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Resumo

O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € uma substancia amplamente utilizada na agricultura, porém
ha preocupacfes a respeito do uso excessivo dessa substancia, como a contaminacdo de agua, solo
e de organismos nédo-alvo. Diante disso o objetivo do trabalho é verificar o potencial fitotoxico e
citogenotéxico de solo contaminado com 2,4-D em concentragGes de campo, acima e baixo dessas.
Foram utilizados os modelos vegetais Allium cepa e Zea mays, espécies nao-alvos para o 2,4-D. Foi
avaliado o indice de germinacao, crescimento radicular, a citotoxicidade através do indice mitotico e a
genotoxicidade através de células aberrantes. Como resultado, o efeito fitotoxico mais pronunciado do
herbicida 2,4-D para A. cepa foi na concentracdo mais alta utilizada em campo e nas concentracdes
gue representam o pior cendrio, ja na citogenotoxicidade todas as concentracbes causaram a
diminuicdo do indice mitético. Para Z. mays foi realizado o ensaio de fitotoxicidade onde foi constatado
gue apenas a maior concentracao possuiu um efeito fitotoxico inibindo o crescimento radicular.
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Introducéo

O uso de herbicidas permite 0 manejo de plantas consideradas nocivas as culturas de interesse,
reduzindo os custos de producgéo agricola ao mesmo tempo que aumenta a produtividade. No Brasil,
que é um dos principais consumidores de agrotoxicos do mundo, os herbicidas representam 61,49%
do total de agrotéxicos comercializados (IBAMA, 2022). Com isso, o ingrediente ativo comercializado
que mais se destaca é o acido diclorofenoxiacético (2,4-D), com mais de 65 mil toneladas vendidas em
2022 (IBAMA, 2022). Atualmente, hd mais de 1500 formula¢des comerciais contendo o 2,4-D como
ingrediente ativo, fazendo com que seja um dos herbicidas mais utilizados no mundo (Islam et al.,
2018).

Apesar de seu valor agrondmico, 0 uso intensivo e continuo do 2,4-D tem sido associado com a
incidéncia de efeitos adversos em organismos nao-alvo (Gaaied et al., 2019; Laborde et al., 2020;
Martins et al., 2021). Entretanto, embora o solo seja a principal porta de entrada deste herbicida para
outros compartimentos ambientais (como agua, sedimento, microrganismos, plantas e animais), pouco
ainda se sabe sobre os efeitos toxicos do 2,4-D tendo o solo como via de exposi¢éo (Galon et al., 2021;
Triques et al., 2021).

Considerando o uso intensivo do 2,4-D, o objetivo desse trabalho foi analisar o potencial téxico de
um solo contaminado com o herbicida U 46 BR (i.a 2,4-D) sobre A. cepa e Z. mays, ambas espécies
monocotiledéneas e, portanto, ndo-alvo.

Metodologia

A formulagé@o comercial U 46 BR (Nufarm Industria Quimica e Farmacéutica S/A), registrada no
Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento sob o n® 01803, contendo 806 g/L (80,6 % m/v) de
acido 2,4 diclorofenoxiacético 2,4-D, 670 g/L (67,0 % m/v) de equivalente acido e 380,9 g/L (38,09 %
m/v) de ingredientes desconhecidos foi utilizada. As concentracdes recomendadas estédo entre a faixa
0,5 a 1,5 L/ha a depender da cultura. Diante disso, as concentra¢fes testadas foram 0,1875; 0,375;
0,75; 1,5; 3; 6 el12 L/ha. Abrangendo as doses recomendadas, concentracdes residuais e acima. As
concentracdes de U 46 BR expressas em L/ha foram convertidas em mg e.a/kg de solo de acordo com
Carniel e Segat (2018). Chegando nas seguintes concentra¢ées 0,06; 0,12; 0,24; 0,48; 0,96; 1,92 e
3,68 mg e.a/kg de solo.
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O solo livre de 2,4-D foi coletado a 0-20 cm de profundidade, seco naturalmente e peneirado em
malha de 2 mm. A capacidade maxima de retencéo de agua (CRA) do solo foi determinada de acordo
com a ABNT NBR ISO 11269-2 (ABNT, 2014) e ajustada para 70% e 80% para 0s ensaios com A. cepa
e Z. mays, respectivamente.

A contaminacéo do solo foi realizada de acordo com Carniel e Segat (2018). A partir da formulacéo
comercial, uma solucgéo estoque foi preparada. A quantidade total de solo necessaria para a exposi¢ao
das sementes, considerando todas as réplicas de uma determinada concentracao, foi contaminada e
homogeneizada. Para cada espécie vegetal, trés placas de Petri por concentracéo foram preparadas.
Cada placa (100 x 15 mm) utilizada para o ensaio com A. cepa foi preenchida com 40 g de solo. Para
0 ensaio com o milho, placas de 150 x 15 mm foram utilizadas; cada uma preenchida com 60 g de solo.
O grupo controle consistiu em solo umedecido apenas com agua destilada.

Sementes de A. cepa (variedade Baia Periforme) e de Z. mays CD 380 hibridos foram adquiridas
junto a Isla® Sementes e o0 ensaio de germinacéo e de crescimento radicular foi realizado de acordo
com o protocolo EPA OPPTS 850.4200 (USEPA, 1996). Dez sementes de Z. mays e 25 de A. cepa
foram distribuidas em cada placa de Petri. Ap6s 96 horas de exposicdo, a contagem das sementes
germinadas foi realizada, obtendo-se entdo a porcentagem de germinacéo e realizado a medicdo das
raizes com auxilio de paquimetro digital (mm).

Apb6s a tomada do comprimento radicular, as raizes de A. cepa foram fixadas em etanol: acido
acético (3:1; v/v) por 72 h. E laminas foram preparadas segundo Miranda et al. (2023). As laminas foram
observadas em microscopio Optico com o aumento de 400x. Foram analisadas 5000 células por
tratamento. A atividade citotdxica dos tratamentos foi mensurada por meio do calculo do indice mitético
enquanto o efeito genotdxico foi mensurado pela andlise da frequéncia de células com alteragfes
cromossoémicas.

Resultados

O efeito fitotdxico do solo contaminado com 2,4-D pode ser observado na Figura 1. A porcentagem
de germinacao da cebola foi ligeiramente inibida (18,67%) em relagcdo ao solo controle somente apos
exposigéo a 0,92 mg/kg (Figura 1A). Em contrapartida, nenhuma das doses testadas teve efeito sobre
a taxa de germinagdo das sementes de milho (Figura 1C). As maiores concentragdes do herbicida a
base de 2,4-D afetaram a taxa de crescimento das raizes de cebola. Raizes expostas a 0,92, 1,84 e
3,68 mg/kg tiveram seus comprimentos significativamente reduzidos em relacdo ao solo ndo tratado
com o herbicida (Figura 1B). Cada uma dessas concentra¢des inibiu o crescimento radicular em
71,08%, 63,73% e 64,23% respectivamente. Entretanto, apenas a maior concentracdo testada, 3,68
mg/kg, reduziu o comprimento das raizes de Z. mays (57, 90% de inibicdo) (Figura 1D).

Figura 1 — Fitotoxicidade de solo contaminado com diferentes concentrag8es de 2,4-D, nos modelos vegetais A.

cepa e Z. mays. (A-C) Porcentagem de germinacéo. (B-D) Comprimento radicular. Legenda: * Indica diferenca

estatistica em relagdo ao controle negativo pelo teste de Dunnet (p >0,05) em relagédo ao solo ndo tratado. CN:
Controle Negativo.
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A acéo do herbicida U46 BR sobre o ciclo celular de A. cepa e as alteragbes cromossémicas sdo
apresentados na Figura 2. Considerando o indice mitético (Figura 1A), com excecao da menor
concentracdo, as demais inibiram a divisdo celular em relacdo ao solo ndo contaminado. A maior
concentracao (3,68 mg/kg), foi a que induziu maior efeito citotéxico em relacédo ao controle e demais
concentraces testadas.

Figura 2 - indice mitético frequéncia de alteragdes cromossomicas de células meristematicas de A. cepa em
diferentes concentracdes de 2,4-D. Legenda: Letras diferentes, diferem estatisticamente pelo teste de Dunn (p <
0,05). CN: Controle Negativo.
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Em relacdo a frequéncia de células aberrantes, somente duas concentracbes promoveram maior
dano do que o controle: 0,06 mg/kg e 0,92 mg/kg (Figura 1B). Na Figura 3A-E sdo mostradas as fases

do ciclo celular de A. cepa e as principais alteragfes mitdticas e cromossdmicas encontradas: aderéncia
cromossémica (Figura 3F-G), ponte cromossdmica (Figura 3H) e micronucleo (Figura 3l).
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Figura 3- Ciclo Celular de A. cepa. Legenda: a-e ciclo normal. a) interfase, b) préfase, c) metafase, d) anafase e)
teléfase, f) metafase com aderéncia, g) metafase com aderéncia, h) anafase com ponte i) tel6fase com
micronucleo.
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Discusséo

Os herbicidas auxinicos, como é o caso do 2,4-D, podem desencadear sintomas visuais de
fitotoxicidade mesmo em plantas ndo-alvo, como as monocotileddneas (Galon et al., 2021; Triques et
al., 2021), o que corrobora os resultados obtidos para A. cepa e Z. mays. A fitotoxicidade das plantas
esta associada a aplicacdes em condicGes ambientais desfavoraveis e/ou a praticas de manejo de
ervas daninhas inadequadas com aplicacbes exacerbadas de pesticidas (Islam et al.,, 2018).
Considerando o ensaio de germinacao e crescimento radicular, apenas a maior dose de 2,4-D (3,68
mg/kg, equivalente a 12 L/ha) inibiu o crescimento das raizes de milho, o que corrobora com Galon et
al. (2021) que afirmaram que embora o 2,4-D apresente baixa seletividade para o milho, porém, em
altas doses a probabilidade de absorcéo e acdo em enzimas-alvo aumentam, causando toxicidade.

Ja para a cebola, o 2,4-D a 0,92 mg/kg inibiu a porcentagem de germinagdo enquanto raizes
expostas a 0,92, 1,84 e 3,68 mg/kg tiveram seus comprimentos significativamente reduzidos. A perda
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da capacidade germinativa indica a morte do embrido (toxicidade aguda) (Delouche, 2002). Ja o
desenvolvimento das raizes depende da proliferacao e do alongamento celular durante os processos
de desenvolvimento e diferenciacdo (Harashima e Schnittger, 2010). Triques et al. (2021) também
verificaram que A. cepa obteve um decréscimo na porcentagem de germinagdo e no crescimento
radicular ap6s exposigdo ao herbicida DMA 806 BR, que tem 2,4-D como principio ativo.

Dentre os parametros fisiolégicos, o comprimento radicular apresentou maior sensibilidade do que
a germinacao. Esse fato tem sido demonstrado para a atividade de herbicidas, incluindo os herbicidas
auxinicos, sobre diferentes espécies de plantas (Alves et al., 2021; Miranda et al., 2023).

A inibicao do indice mitético causada pelo 2,4-D a 0,92, 1,84 e 3,68 mg/kg pode ser relacionada ao
menor comprimento das raizes. Desse modo, as maiores concentragcdes de 2,4-D parecem ter
comprometido tanto o processo de divisdo celular quanto o alongamento das células, resultando num
menor indice mitdtico e comprimento radicular. A reducdo do indice mitético € um indicador de
citotoxicidade (Souza et al., 2023). O efeito mitodepressivo causado por um agente quimico indica
dano funcional em enzimas fundamentais para a progresséao do ciclo celular, como polimerases e
quinases, a ativacao de pontos de checagem em G1, S ou G2 em reposta a danos no DNA (Gosh et
al., 2016; Miranda et al., 2023) ou a inibicao da formacao de microtubulos (Turkoglu, 2012).

A inibicdo do indice mitético causada pelo 2,4-D a 0,92, 1,84 e 3,68 mg/kg pode ser relacionada ao
menor comprimento das raizes. Desse modo, as maiores concentracdes de 2,4-D parecem ter
comprometido tanto o processo de divisdo celular quanto o alongamento das células, resultando num
menor indice mitético e comprimento radicular.

A frequéncia de células aberrantes expressa a habilidade de uma substancia especifica em causar
danos ao DNA e/ou a componentes celulares que controlam a integridade do genoma como o fuso
mitético, topoisomerases, enzimas de reparo do DNA e polimerases (Han et al., 2023). Apenas duas
concentracdes de 2,4-D aumentaram a frequéncia de células aberrantes, 0,06 mg/kg e 0,92 mg/kg.
Ateeq et al (2002), Ozkul et al. (2016), Alves et al. (2021) e Miranda et al. (2023) reportaram o efeito
genotoxico do 2,4-D, porém em contado direto com as plantas. Os nossos resultados mostram que o
solo contaminado com a substancia ainda apresenta efeitos toxicos as plantas.

O comportamento dos herbicidas no solo depende tanto das propriedades fisico-quimicas do
ingrediente ativo quanto das caracteristicas fisicas, quimicas e mineraldgicas do compartimento
ambiental (principalmente pH, textura e matéria organica). Esses fatores sdo importantes na
determinacéo da mobilidade do pesticida, de sua biodisponibilidade e toxicidade (Christofoletti e Lépes
Ovejero, 2009). Apesar do solo ser a principal porta de entrada de pesticidas para outros
compartimentos ambientais (dgua, sedimento, microrganismos, plantas e animais), poucos estudos
focam nas concentragfes residuais dessas substancias em solos brasileiros (Fernandes et al., 2020).

Conclusao

Embora seja seletivo para dicotileddneas, o 2,4-D causou efeitos adversos para A. cepa e Z. mays.
Para ambas as espécies, as maiores concentra¢des do herbicida inibiram o crescimento das raizes.
Todas as concentragfes testadas apresentaram atividade citotoxica e/ou genotdxica para A. cepa.
Esse resultado traz particular preocupacdo uma vez que nao existe limite seguro de exposicao para
substancias genotéxicas. As propriedades fisico-quimicas do herbicida e do solo integradas auxiliaram
na compreenséo da toxicidade do 2,4-D para as plantas-modelo. E importante avaliar os efeitos do 2,4-
D, e de outros pesticidas, em diferentes tipos de solo, principalmente quanto ao potencial
citogenotoéxico, cujos dados sdo escassos na literatura.
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