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RESUMO

SOUZA, S. J. Estudo da influéncia da utilizacdo de Imidacloprido em alface
(Lactuca sativa L.) 2019. 60 f. Projeto (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Tecnoldgica Federal do Paranid. Campo Mourédo, 2018.

A agricultura é altamente dependente da utilizacdo de substancias que possam inibir
a acao de insetos nocivos aos cultivares. No entanto, apesar de apresentarem alta
eficiéncia no controle de uma diversificada variedade de insetos, estudos tém
mostrado efeitos letais para insetos ndo alvo, tais como abelhas polinizadoras e
insetos aquaticos, além de efeitos colaterais em aves, peixes e até mesmo em
humanos. Existem poucas informacdes disponiveis sobre alteracbes moleculares e
sobre o efeito na absorcdo de minerais causadas por influéncia de pesticidas em
hortalicas, sendo que estes alimentos fazem parte do dia a dia da populagdo em
geral. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento de
culturas de alface auséncia e na presenca de duas concentracdes do inseticida
imidacloprido (IMD) a partir de analises por vibracdes moleculares obtidas por
espectroscopia de infravermelho proximo (NIR), infravermelho médio (MIR), analise
por espectrometria de absorcdo atbmica em chama (FAAS) e analise de estresse
por fluorescéncia de clorofila a (FChl), além de avaliar o potencial citotéxico e
genotoxico do IMD em meristemas de raizes de Allium cepa nos tempos 0, 24 e 48 h
de exposicdo. Os espectros NIR e MIR foram medidos no caule e na superficie das
folhas das alfaces, sendo tratados por analise de componentes principais (PCA). Os
teores de Ca, K, Fe, Cu, Al e Pb foram obtidos por FAAS, e os resultados de
fluorescéncia foram obtidos por meio de um Fluorimetro de Pulso de Amplitude
Modulada (PAM). Os dados de PAM e FAAS foram tratados estatisticamente
utilizando-se ANOVA e teste de Tukey, enquanto os resultados de citotoxicidade e
genotoxicidade foram obtidos pelos testes de Shapiro-Wilk e homogeneidade de
Hartley, Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn. Nao foram encontradas diferencas
estatisticas nas analises dos minerais entre 0s grupos (com e sem inseticida). Os
resultados mostraram que existe diferenca entre as medidas de espectros NIR
quando obtidas do caule e na superficie externa das folhas, de modo que o ponto de
medida pode influenciar nos resultados. No entanto, considerando-se apenas a
folha, ndo foi possivel diferenciar os grupos (controle, tratamento 1 e tratamento 2)
pela aplicacdo de PCA nos dados de espectroscopia NIR, MIR, tdo pouco nos dados
de FAAS. Os parametros obtidos por PAM, Fo, Fy, Fv/Fy e Fv/Fo, tal como os
resultados de NIR e MIR, ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas
entre os grupos (com e sem inseticida). As duas concentragdes avaliadas causaram
inibicdo significativa na divisdo celular principalmente apos 48 horas de exposicao,
onde o indice mitético foi de aproximadamente 1,76 e 0,56 para concentragéo 1 e 2,
respectivamente. O inseticida induziu a formagdo de um numero significativo de
micronucleos além do numero de células em apoptose, indicando que o IMD
apresenta genotoxicidade e citotoxicidade. Desta forma, sugere-se que 0 uso de
IMD deve ser rigorosamente monitorado pois, além de ndo serem facilmente
diferenciadas, cultivares produzidas com uso de IMD podem promover toxicidade.

Palavras-chave: Neonicotinoides. genotoxicidade.  quimiometria. FAAS.

Fluorescéncia. Infravermelho.



ABSTRACT

SOUZA, S. J. Study of the influence of the use of Imidacloprid on lettuce
(Lactuca sativa L.) 2019. 60 f. Projeto (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos) - Universidade Tecnologica Federal do Parana. Campo Mourao, 2018.

Agriculture is highly dependent on the use of substances that may inhibit the action
of pests harmful to cultivars. However, although they are highly effective in controlling
a variety of insects, studies have shown lethal effects for non-target insects such as
pollinating bees and aquatic insects, as well as side effects on birds, fish, and even
humans. There is little information available on molecular changes and on the effect
on the absorption of minerals caused by the influence of pesticides on vegetables,
being these foods part of the day-to-day population. Thus, the objective of this work
was to evaluate the development of lettuce in the absence and presence of two
different imidacloprid (IMD) insecticide concentrations, using molecular vibration
analyzes obtained by near-infrared (NIR), mid-infrared (MIR) spectroscopy, flame
atomic absorption spectrometry (FAAS) and a-chlorophyll fluorescence stress
analysis (FChl) through a pulse of modulated amplitude fluorimeter (PAM), as well as
to evaluate the cytotoxic and genotoxic potential of IMD in Allium cepa root
meristems at the exposure times of 0, 24 and 48 hours. The NIR and MIR spectra
were measured on the stem and leaf surface of the lettuces and treated by Principal
Component Analysis (PCA). The Ca, K, Fe, Cu, Al and Pb contents were obtained by
FAAS. The PAM and FAAS data were statistically treated using ANOVA and Tukey's
test, while the results of cytotoxicity and genotoxicity were obtained by the Shapiro-
Wilk tests and homogeneity of Hartley, Kruskal-Wallis, and post-Dunn test. No
statistical differences were found in the mineral analyzes between the groups (with
and without insecticide). The results showed that there is a difference between the
measurements of NIR when the spectra are obtained from the stem and on the outer
surface of the leaves so that the measurement point can influence the results.
However, considering only the leaf, it was not possible to differentiate the groups
(control, treatment 1 and treatment 2) by using PCA in the NIR, MIR spectroscopy
data, as happens in FAAS data. The parameters obtained by Fo, Fy, F/Fy and
Fv/Fo, as well as the NIR and MIR results, did not present significant statistical
differences between the groups (with and without pesticide). The two concentrations
evaluated caused significant inhibition in cell division mainly after 48 hours of
exposure, where the mitotic index was approximately 1.76 and 0.56 for concentration
1 and 2, respectively. The pesticide did induce the formation of a significant number
of micronuclei in addition to the number of cells in apoptosis, indicating that IMD has
genotoxicity and cytotoxicity. Therefore, it is suggested that the use of IMD should be
strictly monitored because, in addition to not being easily differentiated, cultivars
produced using IMD may promote toxicity.

Keywords: Neonicotinoids. genotoxicity. chemometrics. FAAS. Fluorescence.

Infrared.
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1. INTRODUCAO

A agricultura é altamente dependente da utilizacdo de substancias, como os
pesticidas, com a finalidade de inibir a acdo de pragas nocivas aos cultivares como
fungos, bactérias, virus, vermes, acaros, ervas daninhas e inseticidas. Dentre os
pesticidas, os inseticidas sdo componentes quimicos frequentemente utilizados na
agricultura com o objetivo de defender as culturas do ataque de insetos nocivos para
o desenvolvimento de diversos cultivares. Devido ao rdpido mecanismo de agéo e
inibicdo do ataque de pragas e versatilidade de aplicacdo, um grupo quimico de
inseticidas destacavel € o dos neonicotinoides. Este grupo é dividido em sete
classes de inseticidas, sendo elas imidacloprido, tiacloprido, clotianidina,
tiametoxam, acetamiprido, nitempiram e dinotefurano (do inglés imidacloprid,
thiacloprid, clothianidin, thiamethoxam, acetamiprido, nitenpyram e dinotefuran)
(HAN, TIAN e SHEN, 2017; JESCHKE et al., 2011).

O primeiro neonicotinoide foi lancado em 1991, sendo denominado de
imidacloprido (IMD). Nos anos seguintes, houve um desenvolvimento notavel de
derivados tais como nitempiram e acetamiprida, desenvolvidos em 1995, e as
demais classes como tiametoxam, clotianidina, dinotefurano e tiaclopride, que foram
desenvolvidos de 1998 até 2002. Este pesticida oferece acbes que vao desde a
aplicacoes em sementes, aplicacdes folhares, em solos, pomares e culturas
hidropbnicas, e essa diversidade de possibilidades de aplicacbes contribui
significativamente para sua disseminacdo comercial. Em 2010 os neonicotinoides
representaram cerca 27% das vendas mundiais de inseticidas, sendo que nos
Estados Unidos a renda com a venda destes pesticidas foi de aproximadamente
$2.63 bilhdes, dos quais o IMD representou 41,5% das vendas (BONMATIN et al.,
2015). Em 2014, mais uma vez este grupo quimico disparou com mais de 25% das
vendas mundiais, onde as classes tiametoxam, IMD e clotianidina representaram
85% das vendas. As principais regides consumidoras deste inseticida sdo a América
Latina, Asia e América do Norte (BASS et al., 2015).

Este grupo quimico de inseticidas € considerada sistémica, ou seja, penetra
na planta e percorre os vasos do vegetal, e por conta de seu baixo peso molecular e
sua alta solubilidade em agua, proporcionam aos neonicotinoides a propriedade de

serem facilmente absorvidos pelas raizes ou até mesmo penetrar os tecidos das
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plantas, e assim permanecer em seu sistema por um longo periodo (HAN, TIAN E
SHEN, 2017), garantindo uma boa acéo contra uma grande variedade de insetos por
um tempo relativamente prolongado (JESCHKE et al., 2011). Além disso, aplicacdes
continuas mostraram que o agente ativo possui um longo tempo de vida, no qual
fatores como repetibilidade de aplicagdo e a concentracao utilizada influenciam
diretamente na concentragdo acumulada no solo, se tornando disponivel por mais
tempo (GOULSON, 2013).

Os neonicotinoides possuem um mecanismo de acdo considerado seletivo,
uma vez que seu componente ativo € responsavel por uma acao agonista (se ligam
a receptores inativando-os biologicamente) e tem afinidade com as ligacdes de
receptores de acetilcolina em vertebrados, levando a paralisias e por fim a morte
(BONMATIN et al., 2015; SIMON-DELSO et al., 2015).

Estas propriedades podem garantir uma boa atividade inseticida, porém, ao
contrario do que se acreditava, estudos recentes tem mostrado que, principalmente
os efeitos cumulativos, tem levado a exposicdo e também a problemas no sistema
nervoso central, problemas de fertilidade e até mesmo a morte de espécies nao-
alvos como abelhas (CALATAYUD-VERNICH et al., 2016), insetos aquaticos (RICO
et al., 2018), peixes (ITURBURU et al., 2018) e aves (HALLMANN et al., 2014). Até
mesmo em humanos taxas de exposi¢do ja foram mensuradas (UEYAMA et al.,
2015), sendo grande parte de seus efeitos em mamiferos testados em ratos,
mostrando também problemas relacionados a reducao de fertilidade (BAL et al.,
2012; KAPOOR et al., 2014), problemas no figado (GU et al., 2013; LONARE et al.,
2014) e efeitos de genotoxicidade (HAN, TIAN E SHEN, 2017; STIVAKTAKIS et al.,
2016).

Mesmo sendo um inseticida sistémico, estudos que mostram seus efeitos
fisicos e quimicos na planta sdo escassos. Efeitos secundéarios associados ao uso
do imidacloprido ja foram relatados, suportando a ideia de que sua utilizacédo
resultou em maior rendimento na producdo e melhor desenvolvimento da planta,
conferindo principalmente um fendmeno denominado como “Stress Shield”, onde a
planta desenvolveu-se melhor apresentando certa resisténcia a estresses sofridos
devido a temperaturas elevadas, falta ou até mesmo excesso de agua (THIELERT,
METZLAFF e BLOCK, 2009). No entanto efeitos da adi¢cao de inseticida com relagao
a composicdo ou modificagdes na matriz molecular das plantas ainda nao foram

relatados.
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Por este motivo, este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia da
utilizacdo de IMD em alface (Lactuca sativa L.), no qual avaliou-se as alteracdes
moleculares por espectroscopia de infravermelho, perfil mineral por espectroscopia
de absorcao atbmica em chama, analises de estresse por avaliacdo de fluorescéncia
de clorofila, além de testes toxicolégicos. Com isso, pode-se inferir sobre a
influéncia, detectabilidade e toxicidade deste inseticida, de modo a prover
esclarecimentos sobre a aplicacdo e consumo indireto deste pesticida aos

consumidores.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Os pesticidas sao substancias quimicas ou agentes biolégicos que possui a
finalidade de impedir, repelir ou eliminar qualquer tipo de praga. Usados
frequentemente para combater diversas formas de seres vivos, tais como, insetos,
ervas daninhas, &acaros, vermes, micrébios, fungos entre outros seres que sao
nocivos, principalmente, em culturas agricolas. Deste modo dependendo do foco
para o qual o pesticida é utilizado este recebe uma denominacéo, sendo que, dentro
do grupo dos pesticidas estes podem ser classificados como acaricidas,
bactericidas, fungicidas, herbicidas, inseticidas, nematicidas, rodenticidas ou
moluscicidas (ECOBICHON, 2001; KUMAR et al., 2018).

Dentre os pesticidas, estdo os inseticidas, que sdo componentes quimicos
utilizados na agricultura com o objetivo de defender as culturas do ataque de insetos
nocivos para o desenvolvimento desta atividade econémica e alimenticia. Dentre os
inseticidas, o grupo quimico conhecida como neonicotinoides se destaca pelo
mecanismo de acdo rapido e inibicdo de proliferacdo de pragas, aplicabilidade
diversificada, seletividade para insetos e estavel para aplicagcbes em campo. Existem
sete classes de inseticidas deste grupo quimico, conhecidas como imidacloprido,
tiacloprido, clotianidina, tiametoxam, acetamiprido, nitempiram e dinotefurano, (HAN,
TIAN E SHEN, 2017; JESCHKE et al., 2011).

Os neonicotinoides apresentam um método de aplicacdo diversificado
podendo ser utilizado como spray foliar, tratamento de sementes, aplicacdes no
solo, aplicacbes em pomares e aplicacdes em culturas hidroponicas, por meios de
aplicacdes extremamente praticos, como na agua de irrigacdo, sistemas de
gotejamento ou sistemas de caixas flutuantes ou pulverizagcédo. Além disso, possuem
uma excelente performance no controle de pragas, sendo utilizados para o combate
de uma ampla gama insetos como pragas sugadoras, pulgbes, mosca branca,
gorgulhos, cigarrinhas, gafanhotos e besouros. Devido a isso, este pesticida tem uso
diversificado, sendo passivel de aplicacdo em vegetais, beterraba sacarina, algodao,
pomares, cereais, tabaco, citros, milho, diversos tipos de frutos, tubérculos, cana-de-
acucar e eucalipto (JESCHKE et al., 2011; SIMON-DELSO et al., 2015).

A estrutura molecular dos sete neonicotinoides disponiveis no mercado estéao

apresentadas na Figura 1. Destes, trés sao considerados componentes ciclicos
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(imidacloprido, tiametoxam e Tiacloprido) e quatro ndo ciclicos (acetamiprido,
clotianidina, dinotefurano e nitenpiram). De forma geral os compostos considerados
ciclicos sdo aqueles que apresentam segundo anel aromatico fechado, enquanto
gue os nao ciclicos apresentam o segundo anel aromatico aberto. Mesmo sendo
diferentes, sua acéo inseticida ndo é comprometida. Além disso, tais estruturas
proporcionam fotoestabilidade aos neonicotinoides, fator este extremamente

significante para aplicacbes em campo (JESCHKE et al., 2011).
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Figura 1 - Estrutura quimica neonicotinoides
Fonte: Adaptado de Simon-Delso et al., (2015)

As técnicas de aplicacdo em campo e a estrutura molecular tornam os
neonicotinoides excelentes agentes sistémicos, e a estabilidade relativamente alta
permite que o inseticida permaneca no solo por um tempo prolongado. Assim, estes
se tornam disponiveis por um maior periodo de tempo, favorecendo a absorcdo
pelas raizes das plantas (GOULSON, 2013). Neonicotinoides apresentam alta
pressao de vapor, o que confere baixa volatilidade ao inseticida, fazendo com que o
agente permaneca no estado vapor por menos tempo quando utilizado em forma de
spray. Além disso, sua alta solubilidade em agua, baixo peso molecular e estrutura
nao ionizavel facilitam os mecanismos de absorcdo pelas raizes, permitindo assim
sua translocacgéo pelos canais de transporte xilema ou floema (CUTLER, BOTHA E
STEVENSON, 2008), ou até mesmo para penetrar as membranas dos tecidos

externos da planta, o que as faz permanecerem ativas por um periodo prolongado
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contra as pragas. (BONMATIN et al., 2015; JESCHKE et al., 2011; SIMON-DELSO
et al., 2015).

Quando aplicado, o pesticida pode ser absorvido tanto pelas folhas quando
pelas raizes e entdo sado carregados para diferentes sitios da planta, como flores,
pélen, néctar e até mesmo frutos. No caso de aplicacao foliar, os agentes ativos ndo
absorvidos podem ficar retidos nas ceras epicuticulares e, devido a solubilidade,
podem ser redissolvidos em agua de chuva, orvalho ou agua de gutacdo e se
tornarem disponiveis novamente. Por isso, ndo importa onde a praga ira atacar, pois
a probabilidade de entrar em contato com o agente é elevada (BONMATIN et al.,
2015). A capacidade da raiz de absorver o agente ativo e as taxas de transpiracéo
diaria estdo diretamente relacionados com as concentracfes que a planta pode
absorver e a distribuicdo em que as concentracdes deste agente ativo se encontram
em seus tecidos. Estes indices podem variar de cultura para cultura de acordo com
0 seu estagio de crescimento, onde em estagios mais avancados de
desenvolvimento as concentra¢des encontradas séo maiores (LI et al., 2018).

Uma vez circulando pelo sistema da planta os neonicotinoides se tornam
disponiveis para sua acdo inseticida. O IMD, por exemplo, contém grupos de 6-
cloro-3-piridil (Figura 1), o que a torna semelhante a nicotina e epibatidina, ambos
potentes agonistas de receptores de acetilcolina nicotinico. Uma vez interagindo
com estes receptores, tais agonistas promovem a abertura e o desregulamento dos
canais catibnicos da acetilcolina (CASIDA e DURKIN, 2013; JEPSON, BROWN e
SATTELLE, 2006; MATSUDA et al., 2001; SIMON-DELSO et al., 2015). Nos insetos
0s receptores da n-acetilcolina (NnAChRs) estdo concentrados em sua grande maioria
no sistema nervoso central (MATSUDA et al.,, 2001), e como 0s neonicotinoides
apresentam elevada eficiéncia de ligacdo as membranas cerebrais a atividade
inseticida é bastante efetiva. Como resultado da ligacdo do neonicotinoide aos
receptores nAChRs, as excitacbes das membranas neuronais se tornam mais
intensas produzindo descargas que levam a paralisia no inseto devido a exaustdo de
energia celular, resultando em 6bito (SIMON-DELSO et al., 2015).

O fato de o0s neonicotinoides serem seletivos para insetos e nao para
mamiferos pode ser explicados por pequenas diferencas encontradas entre as
subunidades de nAChRs (CASIDA e DURKIN, 2013; MATSUDA et al., 2001;
SIMON-DELSO et al., 2015). Segundo estudos, 0S neonicotinoides ndo sao

protonados ou ionizaveis, mas possuem uma parte considerada eletronegativa,
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proveniente de um grupo ciano ou nitro que confere a poténcia seletiva para insetos.
Deste modo uma Unica ligacdo dominante de alta afinidade é atribuida para nAChR
de insetos, enquanto que para vertebrados os neonicotinoides podem se ligar no
NAChR em conformacgfes diferentes, contribuindo para a formacdo de ligacbes
fracas. Desta forma, o efeito seletivo é mais intenso em insetos do que em
mamiferos (TOMIZAWA e CASIDA, 2005; TOMIZAWA, CASIDA e MU, 2009).

Mesmo que a acao inseticida dos neonicotinoides seja seletiva para insetos,
organismos que nao sdo alvos podem ser expostos por ingestdo nao intencional de
partes da planta tratadas com o inseticida. Dependendo do método de aplicacédo, o
risco potencial de consumo de folhas contaminadas pode perdurar por longos
periodos ap0s a colheita (BONMATIN et al., 2015). Recentemente estudos tem
mostrado que 0s neonicotinoides sédo responsaveis (como cofator) na reducdo das
colonias de abelhas, pois por se tratar de um inseticida sistémico, quando absorvido
pela planta, tanto o agente ativo quanto os metabdlitos podem ser conduzidos para
outros sitios como polen, néctar, frutos e folhas, se tornando potenciais riscos para
esta classe de polinizadores que representam cerca de 85% de efetivo de
polinizacdo em areas agricolas (JIANG et al., 2018).

Estudos conduzidos por Jiang et al. (2018) mostraram que o0 inseticida
tiametoxam foi encontrado em mais de 90% das amostras de poélen e em
aproximadamente 54% de amostras de néctar e folhas de colheitas de algodao,
enquanto que o IMD foi encontrado em todas as amostras de pdlen e de folhas e em
88,9% das amostras de néctar, sendo que para ambos 0s casos as concentracdes
estiveram acima de 3 ng/g de amostra (folha, néctar ou pélen), o que é considerado
toéxico para as abelhas. Em consequéncia disso, 0s riscos de exposi¢cdes cronicas
para as abelhas sdo aumentados, principalmente quando expostas por longos
periodos de tempo (REED et al., 2010)

De acordo com Spatz et al. (2014), mesmo em doses nao letais o sistema de
Voo e 0 senso de orientagéo das abelhas pode ser afetado. Isto acontece porque 0
inseticida bloqueia o sistema de memodria remota adquirida pelas abelhas durante
voos de exploragdo. Desta forma, a memoria de navegacdo acaba sendo
comprometida, causando consequéncias frente ao senso de direcdo do inseto,
tornando o retorno para as colmeias mais complexos e demorados, comprometendo

todo o sistema de sobrevivéncia das colmeias (SPATZ et al., 2014).
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A exposicdo das abelhas em suas atividades polinizantes acabam por se
tornar um problema para toda a colmeia, abelhas forrageiras expostas durante a
polinizacdo acabam contaminando de forma cruzada toda a comunidade da colmeia
(CALATAYUD-VERNICH et al., 2016; WOODCOCK et al., 2016). A contaminacao da
colmeia leva as larvas a exposi¢do que por sua vez sofrem modificagBes genéticas
na qual quando atingem a fase adulta se tornam inférteis reduzindo o numero de
abelhas da colbnia (WU et al., 2017) .

Alguns relatos tém levantado duvidas, hipoteses e preocupacfes a respeito
de sua utilizacdo destes pesticidas, uma vez que existem suspeitas de que agentes
como o IMD podem estar envolvidos na reducdo da populagcdo de aves que
possuem dieta baseada no consumo de insetos (HALLMANN et al., 2014). Na
Franca, dados coletados desde 1995 até 2014 sugerem que a possivel morte de
pombos e perdizes-cinzentas podem estar relacionadas com o uso de IMD para
tratamento de sementes, principalmente em época de plantios de cereais de inverno
(MILLOT et al., 2017).

Addy-orduna, Brodeur e Mateo (2019), avaliaram a toxicidade oral aguda em
pombos, onde concentraces de IMD menores do que 40 mg.Kg’ de racdo ndo
foram letais, mas provocaram sintomas de intoxicagcdo neural, tais como, forma de
andar lenta e descoordenada, asas caidas e diminuicdo da resposta para fugir de
ameaca. No entanto, em concentracdes maiores que 40 mg.Kg™ os sintomas foram
mais fortes e foram registradas mortes. Para o0s neonicotinoides clotianidina e
tiametoxam, concentracées menores que 1000 mg.Kg™ ndo causaram mortalidades,
mas provocaram sintomas parecidos aos encontrados para IMD. E em
concentracdes maiores que 1000 mg.Kg™ foram registradas mortes. De forma geral,
o IMD causa intoxicacdes mais intensas em doses muito mais baixas quando
comparadas aos outros dois neonicotinoides, além de levarem as aves ao
falecimento mais rapido.

Devido a boa solubilidade dos neonicotinoides em agua, a probabilidade de
lixiviacdo e escoamento para cursos hidricos é grande, aumentado assim a
probabilidade de exposicéo a sistemas ecoldgicos de invertebrados aquaticos frente
ao uso de neonicotinoides (SANCHEZ-BAYO, GOKA e HAYASAKA, 2016),
exposi¢coes podem afetar desde as larvas até o desenvolvimento para a fase adulta
dos insetos causando efeitos como paralisia (RABY et al., 2018), sendo que a

temperatura tem relagdo com o0s niveis de exposicdo e desenvolvimento de
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sintomas, podendo os resultados serem diferentes para as mais variadas regides do
mundo (RICO et al., 2018).

Efeitos similares também foram registrados para IMD para concentracdes
entre 45 ou 60 pM em peixes zebra, sendo esta exposicdo responsavel pela
diminuicdo significativa da atividade de nado das larvas. J& na fase adulta o
inseticida promoveu uma diminuicdo na capacidade de exploragdo em novos
ambientes, assim como 0 aumento na reacao de sobressalto (CROSBY et al., 2015).
Além disso, exposicdes a concentracdes acima de 10 pg L™ podem produzir niveis
significativos de estresse oxidativo provenientes de atividade SOD (enzima
superoxido dismutase) e H,O,, causando danos a tecidos do cérebro, figado e
branquias (ITURBURU et al.,, 2018), assim como o aumento de LPO (oxidagao
lipidica) e PCC (contetudo de proteina carbonilada) em diversos tecidos, além de
possiveis danos causados ao DNA (Vieira et al., 2018). De qualquer forma, para o
caso de altas concentracdes do IMD na agua foram relatados somente casos de
subletalidade.

O efeito cumulativo dos neonicotinoides em solo, agua, plantas, frutos e
racdes animais podem se tornar meios para exposicdo humana. Estudos realizados
em amostras de urina coletadas desde 1994 até 2011 mostraram um acréscimo
significativo nas taxas de neonicotinoides entre mulheres japonesas, sugerindo que
a exposicdo a esta classe de pesticidas aumentou com passar do tempo, devido
principalmente ao crescimento exponencial de sua utilizacdo em campo (UEYAMA
et al.,, 2015). Em outro estudo realizado em areas suburbanas de Aichi, regido
central do Japdo, mostraram que a analise de creatinina urindria de 223 criancas
estudadas, aproximadamente 58% apresentavam niveis médios de 4,7 nmol.g™ de
creatinina, sendo que no verdo as concentracdes eram maiores do que aquelas
medidas no inverno, independente do sexo avaliado (OSAKA et al., 2016). Um
estudo na Grécia comparou concentracdes de IMD em amostras de cabelo de 26
moradores da area urbana e 32 moradores de zona rural, na qual cerca de 65,6%
dos moradores estavam envolvidos em praticas agricolas. Observaram-se niveis
médios de IMD que variaram de 0,03 ng.mgt até 0,27 ng.mg’ de cabelo
(KAVVALAKIS et al., 2013).

Marfo et al. (2015), sugerem que residuos de N-desmetil-acetomiprida podem
estar relacionados a 85 sintomas clinicos de individuos da populagéo japonesa, tais

como tremor postural, perda de memoéria recente, cefaleia, fadiga geral, sintomas
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toracicos, dor abdominal e sintomas musculares, sendo que estes sintomas
permaneceram apoés varios dias ou meses depois de terem sido proibidos de
consumir produtos cultivados localmente.

Estudos em ratos, mostraram que ingestdes agudas de concentracbes 20
mg.kg™t.dia® de IMD foram responsaveis por problemas em ovéarios de fémeas,
perda de peso e alteracbes hormonais significativas (KAPOOR et al., 2014). Em
ratos machos, concentracées de 0,5, 2,0 e 8,0 mg.kg™.dia™ levaram a reducédo de
parametros espermaticos, niveis de testosterona e a fragmentacdo do DNA seminal,
com tais fenbmenos ocorrendo nas duas doses mais altas (BAL et al., 2012). Além
disso, estudos in vitro mostraram que concentracdes de 500 uM ou 50 mM, nédo
modificaram a motilidade e a integridade do DNA. No entanto, as habilidades de
fertilizacdo e o desenvolvimento embrionario foram adversamente afetados (GU et
al., 2013).

Com relacdo a hepatotoxicidade e carcinogenicidade hepética, foram
relatadas alteracdes em ratos fémeas e machos quanto a atividade enzimatica do
figado, degeneracdo dos hepatécitos, dilatacdo da veia central e um aumento nas
enzimas produzidas pelo figado. Ambos os casos foram observados somente para
concentracdes acima de 20 mg.kg™.dia® (GU et al., 2013; HAN, TIAN e SHEN,
2017). Estudos tem mostrado que a exposicdo oral a IMD (45 e 90 mg.kg™ peso
corpOreo) pode causar decréscimos em limiar de dor e atividade locomotora
espontanea (LONARE et al., 2014). IMD também apresentou influencias excitatérias
para liberacdo de Ca®" em ratos recém nascidos, sendo este um indicador de
atividade fisiol6gica neural baixa, indicando que o IMD pode afetar adversamente o
desenvolvimento cerebral (KIMURA-KURODA et al., 2012).

Andlises de sangue de ratos tratados com IMD (40 e 80 mg.kg.™dia™) por 4
meses, apresentaram a partir do segundo més efeitos genotoxicos em testes
realizados no sangue para ambos os grupos (STIVAKTAKIS et al., 2016). Diferentes
doses de IMD administradas de forma oral (100, 200 e 300 mg.kg’ por 24 h)
mostraram um acréscimo nas frequéncias de micronucleos em eritrécitos
policromaticos indicando danos aos cromossomos quando o agente foi ministrado
em doses mais altas (HAN, TIAN e SHEN, 2017). No entanto, estudos em linfocitos
humanos indicaram que a frequéncia de microndcleos foi observada em
concentracdes menores (0,1 e 0,5 mg.L?), e danos no DNA também foram

reportados em todos os grupos tratados com IMD (0,05, 0,1 e 0,5 mg.L™) em relacéo
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aos grupos controle (FENG et al., 2005). Em contrapartida os mesmos danos
causados em linfocitos foram observados apenas para concentragdes maiores do
que 5 mg.L™ (HAN, TIAN e SHEN, 2017).

Neste contexto, neonicotinoides e seus metabdlitos foram encontrados em
diversas amostras biolégicas na populacdo mundial, nas mais variadas faixas etarias
e sexos. Sendo que muitas dessas pessoas podem estar expostas hd mais de 20
anos, incluindo criancas, mostrando a necessidade do monitoramento dos niveis de
exposicao e principalmente avaliar seus possiveis efeitos na saude a longos tempos
de exposicdo. Efeitos toxicoldégicos foram previamente estudados em ratos, e
raramente estudados em humanos, mas de certa forma os resultados apresentados
mostram que mesmo em concentracdes relativamente altas, certos efeitos nocivos
foram evidenciados, sendo eles no sistema reprodutivo, hepético, neurolégicos
sanguineo e citolégico (HAN, TIAN e SHEN, 2017). Assim, devem ser conduzidos
pesquisas mais aprofundadas sobre tais mecanismo de acéo principalmente para
exposicoes de longo prazo em humanos.

Mesmo sem saber os reais efeitos a longo prazo de exposicdo aos
neonicotinoides o limite maximo de residuos (LMR) que pode ser encontrado em
produtos para consumo pode variar de pais para pais e para o tipo de cultura no qual
é utilizado. No Brasil por exemplo, o LMR permitido para culturas de alface é de 0,5
mg.Kg™, ou até mesmo 2,0 mg.Kg™ para couve e mamao (ANVISA “RE-N° 165",
2003), sendo estes considerados produtos de alto consumo no pais, mostrando
COMO a exposicao a tais pesticidas tem se tornado rotineiros. Por outro lado, poucos
estudos relacionam sua aplicacéo quanto ao desenvolvimento da planta, ndo apenas
em seu controle contra pestes, mas também agindo diretamente e fisicamente na
planta, sendo que, em alguns casos, verificou-se tolerancia e resisténcia contra
patbgenos microbianos, e fungicos. Além disso, este efeito secundario chamado de
Stress Shield foi atribuido ao IMD devido a melhoras quanto ao vigor das culturas
em condi¢cOes de estresse causadas por seca, calor excessivo, umidades extremas,
sendo isto associado a um melhor desenvolvimento da planta comparada com
aguelas que nao recebem o tratamento. Alguns autores relatam que estes efeitos
podem estar correlacionados principalmente com o metabdlito acido 6-cloricotinico
(6-CNA) proveniente da degracdo do IMD (SENN et al., 2004; THIELERT,
METZLAFF e BLOCK, 2009).
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Mesmo sabendo de sua capacidade sistémica, a literatura foi escassa de
resultados sobre os efeitos que o inseticida tem sobre o desenvolvimento dos
cultivares, principalmente com o que diz respeito as suas caracteristicas fisicas,
moleculares e minerais. Por este motivo, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a
influéncia do IMD no desenvolvimento de alfaces seguindo as recomendagdes de
uso estabelecidas pelo fornecedor do produto (600 g.hect™).
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3. OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

3.1 GERAL

Este trabalho teve como objetivo avaliar o cultivar de Alface (Lactuca
Sativa) na presenca do inseticida Imidacloprido em duas concentragbes
diferentes, para certificar sobre a influéncia deste agente em modificagbes

moleculares, minerais, estruturas de clorofila e outras células.

3.2 ESPECIFICOS

Para se atingir o objetivo proposto fez-se necessario:

- Cultivar alfaces em ambiente controlado na presenca e auséncia de
inseticida em duas diferentes concentracoes;

- Avaliar a influéncia de se medir os espectros em diferentes pontos das
amostras;

- Avaliar a influéncia de 4gua a partir de espectroscopia NIR e MIR medindo-
se as amostras cruas e, em seguida, liofilizadas;

- Avaliar a influéncia do IMD na absor¢céao de minerais pela planta utilizando-se
FAAS;

- Avaliar a influéncia do IMD nas condicdes de estresse da planta utilizando-
se PAM;

- Avaliar a toxicidade do pesticida a partir da diviséo celular.
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4. MATERIAL E METODOS

As sementes de alface monica crespa (Feltrin SF 31), Terra vegetal
(Humusfertil), terra organica (Fertilzare), himus de minhoca (Fertilizare) e inseticida
Imidacloprido foram adquiridos no comércio local de Campo Mourdo. Utilizou-se
ainda HNO3 (65% Sigma-Aldrich) e HCI (37% Sigma-Aldrich) de fornecimento do
préprio orientador do projeto.

As analises de espectroscopia de infravermelho proximo, espectroscopia de
infravermelho médio, espectroscopia de absorcdo atbmica em chama e analise de
citotoxicidade e genotoxicidade foram realizados nos laboratérios das instalacdes da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana (UTFPR) campus Campo Mourao.

Andlises de fluorescéncia foram realizadas nas instalacbes da Universidade
Estadual do centro-oeste do Parana campus Guarapuava — PR.

4.1 GERMINACAO DAS SEMENTES E DESENVOLVIMENTO DAS CULTURAS

As etapas para o desenvolvimento dos cultivares estdo descritas nos itens
abaixo, sendo que o cultivo das alfaces foi realizado dentro das instalacfes da
UTFPR.

4.1.1 Primeiro Cultivo

O primeiro cultivo foi realizado nos meses de julho a setembro de 2018. As
sementes das culturas de alface (Feltrin) foram cultivadas em bandejas para mudas
para a germinacdo da semente e formacdo da muda por um periodo de
aproximadamente 15 dias, em humus de minhoca. Apés a formagdo da muda,
caixas de madeira (49 x 21 x 32 cm) foram vedadas com filme plastico para evitar
qualquer tipo de contaminacgao cruzada entre 0s grupos, e entdo foram preenchidas
com terra em uma proporcao de aproximadamente 1,5 kg de terra para cada planta
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de forma a garantir espaco e quantidade de solo suficiente para o desenvolvimento
das alfaces. Por fim as mudas foram transferidas cuidadosamente para suas
respectivas caixas para crescimento.

O solo, agua e quantidade de luz direta e indireta foram controladas de forma
igualitaria para que a diferenga significativa encontrada estivesse relacionada a
presenca/auséncia do inseticida, com a temperatura variando de 18-26 °C, de
acordo com as temperaturas no periodo de crescimento. A quantidade de agua
utilizada foi a necessaria para manter o solo imido o suficiente para o crescimento
da planta, mas nao a ponto de favorecer o crescimento de fungos. Cerca de 25 mL
de agua eram depositados sobre cada planta singularmente com o auxilio de uma
proveta. A agua foi adicionada ao solo sempre que o solo se apresentava seco.

A preparacdo do solo obedeceu a proporcdo de 1:1 de solo vegetal e
substrato organico seguindo a recomendacao do fornecedor. Apos a mistura, o solo
foi totalmente homogeneizado para garantir a maxima dispersdo de ambas as
partes. As plantas ficaram acondicionadas lado a lado durante todo o dia de forma a
garantir o recebimento de luz necessario para o desenvolvimento.

O inseticida IMD foi pulverizado duas vezes durante todo o desenvolvimento
da planta, sendo a primeira pulverizacdo realizada logo apés a transferéncia da
muda para as caixas e a segunda pulverizacdo 30 dias depois. No tratamento, para
cada planta foi utilizado uma quantidade de 15 mL de calda (0,35 g.L” de
componente ativo) seguindo a especificacdo do fornecedor (600 g.hect™). Para as
plantas controle se fez necessaria a adicdo de 15 mL de agua para manter 0s
tratamentos igualitarios. A pulverizagéo foi feita de forma que aproximadamente 1/3
da solucéao fosse utilizada nas folhas e o restante aplicado no solo/raizes.

No experimento relatado até aqui, 6 amostras foram utilizadas como controles
(AC) e 24 tratadas (AT), que foram recolhidas em aproximadamente 65 dias (tempo
de colheita ideal) para as analises posteriores.

4.1.2 Segundo cultivo

O segundo cultivo foi utilizado o solo do remanescente do primeiro cultivo,

sendo que esta analise foi realizada nos meses de outubro a dezembro de 2018. As
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mesmas condi¢bes foram adotadas para a maioria dos parametros, variando-se
apenas as concentragdes do IMD utilizadas, sendo o tratamento 1 composto por
0,35 g.L* de componente ativo e, tratamento 2, a quantidade de 1,2 g.L?
considerada overdose do componente ativo. Diferentemente do primeiro cultivo,
foram pulverizados 50 mL da calda em cada planta, sendo aproximadamente 1/3 da
solucdo utilizada nas folhagens e o restante aplicado no solo/raizes. As
pulverizagcbes foram realizadas a cada 15 dias, onde a primeira aplicagdo foi
realizada no dia posterior ao transplante das mudas para as caixas, totalizando 4
aplicacoes. As amostras controle (10 unidades), tratamento 1 (20 unidades) e
tratamento 2 (20 unidades) foram recolhidas apés 70 dias e acondicionadas para as

analises posteriores.

4.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO E ANALISES
QUIMIOMETRICAS

Para as andlises na regido do infravermelho préximo (NIR, do inglés Near
Infrared) o equipamento utilizado foi um espectrofotdmetro portatil (MicroNIR™ 1700
JDSU) com resolucdo de 6 nm. As medidas foram realizadas em triplicata e sem a
necessidade de qualquer tipo de preparo de amostras. A calibracdo do equipamento
foi realizada utilizando-se uma esfera de reflectancia de 99% com o equipamento a
uma temperatura de 50°C. Os espectros para a regido do infravermelho proximo
(NIR, do inglés Near Infrared) das amostras foram adquiridos focalizando-se o feixe
de radiacao do equipamento na parte externa das folhas periféricas e no caule.

A espectroscopia traz informagdes de fendmenos decorrentes da interagao
entre a radiagéo incidida e a matéria a ser analisada. A radiacdo emitida na regiao
do infravermelho proximo estd compreendida entre os comprimentos de onda de 750
e 2500 nm. Nestas técnicas considera-se que a radiacdo incidida gera um estimulo
na matéria causando vibracdes especificas para as diferentes ligacbes quimicas
entre as moléculas, as quais devem ser passiveis de sofrer variagbes no momento
dipolar (BURNS e CIURCZAK, 2009; POREP, JAN U, KAMMERER e CARLE, 2015).

Deste modo, devido a maior energia oferecida pela regido do infravermelho

proximo em comparacdo com o infravermelho médio, um diversificado grupo de
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moléculas pode sofrer estimulos resultando em espectros de bandas como resposta.
A intensidade das vibragcdes observadas depende do momento dipolar,
consequentemente do peso molecular e o tipo de ligacdo entre as moléculas. Desta
forma, a intensidade das bandas espectrais esta relacionada com a eficiéncia (do
modo vibracional) em absorver a radiacéo eletromagnética emitida. Por este motivo,
vibracOes detectadas nesta regido sao provenientes principalmente de grupos C-H,
N-H, S-H e O-H, por possuirem um forte potencial de vibragdo (BOKOBZA, 1995).
Observando tal potencial, esta ferramenta pode ser util para avaliar os efeitos da
aplicacéo do imidacloprido no desenvolvimento molecular da planta, pois, caso haja
diferencas vibracionais impostas pela adicdo do pesticida, € possivel que se faca
distincdo pela aplicacdo de espectroscopia NIR desde que os resultados sejam
avaliados por métodos multivariados de analise.

Foram realizadas operacdes para correcdes de linhas de base (segunda
derivada), de forma a manter a intensidade da banda e a localizacado dos pico em
suas posicdes originais (BURNS e CIURCZAK, 2009). Os dados foram avaliados a
partir do software Matlab 2017 (licenca 40662928) e entdo submetidos a Analise de
Componentes Principais (PCA, do inglés Principal Components Analysis), pelo
algoritmo de Decomposicdo em Valores Singulares (SVD, do inglés Singular Value
Decomposition), do pacote de ferramentas computacionais PLS-Toolbox®, fornecido
pela EMBRAPA Solos, do Rio de Janeiro.

4.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO MEDIO E  ANALISES
QUIMIOMETRICAS

Para as andlises por espectroscopia de infravermelho médio (MIR, do inglés
Mid Infrared) utilizou-se um espectrofotbmetro de infravermelho com transformada
de Fourier (SHIMADZU IRAffinity-1 serial N° A213747) com suporte para solidos por
Reflectancia Total Atenuada (ATR). As amostras foram acopladas adequadamente
no suporte e as leituras das folhas foram realizadas na parte externa e no caule das
amostras, calibrando-se o0 equipamento entre cada leitura.

Tal como para o infravermelho préximo, a espectroscopia no infravermelho

meédio traz informacdes decorrentes da interacdo entre a radiacdo incidida e a



29

matéria a ser analisada. A radiacdo emitida nesta regido esta compreendida entre 0s
comprimentos de onda de 2500 a 5000 nm. Os espectros provenientes de
espectroscopia de infravermelho médio sédo produzidos a partir de transicOes ditas
fundamentais, produzindo sinais especificos para grupos funcionais que podem
permitir a caracterizacdo por modificacdes quimicas (Burns e Ciurczak, 2009). Por
este motivo, tal técnica foi utilizada com o objetivo de identificar a presenca de
imidacloprido nos tecidos da planta ou a formacdo de grupos quimicos devido a
possiveis interacoes.

Os resultados obtidos por espectroscopia de infravermelho médio foram
devidamente pré-processados para corre¢des de linhas de base e suavizacdo. Os
dados foram avaliados a partir do software Matlab 2017 (licenca 40662928) e entao
submetidos a Andlise de Componentes Principais (PCA, do inglés Principal
Components Analysis), pelo algoritmo de Decomposicdo em Valores Singulares
(SVD, do inglés Singular Value Decomposition), do pacote de ferramentas

computacionais PLS-Toolbox®, fornecido pela EMBRAPA Solos, do Rio de Janeiro.

4.4 ANALISE DE COMPOSICAO MINERAL

As etapas para a obtencdo das cinzas e das respectivas composi¢cées minerais
das amostras de alface estdo descritas nos itens subsequentes. Estas andlises
foram realizadas nos laboratérios do departamento de quimica e de Engenharia de

Alimentos da UTFPR campus Campo Mouréo.

4.4.1 Cinzas totais e digestdo das amostras

Para a digestdo das amostras seguiu-se a metodologia descrita por Cumont et
al. (2000) com algumas modificagbes. Primeiramente, limpou-se cuidadosamente
todos os frascos de vidro e de plastico a serem utilizados nas analises com HNO3 ou
HCI para livrar a contaminacéo de minerais residuais. Para a solugéo de limpeza foi

preparada uma solucédo acida com 500 mL de HNO+ 4500 mL de agua deionizada e
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apos o enxague acido, passou-se de 4 a 5 vezes o volume do cadinho de agua
deionizada e entédo os cadinhos foram colocados na mufla a 550°C por 24h.

Apoés secagem dos cadinhos na mufla, foram pesados 5g das amostras AC e
AT em balanca analitica de 4 casas e, com auxilio de um pistilo, as amostras ja nos
cadinhos foram previamente maceradas. Em seguida, os cadinhos foram colocados
novamente na mufla a uma temperatura inicial de 50°C acrescentando-se uma taxa
de aumento de temperatura de 50°C a cada hora, até que se atingisse a temperatura
de incineracdo de 450°C, onde ficaram por 8 horas até que as cinzas ficassem
brancas.

Apbés a obtencdo das cinzas, os cadinhos foram retirados da mufla e
acondicionados em dessecadores contendo silica em gel até atingirem temperatura
ambiente e entdo pesados novamente para a realizacdo dos célculos a fim de se
estimar o teor de cinzas totais. Apds o arrefecimento, acrescentou-se 5 mL de HCI
6M para garantir que todas as cinzas fossem embebidas em &cido. Depois
evaporou-se o acido lentamente em chapa de aquecimento, e por fim dissolveu-se o
residuo em 25 mL de HNO;z; 0,1 M. Esta solucdo mée ficou armazenada em

refrigeracdo até a anélise de Absorcéo Atdmica.

4.4.2 Espectroscopia de absorcao atbmica

Os teores dos ions compostos por calcio (Ca) e potassio (K), compostos por
cobre (Cu) e ferro (Fe), chumbo (Pb) e aluminio (Al) foram determinados nas
hortalicas controle e tratadas (solucdo mae proveniente da digestdo), de modo a se
verificar a influéncia do inseticida na composi¢cao mineral da planta.

As analises foram realizadas através de um espectrometro de absorcao
atdmica (AnalytikJena, modelo NOVAA300) com lampadas de catodo oco. Para as
medidas, seguiu-se a combinacdo apresentada na Tabela 1 com as respectivas

diluicdes necessarias para cada mineral.
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Tabela 1. Parametros para andlise por Espectroscopia de Absorcdo Atdmica, Campo Mourdo 2018

Pardmetros

Minerais Combustivel/Oxidante Linhas Espectrais solug%cl)u:rglgz:ségua

Célcio C,H,/N,O 422,7 nm 1:500

Cobre C,HJ/Ar sintético 324,8 nm 1:10

Ferro C,HJ/Ar sintético 248,3 nm 1:100
Potassio C,H,/Ar sintético 766,5 nm 1:100
Chumbo C,H,/Ar sintético 283,3 nm 1:10
Aluminio C,H,/N,O 309,3 nm 1:10

Fonte: Autoria prépria

As curvas de calibracdo foram construidas utilizando-se solugcbes padrbes
puras de cada ion, no qual concentragbes crescentes (0.1, 0.5, 1, 2, 4, 6, 8 mg/L)

foram investigadas para determinar o alcance linear.

45 ANALISE DE ESTRESSE POR INDUGCAO DE FLUORESCENCIA DE
CLOROFILA a (FChl)

A fotossintese € o principal meio de biossintese de carboidratos nas plantas,
podendo a energia luminosa absorvida pelos pigmentos cloroplastidicos da folha
sofrer trés transformacbes. Grande parte é utilizada para 0s processos
fotossintéticos em que o excesso de energia absorvida pode ser dissipado em forma
de calor ou reemitida como fluorescéncia pela clorofila a. Estes trés processos
competem em questfes de ocorréncia, de modo que o decréscimo de um destes
fatores implica no acréscimo da eficiéncia dos outros dois. O sinal de fluorescéncia
possui niveis caracteristicos que refletem as condicbes fisiolégicas da planta
naquele momento, com relacdo ao seu proprio metabolismo e com o ambiente em
gue se encontra, podendo indicar o nivel de tensdo devido ao estresse causado
pelas condi¢cdes impostas que possam danificar o aparelho fotossintético (DEMMIG-
ADAMS et al., 2012; MAXWELL e JOHNSON, 2000)

A FChl é um método ndo invasivo, altamente sensivel e simples, em que o

uso de variaveis da fluorescéncia da clorofila a permite ampliar os estudos dos
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processos fotoquimicos e ndo fotoquimicos, além de possibilitar o conhecimento de
caracteristicas relacionadas a capacidade de absorcdo e transferéncia da energia
luminosa na cadeia transportadora de elétrons (BRESTIC e ZIVCAK, 2013).

A eficiéncia fotoquimica foi analisada apenas para as alfaces do segundo
cultivo (realizado entre outubro e dezembro de 2018). Folhas completamente
expandidas situadas no meio da “cabeca” da alface foi selecionada para que desta
forma folhas com tempo de vida intermediario fossem selecionadas. Para as leituras
3 amostras do grupo controle (aguele que nao recebeu tratamento com o IMD), 3
amostras no grupo do tratamento 1 e 3 amostras no grupo do tratamento 2.

As folhas foram adaptadas ao escuro por meio de uma presilha foliar por um
periodo de 15 minutos (para que todos os centros de reacdo ficassem abertos com
capacidade de receber elétrons). Apos este periodo foram retiradas as medicdes de
fluorescéncia lenta utilizando um fluorimetro de Pulso de Amplitude Modulada (PAM-
2500, Heinz Walz GmbH, Germany).

As avaliacdes foram realizadas no periodo das 07h00 as 11h00 da manha,
com intensidade luminosa de 400 umol.m2.st. Foram avaliados os parametros: Fo
(fluorescéncia basal) e Fy (fluorescéncia maxima), e entdo calculados Fv (diferenca
entre a fluorescéncia maxima e basal), Fy/Fuy (rendimento quéntico maximo
fotossistema Il (PSIl)) e Fy/Fo.

4.6 ANALISE DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM MERISTEMAS DE
RAIZES DE ALLIUM CEPA

Com o objetivo de avaliar a citotoxicidade e a genotoxicidade do inseticida
IMD, foram realizados testes com 0s meristemas de raizes de A. cepa, pois estes
sao internacionalmente aceitos para a realizacao de testes citogenotoxicos de aguas
superficiais e subterraneas. Os biomarcadores empregados nesse ensaio sdo 0
indice mitético (indice de divisdo celular), para avaliacdo dos diferentes niveis de
citotoxicidade, e a frequéncia de alteracdes cromossémicas e de fuso mitotico, para
a avaliagdo de genotoxicidade (MATOS et al., 2017; TABREZ et al.,, 2011). Os

resultados obtidos por meio do bioensaio A. cepa apresentam boa correlacdo com
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0s resultados observados em testes genéticos realizados em outros bioensaios,
como agueles com mamiferos (HERRERO et al., 2012; SALES et al., 2017)

Para a avaliacdo da citotoxicidade e genotoxicidade, cada concentracéo (0,35
e 1,2 g/L) do inseticida IMD foi investigada. Previamente, bulbos de cebolas (da
variedade beta cristal, obtidos de uma horta organica) foram colocados em frascos
com &gua deionizada, aerados constantemente, até a obtencdo de raizes de
aproximadamente 2,0 cm de comprimento. Para analise da agua de cada
concentracdo (tratamento), foi estabelecido um grupo experimental com cinco bulbos
de cebola. Antes de colocar as raizes em contato com a seus respectivos
tratamentos, algumas raizes foram coletadas e fixadas para servirem de controle do
préprio bulbo, o que se identificou como tempo de analise 0 hora ou controle do
préprio bulbo.

Em seguida, as raizes restantes foram postas em seus respectivos
tratamentos por 24 e 48 horas, procedimentos denominados de tempos de
exposicdo 24 e 48 horas, onde se realizou coleta de raizes a cada 24 horas.
Preparou-se um controle positivo com metil metanossulfonato (MMS), substancia
conhecidamente citotoxica e genotoxica ao sistema teste, A. cepa, na concentracao
4x10™ mol.L™. Todas as raizes coletadas durante o experimento foram fixadas em
solucdo Carnoy 3:1 (etanol:acido acético) por até 24 horas.

As laminas foram confeccionadas segundo o protocolo proposto por Guerra e
Souza (2002), e analisadas em microscopio Optico em objetiva de 40x. Para todo
bulbo analisou-se 1.000 células, totalizando 5.000 células para cada grupo controle
(0 h), cada grupo tempo de exposicao 24 h e cada grupo tempo de exposicéo 48 h,
somando-se 15.000 células analisadas para cada concentracdo do inseticida em
guestdo. O mesmo procedimento foi realizado para os bulbos do controle com MMS,
e da mesma forma que para 0s outros tratamentos, analisou-se um total de 15.000
células para o controle positivo.

Contabilizou-se as células em interfase, préfase, metafase, anafase e
telofase, e definiu-se o indice mitético, determinando-se o potencial citotéxico. O
indice mitoético ou o indice de divisdo celular foi calculado da seguinte forma:
(Numero total de células em divisdo/Numero total de células analisadas) x 100.
Avaliou-se o potencial genotoxico por meio da frequéncia de alteragBes celulares,
como microndcleos, metafases colchicinicas, pontes anéafasicas e telofasicas,

amplificagbes génicas, células com aderéncias, brotos nucleares, anafases
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multipolares e pela presenca de células apoptéticas.

4.7 ANALISES ESTATISTICAS DOS DADOS

Os resultados das analises dos teores de cinzas totais e composicdo mineral
foram processados através do teste de variancia ANOVA e teste de hipdteses de
Tukey (p < 0,05) por meio da plataforma STATISTICA 7.0 (Statsoft Inc. 2325 East
13th Street, Tulsa, Ok, 74104, USA).

A andlise estatistica da citotoxicidade e genotoxicidade em A. cepa foi
executada na plataforma estatistica R (R CORE TEAM, 2015) pelos testes de
normalidade de Shapiro-Wilk e homogeneidade de Hartley. Uma vez constatada a
heterogeneidade das variancias dos tratamentos, as diferencas estatisticas entre os
tempos de exposicdo foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-

Wallis, com pés teste de Dunn, considerando-se significativo p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 COMPOSICAO MINERAL

As alfaces dos dois grupos, controle e tratadas, foram analisadas quanto aos
seus respectivos teores de cinzas totais e composicdo mineral, dos quais 0s

resultados médios estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Médias dos resultados de teores de cinzas totais e composi¢cdo mineral das alfaces, Campo
Mourdo 2018

12 cultivo (média das amostras)

Minerais Alface controle (mg/100g) Alface Tratada (mg/1009)
Cinzas totais 6548,0 + 71,112 7138,9 + 104,332
Fe 25,63 £ 5,492 24,03 £ 5,172
K 321,58 + 150,382 318,43 + 203,092
Ca 729,18 + 336,812 629,16 + 333,782
Pb 1,09 £ 0,162 1,04 + 0,442
Al 22,391 + 4,192 24,84 + 7,502
Cu 0 0
22 cultivo (média das amostras)
Minerais Alface controle Alface Tratada 1 Alface Tratada 2
(mg/1009) (mg/1009) (mg/1009)
Cinzas totais 3127 £ 118,762 3174,2 + 208,072 2957,0 + 618,802
Fe 36,327 + 7,532 47,520 + 14,012 33,9423 + 9,072
K 1594,140 + 144,462 1559,310 + 234,452 1396,530 + 244,602
Ca 603,937 + 35,922 787,784 + 154,692 662,898 + 64,452
Pb 2,524 + 0,122 2,907 £ 0,192 2,867 £ 0,292
Al 32,499 + 15,192 22,170 + 6,962 25,512 + 11,272
Cu 0 0 0

Dados médios das concentracdes + desvio padrdo, valores com as mesmas letras comparando as
colunas nédo possuem diferenca significativa com P<0,05, por teste de Tukey.
Fonte: Autoria Prépria

Os teores de cinzas totais ndo apresentaram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos para nenhum dos cultivos, sendo que na primeira
colheita os teores de cinzas foram maiores do que os encontrados na segunda
colheita. Para o primeiro cultivo, tanto nas amostras do grupo controle quanto nas
tratadas a composicdo mineral apresentou maiores concentracbes de Ca
(aproximadamente 679,17 mg/100 de alface), seguidas de K > Fe > Al > Pb (320,
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24.83, 23.61 e 1.06 mg/100 g de alface, respectivamente). No segundo cultivo, o K
foi o mineral mais evidente para ambos os grupos (aproximadamente 1516,38
mg/100g de alface), seguido de Ca > Fe > Al > Pb, em que néo foi possivel detectar
concentracdo conhecida para o cobre em nenhuma das colheitas.

As concentragdes de K para ambos 0s grupos controle e tratado no primeiro
cultivo apresentaram teores préximos aos encontrados por Araujo et al., (2015) em
alfaces convencionais e orgéanicas obtidas comercialmente. Favaro et al. (2011)
encontraram concentracdes de Fe (26,07 mg.100g™) préximas as encontradas no
neste trabalho (Tabela 2) para ambos os cultivos. No entanto, as concentragdes de
Ca encontradas pelos autores foram maiores (aproximadamente 1600 mg/100g para
as amostras controles e 1396,9 mg.100g* para as amostras tratadas com
deltametrina). De qualquer forma, sabe-se que o teor depende de diversos fatores
ligados a qualidade e disponibilidade de nutrientes no solo. Ao contrario do que as
analises dos resultados até aqui sugerem, Favaro et al. (2011) observaram que o
deltrametrina foi responsavel pelo acréscimo das concentracdes de Fe e diminuicédo
nas concentracdes de Ca.

Os teores dos metais Chumbo e Aluminio encontrados para ambos os cultivos
foram relativamente altos considerando-se os valores permitidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA “RDC N° 23", 2013), que estipula valores
seguros de 3 mg/100g para chumbo e aluminio. Além de ser um elemento
extremamente abundante no solo, estudos realizados por Chen et al.,, (2013),
sugerem que quando 0s vegetais sao cultivados em estufas, ou seja, em ambientes
fechados, o acumulo de metais pesados € maior a longos prazos, 0 que esta de
acordo com os resultados aqui obtidos.

O cobre, para ambos o0s casos, ndo foi determinado nas condi¢cdes de analise.
Uma das possibilidades para isso € o fato de ndo terem sido utilizados fertilizantes
ou fungicidas a base de cobre que pudessem fornecer este mineral as plantas, o que
pode indicar que o solo obtido comercialmente era pobre em teores de cobre.
Sugere-se ainda que este mineral deva ser mais facilmente obtido por meio de
praticas agricolas.

A concentracdo de componentes inorganicos em cultivares variam de acordo
com a maturidade, temperatura, manejo, pH e composi¢ao (PINTO et al., 2014,
SOFO et al., 2016; XIAO et al.,, 2016). Portanto, a composi¢cdo mineral pode ser

utilizada como um parametro indicativo de que ambos os tratamentos de controle
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das varidveis quantidade &gua, luz, temperatura, estagio de maturacdo e
composicdo do solo foram iguais, sugerindo concomitantemente a ideia de que o
IMD néo é influente na absorcéo de minerais, uma vez que ndo houveram diferencas
estatisticas com uma significancia de 5% entre as composi¢cdes minerais e cinzas
dos grupos controle e grupos tratados em ambas os cultivos de alfaces realizadas
nas presentes condi¢des do trabalho.

5.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO PROXIMO (NIR)

Os dados obtidos pela técnica NIR foram avaliados utilizando-se PCA
(SKOOG et al., 2014; WOLD, ESBENSEN e GELADI, 1987). Os resultados obtidos
para as amostras de alfaces cruas (para o caule e folhas externas) estédo
apresentados na Figura 2. Observa-se que para a primeira colheita (Figura 2 A) néo
foi possivel separar entre grupos controle (amostras de 1 a 6) e grupos tratados
(amostras de 7 a 30), mesmo considerando diversas contraposicdes entre as
componentes principais.

Observou-se 0 mesmo para a segundo cultivo (figura 2 B), de modo que as
amostras controle (amostras de 1 a 7) ndo se separaram das tratadas 1 (amostras
de 8 a 29) e nem das amostras tratadas 2 (amostras de 30 a 51). Além disso, nao foi
observada separacdo entre os tratamentos 1 e 2, mesmo considerando diversas
contraposicdes entre as componentes principais. Deste modo, ainda que com
aumento do volume de inseticida utilizado ou utilizando-se de uma overdose na
concentracdo (tratamento 2), ndo foi possivel distinguir entre os grupos que
receberam o tratamento com o inseticida daquele que n&o recebeu.

Em geral o limite de deteccdo do NIR € de 0,1% da concentragdo do analito
em relagcdo a composicao total da matriz analisada (BURNS e CIURCZAK, 2009;
PASQUINI, 2003). Por este motivo, mesmo que o IMD seja um inseticida sistémico,
as concentracdoes contidas nos tecidos da planta sdo variaveis e muitas vezes
encontradas em baixas concentragbes (em torno de nanogramas) (CALATAYUD-
VERNICH et al., 2016; JIANG et al., 2018), o que pode nao ser suficiente para atingir
0,1% da composicdo da amostra. Além disso, salienta-se que a alface possui

concentracdo majoritaria de 96% de agua (TBCA, 2018), o que dificulta a analise
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dos resultados, uma vez que a agua produz bandas extremamente intensas, devido
aos grupamentos O-H, que apresentam uma elevada eficiéncia em absorver a
radiacdo na regido do infravermelho, produzindo bandas intensas em vegetais
(COZZOLINO, 2009; POREP, KAMMERER e CARLE, 2015), ocultando informacdes
relevantes que podem ser responsaveis por uma separacao ou identificacdo de uma

alteracdo molecular.
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Figura 2 - Scores das amostras de alfaces cruas primeiro cultivo (A) e segundo cultivo (B)
Fonte: Autoria prépria

Com o objetivo de diminuir a influéncia da agua, as amostras foram liofilizadas
e entdo analisadas. Avaliando-se o0s espectros NIR das amostras de alface
liofilizadas do primeiro cultivo, foi observado que as amostras do grupo controle (1 e

2 circuladas em vermelho) enquadradas no primeiro quadrante (PC1 negativa e PC2
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positiva) foram separadas das amostras tratadas (3 a 12 circuladas em azul) (Figura
3). No entanto, poucas amostras foram levadas em conta nesta etapa, surgindo a
necessidade de acrescentar mais amostras para uma melhor robustez desta
separacao.

Apos a liofilizagdo das amostras do segundo cultivo, aplicou-se novamente a
PCA, e os resultados (PC1xPC2) estéo dispostos na Figura 4. Nao houve separacéo
entre 0s grupos controle (amostras de 1 a 7), tratamento 1 (8 a 27) e tratamento 2
(28 a 49). Assim, sugere-se que o IMD possa ndo causar alteracdes na estrutura

molecular da planta.
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%10 Scores das amostras de alfaces Liofilizadas (2 Colheita)
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Figura 4 - Scores das amostras de alfaces liofilizadas 22 colheita
Fonte: Autoria prépria

Observou-se ainda que medidas realizadas no caule produzem sinais
diferentes de medidas realizadas na parte externa da folha. Como pode ser
observado na Figura 5, a contraposicéo entre PC1 (66,24% da variancia explicada) e
PC2 (26,56% da variancia explicada) mostram uma separacdo entre as leituras
realizadas no caule (amostras de 1 a 30 circuladas em azul - grupo de amostras
posicionadas em PC2 negativo), e as leituras realizadas na parte externa superior
(amostras de 30 a 60 circuladas em vermelho - grupo de amostras posicionadas em
PC2 positivo).
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10 Scores NIR alfaces caule e superior

Scores em PC 2 (26.56%)

Figura 5 - Scores da Contraposi¢do das leituras de caule x parte superior
Fonte: Autoria Propria

Os loadings (Figura 6) sugerem que a separacao evidenciada nos scores da
comparacao entre as leituras de caule e leituras da parte externa superior (Figura 5),
sao causadas pelas fortes influéncias das bandas de vibracdes encontradas entre as
regibes 980 — 1120, 1200 — 1290 e 1330-1360 nm para as leituras do caule
(preenchidas em azul) e 1120-1200, 1290-1330 e 1360-1490 nm para as leituras da
parte externa superior (preenchidas em vermelho).



42

Loadings NIR alfaces caule x superior
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Figura 6 - Loadings dos scores da contrapocicdo caule x parte superior
Fonte: Autoria Propria

Estas bandas de vibracdo sdo caracteristicas de moléculas como lignina,
celulose, grupos NH, segundo sobretom de CH e CH>, e bandas de combinacgéo de
CHs. Para as leituras realizadas na parte superior externa das folhas de alface, as
bandas de vibracdes sdo caracteristicas de moléculas do segundo sobretom de
grupos C-H de arométicos (ArCH), C-H de insaturacbes (HC=CH) e CHg,
estiramentos de quarto sobretom de C=0, combinac¢des de vibragdes para CHj3; e
combinagcdes de vibracdes para CH,, primeiro sobretom de OH (ROH), primeiro
sobretom de OH de arométicos (ArOH), primeiro sobretom de CONH,, CONHR,
ArNH, e OH de celulose (BURNS e CIURCZAK, 2009).

Nos caules, estruturas mais rigidas constituidas por moléculas estruturais
como celulose, ligninas, pectinas, hemicelulose e proteinas sdo encontradas, além
de uma maior concentracdo de tecidos vegetais vasculares como xilema e floema.
Ja as folhas, além destes tecidos encontrados no caule, possuem também
pigmentos fotossintéticos, tecidos de reservas, moléculas de clorofila, carotenoides,
ceras, estruturas para armazenamento de agua, proteinas, pectinas e minerais
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; CUTLER, BOTHA e STEVENSON, 2008). Tais
diferencas nas estruturas sugerem que as vibracdes aqui relatadas, podem estar
relacionadas com as vibragOes de grupos aromaticos, proteicos, OH e de C=0 que
estdo presentes nas folhas, mas que possam nao estar presentes nos caules.

Deste modo esta separagdo provavelmente ocorreu pela diferenca na

distribuicdo existente entre 0s grupamentos quimicos envolvidos nestas duas
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estruturas, sugerindo assim que para o caso do NIR, a localizacdo das medidas
pode influenciar na resposta obtida pelo equipamento.

5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO MEDIO (MIR)

Os dados obtidos por MIR foram submetidos & PCA na tentativa de
discriminar as amostras tratadas com o IMD daquelas que nao foram tratadas. Os
resultados da PCA das alfaces cruas estdo apresentados na Figura 7 (A primeiro
cultivo e B segundo cultivo). No primeiro cultivo (Figura 7 A) ndo foram evidenciadas
separacdes entre o grupo das amostras controle (amostras de 1 a 6) das amostras
tratadas (amostras de 7 a 30). Para o segundo cultivo (Figura 7 B) igualmente nao
foram evidenciadas separacfes entre as amostras do grupo controle (amostras de 1
a 7), grupo tratado 1 (amostras de 8 a 27) e o grupo tratado 2 (amostras de 28 a 48),
além de nao ser observada separacao entre os tratamentos 1 e tratamentos 2. Deste
modo, mesmo aumentando-se o volume de inseticida utilizado para uma overdose
na concentracdo (tratamento 2), ndo foi possivel distinguir entre os grupos que

receberam o tratamento com o inseticida daquele que néo recebeu.
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Score das amsotras de alface crua (2° Colheita)
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Figura 7 - Scores das amostras de alface cruas primeiro cultivo (A) e segundo cultivo (B)
Fonte: Autoria Prépria

Para este caso, a espectroscopia MIR foi utilizada para analisar a influéncia
da 4gua por comparacdo das amostras medidas de forma crua e ap0s a liofilizacao.
No entanto, nenhuma separacdo foi evidenciada entre as amostras controle
(amostras de 1 a 2) e as tratadas (amostras de 3 a 12), como pode se observar na
Figura 8 A. As analises das amostras liofilizadas do segundo cultivo (Figura 8 B) ndo
permitiram observar separa¢fes evidentes entre o grupo controle (amostras de 1 a
7), tratamento 1 (8 a 27) e tratamento 2 (amostras de 28 a 47). Deste modo, com o0s
resultados de infravermelho proximo e os resultados de infravermelho médio,
podemos afirmar que para as condi¢fes utilizadas no estudo, o IMD néo é capaz de
promover alteracdes moleculares na matriz estrutural da alface, mesmo que esteja
em concentracdes de overdose. Aparentemente o periodo de acumulacdo desde as
aplicacoes do primeiro cultivo ate o fim do segundo cultivo ndo sdo influentes para

os resultados.
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Score das amostras de alface liofilizadas
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Figura 8 - Score das amostras de Alface liofilizadas; A - PCA das leituras das alfaces liofilizadas do
primeiro cultivo; B — PCA das leituras das alfaces liofilizadas do segundo cultivo.
Fonte: Autoria prépria

5.4 ANALISE DE ESTRESS POR INDUCAO DE FLUORESCENCIA DE
CLOROFILA a (FChl)

Os resultados obtidos a partir das avaliacbes FChl pela curva lenta da
fluorescéncia da clorofila em relacdo as folhas de alface foram realizadas apenas

para o segundo cultivo, e os resultados médios estdo expostos na Tabela 3.
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Tabela 3. Parametros de inducdo da fluorescéncia lenta e coeficientes de dissipacdo de energia
obetidos apos repetidos pulsos de saturacao em folhas de Alface. Campo Mouréo, 2018.

Amostras Fo Fu Fu/Fu F./Fo

Controle 0,825+0,0772 3,802+0,2302 0,781+0,0112 3,571+0,2192
Tratamento 1 0,910+0,0252 4,300+0,2232 0,787+0,0062 3,684+0,1462
Tratamento 2 0,908+0,0532 4,065+0,2622 0,781+0,0112 3,571+0,2252

Dados médios (N=3) + desvio padrdo, valores com as mesmas letras comparando as linhas ndo
possuem diferenca significativa com P<0,05, por teste de Tukey.
Fonte: Autoria Prépria

Nota-se que nao houveram diferencas significativas para nenhum dos
parametros analisados por PAM. O parametro Fo indica a fluorescéncia inicial
guando adaptada ao escuro. Este parametro se altera por conta das influéncias das
mudancas nas estruturas dos pigmentos fotossintéticos do PSII, causadas por conta
da influéncia do estresse sofrido pela planta. Desta forma, pressupéem-se que Fo
representa a energia liberada pelas moléculas de clorofila a do complexo antena
(complexos de absorcdo de energia luminosa auxiliares aos centros de reacoes
receptores de elétrons) do PSIlI, antes dos elétrons migrarem para o centro de
reacdo (BOLHAR-NORDENKAMPF et al., 1989). Ja o parametro Fy é proporcional a
quantidade de clorofila a, contida nos tecidos (MIRANDA, BAKER e LONG, 1981).

A relagdo F\/Fy representa o rendimento quantico maximo fotoquimico do
PSIl representando um indicador extremamente sensivel para o desempenho
fotossintético da planta (MAXWELL e JOHNSON, 2000). Estudos revelam que para
plantas saudaveis pode-se esperar um valor médio entre 0,830 (BJORKMAN e
DEMMIG, 1987). Maxwell e Johnson (2000) destacam também que a relagcédo F/Fo
tem o mesmo significado da relagcdo F\/Fu. No entanto, em muitos casos se mostrou
mais sensivel na avaliacdo do rendimento fotoquimico maximo do PSII.

Andlises de FChl para determinacdo de parametros de estresse ja foram
utilizadas em alfaces. Wang et al (2019) utilizaram parametros de fluorescéncia para
avaliar o nivel de estresse causado em alfaces devido a presenca de metais
pesados como o cadmio e mensurar a inibicdo do estresse quando utilizando acido
fulvico, conseguindo relatar e relacionar efeitos de reducdo do crescimento,
capacidade fotossintética, espécies de oxigénio reativos e inibicdo de absorcédo de
minerais com o estresse da planta.

Kowalczyk et al (2018) avaliaram a utilizacdo dos parametros de fluorescéncia
para predizer parametros de qualidade de alfaces frescas e de seu comportamento

durante o armazenamento. Foram utilizadas duas variedades de alfaces; a alface
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manteiga e alface batévia, que cresceram em trés sistemas de hidroponia diferentes,
sendo eles lajes de Ia mineral, fibra de coco e NFT (técnica de filme nutriente). Os
autores observaram modificacOes significativas onde as alfaces batavias sofreram
menos transformacfes em relacéo as alfaces manteigas em diversos parametros da
fluorescéncia principalmente apds 3 dias de armazenamento. Sendo passivel de
utiizacdo até mesmo para monitoramento de folhas de arroz durante o
desenvolvimento no campo para evitar perdas ou baixo rendimento (ZHANG et al.,
2011).

Alguns estudos que visam avaliar os efeitos toxicos/estresse causado por
pesticidas também foram realizados, como no caso de Frankart, Eullaffroy e Vernet,
(2003), que investigaram quatro herbicidas (paraquat, norflurazon, flazasulfuron and
atrazine) ,geralmente encontrados em amostras ao ar livre. Foram avaliados quanto
as mudancas que podem causar no rendimento da clorofila a em amostras de
Lemna minor in vivo. Os resultados mostram que os herbicidas afetaram as vias de
fotossintese de diferentes maneiras, inibicbes nos aceptores de elétrons no PSI,
inibicdo da biossintese de carotenoides e proteinas, além de bloquear o transporte
de elétrons PSIl. Parametros fotossintéticos foram alterados conforme aumentou-se
a concentracéo dos herbicidas, principalmente a relacao Fy/F.

O neonicotinoide acetamiprida foi analisado em Synechocystis in vivo por Li et
al. (2010), os resultados mostraram que o0 aumento da exposicdo ao acetamiprida
elevou a proporcao de centros reativos PSII inativados, reduziu o fluxo de transporte
de elétrons e por consequéncia diminuiu o rendimento da atividade PSII. No entanto,
teve pouco efeito sobre o fluxo de energia e rendimento quantico Fy/Fy. Os autores
relatam que o inseticida reduz o transporte de elétrons, mas tem pouco efeito na
absorcao de energia e energia retida, o que justifica o baixo efeito sobre F\/Fy.

Observando os parametros Fo e Fy em separado, é possivel afirmar que a
aplicacdo do IMD néo foi influente a ponto de gerar estresse no desenvolvimento
das culturas de alface e de seus tecidos fotossintéticos. Neste sentido observou-se
gue para ambos os casos o valor da relagéo Fy/Fy estava um pouco abaixo do valor
considerado ideal para plantas saudaveis mas proximo de 0,830, apontando que
para ambos os casos as plantas estavam saudaveis. Porém, como nao foram
observadas diferengas significativas entre os grupos controle e tratamento 1 e
tratamento 2, sugere-se que nao houve estresse proveniente da aplicacdo do IMD,

reforca-se a ideia de que o controle realizado para 0os experimentos como, por
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exemplo, quantidade de agua, luz, temperatura, estagio de maturacdo e composi¢ao
do solo foram homogéneos em questao de condi¢des de estresse.

Apesar de existirem estudos relacionados a metodologia e sua eficiéncia em
avaliar os efeitos na planta, causados por condicdes de estresse, relatos que
relacionam a utilizagdo de neonicotinoides e suas influéncias no desenvolvimento de
culturas como a alface séo escassos. Portanto, este pode ser considerado o primeiro
relato sobre como este inseticida influencia no desenvolvimento do cultivar,

contrariando o efeito Stress Shield atribuido ao IMD.

5.5 RESULTADOS DA ANALISE DA CITOTOXICIDADE E GENOTOXICIDADE EM
MERISTEMAS DE RAIZES DE ALLIUM CEPA

Com bases nos resultados obtidos para o inseticida IMD na Tabela 4, as duas
concentracdes avaliadas (0,35 e 1,2 g.L™!) causaram inibicdo significativa da diviséo
celular nos tempos de exposicdo 24 e 48 horas, em relacdo aos indices mitoticos
observados para os seus respectivos controles. Os indices de divisdo observados
para o tempo de andlise 48 horas foram significativamente inferiores aos indices

observados para os especificos tempos de exposicdo 24 horas.

Tabela 4. indices mitéticos (%) observados em meristemas de raizes de A. cepa expostos a diferentes
concentragfes do inseticida em 24 e 48 horas exposicdo. Campo Mouréo, 2018.

Controle positivo IM (%)/DP
MMS
(4x10 mol/L) 7,5620,34
IM (%)/DP
Inseticida Co (0 h) 24 h 48 h
Concentracéo 1 44,10+0,32° 5,88 +0,20" 1,76+0,7°
Concentracéo 2 31,62+0,21° 5,76+0,29" 0,56+0,22°

TE: tempo de exposi¢do; Co: controle; IM: indice mitético; h: hora. MMS: metil metano sulfonato
(controle positivo). Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn a posteriori (p < 0,05). Letras
diferentes referem-se a médias significativamente diferentes entre os tempos de exposicao
considerados (Co-Oh, 24 h e 48 h) dentro de uma mesma concentragdo. DP: Desvios padréo
informados para cada tempo de anélise avaliado de cada concentracao.

Fonte: Autoria Propria.

Os valores de indicies mitoticos obtidos para os tempos de analise das duas
concentracdes analisadas do praguicida em questdo foram menores que os indices
mitéticos verificados para o controle MMS, uma droga sabidamente citotoxica ao
ensaio em meristemas de raizes de A. cepa. Portanto, nas condicdes de analises

estabelecidas, as duas concentracfes do inseticida foram substancialmente
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citotdéxicas aos meristemas de raizes.

Em relagdo, aos resultados de alteragOes celulares, as duas concentracdes
do praguicida avaliado induziram um nuamero significativo de micronucleos nas
células meristematicas de raizes nos tempos de analise 24 e 48 horas (Tabela 5). A
presenca de micronucleos indica que o praguicida, nas concentracbes avaliadas,
foram genotdxicos aos meristemas de raizes, provocando quebra cromossémicas.

Ademais, observou-se numero significativo de células em apoptose.

Tabela 5. indices de alteracdes celulares observados em meristemas de raizes de A. cepa expostos a
duas concentrac¢des do inseticida (0,35 e 1,2 g/L), em 24 e 48 horas exposi¢do. Campo Mouréo,
2018.

Controle positivo IAC (%)
MMS
(4x10° mol/L) 14,95+0,50
TE/IAC (%)
Inseticida Co (0 h) 24 h 48 h
Concentragéo 1 0,00? 30,0+0,21° 22,0£0,10°"
Concentragao 2 0,00° 33,1+0,31° 26,0+0,44°

TE: tempo de exposicdo; IAC: indice de alteracdes cromossémicas; Co: controle; h: hora. MMS: metil
metano sulfonato (controle positivo) em 24h. Teste de Kruskal-Wallis com teste de Dunn a posteriori
(p < 0,05); O parametro comparativo refere-se as concentracdes do inseticida... individualmente,
dentro de uma mesma concentracdo nos diferentes tempos de exposi¢do). Letras iguais referem-se a
médias estatisticamente iguais entre os tempos de exposi¢cdo considerados (Co-Oh, 24 h e 48 h)
dentro de uma mesma concentracdo. DP: Desvios padrdo informados para cada tempo de analise
avaliado de cada concentracdo *indice de alteracdo celular estatisticamente igual ao indice de
alteracdo observado para o controle positivo.

Fonte: Autoria Propria.

A apoptose define uma situacdo em que uma célula em processo de morte
perde sua aderéncia com as células vizinhas ou com a matriz extracelular. Além
disso, a cromatina fragmenta-se no nucleo, formando pequenas massas rodeadas
pela membrana nuclear, enquanto que o citoplasma fica com um aspecto
diferenciado caracteristico. Essa aparéncia caracteristica do citoplasma e do nucleo
€ resultante da ativacdo de caspases, proteases de restricdo, que podem clivar
componentes importantes do citoesqueleto e da matriz nuclear (VENTURA-
CAMARGO e MARIN-MORALES, 2016). Esses eventos ocorrem quando as células
se encontram envelhecidas ou quando as células, presentes em um tecido de
funcionamento metabdlico normal e de intensa divisdo celular, sofre consideravel
acdo de uma droga/composto/substancia genotoxica causando danos irreversiveis
nas ceélulas.

Estes resultados estdo de acordo com os estudos realizados por Stivaktakis

et al. (2016), os quais identificaram que a ingestéo via oral do IMD (40 a 80 mg.Kg
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! dia?) em &gua, durante quatro meses, levou a formacdo de micronicleos nas
andlises de sangue de ratos, denotando efeitos citotoxicos e genotoxicos do
inseticida mesmo quando consumido oralmente. Sendo que em linfécitos humanos
Feng et al. (2005) concluiram que a frequéncia de micronucleos foi observada em
concentraces (0,1 e 0,5 mg.L™), e danos no DNA também foram reportados. No
caso deste estudo, as concentracdes representam as permitidas por legislagéo para
0 uso em campo, na qual mostram efeitos extremamente danosos as células.
Atentando-se ao fato do inseticida ser sistémico, ndo se pode descartar hipéteses de
contaminagao via consumo direto como no caso das hortaligas, ou contaminag&o por
lixiviagdo como, por exemplo, de cursos hidricos. Para explorar melhor estes
resultados, analises futuras seréo realizadas em extratos obtidos das alfaces que

receberam o tratamento com o IMD nas mesmas concentracoes.
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6. CONCLUSAO

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a composicao
mineral para ambos 0s grupos, controle e tratados, ndo apresentaram diferencas
significativas. As maiores concentracdes encontradas se referem ao mineral Ca,
seguido de K > Fe > Al > Pb para o primeiro cultivo. Na segundo cultivo as maiores
concentragdes encontradas se referem ao K seguido de Ca > Fe > Al > Pb, sendo
gue o cobre néo foi detectado em nenhum dos casos. Os resultados sugerem, que a
utilizacao do IMD néo influenciou na absorcao de minerais por parte da planta.

Os resultados das analises por NIR e MIR mostraram que existe uma forte
influéncia da 4gua em nas medidas, sendo que as regibes onde as leituras foram
realizadas (somente para o NIR), caule ou parte externa, s&o influentes nos
resultados obtido devido suas caracteristicas estruturais. Ainda, apos a liofilizacéo
das amostras, nenhuma diferenca foi evidenciada na PCA de NIR e/ou MIR para
ambas as colheitas realizadas. No entanto, ndo se pode descartar a hipotese de que
a presenca deste inseticida possa promover alteracbes moleculares devido a
interacfes entre seus grupos quimicos e a matriz molecular. Porém, tal afirmacao
demanda outros estudos.

Os resultados obtidos pela fluorescéncia da clorofila a no que se refere aos
parametros Fo, Fu, Fv, Fv/Fn, FJ/Fo, ndo foi possivel determinar diferencas
significativas entre o grupo controle e os grupos tratamento 1 e tratamento 2,
indicando que o inseticida ndo é passivel de promover estresse na alface durante
seu desenvolvimento, tal como, ndo promove deformacdes nas estruturas da
clorofila e consequentemente néo alteram o rendimento quéantico da fotossintese. No
entanto, para melhor entendimento, mais parametros devem ser avaliados para se
ter uma ideia mais precisa sobre a eficiéncia do sistema PSII.

Com relacdo a toxicologia, o IMD teve influéncia na divisdo celular dos
meristemas de A. cepa, em que o indice de inibicdo para o tempo de 48 h ((1,76 e
0,56) concentragcbes 1 (0,35 g/L) e concentracdo 2 (1,2g/L), respectivamente) foi
muito mais baixo do que o tempo de 24 h (5.88 e 5.76) concentracdo 1 e
concentracéo 2 respectivamente, além de que, as inibicdes foram maiores do que as
encontradas para o controle de referéncia MSS mostrando grande citotoxicidade do

IMD. Os indices de alteracbes moleculares foram encontrados em um grande
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numero de formacdo de micronucleos e células em apoptose, indicando um grande

nivel de genotoxicidade do IMD.
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