsaveis pelo
elevado indice de suicidios. Em mulheres gravidas, podem levar ao aborto e a
malformagao congénita (BRASIL, 2018).

Os primeiros registros de intoxicacéo por organoclorados foram notificados na
década de 60, em trabalhadores rurais (ARAUJO et. al., 2007). De acordo com
Guyton et. al. (2015), as substancias quimicas utilizadas na producdo agricola
apresentam elevado potencial cancerigenos, inclusive o glifosato. Bréga et. al.
(1998), relataram que os pesticidas podem causar mutacdes génicas e aberracoes
cromossbémicas em individuos expostos, mesmo usando EPIs, e, quando absorvidos
pelo ser humano, essas substancias tém potencial de causar lesées nos rins, figado,
coracdao, cérebro, na medula dssea e alteragcdes no DNA, levando ao cancer.

Os agrotoxicos atuam no organismo humano causando diversos distlrbios,
que vao desde de irritagcbes na pele e nos olhos, dores de cabecas, tremores,
incluindo tonturas, perda de consciéncia, desmaio e cancer em diversos 6rgaos.
Pesquisas apontam que ha uma correlagdo positiva entre intoxicagdo por
agrotoxicos e problemas de saude como transtornos neurolégicos e sintomas
respiratorios (FARIA et. al.,, 1999; FARIA et. al., 2005). Lundberg et. al. (1997)
observaram que sintomas como: diminuicdo das defesas imunoldgicas, anemia,

impoténcia sexual masculina, cefaleia, insbnia, alteracbes da pressdo arterial,
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alteracdes do humor e distirbios comportamentais sdo manifestagcbes que estédo
relacionados com a intoxicagcao por agrotoxicos. A exposi¢cdo cronica aos pesticidas
pode aumentar o risco de desenvolver Doenca de Parkinson (BHATT et. al., 1999).

Apos aplicacdo, parte das substancias quimicas se dispersa no ambiente por
meio da deriva e podem atingir espécies ndo alvo de plantas, animais e humanos,
potencializando os danos (CARNEIRO et. al., 2012). Pignati et. al. (2007) afirmaram
que derivas de pulverizacbes aéreas de agrotdxicos ultrapassaram a propriedade
rural e atingiram o municipio de Lucas do Rio Verde/MT, causando sérios impactos
sanitarios, sociais e ambientais. Carneiro et. al. (2012) relataram que os agrotoxicos
se acumulam no organismo humano e podem contaminar inclusive o leite materno,
comprometendo a saude dos recém-nascidos.

Estudos evidenciaram que o glifosato pode afetar o sistema endocrino de
mamiferos (RICHARD et. al., 2005). Segundo De Almeida et. al. (2017), o herbicida
pode causar lesdes celulares no sistema reprodutivo e hepatico. Richard et. al. 2005
relataram interferéncia no sistema reprodutivo humano dificultando gravidez de
trabalhadoras que utilizam o glifosato. A Agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) constatou que a herbicida causa danos ao DNA e cromossomos de
células humanas sendo considerado cancerigeno ao homem (INCA, 2015).

O fipronil causa intoxicagdo em humanos, levando a complicagdes cardiacas
e respiratérias, enfermidades da vista e da pele, disfuncbes digestivas e desmaios
(GODOQY, 2006). Segundo Tingle et. al. (2003), a exposi¢cdo ao fipronil durante a
pulverizacdo pode comprometer a saude do trabalhador, estudos relataram o
aparecimento de sintomas como reac¢fes oculares, respiratdrias e gastrointestinais.

Tang et. al. (2004) identificaram efeitos deletérios do fipronil em células
hepaticas humana. O metabdlico sulfona (subproduto do fipronil) foi detectado em
placenta, indicando a sua transferéncia para o feto, o que resulta em danos
adversos a saude em recém-nascidos (KIM et. al., 2019).

Indmeros sdo o0s riscos a saude humana, principalmente para as
comunidades regionais, causados pelo uso intensivo de agrotdxicos. Investir em
mecanismo de controle e monitoramento dessas substancias no ambiente séo
ferramentas indispensaveis para proporcionar a populacéo, principalmente aquelas

gue vivem na zona rural, uma melhor qualidade de vida (BRASIL, 2018).
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5. MATERIAL E METODOS
5.1. Material vegetal

Os ensaios foram conduzidos na casa de vegetacédo da Universidade Federal
do Tocantins — UFT, campus de Palmas, com coordenadas geograficas
10°10’35.8”S 48°21°29.3"W, no periodo entre mar¢co a novembro de 2020.

As mudas foram adquiridas do Viveiro Sempre Viva, localizado no municipio
de Palmas/TO, com idade de dez meses. Para a producdo das mudas foram
coletadas sementes de frutos maduros originados de plantas matrizes localizadas no
proprio viveiro. A semeadura foi realizada diretamente em sacos de polietileno de
baixa densidade (dimensfes 18 x 25 cm) com furos para a drenagem da agua. E o
substrato utilizado era composto pela mistura de Latossolo Vermelho do Cerrado,
terra preta e composto organico (palha de arroz, esterco bovino e folhagem) na
proporcao de 3:1:1, acrescido de adubo NPK 4:14:8 (500 g), calcario dolomitico (2
KQg).

Além da irrigacéo diaria, uma vez por semana as mudas receberam aplicacéo
do adubo foliar organico na proporcao de 50 ml do adubo diluido em 500 ml de agua
e era composto por torta de mamona, algodao e esterco bovino. Ele foi utilizado
visando fornecer os principais macronutrientes para as plantas (nitrogénio, fosforo e
potassio).

As mudas saudaveis foram selecionadas visando padronizar a altura e
posteriormente, trazidas para a casa de vegetacédo da UFT. A aclimatacao durou 115
dias, e no dia 30 de junho de 2020, ocorreram as aplicacbes dos agrotoxicos
(glifosato e fipronil) na area externa a casa de vegetacao, iniciando as 09:00 h e
finalizado as 10:40 h. A temperatura, a umidade e a velocidade do vento no local
foram registradas pelo aparelho Termo-higroanemémetro LM 8000 da marca ASKO.
As condicdes atmosféricas no momento da aplicacdo foram: 35°C (temperatura
meédia); 33,3 % (umidade relativa do ar) e 3,9 km/h (velocidade do vento).

Para aplicacdo dos agrotoxicos utilizou-se um pulverizador manual de
compressao prévia da All Agri com pressao de 2.8 bar, munido de barra contendo
um pico com ponta de pulverizagdo do tipo cone vazio BX-AP/70, com volume de
calda de 200 l/ha.
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Os agrotéxicos utilizados foram Roundup Original® DI (sal de Di-amoénio de
N-(phosphonomethy) glycine com 37% de equivalente acido) e o Eventra® 800 WG
((RS)-5-amino-1-(2,6-dichloro-a,a,a-trifluoro-p-tolyl)-4-trifluoro methylsulfinylpyrazole-
3-carbonitrile com 80% de ingrediente ativo) nas seguintes concentragoes,
respectivamente: 0 (T0), 555 (T1), 1110 (T2) e 2220 (T3) g.e.a.ha™ e, 0 (T0), 260
(T1), 520 (T2), 1040 (T3) g.i.a.ha™. N&o ha registro do glifosato e fipronil para uso
em plantios de espécies nativas.

Apoés a aplicacdo, as plantas permaneceram no local por aproximadamente
uma hora para secagem do produto. Depois desse periodo, foram transportadas a
casa de vegetagao.

Foram realizados dois experimentos utilizando o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), composto por 4 tratamentos com 4 individuos (repeticdes),

totalizando 16 mudas, onde cada muda representava uma parcela.

5.2. Andlises toxicoldgicas

Os individuos foram acompanhados diariamente e 0s sintomas visiveis
registados através de fotografias obtidas com uma camera digital de 12 megapixel.
No entanto, a avaliacdo do indice de toxicidade levou em consideragdo os sintomas
apresentados aos 60 DAA e seguiu a escala de EWRC (Frans, 1972), com ajuste.
As notas foram atribuidas de 1 a 7, de acordo com os sintomas de toxicidade
descritos a seguir: 1 -nula; 2 - muito leve; 3 - leve; 4 — médio; 5 - forte; 6 — muito

forte; 7 — severo.

5.3. Andlises dos parametros morfo-fisiolégicos

As analises dos parametros morfo-fisiolégicos foram realizadas na casa de
vegetacdo e no Laboratorio de Anatomia Vegetal da Universidade Federal do
Tocantins, campus de Palmas.

Foram analisados o0s seguintes parametros: avaliagcbes fisioldgicas,
concentracdo de pigmentos cloroplastidicos, permeabilidade de membranas e

analises anatbmicas.

5.3.1 AvaliacOes de trocas gasosas
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As avaliagOes das trocas gasosas foram realizadas com o aparelho analisador
de trocas gasosas por infravermelho LI-6400 XT (IRGA, LI-COR Biosciences Inc.,
Nebraska, USA), em uma folha completamente expandida situada no terco superior
da planta com 3 repeticbes para cada individuo. As medicbes das taxas
fotossintética (A, pmol m? s ), transpiratéria (E, mmol m? s ), a condutancia
estomatica (gs, mol H,O m? s %) e a relagdo entre a concentracéo interna e externa
de CO, (Ci/Ca, pmol m? s */umol m? s ') ocorreram em folhas ja expandidas, por
individuo em cada tratamento, no periodo da manha (9 h as 10 h). O IRGA foi
calibrado com temperatura de 30° C, umidade relativa do ar variando entre 50% a
60%, concentracdo atmosférica de CO, entre 380 a 400 umol mol® e radiacdo
fotossinteticamente ativa de 2000 pmol m? s 2.

Durante as medicdes foram registradas a temperatura e umidade local por
meio do aparelho Termo-higroanemometro LM 8000 da marca ASKO. As avaliagbes

foram realizadas no 1°, 9°, 20°, 33° e 47° DAA.

5.3.2. Concentra¢Bes de pigmentos cloroplastidicos

A concentragdo de pigmentos cloroplastidicos foi mensurado no 60° DAA dos
agrotoxicos e seguiu a metodologia descrita por Ronen e Galun (1984), ajustada,
com 3 repeticbes para cada individuo. Para a extracdo de pigmentos utilizou-se o
solvente dimetilsulféxido (DMSO) previamente saturado com carbonato de célcio
(CaCOs3). Foram coletados, de cada repeticéo 3 discos foliares de 6 mm de diametro.
Os discos foram incubados em frascos de vidro protegidos da luz por papel aluminio,
contendo 3 ml de DMSO saturado com CaCOs. As amostras permaneceram em
banho-maria a temperatura de 65°C por 24 horas. Em seguida realizou-se as leituras
no espectrofotbmetro UV-VIS, modelo Evolution 60S (Thermo Fisher Scientific,
Madison — USA).

Os comprimentos de onda, as equacfes e os calculos para determinar o
conteudo de clorofilas a (480 nm), b (649 nm) e carotenoides (665 nm) seguiram
metodologia de Wellburn (1994). A degradacdo da clorofila foi avaliada por
espectrofotometria, adotando o indice de feofitinizacdo (IF = A435/A415), segundo
Ronen e Galun (1984).

Equacgdes Welburn (1994):

Chla =[(12,19 x A665) — (3,45 x A649)];
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Chlb =[(21,99 x A649) — (5,32 X A665)];

ChIT = (Chla + Chlb)

CaT = [(1.000 x A480) — (2,14 x Chla) — (70,16 x Chlb)] / 220

Onde: Clorofila a = (Chla); Clorofila b = (Chlb); Clorofilas totais = ChIT;
Carotenoides totais= CaT
5.3.3. Permeabilidade de membranas

A permeabilidade de membranas foi medida pelo extravasamento de
eletrdlitos (EE) com 3 repeticbes para cada individuo e quantificado segundo a
metodologia de Szalai et. al. (1996), com modificagBes. No 60° DAA dos agrotoxicos
foram excisados em cada repeticdo 15 discos foliares de 6 mm de diametro. Os
discos lavados e imersos por trés vezes em agua deionizada foram acondicionados
em tubo “falcon” de 15 ml com 5 ml de agua deionizada, por vinte quatro horas a
temperatura ambiente. A condutividade elétrica inicial (C1) foi aferida com um
condutivimetro portatii Akso® Exact Instrument. Posteriormente, as amostras
seguiram para a estufa onde permaneceram por uma hora a 100° C,
subsequentemente, colocadas a temperatura ambiente para resfriarem. Apds esse
periodo, mediu-se a condutividade final (C2). O extravasamento de eletrdlito foi
expresso em porcentagem, através da formula: TEE (%)= (C1/C2) *100.

5.3.4. Anatomia

No 60° apdés a aplicagdo dos agrotoxicos foi coletado uma folha
completamente expandida de cada individuo para as analises anatémicas. O corte
ocorreu na regido mediana, mais proximos da borda direita, evitando a nervura. As
amostras foram fixadas em solucdo de FAA 50 e acondicionadas a vacuo por 72 h.
Para o processo de desidratacdo e inclusdo, as amostras foram submetidas a série
etilica e butilica, uma hora cada, (80, 90 e 100%, etilico butilico (3:1), etilico butilico
(1:1), etilico butilico (1:3) e butilico puro), permanecendo “over night” em alcool
butilico + parafina (1:1), e submetidas a duas trocas de parafina por 1 hora cada.
Apés infiltracdo, as amostras foram emblocadas (parafina + cera de abelha 8%),
seguindo orientacdo do plano de corte (transversal).

Para a caracterizacdo anatdomica foram realizados cortes transversais em
micrétomo rotativo semi-motorizado (RM2245-Leica), a 12 ym de espessura e

aderidos a lamina com adesivo de Haupt (HAUPT, 1930). Cinco laminas foram
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confeccionadas com aproximadamente 10 cortes para cada bloco. Posteriormente,
os cortes foram desparafinizados em série xilolica, hidratados em série etilica e
corados em safranina 1% e azul de astra, por 20 minutos (GERLACH, 1984). As
laminas passaram pelo processo de lavagem em agua destilada, desidratadas em
série etilica (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% e 100%) e submetidas a série
xilolica com posterior montagem das laminas com béalsamo do Canada. Em cada
lamina foram selecionados trés cortes aleatoriamente. As imagens foram capturadas
pelo microscépio Optico Leica DM 500, com camara Leica ICC50 HD acoplada. A
morfometria foliar foi realizada com auxilio do software de andlise de imagens ANATI
QUANTI, versao 2.0 para Windows® (AGUIAR et. al., 2007).

5.4. Andlises estatisticas

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), com as médias
comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, com auxilio do
software SISVAR versdo 5.7 (FERREIRA, 2018). Nas variaveis de trocas gasosas
realizou-se analise de regressao e os graficos foram confeccionados com software

Excel.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Andlises toxicolégicas

As avaliacdes toxicolbgicas realizadas durante o experimento demostraram
gue as plantas submetidas aos tratamentos com glifosato e fipronil sdo sensiveis a
acao desses agrotoxicos (Figs. 1-2).

As plantas de E. dysenterica submetidas ao glifosato apresentaram danos
nas folhas em todos os tratamentos que variou em funcdo das doses (Fig. 1). Na
dose de 2220 g.e.a.ha™, os primeiros sintomas se tornaram visiveis 3 DAA, com
surgimento de pontos necroticos distribuidos na lamina foliar (Fig. 1G). Aos 11 DAA,
as plantas que receberam a dose de 1110 g.e.a.ha™, apresentaram as primeiras
manchas foliares (Fig. 1E). Pequenas descoloragcbes comecgaram a aparecer nas
folhas, aos 25 DAA para os individuos que receberam a dose de 550 g.e.a.ha™ (Fig.
10).
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Figura 1. Sintomas de toxicidade em plantas de E. dysenterica submetidas a diferentes
doses de glifosato. A, B: tratamento com 0 g.e.a.ha™ (T0); C, D: tratamento com 555
g.e.a.ha’ (T1); E, F: tratamento com 1100 g.e.a.ha™ (T2); G, H: tratamento com 2220
g.e.a.ha’ (T3). A, C aos 25 DAA; B, D, F, G aos 60 DAA; E aos 11 DAA; G aos 3 DAA. Barra
=2cm.

Em relacdo ao indice de toxicidade, constatou-se que, quanto maior a dose
do glifosato, mais significativos foram os sintomas e, consequentemente, maior a

intoxicacdo das plantas (Quadro 1).

Quadro 1 — indice toxicidade das plantas de E. dysenterica expostas ao glifosato com doses
de 0 (T0), 555 g.e.e.ha™ (T1), 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220 g.e.a.ha™(T3).

Tratamento indice de Toxicidade
Glifosato
0 0
1 2
2 4
3 5

Aos 60 DAA, 100% dos individuos expostos a dose de 2220 g.e.a.ha™
apresentaram sintomas de necrose e clorose em suas folhas (nota 5) (Fig. 1H). Na
dose de 1110 g.e.a.ha™, 50% das plantas tiveram forte descoloracéo com clorose na
lamina foliar (nota 4) (Fig. 1F); j& a dose de 555 g.e.e.ha™, 75% dos individuos

tiveram baixo nivel de intoxicacdo, apenas pequenas descolora¢des no limbo foliar
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(nota 2) (Fig. 1D). O glifosato ndo causou a mortalidade das plantas em nenhum dos
tratamentos.

Apoés aplicado, o glifosato é rapidamente absorvido pela planta, sendo
translocado das folhas para as raizes e regides meristematicas. Por ser um
formulado muito estavel na planta, com poder residual prolongado, seus efeitos
toxicos sao irreversiveis (GRUYS e SIKORSKI, 1999). Sintomas de intoxicagdo
(clorose e necrose) em plantas expostas a acdo do glifosato podem estar
relacionados com a degeneracdo dos cloroplastos e a producdo de espécie ROS
(DUKE e POWLES, 2008; ISLAM et. al.,, 2016). Em funcdo dos danos visuais
apresentados em folhas de E. dysenterica, € possivel inferir, que a espécie estudada
€ sensivel a acdo do glifosato, com capacidade de resposta rapida, apresentando
potencial para ser empregada em estudos de biomonitoramento de areas expostas a
acdo desse herbicida. Rezende-Silva et. al. (2019) encontraram resultados
semelhantes em Pouteria torta, onde foram observados sintomas visuais de
intoxicacdo causada pelo glifosato, sendo considerada uma espécie Util para
monitorar os efeitos desse herbicida na vegetacdo do Cerrado. Cruz et. al. (2021)
identificaram sintomas visiveis em Eugenia uniflora apenas 3 DAA do glifosato,
apresentando-se como uma espécie promissora para 0 biomonitoramento em
vegetacao nativa.

Individuos expostos ao fipronil, apresentaram sintomas de intoxicacdo na
dose de 1040 g.i.a.ha™ (Fig. 2). Os primeiros indicios surgiram aos 2 DAA, com
manchas arroxeadas nas folhas, atingido 50% dos individuos (Fig. 2E). Nas doses
de 260 g.i.a.ha™ e 520 g.i.a.ha™, ndo foram observados danos referentes a aplicacdo
do inseticida (Figs. 2C-D). As manchas arroxeadas que surgiram nas folhas de E.
dysenterica, evoluiram para clorose, causando o amarelecimento das partes
afetadas (Fig. 2F).
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Figura 2. Sintomas de toxicidade em plantas de E. dysenterica submetidas a diferentes
doses de fipronil. A, B: 0 g.e.a.ha™ (T0); C: 260 g.i.a.ha™ (T1); D: 520 g.i.a.ha™ (T2); E, F:
1040 g.i.a.ha‘1 (T3). A, Eaos 2 DAA; B, C, D, F aos 60 DAA. Barra= 2 cm.

Em relacdo ao nivel de intoxicacdo, constatou-se que, quanto maior a dose do
fipronil, mais significativos foram os sintomas (Quadro 2). As plantas submetidas a
dose de 1040 g.i.a.ha® apresentaram indice de toxicidade 4. Enquanto que 0s

demais tratamentos (260 g.i.a.ha™* e 520 g.i.a.ha™*) obtiveram nota 0.

Quadro 2 — indice toxicidade das plantas de E. dysenterica expostas ao fipronil com doses
de 0 (T0), 260 g.i.a.ha™ (T1), 520 g.i.a.ha’’g.e.a.ha™ (T2) e 1040 g.i.a.ha™ (T3).

indice de Toxicidade
Tratamento . -
Fipronil
0 0
1 0
2 0
3 4

O fipronil é um produto de efeito sistémico limitado nas plantas, mas pode ser
bastante persistente nas folhas, com dura¢cdo minima de 3 semanas (BELAYNEH,
1998). Pesquisas apontam que inseticidas podem interferir na disponibilidade e
captacdo do fésforo, ja que afetam as enzimas envolvidas no metabolismo desse

nutriente (BOLDT e JACOBSEN, 1998; AHEMAD e KHAN, 2011). Um dos principais
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sintomas visuais da deficiéncia de fosforo € justamente o aparecimento de manchas
com coloragdo arroxeadas em folhas mais velhas, causadas pelo acumulo de
antocianinas. Esses sintomas foram perceptiveis nas folhas expostas a maior dose
do presente estudo. Salamandane (2015) constatou que os inseticidas, quando
aplicado em doses elevadas, causam toxicidade, ressalta ainda que, apesar de
doses superiores apresentarem maior toxicidade, o uso sucessivo pode afetar tanto

as culturas, quanto espécies ndo alvo a sua aplicacao.

6.2 AvaliagOes de trocas gasosas

Durante a coleta dos dados das analises de trocas gasosas foram registradas
a temperatura e umidade local (Fig. 7). No periodo compreendido entre julho e
agosto as condicdes atmosféricas apresentavam temperaturas mais elevadas e
umidade relativa do ar baixa. Todos os tratamentos, incluindo o controle estavam

submetidos as mesmas condi¢cdes ambientais.

50 - - 30 X
g) 40 A - 25 3
Tg - 20 .g --4-- Umidade
5 30 A =
IS - 15 O X*—e— Temperatura
3 20 x <~
o - 10 ©
S

s 107 5 8

0 ' ' ' ' ' 0 g

1° 9o 200 33° 47°
DAA

Figura 3: Temperatura (°C) e Umidade Relativa do Ar (%) na casa de vegetacdo da UFT
campus de Palmas correspondentes aos dias que foram realizadas as avaliagfes de trocas
gasosas nos meses de julho a agosto.

Nas plantas expostas ao glifosato foram observados efeitos significativos em
relacdo aos tratamentos, com reducdes gradativas da fotossintese (A), condutancia
estomatica (gs) e da transpiracdo (E), em resposta ao aumento das doses e do
tempo de exposicdo. A interagcdo tratamento x DAA foi significativa apenas para a
variavel Ci/Ca, denotando que o efeito das doses decorreu em fungéo do tempo. E
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possivel afirmar que as maiores concentracbes de glifosato afetaram

fisiologicamente as plantas de E. dysenterica ao longo do tempo (Tab. 1).

Tabela 1. ANOVA do efeito do glifosato em diferentes tratamentos (Trat.) e dos dias apos a
aplicacao (DAA) em relacéo a fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiragéo (E)
e relacdo entre o carbono interno/ambiente (Ci/Ca) em plantas de E. dysenterica. (n = 4)

Fonte de )
Variacao A 9s E Ci/Ca
Trat. ** * * *
DAA *% *% *% *%
Trat. x DAA ns ns ns *

Niveis de significancia: *5%, **1% e ns = nao significativo

Em relacdo a taxa fotossintética, o modelo de regressdo que melhor se
ajustou aos resultados foi o quadratico. Os efeitos foram mais pronunciados nas
doses de 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220 g.e.a.ha™ (T3) diferindo significativamente da
testemunha e da menor dose 555 g.e.e.h™ (T1), com queda de 60,21% e 47,41%,
respectivamente aos 47 DAA (Fig. 4A).

Para a condutancia estomatica e transpiracdo os efeitos observados foram
semelhantes a taxa fotossintética com os resultados ajustados pelo modelo da
regressdo quadratica. A dose de 555 g.e.a.ha™ ,1100 g.e.a.ha™ e 2220 g.e.a.ha™
(T3) apresentaram decréscimos significativos quando comparada a testemunha, com
reducdes em funcéo da dose, ao longo do tempo (Figs. 4B-C).

Na relacédo carbono interna e externo (Ci/Ca), os resultados foram ajustados
pelo modelo de regresséo cubica, com efeitos potencializados nas maiores doses,
em funcdo do maior tempo de exposicdo ao glifosato. A maior concentracdo interna
CO, foi observado na dose de 2220 g.e.a.ha™ aos 47 DAA e caracterizou-se pelo

aumento de 41% em relacdo a testemunha (Fig. 4D).
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Figura 4: A: Taxa fotossintética (A); B: Condutancia estomética (gs); C: Transpiragéo (E); D:
Relacdo do Carbono interno com carbono externo (Ci/Ca) de plantas de E. dysenterica
submetidas & aplicacéo de glifosato nas doses de 0 (T0), 555 g.e.e.h™ (T1), 1110 g.e.a.ha™
(T2) e 2220 g.e.a.ha™ (T3). (n = 4)

Em relacdo as trocas gasosas, 0 tempo necessariamente longo requerido
para observar os efeitos do glifosato nas plantas, indica que a fotossintese ndo € o
mecanismo primario de acéo do herbicida, que atua paulatinamente e indiretamente
nos processos fotossintéticos (SPRANKLE et. al.,1975; WAGNER e MEROTTO
JUNIOR, 2014). Ele age sobre as células-guarda, promovendo o fechamento dos
estbmatos, causando a interrupcdo do metabolismo celular e acarretando a
desestabilizacdo das células estomaticas por meio do fechamento dos seus poros
(ostiolos) (YAMADA e CASTRO, 2007). A fotossintese esta intrinsecamente
relacionada a condutancia estomatica, limitacbes na abertura dos estdbmatos, altera

o fluxo de gases, comprometendo a assimilacdo de CO,, provocando a reducdo da
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eficiéncia carboxilativa, com efeitos significativos sobre as atividades metabdlicas
das plantas (MACHADO et. al., 2010; DEM e KA, 2016).

A desregulacdo na absorcédo de CO,, causada pela acéo do glifosato sobre a
enzima ribulose-1, 5-bifosfato carboxilase (rubisco), além de comprometer o ciclo de
Calvin-Benson, interfere em outras rotas essenciais ao desenvolvimento e processos
fisiolégicos das plantas. Em torno de 20% do CO; absorvido é destinado a rota do
chiguimato. Interferéncias na acédo da enzima EPSPS, podem provocar um colapso
na via metabdlica do acido chiquimico, e como consequéncia, o carbono acumula-se
tornando indisponivel para a sintese de fotoassimilados necessarios para o
desenvolvimento, protecao e crescimento das plantas (STEPHENSON et. al., 2006;
DUKE e POWLES, 2008). Estudos com diferentes espécies como: Caryocar
brasiliense (SILVA et. al., 2016); Pouteria torta (BATISTA et. al., 2018); Cenostigma
macrophyllum (DE SOUSA SANTOS et. al., 2020); E. uniflora (CRUZ et. al., 2021),
encontraram efeitos semelhantes quanto a acdo do glifosato sobre as taxas
fotossintéticas, transpiratoria e condutancia estomatica.

A relacdo Ci/Ca refere-se a quantidade de CO, presente na camara
subestomética e no ambiente, alteracdes nessas concentracfes estdo relacionadas
com limitacdes nas estruturas estomaticas e/ou metabdlicas envolvidas no processo
fotossintético das plantas. O glifosato inibe a eficiéncia da rubisco (carboxilase ou
oxigenasse) reduzindo a sua capacidade de assimilacdo do CO, e O, presentes no
estroma (FARQUHAR e SHARKEY 1982; DING et. al., 2011). E provavel, que o
glifosato tenha afetado a atividade da rubisco nas plantas de E. dysenterica
elevando a concentracdo de CO;, na regido subestomatica. Os resultados desse
estudo corroboram com o0s encontrados por De Sousa Santos et. al. (2020) e Cruz
et. al. (2021).

Plantas expostas ao fipronil apresentaram queda na taxa fotossintética,
condutancia estomatica, transpiracdo e na relacdo Ci/Ca, em funcdo do aumento
das doses e do tempo de exposi¢do, com 0s resultados ajustados pelo modelo de

regressao quadratico (Tab. 2).
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Tabela 2. ANOVA do efeito do fipronil em diferentes tratamentos (Trat.) e dos dias apés a
aplicacdo (DAA) em relacdo a fotossintese (A), condutancia estomatica (gs), transpiracao (E)
e relacdo entre o carbono interno/ambiente (Ci/Ca) em plantas de E. dysenterica. (n = 4)

Fonte de .
Variacdo A 9s E Cilca
Trat. ** * * *
DAA *% *% *% *
Trat. x DAA ns ns ns ns

Niveis de significancia: *5%, **1% e ns = ndo significativo

As plantas submetidas as doses de 520 g.i.a.ha™ (T2) e 1040 g.i.a.ha™ (T3)
apresentaram reducfes para fotossintese na ordem de 75,5% e 60% (Fig. 5A),
condutancia estomatica nos valores de 75,5% e 54,2% (Fig. 5B) e para transpiracéo
de 68% e 41,25% (Fig. 5C), respectivamente, aos 47 DAA, diferindo estatisticamente
da dose de 260 g.i.a.ha™ (T1) e da testemunha.

Segundo Ahemad e Khan (2011), inseticidas em geral prejudicam as
atividades metabdlicas das plantas e seus efeitos sdo mais notdrios em doses
elevadas, o que corroboram com os resultados encontrados. Wani et. al. (2005) e
Ahemad e Khan (2011) observaram que plantas submetidas a estresse com
inseticidas apresentaram reducdo do AlA, em funcdo do aumento das doses. Esse
horménio atua em conjunto com outras substancias produzidas pela planta na
regulacdo (abertura e fechamento) dos estdbmatos e na absor¢cdo da luz, com
reflexos diretos na eficiéncia do aparato fotossintético (MANSFIELD e MCAINSH,
1995). Portanto, é possivel inferir que o fipronil tenha causado reducdo na
biossintese do AIA em E. dysenterica com efeitos adversos sobre o a fotossintese,
condutancia estomatica e transpiracdo. Os dados apresentados sobre o efeito do
fipronil em trocas gasosas de plantas s&o inéditos, ndo havendo descri¢cdo de testes

em outra especie.
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Figura 5: A: Taxa fotossintética (A); B: Condutancia estomatica (gs); C: Transpiracao (E): D:
Relacdo do Carbono interno com carbono externo (Ci/Ca) de plantas de E. dysenterica
submetidas & aplicacéo de fipronil nas doses de 0 (T0), 260 g.i.a.h™ (T1), 520 g.i.a.ha™ (T2)
e 1040 g.i.a.ha™ (T3). (n = 4)

No tocante a Ci/Ca, houve diferenca significativa entre os tratamentos em
funcdo do tempo de exposicdo. As plantas submetidas a dose de 1040 g.i.a.ha™
apresentaram aumento da relacdo Ci/Ca, com efeito mais expressivo no 47° DAA,
diferindo dos demais tratamentos e da testemunha (Fig. 5D). Estudos relataram que
0S inseticidas afetam o funcionamento das enzimas redutoras de carbono
fotossintético (PCR), como Rubisco 3-PGA, NADP, NAD-gliceraldeido-3-PGA-
desidrogenase e aldalose (BOLDT e JACOBSEN, 1998). Interferéncias nas
atividades enzimaticas da rubisco promovem altera¢ges na biossintese do CO,, com

interferéncias direta na assimilagdo do carbono pelos vegetais. Sendo assim, o
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aumento da relacdo Ci/Ca pode estar diretamente associado a acdo do fipronil nas
plantas de E. dysenterica, ratificando os resultados encontrados
6.3 Concentracdes de pigmentos cloroplastidicos

Em relacédo aos pigmentos cloroplastidicos das plantas estudadas, observou-
se que, quanto maior a dose do glifosato, maior a degradacdo dos pigmentos
fotossintetizantes. Individuos expostos & dose de 2220 g.e.a.ha’ apresentaram
maior reducao no teor das clorofilas a (Chl a), b (Chl b) e clorofila total (Chl a + Chl
b), na ordem de 41%, 23%, 39%, respectivamente, quando comparados com 0
controle. No tocante aos carotenoides (CaT) e o indice de feofitinizacdo (IF)

verificou-se que ndo houve diferencga significativa entre os tratamentos (Tab. 3).

Tabela 3: Clorofila A (Chl a), clorofila B (Chl b), clorofila total (Chl a + Chl b), carotenoides
(CaT) e indice de feofitinizacao (IF) de plantas de E. dysenterica submetidas a aplicacdo do

glifosato com doses de 0 (T0), 555 g.e.e.h™ (T1), 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220 g.e.a.ha™ (T3).
Pigmentos Tratamento

Cloroplastidicos TO T1 T2 T3 cv

Chl a (mg g* MF) 0,86a 0,61ab 0,64ab 0,44b 24,05%

Chl b (mg g* MF) 0,52a 0,43b 0,48ab 0,4b 16,73%

Chl a+b 1,38a 1,05ab 1,11ab 0,84b 20,57%

CaT 4,57a 3,86a 4,82a 4,56a 23,42%

IF 0,9a 0,88a 0,85a 0,78a 4,05%

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. (n = 4)

As plantas de E. dysenterica expostas a acdo do herbicida apresentaram
alteracdes dos pigmentos cloroplastidicos. Esses pigmentos exercem importante
funcd@o no processo fotossintético (TAIZ et. al., 2017) e sua reducdo causa danos
severos as plantas. O glifosato interfere na biossintese da clorofila, pois inibe as
atividades enziméticas da EPSPS (5-enolpiruvilshikimate-3-fosfato sintase) (GALLI e
MONTEZUMA, 2005; KASPARY et. al., 2014) e a sintese do acido aminolevulinico
(ALA) diminuindo a producdo de pigmentos fotossintetizantes (KITCHEN et. al.,
1981; CARVALHO e ALVES, 2011). Ademais, a atividade quelante do glifosato
também acarreta deficiéncia de ferro prejudicando a a¢do de duas enzimas (catalase
e a peroxidasse), que sao essenciais na biossintese da clorofila (ZOBIOLE et. al.,
2010). Tais fatos estdo em consonéncia com os resultados observados em relagao

ao teor dos pigmentos da espécie estudada. Silva et. al. (2016), Batista et. al. (2018)

49


https://www.scielo.br/scielo.php?pid=S0100-83582017000100253&script=sci_arttext#B17

e Cruz et. al. (2021) também relataram altera¢cdes dos pigmentos fotossintetizantes
em plantas expostas ao glifosato.

As plantas expostas ao fipronil apresentaram reducdo significativa das
clorofilas a (Chl a), b (Chl b), clorofila total (Chl a + Chl b). O tratamento com a maior
dose (1040 g.i.a.ha™) foi o que apresentou maior reducdo, quando comparado ao
controle (Tab. 4). No entanto, ndo houve diferenca significativa para o teor de
carotenoides (CaT) e indice de feofitinizacéo (IF).

Tabela 4: Clorofila A (Chl a), clorofila B (Chl b), clorofila total (Chl a + Chl b), carotenoides
(CaT) e indice de feofitinizacdo (IF) de plantas de E. dysenterica submetidas a aplicacdo de
fipronil com doses de 0 (T0), 260 g.i.a.h™ (T1), 520 g.i.a.ha™ (T2) e 1040 g.i.a.ha™ (T3).

Pigmentos Tratamento
b Ccv

Cloroplastidicos TO T1 T2 T3
Chla (mg g* MF) 0,86a 0,69ab 0,78ab 0,49b 22,54%
Chl b (mg g-1 MF) 0,52a 0,48ab 0,48ab 0,4b 11,84%
Chl atb 1,38a 1,17ab 1,26ab 0,89b 17,77%
CaT 4,57a 3,95a 3,96a 4,27a 17,33%
IF 0,9a 0,9a 0,88a 0,86a 3,40%

Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. (n = 4)

De acordo com Boldt e Jacobsen (1998), os inseticidas afetam o metabolismo
enzimatico, inibindo o funcionamento das enzimas redutoras de carbono
fotossintético (PCR), como rubisco 3-PGA, NADP, NAD-gliceraldeido-3-PGA-
desidrogenase e aldalose, interferindo, portanto no teor de clorofila. Resultados
semelhantes foram relatados por Ahemad e Khan (2011) estudando o efeito toxico
do fipronil em leguminosas, onde constataram que o teor de clorofila diminuiu
substancialmente na presenca do inseticida, com danos mais severos em plantas de
grao de bico, lentilha e ervilha, respectivamente. Ndo existem relatos sobre a acéo
do fipronil em espécies da flora do Cerrado, em face do avanco agricola sobre esse
bioma, é interessante ampliar os estudos sobre os efeitos desse agrotoxico em

plantas nativas.

6.4 Permeabilidade de Membranas

As plantas submetidas ao glifosato ndo apresentaram diferenca significativa
entre os tratamentos quando comparada com o controle para a Taxa de Liberacéo
de Eletrolitos (TLE) (Fig. 6).
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Figura 6: Taxa de Liberacao de Eletrdlitos (TLE) em plantas de E. dysenterica submetidas a
deriva de glifosato com doses de 0 (T0), 555 g.e.e.h™ (T1), 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220
g.e.a.ha’ (T3). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-
Knott a 5% de probabilidade. (n = 4)

De acordo com Cole (1985), os efeitos do glifosato nas membranas
plasmaticas podem ser insignificantes em algumas espécies. Resultados
semelhantes foram encontrados por De Sousa Santos et. al. (2020) em plantas de
Cenostigma macrophyllum expostas ao glifosato.

Em relagdo ao fipronil, verificou-se que também n&o houve diferenca
significativa entre os tratamentos quando comparados ao controle para a Taxa de
Liberacéo de Eletrolitos (TLE) (Fig. 7).
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Figura 7: Taxa de Liberacao de Eletrélitos (TLE) em plantas de E. dysenterica submetidas a
deriva de fipronil com doses de 0 (T0), 260 g.i.a.h™ (T1), 520 g.i.a.ha™ (T2) e 1040 g.i.a.ha™
(T3). Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade. (n = 4)

Ressalta-se que a permeabilidade de membranas ndo se mostrou um bom
bioindicador para respostas das plantas de E. dysenterica expostas tanto ao
glifosato quanto ao fipronil, haja visto que essa variavel foi pouco afetada pelos
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agrotoxicos estudados. Além de ser essa uma caracteristica muito comum em
tecidos vegetais submetidos a acéo de agentes estressores, independentemente da
sua natureza (WHEELER, 1978), o que acaba comprometendo a utilizacdo dessa

variavel no biomonitoramento.

6.5 Anatomia

As folhas de E. dysenterica apresentam epiderme uniestratificada em ambas
as faces (adaxial e abaxial) recobertas por uma cuticula espessa. Os estébmatos
estdo presentes apenas na face abaxial (hipoestomatica) (Figs. 8A, 9A). O mesofilo
dorsiventral possui uma camada de parénquima palicadico e varias camadas (entre
4 a 7) de parénquima lacunoso que apresenta poucos espacos intercelulares.
Presenca de cavidades secretoras séo visiveis em toda a extensdo do mesofilo foliar
(Figs. 8B - 9B). A regido da nervura central € composta por um feixe vascular
colateral em forma de arco, contornado por fibras periciclicas. Ha presenca de
cristais prismaticos ao longo do mesofilo e associados aos feixes vasculares (Figs.
8C - 9C). As caracteristicas anatdbmicas descritas no presente estudo estdo de
acordo com as relatadas por Palhares (2003), Franga (2011) e Cunha (2019) para a
espécie E. dysenterica.

O glifosato causou danos as estruturas anatomicas das folhas de E.
dysenterica. Foram observadas alterac6es em todas as doses testadas. Nas células
do parénquima palicadico, houve retracdo de membranas (Fig. 8D). Foram
identificados grandes espacos intercelulares no parénquima lacunoso e alteracdes
no formato do cloroplasto (Figs. 8E-G).

O interior das fibras que contornam os feixes vasculares apresentou
pigmentacédo, diferindo assim, da testemunha (Fig. 8F). Nos canais secretores,
observou-se que a secrecdo apresentou coloracado, diferindo da testemunha, cuja

secrecdo presente era translicida (Fig. 8H).
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Figura 8: Cortes anatdmicos de folhas de E. dysenterica aos 60 DAA do glifosato.
Testemunha (A, B e C), quando submetidas a dose de 555 g.e.e.h™ (D), 1110 g.e.a.ha™ (E,
F) e 2220 g.e.a.ha™ (G e H). Epiderme abaxial (Eab); Estdmatos (Es); Parénquima
palicadico (Pp); Parénquima lacunoso (Pl); Canais secretores (Cs); Feixe vascular (Fv);
Cristais prismaticos (Cr); Retracdo de membranas das células (Mb) do parénquima
palicadico; Espacos intercelulares (Eic); Fibras pigmentadas (Fi); Alteracdo no formato do
cloroplasto (Cl). Barra = 50 ym.

Avaliacbes anatbmicas das folhas sdo ferramentas importantes na
identificagdo de perturbagbes ambientais, pois permitem identificar a sensibilidade
de uma determinada espécie ao agente estressor antes mesmo de surgirem
sintomas visiveis (SILVA et. al., 2006; FREITAS-SILVA et. al., 2016).
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Na espécie estudada foram observadas modificagdes nas estruturas foliares,
mudancas no volume e formato das células do mesofilo e dos cloroplastos
comprometem a funcionalidade do parénquima clorofiliano, interferindo diretamente
na eficiéncia da fotossintese, pois promovem alteracdes na difusdo de gases dentro
das folhas (HEATH 1994; FLEXAS et. al., 2008; FREITAS SILVA et. al., 2020),
ratificando assim, os resultados encontrados em trocas gasosas.

Também foram identificadas mudancas na coloracdo de compostos quimicos
presentes nos canais secretores de E. dysenterica. A acao do glifosato sobre a rota
do chiquimato tem consequéncias direta na producdo de aminoécidos essenciais
(triptofano, fenilanina e tirosina). Estes aminoacidos s&o indispensaveis para a
sintese protéica, além de servir como substrato para a producdo de diversos
compostos secundarios. Interferéncias do glifosato na sintese do acido chiquimico
pode provocar desequilibrio metabdlicos (GRUYS e SIKORSKI, 1999; YAMADA e
CASTRO, 2007). Sendo assim, € provavel que mudancas na sintese dessas
substancias organicas tenham provocado modificacbes na composi¢cdo quimica da
secrecdo presente nas folhas de E. dysenterica. Corroborando com os resultados
encontrados na literatura por Tuffi Santos et. al. (2005) e De Sousa Santos et. al.
(2020). Todavia, estudos histoquimicos devem ser realizados com a finalidade de
identificar a natureza desses compostos.

Em relacdo a morfometria dos tecidos foliares, individuos expostos ao
glifosato apresentaram reducédo significativa da espessura da epiderme abaxial, nas
doses de 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220 g.e.a.ha™ (T3), nos valores de 22,48% e
19,79%, respectivamente, diferindo estatisticamente da testemunha. Os demais
tecidos ndo apresentaram diferenca significativa, quando comparados ao controle
(Tab. 5).

Tabela 5: Morfometria dos tecidos foliares de plantas de E. dysenterica submetidas a
aplicacéo do glifosato com doses de 0 (T0), 555 g.e.e.h™ (T1), 1110 g.e.a.ha™ (T2) e 2220
g.e.a.ha’ (T3).

Tecidos Foliares Tratamento Ccv
T0 T1 T2 T3
Epiderme Adaxial (um) 16,89a 15,30a 14,38a 15,13a 12,36%
Parénquima Palicadico (um) |112,27a| 102,79a 111,53a 115,29a 8,40%
Parénquima Lacunoso (um) | 61,58a 68,73a 65,10a 64,30a 14,18%
Epiderme Abaxial (um) 9,65a 8,86a 7,48b 7,74b 11,84%

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. (n = 4)
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Na morfometria, observou-se reducdo da epiderme abaxial, regido da folha
onde esta presente os estdbmatos. O herbicida interfere no crescimento das plantas,
promovendo reducéo dos tecidos foliares (MACHADO et. al., 2013). Como a folha da
E. dysenterica é hipoestomética, os efeitos do herbicida foram mais pronunciados
sobre os estdmatos, corroborando com os resultados encontrados em relacdo a
interferéncia do glifosato na fotossintese, condutancia estomatica e transpiracéo. De
Sousa Santos et. al. (2020) observaram resposta semelhante quanto a reducéao da
epiderme abaxial em Cenostigma macrophyllum submetida a diferentes
concentracdes do herbicida.

As folhas expostas ao fipronil apresentaram altera¢cées anatomicas em todas
as doses. As fibras apresentaram pigmentacdo (Fig. 9D), diferentemente da
testemunha, cujas células apresentaram coloracdo translicida. Reforca-se a
necessidade realizar testes histoquimicos com vistas a identificar a natureza desses
compostos quimicos que apresentaram alteragdo em sua coloracéo.

No mesofilo, houve o aparecimento de espacos intercelular em toda sua
extensdo, porém de forma mais acentuada no parénquima lacunoso (Fig. 9E).
Modificacdes no formato das células do parénquima palicddico também foram
visiveis em folhas de E. dysenterica como resultado da acé&o do fipronil (Fig. 9F).

Os dados apresentados sobre os efeitos anatbmicos em folhas de plantas
causados pela acdo do fipronil sdo inéditos, ndo havendo descricdo destas

respostas em outra espécie.
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Figura 9: Cortes anatdmicos de folhas de E. dysenterica aos 60 DAA do fipronil.
Testemunha (A, B e C), quando submetidas a dose 260 g.i.a.h™ (D), 520 g.i.a.ha™ (E) e
1040 g.i.a.ha™ (F). Epiderme abaxial (Eab); Estdmatos (Es); Parénquima palicadico (Pp);
Parénquima lacunoso (Pl); Canais secretores (Cs); Feixe vascular (Fv); Cristais prismaticos
(Cr); Xilema (Xi); Floema (Fl); Fibras pigmentadas (Fi); Espaco intercelular (Eic). Barra = 50
pm.

No tocante a morfometria dos tecidos foliares, as plantas de todos os
tratamentos apresentaram efeitos significativos (Tab. 6). Houve redugéo de 37,77%
e 24,57% da epiderme adaxial foliar nas doses de 260 g.i.a.h™ (T1), 520 g.ia.ha™

(T2), respectivamente.
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Tabela 6: Morfometria dos tecidos foliares de plantas de E. dysenterica submetidas a
aplicacdo do fipronil com doses de 0 (T0), 260 g.i.a.h™ (T1), 520 g.i.a.ha™ (T2) e 1040
g.i.a.ha’ (T3).

Tecidos Foliares Tratamento Ccv
T0 T1 T2 T3
Epiderme Adaxial (um) 16,89a 10,51b 12,74b 14,47a 13,90%
Parénquima Palicadico (um) | 112,27a 64,48c 106,33b 122,37a 6,31%
Parénquima Lacunoso (um) | 61,58a 66,37a 63.37a 67,78a 15,18%
Epiderme Abaxial (um) 9,65a 8,86a 7,48b 7,74b 11,84%

Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade. (n = 4)

Quanto ao parénquima palicadico, houve decréscimo na espessura de
42,56% e 5,30%, nas plantas expostas a doses de 260 g.i.a.h™ (T1) e 520 g.i.a.ha™
(T2), respectivamente, quando comparados a testemunha. No parénquima lacunoso,
nao foi observado diferenca significativa na espessura deste tecido em relacdo aos
tratamentos analisados.

No que tange a epiderme abaxial, houve efeito negativo do fipronil, na
espessura deste tecido, com decréscimo de 22,48% e 19,8%, nas plantas expostas
as maiores doses (520 g.i.a.ha® e 1040 g.i.a.ha®), respectivamente, quando
comparadas com a testemunha. Resultados contrérios foram relatados por Azevedo
et. al. (2014) onde foram identificadas influéncias positivas do inseticida nas faces
abaxial e adaxial da folha de erva doce (Foeniculum vulgare Mill.) (33,2 e
40,3/10um?2), quando comparadas ao controle. Ressalta-se que as plantas aqui
comparadas apresentam portes e habitats distintos.

A folha da E. dysenterica apresenta seus estdmatos localizados na epiderme
abaxial, por conseguinte, € provavel que o inseticida tenha provocado danos nessa
camada. Ademais, também foram observados efeitos negativos do fipronil na
condutancia estomatica e na transpiracdo, o que demonstra o impacto desse

inseticida sobre as células-guarda.
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7. CONCLUSAO

Diante dos dados analisados, pode-se afirmar que as plantas de E.
dysenterica sdo sensiveis a acao do glifosato e fipronil. Foram identificados efeitos
negativos desses agrotéxicos nos parametros morfolégicos, fisiolégicos e
anatomicos que foram potencializados em fungéao do tempo de exposigao.

Em relacdo ao glifosato, observou-se que em todos os tratamentos houve
sintomas visiveis de toxicidade. Na fisiologia, os danos foram mais expressivos nas
maiores doses com reducdo da taxa fotossintética, condutédncia estomética e
transpiragdo. Modificagdes nas estruturas anatomicas, como modificacdes das
células do parénquima palicadico, mudancas na composicédo do preenchimento das
fibras e nos canais secretores foram observadas em folhas de E. dysenterica
submetidas ac¢éo do glifosato.

As plantas expostas ao fipronil apresentaram sensibilidade ao inseticida com
sintomas visiveis de toxicidade na maior dose. Reducfes nos parametros
fisiolégicos como fotossintese, condutancia estomatica e transpiracdo também foram
observados nas doses de 520 g.i.a.ha™ e 1040 g.i.a.ha™. Anatomicamente, as folhas
de E. dysenterica apesentaram modificacfes, tais como: alteracdo da composi¢cao
das células do floema e das fibras e formato alterado das células do parénquima
palicadico. Essas alteracfes podem ser consideradas bons biomarcadores da
presenca do fipronil em plantas.

E possivel inferir que E. dysenterica é uma espécie em potencial para ser
utilizada em programas de biomonitoramento de ambientes expostos a glifosato e
fipronil. Ressalta-se a necessidade de pesquisas mais detalhadas, buscando ratificar

em campo a eficacia dos parametros bioindicadores identificados nessa pesquisa.
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