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RESUMO

Com a crescente utilizacdo dos pesticidas em lavouras para controle de doengas e aumento na
produtividade, faz-se necessario uma avaliacdo do impacto ocasionado por esses produtos no
ambiente. A qualidade da &gua e do solo pode ser monitorada a partir de bioindicadores, que
sdo organismos vivos que sofrem mudancas em seu metabolismo a partir das alteracGes
ambientais. As plantas sdo bastante utilizadas como bioindicadores de contaminagdo por sua
nutricdo mineral depender das caracteristicas do solo. Diante desse cenario, a fluorescéncia da
clorofila € uma técnica que tem sido utilizada para detectar, monitorar e avaliar diferentes
processos de estresse sofridos por plantas. Neste estudo avaliou-se o potencial bioindicador de
plantas de soja e de sesbania para identificar a presenca de fungicida, herbicida e inseticida
em agua de irrigacdo por meio de analises de fluorescéncia. Técnicas complementares foram
também avaliadas, como condutancia estomética e comprimento da raiz. O monitoramento da
condutancia estomatica foi eficiente para assinalar a presenca de pesticidas na irrigacdo de
plantas de soja e sesbania. Uma redugdo no comprimento da raiz foi observada tanto para
plantas de soja como para as de sesbania, com maior reducdo provocada pelo uso do glifosato.
Houve alteragdes na razéo de fluorescéncia F685/F735 para ambas as plantas irrigadas com
fungicida, herbicida e inseticida em relacéo as plantas do grupo controle. A partir das imagens
de QY maximo e Rfd foi possivel verificar diferencas significativas entre as plantas irrigadas
com diferentes concentracdes de pesticidas e aquelas dos respectivos grupos-controle. Os
resultados obtidos indicam que plantas de soja e sesbania, avaliadas em termos de parametros
de fluorescéncia, apresentam potencial para atuar como bioindicadoras da presenca de
pesticidas em agua.

Palavras-chave: Plantas; Fluorescéncia; Herbicida; Fungicida; Inseticida; Bioindicador.



ABSTRACT

With the increasing use of pesticides in crops to control disease and rise productivity, it is
necessary to evaluate the impact of these compounds on the environment. The quality of
water and soil can be monitored using bioindicators, which are living organisms that undergo
changes in their metabolism caused by environmental changes. Plants are widely used as
bioindicators of contamination because their mineral nutrition depends on soil characteristics.
Facing this scenario, chlorophyll fluorescence is a technique that has been used to detect,
monitor and evaluate different stress processes suffered by plants. This study evaluated the
potential bioindicator of soybean and seshania plants in order to identify the presence of
fungicide, herbicide and insecticide in irrigation water by means of fluorescence analysis.
Complementary techniques were evaluated, such as stomatal conductance and root length.
The monitoring of stomatal conductance was efficient to indicate the presence of pesticides in
the irrigation of soybean and sesbania plants. A reduction in root length was observed for both
soybean and sesbania plants, with the greatest reduction caused by the use of glyphosate.
There were changes in the F685/F735 fluorescence ratio for both plants irrigated with
fungicide, herbicide and insecticide in relation to the plants of the control group. From the
images of maximum QY and Rfd, it was possible to verify differences between the plants
irrigated with different concentrations of pesticides and ones of the respective control groups.
The results indicate that soybean and sesbania plants evaluated in terms of fluorescence
parameters have the potential to function as bioindicators of the presence of pesticides in
water.

Keywords: Plants; Fluorescence; Herbicide; Fungicide; Insecticide; Bioindicator.
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barras de erro indicam +SE (n=10); c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram  folhas parcialmente necrosadas e que ndo se desenvolveram,
FESPECTIVAIMENTE. ... ittt ettt ettt et e e e be e et e e sba e et e e abb e e beessaeenbeeanreereeas 100
Figura 63 — Razédo F685/F735, sob excitacdo em 532 nm, em funcdo da concentracdo de (a)
difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de sesbania. *Grupo com
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05;

barras de erro indicam £SE (n=10); ¢ é a concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante,



500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram folhas necrosadas e que ndo se desenvolveram, respectivamente................... 100

Figura 64 — Imagens associadas ao QY maximo para plantas de sesbania irrigadas com
diferentes concentracdes de (a) difenoconazol e (b) metomil. ¢ € a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
020 ] 0 0T TSRS OPR 101
Figura 65 — QY maximo das plantas de sesbania em funcdo da concentracdo de (a)
difenoconazol e (b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10);
c é a concentracdo indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
metomil. PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente necrosadas e
folhas que ndo se desenvolveram, reSPeCtiVaAMENTE. ............ccovriririeiierese e, 102
Figura 66 — Imagens associadas ao Rfd para plantas de sesbania irrigadas com diferentes
concentragfes de (a) difenoconazol e (b) metomil; ¢ é a concentracdo indicada pelo
fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil...........ccccocovveveiiciicce e, 103
Figura 67 — Rfd das plantas de sesbania em funcéo da concentracdo de (a) difenoconazol e
(b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com
o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ ¢ a concentragdo indicada pelo
fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram folhas parcialmente necrosadas e folhas que ndo se desenvolveram,
FESPECHIVAMENTE. ... .. ittt et e et e et e s ae et e eaeesbeeteeneesbe e beeneesteenneereans 104
Figura 68 — Espectro de fluorescéncia normalizada dos extratos de plantas de sesbania
irrigadas com solugbes de contendo diferentes concentracbes de (a) difenoconazol e (b)
metomil; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol
€ 1075 pPM de MELOMIL.....oiiiiie e e 105
Figura 69 — Razdo F685/F735 para o extrato, das folhas de sesbania, sob excitagdo em 405
nm, em fungé@o da concentracdo de (a) difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigacéo de
plantas de soja. ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas
parcialmente e plantas que ndo se desenvolveram, respectivamente...........ccccocveevvevvesiieennn. 105
Figura 70 — Sintomas visuais do efeito do (a) glifosato, (b) difenoconazol e (¢) metomil em
diferentes concentragdes em plantas de soja; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo

fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil....... 107



Figura 71 — Fotos da raiz de plantas de soja irrigadas diferentes concentracdes de (a) glifosato,
(b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
113 (040 | TR SO RSP PR 108
Figura 72 — Comprimento da raiz de plantas de soja irrigadas com diferentes concentracgdes de
(a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacéo
ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=5); ¢
é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil. N destaca grupos que apresentaram plantas totalmente
I LTo 01T To TSRS 109
Figura 73 — Condutancia estomatica de plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=5); c ¢ a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND destacam grupos que apresentaram folhas
parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se desenvolveram,
FESPECTIVAMENTE. ..ottt b bbbt b bt e st e b bbbt be e 110
Figura 74 — Fotos e imagens térmicas das plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigagao...........cceoevvreiineniciciene, 111
Figura 75 — Temperatura das plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10 para
unifélio e n=15 para trifélio); c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que néo se
desenvolveram, reSPECHIVAMENTE. ........ueiiereeie ettt e e see e e 112
Figura 76 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 405
nm, irrigadas com diferentes concentracGes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil;
c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de Metomil...........cooiiiiiiiiiie e 114
Figura 77 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 532
nm, irrigadas com diferentes concentracOes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil,
c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de

difenoconazol e 1075 ppm de MEOMIL.........c.ccveiiiiiieiiee e 115



Figura 78 — Razéo F685/F735, sob excitacdo em 405 nm, em funcdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam £SE (n=10); c € a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e
folhas que nédo se desenvolveram, reSPECtiVAMENTE...........ccccvvieeieerieiie e 116
Figura 79 — Razdo F685/F735, sob excitacdo em 532 nm, em funcdo da concentracao de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigagdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenga significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam £SE (n=10); ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e
folhas que ndo se desenvolveram, reSPeCtiVaAMENTE. ..........cccoceieririninieee e, 117
Figura 80 — Imagens associadas a0 QY maximo para unifélio e triflio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracGes de glifosato; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 PPM.......iiiiiice ittt reeae e 119
Figura 81 — Imagens associadas a0 QY maximo para unifélio e trifolio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracdes de difenoconazol; ¢ é a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 500 PPM....c.oiiiiiiieiiee e 120
Figura 82 — Imagens associadas ao QY maximo para unifélio e trifélio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentragdes de metomil; ¢ é a concentracéo de referéncia indicada
oL (ol =L o o= e AT o] o] PSPPSR 121
Figura 83 — QY maximo das plantas de soja em fungé@o da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10
para unifdlio e n=15 para trifélio); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND
destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que
N&o se desenvolveram, reSPECHIVAMENTE. .........coviiiuie it 123
Figura 84 — Imagens associadas ao Rfd para unifélio e trifélio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracfes de glifosato; ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo
Lo [0tV G TG0 o o] TSSO 125



Figura 85 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas

com diferentes concentragdes de difenoconazol; ¢ é a concentracdo indicada pelo fabricante,

Figura 86 — Imagens associadas ao Rfd para unifélio e trifélio de plantas de soja irrigadas

com diferentes concentragdes de metomil; ¢ é a concentracdo indicada pelo fabricante, 1075

Figura 87 — Rfd das plantas de soja em funcdo da concentragdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10 para
unifélio e n=15 para trifélio); c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se
desenvolveram, reSPECHIVAMENTE. ........viiieieie ettt see e 128
Figura 88 — Espectro de fluorescéncia normalizada dos extratos de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracBes de (a) glifosato, b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de Metomil...........cooiiiiiiiiei e 129
Figura 89 — Razdo F685/F735 para o extrato, das folhas de soja, sob excita¢cdo em 405 nm, em
funcdo da concentracgdo de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacédo
de plantas de soja. ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de
glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN e N destacam grupos que
apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, respectivamente................c....... 130



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Concentragdes utilizadas; ¢ representa a concentracdo indicada pelos fabricantes
do Score®, do Roundup®e Lannate®: 500, 3600 e 1075 ppm, respectivamente................... 51
Tabela 2 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido a partir da
combinacdo bioindicador (soja)-parametro avaliado. ¢ é a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
013 (0] 40 | USSR PRTOR 93
Tabela 3 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido a partir da
combinacdo bioindicador (sesbania)-parametro avaliado. ¢ € a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
00153 (040 | PSSR SRP PP 106
Tabela 4 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido pela combinacao
bioindicador (soja)-pardmetro avaliado nas concentragOes intermediarias. ¢ é a concentragdo
de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e
1075 ppm de MELOMIL.........ooieieee e 131



ABA

ACCase

ALS

AMPA

ANOVA

au

Anvisa

ATP

c

CCD
Chla+b

Cit bf

DNA

DTso

EPSPS

EROs

F685/F735

Fo

Fo’

P

Fd

Fm

Fm’

FP

FSI

FSllI

i.a.

IAA

ICP-OES

Kow

LED

NADPH

NETD

PC

P&D

PQ

PS

Phy AeB

QY

Rfd

RR

SE

UV-Vis

VE

Yg-2

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acido Abscisico

Acetilcoenzima — A Carboxilase

Acetolactato Sintase

Aminomethylphosphonic Acid

Analysis of Variance

Mutante Aurea

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Adenosina tri-fosfato

Concentracédo Indicada Pelo Fabricante
Charge-Coupled Device

Clorofila Total

Citocromo bgf

Acido Desoxirribonucleico

Disappearance Time
5-Enolpyruvylshikimate-3-Phosphate
Espécies reativas de oxigénio

Razao de Fluorescéncia nos Comprimentos de Onda 685 e 735 nm
Fluorescéncia Inicial

Fluorescéncia Minima no Término da Cinética
Fluorescéncia da Planta Adaptada a Luz
Ferredoxina

Fluorescéncia Méaxima

Fluorescéncia Maxima da Planta Adaptada a Luz
Pico de fluorescéncia no inicio da iluminacéao
Fotossistema |

Fotossistema Il

Ingrediente ativo

Auxina Acido Indolilacético

Inductively Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry
Coeficiente de particdo octanol-agua

Light Emitting Diode

Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato na forma reduzida
Noise Equivalent Temperatura Difference
Plastocianina

Pesquisa e Desenvolvimento

Plastoguinona

Pico Saturante

Fitocromos Ae B

Quantum Yield

Diminuicdo Relative da Fluorescéncia
Resistente ao Roundup

Standard error

Luz Ultravioleta e Visivel

Estadio Vegetativo de Emergéncia

Mutante Yellow Green-2



SUMARIO

1 - INTRODUGAOD. ..ottt aenens 22
2 - FUNDAMENTAGAO TEORICA.......otiiriiririineississis s ssse s ssesssssssssasenns 24
2.1 AQEICUITUIL ...ttt e e re e e e 24
2.0 L SO ettt bbb 27

2.2 SBSDANIA. ...veiteeiteeie ettt ettt ettt r et ra e re e reeneenreas 29

2.3 FOUOSSINTESE. ...ttt sttt bbb bt bt 30

2.4 PESHICIUAS. ...evveveieie sttt bbbttt e 33
2.4, L HEIDICIHA. ..o 34

2.4.2 FUNGICIUA. ...ttt ettt 36

P [ 1T o o - USSR 37

2.5 Plantas como DIioiNAICAAON.........ccoviiiiie e 38
2.5.1 CondULANCIa ESTOMALICA. ......ccveiveivieieerieie e e 39

2.5.2 Temperatura TOIAT.........c.cooiiiiiiii e 40

2.5.3 RAIZ ...t re e e arre s 41

2.5.4 FIUOTESCANCIA. ... vvevteveieste ettt sttt ettt sbe st sneeneeneas 42
2.5.4.1 Fluorescéncia da clorofila...........ccooeeiiiiiiiiiiicee e 43

S -OBUIETIVOS.....cc et e e e et e e et e e ante e e srae e e st e e e nnaeeanneeeans 47
3.1 ODJELIVO GEIAL.......oiiiieieee s 47

3.2 ObjetiVos ESPECITICOS. .. ..ueivieiiiiecie et 47

4 - METODOLOGIA. ..ottt ettt bt neane e 48
4.1 CUtIVO das PIANTAS. ......cuveeiieieieeie e 48
O ST - TS U R UPOPPRPRPPRPPPN 48

4.1.2 SESDANIA.....cceiiiiiie e 50

4.1.3 Concentragdes usadas N0S EXPEITMENTOS. ......ccuvrerreererieerieeie e siesee e 51

4.2 Folhas utilizadas nas MEdiGOES...........ccoririiiiiiie e 51

4.3 EXtragao da ClOrofila.........cccooviiiiiiiiiiieieee e 53

O - Tol o Tor. SRRSO 53
4.4.1 IMAQgEM tEIMICA. ... ccviireeiecie ettt te et e s sre e sae e sbeenbesneesreas 53

4.4.2 Condutancia eSTOMALICA. ......ccveeverierireie et 54

4.4.3 Fluorescéncia utilizando o fluorimetro portatil............cccoooovveeiviieiiieiec, 55
4.4.3.1 ANALISES 1IN VIVO....ccuiiiiieieiieiie sttt ane s 55

4.4.3.2 ANALISES NO BXLIALO. ...ttt e e e e e e e 56



4.4.4 Imagem de FIUOTESCENCIA. ......ceiveiieiieiiieie sttt

4.4.5 Comprimento de

4.5 Analise estatistica......

LI Z oot e e e e nennnnnnnnnnnnnn

5 - RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cooiiriieieiieeieseie e ssesss s

5.1S0OJA....iiiiii,
5.1.1 Sintomas visuais

5.1.2 MELOOS ANATTTICOS. ... eeeeeeee et e e e e e e e e e e,

5.2 SESBANIA.............

5.2.1 Sintomas visuais

5.2.2 MELOAOS ANAITTICOS. ...eeeeeeeee ettt ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e eeaeeees
5.3 SOJA EM CONCENTRAGCOES INTERMEDIARIAS.........cccoooivieeieieresees

5.3.1 Sintomas visuais

5.3.2 MEtodoS analitiCOS......cooe e
B - CONCLUSODES. ... e et e et e s e
7 - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ..ot eeeeeeee e e eseeen e eeen e,



22

1- INTRODUCAO

A importancia da &gua para a existéncia da vida na Terra é indiscutivel. Esse recurso
natural é fundamental para o desenvolvimento de diversas atividades antropicas tais como,
producdo de alimentos, de energia, de bens de consumo, de transporte e de lazer, assim como
para a manutencdo e o equilibrio ambiental dos ecossistemas terrestres, aléem da manutencéo
dos sistemas bioldgicos.

Contudo, os recursos hidricos tém uma capacidade de regeneracdo limitada. Quando os
limites da quantidade ou da qualidade séo ultrapassados pela intervencdo humana, pode se
caracterizar uma situacdo de desequilibrio, escassez ou degradacdo da qualidade da agua
disponivel, tal como ocorre hoje no Brasil.?

A qualidade dos ecossistemas aquéticos tem sido alterada em diferentes escalas nas
ultimas décadas, processo desencadeado pela complexidade dos usos maltiplos da agua pelo
homem, acarretando degradacdo ambiental significativa e diminuicdo consideravel na
disponibilidade de 4gua de qualidade.?

A saiude de um corpo d’agua € afetada pelas atividades humanas desenvolvidas nas
bacias hidrograficas, incluindo: (1) lancamento de esgotos domésticos; (2) recep¢do da agua
de chuva, que escoa por areas agricolas e sobre solos sujeitos a erosdo; (3) recepcdo de agua
de chuva proveniente de regides com poluicdo atmosférica como, por exemplo, chuvas &cidas;
(4) percolacdo do chorume de lixdes proximos aos corpos de agua; e (5) dguas contaminadas
por xenobidticos, compostos organicos resistentes e tracos de produtos farmacéuticos.*

Os principais poluentes decorrentes da atividade agricola sdo os pesticidas. Os produtos
empregados no controle de pragas atuam de maneira pouco seletiva, destruindo
indiferentemente espécies nocivas e Uteis. Existem pesticidas extremamente toxicos, mas
instaveis, de forma que podem provocar danos imediatos, mas podem n&o causar polui¢do em
longo prazo. Um dos problemas do uso dos pesticidas € o acumulo ao longo das cadeias
alimentares. Os inseticidas quando usados de forma indevida, acumulam-se no solo, e os
animais se alimentam da vegetacdo prosseguindo o ciclo de contaminacdo. Com as chuvas, 0s
produtos quimicos usados na composi¢do dos pesticidas se infiltram no solo, contaminando
lenc6is freaticos, bem como escorrem para 0s rios, contaminando-os.” Portanto, o
desenvolvimento da agricultura pode também contribuir para a polui¢do do solo e das aguas.
Fertilizantes sintéticos e pesticidas (inseticidas, fungicidas e herbicidas), usados em
guantidades abusivas nas lavouras, poluem o solo e as aguas dos rios, onde intoxicam e

matam diversos seres vivos dos ecossistemas.®



23

Considerando a possibilidade de que os agrotoxicos utilizados nas principais culturas,
como soja, algoddo e milho, podem gerar residuos que contaminam o meio ambiente, faz-se
necessaria uma analise preliminar sobre a possibilidade de contaminacdo das aguas
subterraneas por residuos de agrotéxicos utilizados nas principais regides agricolas do pais.®

Atualmente ja estd bem consolidado junto a comunidade cientifica e agéncias de
controle que as plantas podem ser eficazmente utilizadas como bioindicadores da poluigdo
ambiental. A andlise de plantas tem por muitos anos sido uma alternativa eficaz de realizacédo
de pesquisa ecolégica em areas urbanas.”®

Plantas de soja e sesbania foram utilizadas nesse trabalho, aliadas a técnicas de
espectroscopia de fluorescéncia, como possiveis bioindicadores da presenca de herbicida,
fungicida e inseticida contidos na agua de irrigacdo. Os trabalhos relatados na literatura
normalmente sdo realizados a fim de avaliar efeitos dos pesticidas na germinacéo e estados de
emergéncia das plantas. Para isso, 0s autores utilizam como modo de aplicacdo dos pesticidas,
a aspersdo, injecdo nas folhas ou tratamento nas sementes, sendo esta realizada apenas uma
vez. Nosso trabalho propde utilizar técnicas de fluorescéncia para avaliar possiveis efeitos de
pesticidas em plantas em estagio desenvolvido, irrigando-as com tais produtos, o que o torna
mais desafiador que os outros métodos de aplicacdo, pois para causar possiveis alteracdes, a
planta precisa absorvé-los pela raiz. Além do mais, a forma de irrigacdo utilizada, duas vezes
por semana no periodo de quatro semanas, nos da um indicativo dos efeitos de bioacumulacdo

dos pesticidas investigados.
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2 - FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Agricultura

No Brasil, os projetos politicos voltados para o desenvolvimento econémico por meio
de uma industrializacdo capitalista planejada originaram-se na década de 1930, tornando-se
hegemdnicos nos anos 1950. Para alcancar os objetivos de um desenvolvimento industrial
acelerado e autossustentado, o Estado priorizou politicas publicas e investimentos maci¢os em
programas de infraestrutura, energia, transportes e industrias. Na agricultura, o
desenvolvimento deveria estar em consonancia com a modernizagéo do territério.”

Somente a partir de meados da década de 1960, a agricultura brasileira inicia o processo
de modernizacdo, com a chamada Revolucdo Verde. Emergem, nessa década, com 0 processo
de modernizacdo da agricultura, novos objetivos e formas de exploracdo agricola,
proporcionando transformacdes tanto na pecudria, quanto na agricultura. Como consequéncia
do processo ocorre a acirrada concorréncia no que diz respeito a produgéo.*

Durante os anos 1960, havia menos diversidade produtiva (agricola e pecuéria), bem
como elevado risco de desabastecimento interno. Desde os anos 1990, a producdo mundial
apresentou uma dindmica estavel, mas a agricultura brasileira experimentou uma enorme
expansdao em seus indicadores econémicos. De importador liquido de alimentos para
autossuficiente nos mercados interno e externo, mudangas institucionais foram essenciais para
promover processos de pesquisa e desenvolvimento (P&D) voltados a compreensdo da
agricultura tropical. Tecnologias originadas em outros paises ndo poderiam ser prontamente
adaptadas ao cenario nacional. Nos Ultimos cinguenta anos, a producdo agricola se

transformou significativamente, expandindo a fronteira agricola no Brasil (Figura 1).*
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Figura 1 — Expansao da fronteira agricola no Brasil ao longo do tempo.
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Um levantamento da safra brasileira de grdos aponta que a area plantada em 2016,
chegou a 58,17 milhGes de hectares, 0 que representou um aumento de 0,4% em relacdo a
safra anterior.** De 1990 a 2016 houve um aumento na produtividade em aproximadamente
2000 kg.ha®, como apresentado na figura 2a, sendo que Mato Grosso se destaca como 0

maior produtor de graos do pais (Figura 2b).

Figura 2 — (a) Area, produtividade, producéo total de grdos e (b) producdo total de alguns
estados brasileiros.

4,000 (a) 2500

MilhoGes hectares' toneladas

N Produtividade —— AreaTotal de GZos.
—e— Areade 1% safra. —+— Areade 2* Sifra, 3 Sfrae de Inverno.
—~+— Produggo Total de Gréos.

30,0%
25,0%
20,0%
15,0%
10,0%

5,0%

0,0%

PR
RS
GO
MS
MG
sp

=
=

MATOPIBA
DEMAIS
UFS

N

Fonte: Conab.**



26

Utilizando modelos econométricos especificos (conjunto de ferramentas estatisticas com
0 objetivo de entender a relacdo entre variaveis econbmicas através da aplicacdo de
um modelo matematico), o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento realizou uma
projecdo de longo prazo, referente aos anos 2016/17 a 2026/27, da produtividade de graos e
da area plantada no Brasil, mostrando que ambos tendem a aumentar ainda mais nesse periodo
(Figura 3).°

Figura 3 — Projecdo da produtividade e area plantada de gréaos.
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Fonte: Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento.*

A cultura da soja, responsavel por 57% da area cultivada do pais em 2016, permanece
como principal responsavel pelo aumento de area (Figura 4).**

Figura 4 — Porcentagem de producdo total por produto referente ao ano de 2016.
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2.1.1 Soja

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma planta da familia das leguminosas originaria da
Asia. A planta de soja é uma dicotileddnea, cuja estrutura é formada pelo conjunto de raizes e
parte aérea. O desenvolvimento pode ser dividido em dois periodos: o vegetativo, da
semeadura até o florescimento, e o reprodutivo, do florescimento & colheita.™

Os primérdios das raizes e da parte aérea ja se encontram presentes na semente. Durante
a germinacdo e logo apds a emergéncia da plantula (Figura 5) ocorre o desenvolvimento do
sistema radicular seminal, o desenrolamento das folhas primarias (seminais) e o
desenvolvimento do meristema apical que dara origem a parte aérea. Este conjunto faz com
que a plantula passe a absorver nutrientes do solo e a produzir fotoassimilados para seu

crescimento e desenvolvimento. A emergéncia ocorre de 7 a 10 dias ap6s a semeadura.*®

Figura 5 — Plantulas de soja em estadio VE (estadio vegetativo de emergéncia).

Fonte: Farias et al.’

O nd é a parte do caule onde a folha se desenvolve e é usado para determinacdo dos
estadios vegetativos. Os nos cotiledonares (cotilédones) séo opostos no caule e cada um deles
possui um cotilédone (Figura 6). Os no6s imediatamente acima sdo os nds das folhas
unifoliadas (unifélios) e sdo, também, opostas no caule e cada um deles possui uma folha
unifoliada. Todos os nds acima dos unifoliados sdo alternados e possuem folhas trifoliadas

(trif6lios) como apresentado na figura 6.’
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Figura 6 — Plantulas de soja com suas estruturas de crescimento.
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Fonte: Adaptada pelo autor.*®

A soja se adapta melhor as regides onde as temperaturas oscilam entre 20 e 30°C, sendo
30 °C a temperatura ideal para o seu desenvolvimento.*®

A temperatura exerce influéncia sobre todas as fases fenoldgicas da planta.
Temperaturas do ambiente inferiores a 15 °C provocam atraso na fase vegetativa, causando
problemas relacionados a absor¢do de nutrientes, a translocagdo (movimento de soluto dentro
da planta), a atividade fotossintética e a fixacdo simbidtica do N, diminuindo assim, a taxa de
crescimento de plantas, que se apresentam menores, menos vigorosas € menos produtivas. Por
outro lado, temperaturas superiores a 35°C acarretam reducdo da fotossintese, aumento da
fotorrespiracdo, aumento da respiracdo, visualizando-se redugdes quantitativas como:
encurtamento dos entrends, menor formacdo de nés, menor atividade fotossintética, inibicdo
da nodulaco e redugdo da produtividade.™®

Plantas daninhas dos bidtipos Bidens spp, Euphorbia heterophylla e Brachiaria
plantaginea sdo frequentes em éareas de producdo de soja. Os herbicidas utilizados para
elimina-las deveriam ser inibidores da enzima acetolactato sintase (ALS) e da acetilcoenzima
— A Carboxilase (ACCase). Porém, estas plantas daninhas tornaram-se resistentes a tais
produtos, o que inviabilizou o cultivo da soja convencional, pois nesse tipo de cultivo ndo é
possivel utilizar o glifosato, que se trata de um herbicida ndo seletivo e acabaria por destruir a
cultura de soja. Despertou-se entdo o interesse pela soja transgénica, por essa ser resistente ao
herbicida glifosato que passou a ser utilizado para acabar com as plantas daninhas.?

O glifosato inibe especificamente a EPSPS (do inglés, 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate) que catalisa a condensagdo do acido chiquimico e do fosfato piruvato, evitando
assim, a sintese de trés aminoacidos essenciais — triptofano, fenilalanina e tirosina.?

A enzima EPSPS de todas as plantas, fungos e da maioria das bactérias isoladas e
caracterizadas até hoje é inibida pelo glifosato. O glifosato é um potente inibidor
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submicromolar dessa enzima. Por sua vez, existem bactérias que podem superproduzir a
EPSPS e se desenvolver na presenca de concentracfes de glifosato que seriam tdxicas para
outros organismos. Assim, a transferéncia do gene que confere tolerancia ao glifosato a uma
planta suscetivel faz com que ela se torne resistente ao glifosato.??

A principal razéo para adocdo da soja resistente a herbicida seria a reducdo dos custos
de producdo, oriunda da facilidade de manejo da cultura, em razdo de melhor controle de
ervas daninhas.?®

Embora muitas mudancas e inovacdes surjam conforme as necessidades do mercado,
entre elas o advento das culturas transgénicas, resistentes a algumas pragas, 0 uso de
herbicidas se destaca, visto que a maioria destas inovacGes ndo impede o florescimento de
ervas daninhas.** Por esta razdo, o comércio mundial de pesticidas cresce a cada ano.?
Segundo dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e do Observatorio da
Industria dos Agrotoxicos da UFPR, divulgados durante o 2° Seminério sobre Mercado de
Agrotdxicos e Regulagdo, realizado em Brasilia (DF), em abril de 2012, enquanto, nos
ultimos dez anos, o mercado mundial de agrotdxicos cresceu 93%, o mercado brasileiro
cresceu 190%. Em 2008, o Brasil ultrapassou os Estados Unidos e assumiu o posto de maior
mercado mundial de pesticidas.”®

Por sua vez, existe uma concentracdo do mercado de pesticidas em determinadas
categorias de produtos. Os herbicidas, por exemplo, representaram 45% do total de
agrotoxicos comercializados. Os fungicidas respondem por 14% do mercado nacional, 0s

inseticidas 12% e as demais categorias de agrotéxicos 29%.%

2.2 Sesbania

A sesbania (Sesbania virgata (Cav.) Pers) € uma espécie arborea de ocorréncia natural
no Brasil; ela é encontrada em margens de estradas, terrenos baldios, cavas de extragdo de
argila e em locais prximos ao mar e rios. A sesbania tem cerca de 6 m de altura, 25 cm de
diametro a altura do peito e 5 m de diametro de copa, com tempo de vida de 8 a 9 anos
desenvolvendo-se naturalmente em terrenos Gmidos.*’

O né é a parte do caule onde a folha se desenvolve. Os nés cotiledonares (cotilédones)
s30 opostos no caule e cada um deles possui um cotilédone,*” os nés imediatamente acima sdo
os chamados protofilos. No primeiro par de protofilo, um deles é constituido de uma folha
arredondada e bordo continuo e o outro protofilo composto com 4 a 9 pares de foliolos

opostos (Figura 7a). 28
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Figura 7 — (a) Plantula de sesbania jovem e (b) planta de sesbania adulta.

(a) (b)

Fonte: Araujo et al.®® %

A sesbania é capaz de germinar em solos enriquecidos com cobre, zinco e cromo. Esta
espécie tem sido usada para revegetacao de florestas ripicolas (proxima a rios), controle de
erosdo do solo e reabilitacdo de areas degradadas. Além disso, o género sesbania foi descrito
como um acumulador e tolerante a metais pesados com alta resisténcia a estresses bioticos e
abioticos. Estudos anteriores com espécies sesbania em diferentes areas apresentaram bons
resultados para fitorremediagdo, acumulando quantidades significativamente maiores de
metais pesados nas raizes do que nos brotos, ou seja, essa planta é capaz de acumular metais
pesados, promovendo a purificagdo do solo.*

A sesbania foi utilizada nesse trabalho por ser uma planta nativa e encontrada em
margens de rios, vislumbrando a sua potencial utilizagdo enquanto bioindicador presente em

regides irrigadas por 4gua contaminada com pesticidas.
2.3 Fotossintese

O termo fotossintese significa, literalmente, “sintese usando a luz”. Os organismos
fotossintéticos captam e utilizam a energia solar para oxidar H,O, liberando O, e para reduzir
CO,, produzindo compostos organicos, primariamente aclcares (Equacdo 1). Esta energia
estocada nas moléculas organicas € utilizada nos processos celulares da planta e serve como

fonte de energia para todas as formas de vida.**

L
6C0, + 6H,0 = CgHy,0g + 60, )
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A fotossintese acontece na organela subcelular conhecida como cloroplasto. O aspecto
mais marcante da estrutura do cloroplasto é seu extenso sistema de membranas internas
conhecidas como tilacdides. Toda a clorofila esta contida nesse sistema de membranas, que é
o local das reacdes luminosas da fotossintese.** As clorofilas e os pigmentos acessorios de
captacdo de luz localizados na membrana dos tilacGides estdo sempre associados em ligacoes
ndo-covalentes, porém de forma altamente especifica com as proteinas. Ambas as clorofilas
do centro de reacdo e da antena associam-se as proteinas que estdo organizadas no interior das
membranas, de modo a otimizar a transferéncia de energia nos complexos antena e a
transferéncia de elétrons nos centros de reagdo.*

A sequéncia de pigmentos dentro da antena canaliza a energia absorvida em diregédo ao
centro de reacdo. Todas as células fotossintetizantes, exceto as bacterianas, contém dois tipos
de clorofila, a clorofila a e a clorofila b, além dos carotenoides que sdo pigmentos acessorios
na fotossintese. A luz absorvida por carotenoides ou clorofila b é rapidamente transferida para
a clorofila a e outros pigmentos antena intimamente associados ao centro de reagdo.*

Nos cloroplastos, a luz é absorvida pelas moléculas de clorofila e a energia é colhida por
duas diferentes unidades funcionais, conhecidas como fotossistemas (FS). A energia da luz
absorvida impulsiona a transferéncia de elétrons (Figura 8) através de uma série de compostos
gue agem como doadores e aceitadores de elétrons.®

A fotossintese € um processo que se da em duas etapas interdependentes: a etapa
fotoquimica, onde a energia luminosa absorvida pelos pigmentos fotossintéticos é convertida
em adenosina tri-fosfato (ATP) e nicotinamida adenina dinucle6tido fosfato na forma

reduzida (NADPH), e a etapa bioquimica, onde ocorre a assimilacdo de CO,.*
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Figura 8 — O transporte de prétons e elétrons nas membranas dos tilacdides.
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Moléculas de clorofila sdo excitadas por fétons e, no estado singleto excitado, a
clorofila atua como um eficiente redutor. Assim, moléculas excitadas transferem elétrons para
uma molécula receptora, resultando num processo de separacdo de cargas. A partir da
molécula receptora reduzida, tem inicio um fluxo de elétrons, envolvendo diversos
carreadores. Em dltima instancia, esses elétrons participam da redugio de NADP* a NADPH.
O estado oxidado da clorofila do centro de reacdo promove a foto-oxidacdo da agua e libera
O,. Acoplado ao fluxo de elétrons dos cloroplastos, ATP é formado por meio do processo
conhecido como fotofosforilagao.*®

O processo de armazenamento fotossintético de energia se da com a participacdo de
quatro complexos proteicos diferentes e que atuam de modo integrado. Esses complexos que
participam da fotossintese sdo o fotossistema | (FS 1), fotossistema Il (FS Il), o complexo
citocromo bgf (Cit bf) e o complexo ATP sintase. A interligacdo entre os complexos
fotossintéticos envolvidos no fluxo de elétrons é mediada pelo citocromo bef e por carreadores
moveis como a plastoquinona (PQ), a plastocianina (PC) e a ferredoxina (Fd). O fluxo
fotossintético de elétrons entre os fotossistemas gera um gradiente de prétons (H*) que
impulsiona a sintese de ATP.*

Os FSI e FSII sdo grandes complexos supramoleculares constituidos por mdaltiplas
subunidades de proteinas/pigmentos. Cada um dos fotossistemas tem um centro de reacéo e se

liga a um complexo de captacdo de luz (complexo antena). O centro de reacdo do FSII é
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denominado P680 (absor¢do méaxima em 680 nm) e o do FSI é chamado P700 (pico de
absorcéo em 700 nm).*

Na fase bioquimica, a fixacdo de CO, é catalisada por uma enzima denominada ribulose
bisfosfato carboxilase/oxigenase (rubisco). Ao catalisar a fixacdo de CO, atmosférico, a
rubisco desencadeia uma rede de rea¢des bioquimicas que geram os carboidratos, as proteinas

e os lipidios que sustentam as plantas (Figura 9).%

Figura 9 — Representacédo do ciclo de Calvin.
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Cloroplasto

O ciclo de Calvin acontece em trés estagios®*:

e Carboxilagdo do aceptor de CO,, ribulose-1,5bifosfato, formando duas
moléculas de 3-fosfoglicerato, o primeiro intermediario estavel do ciclo de
Calvin;

e Reducdo do 3-fosfoglicerato, formando gliceraldeido-3-fosfato (G3P), um
carboidrato;

e Regeneragdo do aceptor de CO,, ribulose-1,5bifosfato, a partir do gliceraldeido-
3-fosfato.

2.4 Pesticidas

A producdo de soja estd entre as atividades que apresentaram elevadas taxas de
crescimento.®” Entre os principais fatores que limitam a produtividade da soja estdo as plantas
daninhas, e um grande nimero de doencas causadas por fungos, bactérias, nematdides e virus.
Para resolver tais problemas, o controle quimico com pesticidas tem sido o principal método

de controle.®
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Pesticidas sdo quaisquer compostos destinados a agricultura e que tem como acao a
prevencéo ou reducdo dos efeitos causados por pragas, doencas, ervas daninhas, entre outros.
Esses compostos incluem todos os inseticidas, fungicidas, herbicidas e outras substancias

utilizadas como reguladores de crescimento, desfolhantes ou dissecantes.”

2.4.1 Herbicida

O glifosato (principio ativo do Roundup®) é o mais comum herbicida em sistemas de
cultivo; trata-se de um herbicida no seletivo e de acdo sistémica (Figura 10).*° Em condicdo
ambiente, o glifosato é muito soldvel em 4gua (12 g.L™ a 25 °C) e quase insolGvel em
solventes organicos comuns, tais como acetona e etanol.*® A solubilidade em &gua é muito
importante, pois influencia no comportamento, transporte e destino desse composto no
ambiente. Esse parametro indica a tendéncia do agrotoxico ao carreamento superficial no

solo, fazendo com que 0 mesmo possa atingir as aguas superficiais.*!

Figura 10 — Estrutura quimica do glifosato.

0
o H
HO—IIZII’—/N\)I\OH

OH

O coeficiente de particdo octanol-agua (Kow) indica a tendéncia dos compostos em se
distribuir em regides ambientalmente hidrofébicas. Essa propriedade demonstra a tendéncia
dos pesticidas a bioconcentracdo e traz indicativos sobre a acumulacdo em tecidos vivos e
matéria organica, ou seja, a capacidade de transporte na cadeia alimentar.** O K, do glifosato
é de 0,0017, ou seja, esse herbicida ndo tende a se acumular em tecidos vivos.*> O tempo de
meia vida (DTso, do inglés, disappearance time) também € um critério usado para determinar
os efeitos ambientais relacionados ao potencial de lixiviacéo e caracteristicas de degradacdo,*
sendo 0 DTsp no solo do glifosato de 32 dias e em agua de 12 dias.*

Como citado anteriormente, o glifosato impede a sintese de trés aminoacidos essenciais
— triptofano, fenilalanina e tirosina (Figura 11). Ele também causa efeitos adversos sobre a

fotossintese, 0 metabolismo de carbono e a translocacdo de sacarose nas plantas.?
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Figura 11 — A via do chiquimiato para sintese dos aminoécidos essenciais.
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Fonte: Adaptada pelo autor.”

A disrupcao da biossintese dos aminoacidos aromaticos em plantas é uma estratégia
atrativa para o desenvolvimento de herbicidas com caracteristicas ambientais favoraveis. Isto
porque, apesar da rota do chiquimato estar presente em plantas e em muitos microrganismos,
ela é completamente ausente em mamiferos, peixes, passaros, répteis e insetos. Estas formas
de vida ndo dependem da rota do chiquimato porque retiram da dieta os produtos aromaticos
gue necessitam. Ja as plantas sdo obrigadas a produzir estes aminoacidos essenciais para
sobreviver e multiplicar.?

Porém, a utilizacdo ampla de tal produto, afeta principalmente o ecossistema, atingindo
e prejudicando organismos néo alvos, ja que se trata de um herbicida ndo seletivo. Em mudas
de Pequi (Caryocar brasiliense), arvore nativa do cerrado brasileiro, submetidas a seis doses
crescentes de glifosato, as taxas fotossintéticas, transpiratérias e a condutancia estomatica
reduziram-se em mais de 50% em relagéo a testemunha, na maior dose aplicada (1500 g i.a.
ha-l)_42

Devido ao fato das plantas transgénicas possuirem materiais genéticos de outros
organismos vivos introduzidos de forma artificial, ampliaram-se, também, as discussdes a
respeito dos potenciais riscos e beneficios decorrentes dessa moderna tecnologia empregada
na agricultura.*® Dentre os produtos, destaca-se a soja com resisténcia ao herbicida glifosato,
cultura transgénica de maior exploragdo no mundo, beneficiéria de significativos avancos na
pesquisa em biotecnologia que resultaram na criacdo de variedades de soja resistente,
conhecidas como soja RR (Resistente ao Roundup). Tal inovagdo proporcionou o uso deste

herbicida na cultura com maior eficacia e amplo espectro de controle de plantas daninhas.*
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2.4.2. Fungicida

A ferrugem da soja causada por Phakopsora pachyrhizi H. Sydow & Sydow foi relatada
pela primeira vez no Brasil no final da safra de 2000/01, representando uma grande ameaca
para os paises do continente americano. O controle da ferrugem da soja compreende diversas
medidas conjuntas. Quando a doenca ja esta ocorrendo, o controle quimico com fungicidas &,
até o momento, o principal método de controle.**

O difenoconazol (principio ativo do fungicida Score®) é um fungicida sistémico de
amplo espectro utilizado para controle de doencas, como antrachose e cancro da haste, em
muitas frutas, vegetais, cereais e outras colheitas de campo. Tem acdo preventiva e curativa.
O difenoconazol age na inibicdo da biossintese de ergosterol e tem como sitio primario de
acdo a demetilacéo (remocdo de um grupo metil) de alguns esteréis.* Em condicdo ambiente,
ele é pouco soltvel em agua (15 mg L™ a 25 °C).*® O difenoconazol é persistente, tendo o
DTso no solo de 120 dias e 1053 dias em agua e 0 Koy € de 4,2, apresentando assim alta

tendéncia de se acumular em tecidos vivos.*

Figura 12 — Estrutura quimica do difenoconazol.

Fungicidas sistémicos sdo aqueles em que o principio ativo é absorvido pela planta e
translocado para partes distantes da mesma do local de aplicacéo e tem a capacidade de inibir
a infeccdo do patdgeno. Ao ser aplicado na concentragdo recomendada, o fungicida, €
prontamente assimilado pela planta e translocado, inibindo o desenvolvimento das lesbes
locais ou a distancia do local de aplicagdo sem, contudo, afetar os tecidos do hospedeiro, em
tese, matando o patdgeno onde ele estiver instalado na planta. Ademais, este fungicida nédo
deve sofrer rapida degradacao e, ao se degradar, seus subprodutos deverédo ser também tdxicos
ao patogeno.*’

Godoy e Canteri mostraram que o difenoconazol apresenta efeito protetor contra a
ferrugem asiatica em plantas de soja. Houve sintomas de fitotoxicidade do tipo engrossamento

e escurecimento das folhas, no entanto, as plantas recuperaram seu desenvolvimento dez dias
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apos o final do tratamento. Esta substancia também se mostrou eficiente na reducdo dos
sintomas, quando aplicados no periodo de incubaco da doenca.*®

Em relacdo ao meio ambiente, deve-se atentar para o fato de que alguns fungicidas nao
sdo biodegradaveis, outros se decompdem somente em longo prazo. Assim, fungicidas podem
poluir o meio ambiente, colocando em risco a vida da fauna, rios, riachos, lagos e a

populacdo.”’
2.4.3 Inseticida

O metomil (principio ativo do Lannate®) é um inseticida do grupo dos carbamatos
utilizado no combate as pragas em diversos tipos de lavoura.”® E bastante sol(vel em agua
(500 g L™ & 25 °C) e insoltvel em solventes organicos. O DTs, do metomil no solo é de 7 dias
e na agua de 6 dias e seu Koy € de 1,24 indicando baixo potencial de se acumular em tecidos

vivos.*

Figura 13 — Estrutura quimica do metomil.

O metomil é muito utilizado para o controle quimico do inseto-praga Helicoperva
(Helicoverpa armigera). Esta espécie se alimenta de folhas, caules e partes reprodutivas das
plantas, causando danos diretos e indiretos em mais de 100 espécies de plantas cultivadas e
silvestres.*

Os inseticidas do grupo dos carbamatos s@o inibidores diretos da enzima
acetilcolinesterase nas sinapses nervosas, causando um acumulo de acetilcolina nas sinapses
nervosas provocando a passagem continua dos impulsos nervosos, levando entdo o inseto a
fadiga e posteriormente, & morte.>*

O metomil é efetivo de duas formas: como inseticida de contato, pois mata quando entra
diretamente em contato com as espécies alvo, e como inseticida sisttmico, quando aplicado
nas folhas, ramos, raizes e solos é absorvido e transportado para varias regifes das plantas, via

xilema ou floema, atuando principalmente sobre insetos sugadores. De acordo com a
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ANVISA, no Brasil, o metomil é usado em culturas de algoddo, batata, brdcolis, couve,
milho, repolho, soja, tomate e trigo.*

2.5 Plantas como bioindicadores

A qualidade da agua e do solo pode ser monitorada a partir de bioindicadores, que séo
organismos vivos que sofrem mudancas em seu metabolismo a partir das alteracOes
ambientais.®* ® Nesse contexto as plantas vém sendo utilizadas tanto para reduzir os impactos
ambientais como para atuar como bioindicadores de contaminantes.>?

A utilizacdo de plantas como indicadores de acumulacdo de contaminantes é um
conceito bastante antigo. De fato, quando comparado com animais bioindicadores, as plantas
possuem uma série de vantagens. Sua nutricdo mineral é estreitamente dependente das
caracteristicas do solo, sdo organismos que estdo presentes em praticamente todos 0s
ambientes terrestres, mesmo aqueles que sdo altamente contaminados. Por fim, as plantas sdo
faceis de coletar e geralmente produzem biomassa suficiente para permitir anélises quimicas.®

A avaliacdo do impacto da poluicdo nessas plantas bioindicadoras, geralmente é feita
por analises quimicas, dessa forma, na maioria dos casos, elas precisam ser destruidas. Outra
forma de avaliar os impactos dos contaminantes é realizar uma avaliacdo dos sintomas de
lesBes visiveis, porém, em baixas concentragdes eles nem sempre s&o detectados.*®

Na Europa Central e Oriental o ozbdnio tornou-se um poluente fitotoxico comum, por
esse motivo, Manning e Godzik utilizaram sementes de Impatiens parviflora e Pathenocissus
quinguefolia como bioindicadoras de oz6nio ambiente. As plantas apresentaram sintomas
visuais como lesbes brancas e clorose. Algumas plantas, ao longo do tempo, apresentaram
manchas de necrose.**

Ja Remon et al. utilizaram folhas de tabaco orientais, e atestaram que tais plantas séo
eficientes quando utilizadas como bioindicadores de acumulagdo de metais como Zn, Cd, Cr,
Cu, Pb e Ni.® A extracdo dos metais foi efetuada por digestdo usando calor e HNO3. As
concentracdes de metal nos extratos foram medidas pela técnica de espectrometria de emissédo
oOptica por plasma acoplado indutivamente (do inglés, Inductively coupled plasma optical
emission spectrometry - ICP-OES).

Plantas de Brahmi (Bacopa monnieri) foram utilizadas como bioindicadoras no
desenvolvimento de um procedimento para avaliagdo de compostos quimicos que apresentam
efeitos citotéxicos (compostos que tém a capacidade de destruir células).”® Essas plantas

foram pulverizadas com 6leo de horteld (rico em mentol, mentona e cineol) e apresentaram
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clorose (folhas amarelas) nas folhas mais velhas, que se espalhou para todo o galho dentro de

uma semana.
2.5.1 Condutancia estomatica

A condutancia estomatica indica a taxa do fluxo de CO; ou de vapor de agua através dos
estomatos de uma folha. Os estdmatos séo pequenos poros localizados na parte superior e
inferior das folhas, que controlam a assimilagdo do CO; e a liberagdo de umidade do interior
da folha para a atmosfera, por meio de mecanismos que permitem a sua abertura ou

fechamento (Figura 14).>’

Figura 14 — Representacdo do estdmato.
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Fonte: Adaptado pelo autor.*®

Oliveira et al. avaliaram o uso de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), cultivar
Carioca, como bioindicador de estresse hidrico, utilizando como um dos pardmetros a
condutancia estoméatica.>® Eles observaram que os menores valores de condutancia foram
obtidos nas plantas ndo irrigadas. Ja para plantas tratadas com T1, T2 e T3, que representam a
ordem crescente de volume de irrigacdo, os maiores valores encontrados foram para T1 e 0s
menores valores para T3.

Por sua vez, laranjeiras ‘Valéncia’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) foram deixadas por 10
dias sem irrigacdo e o efeito do estresse hidrico foi avaliado por meio de medicdes de
condutancia estomética.*® Observou-se um decréscimo na condutancia e em nenhum
momento do dia as plantas chegaram a se recuperar dos efeitos causados pelo estresse hidrico.

A condutancia estomatica também foi avaliada por Silva et al. com objetivo de
investigar o desempenho fisiologico de variedades comerciais de cana-de-agucar (Saccharum
officinarum) no sentido de selecionar genotipos mais tolerantes ao déficit hidrico e
responsivos & irrigacdo.® Verificou-se que a variedade RB 962962 apresentou desempenho

fisioldgico superior as demais variedades, quando submetida ao regime de deficiéncia hidrica.
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Por sua vez, em condicdes de irrigacdo plena e excedente hidrico, as variedades RB 962962 e
RB 98710 exibiram as maiores condutancias estomaticas. Além disso, constataram que a
variedade SP 791011 apresentou maior sensibilidade estomatica, com reducédo da condutancia
estomatica e transpiracdo, quando cultivada tanto sob regime de deficiéncia quanto de

excedente hidrico.
2.5.2 Temperatura foliar

A temperatura é um fator de grande influéncia na respiracdo e, consequentemente na
assimilacdo de CO, e fotossintese, principalmente durante os estagios iniciais de
desenvolvimento da planta. A parte aérea, em qualquer estadgio de desenvolvimento, num
periodo de 24 h, esta sujeita a intensas e rapidas mudancas de temperatura, 0 que ndo acontece
na mesma proporgdo com as raizes.*

As temperaturas consideradas moderadamente altas (35 a 42°C) podem causar danos
diretos ao aparato fotossintético, pois provocam mudangas na membrana do tilacoide e nas
propriedades fisico-quimicas, e também na organizagdo funcional dessas estruturas celulares.
Em elevadas temperaturas, a taxa maxima de assimilacdo de carbono pode ser inibida em
virtude da diminuicdo da condutancia estomatica. Além disso, altas temperaturas podem levar
ao aumento da respiracéo mitocondrial e da fotorrespiracéo.®

Oliveira et al. avaliaram o uso de plantas de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), cultivar
Carioca, como bioindicador para estresse hidrico, utilizando como um dos parametros a
temperatura foliar.>® Eles observaram que a temperatura da folha apresentou valores que
variaram de 29 a 42 °C, ao longo do ciclo da cultura, em virtude do estresse hidrico, sendo
observado que os tratamentos mais estressantes produziram as maiores temperaturas foliares.

Ribeiro submeteu mudas pe-franco (método de producdo de mudas quando corta-se um
ramo e finca-o no solo) de laranjeira 'Péra’ (Citrus sinensis (L.) Osbeck) a dois regimes de
temperatura - 25/20 °C e 35/20 °C (dia/noite) - para analisar se as temperaturas de cultivo
interfeririam na assimilacdo de CO,.®® Também foram realizadas medicdes de trocas gasosas a
25, 30, 35 e 40 °C. Por meio de um analisador portatil de parametros associados a fotossintese
analisou-se a assimilagdo de CO, e conduténcia estomatica. O autor observou que a
assimilacdo de CO, foi afetada pelo aumento da temperatura foliar e que as maiores
atividades fotossintéticas ocorreram a 25 °C, atingindo um minimo a 40 °C. O aumento medio

de assimilagdo de CO,, quando o regime de temperatura de cultivo mudou de 25/20 °C
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(dia/noite) para 35/20 °C (dia/noite), foi em torno de 65,4%. Os maiores valores de
condutancia estomatica também foram encontrados a 25 °C e os menores a 40 °C.

Dias e Marenco investigaram o efeito da luminosidade e da temperatura na fotossintese,
sob baixa irradiancia, em mogno (Swietenia macrophylla King) e acariquara (Minguartia
guianensis Aubl).®* A fotossintese foi obtida por meio de um sistema portatil de medicéo de
trocas gasosas. O aumento da irradiancia de 1000 para 1700 pmol m™?s™ causou pouco efeito
na fotossintese, independente da espécie. Eles perceberam que, quando 0 mogno foi exposto a
uma temperatura de 38 °C, houve uma reducdo de 50% na fotossintese, com relacdo aos
valores obtidos para as plantas expostas a 32 °C. Na acariquara, 0 aumento da temperatura
causou reducdo de 18%. O aumento da temperatura da folha também causou reducdo na

condutancia estomatica, e este efeito foi mais acentuado em mogno.
2.5.3 Raiz

As raizes fixam a planta no solo, absorvem e transportam adgua e minerais do solo, além
de armazenar reservas. Nas raizes de dicotiledéneas (plantas que apresentam dois ou mais
cotilédones) podemos distinguir a raiz principal das inimeras raizes laterais. Na raiz, ha as
seguintes camadas de células: epiderme, cortex, endoderme e cilindro central (estelo). No
cilindro central estdo os feixes vasculares, sendo que o xilema, onde ocorre o transporte de
pesticidas, se localiza mais internamente e o floema mais externamente. Também se observa
uma camada de células abaixo da endoderme, conhecida como periciclo, a partir da qual se

desenvolvem as raizes laterais (Figura 15).>

Figura 15 — Diagrama de um corte transversal de uma raiz tipica.
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Fonte: Adaptada pelo autor.*

As raizes sdo os primeiros pontos de exposicdo das plantas aos estresses abidticos

transmitidos pelo solo, como concentragBes toxicas de ions essenciais e ndo essenciais,
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aluminio e pesticidas, os quais se constituem enquanto fatores limitantes ao crescimento das
plantas. Esses compostos uma vez absorvidos, tendem a acumular-se nas raizes, provocando
escurecimento, engrossamento e inibicdo do crescimento radicular. Por este motivo, a
avaliacdo do desenvolvimento radicular tem sido uma analise utilizada para investigar os
efeitos dos agentes quimicos como pesticidas no desenvolvimento de plantas.®

Plantas de capim-elefante (Pennisetum purpureum cv. Cameroon) foram submetidas a
diferentes doses de nitrogénio (50, 100 e 150 kg ha™).®® Apés 60 dias de cultivo, as plantas
foram cortadas e analisadas quanto a producédo de massa seca de raiz. A adubacdo nitrogenada
promoveu maior producio de massa seca do sistema radicular. A medida que se aumentou as
doses de nitrogénio, observou-se maior acimulo de raizes.

Sementes de soja, dos cultivares CD 233 RR e BMX Potencia RR foram tratadas com
fungicidas e inseticidas, isoladamente.®’ Os fungicidas foram carbendazim + tiram (dose 2 mL
kg™ de semente), fludioxinil + metalaxil-M (dose 1 mL kg™ de semente) e difenoconazol
(dose 0,334 mL kg™ de semente) e os inseticidas testados foram fipronil, tiametoxam e
imidacloprid na dose de 2 mL kg™ de semente. O comprimento da raiz foi medido apés 5 dias
de semeadura. Observou-se que 0s tratamentos nas sementes da cultivar de soja CD 233 RR
ndo induziram variagdo no comprimento de raiz. Entretanto, na cultivar BMX POTENCIA
RR, verificou-se que o comprimento de raiz associado ao tratamento com o principio ativo do

fungicida fludioxinil + metalaxil-M foi superior ao do inseticida difeconazol.
2.5.4 Fluorescéncia

A fluorescéncia € um fendmeno que ocorre em uma molécula responsavel pela geracao
de luz (fotons). Os fotons absorvidos pela molécula promovem determinados elétrons para
estados eletronicos excitados. A figura 16 mostra o diagrama de Jablonski simplificado, que
ilustra os estados de energia de uma molécula e as possiveis transi¢cGes envolvendo diferentes
estados. Apds a absorcdo de luz, a molécula dissipa a energia absorvida por processos de
decaimento radiativo e/ou ndo-radiativo. Os processos de decaimento radiativo envolvem a
emissdo de fotons, sendo que essa emissao pode ocorrer por fluorescéncia ou fosforescéncia.
Na fluorescéncia o processo de decaimento possui tempo de vida da ordem de nanossegundos
e a multiplicidade ndo ¢é alterada, enquanto que na fosforescéncia o tempo de vida é da ordem
de segundos e a multiplicidade sofre alteracdo em um processo denominado cruzamento

intersistema. Os processos nao-radiativos ocorrem por conversdo interna, abrangendo
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vibracdes, rotacGes e translagbes da molécula ou ainda transferéncia de energia para as

moléculas vizinhas através de colisdes e mecanismos de transferéncia de energia.®®

Figura 16 — Diagrama de Jablonski simplificado. S sdo os niveis de energia no estado singleto
e T no estado tripleto; h é a constante de Planck e va, Vg € vp sd0 as frequéncias das radiaces
da absorcéo, fluorescéncia e fosforescéncia, respectivamente.
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Fonte: Adaptada pelo autor.®®

2.5.4.1 Fluorescéncia da clorofila

A fluorescéncia da clorofila tem sido utilizada para detectar, monitorar e avaliar
diferentes estresse sofridos por plantas. A técnica de analise é ndo invasiva e nao destrutiva e
tem sido empregada para acompanhar a evolucao temporal das alteragdes no teor de clorofila
e no status fisioldgico de plantas. A deteccdo de estresse em plantas tem por base a avaliacdo
de alteracdes na intensidade e no perfil espectral da fluorescéncia da clorofila. Ainda, dadas as
caracteristicas dos sistemas experimentais envolvidos na construgcdo dos fluorimetros, essas
analises podem ser realizadas utilizando dispositivos portateis, possibilitando o estudo
diretamente no campo.’

AlteracGes na fluorescéncia da clorofila em plantas estdo principalmente vinculadas ao
fotossistema Il (FS 11), porque este fotossistema normalmente é mais sensivel a estresses
ambientais. Um dos pardmetros utilizados nesta analise é a relagdo entre as intensidades de
fluorescéncia emitidas em aproximadamente, 685 e 735 nm. A fluorescéncia em 685 nm
corresponde a emissdes da clorofila presente no FS Il, enquanto que em 735 nm corresponde
a emisséo dos fotossistemas Il e 1.

A intensidade das bandas de emisséo de fluorescéncia F685 e F735 depende do teor de
clorofila das folhas. Em concentragdes muito baixas de clorofila a banda F685 é muito maior
do que a banda F735, que s6 existe como um ombro. Com o aumento do conteudo de clorofila
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a banda F685 diminui enquanto a banda F735 aumenta. Esta mudanga nas emissdes F685 e
F735 séo causadas pela sobreposicéo entre a banda de fluorescéncia F685 emitida e bandas de
absorcdo in vivo de clorofila a, causando uma reabsorcio da banda F685.”” Como
conseqiiéncia, a razdo F685/F735 € um método ndo-invasivo que fornece informacdes sobre o
status fisiolégico e contetido de clorofila em plantas.”t Além disso, esta relacdo é utilizada
para quantificar a eficiéncia méaxima do FS 11, relacionada aos niveis de clorofila nas folhas.”

Como destacado, diversos trabalhos reportam o uso da fluorescéncia da clorofila para
avaliar condicdes de estresse em plantas. Com o objetivo de detectar a toxicidade de Cadmio
em plantas de milho via andlise espectral da fluorescéncia da clorofila, Silva et al. utilizaram
plantas de milho (Zea mays L.), variedade S&o José, cultivadas com diferentes concentracdes
de Cd (CdCl,) 0; 0,5; 1,5; 3,0 e 6,0 mg L. A partir da razio F685/F735, os autores
observaram que as plantas sob estresse induzido por Cd, mesmo ndo apresentando sintomas
visuais, apresentaram decréscimo no teor de clorofila.

Por sua vez, alteracbes na fluorescéncia de clorofila a em plantas de soja in vivo
(resistentes a glifosato) induzidas por glifosato foram avaliadas por Fernandes et al. utilizando
um fluorimetro portatil.” Observou-se forte supressdo da fluorescéncia de clorofila a para
todas as plantas tratadas com o herbicida. Além disso, F685/F735 mostra que a aplicacdo de
glifosato levou a reducdo do teor da clorofila. Dessa forma, os autores concluiram que a
espectroscopia de fluorescéncia pode detectar, em plantas in vivo, mudancgas precoces no
estado fotossintético da soja transgénica tratada com glifosato.

N&do obstante, Falco et al. avaliaram o efeito de nanoparticulas de prata sobre as
caracteristicas fluorescentes do extrato da clorofila extraida de plantas de soja, cultivar BRS
245RR.” Eles observaram que houve supressdo da fluorescéncia do extrato de clorofila em
virtude da presenca das nanoparticulas de prata.

A interagdo entre o extrato da clorofila retirada da fava (Vicia faba L.) e nanoparticulas
de prata de diferentes didametros (10, 60 e 100 nm) também foi avaliada por meio da
espectroscopia de fluorescéncia.”® Os autores observaram uma supressdo quase linear da
intensidade de fluorescéncia em funcdo da diminuicdo do didmetro das nanoparticulas e
atribuiram tal efeito ao aumento da &rea superficial disponivel para adsor¢do de clorofila,
possibilitando transferéncia de elétrons excitados das moléculas de clorofila para as
nanoparticulas metalicas.

A fluorescéncia por imagem ou fluorescéncia cinética de folhas tem sido empregada no
estudo de plantas, pois esta é capaz de determinar a emissdo de toda a folha, permitindo

identificar com preciséo a contribuicdo de cada regido da folha no processo de fluorescéncia,
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fornecendo parametros tais como F, (fluorescéncia inicial) e E, (fluorescéncia maxima).
Nesses casos a planta é inicialmente adaptada ao escuro e posteriormente séo realizadas as
medicBes com pulsos de luz’” ™

O parametro mais utilizado no estudo do estresse em plantas por meio da fluorescéncia

cinética € a razdo ;—” também chamado de QY maximo (Equacéo 2).

m

F Fn—F
= @

E,, F, e Fysao as intensidades de fluorescéncias varidvel, mdxima e minima no estado
adaptado ao escuro.

Em baixas intensidades de luz é bem estabelecido que a taxa de transferéncia de elétrons
do centro de reacdo FS Il de cloroplastos isolados € inversamente relacionado com a
magnitude da emissdo da fluorescéncia variavel, e assim hd uma relagcdo linear entre a
supressdo fotoquimica (formacdo de ATP e NADPH) e o rendimento quéantico do transporte
de elétrons ndo ciclicos. Entdo o rendimento quantico do transporte de elétrons ndo ciclicos
deve ser proporcional ao produto da supressdo fotoquimica e a eficiéncia de captura de
excitacdo pelo centro FS I aberto (geralmente designado como F, /E,,)."”

O parametro QY maximo quantifica a eficiéncia maxima do FSIl na fase em que a
planta esta adaptada ao escuro, revelando a capacidade fotossintética da planta de maneira
muito sensivel. Quando em condicBes de estresse, esse parametro pode sofrer drasticas
alteracges.® &

O coeficiente de diminuicdo relativa da fluorescéncia (Rfd), também denominado
indice de vitalidade do FSII, é outro pardmetro que auxilia nas interpretagdes dos processos
fotossintéticos (Equacgdo 3). O pardmetro Rfd caracteriza a interacdo das reagdes dependentes
da luz com as reacOes da fase escura e € usado para avaliar a atividade do Ciclo de Calvin,
que é a fase ndo luminosa da fotossintese. Assim, valores de Rfd trazem informacGes
adicionais sobre a atividade fotossintética, estando diretamente ligados a taxa de assimilagédo

de CO, pelas folhas nos casos em que 0s estdmatos permanecem abertos. ™

. Fp—F¢ Lss

Rfd_Lss - Fy_Lss (3)

Sendo F, o pico de fluorescéncia no inicio da fase em que a planta € exposta a luz, e

F;_Lss ¢ a intensidade de fluorescéncia quando a planta ja esta adaptada a luz.
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Depois de adaptada ao escuro a planta recebe um pulso de luz, quando é obtido o F,, e 0
pool de plastoquinona é amplamente congestionado pelo fluxo de elétrons, mas o0s
mecanismos de supressdo fotoquimica e a assimilacdo de CO, ndo estdo totalmente ativados
(Figura 8). Apos a planta estar adaptada a luz h& um equilibrio entre os mecanismos de
supressao fotoquimica e assimilacdo de CO,, momento que é obtido o F,_Lss. Existe uma
grande diferenca entre F, e F,_Lss em plantas saudaveis, porém a diferenga € muito menor em
plantas estressadas e por esse motivo esse pardmetro é usado para indicar a vitalidade da
folha.”

Synowiec et al. examinaram os efeitos do uso de éleo de cravo, que apresenta acao
herbicida, no status fisiologico de folhas de brdcolis por meio de fluorescéncia por imagem,
durante os primeiros 60 minutos apds a aplicacdo.”® Os autores observaram um decréscimo
nos valores de QY maximo como resultado do estresse, levando a danos no PSII e diminuicéo
da eficécia do transporte de elétrons. Apds o tratamento com Oleo de cravo foi observado
também proeminente dano ao fotossistema, expresso pelo valor Rfd, que apresentou valores
préximos a zero sugerindo uma reducéo na assimilacao de CO,.

Mozdzen et al. determinaram a influéncia de estresse por seca induzido pelo manitol (-
0,5 e -1,5 MPa) em processos fisiologicos selecionados em milho (Z. mays L.) utilizando um
fluorimetro (FMS Fluorescence Monitoring System Hansatech). Os autores concluiram que a
analise fluorimétrica de parametros de fluorescéncia da clorofila confirmou o importante
efeito do manitol na atividade do FS Il nas plantas de milho. Segundo eles, a imagem de
fluorescéncia de clorofila permitiu distinguir as areas de folhas de milho expostas ao estresse
da seca através do uso de diferentes concentra¢fes de manitol, pois diferencas no Rfd foram
observadas entre as plantas tratadas com manitol em baixas e altas concentrages.”’

Plantas de bétula prateada (Betula pendula Roth.), linden de folhas pequenas (Tilia
cordata Mill.) e cedro branco do norte (Thuja occidentalis L.) crescendo sob condic¢do de
poluicdo, proximo a uma parada de 6nibus, foram utilizadas para o estudo.®? As medicgdes de
QY maximo foram utilizadas para monitorar a eficiéncia quantica do FS Il nessas plantas. Os
autores observaram valores menores de QY maximo em relagdo ao grupo controle (plantas
crescendo em ambiente sem poluicdo) e concluiram que houve uma redugdo na eficiéncia
quantica das plantas que cresceram em ambiente poluido.

Kalmatskaya e Karavaev injetaram fluoreto de sédio na concentracdo 0,02 mol L™, um
potente inibidor da fosfatase, em folhas de feijdo (Visia Faba L.) e observaram que o

QY maximo permaneceu inalterado.®®
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3 - OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial bioindicador de plantas de soja (Glycine max (L.) Merrill) e de
sesbania (Sesbania virgata (Cav.) Pers) por meio de andlises de fluorescéncia para identificar

a presenca de pesticidas em agua de irrigagéo.

3.2 Objetivos Especificos

e Empregar técnicas como temperatura foliar, condutancia estomatica e medigdes de
comprimento de raiz para avaliar possiveis alteracdes sofridas nas plantas cultivadas
na presenca dos pesticidas;

e Avaliar a fluorescéncia da clorofila presente nas folhas como sonda para monitorar
alteracbes sofridas em pardmetros associados ao estado fisioldgico das plantas
cultivadas com agua contendo diferentes concentracdes dos pesticidas;

e Auveriguar correlacdes entre imagens de fluorescéncia das folhas e as condigdes de
cultivo das plantas;

e Investigar se as alteracBes fisiologicas detectadas pelos métodos experimentais
dependem da espécie da planta, do tipo e da concentracdo de pesticida.
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4 - METODOLOGIA

4.1 Cultivo das plantas
4.1.1 Soja

Uma mistura de sementes de diferentes cultivares de soja RR (resistente ao glifosato)
foi usado. As sementes foram plantadas em vasos plasticos com capacidade de
aproximadamente 180 g, utilizando substrato da marca Tropstrato HT. Este substrato é
composto por casca de pinus, turfa, vermiculita, superfosfato simples, nitrato de potassio e
produtos formulados por terceiros.

Os vasos plasticos foram colocados em bandejas onde foram realizadas as irrigacdes,
sendo que as solugdes de pesticidas foram despejadas na bandeja e estas foram absorvidas
pelo substrato. A quantidade de vasos por bandeja foi mantida a mesma para que a absor¢édo

do liquido fosse uniforme em todos os grupos (Figura 17).

Figura 17 — llustracéo da disposi¢édo dos vasos e de plantas de soja na bandeja.
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Fonte: Préprio autor.

Plantou-se 25 sementes para cada grupo investigado para garantir que haveria cinco
plantas para medicGes, pois nem todas germinaram e algumas que germinaram, ndo se
desenvolveram. No primeiro experimento, as plantas foram divididas em quatro grupos: um
grupo irrigado somente com agua (controle) e trés grupos irrigados, separadamente, com 500,
3600 e 1075 ppm do fungicida Score®, do herbicida Roundup® e do inseticida Lannate®,

respectivamente.
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Essas concentragdes sdo aquelas indicadas para uso pelos fabricantes. O fabricante do
Score® descreve na bula a composicdo do produto como 25% m/v de difenoconazol (principio
ativo) e 76% m/v de outros ingredientes. No caso do Roundup® ha 48,0% m/v de sal de
isopropilamina de N — (fosfonometil) glicina, 36,0% m/v de glifosato (principio ativo) e
68,4% m/v de ingredientes inertes. J4 no Lannate® a composicdo é de 21,5% m/v de metomil
(principio ativo) e 78,5% de ingredientes inertes. Todos os célculos para as concentragdes
utilizadas foram baseados na concentracdo do principio ativo.

As solucdes dos pesticidas foram preparadas diluindo-se 0s volumes necessarios para o
preparo de cada concentracdo em 1 L de agua.

As plantas foram cultivadas em uma casa de vegetacdo da Faculdade de Ciéncias
Agréarias na UFGD, por periodo de quatro semanas, sendo irrigadas duas vezes por semana
com 1 L da solucdo de pesticida por bandeja e nos dias restantes, irrigadas com 1 L de
agua/dia. Utilizou-se uma casa de vegetacdo coberta, para evitar gua da chuva, possibilitando

o controle da irrigacéo (Figura 18).

Figura 18 — Casa de vegetacdo onde as plantas foram cultivadas durante os experimentos.

Fonte: Préprio autor.

Posteriormente, foram realizados experimentos variando as concentragoes de Roundup®

(Oc, 0,25c¢, 0,50c, ¢, 1,20¢c, 1,50c), Score® (Oc, 0,25¢, 0,50c, ¢, 2,00c, 2,50c) e Lannate® (Oc,
0,25c, 0,50c, ¢, 1,50c e 2,00c) utilizadas na irrigacéo, onde c é a concentracdo recomendada
pelos respectivos fabricantes. As concentracbes foram determinadas a partir do primeiro
experimento, no qual as plantas foram irrigadas com as concentragoes recomendadas pelos
fabricantes.

Um terceiro experimento foi realizado utilizando fracbes de concentracOes
intermediérias dos pesticidas, sendo que as de Roundup® foram Oc, 0,12c, 0,14c, 0,17c, 0,33c,
as de Score® foram Oc, 0,70c, 0,90c, 1,50c, 3,00c, 3,50c e as de Lannate® foram Oc, 0,12c,
0,14c, 0,17c, 0,33c e 1,20c.
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Apos o cultivo, as plantas foram deixadas no laboratorio por 24 h para adaptacéo antes

de serem realizadas as medig0es.

4.1.2 Sesbhania

Com vistas ao plantio da sesbania, as sementes foram lixadas na regido oposta ao hilo
até o aparecimento da améndoa, para quebra da dorméncia (Figura 19). As sementes foram
plantadas em vasos plasticos com capacidade de aproximadamente 180 g. O substrato
utilizado foi o mesmo do item 4.1.1. Os vasos plasticos contendo substrato e sementes foram
colocados em bandejas onde foram realizadas as irrigacGes, mantendo a mesma quantidade de

vasos para cada bandeja, conforme discutido na se¢éo 4.1.1.

Figura 19 — Representacdo da regido onde as sementes de sesbania foram lixadas para quebra
da dorméncia.

Regido onde a semente
¢ lixada

Améndoa

Fonte: Adaptada pelo autor.®*

Plantou-se 20 sementes para cada grupo para garantir que haveria dez plantas para
realizacdo dos experimentos, pois, a exemplo do caso anterior, nem todas germinam e
algumas germinam, mas néao evoluem.

As plantas foram cultivadas em uma casa de vegetacdo coberta (Figura 18) por um
periodo de quatro semanas, sendo irrigadas duas vezes por semana com 1L das respectivas
solucBes de pesticida e nos dias restantes, irrigadas com 1L de agua/dia. As concentragdes de
Score® utilizadas na irrigacdo foram Oc, 0,25c, 0,50c, ¢, 2,00c, 2,50c enquanto que as
concentracdes de Roundup® foram Oc, 0,12c, 0,14c, 0,17c, 0,33c e as de Lannate® foram Oc,
0,25c¢, 0,50c, ¢, 1,50c e 2,00c, onde c é a concentracdo indicada pelos respectivos fabricantes,
500, 3600 e 1075 ppm, respectivamente. As concentracdes para 0 experimento com Score® e
com Lannate® foram as mesmas utilizadas para soja, ja no experimento com Roundup® optou-
se por concentracfes menores, pois a sesbania nao apresenta tolerancia a esse herbicida.

Apbs o cultivo, as plantas foram deixadas no laboratdrio por 24 h para adaptacdo antes

de serem realizadas as medigoes.



4.1.3 Concentrac6es usadas nos experimentos

As concentragdes usadas em cada experimento estdo exibidas na tabela 1.
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Tabela 1 — Concentragdes utilizadas; ¢ representa a concentracdo indicada pelos fabricantes
do Score®, do Roundup®e Lannate®: 500, 3600 e 1075 ppm, respectivamente.

Experimentos

Pesticidas  Roundup®, Roundup® Score® Lannate®
Score® e
Lannate®
Plantas Soja Soja  Sesbania Soja Sesbania Soja  Sesbania
Concentragoes
Parte | Cc 0,25¢ 0,12c 0,25¢c 0,25¢ 0,25¢ 0,25c
0,50c 0,14c 0,50c  0,50c 0,50c 0,50c
c 0,17c c c c c
1,20c 0,33c 2,00c 2,00c 150c 1,50c
1,50c 2,50c 250c 2,00c 2,00c
Parte 11 0,12c 0,70c 0,12c
0,14c 0,90c 0,14c
0,17c 1,50c 0,17c
0,33c 3,00c 0,33c
3,50c 1,20c

Fonte: Proprio autor.

Vale destacar que os experimentos envolvendo diferentes pesticidas e plantas foram

realizados em diferentes periodos do ano.

4.2 Folhas utilizadas nas medicdes

Na soja, os experimentos foram realizados nas cinco plantas de cada conjunto

experimental (controle e teste com diferentes concentragcOes de pesticidas). Em cada planta, as

medicBes forma feitas nos dois unifdlios e nas trés folhas do trifélio, separadamente (figura

20), no caso dos experimentos de imagem térmica e imagem de fluorescéncia. Ja nos

experimentos de condutdncia estomatica e fluorescéncia utilizando o fluorimetro portétil

utilizou-se o unifélio direito e o foliolo central do trifélio.
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Figura 20 — Folhas de uma planta de soja mostrando o cotilédone, unifolio e trifolio.

Trifélio
Unifélio

Cotilédone

Fonte: Proprio autor.

Na sesbania, todas as medicdes foram realizadas somente no primeiro protofilo, pois 0s
foliolos opostos nos demais protéfilos eram muito pequenos, dificultando a determinacgéo, por
exemplo, da condutancia estomatica e da fluorescéncia utilizando o fluorimetro portatil. A
figura 21 mostra as folhas de uma planta de sesbania. Por esse motivo foram utilizadas 10
plantas, mantendo assim a mesma quantidade de medigdes que foram realizadas nas plantas
de soja.

Figura 21 — Planta de sesbania mostrando o primeiro, segundo e terceiro protdfilo.

Segundo e terceiro protofilos com foliolos opostos

Primeiro protofilo

Fonte: Préprio autor.

Os experimentos de imagem térmica nas plantas in vivo foram realizados no primeiro
dia apés o periodo de cultivo. Por sua vez, as medi¢cGes de condutincia estomatica,
fluorescéncia obtida com o fluorimetro portatil, fluorescéncia por imagem e comprimento de
raiz foram realizadas no segundo, terceiro, quarto e quinto dia apds o cultivo,
respectivamente. Todas as medicOes foram realizadas no periodo matutino j& que as plantas se
comportam diferentemente ao longo do dia.®
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4.3 Extracéo da clorofila

A extracdo da clorofila foi realizada a partir tanto das folhas de soja quanto das folhas
de sesbania que foram utilizadas nas medicgdes das plantas in vivo. As folhas foram picotadas
e colocadas em metanol PA segundo uma metodologia adaptada.®® Adicionou-se 1 g de folhas
em 10 mL de metanol, deixando a mistura por um periodo de 72 h; posteriormente, separou-se
0 extrato obtido. Os extratos foram armazenados em frascos ambar envoltos por papel
aluminio e em ambiente refrigerado para que ndo houvesse degradacdo da clorofila até a

realizacdo dos experimentos.
4.4 Técnicas
4.4.1 Imagem térmica

As analises térmicas por imagem foram realizadas utilizando uma camera térmica por
infravermelho (Testo 880), disponibilizada pela Faculdade de Ciéncias Agrarias/UFGD
(Figura 22).

Figura 22 — Camera de infravermelho usada nos experimentos de imagem térmica.

Fonte: Proprio autor.

A cémera possui uma sensibilidade térmica (NETD do inglés Noise Equivalent
Temperatura Difference) <50 mK a 30 °C, lentes com 32° x 23°, detector de 16 mm x 12 mm

e foco manual. As imagens foram coletadas na face adaxial das folhas (Figura 23).
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Posteriormente, o software Testo IRSoft 2.23 foi empregado para tratamento e anélise das

Imagens.

Figura 23 — Face adaxial e abaxial da folha.
Adaxial

7 x Abaxial

Fonte: Freitas.®

As medicGes de temperatura foliar foram realizadas nos dois unifélios e nas trés folhas
do trifélio, para plantas de soja, e no primeiro protofilo para plantas de sesbania, totalizando
duas medicbes de unifélio e trés de trifélio em cada planta de soja e uma por planta de
sesbania. Cada grupo de experimentos com soja era formado por cinco plantas, resultando em
dez medicdes para os unifélios e 15 para os trifélios. Por sua vez, cada grupo de experimentos

com sesbania foi constituido por dez plantas, logo dez medic6es para os protofilos.

4.4.2 Condutancia estomatica

O estudo da transpiracdo foliar por meio de medidas de condutancia estomaética foi
realizado com um pordmetro (Decagon Devices) conforme ilustrado na figura 24.

Figura 24 — (a) Determinacdo da condutancia estomatica e (b) llustracdo da posicao da folha
para determinacao da condutancia estomatica.

(a) (b)

Fonte: Proprio autor.

O equipamento é portéatil e opera em condi¢gdes ambientais de 5 a 40 °C e umidade
relativa de 0 a 100%, com intervalo de medida entre 0 e 1000 mmol m?s™. O equipamento

possui dois sensores de umidade capazes de analisar uma area foliar com diametro de 6,35
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mm. O instrumento foi calibrado usando agua destilada em papel filtro como padrdo e o
dissecante trocado, garantindo um ambiente controlado e a acuracia das medidas.®” A
aquisicdo da condutancia estomatica foi realizada na face abaxial das folhas (Figura 23), onde
se localizam um maior numero de estdmatos; além disso, evitou-se que medi¢bes fossem
realizadas na nervura central das folhas, onde no ha estdmatos.*

A determinacdo de condutancia estomaética foi realizada no unifélio direito e no foliolo
central do trifélio, em cada planta de soja, e no primeiro protofilo por planta de sesbania.
Cada grupo dos experimentos com soja era composto de cinco plantas, e com sesbania, dez
plantas, resultando em cinco medicGes para os unifélios e trifélios (dez medicdes), no caso da
soja, e dez medicBes para os protofilos, no caso da sesbania.

4.4.3 Fluorescéncia utilizando o fluorimetro portatil

4.4.3.1 Andlises in vivo

A fluorescéncia da clorofila nas plantas in vivo foi obtida empregando um fluorimetro
portatil (USB 2000 FL, Ocean Optics) e um laser de diodo como fonte de excitacdo capaz de
operar em 405 ou 532 nm (Figura 25). As medicGes foram realizadas na face adaxial, do
unifélio direito e do foliolo central do trifélio, no caso da soja, e no primeiro protéfilo, na
sesbania.

O tempo de integracdo utilizado no fluorimetro foi de 20 e 10 ms para 405 e 532 nm,

respectivamente.

Figura 25 — Fluorimetro portatil.

Fonte: Proprio autor.
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As medicbes foram realizadas em dois pontos, lado esquerdo e direito da nervura
central, para o unifélio nas plantas de soja e do lado direito da nervura central para primeiro
protofilo, nas plantas de sesbania, totalizando duas medicGes por plantas de soja e uma para
plantas de sesbania. Para cada grupo dos experimentos com soja havia cinco plantas, ja nos
experimentos com sesbania, cada grupo era formado por dez plantas, totalizando dez
medic¢Oes para ambas as plantas.

4.4.3.2 Andlises no extrato

As concentraces de clorofila dos extratos foram ajustadas para 3 umol.L™ para que
todos os extratos apresentassem a mesma concentracao; além do mais, essa concentracdo de
clorofila foi escolhida por ndo produzir saturacio nos espectros de fluorescéncia.®®

Por meio das medidas de absorcdo molecular, utilizando o espectrofotdmetro Cary 50

UV-VIS (Varian), ajustou-se o teor da clorofila total [Chla+b] das amostras de extrato de
clorofila. Uma cubeta de quartzo de 10 mm de caminho éptico foi empregada. O ajuste foi

realizado baseando-se no método de Arnon adaptado por Porra,® para extracdo metandlica,

descrito pela Equagdo 4, onde [Chla+b] 4 , concentragdo das clorofilas a e b, A®? ¢ a
absorbancia em 652 nm, A% ¢ a absorbancia em 665 nm e as constantes 24,23 e 3,26 s&0 0s

coeficientes de extincao especifica da clorofila em 652 e em 665 nm, respectivamente.
[Chl a+b]=24,23A%2 + 3,26 A°** (4)

Figura 26 — Espectrofotdmetro de absor¢do molecular utilizado no ajuste da concentracéo de
clorofila nos extratos.

Fonte: Proprio autor.

O fluorimetro portatil (USB 2000 FL, Ocean Optics) e um laser de diodo operando em
405 nm foi utilizado na analise de fluorescéncia dos extratos de clorofila. As medi¢des foram
feitas na face frontal da cubeta de quartzo de 10 mm de caminho Optico, como apresentado na

figura 27.
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Figura 27 — Aparato experimental utilizado nos experimentos de fluorescéncia dos extratos de
clorofila utilizando fluorimetro portétil.

Suporte para cubeta Cubeta Fibra optica

Fonte: Proprio autor.

O aparato experimental consiste em suportes para o encaixe do laser e um suporte
especifico para a cubeta. A distancia entre a cubeta e o laser foi mantida sempre a mesma, por
esse motivo o aparato ficou montado até o término do ultimo experimento.

O tempo de integracdo utilizado foi de 5 ms para os experimentos envolvendo o
herbicida Roundup® e o inseticida Lannate®, e 3 ms para 0s experimentos relacionados ao
fungicida Score®.

4.4.4 Imagem de fluorescéncia

A fluorescéncia da clorofila a também foi caracterizada por meio de um fluorimetro por
imagem (Closed Fluorcam FC 800-C, Photon Systems Instruments) mostrado na figura 28. O

sistema é fechado para isolar a planta de luminosidade externa.

Figura 28 — (a) Fluorimetro por imagem e (b) interface do software usado na obtencdo e
andlise das medidas das folhas do trifolio de uma planta de soja.

(a) (b)

Fonte: Proprio autor.
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O equipamento é composto basicamente por dois painéis de LED de luz branca e dois
de luz vermelha (650 nm) usados como fonte de excitagdo com intensidade de luz actinica
proxima de 2000 umol m?s™ e pulso saturante de 4000 pmol m™?s™. Ele possui também uma
camera CCD (do inglés, Charge-Coupled Device) que coleta a fluorescéncia da folha na
regido entre 400 a 1000 nm, fornecendo imagens com resolucdo de 512 x 512 pixels a uma
frequéncia maxima de 50 frames s™.

A coleta das imagens de fluorescéncia é realizada em funcdo do tempo, gerando uma
cinética caracteristica apresentada na figura 29. Durante essa cinética, a fluorescéncia é
medida varias vezes, tendo inicio na fase em que a planta ainda estd adaptada ao escuro,
sendo monitorada no tempo, apds a incidéncia de pulsos saturantes e também na fase em que
planta é exposta a luz. A medida dessas intensidades de emissdo de fluorescéncia durante a
cinética torna possivel a determinacdo de parametros importantes no estudo do funcionamento
do aparato fotossintético das plantas. Os pardmetros podem ser medidos em cada pulso
saturante e a partir desses parametros é que sdo retiradas informacgdes sobre eficiéncia

quantica méaxima do FS Il (QY maximo) e da vitalidade da planta (Rfd).

Figura 29 — Cinética caracteristica da emissdo de fluorescéncia. Fy: fluorescéncia minima da
planta adaptada ao escuro. PS: pulso saturante. F,,: fluorescéncia méxima da planta adaptada
ao escuro. F,: pico de fluorescéncia no inicio da iluminagdo. F': fluorescéncia da planta
adaptada a luz. E,,": fluorescéncia maxima da planta adaptada a luz. F,": fluorescéncia minima
no término da cineética.
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Fonte: Falco.®’

Antes dos experimentos, as plantas foram mantidas em ambiente escuro por 30 min para

garantir que todos os centros de reacdo nas folhas estivessem abertos. Foi utilizado um filtro
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em 680 nm para selecionar somente a emissdo da clorofila. As folhas foram removidas e,
imediatamente apos, as medi¢des foram realizadas na face adaxial da planta (Figura 23).

As medicdes de imagem de fluorescéncia foram realizadas nos dois unifélios e nas trés
folhas do trifolio, para plantas de soja, e no primeiro protofilo para plantas de sesbania,
totalizando duas medic6es de unifdlio e trés de trifolio por cada planta de soja, e uma para
cada planta de sesbania. Cada grupo dos experimentos com soja tinha cinco plantas e com
sesbania, dez plantas, resultando em dez medicGes para os unifélios e 15 para os trifolios, no

caso da soja, e dez medic¢es para os protofilos, no caso da sesbania.

4.4.5 Comprimento de raiz

As raizes foram separadas, ap6s a conclusdo dos experimentos citados anteriormente,
lavadas com 4&gua corrente para, posteriormente, serem realizadas as medi¢bes, do

comprimento do colo a coifa utilizando uma régua milimetrada (Figura 30).

Figura 30 — llustracdo da medida das raizes.

Colo

Coifa

Fonte: Proprio autor.

As medigdes foram realizadas em cinco plantas de soja tanto para 0s experimentos com
Roundup®, Score® e Lannate®. J& na sesbania foram utilizadas cinco plantas para os

experimentos com Roundup® e dez para o experimento com Score®e Lannate®.

4.5 Analise estatistica

Todos os dados exibidos correspondem aos valores médios associados a uma série de
medicdes e diferentes amostras. As barras de erro utilizadas nos graficos correspondem ao SE

(do inglés, Standard Error), erro padrdo da média descrito abaixo:
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_s
SE =— )

onde SE é o erro padrdo da média, s é o desvio padrio e n é o tamanho da amostra.”

Inicialmente os dados foram submetidos ao teste de normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk (p < 0,05). Um teste de normalidade € usado para determinar se os dados da
amostra foram retirados de uma populacdo normalmente distribuida (dentro de alguma
tolerdncia). A normalidade é um pré-requisito de varios testes estatisticos, como o teste t de
student e analise de variancia (ANOVA do inglés, analysis of variance), que requerem uma
populacdo de amostra normalmente distribuida.®*

A ANOVA requer homogeneidade das variancias, por isso, os dados foram submetidos
ao teste de homogeneidade de variancia segundo o teste de Levene (absolutos, p < 0,05).

Para os dados de temperatura, condutancia estomatica, comprimento de raiz, as razdes
F685/F735 e Rfd (Equacgdo 3, pag. 42), que apresentaram distribuicdo normal e a variancia
das populagbes ndo foram significativamente diferentes, aplicou-se ANOVA com teste post-
hoc de Tukey (p < 0,05). Por sua vez os dados do comprimento de raiz das plantas de
sesbania, que apresentaram distribuicdo normal, porém as variancias das populacbes foram
significativamente diferentes, usou-se também ANOVA com teste post-hoc de Tukey
(p < 0,05) tendo por base o logaritimo dos dados originais a fim de obter varidncia ndo
significativamente diferente.

Os dados de QY maximo (Equacdo 2, pag. 41) ndo apresentaram distribuicdo normal e
as variancias das populacdes foram significativamente diferentes de forma que adotou-se o
teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis (p < 0,05). Ao contrario da ANOVA unidirecional
(quando se tem apenas uma variavel), o teste Kruskal-Wallis ndo exige a normalidade das

populacdes.”
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Soja

5.1.1 Sintomas visuais

As plantas de soja irrigadas com difenoconazol na concentracdo indicada pelo
fabricante, 500 ppm, ndo apresentaram sintomas visuais, enquanto que as plantas irrigadas
com glifosato, com a concentragdo de referéncia do fabricante, 3600 ppm, apresentaram
clorose (folhas amarelas) nos trifolios que se encontravam mais perto do &pice. Ja as plantas
irrigadas com metomil na concentracdo indicada pelo fabricante, 1075 ppm, apresentaram
necrose parcial nos unifélios.

A seguir estdo descritos os sintomas visuais das plantas de soja irrigadas com as demais
concentracgdes de glifosato, difenoconazol e metomil utilizadas nesse trabalho.

As plantas de soja tratadas com glifosato apresentaram acentuado perfilhamento, ou
seja, desenvolvimento de muitos galhos, e alongamento irregular do caule, exceto aquela
submetida a concentracdo 1,50c que apresentou necrose parcial nos unifélios e necrose total
nos trifélios (Figura 31a). Os trifélios mais préximos ao mesristema apical (&pice)
apresentaram clorose proeminente (folhas amarelas).

Segundo Zablotowicz e Reddy os sintomas comuns observados apds a aplicacao de
glifosato s&o clorose foliar seguida de necrose. ?* Outros sintomas foliares sdo: enrugamento
ou malformagdes (especialmente nas areas de rebrotamento) e necrose de meristema.? 1sso
ocorre porque o glifosato inibe especificamente a enzima 5-enolpiruvil-chiquimato-3-
fosfatosintase (EPSPS) que catalisa a condensacdo do acido chiquimico e do fosenolpiruvato
piruvato, evitando, assim, a sintese dos aminoacidos essenciais — triptofano, fenilalanina e
tirosina, como citado anteriormente (Figura 8).%* Os trifélios superiores sdo os mais afetados,
provavelmente, pelo fato do glifosato se acumular nas regides meristematicas.*

Os fitocromos estdo mais concentrados nas regides de crescimento, os meristemas,®
onde também o glifosato tende a se acumular.’? Provavelmente, esse é o motivo do
alongamento das plantas irrigadas com concentracGes menores de glifosato, pois o herbicida,
de alguma forma, inibe a sintese de cromoforos causando a deficiéncia de fitocromos.

Os fitocromos tém a funcdo de absorver a luz e torné-la fotoquimicamente ativa. Em
alguns casos, ocorre o efeito da mutacdo desses fitocromos, i.e., a expressao defeituosa ou
alterada de um gene. Em tomateiro (Lycopersicon esculentum), mutantes com alteracfes na

sintese ou expresséo do fitocromo foram isolados. Os mutantes yellow green-2 (yg-2) e aurea
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(au) de tomateiro ndo respondem a luz branca do mesmo modo que as plantas selvagens. O
hipocotilo desses mutantes se apresenta alongado e com pouco acimulo de antocianinas,
responsaveis pela protecdo das plantas contra a luz UV. Tais caracteristicas na planta, mesmo
sob luz branca, indicam deficiéncia de fitocromo. Nesses dois mutantes, os fitocromos A e B
(phy A e phy B) estdo em baixas quantidades, indicando que a deficiéncia é na sintese do
cromoforo, pois, embora existam diferentes tipos de apoproteinas, o croméforo é 0 mesmo
para todas. Desse modo, a deficiéncia na sintese do cromoforo acarreta limitagdo quantitativa

em todos os tipos de fitocromos.*®

Figura 31 — Sintomas visuais do efeito do (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil em
diferentes concentracfes em plantas de soja; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

Em plantas de soja ndo foram observados efeitos visuais da irrigacdo com diferentes
concentracdes de difenoconazol (Figura 31b). Tavares et al. trataram sementes de soja, do
cultivar BMX Potencia RR, com difenoconazol e ndo observaram alteragdes na massa seca da
parte aérea das plantas tratadas em relagdo ao grupo controle, ou seja, eles também néo
observaram maior perfilhamento, pois ndo houve alteracéo na quantidade de folhas.®’

O metomil causou necrose parcial nos unifélios, na concentracdo 0,50c, ja nas demais

concentragfes os unifélios apresentaram necrose total e ndo houve desenvolvimento do
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trifdlio (Figura 31c). Os inseticidas sdo transportados pelo floema e translocados através da
planta da area de suprimento, conhecida como fonte, para a &rea de consumo, conhecida como
dreno.®* As folhas mais maduras, nesse caso o unifélio, se comportam como fonte,*
acumulando o metomil, e por esse motivo sofrem o maior efeito desse inseticida.

As espécies reativas de oxigénio, EROs, sdo importantes para regular muitos aspectos
do ciclo de vida e mecanismos de resposta ambiental das plantas. As EROs, desempenham
um importante papel de sinalizacdo no processo de controle de plantas, como crescimento,
desenvolvimento, resposta a estimulos ambientais bidticos e abidticos e morte celular
programada.®® Porém, as EROs também sdo subprodutos toxicos do metabolismo aerébico.
Entdo, quando produzidas em excesso, nesse caso pelo fato das plantas estarem na presenca

do metomil, as EROs ocasionam necrose foliar em funcéo do estresse oxidativo.*
5.1.2 Métodos Analiticos

Foram realizados testes iniciais para plantas de soja irrigadas com glifosato,
difenoconazol e metomil, principios ativos do Roundup® Score® e Lannate®,
respectivamente. A concentracdo usada nesse experimento foi a indicada pelos respectivos
fabricantes, para determinacdo das concentracdes que seriam utilizadas em experimentos
posteriores. Os parametros avaliados foram a razdo F685/F735, QY maximo e Rfd.

Os valores obtidos para as raz6es de bandas de fluorescéncia (F685/F735), obtidas com
excitacdo em 405 e 532 nm, estdo apresentados na figura 32. Como é possivel observar, o
difenoconazol ndo causou alteracfes no unifdlio e trifolio das plantas de soja na concentracdo
indicada pelo fabricante, tomando como referéncia o grupo controle. J& o glifosato induziu
alteracbes menos significativas no unifélio, porem as alteragdes no trifélio foram
proeminentes, mostrando que ele, mesmo na concentracdo indicada pelo fabricante (c), causa
mudangas no estado fisioldgico das plantas. No caso do metomil, foi observada uma diferenca

significativa somente no unifélio, quando excitado em 405 nm.
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Figura 32 — Razdo F685/F735 com excitagdo em (a) 405 nm e (b) 532 nm para plantas de soja
irrigadas com solucbes de difenoconazol (Difeno), glifosato (Glifo) e metomil nas
concentragcdes recomendadas pelo fabricante. *Grupo com diferenca significativa em relagéo
ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10).
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No unifélio ndo foram observadas alteracbes em QY maximo para as plantas de soja
irrigadas com difenoconazol, glifosato e metomil, porém no trifélio foram observadas
diferencas significativas provocadas pelos trés pesticidas (Figura 33). Este resultado mostra
que a utilizagdo da concentracdo de glifosato recomendada afeta de forma mais expressiva a
eficiéncia do fotossistema Il (FS 11), uma vez que QY maximo esta associado a eficacia desse

fotossistema (Equacéo 2, pag. 41).
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Figura 33 — QY maximo para plantas de soja irrigadas com solu¢des de difenoconazol
(Difeno), glifosato (Glifo) e metomil nas concentracbes recomendadas pelo fabricante.
*Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste

Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10).
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Fonte: Proprio autor.

O pardmetro Rfd (equagdo 3, pag. 42) é adotado para indicar a vitalidade de planta.
Nota-se na figura 34 que o glifosato e 0 metomil afetaram a vitalidade tanto do unifélio
quanto do trifélio, enquanto que o Score® ndo provocou alteracées na vitalidade das plantas

de soja.

Figura 34 — Rfd para plantas de soja irrigadas com solugdes de difenoconazol (Difeno),
glifosato (Glifo) e metomil nas concentrages recomendadas pelo fabricante. *Grupo com
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05;
barras de erro indicam £SE (n=10).
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Fonte: Proprio autor.

A partir da andlise desses parametros, optou-se pelas fracGes de concentracdo Oc; 0,25c;
0,50c; c; 1,20c; 1,50c de glifosato, Oc; 0,25c; 0,50c; c; 2,00c; 2,50c de difenoconazol e Oc;
0,25c; 0,50c; c; 1,50c e 2,00c de metomil. Dessa forma, os trés teriam as mesmas
concentracdes de referéncia, porém as duas Ultimas fracGes de concentracdo seriam menores

para o glifosato e metomil, que ja apresentaram alteracbes em plantas irrigadas com a
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concentragéo c, e maiores para o difenoconazol, que ndo apresentou diferenca significativa na
concentracdo de referéncia, em relagdo ao grupo controle.

Com as fracOes de concentracdo definidas, realizou-se experimentos com glifosato,
difenoconazol e metomil, avaliando o potencial de diferentes métodos experimentais e
parametros para, em associagdo com plantas (bioindicadores), indicar os efeitos induzidos
pelos pesticidas.

As figuras 35 e 36 mostram que, ao submeter as plantas de soja aos pesticidas, houve
uma reducgdo significativa do crescimento meédio das raizes quando comparado ao grupo

controle, independente do pesticida empregado.

Figura 35 — Fotos da raiz de plantas de soja irrigadas com diferentes concentracdes de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 36 — Comprimento da raiz de plantas de soja irrigadas com solugfes contendo
diferentes concentracdes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05;
barras de erro indicam £SE (n=5); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; N destaca grupos
que apresentaram plantas totalmente necrosadas.
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As plantas de soja mostraram-se mais sensiveis ao glifosato e ao metomil, pois na
fracdo de concentracdo 0,25c ja foi possivel detectar os efeitos destes pesticidas, enquanto
que, para as plantas irrigadas com difenoconazol, sé foi possivel detectar a presenca deste na
fragcéo de concentracdo 0,50c (Figura 36).

Um dos promotores de crescimento radicular em plantas é a auxina acido 3-
indolilacético (IAA), que deriva do aminoacido triptofano por meio de varias etapas. Como 0
glifosato inibe a sintese de triptofano, consequentemente a sintese de IAA também esta
prejudicada, provocando o decréscimo radicular.”

Por sua vez, o difenoconazol promoveu a inibicdo do comprimento da raiz. Esse fato
ainda ndo foi mencionado na literatura, entdio o mecanismo para essa reducdo ainda nao é
conhecido.

O metomil pode induzir ao estresse oxidativo em virtude da formacdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs).”* Essas EROs sdo subprodutos do metabolismo aerébico e
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fotossintético e compdem diversas vias de sinalizacdo hormonais. Para evitar os danos
oxidativos, a concentracdo das EROs é mantida em niveis ndo tdéxicos por meio de
mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Dentre 0s mecanismos enzimaticos
destaca-se a peroxidase de fenois e a peroxidase do ascorbato que, em conjunto, representam
componentes importantes do sistema de protecdo oxidativa nas folhas e nas raizes, além da
peroxidase de fenois viabilizar o alongamento celular.®® Portanto na fragdo de concentragdo
0,25c, 0 metomil causa um aumento no comprimento da raiz das plantas, possivelmente
devido a um aumento na producdo dessas enzimas na tentativa de minimizar o estresse
oxidativo.

Nas fracGes de concentracdo acima de 0,25c de metomil, acredita-se que h&d um excesso
de EROs, o que causa danos oxidativos as proteinas, lipideos e acidos nucléicos,
caracterizando um estresse oxidativo secundario e,” por consequéncia, implicando na reducéo
do comprimento radicular.

Os resultados encontrados neste estudo corroboram outros da literatura abordando
diferentes plantas, como o de Reade e Cobb que concluiram que agentes quimicos como o
herbicida glifosato podem inibir o desenvolvimento radicular de Brassica napus.®’

As raizes das plantas sdo 0s primeiros pontos de exposicdo aos estresses abidticos
transmitidos pelo solo, por este motivo, a avaliacdo do desenvolvimento radicular se torna
essencial sendo uma analise rapida e emergente capaz de demonstrar os efeitos dos agentes
quimicos como pesticidas no desenvolvimento de plantas superiores.*®

As inibicdes das biossinteses de 1AA, nas plantas irrigadas com glifosato, e formacéo
de EROs em excesso nas plantas irrigadas com metomil provocam a inibicdo do indice
mitético, diretamente ligado ao crescimento radicular.®® 1 Este indice, segundo d’Aquino et
al., esta correlacionado com a frequéncia de divisdo celular; assim, a redugdo do comprimento
das raizes nos grupos submetidos aos pesticidas pode estar relacionada ao baixo indice
mit6tico. !

Ademais, a inibicdo do indice mitotico estd ligada a inducdo de aberracOes

cromossémicas. %

A exposicdo constante do acido desoxirribonucleico (DNA) ao estresse
oxidativo celular e ambiental pode resultar em danos que podem interromper o crescimento e
resultar em mutagénese ou em morte celular.*®®

Outra metodologia utilizada neste trabalho a fim de avaliar os efeitos causados pelos
pesticidas em plantas foi a condutancia estomatica. Os resultados obtidos estdo apresentados

na figura 37.
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Para as plantas irrigadas com glifosato observou-se um decréscimo na condutancia
estomatica, tanto para o unifélio como para o trifélio. Abu-lrmaileh et al. observaram que a
aplicacdo de solucdo com 20 mM de glifosato em plantas de feijoeiro aumentou a producéo de
etileno.’™ Assim, a reducéo da condutancia estomética pode ter sido provocada pelo estimulo
na producdo do etileno nas plantas, que por sua vez estimula a sintese do acido abscisico
(ABA), que se acumula inicialmente nas folhas e depois € translocado pela planta, atuando no
fechamento estomatico, reduzindo a perda de agua.’® Esses dados corroboram os dados de
Ding et al. que observaram uma reducdo da condutancia estomatica em plantas de soja
tratadas com AMPA (do inglés, Aminomethylphosphonic Acid), produto formado em plantas
resistentes ao glifosato quando tratadas com glifosato.*®

Ndo obstante, as plantas irrigadas com difenoconazol e metomil apresentaram
condutancia estomatica maiores do que as plantas do grupo controle. Alguns fatores podem
justificar tal comportamento. O movimento dos estdbmatos encontra-se acoplado ao
metabolismo das células-guardas e qualquer fator, inclusive a presenca de pesticidas, que
afete 0 metabolismo, afetar4 também o movimento dos estdmatos.*

Vale também destacar que em folhas mais jovens, a taxa respiratoria € maior que em
folhas mais velhas. Provavelmente é por isso que nos unifélios, que sdo folhas mais antigas, a

condutancia estoméatica é sempre menor que nos trifélios, que sdo folhas mais novas.*®
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Figura 37 — Condutancia estomética de plantas de soja em fungdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=5); cé a
concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND destacam grupos que apresentaram folhas

parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se desenvolveram, respectivamente.

A figura 38 exibe as fotos e as imagens térmicas das plantas de soja submetidas a

diferentes concentragdes de pesticidas.

Fonte: Proprio autor.
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Figura 38 — Fotos e imagens térmicas das plantas de soja em funcdo da concentragdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigagdo, sendo as imagens da
esquerda referente ao unifdlio e as da direita referente ao trifolio.
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14 °C

A partir das imagens térmicas foram obtidas as meédias das temperaturas foliares
apresentadas na figura 39. Sabe-se que quando a condutancia estomatica diminui, a
temperatura foliar tende a aumentar. No caso das plantas de soja irrigadas com glifosato,
observou-se o fechamento dos estdmatos de forma que a radiacdo absorvida pela folha pode
ter sido a causa do aquecimento foliar.*> Nos experimentos envolvendo plantas irrigadas com
difenoconazol, verificou-se um aumento da temperatura foliar para algumas concentracfes
utilizadas, porém com variacbes menores quando comparadas as plantas irrigadas com
glifosato em relacdo ao grupo controle. Esse comportamento pode ser justificado pelo
aumento da condutancia estomatica nas plantas submetidas ao difenoconazol, possibilitando

um controle de temperatura foliar mais efetivo.
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Figura 39 — Temperatura das plantas de soja em fungéo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenga significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +=SE (n=10 para
unifolio e n=15 para trifdlio); c € a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND indicam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se
desenvolveram, respectivamente.
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Nas plantas parcialmente e totalmente necrosadas (plantas irrigadas com metomil), ja

era esperado um aumento na temperatura foliar uma vez que a temperatura da planta é

controlada pela transpiracdo, que ocorre na abertura dos estbmatos; porém, nesses estados
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fisiologicos, os estdmatos ja ndo funcionam adequadamente, dificultando a refrigeracdo das
plantas.'®’

Para investigar os efeitos das diferentes concentracGes de pesticidas na razdo F685/F735
associadas as plantas, espectros de fluorescéncia das plantas in vivo irrigadas com solucdes de

pesticidas foram obtidos (Figuras 40 e 41).

Figura 40 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 405
nm, irrigadas diferentes concentracdes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil; c é a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Figura 41 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 532
nm, irrigadas com diferentes concentracGes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil;
c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Radiacdo ultravioleta e visivel (UV-Vis) absorvida por folhas verdes pode induzir duas

regides de fluorescéncia. A fluorescéncia no intervalo entre 200 e 600 nm tem sido associada

a varios fluoroforos foliares tais como, acidos hidroxicindmicos, flavonaéis, isoflavonas,

flavanonas e acidos fenodlicos. Por sua vez, a emissdo entre 600 e 800 nm tem sido atribuida

apenas & clorofila.'® Portanto, nota-se a fluorescéncia da clorofila nos espectros das folhas

investigadas (Figuras 40 e 41). Ndo obstante, a emissdo da clorofila nas folhas que estéo
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totalmente necrosadas, concentracdo 1,50c do glifosato (trifélio) e concentragdes ¢, 1,50c e
2,00c de metomil, ja ndo é observada, pois ndo existe clorofila nesses casos, por esse motivo
esses dados nao estdo apresentados nas figuras 40 e 41.

O espectro da luz solar contém proporcdes quase iguais de fotons na regido azul (400-
499 nm), verde (500-599 nm) e vermelho (600-699 nm). Estes fétons, uma vez absorvidos
pelos cloroplastos, sdo capazes de promover a fotossintese com a mesma eficiéncia quantica.
No entanto, devido as propriedades fisicas e as estruturas complexas das folhas, cada
comprimento de onda atinge uma determinada profundidade na folha, alcancando os
cloroplastos localizados em diferentes partes do sistema foliar. Absorvendo principalmente
nas regides azul e vermelha do espectro, a clorofila ndo absorve de forma eficiente fotons na
regido verde, com até 80% de toda luz verde sendo transmitida através do cloroplasto,
permitindo que mais fotons verdes atinjam o mesofilo (conjunto de tecidos localizado entre as
epidermes superior e inferior da folha). Esta "janela verde", juntamente com as propriedades
altamente refrativas de tecido foliar, revelam que os fétons na regido espectral verde séo
capazes de atingir cloroplastos muito mais profundos no mesofilo do que os fotons vermelhos
e azuis.'® Por isso foram utilizados dois comprimentos de onda para excitacio, 405 e 532 nm.

As razbes F685/F735 foram determinadas para diferentes plantas e concentragdes dos
pesticidas a partir dos espectros de fluorescéncia das folhas sob excitacdo em 405 e 532 nm,
figuras 42 e 43, respectivamente.
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Figura 42 — Razdo F685/F735, com excitacdo em 405 nm, em funcdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND indicam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas
que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Figura 43 — Razdo F685/F735, com excitacdo em 532 nm, em funcgdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND indicam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas

que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Segundo Buschmann, a razdo F685/F735 diminui com o aumento do contetdo de
clorofila, pois quando ha uma quantidade maior de clorofila ocorre um fenémeno chamado
reabsorcdo. Esse pardmetro atua como um bom indicador do conteudo de clorofila no tecido
foliar, por exemplo, antes e depois de eventos de estresse.”
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Para o unifélio das plantas de soja irrigadas com diferentes concentrac@es de glifosato,
houve um decréscimo em F685/F735, para as menores concentragcdes utilizadas, quando
excitadas em 405 nm, indicando um aumento na quantidade de clorofila. No caso da excitacédo
em 532 nm verificou-se uma reducdo em F685/F735 para as fracdes de concentracdes 0,25¢ e
0,50c. As fracdes de concentracOes maiores ndo afetaram significativamente as plantas dos
grupos-teste em relagdo ao grupo controle.

A razdo F685/F735 no trifélio (parte da planta que apresentou maior clorose pela
presenca do glifosato) aumentou para as fracbes de concentragdes maiores ou iguais a c,
sinalizando uma reducdo na quantidade de clorofila nas folhas cultivadas nessas
concentracgdes de glifosato.

As plantas de soja irrigadas com difenoconazol exibiram um decréscimo em F685/F735
para ambas as excitacdes (405 e 532 nm), apontando uma elevacdo no teor de clorofila nessas
plantas. A razdo F685/F735 obtida por meio da excitagdo em 405 nm do trifélio se mostrou
mais sensivel a presenca do difenoconazol na irrigacdo das plantas de soja, pois o efeito deste
pesticida foi percebido a partir da fracdo de concentracdo de 0,50c, enquanto que para
excitacdo em 532 nm, a diferenca significativa s6 foi detectada no triflio para a irrigacdo
com a fracdo de concentra¢do 2,00c. Uma possivel explicacdo para maior sensibilidade em
405 nm pode ser o fato de o difenoconazol causar maior efeito nos cloroplastos superficiais na
s0ja, ja que esse comprimento de onda atinge principalmente esses cloroplastos.

Por sua vez, as razbes F685/F735 para as folhas necrosadas ndo foram obtidas, ja que
nesses casos ndo ha quantidade significativa de clorofila.

A eficiéncia do FS Il foi caracterizada pelo parametro QY maximo (Equacdo 2, pag.
45). Para obtencdo desse parametro, as folhas foram removidas, pois as plantas irrigadas com
glifosato ndo couberam no equipamento, devido ao estiolamento. Mesmo as plantas menores
tiveram suas folhas retiradas para realizacdo dos experimentos para que ndo houvesse
diferencga de procedimento experimental. As medi¢des foram realizadas imediatamente apds a
retirada das folhas.

As figuras 44, 45 e 46 apresentam imagens associadas ao parametro QY maximo para
as plantas de soja irrigadas com glifosato, difenoconazol e metomil, respectivamente. Nao ha

imagens de algumas folhas porque cairam ou quebraram ao longo dos experimentos.
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Figura 44 — Imagens associadas ao QY maximo para unifélio e trifélio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracGes de glifosato. ¢ € a concentracéo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 ppm.
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Fonte: Préprio autor.
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Figura 45 — Imagens associadas ao QY maximo para unifdlio e trifélio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentragcdes de difenoconazol. ¢ € a concentracdo de referéncia

indicada pelo fabricante, 500 ppm.
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Figura 46 — Imagens associadas ao QY maximo para unifélio e trifélio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracdes de metomil. ¢ € a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 1075 ppm.
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Fonte: Proprio autor.
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Por meio das imagens de QY maximo foi possivel verificar uma diminuicdo em
QY maximo para as plantas irrigadas com glifosato (Figura 44). No unif6lio, uma diferenca
pode ser percebida a partir da fracdo de concentracdo c; enquanto que no trifolio, que é mais
afetado pelo glifosato, as plantas submetidas a irrigagdo com a fracdo de concentracdo 0,25c
ja diferem do grupo controle.

Por sua vez, ndo foi possivel verificar diferenca, em relagdo ao grupo controle, nas
imagens de QY maximo para as plantas irrigadas com difenoconazol (Figura 45). Os
unifélios e trifdlios das plantas irrigadas com metomil exibiram alteracbes nas imagens de
QY maximo a partir da fracdo de concentracdo 0,50c (Figura 46).

Os valores medios de QY maximo séo exibidos na figura 47. QY maximo dos unifolios
diminui nas plantas submetidas as fracdes de concentracGes de glifosato a partir de c,
enquanto percebeu-se decréscimo em QY maximo dos trifélios para fracdo de concentracdes
do pesticida a partir de 0,25c.

QY maximo quantifica a eficiéncia maxima do FS Il, indicando a capacidade
fotossintética da planta. Quando a planta esta sob condigdes de estresse, este parametro sofre
drésticas reducdes, decorrentes, na maioria dos casos, de danos que desativam o FS I,
impactando a fotossintese.”®#°

A condutancia estomatica das plantas de soja irrigadas com glifosato diminuiu com o
aumento da concentracdo desse herbicida, entdo a quantidade de CO, assimilado também
diminuiu, reduzindo a fotossintese realizada na fase escura (Figura 37). Verificou-se também
que a razdo F685/F735 aumentou para o trifélio, nas maiores concentracdes de glifosato,
indicando uma quantidade menor de clorofila (Figuras 42 e 43). Esses dados corroboram o
decréscimo nos valores de QY maximo, pois com quantidade inferior de CO, disponivel e
menor quantidade de clorofila nos cloroplastos, menor sera a capacidade fotossintética da
planta. Concenco et al. concluiram que o decréscimo na condutancia estomatica foi o0 maior
fator para a reducédo da taxa fotossintética de plantas da cultivar de crambe FMS Brilhante, as

quais foram pulverizadas com solugéo de s-metolacloro na concentrago 0,38 L ha™*.**
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Figura 47 — QY méximo das plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenga significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10
para unifdlio e n=15 para trifolio). ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND
indicam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que

ndo se desenvolveram, respectivamente.

i @
1 Unitalio Trifélio
0,81 = & = * 0.8+ f ¥ ¥
o i o ~II<
E * E o6
&5 064 I =Y
S €
> 0,4 > 0,4
o 04 o
0,2 "f 0,2
PN N
0,0 T T T T T : 0,0 T T T T T T
Oc 0,25c 0,50c ¢ 1,20c 1,50c Oc 0,25c 0,50c c¢ 1,20c 1,50c
Concentracao Concentragéo
0,88 —
088 Unifélio Trifélio
] © 0,86 ’f *
g 7% £ x * X i
1S * * X = =
< * ] i *g I
e 0841 % : S 084
> I o
o
0,82 { 0,82+
0,80 T T T T T T 0,80 T T T T T T
Oc 0,25c 0,50c ¢ 2,00c 2,50c Oc 0,25c 0,50c ¢ 2,00c 2,50c
Concentragéo Concentracao
(©)
1,0 1,0 —
Unifélio Trifélio
o8 [T 7 08{ |~ *
2 o
*
20,61 £ 06
8 | Z
£ £
> 0,44 0,4
o v 6
0,21 0,2
00 PN N N N 00 M BN BN ND ND ND
' Oc 0,25¢c 0,50c ¢ 1,50c 2,00c Oc 0,25c 0,50c ¢ 1,50c 2,00c
Concentragéo Concentragéo

Fonte: Proprio autor.

As plantas de soja irrigadas com difenoconazol apresentaram um aumento em
QY maximo. Para o unifdlio, a diferenca significativa, em relacdo ao grupo controle, foi
verificada na fracdo de concentracdo 0,50c, enquanto que para o trifolio, tal diferenca foi

detectada em 0,25c. Como houve maior fixacdo de CO,, indicado pelo aumento na
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condutancia estomatica (Figura 37), e maior teor de clorofila, sinalizada pela reducdo de
F685/F735 (Figuras 42 e 43), em consequéncia, houve um aumento na eficiéncia do FS II.

N&o obstante, as plantas irrigadas com metomil sofreram reducbes em QY maximo
tanto no unifdlio quanto no trifélio, provavelmente devido as plantas estarem com capacidade
fotossintética reduzida em face de estarem parcialmente necrosadas.

N&o foram apresentados os resultados para as plantas que estavam totalmente
necrosadas porque este parametro é obtido a partir da fluorescéncia da clorofila e, nesse caso,
ndo ha clorofila.

O parametro fotoquimico Rfd esta associado a interacdo entre a fase clara e a fase
escura da fotossintese,™* indicando a vitalidade da folha.”? O efeito dos pesticidas sobre a
vitalidade das folhas também foi avaliado por meio do parametro Rfd (Equacgdo 3, pag. 45).
Esse parametro, obtido a partir da imagem de fluorescéncia, assim como o QY maximo, foi
determinado por medigdes feitas nas folhas retiradas das plantas.

As imagens associadas ao pardmetro Rfd para as plantas de soja irrigadas com
glifosato, difenoconazol e metomil sdo mostradas nas figuras 48, 49 e 50, respectivamente.

As imagens destacam uma relagdo entre esse parametro fotoquimico e a concentracao
de pesticida usada na irrigacdo. Para as plantas de soja irrigadas com glifosato nota-se um
decréscimo de Rfd a partir da fracdo de concentracdo 0,50c, para o unifélio, e 0,25c, para 0
trifélio, em relacdo ao grupo controle. Nas plantas de soja irrigadas com difenoconazol, essa
reducdo pode ser percebida a partir da fracdo de concentracdo 0,50c para unifélio; contudo,
para o trifolio, a anélise das imagens de Rfd ndo foi eficaz para evidenciar o efeito do
pesticida. Por sua vez, para as plantas irrigadas com metomil, alteracdo em Rfd foi percebida

a partir da fracdo de concentragdo 0,25c¢ tanto no unifélio quanto trifolio.
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Figura 48 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracfes de glifosato. ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo

fabricante, 3600 ppm.
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Fonte: Proprio autor.



86

Figura 49 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracdes de difenoconazol. ¢ é a concentracdo indicada pelo fabricante,
500 ppm.
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Figura 50 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracdes de metomil. ¢ € a concentracao indicada pelo fabricante, 1075

ppm.
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Fonte: Préprio autor.

Os valores médios de Rfd estdo apresentados na figura 51.
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Figura 51 — Rfd das plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10 para
unifélio e n=15 para trifélio). ¢ é a concentracao de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se
desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

O valor de Rfd diminui tanto para unifélio quanto para trifélio em plantas de soja
irrigadas com glifosato, em relacdo ao grupo controle, a partir da fracdo de concentracdo
0,25c.
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Nas plantas de soja irrigadas com difenoconazol, a reducdo do Rfd é identificada a
partir da fracdo de concentracdo c para o caso do unifélio, enquanto que no trifélio ndo foram
observadas diferencas significativas desse parametro. A irrigacdo com metomil afetou as
plantas, segundo Rfd do unifélio e trifélio, a partir da fragdo de concentragéo 0,25c.

A reducdo de Rfd revela que os pesticidas induziram alteragdes na vitalidade das
plantas, com efeito mais acentuado nas plantas de soja irrigadas com glifosato e metomil.

Ndo foram apresentados os resultados para as plantas que estavam totalmente
necrosadas porgue este parametro, assim como QY maximo, € obtido a partir da fluorescéncia
da clorofila e, nesse caso, ndo ha clorofila.

Os resultados sugerem que com o decréscimo na condutancia estomatica das plantas de
soja irrigadas com glifosato (Figura 37), houve uma reducdo nos valores de QY maximo
(Figura 47), resultante da menor assimilacdo de CO,. Além disso, houve um aumento da razéo
F685/F735, indicando menor quantidade de clorofila. Todos esses aspectos contribuiram para
reducéo da vitalidade das plantas (Rfd).

Esses dados corroboram o trabalho desenvolvido por Synowiec et al. que observaram
uma reducdo em QY maximo e Rfd em plantas de brdcolis (Brassica oleracea L.) induzida
por eugenol, constituinte do 6leo de cravo, e que tem sido utilizado como herbicida.”® Os
autores sugeriram que esses dois parametros de fluorescéncia podem representar bons
indicadores iniciais de estresse fitotdxico em tecidos vegetais.

Por sua vez, para as plantas de soja irrigadas com difenoconazol, os dados revelam um
aumento na condutancia estomatica (Figura 37) e, consequentemente, na assimilacdo de CO,,
promovendo maiores valores de QY maximo (Figura 47) e menores valores da razdo
F685/F735, em funcdo do aumento da quantidade de clorofila. Uma reducdo dos valores de
Rfd no unifélio foi identificada, indicando que, mesmo a capacidade fotossintética da planta
sendo maior, o estresse causado pelo fungicida afetou a vitalidade dessas folhas. Entretanto, a
acao do difenoconazol ndo foi capaz de influenciar a vitalidade dos trifolios, possivelmente
porgue esses sdo mais novos que os unifélios.

As plantas irrigadas com metomil apresentaram um aumento da condutancia estomatica,
0 que pode ter ocorrido como uma forma de tentativa de recuperacdo da planta, aumento dos
valores da razdo F685/F735 para o unifolio, indicando menor quantidade de clorofila, o que
provavelmente ocasionou menores valores de QY maximo, indicando menor capacidade

fotossintética, o que corrobora os menores valores de Rfd.
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Um estudo de fluorescéncia da clorofila presente nos extratos das folhas, sob excitacdo
em 405 nm, foi realizado. Os espectros de fluorescéncia da clorofila estdo dispostos na figura
52.

Figura 52 — Espectro de fluorescéncia normalizada dos extratos de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracdes de (a) glifosato, b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

Os espectros de fluorescéncia normalizada dos extratos indicam discretas alteracfes do

perfil espectral da banda em 735 nm para algumas concentragdes. Assim, F685/F735 foi
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adotado como um padrdo interno no sentido de possibilitar uma andlise detalhada das
possiveis mudancas. Vale destacar que, nesse caso, F685/F735 ndo estd associado a
capacidade fotossintética da planta, visto que a analise ndo esta sendo feita na planta in vivo.
A figura 53 mostra as razbes F685 /F735 associadas as diferentes plantas, pesticidas e
concentragdes. Os resultados ndo apontaram diferencas significativas entre o grupo de teste
das plantas de soja irrigadas com glifosato, difenoconazol e metomil, e 0s respectivos grupos
de controle.

N&o ha o resultado para 1,50c do unifdlio das plantas irrigadas com metomil porque a

amostra foi contaminada.
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Figura 53 — Razéo F685/F735 para o extrato, das folhas de soja, com excitacdo em 405 nm,
em funcdo da concentracdo de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na
irrigacdo de plantas de soja. ¢ é a concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se

desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

A tabela 3 exibe a concentracdo minima de pesticida presente na solucdo de irrigacéo

capaz de ser detectado, a partir da analise do bioindicador aliado a uma dada técnica

experimental. Este valor foi definido tomando como referéncia os dois grupos consecutivos,
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com menor concentragdo, que apresentaram diferenca significativa em relagdo ao grupo

controle.

Tabela 2 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido a partir da
combinacéo bioindicador (soja)-parametro avaliado. c € a concentracéo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.

Soja
Glifosato Difenoconazol Metomil
Comprimento 0,25¢ 0,50c 0,25¢
da raiz
Unifolio  Trifélio  Unifolio  Trifélio  Unifolio Trifélio
Condutancia  0,50c c 0,25¢ 0,25¢ 0,25¢c 0,25¢c
estomaética
Temperatura 1,50c c 0,25¢c 2,50c 0,50c 0,25¢c
foliar
F685/F735 0,25¢ C c 0,50c c 0,25¢
(405 nm)
F685/F735 0,25¢ C C 2,00c C 0,25¢
(532 nm)
QY maximo C 0,25¢ 0,50c 0,25¢ 0,25¢ 0,50c
Rfd 0,25¢ 0,25¢ c - 0,25¢ 0,25¢

Fonte: Proprio autor.

As menores fracdes de concentracfes detectadas pela combinacdo bioindicador (soja)-
parametro avaliado nas plantas irrigadas com glifosato foram o comprimento da raiz,
F685/F735 para unifélio, QY maximo para trifélio e Rfd tanto para unifolio quanto para
trifélio. No caso das plantas irrigadas com difenoconazol, as menores fracdo de concentragdes
detectadas foram obtidas a partir dos parametros de condutancia estomatica, para unifdlio e
trifélio, temperatura foliar no unifélio e QY maximo no trifélio. Ja para as plantas irrigadas
com metomil as menores concentragdes detectadas foram obtidas a partir do comprimento da
raiz, condutancia estomatica e Rfd (para unifdlio e trifolio), QY maximo no unifolio e todos

0s parametros, exceto QY maximo no trifélio.
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5.2 Sesbania

5.2.1 Sintomas visuais

As plantas de sesbania germinaram, mas ndo se desenvolveram na presenca de glifosato,
mesmo nas menores fracdes de concentracdes (Figura 54a). Como o glifosato inibe a sintese
dos aminoacidos essenciais para a planta e a sesbania ndo apresenta o gene que confere
tolerancia ao glifosato, ela ndo consegue se desenvolver na presenca desse herbicida.

Figura 54 — Sintomas visuais do efeito do (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil em
diferentes concentracfes em plantas de sesbania; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.

0c 012 0l4c  017c  033c

(@)

Oc 0.25¢  0,50c c 2,00c 2,50¢c
(b)

Oc 0,25¢  0,50c c 1,50¢ 2.00c
(c)

= S............

Fonte: Proprio autor.

Ja na sesbania irrigada com difenoconazol observou-se que as fragcGes de concentracdes
¢, 2,00c e 2,50c apresentaram acentuado perfilhamento e alongamento proeminente do caule
em relacdo ao grupo controle. Um dos motivos pode ser a mutagdo de fitocromos, fazendo
com que a planta ndo responda & luz branca, provocando um alongamento do hipocétilo,*
como descrito na se¢do 5.1.1.

As plantas de sesbania irrigadas com metomil apresentaram necrose parcial do unifolio

na fragdo de concentracdo 0,25c e necrose total nas demais fracGes de concentracdes,
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provavelmente relacionado a formacdo de EROs que, em excesso, causam diversos danos nos

sistemas biolégicos como a inducéo ao estresse oxidativo.*
5.2.2 Métodos Analiticos

Observa-se nas figuras 55 e 56 que ao submeter as plantas de sesbania aos pesticidas,
houve uma reducdo significativa do crescimento médio das raizes quando comparado ao

grupo controle.

Figura 55 — Fotos da raiz de plantas de sesbania irrigadas com diferentes concentracdes de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 56 — Comprimento da raiz de plantas de sesbania irrigadas com (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenga significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); c é a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil. N indica grupos com plantas totalmente necrosadas.
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Todos os pesticidas induziram uma reducdo no comprimento das raizes das plantas de
sesbania, sendo que essas plantas se mostraram mais sensiveis ao glifosato e metomil, assim
como a soja.

O glifosato inibe a sintese de IAA®, que é um dos promotores do crescimento
radicular, o que pode ocasionar a reducdo no comprimento da raiz. O difenoconazol inibe o
crescimento radicular, fato esse ainda néo citado na literatura, 0 que ndo nos permite concluir
por qual motivo isso ocorre; ja o metomil aumenta a producdo de EROs, que quando em
baixas concentracdes viabiliza o alongamento celular e, possivelmente, por esse motivo na
fracdo de concentracdo 0,25c ha um aumento no comprimento das raizes, porém quando em

excesso leva a planta ao estresse oxidativo, provocando uma reducdo radicular, como nas

demais fragdes de concentracdes utilizadas.*®
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A inibig&o dos hormonios, no caso das plantas irrigadas com glifosato, e a formagéo de

[T

mitético. % 10

Os valores de condutancia estomatica aumentaram para as plantas de sesbania irrigadas
com difenoconazol e metomil (Figura 57), porém no caso do metomil apenas uma
concentracéo foi avaliada. No caso das plantas irrigadas com glifosato ndo foram realizadas as
medicdes a partir dos métodos analiticos utilizando as folhas, ja que essas ndo se

desenvolveram na presenca desse herbicida.

Figura 57 — Condutancia estomatica de plantas de sesbania em funcdo da concentragéo de (a)
difenoconazol e (b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=5); ¢ é a
concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm
de metomil. PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente necrosadas e
que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Qualquer fator que altere 0 metabolismo das células-guardas, altera 0 movimento dos
estdmatos, podendo ocasionar o aumento da condutancia estomatica,® como citado na secéo
5.1.2.

Foram realizadas as imagens térmicas das folhas de sesbania irrigadas com

difenoconazol e com metomil (Figuras 58 e 59).
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Figura 58 — Fotos e imagens térmicas das plantas de sesbania em funcdo da concentracdo de
(a) difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigacao.
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Figura 59 — Temperatura das folhas de sesbania em funcdo da concentracdo de (a)
difenoconazol e (b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10); c ¢ a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm
de metomil. PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente necrosadas e
folhas que néo se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.

Houve um aumento da temperatura em plantas de sesbania irrigadas com algumas
concentracdes de difenoconazol, porém ndo ha uma tendéncia clara desse parametro na
determinacdo da presenca desse fungicida. No entanto, é possivel notar que a reducdo na
temperatura foliar das plantas irrigadas com 0,25¢ de metomil foi significativa, o que pode ser
resultado do grande aumento na condutancia estomatica, pois a maior abertura dos estdmatos
promove maior refrigeracéo foliar.*

Os espectros de fluorescéncia in vivo das plantas de sesbania irrigadas com

difenoconazol e metomil estdo apresentados nas figuras 60 e 61.
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Figura 60 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de seshania, sob excitagdo em
405 nm, irrigadas com solugdes de (a) difenoconazol e (c) metomil; ¢ € a concentracdo de
referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

Figura 61 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de sesbania, sob excitagdo em
532 nm, irrigadas com solucdes de (a) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a concentragdo de
referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

Um aumento na banda de 735 nm é observado, portanto, para avaliar as alteracfes
espectrais causadas pela presenca dos pesticidas, foram determinadas as razbes F685/F735
(Figuras 62 e 63).
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Figura 62 — Razéo F685/F735, sob excitagdo em 405 nm, em fungdo da concentragédo de (a)
difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigagdo de plantas de sesbania. *Grupo com
diferenga significativa em relagdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05;
barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram folhas parcialmente necrosadas e que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Figura 63 — Razdo F685/F735, sob excitacdo em 532 nm, em funcdo da concentracdo de (a)
difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigagdo de plantas de sesbania. *Grupo com
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05;
barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram folhas necrosadas e que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Houve um decréscimo nas razfes F685/F735 para as plantas de sesbania irrigadas com
difenoconazol e com metomil para os comprimentos de onda de excitagdo utilizados (405 e
532 nm). Em 405 nm, a diferenca significativa das plantas de sesbania irrigadas com
difenoconazol foi notada na fracdo de concentracdo c, enquanto que para a excitacdo em 532
nm, tal diferenca foi observada ja na fracdo de concentracdo 0,25c. Para as plantas irrigadas
com metomil também notou-se um decréscimo de F685/F735 para ambos 0s comprimentos de

onda utilizados na excitacdo, porém a reducdo foi mais pronunciada para a excitacdo em 532
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nm. Ou seja, nessa planta, tanto o difenoconazol quanto o metomil causam maior impacto nos
cloroplastos mais profundos. Tal reducdo da razdo F685/F735, indica que houve uma
quantidade de clorofila maior que nas plantas do grupo controle.

A eficiéncia do fotossistema Il foi caracterizada pelo parametro QY maximo (Equacéo
2, pag. 45). Para obtencdo desse parametro as folhas também foram retiradas, assim como no

experimento com a soja.

Figura 64 — Imagens associadas ao QY maximo para plantas de sesbania irrigadas com
diferentes concentrac6es de (a) difenoconazol e (b) metomil. ¢ é a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

A partir das imagens associadas ao QY maximo para as plantas de sesbania irrigadas
com difenoconazol ndo foi possivel perceber alteracbes (Figura 64a); ja para as plantas

irrigadas com metomil (Figura 64b) observou-se que houve um aumento desse parametro,
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podendo ser detectada diferencga significativa a partir da fragdo de concentragcdo 0,25c. Os

valores médios de QY maximo sdo mostrado na Figura 65.

Figura 65 — QY maximo das plantas de sesbania em funcdo da concentracdo de (a)
difenoconazol e (b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relagdo ao grupo
controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10);
c é a concentracdo indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
metomil. PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente necrosadas e
folhas que néo se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

Para as plantas irrigadas com difenoconazol observou-se um aumento no parametro
QY maximo, sendo que a diferenca significativa em relagéo ao grupo controle foi verificada
na fracdo de concentracdo 0,50c, enquanto que para as plantas irrigadas com metomil, na
fracdo de concentracdo 0,25c, ja detectou-se a diferenca significativa.

Tanto para as plantas irrigadas com difenoconazol quanto para as irrigadas com metomil
houve um aumento da condutancia estomatica, aumentando a maior assimilacdo de COy,
menores valores de F685/F735, indicando um aumento na quantidade de clorofila, o que
provavelmente ocasionou o0 aumento na eficiéncia quantica do FS Il (QY maximo).

O efeito dos pesticidas sobre a vitalidade das plantas também foi avaliado por meio do
parametro Rfd (Equacdo 3, pag. 45). Esse parametro, obtido a partir da imagem de
fluorescéncia, assim como o QY maximo, foi determinado a partir de medicGes feitas nas
folhas retiradas das plantas. As imagens associadas ao Rfd sao mostradas na figura 66.

A partir das imagens associadas ao Rfd € possivel detectar a presenca do difenoconazol
somente na fracdo de concentracdo 2,50c, enquanto que nas plantas irrigadas com metomil

ndo foi possivel detectar a presenca do inseticida.
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Figura 66 — Imagens associadas ao Rfd para plantas de sesbania irrigadas com diferentes
concentracdes de (a) difenoconazol e (b) metomil; ¢ é a concentracdo indicada pelo
fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.

(@) Rfd
Oc 0,25¢ 0,50c C 2,00c 2.50c 20
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Fonte: Proprio autor.

O valor médio de Rfd esta apresentado na figura 67 para as plantas de sesbania
irrigadas com difenoconazol e metomil.

Para sesbania irrigada com difenoconazol, um decréscimo de Rfd, em relagdo ao grupo
controle, foi notada somente na fracdo de concentracdo 2,50c, enquanto que nas plantas

irrigadas com metomil houve um pequeno aumento, ja na fracdo de concentracdo 0,25c.
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Figura 67 — Rfd das plantas de sesbania em funcéo da concentragdo de (a) difenoconazol e
(b) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com
o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ ¢ a concentragao indicada pelo
fabricante, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN e ND destacam grupos que
apresentaram folhas parcialmente necrosadas e folhas que ndo se desenvolveram,
respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.

Como houve maior fixagdo de CO, nas plantas irrigadas com difenoconazol, indicado
pelo aumento na condutancia estomatica (Figura 57), e maior teor de clorofila, observado na
reducdo de F685/F735 (Figuras 62 e 63), era esperado que a eficiéncia do fotossistema Il
também aumentasse, pois para maiores quantidades de CO, disponivel e de clorofila espera-se
um aumento na capacidade fotossintética da planta, diretamente vinculado ao parametro
QY maximo (Figura 65). Porém, tal aumento ndo impactou a vitalidade das plantas até a
fragcdo de concentracédo 2,00c (Figura 67).

No caso das plantas irrigadas com metomil houve um aumento nos valores de
condutancia estomatica (Figura 57), uma reducao nos valores da razdo F685/F735 (Figura 62
e 63), indicando maior quantidade de clorofila, resultando em um aumento do QY maximo, 0
gue causou um pequeno aumento na vitalidade da planta, associada ao parametro Rfd (Figura
67).

Um estudo dos extratos das folhas foi realizado somente com excitacdo em 405 nm,
pois a clorofila foi extraida. Os espectros de fluorescéncia da clorofila estdo dispostos na

figura 68.
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Figura 68 — Espectro de fluorescéncia normalizada dos extratos de plantas de sesbania
irrigadas com solugfes de contendo diferentes concentracGes de (a) difenoconazol e (b)
metomil; ¢ € a concentracgdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de difenoconazol
e 1075 ppm de metomil.
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Fonte: Proprio autor.

A partir dos espectros de fluorescéncia foram obtidas as razées F685/F735 como um
padrdo interno no sentido de possibilitar uma analise detalhada das possiveis mudancas.
Destaca-se nesse caso, F685/F735 ndo esta associado a capacidade fotossintética da planta,

visto que a anélise ndo esta sendo feita na planta in vivo.

Figura 69 — Razdo F685/F735 para o extrato, das folhas de sesbania, sob excitagdo em 405
nm, em funcdo da concentracdo de (a) difenoconazol e (b) metomil utilizada na irrigacdo de
plantas de soja. ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN e ND destacam grupos que apresentaram folhas
parcialmente e plantas que nao se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

O extrato de clorofila da sesbania irrigada com difenoconazol apresentou maiores
valores de F685/F735 a partir da fracdo de concentracdo c, enquanto que as plantas de

sesbania irrigadas com metomil na fragdo de concentracdo 0,25c¢ ndo apresentaram alteracoes.
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Determinou-se a fracdo de concentracdo minima de pesticida detectada por cada técnica
(Tabela 4).

Foi adotado um critério para determinacdo do valor minimo de fracdo de concentracao
de pesticida presente na solucdo de irrigacdo capaz de ser detectado a partir da anélise do
bioindicador aliado a uma dada técnica experimental. Este valor foi definido tomando como
referéncia os dois grupos consecutivos, com menor fragdo de concentragdo, que apresentaram

diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle.

Tabela 3 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido a partir da
combinacdo bioindicador (sesbania)-parametro avaliado. ¢ € a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de
metomil.

Seshania
Glifosato Difenoconazol Metomil
Comprimento da raiz 0,12c C 0,50c
Condutancia - 0,25¢ 0,25¢
estomatica
Temperatura foliar - - 0,25¢c
F685/F735 (405 nm) - c 0,25¢c
F685/F735 (532 nm) - 0,25¢c 0,25¢c
QY maximo - 0,50c 0,25c¢
Rfd - 2,50c

0,25¢c

Fonte: préprio autor.

As plantas irrigadas com glifosato ndo se desenvolveram, dessa forma, sé foi possivel
avaliar o comprimento da raiz. A menor concentracdo detectada de difenoconazol nas plantas
de sesbania foi obtida a partir da condutancia estomatica e F685/F735 sob excitacdo de 532
nm. O efeito provocado pelo metomil foi detectado na menor concentragéo utilizada por todos

0s parametros, exceto comprimento da raiz.
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5.3 Soja em concentragdes intermediarias

Com o intuito de determinar a fracdo de concentracdo minima de pesticida por cada
técnica foi realizado um experimento com fracGes de concentracdes intermediarias as
utilizadas na secdo 5.1. As fracdes de concentragdes utilizadas foram: Oc, 0,12c, 0,14c, 0,17c,
0,33c para glifosato, Oc, 0,70c, 0,90c, 1,50c, 3,00c, 3,50c para difenoconazol e Oc, 0,12c,
0,14c, 0,17c, 0,33c e 1,20c para metomil.

5.3.1 Sintomas visuais

Na figura 70 estdo apresentadas as fotos das plantas irrigadas com as concentracfes

intermediéarias de cada pesticida.

Figura 70 — Sintomas visuais do efeito do (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil em
diferentes concentracfes em plantas de soja; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.

(a)

Oc 0,12¢ 0,14¢ 0,17¢ 0,33¢

(b)
Oc 0,70¢ 0,90¢ 1,00¢ 3,00¢ 3,50¢

Oc 0,12¢ 0,14c¢ 0,17¢ 0,33¢ 1,20¢

Fonte: Proprio autor.
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Visualmente é possivel detectar a presenca do glifosato ja na fracdo de concentracdo
0,12c que apresenta estiolamento proeminente (Figura 70a), mas ndo é possivel perceber a
presenca do difenoconazol (Figura 70b), porém o metomil é percebido na fracdo de
concentracdo 0,17c¢ causando necrose parcial do unifélio (Figura 70c).

5.3.2 Métodos analiticos

Na figura 71 e 72 estdo apresentadas as fotos das raizes e o valor médio,

respectivamente.

Figura 71 — Fotos da raiz de plantas de soja irrigadas diferentes concentracdes de (a) glifosato,
(b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil.

Oc 0,12¢ 0,17¢ 0,33¢

0,70¢ 0,90¢ 1,50¢ 3,00¢ 3,50¢

0,12¢ 0,14c 0,17¢ 0,33¢ 1,20¢

Fonte: Proprio autor.
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Figura 72 — Comprimento da raiz de plantas de soja irrigadas com diferentes concentracgdes de
(a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relagdo
ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=5); ¢
é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de

difenoconazol e 1075 ppm de metomil. N destaca grupos que apresentaram plantas totalmente
necrosadas.
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Fonte: Proprio autor.

Por meio do comprimento da raiz foi possivel observar que todos os pesticidas
causaram reducdo radicular, sendo que o glifosato foi detectado na fracdo de concentragédo
0,12c, o difenoconazol na fragdo de concentracdo 0,70c, enquanto que o metomil s6 foi
detectado na fracdo de concentracdo 1,20c, onde a planta ja estava necrosada. A soja € mais
sensivel ao glifosato por esse ser um herbicida, ou seja, ter a funcdo de eliminar as plantas
daninhas, porém este é ndo seletivo e acaba por interferir no crescimento/desenvolvimento de

espécies de interesse.

Na figura 73 estdo apresentados 0s dados de condutancia estomatica.
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Figura 73 — Condutancia estomética de plantas de soja em fungdo da concentracdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=5); c ¢ a
concentragdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND destacam grupos que apresentaram folhas
parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que nédo se desenvolveram, respectivamente.

Fonte: Préprio autor.
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Para as plantas irrigadas com glifosato somente as fragcbes de concentracdes 0,14c e
0,17c apresentaram diferenca significativa em relacdo ao grupo controle para o unifélio e
somente a fragdo de concentracdo 0,17c para o trifélio. Sendo assim, nessas concentracdes a

condutancia estomatica ndo se mostrou sensivel na deteccdo do glifosato.
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Para as plantas irrigadas com difenoconazol a conduténcia estomatica mostrou-se eficaz
na detecgdo desse fungicida no unifélio, apresentando diferenca significativa em relagdo ao
grupo controle na fracdo de concentracdo 0,70c, ja para o trifolio essa técnica ndo se mostrou
sensivel.

A conduténcia estomética foi mais sensivel na deteccdo do metomil nas plantas de soja,
sendo notada diferenca significativa na fracdo de concentracéo 0,12c para unifélio e trifélio.

Na figura 74 estdo apresentadas as fotos e imagens térmicas para as plantas de soja

irrigadas com glifosato, difenoconazol e metomil.

Figura 74 — Fotos e imagens térmicas das plantas de soja em funcdo da concentracao de
(a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigagéo.
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Fonte: Proprio autor.

A partir das imagens térmicas ndo é possivel perceber a presenca do glifosato nas
plantas de soja, ja nas plantas irrigadas com difenoconazol e metomil é possivel observar um
aumento da temperatura causada pela presenca desses pesticidas.

Foram obtidas as médias das temperaturas que estdo apresentadas na figura 75.
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Figura 75 — Temperatura das plantas de soja em fungéo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenga significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam +=SE (n=10 para
unifolio e n=15 para trifdlio); c € a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se

desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

A partir das médias foi possivel verificar que todos os pesticidas utilizados provocaram
um aumento da temperatura foliar, sendo que para o glifosato a diferencga significativa foi
notada na fracdo de concentracdo 0,14c, para unifolio, e 0,17c, para trifélio. No caso das

plantas irrigadas com difenoconazol a alteracéo foi percebida na fracdo de concentracao 0,70c
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para unifolio e trifdlio, ao passo que nas plantas irrigadas com metomil tal diferenga foi
notada na fragdo de concentragdo 0,14c, para unifélio, e 0,12c, para trifélio.

A temperatura foliar foi mais efetiva na determinacdo da presenca dos pesticidas nas
concentragdes intermediarias que no primeiro experimento utilizando a soja, descrito na se¢édo
5.1.

A fim de avaliar o efeito dos pesticidas nas plantas de soja por meio de técnicas de

fluorescéncia foram obtidos os espectros de fluorescéncia da clorofila in vivo (Figura 76 e 77).
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Figura 76 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 405
nm, irrigadas com diferentes concentracGes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil;
c é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Figura 77 — Espectros de fluorescéncia normalizada de plantas de soja, sob excitacdo em 532
nm, irrigadas com diferentes concentracGes de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil;
c € a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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normalizados percebeu-se alteracdes nas

bandas em 735 nm das plantas irrigadas com os pesticidas, entdo obteve-se as razdes

F685/F735 para uma analise mais detalhada, os dados obtidos estdo mostrados nas figuras 78

e79.
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Figura 78 — Razéo F685/F735, sob excitagdo em 405 nm, em fungéo da concentragdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenga significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam £SE (n=10); c é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e
folhas que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.
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Figura 79 — Razéo F685/F735, sob excitagdo em 532 nm, em fungéo da concentragdo de (a)
glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacdo de plantas de soja. *Grupo
com diferenga significativa em relacdo ao grupo controle de acordo com o teste Tukey, p <
0,05; barras de erro indicam +SE (n=10); ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N
e ND destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e
folhas que ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.

A partir da razdo F685/F735 notou-se a presenca de glifosato nas plantas de soja na
fracdo de concentracdo 0,12c e 0,14c para unifélio e trifélio, respectivamente, tanto para

excitacdo em 405 nm como para excitacdo em 532 nm.
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O pardmetro F685/F735 mostrou-se mais sensivel no comprimento de onda de excitagdo
de 532 nm para plantas irrigadas com difenoconazol, pois a presenca desse fungicida foi
detectada na fracdo de concentracdo 1,50c e 0,70c para unifdlio e trifélio, respectivamente,
enquanto que utilizando 405 nm como comprimento de onda de excitacédo a presenca deste foi
notada na fragdo de concentragdo 3,50c, para unifélio, e 1,50c, para trifélio.

Para as plantas irrigadas com metomil a diferenca significativa foi verificada na fragao
de concentracdo 0,14c e 0,12c para unifolio e trifélio, respectivamente, para 0 comprimento
de onda de excitacdo de 405 nm. Ja para 532 nm, as fracGes de concentracGes que
apresentaram alteracdes devido a presenca desse inseticida foram de 0,12c, para unifélio e
trifélio.

Ndo foram apresentados os resultados para as plantas que estavam totalmente
necrosadas porque este parametro é obtido a partir da fluorescéncia da clorofila e, nas plantas
necrosadas, ndo hé clorofila.

Com a finalidade de avaliar o efeito dessas concentragcOes de pesticidas na eficiéncia do
fotossistema Il nas plantas de soja foram realizadas analises de fluorescéncia por imagem. As
imagens associadas ao QY maximo (Equacéo 2, pag. 45) estdo apresentadas nas figuras 80,
8le82.
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Figura 80 — Imagens associadas a0 QY maximo para unifélio e trifolio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracGes de glifosato; ¢ € a concentracéo de referéncia indicada
pelo fabricante, 3600 ppm.
Unifélio
QY max
0,12c  0,14c 0,17¢ 033c  og6

15 80 §¢ 0@

Trifélio QY max
Oc 0,12¢ 0,14c¢ 0.17¢

0,80

Fonte: Préprio autor.



120

Figura 81 — Imagens associadas a0 QY maximo para unifélio e trifolio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracdes de difenoconazol; ¢ é a concentracdo de referéncia
indicada pelo fabricante, 500 ppm.

Unifélio QY max
Oc 0,70¢ 0.,90¢ 1 ,500 3.00¢ 3.50¢e

0,90

0.80

Trifélio OY méx

0c 0,70c  0.90c 150c  3,00c  350c 20
0,80

Fonte: Proprio autor.
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Figura 82 — Imagens associadas a0 QY maximo para unifélio e trifolio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracdes de metomil; ¢ € a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 1075 ppm.

Unifélio
QY maéx
0.17¢ D33¢

0.90

0,80
Trifolio QY max

0,90

Oc 0,12¢ 0,14¢c 0.17e 0,33c¢
0.80

Fonte: Préprio autor.
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Por meio das imagens associadas ao QY maximo foi possivel perceber um aumento
desse pardmetro no unifélio das plantas irrigadas com glifosato a partir da fracdo de
concentracdo 0,14c. No experimento utilizando fragfes de concentragdes maiores (secdo 5.1)
notou-se um decréscimo nos valores de QY maximo para plantas de soja irrigadas com
glifosato, porém quanto utilizadas concentragdes menores houve um pequeno aumento do
valor desse parametro, provavelmente resultado de uma tentativa de recuperacéo da planta.

No caso do trifélio das plantas irrigadas com glifosato e, tanto unifélio quanto trifolio,
das plantas irrigadas com difenoconazol ndo foi possivel observar alteraces nas imagens
associadas ao QY maximo.

Observou-se uma reducdo de QY maximo nas bordas dos unifolios irrigadas com 0,17¢
de metomil, ja no trifélio ndo foram notadas alteracGes nessas imagens. Baseados nas imagens

associadas ao QY maximo foram obtidos os valores médios desse pardmetro (Figura 83).
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Figura 83 — QY maximo das plantas de soja em fun¢éo da concentracao de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Kruskal-Wallis, p < 0,05; barras de erro indicam +SE (n=10
para unifolio e n=15 para trif6lio); ¢ € a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante,
3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil. PN, N e ND
destacam grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que
ndo se desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.
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A partir das médias de QY maximo verificou-se que no unifdlio das plantas irrigadas

com glifosato, a presenca desse herbicida foi percebida na fracdo de concentracdo 0,14c, para

unifélio, utilizando o parametro QY maximo, sendo a analise inconclusiva para o trifdlio e

para as plantas irrigadas com difenoconazol, tanto para o unifélio quanto para o trifélio.



124

No unifélio das plantas que foram irrigadas com metomil s6 foi possivel notar
alteracbes nas folhas em que as fragBes de concentracBes causaram necrose parcial. J& no
trifélio a presenca do inseticida foi percebida na menor fracdo de concentracdo utilizada,
0,12c. No caso das plantas necrosadas esse parametro ndo foi avaliado, pois 0 QY maximo é
obtido a partir da fluorescéncia da clorofila e, nesse caso, ndo ha esse pigmento.

Para avaliar o efeito desses pesticidas na vitalidade das folhas, foram obtidas as imagens

de Rfd (Equagdo 3, pag. 45) apresentadas nas figuras 84, 85 e 86.
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Figura 84 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracfes de glifosato; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo
fabricante, 3600 ppm.

Unifohio Rfd
0.12¢ 0.,14c¢ 0.17¢ 0.33c 2.8

Trifélio
Oc 0,12¢  0,14c 0,17¢ 0,33¢

Fonte: Proprio autor.
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Figura 85 — Imagens associadas ao Rfd para unifolio e trifolio de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracdes de difenoconazol; ¢ é a concentragdo indicada pelo fabricante,
500 ppm.
Unif6lio Rfd
Oc 0,70c  0,90c 1,50c  3,00c  3,50c %

Trifolio
1,50c¢

0,90c

Fonte: Préprio autor.
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Figura 86 — Imagens associadas ao QY maximo para unifdlio e trifélio de plantas de soja
irrigadas com diferentes concentracdes de metomil; ¢ é a concentracdo de referéncia indicada
pelo fabricante, 1075 ppm.

Unifolio
Oc 0.12¢ 0,14c¢ 0.17c 0,33¢

Trifolio Rfd
Oc 012c  01l14c 017¢c  033c 28

Fonte: Proprio autor.
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A partir das imagens associadas ao Rfd foram obtidas as médias desse parametro que

estéo apresentadas na figura 87.

Figura 87 — Rfd das plantas de soja em funcdo da concentracdo de (a) glifosato, (b)
difenoconazol e (c) metomil. *Grupo com diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle de acordo com o teste Tukey, p < 0,05; barras de erro indicam £SE (n=10 para
unifélio e n=15 para trifdlio); c € a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600
ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN, N e ND destacam
grupos que apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, e folhas que ndo se
desenvolveram, respectivamente.
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Fonte: Proprio autor.

A partir das imagens relacionadas ao Rfd e das médias ndo foi possivel detectar

alteracdes nas plantas irrigadas com glifosato. J& nas plantas irrigadas com difenoconazol foi
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possivel notar um aumento a partir da fragdo de concentracéo 0,70c, para unifélios e trifolios.

Nos unifolios das plantas irrigadas com metomil pode-se notar uma redugdo de Rfd a partir

da fracdo de concentracdo 0,17c, ou seja, nas folhas que apresentavam necrose parcial,

enquanto que nos trifélios as alteracbes foram percebidas ja na fracdo de concentracdo 0,12c.

Para as folhas necrosadas esse parametro nao foi obtido porque nelas ndo ha clorofila.

Foram obtidos os extratos das folhas utilizadas nas medi¢Oes e 0s espectros de

fluorescéncia da clorofila estdo dispostos na figura 88.

Figura 88 — Espectro de fluorescéncia normalizada dos extratos de plantas de soja irrigadas
com diferentes concentracdes de (a) glifosato, b) difenoconazol e (c) metomil; ¢ é a
concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de
difenoconazol e 1075 ppm de metomil.
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Com base nos espectros de fluorescéncia foram obtidas as razdes F685/F735 que estdo
apresentadas na figura 89. Nesse caso a razdo F685/F735 foi utilizada apenas como padrdo

interno e ndo mais como um indicador da eficiéncia do fotossistema 1.

Figura 89 — Razao F685/F735 para o extrato, das folhas de soja, sob excitacdo em 405 nm, em
funcdo da concentragdo de (a) glifosato, (b) difenoconazol e (c) metomil utilizada na irrigacédo
de plantas de soja. ¢ é a concentracdo de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de
glifosato, 500 ppm de difenoconazol e 1075 ppm de metomil; PN e N destacam grupos que
apresentaram folhas parcialmente e totalmente necrosadas, respectivamente.
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Fonte: Préprio autor.

Nos unifélios das plantas irrigadas com glifosato houve um decréscimo dessa razéo,

enquanto que os trifdlios dessas plantas ndo apresentaram alteracdes. Tanto nos unifolios
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quanto nos trifélios das plantas irrigadas com difenoconazol e com metomil, essa razéo
apresentou uma tendéncia de aumento.

Determinou-se a fracdo de concentragdo minima detectada em cada técnica para as
concentragdes utilizadas (Tabela 5).

Foi adotado um critério para determinacdo do valor minimo de fracdo de concentragdo
de pesticida presente na solucdo de irrigagdo capaz de ser detectado a partir da anélise do
bioindicador aliado a uma dada técnica experimental. Este valor foi definido tomando como
referéncia os dois grupos consecutivos, com menor fracdo de concentracdo, que apresentaram

diferenga significativa em relagéo ao grupo controle.

Tabela 4 — Valor minimo de fracdo de concentracdo de pesticida obtido pela combinacgédo
bioindicador (soja)-pardmetro avaliado nas concentracGes intermediarias. ¢ é a concentracdo
de referéncia indicada pelo fabricante, 3600 ppm de glifosato, 500 ppm de difenoconazol e
1075 ppm de metomil.

Soja
Glifosato Difenoconazol Metomil
Comprimento 0,12c 0,70c 1,20c
da raiz
Unifolio  Trifélio  Unifolio  Trifdlio  Unifdlio Trifélio
Condutancia  0,14c - 0,70c 3,50c 0,12c 0,12c
estomatica
Temperatura 0,14c 0,17c 0,70c 0,70c 0,14c 0,12c
foliar
F685/F735 0,12c 0,14c 3,50c 1,50c 0,14c 0,12c
(405 nm)
F685/F735 0,12c 0,14c 1,50c 0,70c 0,12c 0,12c
(532 nm)
QY maximo 0,14c - - - 0,17c 0,12¢c
Rfd - - 0,70c 0,70c 0,17c 0,12c

Fonte: Préprio autor.

A menor fracdo de concentracdo detectada de glifosato nas plantas de soja foi obtida
pelo comprimento de raiz e F685/F735 para unifélio. Nas plantas irrigadas com
difenoconazol, a menor fracdo de concentracdo detectada foi por meio do comprimento da

raiz, temperatura foliar e Rfd tanto para unifélio quanto para trifélio, condutancia estomatica
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no unifélio e F685/F735 (sob excitacdo de 532 nm) no trifdlio. Todas as técnicas utilizadas
detectaram o efeito do metomil no trifélio na menor fracdo de concentracgéo utilizada; ja no
unifdlio a menor fracdo de concentracdo utilizada foi percebida pela condutancia estomatica e
F685/F735 sob excitacdo de 532 nm.
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6 - CONCLUSOES

Visualmente é possivel perceber as alteracdes causadas, em plantas de soja, pela
presenca de glifosato e metomil, tanto nas maiores concentra¢es quanto nas concentracoes
intermedidrias utilizadas, ja as plantas de sesbania ndo conseguem se desenvolver na presenca
do glifosato. Porém, as plantas irrigadas com difenoconazol ndo promovem alteracGes
perceptiveis visualmente nas plantas de soja, mas as plantas de sesbania apresentam maior
perfilhamento na presenca de difenoconazol. Enquanto que as plantas de soja irrigadas com
metomil se desenvolvem até a fracdo de concentracdo 0,50c, e as de sesbania somente até a
fracdo de concentracdo 0,25c.

A imagem térmica mostra-se inconclusiva na avaliacdo de plantas (soja e sesbania)
cultivadas na presenca de pesticidas nas maiores fracdes de concentracdes. Porém € eficiente
na deteccdo dos trés pesticidas utilizados nas concentracdes intermediarias na soja. A
condutancia estomatica € eficiente na analise dos efeitos dos pesticidas em plantas de soja e
sesbania irrigadas com glifosato, difenoconazol e metomil, quando utilizadas nas maiores
concentracdes e também nas concentracBes intermediarias utilizadas na soja, exceto para o
glifosato.

As medigdes do comprimento de raiz se mostram eficientes para avaliar a presenga
desses pesticidas nas plantas de soja e sesbania. Redu¢do no comprimento € observada tanto
para plantas de soja como para de sesbania, em todos os pesticidas utilizados.

Ha alteracdes na razdo F685/F735 para as plantas irrigadas com glifosato, difenoconazol
e metomil, sendo observado aumento para as folhas que estdo necrosadas. Esse parametro tem
por base a fluorescéncia da clorofila para monitorar alteracbes associadas ao estado
fisiologico das plantas, e mostra-se, nesse trabalho, como um bom indicador da presenga dos
pesticidas no cultivo das plantas.

A partir das imagens de QY maximo e Rfd é possivel verificar diferencas entre as
plantas irrigadas com as solugbes contendo diferentes concentragfes e as plantas do grupo
controle. Os resultados também revelam que esses pardmetros sd@o bons indicadores de
estresse em plantas induzido pela presenca dos pesticidas.

Apesar da forma de irrigacdo utilizada nesse trabalho ser desafiadora, pois a planta
precisa absorver os pesticidas do solo, esta mostra-se eficiente ja que sdo observadas
alteracdes nos parametros avaliados provocadas pela presenca desses pesticidas mesmo em

folhas préximo ao apice da planta.
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As plantas de soja, por serem transgénicas, mostram-se mais resistentes a presenga do
glifosato que as de sesbania, que se trata de uma espécie nativa. O glifosato causou maiores
danos, pelo fato deste ser um herbicida ndo seletivo, ou seja, elimina qualquer espécie de
planta, exceto as transgénicas, quando em baixas concentracdes. Para 0s trés pesticidas
utilizados, as maiores concentragdes séo as que provocam maiores danos tanto nas plantas de
soja como nas de sesbania. Por fim, concluimos que as plantas de soja e sesbania, aliadas as
técnicas de fluorescéncia, podem ser utilizadas como bioindicadores da presenca de glifosato,

difenoconazol e metomil na dgua de cultivo.
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