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RESUMO

O uso de pesticidas avanga rapidamente no mundo, em parte, justificado pelo
crescimento populacional. Contudo, muitas vezes essas substancias sdo usadas de
maneira indiscriminada, acima das doses recomendadas, propiciando a
contaminagdo do solo, aguas superficiais e subterranea, e consequentemente, a
deterioragdo do meio ambiente afetando os organismos néo-alvos. E possivel avaliar
os efeitos nocivos de pesticidas em organismos com auxilio da ecotoxicolégia, uma
area de estudo que utiliza diversas metodologias através de bioensaios com
organismos-testes sensiveis ao efeito da substancia téxica testada. O objetivo do
presente estudo é verificar a resposta das espécies botanicas Hymenolobium
petraeum Ducke e Enterolobium schomburgkii Benth frente a exposicdo de
diferentes concentragbes dos pesticidas cipermetrina, atrazina, glifosato e 2,4-D na
germinagcdo das sementes e na fase de crescimento inicial. As concentragdes
utilizadas foram %, 2, concentracdo média recomendada, 2x e 4x. As sementes
foram coletadas e submetidas a tratamentos pré-germinativos de desinfecgéo e
escarificacao quimica. O estudo foi conduzido em ambiente controlado e dividido em
duas etapas: ensaio | — avaliacdo morfométrica e de exposicdo das sementes a
diferentes concentragbes dos pesticidas, onde foram avaliados o indice de
velocidade de germinacgao - IVG, porcentagem de germinacgéo - G (%) e mortalidade
final - MF (%) das sementes e ensaio |l - avaliagado de variaveis em plantulas durante
30 dias exposicdo a concentracdo dos pesticidas, onde foram avaliados o
comprimento do caule -CC, comprimento da raiz -CR, didmetro do coleto -DC,
massa da matéria seca da parte aérea — MSPA, massa da matéria seca da raiz-
MSR, massa da matéria seca total — MST. Complementarmente foram estimados os
valores da concentracdo efetiva média (CE50) baseado na porcentagem de
mortalidade dos organismos-teste. No ensaio |, observou- os resultados médios para
largura, espessura e comprimento das sementes que foram de 7,48, 1,70 e 13,54
mm para H. petraeum e 431, 243 e 7,59mm para E. schomburgkii,
respectivamente. O peso de 1000 sementes foi de 155,79 g para H. petracum e 64,6
g para E. schomburgkii. No ensaio |, a CE50 para H. petracum foi de 2,34 mg/L para
glifosato e 1,49 mg/L para 2-4-D, enquanto que para E. schomburgkii a CE50 foi de
6,38 mg/L para 2,4-D. No ensaio Ill, para H. petracum e E. schomburgkii as CE50
foram respectivamente de 26.72 e 9,66 mg/L para atrazina, 11,96 e 20,20 mg/L para
glifosato e, 5,34 e 9,67 mg/L para 2,4D. As concentracdes de pesticidas podem
afetar negativamente organismos nao-alvo como as espécies Hymenolobium
petraeum e Enterolobium schomburgkii retardando e inibindo o IVG e a G (%) e,
provocando a MF (%) dos organismos principalmente pelas formulagdes de atrazina,
glifosato e mais severamente por 2,4-D. O experimento || mostrou que as variaveis
de crescimento como a massa da matéria seca das plantas foram as mais afetadas
pelas concentragdes dos pesticidas estudados.

Palavras-Chave: Espécies florestais. @ Substancias quimicas. Ensaios
ecotoxicoldgicos.



ABSTRACT

The use of pesticides is advancing fastly in the world, partly, justified by population
growth. However, these substances are often used indiscriminately, above the
recommended doses, leading to ground contamination, surface and groundwater,
and consequently, the environment damage, affecting non-target organisms. It is
possible to estimate the harmful effects of pesticides on organisms using
ecotoxicology support, which is an area of study that uses different methodologies
through bioassays with organisms sensitive tests to the toxic substance effect tested.
The aim of this study is to verify the response of botanical species Hymenolobium
petraeum Ducke and Enterolobium schomburgkii Benth exposed to concentrations of
cypermethrin, atrazine, glyphosate and 2,4-D pesticides in seed germination and in
the early growth phase. The concentrations used were 7, 72, recommended average
concentration, 2x and 4x. The seeds were collected and submitted to pre-experiment
treatment of disinfection and chemical scarification. The study was developed in a
controlled environment and divided into two stages: test | - morphometric evaluation
and seeds exhibition to different pesticides concentration, where the germination
speed index - GSI, germination percentage - G (%) and final mortality - FM (%) of
seeds were evaluated; and test Il - evaluation of variables in seedlings during 30
days exhibiting to pesticide concentration, where stem length -SL, root length -RL,
collar diameter -CD, air part dry material mass — APDM, root dry material mass —
RDM, total dry material mass — TDM were estimated. In addition, the mean effective
concentration (CES50) values were estimated based on the percentage of test
organisms mortality. In test |, the average results for width, thickness and length of
seeds were observed, which were 7.48, 1.70 and 13.54 mm for H. petraeum and
4.31, 2.43 and 7.51 mm for E schomburgkii, respectively. The weight of 1000 seeds
was 155.79 g for H. petraeum and 64.6 g for E. schomburgkii. In assay |, the CE50
for H. petraeum was 2.34 mg/L for glyphosate and 1.49 mg/L for 2-4-D, while for E.
schomburgkii the CE50 was 6.38 mg/L to 2,4-D. In assay Il, for H. petraeum and E.
schomburgkii the CE50s were respectively 26.72 and 9.66 mg/L for atrazine, 11.96
and 20.20 mg/L for glyphosate and 5.34 and 9.67 mg/L for 2.4D. The pesticide
concentration can affect non-target organisms such as Hymenolobium petraeum and
Enterolobium schomburgkiit delaying and inhibiting GSI and G (%) and, causing MF
(%) of organisms mainly affected by atrazine, glyphosate and more severely by 2,4-D
formulations. The test Il showed that growth variables as plant dry material mass
were the most affected by pesticides concentration studied.

Keywords: Forest species. Chemical substances. Ecotoxicological tests.
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1 INTRODUGAO

O uso de pesticidas no mundo avanca rapidamente, devido a demanda
provocada pelo crescimento populacional, sendo assim a utilizagdo do controle
quimico se justifica pela combinagdo dos fatores rapidez, praticidade e eficiéncia
(CAETANO, 2009; RIBEIRO; PEREIRA, 2016). Por outro lado, substancias apolares,
como os pesticidas, sao utilizadas no ambiente muitas vezes de maneira
indiscriminada e inabil, com concentragdes ambientais acima das recomendadas.
Tais praticas, afetam a dindmica de populacbes nao-alvo, 0 que aumenta
populagdes de pragas resistentes e maior acumulagédo de residuos nos solos, bem
como provoca perturbacdes no ecossistema e na biodiversidade no entorno de

areas agricolas (BAIG et al., 2012).

Mesmo quando aplicados conforme as recomendagdes dos fabricantes,
residuos dessas substancias permanecem no ambiente até que o tempo de
degradacado de cada molécula seja atingido. O Brasil possui uma extensa area de
plantio de diversas culturas, isso colabora para que seja um dos maiores
consumidores de pesticidas do mundo. Ingredientes ativos como atrazina, 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), cipermetrina e glifosato, estdo entre os mais
frequentemente utilizados (IBAMA, 2010; PIGNATI et al., 2017, DE MORAES, 2019).

Os efeitos provocados pelos pesticidas, ndo estdo restritos apenas aos
organismos alvos, podendo afetar também organismos nao-alvo (DOBSIKOVA,
2003; RACHID et al., 2008). Dessa forma, € pouco esclarecido os efeitos dos
pesticidas em espécies florestais nativas, uma vez que as florestas prestam diversos
servigcos ao ambiente, entre os quais estdo, a redugcdo da erosdo, manutencao da
qualidade da agua, manutengao da biodiversidade, restauracdo dos ecossistemas,
manuten¢ao da qualidade quimica e bioldgica do solo, regulacéo climatica e muitos
outros (MACEDO et al., 2016; LAZZARETTI et al., 2019).

E indispensavel a recomposicéo e recuperacgdo de areas degradadas pelo uso
de pesticidas na atividade agricola. Através de estudos em espécies florestais, &
possivel verificar sob condicbes controladas se a exposicao indireta a agrotoxicos,
no entorno das areas florestais da Amazénia, conduz a passivos sobre o pleno

desenvolvimento das espécies florestais. Considerando o avanco da fronteira
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agricola sobre a Amazoénia, neste estudo, foram escolhidas duas espécies nativas
presentes na regido oeste do Para, sendo Enterolobium schomburgkii Benth. (orelha
de macaco) e Hymenolobium petraeum Ducke (Angelim Pedra), com o objetivo de
avaliar se as formulacdes dos pesticidas em diferentes concentracbes podem afetar

as espécies nao-alvo no estagio de sementes e no crescimento inicial das plantulas.

2 OBJETIVOS

21 geral

e Avaliar parametros germinativos e de crescimento das espécies botanicas E.
schomburgkii e H. petraeum, frente a exposi¢cao de diferentes concentragoes

dos pesticidas cipermetrina, atrazina, glifosato e 2,4-D

2.2 especificos

e Coletar informacdes referentes a morfometria de sementes e estimar um
padrdo de crescimento em laboratério para as plantulas das espécies E.

schomburgkii e H. petraeum;

e Estimar e avaliar indice de velocidade de germinac&do, porcentagem de
germinacao e mortalidade final de sementes das espécies E. schomburgkii e
H. petraeum submetidas a diferentes concentragdes de cipermetrina, atrazina,

glifosato e 2,4-D.

¢ |dentificar a concentracao efetiva média (CE50) ao final do periodo teste, para
as espécies E. schomburgkii e H. petraeum submetidas a exposi¢do dos

pesticidas;

e Realizar a analise das variaveis referente ao crescimento das espécies E.
schomburgkii e H. petraeum submetidas a diferentes concentracbes de

cipermetrina, atrazina, glifosato e 2,4-D.



17

3 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda pela produgado agricola, induz uma utilizagdo cada vez
maior de pesticidas em areas cultivaveis. Essas substancias, permitem o controle de
insetos e plantas daninhas, com objetivo de proporcionar maior produtividade. Pesti-
cidas em geral, podem provocar diversos efeitos cronicos ao ambiente, devido sua
aplicagao continua em areas cultivaveis que consequentemente atingem areas adja-
centes de matas nativas. E reconhecida a avaliacdo dos efeitos desses compostos e
os impactos causados por seus residuos em diversos organismos, (BOUTIN, 2013;
BOUTIN et al.,, 2014; FAIRBROTHER et al., 2014; FRYDAY et al.,, 2015;
DEREUMEAUX et al., 2020), principalmente de compostos com maior mobilidade

ambiental, que sao lixiviaveis e podem atingir organismos néo alvo.

As espécies arboreas florestais, proporcionam diversos servigcos econémicos,
ambientais e ecolégicos como: manutengdo da qualidade da agua, atuando como
componentes no ciclo da agua na atmosfera, principalmente através dos processos
de evapotranspiragao; estes organismos, sao capazes de manter a umidade do solo,
proporcionando processos que melhoram a qualidade quimica e biolégica; atuam na

regulacéo do clima e na redugao da erosao.

Desta maneira, sdo organismos que promovem a restauracdo dos ecossiste-
mas (MACEDO et al., 2016; LAZZARETTI et al., 2019). A utilizagao de pesticidas em
lavouras, principalmente quando fora do padrdao recomendado, permite que residuos
dessas substancias permanegam ou se acumulem no ambiente. Essas substancias,
de forma geral, apresentam caracteristicas quimicas especificas que permitem sua
permanéncia ou sua mobilidade dependendo das condi¢gdes e parametros ambien-
tais. De modo geral, podem ser lixiviaveis, podendo atingir lengois freaticos e se dis-
persar mais facilmente atingindo diversos organismos nao-alvo. Ainda assim, em
substancias de maior massa molecular, a mobilidade é reduzida, entretanto tais
substancias quimicas podem provocar impactos ambientais de forma pontual como
a bioconcentracdo e bioacumulagdao em diferentes matrizes ambientais. (SILVA;
SANTOS, 2007; OLIVEIRA, 2018; LOPES et al., 2018).

Dessa forma, € imprescindivel conhecer as caracteristicas quimicas dos pes-
ticidas e associa-las aos testes ecotoxicoldgicos. Estudos com organismos nao-alvo,
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sdo importantes para determinar o perigo potencial de diferentes substancias em
diversos ecossistemas, possibilitando a avaliagdo de impacto morfologico, morfomé-

trico e fisiologico dessas espécies frente a exposigao.

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 pesticidas, toxicologia e impactos ao meio ambiente

E denominada ecotoxicologia a ciéncia que estuda os efeitos nocivos de
substancias quimicas sobre organismos vivos (ZAKRZEWSKI, 1994; HODGSON,
2004). Tem como objetivo analisar e identificar em que condi¢gdes de exposi¢édo uma
determinada substancia provoca riscos (COSTA e OLIVI, 2008). A ecotoxicologia
estuda o comportamento e destino de agentes toxicos, seus metabdlitos e produtos
de degradacao relacionados as cadeias alimentares e de efeitos, derivados da
toxicidade sobre os organismos e populagdes de animais e plantas (OLIVI e
ESPINDOLA, 2008).

Pesticidas, praguicidas, biocidas, fitossanitarios, agrotdxicos, defensivos
agricolas, venenos e remédios sdo denominacgdes dadas para descrever um mesmo
grupo de substancias quimicas (SILVA et al., 2005). Esses termos descrevem
substancias, compostos quimicos, agentes biologicos, ou suas misturas, advindos
de processos quimicos, fisicos ou bioldgicos, usados como ingredientes ativos com
funcdo de controlar pestes e doencas de plantagdes, ectoparasitas de animais,
pestes da saude publica, setores de produgdo, armazenamento, beneficiamento de
produtos agropecuarios, pastagens, culturas florestais e de muitas outras atividades
(SOUZA CRUZ, 1989; MANO,1991).

Ingredientes ativos sao classificados como inseticidas (controle de insetos),
fungicidas (controle de fungos), herbicidas (controle de plantas invasoras),
desfolhantes (controle de folhas indesejadas), fumigantes (controle de bactérias do
solo), rodenticidas ou raticidas (controle de roedores/ratos), nematicidas (controle de
nematoides) e acaricidas (controle de acaros). Sua aplicagéo é abrangente incluindo
florestas (nativas e plantadas), areas urbanas e industriais, ambientes hidricos e,
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mais comumente e em larga escala, na agricultura e pastagens para pecuaria
(RUZICKA, 1973; RIBAS e MATSUMURA, 2009).

Os pesticidas sao avaliados e classificados também quanto ao seu potencial
de periculosidade ambiental e seu potencial toxicoldgico. A periculosidade ambiental
é fundamentada em estudos fisico-quimicos, toxicolégicos e ecotoxicoldgicos
(RIBAS e MATSUMURA, 2009), enquanto o potencial toxicolégico segue os testes
ou estudos realizados em laboratério que tentam determinar por valores de
concentragédo letal (CL) dos xenobidticos em 50% dos organismos utilizados em
testes de toxicidade (agudos e crbénicos) (DUARTE, 2004). A caracterizagdo de
periculosidade ambiental é definida pelo Instituto Brasileiro de Meio Ambiente
(Ibama) e, leva em consideragao o grau de risco a biodiversidade sendo dividido em
quatro classes: produto altamente perigoso (classe 1), produto muito perigoso (classe
II), produto perigoso (classe Ill) e produto pouco perigoso (classe IV) (REBELO et
al., 2010). A classificagdo toxicologica € determinada pela Agéncia Nacional de
Vigilancia (Anvisa) com informagdes para quem os manuseia ou entra em contato de
forma direta ou indireta, estdo divididos em quatro classes: extremamente toxico (1),

altamente toxico (ll), medianamente toxico (1) e pouco téxico (IV) (ANVISA, 2020).

A demanda na produgdo de alimentos, provocada pelo crescimento
populacional, exige praticas modernas de gestdo, novas maquinas e tecnologias. O
aumento da produtividade agricola garante a produgado, entretanto cria uma
excessiva relevancia ao uso de pesticidas. Por outro lado, pouca importancia &
dada a contaminagao de seres vivos e a bioacumulagao verificada nos segmentos
bidticos e abidticos dos diferentes compartimentos ecossistémicos (biota, agua, ar,
solo, sedimentos) (PERES e MOREIRA, 2003; BORSOI et al.,, 2014; RIBEIRO;
PEREIRA, 2016).

No ambiente, apds a aplicagao, o deslocamento dos pesticidas é determinado
pela natureza quimica de seus compostos, suas carateristicas e condigdes
ambientais. Cerca de 50% de todos os pesticidas sofrem modificagoes através dos
processos fisicos, quimicos, bioldgicos, como retencao (adsorcdo e absorgao),
transformagao (decomposicao, degradagao) e transporte (vaporizagao, precipitagao,
deriva, volatizardo, lixiviacdo e escoamento superficial) (MURTI e NAG, 1991;
PINTO, 2015; FRAGA et al., 2016).
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Figura 1: Deslocamento dos pesticidas no meio ambiente e impacto ambiental
provocado.
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Fonte: (MURTI e NAG, 1991)

Dentre esses segmentos, 0 solo consegue absorver grandes quantidades de
contaminantes sem apresentar impactos ou alterag¢des significativas, contudo, o uso
gradativo e a longo prazo provoca danos irreversiveis ou de dificil recuperagao
(OLIVEIRA, 2018; MELLO et al., 2019). Uma elevada quantidade de agrotoxicos é
usada nos cultivos agricolas no Brasil, essas substancias possuem efeitos variaveis,
podendo atingir facilmente organismos nao alvos e ocasionar desequilibrio ecolégico
(BELCHIOR et al., 2017). Diversos estudos descrevem a implicagao e o impacto da
exposicdo de pesticidas em populagdes de organismos nao-alvo, como por
exemplo, em abelhas e outros insetos polinizadores (PINHEIRO e FREITAS, 2010;
BLACQUIERE et al., 2012; FAIRBROTHER et al., 2014; FRYDAY et al., 2015),
peixes e outros organismos aquaticos (SILVA e SANTOS, 2007; COPATTI et al.,
2009), plantas terrestres (BOUTIN et al., 2010; BOUTIN et al., 2014; VIECELLI, et
al.,2019), microrganismos (ZILLI et al., 2008) e humanos (LOPES et al., 2018;
DEREUMEAUX et al., 2020).

4.2 pesticidas, consumo e mecanismos de agao

Na atualidade o Brasil, € um dos maiores consumidores de agrotdxicos do
mundo, de 1985 a 2015 ocorreu um aumento do consumo da ordem de 700%, assim
como um crescimento de 78% da area agricola no mesmo periodo. Em apenas oito

anos entre 2009 e 2016, o aumento do volume utilizado foi de 80%, e, desde 2014, o
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pais ultrapassou a marca de uso de 500 mil toneladas por ano, com destaque para
regido norte, onde o aumento do volume foi de 401%. Consequentemente, no
Estado do Para, o consumo desses produtos por habitante e por areas cultivadas
também cresceu nos ultimos anos expondo a contaminacdo areas de alta
produtividade bioldgica primaria (SPADOTO e GOMES, 2005; IBAMA, 2018; DE
MORAES, 2019) como verificado na (Fig.2).

Figura 2: Mapa demonstrativo (A) area plantada ou destinada a colheita 2019 (B)
consumo de agrotéxicos das principais culturas (abacaxi, algodao, arroz, cana-de-
acucar, feijao, fumo, girassol, melancia, meldo, milho, soja, tomate, trigo, banana,
café, mamao, manga, uva e citricos (somatério de laranja, liméo e tangerina) em

litros por estado em 2015.
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Consumo de agrotoxicos

Area plantada ou destinada & colheita das principais culturas em litros
em hectares por municipio em 2019 por estado em 2015
1-673 293 - 1.138.123
673 - 2.000 . 1.138.123 - 4.876.986
2.000 - 5.338 g:itjeergnaao(:ia:??igineadas Geograficas: Datum Sirgas 2000. 4.876.986 - 17.385.284
5.338 - 15.425 Base de Dados: IBGE/SIDRA, 2021; PIGNATI et al., 2017. 17.385.284 - 61.043.735
15.425 - 1.163.286 61.043.735 - 207.735.607

Fonte: Sistema IBGE de Recuperagdo Automatica do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE-SIDRA), Pignati et al., 2017

Pesticidas como glifosato, 2,4 D e atrazina sao herbicidas e estdo entre as
dez substancias mais consumidas no Brasil, apenas esses trés ingredientes ativos

juntos correspondem a 49,6% do uso de pesticidas no pais. No entanto, os
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piretroides como a cipermetrina s&o, atualmente, os inseticidas mais utilizados na
agricultura, (VILELA et al., 2010). A (Tab.1) oferece informagbdes gerais sobre os
toxicantes, glifosato, 2,4 D, atrazina e cipermetrina. e a classificagdo toxicolégica

desses pesticidas.

Tabela 1: Pesticidas e informacdes sobre Classificagdo toxicoldégica (Agéncia
Nacional de Vigilancia — Anvisa) e Periculosidade ambiental (Ibama).

Ingrediente ativo  Classificagdo Grupo Quimico Classificagdo Periculosidade

toxicolégica ambiental
Glifosato Herbicida Glicina \Y] 1|
substituida
2.4- Herbicida Acido I I
diclorofenoxiacético ariloxialcandico
Atrazina Herbicida Triazinas 11 I
Cipermetrina Inseticida Piretroides I Il

Fonte: 1. Classificagdo toxicoldgica (Agéncia Nacional de Vigilancia — ANVISA): 2. Periculosidade
ambiental (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA).

A molécula glifosato pertence ao grupo quimico glicina substituida, sendo uti-
lizado em diversos cultivares como algodao, ameixa, arroz, aveia-preta, banana, ca-
cau, café, cana-de-agucar, citros, coco, feijao, florestas de eucalipto e pinus, fumo,
macga, mamao, milho, nectarina, pastagens, pera, péssego, seringueira, soja, trigo e
uva (MAPA, 2020). Esta substancia tem sido relacionada com a imobilizagao de nu-
trientes no solo e nas plantas (BERNARDS et al., 2005). Entre seus passivos pode
provocar a inibigdo bioquimica da sintese de aminoacidos aromaticos cuja sintese
exerce funcado essencial nas plantas. O glifosato é facilmente absorvido pela folha-
gem e conduzido pelo floema até os drenos metabdlitos. Os sintomas de injuria po-

dem ser visiveis entre o terceiro e quinto dia apresentando nanismo, folhas amarela-
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das e a morte do vegetal (EMBRAPA, 2008). No Brasil, € um dos agrotéxicos mais
utilizado por possuir uma rapida degradacao, desta forma, € considerado mais segu-
ro biologicamente quando comparado com outros pesticidas (CERDEIRA e DUCKE,
2006; MARIA et al., 2018). E um herbicida n&o seletivo e sistémico, pode ser utiliza-
do durante pds-emergéncia ou pré-emergéncia em alguns tipos de cultivares, no
manejo da vegetacdo de cultivos perenes, e no controle de plantas daninhas em
ambientes aquaticos (RODRIGUES e ALMEIDA, 2005).

O &cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) € um herbicida e pertence ao grupo
quimico acido ariloxialcandico. Suas moléculas, sdo consideradas muito persistentes
e altamente lixividveis tornando-o perigoso para o ambiente, além de ser potencial-
mente toxico para organismos aquaticos. Sua aplicagao € realizada em pré ou pés-
emergéncia no controle de plantas daninhas em alguns cultivares como aveia, café,
cana-de-agucar, centeio, cevada, milho, arroz, pastagens, soja, sorgo e trigo (MAPA,
2020). Por ser um mimetizador de auxina, pode alterar o processo de germinagao de
sementes, também pode ser absorvido tanto pelas raizes como pelas folhas, ocor-
rendo a translocagao pelo sistema vascular da planta. Esse ativo induz a producéao
da enzima RNA-polimerase, estimulando a producao de DNA, RNA e muitas protei-
nas, esse processo promove a produgao de auxinas e giberelinas que provocam a
divisdo e o alongamento celular desordenado interrompendo o fluxo de fotoassimila-
dos das folhas para o sistema radicular. Os principais sinais visiveis desse viés fisio-
l6gico sao a epinastia de folhas e caule, e nas regides meristematicas presencga de
clorose e murchamento com posteriores necrose (THILL, 2003; ROMAN, 2007; EM-
BRAPA, 2008).

A atrazina apresenta registro agricola para diversas culturas como cana-de-
acucar, milho, pinus, seringueira, sisal, milheto, sorgo entre outros (MAPA, 2020).
Este composto, pertence ao grupo quimico das triazinas que sao consideradas
contaminantes ambientais, sendo tdxica para abelhas, aves e organismos aquaticos.
Este toxicante tem solubilidade em agua e persisténcia no solo. A atrazina,
especificamente é suscetivel a lixiviagao e ja foi diagnosticada em mananciais € em
aguas pluviais (IBAMA, 2010; SANTOS et al., 2013). Sua acao consiste na inibicao
do fotosistema Il. Sua aplicacdo pode ser feita no solo ou apdés a emergéncia, a
absorcao ocorre por meio das raizes ou folhas onde é conduzido através do xilema.

Os sinais de efeito se desenvolvem vagarosamente acelerando quando as plantas
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estdo expostas a alta umidade e calor. Inicialmente as plantas tradadas podem
desenvolver clorose, e posteriormente necrose, com a aparéncia de queimaduras na
folha. Diversas dicotiledoneas e algumas monocotiledoneas sofrem a acao efetiva
deste herbicida, porém, espécies como milho e sorgo ndo sao afetadas pois
apresentam metabolismo secundario diferenciado possuindo o auxilio da enzima
glutatione-S-transferase que metaboliza a atrazina em formas n&o tdxicas
(EMBRAPA, 2008). Apenas a titulo de ilustragdo a Figura 3 apresenta as possiveis
rotas sistémicas de acesso de pesticidas em plantas.

Figura 3: llustracdo das possiveis rotas de acesso dos pesticidas a érgados das
plantas.
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Fonte: (Roman et al., 2005)

Os pesticidas piretroides sao, atualmente, os inseticidas mais utilizados na
agricultura, por apresentarem menor toxicidade sistémica quando comparado a
pesticidas de classes mais antigas, baixo impacto ambiental comparativamente aos
outros agrotodxicos, tais como organoclorados e organofosforados (VILELA et al.,
2010). Por outro lado, a cipermetrina, também um inseticida é considerado
altamente toxica para organismos aquaticos, abelhas e aves (IBAMA, 2010). Tanto
nos insetos quanto nos vertebrados provoca alteragbes significativas na abertura e
no fechamento dos canais de sédio, prolongando o tempo de entrada de ions Na+
para o interior da célula (SANTOS et al., 2007). Seu emprego na agricultura, também
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apresenta registro para diversas culturas como algodao, amendoim, arroz, batata,

café, cebola, ervilha, feijao, feijdo-vagem, fumo, melancia, milho, pepino, repolho,

soja e tomate entre outros (MAPA, 2020). A (Tab. 2) dispdem sobre a identificagao e

caracteristicas quimicas dessas substancias.

Tabela 2: Substancias que foram utilizadas, informag¢des de registro, classificagdo e

propriedades quimicas.

Caracteristicas Glifosato 2,4-D Atrazina Cipermetrina
Classe Herbicida Herbicida Herbicida Inseticida
Coefchente de sor- 209 4 0,70 ) 5435
¢ao (Kd)
Interpretacao Kd ngelrgmente Movel Modera'd amente Nao moével
Movel movel
N° CAS 1071-83-6 94-75-7 1912-24-9 52315-07-8
P. mol 169,07 g/mol 221,03 g/mol 215,68 g/mol 416,03 g/mol
Solubilidade - Em
aguaa20°C(mg 10,5 24,3 35 0,009
)
log Kow -3,2 -0,82 2,7 5,55
Interpretagao kow Baixo Baixo Moderado Alto
Constante de disso- . .
ciaco pKa) a 25 ° C 2,34 3,40 1,7 Nao aplicavel
Pressao de vapor a
20 ° C (mPa) 0,0131 0,009 0,039 6,78 X 10 -03
Interpretacio vapor Baixa volatilida- Baixa volatili- Baixa volatilidade Baixa volatilida-
P ¢ P de dade de
Constante da lei de
Henry a 25 ° C (Pa 2,10 X 10 %7 4,0X 10 % 1,50 X 10 %4 0,31
m?3 mol™)

o - i - " n i Moderadamente
Interpretagao Henry Nao volatil Nao volatil Nao volatil Volatil
DTs, (laboratério a

20° C) 15 4.4 66 22,1
DTs, (campo) 23,79 28,8 29 21,9
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Fonte: PUBCHEM, 2004; MAPA, 2020, Banco de dados de propriedades de pesticidas University of
Hertfordshire 2021.

4.3 influéncia dos pesticidas nos ecossistemas florestais

Na pratica de pulverizagdo em campos agricolas espécies de plantas nao-
alvo presentes em habitats adjacentes podem ser atingidas por residuos de
pesticidas. Efeitos bio-ecolégicos para funcionalidade das plantas podem ser
observados, como a alteracdo na producdo de sementes. Tais efeitos trazem como
consequéncia o prejuizo a composi¢cao de espécies e, desta forma, ocasionam
alteracdo de outros niveis troficos (BOUTIN et al., 2010; BOUTIN et al., 2013;
BOUTIN et al., 2014). Portanto, a exposicao lateral a pesticidas no entorno de areas
de floresta tem gerado preocupagdes crescentes sobre o declinio de esséncias
florestais quanto a sua riqueza, abundéancia e diversidade (FRIED et al., 2009;
BOUTIN et al., 2014). Além disso os pesticidas atingem organismos essenciais para
dispersdo de espécies florestais como € o caso de insetos polinizadores. Nos
ultimos anos, o uso de pesticidas, tem provocado um declinio alarmante da
populacao de polinizadores (PIRES et al., 2016; BERINGER et al., 2019).

A exposicao a pesticidas provoca alteragbes nos componentes bidticos e
abidticos. Em especial, nas plantas, ocorrem mudancgas tanto fisiolégicas quanto
ecoldgicas como injuria no crescimento de folhas e raizes em diferentes estagios de
crescimento, o que pode reduzir os servicos ambientais prestados por plantas que
compdem o estrato florestal (DE JONG et al., 2008; BORSOI et al., 2014; BOUTIN et
al., 2014,), principalmente em florestas que desempenham papeis que garantem a
manutencao e qualidade dos ecossistemas (MACEDO et al., 2016; LAZZARETTI et
al., 2019).

O interesse da ecotoxicologia por espécies botanicas de vida livre
intensificou-se nos ultimos anos devido a preocupagdo com surgimento de
problemas ambientais, especialmente no que diz respeito a contaminacdo quimica

dos ambientes naturais. Dessa maneira, estudar a resposta da morfometria e
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fisiologia de sementes e plantulas, além do processo reprodutivo, principalmente no
que se refere aos estadios iniciais de crescimento frente a exposigao de diferentes
contaminantes € essencial no diagndstico dos efeitos. Estes estudos podem
aumentar a compreensado sobre a ecofisiologia € a nova dindmica da paisagem
florestal na Amazénia. Quando existe a pratica de pulverizacao, parte dos produtos
aplicados a lavouras pode perder-se para o ambiente por deriva (CUNHA, 2008). O
processo de deriva acontece principalmente quando a pulverizagdo do produto
aplicado atinge organismos ou areas ndo-alvos. A depender da caracteristica
quimica e de seus componentes o pesticida pode ter suas microparticulas carreadas
pelo vento e se dispersar em maiores proporgdes podendo atingir outras culturas,
areas vizinhas, corpos hidricos, florestas, fragmentos marginais e até mesmo zonas
residenciais; contudo, esse alcance vai depender de alguns fatores como: método
de aplicacéo, temperatura, umidade do ar e velocidade do vento (LONDRES, 2011).

Plantas de forma geral sdo organismos que se adaptam e respondem muito
bem a efeitos de contaminantes. Utilizar espécies vegetais nativas em estudo de
toxicidade por exposicao a pesticidas pode se tornar uma alternativa para mensurar
a agressividade desses compostos no meio ambiente (SILVA et. al. 2016). Oliveira
(2014) verificou o crescimento inicial de de Bowdichia virgilioides Kunth, submetida
aos herbicidas paraquat e glifosato, apresentou alteragcbes morfométricas e
anatbmicas. Dessa maneira, Silva et. al.,, (2016) e Araujo (2018) acreditam ser
interessante criar medidas para recuperagao de areas degradadas e recomposi¢cao
da paisagem atingida por agrotoxicos, visto que os efeitos da exposi¢cédo a residuos
de pesticidas por deriva, em espécies de plantas florestais nativas ainda é pouco
conhecido no Brasil. Levando esses fatores em consideracao, estudos dos possiveis
efeitos de pesticidas sobre espécies de plantas florestais e também sobre o manejo
e analise das sementes da maioria dessas espécies, é relevante para que possam
fornecer informacdes sobre os efeitos que a exposicao por agrotoxicos exerca sobre
atributos morfolégicos, fisicos e fisiolégicos destes organismos (ARAUJO-NETO et
al., 2003; OLIVEIRA et al., 2010).

4.4 Dbioensaios e testes de toxicidade

Quando a qualidade de um ambiente sofre alteragbes, os organismos podem

manifestar sensibilidade a nivel bioquimico, fisiolégico, genético, morfolégico ou
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comportamental, contudo, isso depende das caracteristicas individuais de cada es-
pécie e de diversos fatores ambientais e bio-ecoldgicos que s&o importantes para a
definicdo e padronizagcdo de um organismo como bioindicador. (MAGALHAES e
FERRAO FILHO, 2008; BELDEN, 2020).

Para que um ensaio de toxicidade seja considerado confiavel € necessario a
utilizacdo de organismos sensiveis a uma diversidade de agentes quimicos, contu-
do, essa sensibilidade deve ser relativamente constante para possibilitar a obtengao
de dados precisos, garantindo a boa repetibilidade e reprodutibilidade dos testes
(PENIDO, 2010).

Para Harmel (2004) testes de toxicidade sdo experimentos, onde organismos
vivos sao expostos a compostos ou sustancias quimicas e suas reacbes sao
observadas e registradas e posteriormente avaliadas comparando-se com o um grupo
controle. Os testes de toxicidade podem ser de dois tipos: crénico ou agudo, os testes
agudos avaliam uma resposta severa e rapida dos organismos enquanto os testes
crénicos sao realizados por um periodo que pode abranger parte ou todo o ciclo de
vida do organismo-teste, avaliando condicbes de exposi¢cdo mais prolongadas a
concentragbes que possibilitam a sobrevivéncia dos organismos, mas que afetam
suas fungdes biolégicas (RAND e PETROCELLI, 1985; COSTA et al., 2008). Estes

testes tém por objetivo determinar a Concentracdo Letal Média (CLgp) ou a
Concentragdo Efetiva Média (CEg(), isto é, a concentragdo do agente tdxico que

causa mortalidade ou imobilidade, respectivamente, a 50% dos organismos-teste
depois de um determinado tempo de exposicdo (MAGALHAES e FERRAO FILHO,
2008; ANDRADE, 2004).

A classificacdo de um teste ou ensaio de toxicidade é determinada pelo tempo
de exposicao, pela concentragao utilizada e pelo efeito observado (RAMSDORG,
2011). Estes testes funcionam como instrumentos ecotoxicolégicos e sao importan-
tes ferramentas em estudos ambientais, pois conseguem integrar dados bioldgicos,
quimicos e fisico-quimicos para uma analise mais abrangente, diferindo-se de estu-
dos baseados em evidéncias puramente quimicas, onde o processo de interpretagao

dos resultados muitas vezes é prejudicado e dificultado (RODRIGUES et al., 2009).

5 MATERIAL E METODOS
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5.1 coleta e preparacao de sementes

Todas as sementes foram obtidas por meio de coleta com ajuda da ONG -
Brigada de Amigos Defensores da Ecologia e de Recursos Naturais da Amazdnia
(BADERNA) ou por meio de coletas em matrizes localizadas no campus da
Universidade Federal do oeste do Para (UFOPA), ambas as instituicbes estido
localizadas no municipio de Santarém-PA. As sementes foram acondicionadas no
Laboratorio de Fisiologia Vegetal e Crescimento de Plantas (LFVCP) da UFOPA, em
bandejas plasticas esterilizadas para atingir equilibrio higroscopico. Em seguida foi
determinado a massa de 1000 sementes, subdivididas por 10 repeticdes cada em

conformidade com os padrdes estabelecidos por Brasil (2009).

5.2 organismos-teste

Conhecida popularmente como angelim-pedra, Hymenolobium petraeum
Ducke é uma espécie arboérea pertencente a familia Fabaceae, nativa no Brasil, pos-
sui individuos de até 55 m de altura e 2m de didmetro e destaca-se na Amazdnia
pela sua exploracao, (FERREIRA e HOPKINS, 2004; FERREIRA et al., 2004; OLI-
VEIRA et al., 2010). No Brasil, sua distribuicdo é conhecida nas regides norte (Ama-
zonas, Amapa, Para, Roraima) e nordeste (Maranhao) (FLORA DO BRASIL, 2020;
LIMA, 2015). A semente é semiepigea criptocotiledonar, onde os cotilédones ficam
no nivel do substrato, encobertos pelo tegumento e pericarpo com o hipocotilo bas-
tante reduzido. A germinacgao ocorre sob uma temperatura de 25°C a 35°C, onde é
observado por volta de oito dias o rompimento tegumentar (OLIVEIRA et al., 2010).
De forma geral, individuos pertencentes a essa familia sdo utilizados na alimentagao
humana e animal, frutos e sementes sdo matéria prima para a fabricacao de coran-
tes, Oleos, perfumes, inseticidas, e ainda apresenta uso medicinal e ornamental. E
muito utilizada também para a produ¢cdo de madeiras nobres usadas na marcenaria
e construcao civil em geral (LIMA et al., 1994; RIBEIRO et al., 1999; FERREIRA et
al., 2004).

A espécie Enterolobium schomburgkii Benth possui seu centro de origem na
Amazdbnia, sendo conhecida popularmente como orelha-de-macaco é pertencente a
familia Fabaceae (LORENZI, 2002; BRAGA et al. 2009). E uma espécie florestal que

pode alcancar portes de 10 a 50 metros de altura. Planta helidfila, de aptidao a as-
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sociagao com bactérias fixadoras de nitrogénio, que a confere potencial para inser-
¢do em sistemas para recuperagdo de areas degradadas e recomendagéo para o
reflorestamento de areas com solos pobres. (ALLEN e ALLEN 1981, MESQUITA,
1990). Sua madeira possui caracteristicas que séo indicadas para movelaria, cons-
trucao civil e naval. Anualmente, produz abundantes quantidades de sementes que
apresentam dorméncia tegumentar (exdégena) a agua quando condicionadas por
longos periodos (LORENZI, 2009). A germinacéo é do tipo epigea, fanerocotiledo-
nar, sob temperatura de 30 £ 2 °C, em camara de crescimento, possui altas taxas de
germinacgao iniciando-se de dois a trés dias apds semeadura com a protrusdo da raiz
primaria de coloragao esbranqui¢cada a perolada (RAMOS et al., 2008).

Foram realizados pré-testes baseados em informacdes da literatura para
definir o melhor substrato para realizar os testes de germinacao e crescimento inicial
das espécies em laboratoério. Para determinagédo da técnica de germinagao, utilizou-
se o método de germinagcdo em rolos utilizando papel germitest como substrato.
Para o teste de crescimento foi utilizado um substrato composto por uma mistura na

proporcao de 1:1 (v/v) de substrato organico autoclavado e areia lavada.

5.3 tratamentos pré-germinativos

5.3.1 quebra de dorméncia

Em algumas espécies, em razdo da impermeabilidade do tegumento, a ger-
minagao pode se tornar lenta e desuniforme, fato comum em sementes de espécies
de leguminosas, embora ocorra em sementes de outras familias botanicas (SCH-
MIDT, 2007). As sementes de Enterolobium schomburgkii € Hymenolobium petra-
eum apresentam essas condi¢des o que dificulta a visualizacdo provocada pela agao
do pesticida na germinacgao, por este motivo as sementes foram submetidas a que-
bra de dorméncia pelo método de escarificacdo acida.

Para as sementes de Hymenolobium petraeum foi utilizada escarificacdo em
acido sulfurico por 20 minutos onde em sementes de Dinizia excelsa (Angelim-
vermelho) proporcionou uma germinagao acima de 90% mostrando-se uma técnica
eficiente (CRUZ e PEREIRA, 2015). As sementes de Enterolobium schomburgkii fo-

ram submetidas a escarificagdo em acido sulfurico por 12 minutos, este tempo se
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demonstrou eficiente na superagdo da resisténcia tegumentar e proporcionou au-
mento no processo e velocidade de germinagéo, além de maior vigor no crescimento

das plantulas como observado por Araujo et al. (2018).

5.3.2 desinfeccdo das sementes

Para assepsia as sementes foram imersas em etanol 70% por 1 minuto,
seguido do enxague em agua destilada por 5 minutos, e posterior imersdao em
hipoclorito de sddio com concentragao de 2,5% por 5 minutos e novamente enxague

em agua destilada por 5 minutos.

Diversos agentes desinfetantes podem ser utilizados nesse processo, a
concentracio e o tempo de exposi¢cao das sementes sio fatores relevantes e podem
variar de acordo com a espécies vegetais (MONTARROYOS, 2000). Entre as
substancias desinfectantes o etanol e o hipoclorito de sddio possuem eficiéncia para
superficies como de sementes, eliminando fungos e bactérias (NASCIMENTO et al.,
2007; OLIVEIRA et al., 2012).

5.4 conducao de ensaios

Foram realizados dois ensaios no Laboratério de Fisiologia Vegetal e
Crescimento de Plantas (LFVCP) da Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA). Os ensaios de toxicidade agudam foram conduzidos em diferentes
estagios da vida dos organismos testados e foram divididos em Ensaio | que
corresponde a exposi¢ao das sementes e, Ensaio |l que corresponde a exposi¢gao de
plantulas aos pesticidas. Os ensaios foram realizados em ambiente controlado em
uma camara de germinacdo. A temperatura foi mantida a 30°C conforme as
recomendacgdes de Brancalion et al. (2010) para testes de germinagcao em espécies
do bioma Amazoénia. O fotoperiodo ocorreu em uma proporgao 16/8 claro/escuro € a
umidade foi mantida em 60% ao longo do ensaio. A aplicagdo das solugdes dos
pesticidas foi realizada com base em calculos de area das superficies de cada
substrato, para o ensaio | foi utilizado papel germitest e para o ensaio Il recipientes
de 5L ambos com a mesma proporgéo de area 30 cm x 40 cm totalizando 1200 cm?.
Durante a realizagao dos ensaios foi realizado registro fotografico dos espécimes

teste para estimar o desenvolvimento das plantulas em laboratorio.
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5.5 solucgoes dos pesticidas

Foram utilizadas quatro formulagdes comerciais de pesticidas: cipermetrina,
atrazina, glifosato e 2,4 — D. A escolha dos pesticidas foi baseada na literatura,
levando em consideracdo as culturas mais utilizadas na regido oeste do Para e a
alta demanda de consumo desses produtos. Como ndo existem recomendacoes
desses pesticidas para as espécies estudadas, estimou-se a dose média
recomendada a partir de doses indicadas para organismos-alvo, apos isso, foram
definidos os volumes de aplicagdo proporcionais a area de 1200 cm? (Tab.3). Além
disso, a concentracao contida na dose média recomendada foi calculada com base
no equivalente de acido do ativo contido em cada formulagao, essas informacdes
estdo disponiveis via bula e podem ser visualizados na (Tab.4). Os calculos

complementares estao descritos abaixo:

5.5.1 volume de aplicagao (VA)

VMR x APT
VA =
APR

Onde:
VMR= Volume médio recomendado em yL;
APT= Area de aplicacéo do teste em cm?;

APR= Area de aplicacéo para dose média recomendada em cm?;

Exemplo:
Formulacao: Glifosato;
Dose média recomendada — 3L/Ha;
VMR = 3L;
APT = 1200 cm?;
APR =1 Ha = 100000000 cm?;
Logo,
_ 3000000 x 1200
~ 100000000
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VA= 36 yL

Tabela 3: Pesticidas e volumes da dose média recomendada.

Dose média  Volume yL -
Produto comercial  Ingrediente ativo  Aplicacdo recomendada (area 1200cm?)

HERO® Cipermetrina - 0,2 L/ha 0,24
GESAPRIM 500 Ciba Pré e Pos
- Geigy Atrazina emergéncia 4,5 L/ha 54
Pdés- emer-
Crucial Glifosato géncia 3,0 L/ha 36
Pré e Pos
DMA® 806 BR 2,4-D emergéncia 1,5 L/ha 18

Fonte: Elaborado pelos autores com base em (MAPA, 2020).

5.5.2 concentragdo média recomendada (CMR)

A concentragdo média recomendada (CMR), foi calculada pela razdo entre a
proporcao do equivalente acido do ingrediente ativo (disponivel na bula do produto)
e o volume de aplicacédo (VA). Para os ensaios de exposicdo de sementes e
crescimento inicial das plantulas foram estabelecidas diferentes concentragdes como
base na concentracdo média recomendada: 1/4 da concentragdo recomendada, 1/2
da concentracdo recomendada, concentracdo média recomendada, duas vezes a
concentragao recomendada e quatro vezes a concentracdo recomendada conforme
(Tab. 4).

Tabela 4: Pesticidas utilizados e suas respectivas concentragdes com base na
concentragdo meédia recomendada.

Controle 1/4 1/2 CMR 2x 4x

Produto Pesticidas mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L
comercial ®

HERO® Cipermetrina 0 0.012 0.024 0.048 0.096 0.192
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GESAPRIM Atrazina 0 7 14 27 54 108
500 Ciba —
Geigy
Crucial Glifosato 0 5 10 20 40 80
DMA® 806 BR 2,4- 0 3 6 12 24 48

diclorofenoxiacético

Fonte: Ministério da Agricultura, pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2020).

5.6 aplicagao das solugoes de pesticidas

As solugdes de aplicacdo foram criadas a partir do estabelecimento de uma
solucdo estoque padrao, contendo a concentragdo média recomendada. O volume
do solvente (50 ml de agua) foi mantido fixo, variando apenas a dose aplicada do
produto, possibilitando aumentar e diminuir as concentragcbes conforme
estabelecidas. No ensaio | - (substrato papel germitest) e experimento Il — Substrato
composto por uma mistura na proporcdo de 1:1 (v/v) de substrato organico
autoclavado e areia lavada. As solugdes dos pesticidas foram aplicadas diretamente
na area correspondente a 30x40 cm = 1200 cm?, utilizando um borrifador manual de
pressdao acumulada para garrafa pet — DUCAMPO, com as seguintes especificacdes
altura do pulverizador manual x largura do pulverizador manual x comprimento do

pulverizador manual: 28.5 cm x 3.5 cm x 30 cm, com pressao maxima de 3 bar.

5.7 ensaio | - exposicao de sementes

O experimento com sementes foi realizado baseado nas normas descritas no
RAS - Regras para Analise de Sementes Brasil, (2009), através da metodologia de
rolos, onde as sementes foram colocadas para germinar entre trés folhas de papel
germitest com dimensdes 30x40 cm. Sendo aplicada solugdo com as concentragdes
estabelecidas para cada pesticida estudado (Tab. 4). As sementes foram entéo
distribuidas no papel de maneira uniforme mantendo o espagcamento necessario
variando de 1,5 a 5,0 vezes a largura conforme o morfotipo da espécie. Para cada
espécie foi montado cinco tratamentos conforme (Tab. 4), incluindo o controle, que
foi irrigado com apenas agua destilada. Utilizou-se de trés repeticbes de 27
sementes por rolo, totalizando 81 sementes por tratamento. As folhas de papel com
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as sementes foram embrulhadas em forma de rolos e colocadas em garrafas pet em
posicao vertical e vedadas com plastico transparentes para manutencdo da
umidade. Para critério de avaliagdo da germinagéo foi adotado que uma semente é
considerada germinada quando se observou a protusdo de 2 mm de radicula
(SHAKIR et al. 2015). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

(DIC) onde foram avaliados os efeitos das concentracdes crénicas ou sub-letais.

5.8 ensaio Il — exposicao de plantulas

O experimento com plantulas foi realizado em vasos com capacidade de 5L
utilizando um substrato composto por uma mistura na proporgdo de 1:1 (v/v) de
substrato organico autoclavado e areia lavada, o substrato utilizado foi submetido a
analise de fertilidade a fim de identificar os componentes e concentracbes de seus

macros e micro nutrientes (Tab. 5).

Tabela 5: Dados analiticos do substrato organico utilizado no experimento para
cultivo de duas espécies florestais.

Substrato organico

MO K P Ca H  H+Al Mg pH (H20)
dag kg’ mg dm-3 cmolc dm-3
1522 354 498 66 3 3 143 5.9

Fonte: Autores (2022)

Apods 30 dias de germinagao as solugbes com os pesticidas foram aplicadas.
A avaliacao do crescimento ocorreu 30 dias apds a aplicacdo. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, contudo, no ensaio Il, foi adicionado
juntos as solugdes um adjuvante nao ionico Assist® EC composto de dleo mineral na
dosagem minima de 0,25 % na calda de pulverizagao, objetivando aumentar a
eficiéncia do produto ou modificar determinadas propriedades da solugéo, visando
facilitar a aplicagdo ou minimizar possiveis problemas como o efeito de deriva.

Também foi adicionado um novo tratamento referente a aplicagdo de agua e
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adjuvante, este tratamento foi considerado um complemento ao controle principal,

com intuito de visualizar o comportamento das plantas frente ao adjuvante.

5.9 variaveis analisadas

Inicialmente foi realizado a biometria do lote de semente utilizado, onde se
avaliou a Largura, espessura e comprimento das sementes; A morfometria das
sementes foi obtida por meio de um paquimetro digital, os resultados foram

expressos em milimetros (mm).

5.9.1 mortalidade final (MF), (SBCPD, 1995; MARTINS et al., 2020);

Apds a implantagdo dos ensaios a porcentagem de mortalidade dos
organismos foi verificada no final do periodo de teste dos ensaios. Apenas a quesito
de identificacdo da mortalidade, foram realizadas avaliagbes visuais de intoxicacao
por meio de deformidades e injurias existentes nas estruturas das sementes e
plantulas, desta forma, uma semente foi considerada morta, quando nao houve
indicio de germinagao apds termino do periodo teste. Por outro lado, a mortalidade
das plantas foi estimada na atribuicdo de notas de injurias na escala de zero a
100%, em que zero significa nenhuma deformidade ou injuria e 100%, morte das

plantas. Os resultados foram utilizados na elaboragao das curvas CE5O0.

No ensaio | (sementes sob exposi¢cdo) as avaliagdes e coleta de dados dos
efeitos de toxicidade foram realizadas diariamente durante um periodo de 10 dias
em ambas as espécies. Neste ensaio foram medidos o indice de velocidade de
germinacao - IVG, porcentagem de germinagdo — G (%) e mortalidade final dos

organismos - MF (%).

5.9.2 indice de velocidade de germinacéo (IVG), (MAGUIRE 1962);

N1 N2+N3+ Nn
D1 D2 D3 "Dn
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Onde:
IVG = indice de velocidade de germinacao;
N1, N2, N3, Nn = numero de plantulas emergidas nodia 1, 2, 3, ...n; e
D1, D2, D3, Dn = numero de dias para as plantulas germinarem
O indice de velocidade de germinacdo é obtido somando-se o numero de

sementes germinadas a cada dia, divididas pelo respectivo numero de dias
transcorridos desde a semeadura (NAKAGAWA, 1999).

5.9.3 porcentagem de germinagao (G%) (LABOURIAU E VALADARES, 1976);

Nx100
G (%) = 1
Onde:
N = numero de sementes germinadas; e

A = numero total de sementes colocadas para germinar.

No ensaio Il (crescimento de plantulas sob exposi¢ao) as avaliagbes e coleta
de dados dos efeitos de toxicidade foram avaliados no final do periodo de 30 dias.
Neste ensaio foram avaliadas as variaveis comprimento do caule - CC, comprimento
de raiz - CR, didmetro do coleto - DC, massa da matéria seca da parte aérea -
MSPA, massa da matéria seca da raiz- MSR, massa da matéria seca total (MST).
Ressalta-se que nos ensaios | e Il foram estabelecidos quando possivel os valores

de CES50 para as formulagdes testadas.

5.9.4 comprimento do Caule (CC), comprimento de raiz (CR), didmetro do coleto
(DC);

Apos o periodo de 30 dias de exposicdao do ensaio Il as plantas foram
divididas em raiz e parte aérea e seu comprimento foi medido através do uso de

paquimetro digital.
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5.9.5 massa da matéria seca da parte aérea (MSPA), massa da matéria seca da

raiz (MSR) e massa da matéria seca total (MST);

Apos o periodo de 30 dias de exposicdo do ensaio Il as plantas foram
divididas em raiz e parte aérea e submetidas a secagem em estufa com circulagéo
de ar a 60°C até atingirem um peso constante. A massa da matéria seca de cada

planta foi mensurada a com auxilio de uma balanga analitica de precisao.

5.10 analises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizado o software R versédo 4.0.3
(R TEAM CORE, 2020). Para verificar o nivel relacdo entre as variaveis e pesticidas
foi realizado o teste de correlagédo de Spearman a nivel de significancia (p<0,05). Os
dados foram testados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro-Wilk e
homogeneidade pelo teste de Bartlett a nivel de significancia (p<0,05), quando nao
atendido esses pressupostos, os dados foram tratados por meio da remocgao de
outliers. Para verificacdo de diferenga entre as médias dos grupos foi realizada uma
(ANOVA) a nivel de significancia (p<0,05). Apés a ANOVA apontar diferenga entre as
médias foi realizada a aplicagado do teste Dunnett a nivel de significancia (p<0,05)
para verificar a diferenga entre os tratamentos e o controle. Para o calculo resposta
dependente da concentragao (valores de CE50) foi realizado método de regressoes-
logistica, utilizando as frequéncias de mortalidade para cada concentragao ao final
do periodo teste dos ensaios. Os valores de CE50 foram considerados
preponderantes e significativos quando a estimativa de regressdo obteve nivel de

significancia (p=<0,05).

6 RESULTADOS - ENSAIO |

6.1 morfometria das sementes e padrao de crescimento em laboratério

Os padrbes de crescimento das espécies estudadas em laboratério estdo
representados no APENDICE A. Deformidades e injurias mecanicas observadas nas
das sementes e plantulas provocadas pelas concentragcdes testadas nos ensaios | e
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Il estdo demostradas nos APENDICES B, C, D e E. As medidas morfométricas:
largura, espessura e comprimento das sementes foram estimados para ambas as

especies, além de estimativa de massa apresentadas na (Tab.6).

Tabela 6: Medidas morfométricas e massa de mil sementes das espécies utilizadas
no experimento

Hymenolobium petraeum
Largura (mm) Espessura (mm) comprimento (mm)

Média 7,48 1,70 13,54
Desvio Padrao 0,47 0,14 0,86
Minimo 6,37 1,16 11,47
Maximo 8,77 2,06 15,92
Massa média de mil 155,79

sementes (g)

Enterolobium schomburgkii
Largura (mm) Espessura (mm) comprimento (mm)

Média 4,31 2,43 7,51
Desvio Padrao 0,28 0,16 0,30
Minimo 3,76 1,50 6,53
Maximo 4,94 2,87 8,21
Massa media de mil 64,6

sementes (g)

Fonte: Autores (2022)

6.2 coeficiente de correlagdao de Spearman

O coeficiente de correlagdo de Spearman € uma medida ndo paramétrica, que
descreve a relagao entre as variaveis por meio de uma fungao monotética, ou seja,
verifica como as variaveis aumentam ou diminuem quando relacionadas. Os valores
de correlacado, podem variar entre -1 e 1, quanto mais préximos aos extremos, maior
€ a forca de correlacdo, seja ela negativa ou positiva. Valores préximos de 0
remetem a correlagdes fracas ou inexistentes. Os resultados do coeficiente
correlacdo de Spearman entre as variaveis e as concentracbes dos pesticidas

estudados no ensaio | estdo apresentados na (Tab.7).
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Tabela 7: Valores do coeficiente de correlacdo de Spearman entre as concentracdes
dos pesticidas e variaveis avaliadas no ensaio | para as espécies Hymenolobium
petraeum e Enterolobium schomburgkii.

Hymenolobium petraeum
Experimento |
Descritores p (rho) p-valor Significancia Interpretacdo - RUMSEY (2019)
Cipermetrina

VG -0,06 10,8237 ns correlagao fraca
G (%) -0,14 0,145 ns correlagao fraca
MF (%) 0,14 0,145 ns correlagao fraca
Atrazina
IVG -0,42 10,0845 ns correlagao fraca
G (%) -0,51 0,0310 * correlagdao moderada
MF (%) 0,77 0,0002 * correlacao forte
Glifosato
IVG -0,62 0,0062 * correlagdo moderada
G (%) -0,68 0,0018 * correlagdao moderada
MF (%) 0,97 0,0000 * correlagao forte
2,4-diclorofenoxiacético
VG -0,75 10,0004 * correlagao forte
G (%) -0,83 0,0207 * correlagao forte
MF (%) 0,87 0,0032 * correlacao forte

Enterolobium schomburgkii
Cipermetrina

VG 0,42 0,0859 ns correlagao fraca
G (%) -0,13 0,5940 ns correlacao fraca
MF (%) -0,01  0,9794 ns correlagao fraca
Atrazina
VG 0,61 0,0067 * correlagao moderada
G (%) 0,29 10,2509 ns correlagao fraca
MF (%) -0,29 0,2509 ns correlagao fraca
Glifosato
IVG 0,42 10,0861 ns correlagao fraca
G (%) -0,32 0,1909 ns correlacao fraca
MF (%) 0,37 0,1315 ns correlagdo fraca
2,4-diclorofenoxiacético
IVG -0,81 0,0410 * correlagao forte
G (%) -0,98 0,0000 * correlagao forte
MF (%) 0,97 0,0000 * correlacao forte

Fonte: Autores (2022)

(IVG) - indice de velocidade de germinagao, G (%) — porcentagem de germinagdo, MF (%) —
Mortalidade final. Asterisco (*) indica (p < 0,05), (ns) — n&o significativo.
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A espécie H. petraeum foi influenciada negativamente pelas concentragdes
testadas, € possivel verificar correlagées negativas de intensidade média a forte em
sua maioria para os parametros IVG e G (%), principalmente em relagdo as
formulacdes dos pesticidas glifosato e 2,4D. A MF (%) mostrou uma correlagao forte
em relacdo aos quatro pesticidas testados variado de p =0,77 a 0,97. E relevante
comentar sobre os resultados do coeficiente para as variaveis G (%) e MF (%) para
o inseticida cipermetrina que indicam correlacdo fraca com p= -0,14 e 0,14
respectivamente para sementes de H. petraeum. Além disso, os valores de
correlagdo para o IVG nos pesticidas cipermetrina e atrazina demostram fraca

correlacao.

Por outro lado, em E. schomburgkii foram identificadas interagbes fortes
apenas no pesticida 2,4D em que as concentragdes se mostraram muito fortemente
correlacionadas com as variaveis avaliadas. A acido do pesticida atrazina no IVG de
E. schomburgkii mostrou-se positiva, o valor do coeficiente foi estimado em p = 0.61
e o valor de p=0.0067 inferindo estatisticamente que existe uma correlagao positiva
entre as concentragdes e a velocidade da germinagao das sementes. De maneira
geral, os resultados estimados demonstraram que o pesticida 2,4D foi o mais
correlacionado negativamente em ambas as espécies, e os coeficientes indicam

uma maior susceptibilidade para espécie H. petraeum nas variaveis avaliadas.

6.3 curva concentragao-resposta e concentracao efetiva média - CE50

Para o ensaio |, a concentragcdao efetiva média - CE50 mostrou que as
formulacdes dos pesticidas cipermetrina e atrazina nao possibilitaram a estimativa
da CE50 devido aos baixos percentuais de eficiéncia letal. Dessa forma, mesmo
com a utilizacdo da concentracdo mais alta do protocolo experimental que
correspondente a quatro vezes a concentragdo recomendada pelo fabricante, nao foi
possivel verificar uma correspondéncia entre concentragdo e mortalidade. Este
comportamento foi observado para ambas as espécies E. schomburgkii e H.
petraeum.

Quanto a formulagdo de glifosato, para E. schomburgkii as concentracdes
testadas nao obtiveram resultados significantes, devido a baixa letalidade, o que
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impossibilitou a inferéncia da CES0. Todavia, em H. petraeum as concentragoes
calculadas para curva logistica obtiveram resultado significativo com valor de p=
0,001 estimando uma CE50 de 2,34 mg/L, que representa 11,7 % da concentragéo

meédia recomendada (Fig.4).

Figura 4: Curva concentragdo -resposta de glifosato para espécie Hymenolobium

petraeum.
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Fonte: Autores (2022)

As concentragdes de 2,4-D em H. petraeum estimaram pela curva logistica
uma CES50 de 1,49 mg/L com valor de p= 0,01, correspondendo a 12,42% da
concentragdo média recomendada (Fig.5A). Para E. schomburgkii a CE50, foi
estimada em 6,38 mg/L que corresponde 53% da concentracdo recomendada.
(Fig.5B). A formulagdo do pesticida 2,4-D mostrou-se de maior toxicidade aguda

para sementes de H. petraeum quando comparada a E. schomburgkii.

Figura 5: Curva concentracdo -resposta de 2,4-D para espécies: (A) -

Hymenolobium petraeum e (B) — Enterolobium schomburgkii.
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6.4 indices de velocidade de germinagao - (IVG)

O indice de velocidade de germinagao mostrou alteracdes estatisticamente
significativas entre as concentracbes em comparacdo com o tratamento controle,
principalmente entre as formulagdes dos pesticidas 2,4-D e glifosato. Para espécie
H. petraeum o IVG foi afetado pelo pesticida glifosato nas concentragcdées de 40 e 80
mg/L com reducgao de 42,4% e 40,3% respectivamente. Ja o pesticida 2,4-D afetou
o IVG em todas as concentracdes testadas correspondentes a 3, 6, 12, 24 e 48 mg/L
com reducdo muito significativa de 96,1%, 96,5%, 99,6%, 97,4% e 100%

respectivamente (Fig.6A).
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A espécie E. schomburgkii, mostrou resultados similares, sendo o IVG afetado
pela cipermetrina na concentragdo de 0,096 mg/L com redugédo de 13,3%, pelo
glifosato na concentracdo de 80 mg/L com reducédo de 13,6% e pelo 2,4-D nas
concentragdes de 6, 12, 24 e 48 mg/L com redugéo de 32,6%, 67,9%, 93,3% e 100%
respectivamente (Fig.6B).

E importante ressaltar que a formulagdo do pesticida 2,4-D se mostrou muito
influente na diminui¢cdo da velocidade de germinagéo para duas espécies, no caso
de H. petraeum, até mesmo nas menores concentracdes. Além disso, no tratamento
com quatro vezes a concentracdo meédia recomendada é possivel observar na
formulacdo de 2,4-D a reducgao total do IVG para as duas espécies com 100% de

reducéo.

Figura 6: Efeito dos pesticidas sobre o indice de Velocidade de Germinacédo (IVG)
na germinagao das sementes de (A) Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium
schomburgkii.
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Fonte: Autores (2022).

Cada barra representa o valor médio de trés réplicas e a barra de erro mostra o erro padrao.
Asterisco (*) indica diferencga significativa em comparagdo com o controle (cont) pelo teste de Dunnett
(p < 0,05) de significancia.

6.5 porcentagem de germinagao — G (%)

A porcentagem de germinacdo G (%) foi afetada pelos pesticidas. Para
espécie H. petraeum pelo teste Dunnett (p < 0,05) é verificada diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos. Na atrazina as concentragdes 14, 27 e 54 mg/L
provocaram redugdo da G (%) correspondente a 34,1%, 40,5% e 35,4%
respectivamente. No glifosato as concentragdes 20, 40 e 80 mg/L reduziram a G (%)
em 36,7%, 44,3% e 40,5% respectivamente e o 2,4-D nas concentragdes 3, 6, 12,
24 e 48 mg/L reduziu significativamente a G (%) em 88,6%, 89,9%, 98,7%, 97,5% e
100% respectivamente (Fig.7?).

Para E. schomburgkii os pesticidas afetaram estatisticamente a G (%) na
concentragao 0,096 mg/L de cipermetrina provocando uma reducao de 12,3%, na
concentragao 80 mg/L de glifosato induzindo reducao de 14,8% e nas concentragcbes
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3, 6, 12, 24 e 48 mg/L as quais provocaram redugao de 6,2%, 27,2%, 67,9%, 92,6%
e 100% respectivamente (Fig.7B).

As concentragdes do pesticida 2,4-D foram as que mais afetaram as
sementes. Nas duas espécies as médias do percentual de germinagao
apresentaram diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle em todas as
concentragbes testadas, inclusive nas concentragdes 12 e 24 mg/L com valores
abaixo de 10% de germinagcdo e 48 mg/L que corresponde a quatro vezes a

concentragdo meédia induzindo 100% de inibi¢do da G (%).

Figura 7: Efeito dos pesticidas sobre a porcentagem de germinagdo em sementes

de (A) Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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Fonte: Autores (2022).

Cada barra representa o valor médio de trés réplicas e a barra de erro mostra o erro padrao.
Asterisco (*) indica diferencga significativa em comparagéo com o controle (cont) pelo teste de Dunnett
(p < 0,05) de significancia.

6.6 mortalidade final de sementes — (MF%)

A MF (%) das sementes de H. petraeum apontaram diferengas significativas
pelo teste Dunnett (p < 0,05) entre os tratamentos e o controle para as formulagdes
de pesticidas estudadas. A cipermetrina nas concentragdes de 0,096 e 0,192 mg/L
provocou a mortalidade 11,1 % e 16% das sementes respectivamente. A atrazina
nas concentracoes de 7, 14, 28, 54, 108 mg/L provocou a mortalidade de 39,5%,
35,8%, 46,9%, 50,6% e 58,1% das sementes respectivamente. O glifosato nas
concentragdes de 5, 10, 20, 40 e 80 mg/L provocou a mortalidade de 74,1%, 87,7%,
95,1%, 100% e 100% das sementes respectivamente e o 2,4-D nas concentragdes
de 3, 6, 12, 24, 48 provocou a mortalidade de 88,9%, 98,8%, 100%, 100% e 100%
das sementes respectivamente (Fig.8?).
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Para E. schomburgki apenas as formulagbes de glifosato e 2,4-D mostraram
diferenca entre os tratamentos e o controle. O glifosato na concentragdo de 80 mg/L
causou a mortalidade de 14,8 % das sementes. O 2,4-D nas concentragdes de 6, 12,
24 e 48 mg/L provocou a mortalidade de 51,9%, 71,6%, 92,6% e 100%
respectivamente. (Fig.8B).

E importante enfatizar a relagdo entre as concentragdes e MF (%) nas duas
espécies. Em H. petraeum nas formulag¢des dos pesticidas atrazina, glifosato e 2,4-D
€ observado MF (%) significativa em todos os tratamentos testados em relagcdo ao
controle. Por outro lado, E. schomburgki mostrou significAncia apenas nas
formulagbes de glifosato e 2,4-D indicando uma maior toleréncia das sementes

dessa espécie.

Figura 8: Efeito dos pesticidas sobre a mortalidade final (MF%) na germinagao das

sementes de (A) Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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Fonte: Autores (2022).

Cada barra representa o valor médio de trés réplicas e a barra de erro mostra o erro padrao.
Asterisco (*) indica diferencga significativa em comparagéo com o controle (cont) pelo teste de Dunnett
(p < 0,05) de significancia.

7 DISCUSSAO ENSAIO |

A morfometria das sementes de H. petracum obtidas no presente estudo
corroboram os resultados encontrados por Oliveira et al. (2010), que obteve medidas
semelhantes com 1,6+0,2 (2,2-1,2cm) de comprimento e 0,5+0,1cm (0,8-0,4cm) de
largura em sementes coletadas no Municipio de Macapa no Estado do Amapa
(Tab.6).

Em relacao a variabilidade morfométrica das sementes, é possivel que sejam
influenciadas por fatores fisicos, quimicos e biolégicos, como a plasticidade
fenotipica inerente aos individuos (RAMOS e FERRAZ, 2008; CAMARGO et al.,
2010). As medidas morfométricas e de massa das sementes para a espécies E.
schomburgkii (Tab.6), sdo muito semelhantes as observadas por Ramos e Ferraz
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(2008) em sementes provenientes da regido norte do Brasil no estado do Amazonas.
Além disso, esse mesmo estudo aponta que existe uma variagdo na morfometria das
sementes durante os periodos do ano.

O IVG, G (%) e MF (%) das sementes de H. petraeum e E. schomburgkii
foram influenciados pelas concentragbes testadas. De modo geral, informagdes
sobre as sementes das espécies estudadas sob exposi¢cdo a pesticidas sao
escassas, principalmente em relagdo a parametros germinativos, contudo,
confrontando os resultados observados € possivel inferir que as variagdes ocorridas
no IVG, G (%) e MF(%) dependem de alguns fatores como a composigéo e estrutura
quimica em particular de cada um dos ingredientes ativos, dos mecanismos de agéo
para individuos alvo, da susceptibilidade dos organismos e da concentragao utilizada
(SILVA et al., 2012).

Levando em consideragcdo as concentracdes utilizadas e o tempo de
exposicao das sementes que durou apenas 10 dias, alguns pesticidas podem nao
inibir a germinagao nas concentragdes subletais ou acima da média recomendada,
contudo, podem atrasar. Em relagdo a cipermetrina, existem poucos estudos
relacionados ao seu mecanismo de agao em plantas. Neste estudo, ndo foi
verificada uma relacdo bem definida entre as concentragdes e o percentual de
germinagao. Todavia, resultados semelhantes foram descritos por Shakir et al.
(2015) em bioensaios utilizando cipermetrina em sementes de tomate da espécie
Lycopersicon esculentum. Destaca-se ainda, que neste mesmo estudo de Shakir e
et al. (2015), é observado um aumento mesmo que a curto prazo nas taxas de
germinagao em doses sub-letais.

As concentragdes mostraram resultados mais evidentes da acado da atrazina
em H. petraeum. A atrazina é transportada principalmente via xilema e tem como
principal mecanismo de acdo a inibicdo do fotossistema |l (EMBRAPA, 2008,
VENTRELLA et al.,, 2010), dessa forma, afeta as plantas quando se inicia os
processos da fotossintese. Isso explica a pouca influéncia dos pesticidas nas
sementes, principalmente para a espécie E. schomburgkii. No estagio avaliado as
sementes utilizam como fonte energética as reservas, por meio da acdo da enzima
amilase que atua na hidrélise do amido (JOSE et al., 2004). Entretanto, neste
estudo, foi observado em H. petraeum a redugao da germinagao em concentragdes
intermediarias, levantando a hipdtese que o processo utilizado para quebra de
dorméncia do tegumento e assepsia das sementes podem ter prejudicado a
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integridade do embrido e diminuido o vigor germinativo por meio de injurias
mecanicas e assim, interferindo nos parédmetros germinativos. Além disso, a
influéncia verificada na MF (%) das sementes que variou de 39,5% a 58,1% pode
ser explicada pela mortalidade ser contabilizada no final do periodo teste de 10 dias
onde as 51lantulas de H. petraeum ja possuem as primeiras folhas (OLIVEIRA et
al.,2010).

O IVG, G (%) e MF (%) de ambas as espécies estudadas foram afetados nas
maiores concentragdes do pesticida glifosato. Os efeitos mais severos foram
observados em H. petraeum principalmente em relagdo MF (%) mostrando maior
susceptibilidade para esta espécie quando exposta as concentragbes. O glifosato é
um herbicida pds-emergente nao seletivo, e sofre alta agdo de adsorgéo, por este
motivo ndo é utilizado na pré-emergéncia. No entanto, quando utilizado em altas
dosagens ou concentragdes pode provocar germinagao desuniforme (ROMAN et al,
2005; COUTINHO; MAZO, 2005; BERVALD et al.,2010). Os percentuais observados
para a MF (%) das sementes frente a exposicédo ao glifosato, induziram em até
100% a mortalidade das sementes nos tratamentos de duas (40 mg/L) e quatro (80
mg/L) vezes a concentragcdo média, esse fenbmeno pode ter sido ocasionado pelo
contato inicial pés-germinativo do pesticida com as zonas meristematicas, apos o
surgimento da radicula. De acordo com Oliveira Junior (2011) o glifosato pode ser
absorvido e transcola-se rapidamente pelo simplasto onde se acumula nas areas de
crescimento ativo (meristemas) inibindo algumas proteinas essenciais para o
desenvolvimento do vegetal.

O 2,4-D faz parte do grupo de pesticidas mimetizadores da auxina, que atua
na regulacédo do crescimento baseada em alteracées hormonais (ROMAN et., 2005;
EMBRAPA, 2008). Seu mecanismo de acao envolve alteragdes no o metabolismo de
acidos nucleicos e na plasticidade da parede celular (OLIVEIRA JUNIOR, 2011).
Neste estudo, o efeito mais severo foi observado nas espécies estudadas quando
expostas as concentragdes do pesticida 2,4-D. Em H. petraeum as concentragbes
desse pesticida inibiram drasticamente o IVG e a G (%) das sementes mesmo nas
menores concentragdes testadas, além disso, provocou altos percentuais na MF (%)
variando de 88,9% a 100% no final do periodo teste. Para E. schomburgkii foram
verificadas relagdes inversamente proporcionais entre as concentracbes e as
variaveis IVG e G (%) e diretamente proporcionais para MF (%), ambas bem
definidas. Esses efeitos podem ser explicados pela acdo do 2,4-D no desequilibrio
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hormonal dos organismos teste. Sabe-se que as auxinas e giberelinas também sao
biossintetizadas e envolvidas durante os processos de germinagdo das sementes
(SILVA et al., 2008; PEDROSO et al., 2016). Além disso, diversos autores apontam
o 2,4-D como inibidor de germinagdo e até mesmo fungitéxico, podendo afetar
diversos organismos que realizam simbiose com plantas como é o caso dos fungos
micorrizicos arbusculares (FARIAS et al., 2003; MACHADO et al., 2007).

De modo geral, os valores para o IVG mostram que E. schomburgkii possui
maior velocidade de germinagédo que H. petraeum, essa variagao € proveniente das
caracteristicas em particular para cada espécie, dessa maneira, a redu¢cao ou
inibicao do IVG é especifico para cada semente frente a exposicdo aos pesticidas.

Essa relagéo foi descrita de forma suscinta por Keffer e et al., (2021) onde
verificaram variagdes no IVG de sementes florestais tropicais sob efeito de agentes
quimicos retardantes de fogo. Além disso, o G (%) sementes de plantas
dicotiledoneas sdo mais sensiveis a pesticidas, principalmente organofosfatados,
que sao frequentemente relatados como uma das principais causas de fraco poder
germinativo das sementes (Hanley e Whiting, 2005). Deve-se levar em
consideragao, a capacidade de tolerancia para cada uma das espécies testadas. Foi
observado nesse estudo, que as maiores concentragdes inibiram a germinacéo.
Resultados semelhantes foram relatados Sammaiah et al. (2011) em que altas doses
dos pesticidas endosulfan e kitazin inibiram a germinagdo em berinjela (Solanum
melongena L.).

A MF (%) e os valores do coeficiente de correlagédo de Spearman no ensaio |
demostraram uma forte correlagdo entre as formulagcbes e variaveis avaliadas,
corroborando com os resultados observados nos calculos de CE50 estimados para
as formulacgdes de glifosato e 2,4-D (Tab.7), (Fig.4), (Fig.5) e (Fig.5B).

A espécie H. petraeum estimou uma CE50= 2,3 mg/L para a formulagao de
glifosato e obteve um valor de correlagdo para MF (%) onde p = 0.97, indicando uma
relagao muito forte entre as concentragbes e a MF (%) das sementes, esse mesmo
padrao é observado na formulacdo de 2,4-D para as duas espécies, onde H.
petraeum obteve CE50= 1,5 mg/L e E. schomburgkii CE50= 6,3 mg/L e valores de
correlagéo para MF (%) onde p = 0,87 e 0,97 respectivamente. Esses resultados sdo
refletidos e facilmente observados no grafico de MF (%) para sementes (Fig.8?) e

(Fig.8B). As variagbes nos percentuais de mortalidade provocada por herbicidas, ja
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foram demostradas em outros organismos vegetais e estdo associadas a
susceptibilidade dos organismos ao pesticida (SILVA et al., 2012).

Neste estudo, as sementes foram dispostas em contato direto com a solucao
de pesticida utilizada no papel germitest. Além disso, o processo de escarificagao
acida realizado para permitir a permeabilidade do tegumento pode ter facilitado a
entrada e acesso dos toxicantes, inibindo a germinagdo das sementes, condigbes
essas que nao ocorreriam em ambiente natural. Herbicidas de uso pré-emergente
podem inibir a acdo enzimatica das sementes e desencadear uma série de eventos
que levam o organismo a morte (VIDAL, 1997; ROMAN et al., 2005, EMBRAPA,
2008).

8 RESULTADOS ENSAIO Il

8.1 coeficiente de correlagdao de Spearman

O experimento Il buscou avaliar alteragdes nas variaveis de efeito em
plantulas durante 30 dias de exposicado as concentracdes das formulagdes testadas.
Os valores para o coeficiente de correlagao de Spearman entre pesticida e variaveis
avaliadas é apresentado na (Tab.8).

Tabela 8: Valores do coeficiente de correlagdo de Spearman entre pesticida e

variaveis avaliadas no experimento |l para as espécies Hymenolobium petraeum e
Enterolobium schomburgkii.

Hymenolobium petraeum
Experimento Il
Descritores p (rho) p-valor Significancia Interpretacdo RUMSEY (2019)
Cipermetrina

CC -0,21 0,0427 * correlagao fraca
CR -0,34 0,0010 * correlagao fraca
DC -0,23 0,0309 * correlagao fraca
MSPA -0,09 0,4027 ns correlagao fraca
MSR -0,21 0,0458 * correlagao fraca
MST -0,12 0,2780 ns correlagao fraca
Atrazina

CcC -0,10 0,3518 ns correlagao fraca
CR -0,08 0,4338 ns correlagao fraca

DC 0,17 0,1089 ns correlagao fraca



MSPA -0,22 0,0383 * correlagao fraca
MSR -0,48 0,0014 * correlagao fraca
MST -0,24  0,0236 * correlagao fraca

Glifosato
CC -0,51 0,0003 * correlacdo moderada
CR -0,22 0,0372 * correlacao fraca
DC -0,18 0,0955 ns correlacao fraca

MSPA -0,61 0,0000 * correlacdo moderada
MSR -0,62 0,0000 * correlacdo moderada
MST -0,61 0,0000 * correlacdo moderada

2,4-diclorofenoxiacético
CC -0,10 0,331 ns correlacao fraca
CR 0,02 0,861 ns correlacao fraca
DC -0,47 0,000 * correlagao fraca

MSPA -0,49 0,001 * correlagao fraca
MSR -0,61 0,000 * correlagdo moderada
MST -0,50 0,000 * correlagdo moderada

Enterolobium schomburgkii
Cipermetrina
CC -0,33 0,0016 * correlagao fraca
CR -0,65 0,0000 * correlagdo moderada
DC -0,32 0,0021 * correlagao fraca

MSPA -0,76  0,0000 * correlagao forte
MSR -0,71  0,0000 * correlagao forte
MST -0,79 0,0000 * correlagao forte

Atrazina
CC -0,50 0,0006 * correlagao fraca
CR -0,13 0,2330 ns correlagao fraca
DC -0,45 0,0075 * correlagao fraca

MSPA -0,46  0,0048 * correlagao fraca
MSR -0,43 0,0226 * correlagao fraca
MST -0,47 0,0030 * correlagao fraca

Glifosato
CC -0,62 0,0000 * correlagdo moderada
CR -0,79 0,0000 * correlagao forte
DC -0,76  0,0000 * correlagao forte

MSPA -0,54 0,0001 * correlacdo moderada
MSR -0,88 0,0000 * correlagao forte
MST -0,68 0,0000 * correlacdo moderada

2,4-diclorofenoxiacético
CcC -0,28 0,0087 * correlagao fraca
CR -0,51 0,0003 * correlagdo moderada
DC -0,77  0,0000 * correlagao forte
MSPA -0,55 10,0000 * correlacdo moderada

54
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MSR -0,66  0,0000 * correlacdo moderada
MST -0,59 10,0000 * correlacdo moderada

Fonte: Autores (2022)

(CC) — Comprimento do caule, (CR) — Comprimento da raiz, (DC) — Didmetro do coleto, (MSPA) —
Massa da matéria seca da parte aérea, (MSR) — Massa da matéria seca da raiz, (MST) — Massa da
matéria seca total. Asterisco (*) indica (p < 0,05), (ns) — ndo significativo.

Para espécie H. petraeum os resultados apontam fraca correlacdo das
concentragcdes nas formulagdes de cipermetrina e atrazina, no entanto, € observado
correlagdes negativas de maior intensidade das formulagdes de glifosato e 2,4D,
principalmente nos marcadores relacionados a massa da matéria seca. Nas
concentragbes de glifosato é observado correlagdes negativas para MSPA, MSR e
MST com valores de p = -0,61, -0,62 e -0,61 e nas concentra¢gdes de 2,4-D com
valores de p = -0,49, -0,61 e -0,50 respectivamente, assim, corroborando com a
hipotese de que as formulagdes provocaram mesmo que moderadamente perca de

massa nos organismos.

Na espécie E. schomburgkii as concentracbes das formulagdes de
cipermetrina, glifosato e 2,4D provocaram correlagdes negativas de intensidade
moderada a forte. Na cipermetrina é observado nos marcadores MSPA, MSR e MST
valores de p =-0,76, -0,71 e -0,79 indicando uma correlagdo negativa na massa dos
organismos teste. As concentragdes das formulagdes de glifosato e 2,4D
provocaram efeito negativos em todos os parametros avaliados reforcando que a

acao dessas duas formulagdes provoca efeitos mais severos nesta espécie.

8.2 curva concentragao - resposta e concentragao efetiva média - CE50

Quanto ao experimento Il que utilizou plantulas como modelo experimental,
com 30 dias de desenvolvimento a partir da semeadura, a cipermetrina nao
apresentou resultados que possibilitassem a estimativa da CE50, devido as baixas
taxas de mortalidade para ambos os organismos-teste.

A formulagdo com ingrediente ativo atrazina em acao sobre H. petraeum,
estimou uma CE50 de 26,72 mg/L, concentracdo muito proxima a da concentragao
média recomendada (Fig.9?). Para os espécimes de E. schomburgkii, o CE50 de
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atrazina foi estimado em 9,66 mg/L, o que representa 35,77% da concentragéo

média recomendada pelo fabricante (Fig.9B).

Figura 9: Curva concentragdo — resposta de Atrazina para espécies: (A) —
Hymenolobium petraeum e (B) — Enterolobium schomburgkii.
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Fonte: Autores (2022).

A CE50 estimada para as concentragdes de glifosato foi de 11,96 mg/L para
individuos da espécie H. petraeum, correspondendo a 59,8% da concentragao
recomendada pelo fabricante (Fig.10A). Ja em E. schomburgkii a CE50 para as
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concentragdes de glifosato foi estimada em 20,20 mg/L correspondendo a 101% da

concentragdo da dose recomendada (Fig.10B).

Figura 10: Curva concentragdo-resposta de glifosato para espécies:

(A) -

Hymenolobium petraeum e (B) — Enterolobium schomburgkii.
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O 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) em experimento com plantulas de H.
petraeum apresentou uma CE50 estimada em 5,34 mg/L (Fig.11A), enquanto que
nos espécimes de E. schomburgkii foi estimada em 9,67 mg/L que corresponde
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respectivamente a 44,5% e 80,5% da concentracdo média recomendada pelo

fabricante (Fig.11B).

Figura 11: Curva concentragcdo-resposta de 2,4-D para espécies: (A) -

Hymenolobium petraeum e (B) — Enterolobium schomburgkii.
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8.3 cipermetrina

A espécie H. petraeum teve o crescimento afetado pela formulacdo do
pesticida cipermetrina nas variaveis verificadas em plantulas. O tratamento controle
para a variavel CC obteve comprimento médio de 101,7 mm, valor este que se
mostrou diferente estatisticamente em comparagdo com as concentragcdes de
(0,012, 0,024, 0,096 e 0,192 mg/L) apresentando valores médios de (85,2, 89,5, 85,2
e 87,4 mm) respectivamente, mostrando uma redugao variando de 12% a 16%. Além
disso, o tratamento com adjuvante ndo apresentou diferencas em comparagédo ao
controle (Fig.12A).

O comprimento médio do controle para variavel CR foi de 55 mm. Nao foi
observada diferenga entre o controle e o adjuvante que atingiu média de 52 mm. Em
relacdo aos tratamentos e foi verificada diferenca estatistica em relacdo ao controle
nas concentragdes de (0,012, 0,096 e 0,192 mg/L) que tiveram comprimento médio
de (42,6, 43,5 e 37,7 mm) e reducédo de (22,6%, 20,8% e 31,4 %) respectivamente
em comparacgao ao controle (Fig.12A).

A média do controle para o DC foi de 1,5 mm e ndao se mostrou diferente do
controle com adjuvante que alcangou média de 1,4 mm. Ademais, foram observadas
diferengas estatisticas para as concentragbes de (0,012, 0,024, 0,048 e 0,192 mg/L)
que obtiveram mesma média correspondente a 1,2 mm e reducdo de 17% em
comparacgao ao controle (Fig.12A).

Para variavel MSPA das plantas de H. petraeum o tratamento controle
alcangcou média de 115 mg, nao variando estatisticamente em relagao ao tratamento
com adjuvante que atingiu massa média 109,1 mg. Contudo, os tratamentos
correspondentes as concentragbes de (0,012, 0,024, 0,096 e 0,192 mg/L) indicaram
perca de massa significativa para parte aérea das plantas atingindo médias de (56,2,
75,6, 78,1 e 88 mg) que correspondem a uma reducgao de (51,1%, 34,2% 32% e
23,4%) mutuamente em relagdo ao controle (Fig.12A).

As médias de massa para os tratamentos controle e adjuvante na variavel
MSR foram de 18,2 e 17 mg mutuamente, ndo sendo observada diferenca estatistica
significativa entre esses tratamentos. Por outro lado, as concentragdes de (0,012,
0,024, 0,048, 0,096 e 0,192 mg/L) obtiveram médias de (7,4, 6,8, 12, 9,4 e 9,3 mg)
nessa ordem, indicando redu¢cao de massa nas raizes em comparagao ao controle
que correspondem reciprocamente (59,4 %, 62,5%, 34,3%, 48,5% e 49%) (Fig.12A).
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Quando verificada a variavel MST os valores para o controle e os adjuvantes
foram (133,3 e 126,1 mg), contudo ndo foram estatisticamente diferentes. Em
relagdo aos tratamentos com as concentragdes de (0,012, 0,024, 0,096 e 0,192
mg/L) as médias obtidas foram (63,6, 82,4, 87,5 e 97,3 mg) com porcentagem de
reducao da massa de (52,2%, 38,1%, 34,3% e 26,9%) respectivamente (Fig.12A).

Para espécie E. schomburgkii o CC mostrou pequenas variagbes. A média
do tratamento controle para a variavel foi 88,3 mm nao diferente estatisticamente do
adjuvante que alcangou em média 80,1 mm. Todavia, as concentragbes de (0,012,
0,024, 0,048, 0,096 e 0,192 mg/L) foram diferentes do controle nessa ordem com
valores (66,3, 78,2, 73,7, 77,8 e 67,5 mm) que correspondem respectivamente a
uma redugao de (24,8%, 11,4%, 16,4%, 11,7% e 23,5%) em comparacgao ao controle
(Fig.12B).

O CR nao evidenciou diferenga entre os tratamentos controle e adjuvante que
obtiveram médias 123,4 e 106 mm mutuamente. Entretanto, as concentracdes de
(0,012, 0,024, 0,096 e 0,192 mg/L) mostraram-se diferentes do controle
estatisticamente com valores médios nessa ordem (73,6, 90,5, 46,3 e 36 mm) que
equivalem respectivamente a redugao no CR de (40,3%, 26,6%, 62,4% e 70,8%)
(Fig.12B).

A média do controle para DC em E. schomburgkii foi estimada em 1mm e nao
foi diferente estatisticamente do adjuvante que estimou 0,96 mm. Os tratamentos
mostraram diferenca em relagdo ao controle nas concentragdes (0,012, 0,048, 0,096
e 0,192 mg/L) onde os valores médios observado na mesma ordem foram (0,59,
0,74, 0,61, 0,77 mm) inferindo reducdo do DC correspondente respectivamente a
(41,8%, 26,7%, 39,8%, 24,1%) (Fig.12B).

Para MSPA o tratamento controle obteve a média de 79,4 mg mostrando-se
diferente estatisticamente do tratamento com adjuvante de média 62 mg. Ademais,
as concentragdes de (0,012, 0,048, 0,096 e 0,192 mg/L) também indicaram
diferencga significava em relagcado ao controle, os valores médios obtidos foram (68,4,
69,4, 47 e 37,4) apontando reducdo na MSPA que correspondem nessa mesma
ordem a (41,8%, 26,7%, 39,8%, 24,1%) (Fig.12B).

A MSR apontou diferenga entre o controle e o adjuvante com médias
correspondentes a (15,6 e a 11,2) mutuamente. As concentragdes foram diferentes
do controle nos tratamentos (0,048, 0,096 e 0,192 mg/L), onde as médias foram
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nessa mesma ordem (11,7, 5,7 e 7,8 mg) correspondendo respectivamente a uma
reducdo de massa de 24,6%, 63,4% e 50,1% em comparagéo ao controle (Fig.12B).

Na variavel MST o controle teve média igual a 95,1 mg e, mostrou variagéo
significante com o tratamento de adjuvante de média 73,2 mg. As concentragbes
testadas foram diferentes do controle nos tratamentos com (0,048, 0,096 e 0,192
mg/L), as médias foram (79, 52,8 e 45,2 mg) e as porcentagens de redugao (16,9%,
44,4% e 52,3%) respectivamente (Fig.12B).



62

Figura 12: Efeito da cipermetrina sobre variaveis de crescimento das plantulas de
(A) Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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Controle (cont), Adjuvante (adj), Concentragdao média recomendada (CMR), Comprimento do Caule
(CC), Comprimento da Raiz (CR), Diametro do coleto (DC), Massa da Matéria Seca da Parte area
(MSPA), Massa da Matéria Seca da Raiz (MSR), Massa da Matéria Seca Total (MST). Cada barra
representa o valor médio n=15 e a barra de erro mostra o erro padrao. Asterisco (*) indica diferenga
significativa em comparagao com o controle pelo teste de Dunnett (p < 0,05) de significancia.
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8.4 atrazina

O pesticida atrazina reduziu o crescimento das plantas de H. petraeum nas
variaveis avaliadas. As médias para o CC nas concentragdes de (7, 27 e 54 mg/L)
foram na mesma ordem (89,2, 86,4 e 81,6) mm, quando em comparagdo ao
tratamento controle de média 101,7 mm foi constatada diferenga estatistica,
mostrando reducdo no comprimento de (12,2%, 15% e 19,7%) mutuamente. O
tratamento com adjuvante alcangou em média 101,8 mm e n&o demostrou
diferencas frente ao controle (Fig.13A).

O CR foi influenciado negativamente pelo pesticida atrazina. O tratamento
controle atingiu média de 55 mm e nao variou significativamente em relacédo ao
tratamento com adjuvante de média 52,1 mm. Entretanto, quando comparados ao
controle os tratamentos com as concentra¢des de (7, 14, 27, 54 mg/L) mostraram
reducdo no comprimento correspondente nessa mesma ordem a (25,1%, 24,1%,
31,1%, 25,8%) e as médias obtidas foram de (41,2, 41,7, 37,9, 40,8 mm). O DC para
H. petraeum teve valor médio para o controle de 1,5 mm e evidenciou diferenca
estatistica apenas no tratamento de 14 mg/L onde a média foi 1,2 mm (Fig.13A).

Os resultados para as variaveis MSPA, MSR e MST mostraram influéncia
negativa na massa das plantulas provocada pelas concentragcbes de atrazina,
afetando o crescimento de H. petracum. As médias do controle para essas variaveis
foram de 115 mg para MSPA, 18,2 mg para MSR e 133,3 mg para MST. Ressalta-se
que nao houve diferenca estatistica entre os controles e o adjuvante. Contudo, as
relagcbes entre os controles e as concentragbes (7, 14, 27, 54, 108 mg/L) foram
significativas. Seguindo a ordem das concentragdes, as médias e o percentual de
reducdo da massa para os tratamentos em comparagao ao controle de MSPA, MSR
e MST foram respectivamente: MSPA (62,4, 70,4, 71,9, 72,1 e 78 mg) e (45,7%,
38,7%, 37,4%, 37,3% e 32,1%), MSR (7,3, 7,5, 7,6, 8,7 € 6,1 mg) e (59,5%, 58,7%,
58%, 52,2% e 66,4%) e MST (69,7, 77,9, 79,6, 80,8 e 84,1 mg) e (47,6%, 41,5%,
40,2%, 39,3% e 41,5%) (Fig.13A).

Sobre a acado das concentragdes de atrazina em E. schomburgkii as variaveis
CC, CR e DC mostraram redugdes significativas em comparagao aos controles. As
médias do controle para essas variaveis foram de 88,3 mm no CC, 123,4 mm no CR
e 1mm no DC. O tratamento com adjuvante mostrou diferenca frente ao controle

para a variavel CR. Quando comparadas ao tratamento controle, as concentracdes
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de (7, 14, 27, 54 e 108 mg/L) diferenciaram significativamente pelo teste estatistico.
Seguindo a ordem das concentragbes, as médias e o percentual de redugdo no
comprimento para os tratamentos em comparagédo com o controle nas variaveis CC,
CR e DC foram respectivamente: CC (69,3, 72,3, 59,4, 65 e 68,5 mm) e (21,4%,
18%, 32,6%, 26,3% e 22,3%), CR (31,1, 32,2, 39,2, 37,9 e 32,2 mm) e (74,7%,
73,8%, 68,2%, 69,2% e 65,5%) e DC (0,64, 0,64, 0,59, 0,62, e 0,62 mm) e (36,6%,
36,6%, 41,8%, 38,5% e 39,2%) (Fig.13B).

Em relagdo as variaveis MSPA, MSR e MST, a atrazina se mostra
potencialmente severa, sendo observadas as diminuicbes de massa de forma
significante em todas as concentragdes utilizadas no protocolo experimental. As
médias para o tratamento controle nessas variaveis foram de 79,4 mg na MSPA,
15,6 mg na MSR e 95,1 mg na MST. O tratamento com adjuvante obteve média de
62 mg na MSPA, 11,2 mg na MSR e 73,2 mg para MST, mostrando variancia
significativa estatisticamente comparado ao controle para essas variaveis. Nas
concentragbes de (7, 14, 27, 54 e 108 mg/L) a MSPA, MSR e MST mostraram
redugdo em comparagao ao controle. Prosseguindo na mesma ordem das
concentracdes, os valores médios obtidos e o percentual de redugao para cada um
dos tratamentos em comparagéo ao controle foram respectivamente: MSPA (17,9,
18,5, 18,5, 19,2 e 15,4 mq) e (77,4%, 76,6%, 76,6%, 75,8% e 80,5%), MSR (4,6, 2,5,
3,7,3,1e4,2mgq) e (70,1%, 83,4%, 75,9%, 79,7% e 72,9%) e MST (22,5, 21,1, 22,3,
22,3 e 19,6 mg) e (76,2%, 77,7%, 76,5%, 76,4% e 79,3%) (Fig.13B).
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Figura 13: Efeito da atrazina sobre variaveis de crescimento das plantulas de (A)

Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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8.5 (glifosato

Na espécie H. pefraeum O pesticida glifosato quanto testado em diferentes
concentracdes afetou as variaveis de crescimento. O tratamento controle para o CC
obteve média de 101,7 mm e ndo se mostrou estatisticamente diferente do
tratamento com adjuvante que alcangou média de 101, 8 mm. As concentragdes de
(5, 20, 40 e 80 mg/L) se mostraram diferentes estatisticamente em comparagéo ao
controle e atingiram respectivamente médias de (89,4, 85,3, 79,3 e 79,6 mm)
indicando perda de comprimento correspondente a (12%, 16,1%, 21,9% e 21,7%)
respectivamente (Fig.14A).

No CR o tratamento controle atingiu média de 55 mm e nédo se diferengou do
tratamento com adjuvante que obteve média de 52 mm. As diferengas significativas
em comparagdo ao controle foram observadas apenas nos tratamentos com as
concentragbes de (10 e 80 mg/L) que obtiveram as médias (38,7 € 43 mm). As
reducdes observadas no CR nestes dois tratamentos foram mutuamente de (29,5%
e 21,8%). O tratamento controle para a variavel DC atingiu média de 1,5 mm e néo
se diferenciou do tratamento com adjuvante que obteve média de 1,4 mm. Ademais,
para o DC, apenas a concentragdao de 80 mg/L mostrou alteragéo significativa com
média 1,26 mm indicando uma reducao de 15,2% nessa concentracao (Fig.14A).

Para as variaveis MSPA, MSR e MST em H. petraeum, todas as
concentragbes apresentaram perdas significantes em relagdo controle. A média do
tratamento controle foi de 115 mg para MSPA, 18,2 mg para MSR e 133,3 mg para
MST. O tratamento com adjuvante ndo se mostrou significativo para essas variaveis
em H. petraeum. No entanto, as concentragdes (5, 10, 20, 40 e 80 mg/L) para essas
variaveis indicaram uma forte redugdo no ganho de massa em comparagao ao
controle. Apresentando as médias na mesma sequéncia dos tratamentos temos para
MSPA (85,5, 76,4, 76,6, 53,1 e 64,3 mg), para MSR (8,6, 6,2, 9,7, 5,9 € 5,9 mg) e
para MST (94,1, 82,7, 86,3, 59 e 70,3 mg) as reducdes das médias dos tratamentos
confrontadas com o controle na mesma ordem foram (25,6%, 33,5%, 33,4%, 53,8%
e 44%) para variavel MSPA, (52,6%, 65,6%, 46,8%, 67,3% e 67,2%) para MSR e
(29,3%, 37,9%, 35,2%, 55,6% e 47,2%) para MST (Fig.14A).

Em E. schomburgkii as médias para as variaveis CC e CR no tratamento
controle obtiveram valores de 88,3 mm e 123,4 mm respectivamente. O tratamento
com adjuvante mostrou-se diferente do controle com média de 80,1 mm para CC e
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de 106 mm para CR. Os resultados mostraram que as concentragdes de (5, 10, 20,
40, 80 mg/L) do pesticida glifosato provocaram a redugdo do comprimento
apontando diferenca estatisticas em todos os tratamentos para as variaveis CC, CR
e DC. Prosseguindo na mesma ordem das concentragcdes, os valores medios
obtidos e o percentual de reducdo para cada um dos tratamentos em comparacao
ao controle foram respectivamente: CC (72, 69,6, 68,3, 68,4 e 59,2 mm) e (18,3%,
21%, 22,5%, 22,4% e 32,9%), CR (94,5, 76, 53,2, 51,6 €3 0,2 mm) e (23,4%, 38,4%,
56,8%, 58,1% e 75,4%) e DC (0,85, 0,90, 0,83, 0,66 e 0,38 mm) e (16,3 %, 11,1%,
18,3%, 35,2% e 62%). (Fig.14B).

Para as variaveis MSPA, MSR e MST em E. schomburgkii todas as
concentragbes apresentaram perdas significantes em relagdo controle. A média do
tratamento controle foi de 79,4 mg para MSPA, 15,6 mg para MSR e 95,3 mg para
MST. Os tratamentos com adjuvante mostraram-se diferentes do controle para MSPA
com média de 62 mg, para MSR com média de 11,2 mg e para MST com média de
73,2 mg. As concentragcbes de (5, 10, 20, 40, 80 mg/L) do pesticida glifosato
provocaram a redugao de massa apontando diferenca estatisticas em todos os
tratamentos para as variaveis MSPA, MSR e MST. Seguindo na mesma ordem das
concentracgdes, os valores médios obtidos e o percentual de redugao para cada um
dos tratamentos em comparagédo ao controle foram respectivamente: MSPA (60,2,
58,6, 59,2, 61,6 e 54,8 mg) e (24,2%, 26.2%, 25,4%, 22,3% e 31%), MSR (11,1, 7,7,
6,3, 6,1 € 3,8 mg) e (28,8%, 50,7%, 59,5%, 60,8% e 75,1%) e MST (71,3, 66,3, 65,5,
67,8 e 58,7 mq) e (24,9%, 30,2%, 31%, 28,7% e 38,2 %) (Fig.14B).
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Figura 14: Efeito do glifosato sobre variaveis de crescimento das plantulas de (A)

Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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8.6 2,4-diclorofenoxiacético - (2,4-D)

Os resultados observados entre as concentracbes de 2,4-D e variaveis de
crescimento, evidenciam uma maior tolerancia das plantulas de H. petraeum. Para o
CC a média do controle atingiu 101,7 mm n&o variando em relagdo ao tratamento
com adjuvante. Ainda na variavel CC, é observada diferenga estatistica apenas nos
tratamentos com as concentragdes de 3, 6 e 24 mg/L em comparagédo ao controle,
apresentando valores médios de (86,2, 81 e 86,8 mm) que correspondem a uma
reducdo de comprimento de (15,2%, 20,3% e 14,6%) respectivamente (Fig.15A).

O CR obteve no controle média de 55 mm e no tratamento com adjuvante
média de 52,1 mm, dessa maneira, ndo sendo evidenciada diferenca significativa
entre esses tratamentos. Por outro lado, a concentragdo de 6 mg/L reduziu em
20,6% o CR equiparado ao controle. Resultados semelhantes foram observados na
variavel DC, onde o tratamento controle atingiu média de 1,4 mm n&o se mostrando
diferente do tratamento com adjuvante. Todavia, foi reduzido em 19,2% na
concentragao de 48 mg/L (Fig.15A).

As variaveis MSPA, MSR e MST em H. petraeum obtiveram médias no
tratamento controle de 115 mm para MSPA, 18,2 mm para MSR e 133,3 mm para
MST. Nao foi observada diferencas entre o controle e tratamento com adjuvante
nessas variaveis. No entanto, foram observadas diferencas significativas em
comparagao ao controle apenas nas concentragdoes de 24 e 48 mg/L para MSPA,
MSR e MST. Nessa mesma ordem as médias dos tratamentos e o percentual de
reducdo das variaveis em comparagao ao controle foram (69 e 77,5 mg) e (39,9% e
32,5%) para MSPA, (7,9 e 10,1 mg) e (56,3% e 44,3%) para MSR e de (77 e 87,7
mgq) e (42,1% e 34,1%) para MST (Fig.15A).

Para espécie E. schomburgkii o 2,4-D afetou CC. A média do tratamento
controle para a variavel foi 88,3 mm nao diferente estatisticamente do adjuvante que
alcangcou em média 80,1 mm. Todavia, as concentracdes de (3, 6, 12, 24, 48 mg/L)
foram diferentes do controle nessa ordem com valores (65,7, 70,1, 70,2, 68,6 e 71,7
mm) que correspondem respectivamente a uma redugao de (25,5%, 20,5%, 20,5%,
22,3% e 18,7%) em comparagao ao controle (Fig.15B).

As variaveis CR e DC mostraram resultados semelhantes em relagao as
concentragdes, os valores médios do controle para essas variaveis foram de (123,4

mm e 1mm) mutuamente ndo sendo observada diferenca significativas em
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comparagao com o tratamento de adjuvante. Para CR e DC as concentragdes de (6,
12, 24 e 48 mg/L) mostraram-se significativas em comparagdo com o controle as
meédias obtidas e o percentual de reducao para cada tratamento nessa ordem foram
respectivamente (65,8, 84,4, 71,9 e 75,9 mm) e (46,6%, 31,6%, 41,7% e 38,4%)
para CR e, (0,72, 0,74, 0,58 e 0,52 mm) e (29,4%, 27,4%, 43,1% e 48,3%) para o
DC (Fig.15B).

Para as variaveis MSPA, MSR e MST em E. schomburgkii, as concentragbes
apresentaram perdas significantes em relagdo controle. A média do tratamento
controle foi de 79,4 mg para MSPA, 15,6 mg para MSR e 95,1 mg para MST. O
tratamento com adjuvante se mostrou diferente significativamente em comparagao
ao controle para essas variaveis em E. schomburgkii. A MSPA nas concentragbes de
(3, 6, 12, 24, 48 mg/L) indicou redugdo na massa das plantulas em relagdo ao
controle, as médias obtidas para os tratamentos e o percentual de reducdo para
essa variavel frente ao controle em ordem crescente das concentragdes foram (40,6,
23,4, 26,8, 17 e 35 mg) e (48,9%, 70,4%, 66,2%, 78,5% e 55,8%). A MSR indicou
diferenga com o tratamento controle nas concentragdes de (6, 12, 24, 48 mg/L) as
médias e o percentual de redugcdo em comparagdo com o controle foram
respectivamente (7,2, 6,3, 5 e 7,5 mg) e (53,6%, 59,1%, 67,6% e 52%). De modo
geral, esses resultados refletiram na MST que se mostrou significativamente
diferente em todas as concentragcbes em comparagdo com o controle, obtendo
médias e percentual de redugdo mesma ordem crescente das concentragdes (3, 6,
12, 24, 48 mg/L) com (53,7, 30,7, 33,1, 22,1 e 42,5 mq) e (43,4%, 67,7%, 65,1%,
76,7% e 55,2%) (Fig.15B).
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Figura 15: Efeito do 2,4-diclorofenoxiacético sobre variaveis de crescimento das
plantulas de (A) Hymenolobium petraeum e (B) Enterolobium schomburgkii.
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9 DISCUSSAO ENSAIO I

O coeficiente de correlagdo de Spearman apontou correlagdes de intensidade
forte a moderada principalmente para as variaveis MSPA, MSR e MST das plantas
frentes as concentracbes dos pesticidas estudados. Os valores estimados de CE50
descritos para o ensaio |l mostraram-se mais expressivos em relacdo as
formulagbes de atrazina, glifosato e 2,4D. De acordo com Roman et al. (2005), isso
pode ser explicado por conta da seletividade e mecanismo de acdo de cada
ingrediente ativo, visto que, cada molécula possui uma caracteristica propria (Tab.2).
Além disso, essas trés formulacbes sido da classe herbicida, portanto, a
concentracdo utilizada em cada formulacdo, a susceptibilidade e tolerancia em
particular de cada espécie sao fatores preponderantes (SILVA et al., 2012).

O estagio de desenvolvimento das plantas e suas caracteristicas sao fatores
importantes na atuagao de cada pesticida. A cipermetrina € um inseticida de contato
e ingestdo, ndo sendo utilizado especificamente no controle de plantas daninhas.
Em relagdo aos principais efeitos evidenciados nas variaveis para a formulagao de
cipermetrina podemos apontar a relagao pesticida-solo. O coeficiente de correlagao
de Spearman apontou relagdes negativas, porém de fraca intensidade para espécie
H. petraeum. Por outro lado, a espécie E. schomburgkii obteve valores de correlagao
forte em relagdo aos marcadores MSPA, MSR e MST constatando a perda de massa
observada na (Fig.12A e Fig.12B).

O solo é constituido de diferentes tipos de particulas e componentes, sendo
assim, solos com altos teores de matéria organica e/ou argila tém alta capacidade
adsortiva. O esgotamento da capacidade adsortiva do solo, permite que as
moléculas se tornem disponivel para absor¢ao pelas plantas. (Roman et al., 2005).
As condi¢cbes do ambiente e adsor¢cao das moléculas principalmente dos herbicidas
no solo é um fator preponderante para eficiéncia (VIEIRA et al., 1999). Portanto, é
possivel inferir que neste experimento realizado em substrato de origem organica
que os componentes de maior peso molecular como a cipermetrina (Tab.2),
pudessem estar mais ou menos biodisponiveis pelas plantas organismos-teste. Além
disso, esse pesticida ndo pertence a classe herbicida, sendo as plantas organismos
nao-alvo. Dessa maneira, a curto prazo, ndo exibe injurias aparentes e, dependendo

da interacdo e do metabolismo das plantas a parte area e a raiz podem ser afetadas
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em propor¢des diferentes. De acordo com Braganga et al. (2018) inseticidas podem
atingir tecidos vegetais quando aplicados, afetando a sobrevivéncia e
desenvolvimento normal das plantas, e ainda, seus residuos podem se espalhar ao
longo da cadeia alimentar prejudicando outros organismos.

As concentragdes da formulagdo de atrazina mostraram efeitos negativos no
crescimento das plantas de forma mais severa em relacdo a massa da matéria seca.
(Fig.13A e Fig.13B). A atrazina € um composto seletivo de agéo sistémica que
pode ser aplicado na pré ou pds emergéncia das plantas. Sua agado consiste na
inibicdo do fotosistema I, interferindo no fluxo de elétrons para o fotossistema | nos
cloroplastos. Dessa maneira, ndo ocorre a transferéncia de elétrons provenientes da
captacédo de energia solar, sobrecarregando as clorofilas e resultando na produgéo
de radicais livres que atuam desencadeando a peroxidacdo de lipidios de
membrana, provocando clorose e necrose dos tecidos (MARCHI et al., 2008;
AGOSTINETTO et al., 2016). Com base nessas informagdes, é possivel que a agéo
sistémica da atrazina tenha induzido a producéo de radicais livres que dificultaram a
troca metabdlica entre a parte aérea e raiz, assim, impedindo o redirecionamento da
sacarose produzida a partir da fotossintese para as raizes, consequentemente
diminuindo a massa celular e dificultando o crescimento, uma vez que os agucares
podem impedir alteragbes estruturais nas proteinas soluveis, manter o equilibrio
osmotico nas células vegetais e proteger a integridade da membrana (BAKI et al.,
2000). Ademais, deve ser levado em consideragao a seletividade dos inibidores do
FSII baseada nas taxas metabolizagao, visto que algumas espécies nao conseguem
transformar a molécula desses pesticidas em formas nao toxicas (EMBRAPA, 2008).
Os resultados observados mostraram que as concentragdes da atrazina atuaram
severamente na reducao das variaveis, principalmente em relacdo a MSPA, MSR e
MST, indicando que as espécies estudadas nao foram eficientes em decompor ou
metabolizar a molécula do pesticida antes de sua agao.

As concentragbes da formulacdo de glifosato afetaram e inibiram o
crescimento das plantas. Foram observados reducdo no CC, CR e DC, e
principalmente na massa da matéria seca nas duas espécies estudadas. Os
resultados indicam que E. schomburgkii foi mais sensivel que H. petraeum a acao
das concentragdes (Fig.14A e Fig.14B). O glifosato € um herbicida que nao
apresenta seletividade, possuindo variagao na quantidade volumétrica a ser aplicado

para o controle de determinadas culturas, desta forma, o volume final a ser utilizado
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tem acdo especifica sobre os organismos vegetais (ROMAN et al., 2005). Sua
absorcao se da através da parte clorofilada das plantas (folhas e tecidos verdes), de
onde é transportado pelo floema e tende a se acumular nas regides meristematicas
como rizomas e meristemas apicais (GALLI; MONTEZUMA. 2005). Seu mecanismo
de acao consiste na inibicdo enzimas especificas, como a enolpiruvil shikimato-3-
fosfato sintase (EPSP) provocando a diminuicdo de aminoacidos aromaticos e
compostos fendlicos secundarios, assim, atua como inibidor na organogénese,
impedindo a diferenciagdo das raizes (NAGATA et al., 2000, OLIVEIRA JUNIOR et
al., 2011), dessa maneira, explicando as redug¢des nas variaveis CC, CR e DC. Além
disso, diversos autores relatam efeitos inibitérios do glifosato no comprimento das
plantulas, parte aérea e raiz, além de inibicdo a emissdo de raizes secundarias
(MIRANDA, 2004; BERTAGNOLLI, 2005 e BERVALD et al. 2010). Por outro lado, os
resultados observados ligados a perda de massa, na parte aérea e da raiz podem
ser justificadas pelo fato desta substancia ser um herbicida n&o seletivo e sistémico
ligado a imobilizagdo de nutrientes nas plantas, que pode atuar sobre a taxa
fotossintética (BERNANDS, 2005; OLIVEIRA et al., 2016). A atuacdo mais
expressiva das concentragdes do glifosato em E. schomburgkii esta relacionado sua
sensibilidade, tanto a perda de comprimento quanto o aumento das medidas em
raizes podem estar relacionadas a sensibilidade ao glifosato, espécies tolerantes ao
pesticida ndo apresentam variagdes relevantes comparando com aquelas que sao
sensiveis (PEREIRA et al., 2009; ZONETTI et al., 2011).

Os resultados nesse estudo corroboram com os observados Rusin et al.
(2017) em teste de toxicidade com glifosato em mudas de pessegueiro, onde foi
observada diferenca estatistica para as variaveis comprimento da parte aérea e
massa seca de raiz. Além disso, no estudo de Rusin et al. (2017), o efeito negativo
do herbicida foi visualizado principalmente na diminuicado da massa seca da raiz.

Em relagdo as concentracbes de 2,4-D H. petraeum mostrou-se mais
tolerante, as principais mudancas foram observadas apenas nas maiores
concentragbes. Por outro lado, E. schomburgkii foi mais sensivel a agao do
pesticida, sendo os efeitos mais severos observados nas variaveis.

O mecanismo de agéo do 2,4-D envolve o metabolismo dos acidos nucleicos
e a plasticidade da parede celular. Em baixas concentragdes o 2,4-D pode induzir
aumentos subsequentes de RNA e DNA. Aumentos desses acidos levam a

alteragcdes nos niveis dos horménios auxinas e giberelinas, sendo estes
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responsaveis pelo alongamento celular acelerado e desordenado nas novas parte da
planta, ativando as atividades metabdlicas em excesso. Em contrapartida
concentragbes mais altas inibem a diviséo celular e o crescimento geralmente em
regides meristematicas (SENSEMAN, 2007). A diminuicdo de medida e massa das
plantas pode ser resultante da acao inibitoria da fotossintese realizada pelo
herbicida. Em concentracbes baixas o 2,4-D pode causar intoxicacbes leves e
temporarias nas plantulas, enquanto que, em maiores concentracbes, promove
redugao no crescimento caracterizado pela redugao das variaveis relacionadas as
folhas e consequentemente a massa seca total das plantas (TAVARES et al., 2017).
Contudo, ndo se deve descartar os efeitos de plasticidade, especificidade e
variabilidade de cada organismo-teste, visto que o 2,4-D possui formulagdes a base
de amina e éster que sdo muito utilizadas no controle de plantas (JUNIOR ,2002).

Em espécies florestais, aplicagbes de glifosato acima de 180 g ha-1 e 2,4-D,
isolados ou em mistura, mostrou prejudicar o desenvolvimento inicial de plantas de
Schilozobium amazonicum e Ceiba pentandra como observado por Yamashita et al.
(2009). Os resultados obtidos neste estudo revelaram que a aplicagdo de diferentes
concentracdes de pesticidas, principalmente as maiores, provocaram efeitos severos
e inibitérios nas variaveis medidas tanto para Hymenolobium petraeum quanto
Enterolobium schomburgkii. Relagdes semelhantes de respostas em plantas
expostas a pesticidas ja foram observadas por Siddiqui e Ahmed (2006). A redugao
na producao de biomassa, desenvolvimento da parte aérea e produgdo do eixo
radicular por pesticidas ja foi observada por Montfort et al. (1996) sob exposi¢céo aos
pesticidas triadimenol e triticonazol e por Shakir et al. (2015) sob exposicdo aos
pesticidas emamectin benzoate, alpha-cypermethrin, lambda-cyhalothrin e
Imidacloprid.

Diversas sao as explicagbes sugeridas para esses efeitos adversos em
culturas nao-alvo. Os pesticidas podem inibir processos fisiolégicos como a
germinagcdo e o crescimento de plantas, influenciar nos processos de divisao,
alongamento e alargamento celular além de diferenciagcao dos tecidos (AKOBUNDU,
1987; SHAKIR et al., 2015), e ainda, a acumulagcdo de pesticidas no solo pode
prejudicar o desenvolvimento das plantas por fitotoxicidade (SHABALA, 2010).

A presenca de particulas dos pesticidas no solo pode diminuir o crescimento
e o rendimento de vegetais afetando a microflora benéfica do solo. Alguns
compostos promovem rapidamente o esgotamento da capacidade adsortiva do solo
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e podem afetar o crescimento e desenvolvimento das plantas por meio da
interrupcdo da relagdo solo-agua-planta (MISRA e MANI 1994; MARTINS et al.,
2020).

Outros fatores propiciados pela acdo dos pesticidas também podem contribuir
na inibicdo do crescimento das plantas, por exemplo, o aumento do vazamento de
eletrélitos e a reducdo de hidroxil fenil piruvato desidrogenase que desempenha um
papel vital no crescimento e desenvolvimento meristematico (LUSCOMBE et al.
1995; PARWEEN et al. 2011; YILDIZTEKIN et al. 2015).

10 CONCLUSAO

No ensaio | as concentracbes testadas principalmente em relacdo aos
herbicidas atrazina, glifosato e 2,4D mostram efeitos inibitérios no IVG, G (%) e MF
(%) das sementes. Os valores de CE50 foram estabelecidos para a formulagdo de
glifosato em Hymenolobium petraeum e para a formulagdo de 2,4-D em ambos os
organismos-teste. O 2,4-D revelou-se como o pesticida de agdo mais severa nos
parametros germinativos, sendo Hymenolobium petraeum mais sensivel que

Enterolobium schomburgkiin nesta etapa.

No ensaio Il as variaveis de crescimento possibilitaram visualizar agao das
formulacbes em diferentes concentragbes. Foram estabelecidas as CES50 para
atrazina, glifosato e 2,4-D em ambos os organismos-testes. Tanto Hymenolobium
petraeum quanto Enterolobium schomburgkii sofreram inibicdo pela acédo dos
pesticidas, com destaque na perda de massa de matéria seca. Contudo, no ensaio |l
Enterolobium schomburgkii mostrou-se mais sensivel a agao das concentragdes dos

pesticidas estudados.

As variaveis avaliadas permitiram visualizar os efeitos provocados pelos
pesticidas em espécies ndo-alvo, demonstrado em alguns casos, que concentragoes
subletais e acima do recomendado pelos fabricantes interferem na germinacao e
crescimento inicial dessas espécies em laboratério. E importante ressaltar a
importancia da realizacdo de mais estudos ecotoxicolégicos avaliando outras
variaveis em espécies florestais nativas, visto que dessa maneira, pode ser possivel

compreender como os pesticidas estao afetando os organismos em diversas escalas
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e, até que ponto isso pode ser influente na ecologia e na dispersdo desses

organismos.
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Agradecemos também a Fundagdo Amazdnia de Amparo a Estudos e Pesquisas-
FAPESPA pela concegéo bolsa de estudos.
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APENDICE A - Pranchas com padrdo de desenvolvimento diario das espécies (A)
Hymenolobium petraeum Ducke e (B) Enterolobium schomburgkii Benth em
laboratério.
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APENDICE B - Prancha de germinacdo da espécie Hymenolobium petraeum Ducke.
comparacgao entre controle e tratamentos com pesticidas utilizados no experimento |.
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APENDICE C - Prancha de germinagdo da espécie Enterolobium schomburgkii
Benth. comparagdo entre controle e tratamentos com pesticidas utilizados no
experimento |.
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APENDICE D - Prancha de desenvolvimento inicial das plantulas da espécie
Hymenolobium petraeum Ducke. comparacdo entre controle e tratamentos com
pesticidas utilizados no experimento |I.
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APENDICE E - Prancha de desenvolvimento inicial das plantulas da espécie

Enterolobium schomburgkii Benth. comparagao entre controle e tratamentos com
pesticidas utilizados no experimento |I.
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