
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL 

CAMPUS ERECHIM 

CURSO DE ENGENHARIA AMBIENTAL E SANITÁRIA 

 

 

 

 

 

 

SILVIA PRICILA DA FRÉ 

 

 

 

 

 

 

 
 AVALIAÇÃO DO POTENCIAL GENOTÓXICO DA EXPOSIÇÃO AGUDA DE 

TRÊS TIPOS DE AGROTÓXICOS EM GIRINOS DE PHYSALAEMUS GRACILIS 

(ANURA: LEPTODACTYLIDAE) 

 

 

 

 

 

 

 

ERECHIM 

2021 



SILVIA PRICILA DA FRÉ 

 

 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL GENOTÓXICO DA EXPOSIÇÃO AGUDA DE TRÊS 

TIPOS DE AGROTÓXICOS EM GIRINOS DE PHYSALAEMUS GRACILIS (ANURA: 

LEPTODACTYLIDAE) 

 

 

 

 

 

 
Trabalho de Conclusão de Curso de Graduação 
apresentado na Universidade Federal da Fronteira Sul - 
UFFS - Campus Erechim, como requisito para a obtenção 
do título de Bacharel em Engenharia Ambiental e 
Sanitária. 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Prof.ª Dra. Marilia Teresinha Hartmann 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ERECHIM 

2021 



 

 

 



SILVIA PRICILA DA FRÉ 

 

 

 

 

AVALIAÇÃO DO POTENCIAL GENOTÓXICO DA EXPOSIÇÃO AGUDA DE TRÊS 

TIPOS DE AGROTÓXICOS EM GIRINOS DE PHYSALAEMUS GRACILIS (ANURA: 

LEPTODACTYLIDAE) 

 

 

 

 
Trabalho de Conclusão de Curso apresentado na 
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS como 
requisito para a obtenção do título de Bacharel em 
Engenharia Ambiental e Sanitária. 
 

 

 

Este trabalho de conclusão de curso foi defendido e aprovado pela banca em: 

 
BANCA EXAMINADORA: 

 

_______________________________________ 

Prof.ª Dra. Marilia Teresinha Hartmann-UFFS 
Orientadora 

 
 
 

_______________________________________ 

Prof. Dr. Paulo Afonso Hartmann-UFFS 
Professor 

 

 

_______________________________________ 

  Me. Camila Fátima Rutkoski-UFFS 
Eng. Ambiental Me. Ciência Tecnologia Ambiental 

 
 



AGRADECIMENTOS 

 

A elaboração deste trabalho foi possível graças a contribuição de várias pessoas 

especiais, as quais gostaria de agradecer. 

A toda minha família pelo apoio prestado nos momentos difíceis enfrentados ao longo 

desta caminhada. 

A minha orientadora Professora Drª Marilia Teresinha Hartmann pelos ensinamentos 

compartilhados e por todo o auxílio prestado durante o estudo, contribuindo para meu 

crescimento pessoal e profissional. 

A toda equipe do laboratório de Ecologia e Conservação que contribuíram para o 

andamento do projeto: Alexandre Folador, Caroline Garcia Samojedem, Felipe Pavan e Inete 

Baú. 

A todos os colegas e amigos que fiz durante o curso de Engenharia Ambiental e 

Sanitária. 

Aos professores do curso pelos ensinamentos repassados e dedicação, que contribuíram 

muito para a formação acadêmica. 

A Deus pela força e coragem para enfrentar os desafios que surgiram ao longo do tempo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



RESUMO 

 

Agrotóxicos são produtos químicos muito utilizados para controle de pragas na produção 

agrícola. Seu uso pode contaminar ambientes aquáticos, atingindo organismos não-alvo, que 

quando contaminados podem sofrer mortalidade, mudanças fisiológicas e alterações 

comportamentais. Neste estudo a toxicidade aguda e os efeitos genotóxicos foram avaliados 

para três classes de agrotóxicos: herbicida picloram; inseticida imidacloprido; fungicida 

clorotalonil, em girinos de Physalaemus gracilis. O ensaio agudo teve duração de 96 horas e 

foram utilizados girinos no estágio embrionário 25. O picloram apresentou CL50 de 15,81 mg.L-

1, o imidacloprido CL50 de 69,20 mg.L-1 e o clorotalonil CL50 de 0,036 mg.L-1. O picloram e o 

imidacloprido apresentaram baixa toxicidade aguda para P. gracilis, já clorotalonil apresentou 

alta toxicidade aguda e risco ecológico agudo para a espécie.  As três formulações testadas 

induziram um aumento na frequência de micronúcleos em células do sangue dos girinos 

analisados. Além de micronúcleos outras anormalidades nucleares também foram observadas 

nas células como: apoptose, binucleada, bolha, cariólise, entalhada e lobada, mostrando que 

esses compostos tem potencial genotóxico para essa espécie. Este estudo revela os anfíbios 

como sendo bons bioindicadores da qualidade ambiental apresentando efeitos tóxicos e 

genotóxicos quando expostos aos agrotóxicos analisados. 

 

Palavras-chave: Agrotóxicos. Physalaemus gracilis. Toxicidade. Genotóxico. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

 

Pesticides are chemical products widely used to control pests in agricultural production. Their 

use can contaminate aquatic environments, reaching non-target organisms, which when 

contaminated can suffer mortality, physiological changes and behavioral alterations. In this 

study, the acute toxicity and genotoxic effects were evaluated for three classes of pesticides: 

picloram herbicide; imidacloprid insecticide; chlorothalonil fungicide, in Physalaemus gracilis 

tadpoles. The acute test lasted 96 hours and tadpoles at embryonic stage 25 were used. Picloram 

had a LC50 of 15.81 mg.L-1, imidacloprid a LC50 of 69.20 mg.L-1 and chlorothalonil a LC50 

of 0.036 mg.L-1. Picloram and imidacloprid showed low acute toxicity to P. gracilis, while 

chlorothalonil showed high acute toxicity and acute ecological risk to the species.  The three 

formulations tested induced an increase in the frequency of micronuclei in blood cells of the 

analyzed tadpoles. Besides micronuclei other nuclear abnormalities were also observed in the 

cells such as: apoptosis, binucleated, blister, karyolysis, notched and lobed, showing that these 

compounds have genotoxic potential for this species. This study revealed amphibians to be 

good bioindicators of environmental quality, showing toxic and genotoxic effects when 

exposed to the analyzed pesticides. 

 

Keywords: Agrochemicals. Physalaemus gracilis. Toxicity. Genotoxicity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

No Brasil o consumo de agrotóxicos cresce significativamente devido à grande 

produção agrícola característica do país (LOPES; ALBUQUERQUE, 2018). Com isso, o uso 

desses produtos químicos se torna muito presente no cultivo de culturas, para o controle de 

pragas e doenças nocivas que possam prejudicar a produtividade das plantações (TAVELLA et 

al., 2011; MOHD FUAD et al., 2012). 

Os agrotóxicos possuem uma ampla variedade de funções, sendo utilizados para inibir 

o crescimento de fungos, insetos, parasitas e plantas daninhas que possam afetar o rendimento 

de culturas (LUSHCHAK et al., 2018). Em decorrência da alta complexidade, esses compostos 

podem ser muito persistentes no meio em que estão inseridos (STEFFEN; STEFFEN; 

ANTONIOLLI, 2011). Quando a molécula de agrotóxico fica retida no solo, a mesma pode ser 

absorvida pelo sistema radicular das plantas ou lixiviada para camadas mais profundas do solo, 

podendo atingir águas superficiais por escoamento, prejudicando o desenvolvimento da 

comunidade aquática existente (REBELO; CALDAS, 2014; BRITTO et al., 2015), afetando 

direta e indiretamente organismos não-alvo já que esses possuem características fisiológicas e 

bioquímicas semelhantes aos organismos-alvo (KÖHLER; TRIEBSKORN, 2013). 

Há diversas classes de agrotóxicos e as mais utilizadas na agricultura são os herbicidas, 

inseticidas e os fungicidas (IBAMA, 2019). Os herbicidas são conhecidos como produtos 

químicos que possuem uma formulação eficaz, econômica e poderosa em termos de custo para 

controle de ervas daninhas (CELIS et al., 2002). Inseticidas são substâncias químicas utilizadas 

para o controle de insetos em diferentes fases dos seus ciclos (MOREIRA, 2012) e fungicidas 

são agentes químicos muito utilizados na prevenção ou eliminação de fungos presentes em 

plantações ou sementes, classificados de acordo com o modo de aplicação (GUPTA, 2018). 

O herbicida picloram, inseticida imidacloprido e o fungicida clorotalonil são produtos 

químicos muito utilizados no Brasil (BOTELHO et al., 2012; LOPES, 2017; BIZERRA, 2018). 

No último relatório do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais 

(IBAMA) o clorotalonil foi o 6o mais vendido no país, imidacloprido o 11o e o picloram ficou 

20º lugar, entre 89 princípios ativos (IBAMA, 2019). 

Picloram consiste em um herbicida do tipo auxina, sistêmico que atua modificando o 

metabolismo celular das plantas (CHRISTOFFOLETI et al., 2015), possui elevada persistência 

no solo, além de alto grau de lixiviação estendendo-se por amplas áreas (D’ANTONINO et al., 
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2009; LAJMANOVICH et al., 2013), sendo classificado como classe toxicológica I – 

extremamente tóxico (ANVISA, 2021).  

Pode ser aplicado para pastagens, silvicultura e cultivo de grãos (USEPA, 1995). Devido 

sua alta solubilidade em água, o picloram é transportado para o ambiente aquático, podendo 

facilmente atingir aquíferos subterrâneos expondo os organismos não-alvo dessa região ao 

contaminante (ORDAZ-GUILLÉN et al., 2014; TANG et al., 2018).   

O imidacloprido é um inseticida neonicotinóide, que age por ação sistêmica, atua 

diretamente bloqueando os estímulos do sistema nervoso dos insetos (HAYASAKA, et al., 

2012; STARNER; GOH, 2012), sendo eficiente em diversas culturas como algodão, arroz, 

feijão, milho, trigo e soja (ANVISA, 2021). É classificado como classe toxicológica III – 

Moderadamente tóxico (ANVISA, 2021). 

 Se caracteriza por alta persistência no solo, alto potencial de lixiviação e escoamento 

em águas superficiais, causando efeitos adversos em organismos não-alvos, aquáticos e 

invertebrados (KINDEMBA, 2009; SOUZA; SILVA, 2016; THUNNISSEN et al., 2020). 

Devido a sua grande eficiência esse inseticida é o mais utilizado no mundo (BADGUJAR et 

al., 2013; RIOS; WILCOXEN; ZIMMERMAN, 2017; GUIMARÃES, 2020).  

Clorotalonil é um composto organoclorado, não sistêmico considerado um excelente 

fungicida para o controle de pragas devido a sua alta eficiência molecular a qual afeta 

diretamente a respiração celular dos organismos eucarióticos (MÉNDEZ et al., 2016). É 

amplamente utilizado em culturas de vegetais, frutas, plantas e gramados (VAN SCOY; 

TJEERDEMA, 2014), pouco solúvel em água, apresenta elevada persistência e toxidez no solo 

(LV et al., 2017), devido a sua aplicação direta é facilmente introduzido em ambientes 

aquáticos, ocasionando danos potenciais aos organismos aquáticos não-alvos (MCMAHON et 

al., 2012; YU et al., 2013). Esse composto é classificado como classe toxicológica III- 

Moderadamente tóxico (ANVISA, 2021).  

Para entender os efeitos causados por agrotóxicos em animais não-alvo, utilizam-se 

ensaios ecotoxicológicos como ferramenta de controle e monitoramento ambiental 

(MAGALHÃES; FERRÃO FILHO, 2008). Para essa análise ecotoxicológica pode ser 

realizado o ensaio de toxicidade aguda (SILVA et al., 2013). O ensaio agudo é realizado em 

um curto período de tempo, normalmente de 24 a 96 horas e mede os efeitos mais severos aos 

organismos, quando submetidos a diferentes concentrações de um contaminante (MOUTINHO, 

2013; STANLEY; PREETHA, 2016). Em anfíbios observa-se os efeitos que causam a 

letalidade desses organismos, obtendo-se como resultado final a concentração letal média que 
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ocasiona a morte de 50 % da espécie teste (CL50) (COSTA; BOTTA; ESPINDOLA, 2008; 

MASSARO, 2011).  

A partir de ensaios ecotoxicológicos é possível avaliar os efeitos mutagênicos e 

genotóxicos dos agentes químicos, através de análises de micronúcleo celular (GONÇALVES 

et al., 2010). Micronúcleos podem ser descritos como uma pequena parcela de DNA que não 

foi totalmente incorporada dentro do núcleo principal durante o processo de divisão celular 

(LAJMANOVICH et al.,2014). Esse teste baseia-se num aumento da frequência de eritrócitos 

policromáticos com micronúcleos, utilizando-se para isso células da medula óssea ou sangue 

periférico dos organismos testes (FLORES; YAMAGUCHI, 2008). O teste de micronúcleo é 

simples, sensível e confiável e fornece um resultado imediato para o exame de danos genéticos 

causados pela presença de compostos químicos em um determinado ambiente (POLLO et al., 

2015).  

Juntamente com o micronúcleo, outras anormalidades nucleares (ANEs) também podem 

ser analisadas em eritrócitos, complementando os resultados sobre genotoxicidade de um 

xenobiótico (LÓPEZ-GONZÁLEZ et al., 2017). Essas anormalidades nucleares de eritrócitos 

(ANEs) são relacionadas a erros que ocorrem durante a mitose ou meiose como: processos de 

morte celular (apoptose), pequenas evaginações da membrana nuclear semelhantes ao 

micronúcleo (bolha/broto), evaginações maiores que as bolhas (lobado), células com dois 

núcleos (binucleadas), núcleo que apresenta um corte bem definido em sua forma (entalhado), 

núcleo sem o material genético (cariólise), células sem a presença de núcleo (anucleada) e 

núcleo com vacúolo (vacuolizado) (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990; FENECH, 2007; 

NIKOLOFF et al., 2014). 

Anfíbios são organismos utilizados em ensaios ecotoxicológicos pois são excelentes 

indicadores de qualidade ambiental, já que são mais sensíveis a mudanças ambientais devido 

as diferentes fases de seu ciclo de vida, aquática e terrestre (TOLEDO, 2009; ROBINSON, et 

al., 2017). Além disso, limitações na capacidade de dispersão, a pele permeável capaz de 

absorver substâncias tóxicas, respiração cutânea, pouca mobilidade e sua tolerância às 

condições experimentais fazem com que os anfíbios sejam frequentemente utilizados em 

pesquisas toxicológicas (MIKÓ et al., 2017; GONÇALVES et al., 2019; BENVINDO-SOUZA 

et al., 2020). A exposição a contaminantes químicos como agrotóxicos torna-se uma ameaça 

para os anfíbios, provocando um declínio das espécies, descaracterização do ambiente e perda 

de diversidade biológica (GONÇALVES, 2015; AGOSTINI et al., 2020). 

O gênero Physalaemus tem sido utilizado em vários estudos sobre os efeitos de 

agrotóxicos (MORESCO; MARGARIDO; OLIVEIRA, 2014; GONÇALVES et al., 2019; 
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RUTKOSKI et al., 2020). A espécie P. gracilis ou rã-chorona é normalmente encontrada no 

sul do Brasil, Uruguai e Argentina (FROST, 2021). Reproduz-se nos meses de setembro a 

março em ambientes lênticos, no qual as fêmeas depositam seus ovos em ninhos de espumas 

(BORGES-MARTINS et al., 2007). Essa espécie não consta nas listas de espécies ameaçadas 

de extinção, graças à sua ampla distribuição e sua tolerância a diferentes habitats (IUCN, 2021), 

e é considerada bioindicadora (MACAGNAN, 2018; VANZETTO et al., 2019; HEREK et al., 

2020).  

 

2 OBJETIVOS 

 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 
Avaliar a toxicidade aguda e o potencial genotóxico dos agrotóxicos picloram, 

imidacloprido e do clorotalonil em girinos de Physalaemus gracilis.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
• Determinar a concentração letal média (CL50) do picloram, imidacloprido e do 

clorotalonil em girinos de P. gracilis;  

• Determinar a existência ou não da indução de micronúcleos e ANEs em P. gracilis após 

a exposição aos três tipos de agrotóxicos; 

• Verificar se existe diferença no potencial genotóxico nas concentrações agudas testadas; 

• Realizar a análise de risco ecológico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



14 
 

3 METODOLOGIA 

 
3.1 AGROTÓXICOS 

 

Para os ensaios de toxicidade aguda foram utilizadas as formulações comerciais do 

herbicida Picloram Padron (concentrado solúvel (SL)), do inseticida Imidacloprid Nortox 

(suspensão concentrada (SC)) e o fungicida  Clorotalonil Previnil (suspensão concentrada (SC)) 

(Tabela 1). 

Como características químicas, o picloram (4-amino-3,5,6- trichloropyridine-2-

carboxylic acid) (ANVISA, 2021) apresenta meia vida variando de 167 a 513 dias em pH 7 e 

25ºC de temperatura (USEPA, 1995), coeficiente de partição carbono orgânico de 16 (CLOSE 

et al., 1998), solubilidade em água de 430 mg.L-1 (25ºC), coeficiente de partição octanol-água 

igual a 1,4 e pressão de vapor de 6,16 x 10-7 mm Hg a 35°C (MANTOVANI, 2007) e constante 

da Lei de Henry de 1,59 x 10-9 (LOURENCETTI et al., 2005) .  

O imidacloprido (1-[(6-cloro-3-piridinil)metil]-N-nitro-2-imidazolidinimina) 

(ANVISA, 2021) possui meia vida superior a 30 dias em pH 7 e temperatura 25 ºC, coeficiente 

de partição carbono orgânico de 132 a 310, solubilidade em água de 515 - 610 mg.L-1 (25ºc), 

coeficiente de partição octanol-água igual a 3,7, pressão de vapor de 1.0 x 10-7 mmHg (25ºC) e 

constante da Lei de Henry de 6,5 x 10-8 atm m-3.mol-1 (COSTA, 2014; FOSSEN, 2006).  

Clorotalonil (tetrachloroisophthalonitrile) (ANVISA, 2021) possui meia vida de 

aproximadamente 44 horas em pH 7 e 25ºC de temperatura (USEPA, 1999; MCMAHON et al., 

2012), coeficiente de partição carbono orgânico igual a 5, apresenta solubilidade em água de 

0,80 mg.L-1 (20ºC), coeficiente de partição octanol-água igual a 2,88, pressão de vapor de 

7,63x10-4 mPa a 25°C e apresenta constante da Lei de Henry de 1,4 x 10-7 atm m-3.mol-1 (VAN 

SCOY; TJEERDEMA, 2014).  

A solução-estoque foi preparada no mesmo dia da realização do ensaio agudo. O 

produto comercial foi diluído em água destilada para obtenção da solução-estoque com 

concentração de 500 mg.L-1. Essa solução foi utilizada na preparação de todas as concentrações 

utilizadas no ensaio de toxicidade aguda, com o auxílio de micropipeta. 
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Tabela 1 - Composição do picloram, imidacloprido e clorotalonil utilizados no ensaio agudo. 

Agrotóxico Composição dos Agrotóxicos 
Equivalente ácido Outros ingredientes 

   
Picloram 240,00 g.L-1 

(Picloram, Sal 
trietanolamina:388,30 g.L-1) 

 

 
791,65 g.L-1 

   
Imidacloprido 480,0 g.L-1 728,4 g.L-1 

 
   

Clorotalonil 
 

 720,0 g.L-1 605,2 g.L-1 

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

3.2 ORGANISMO-TESTE 

 
Para os ensaios de toxicidade aguda, utilizou-se como organismos teste girinos de 

Physalaemus gracilis (Anura: Lepdodactylidae) (Figura 1). 

  

Figura 1 - Girino de Physalaemus gracilis no estágio 25 de Gosner (1960), utilizados no 

ensaio de toxicidade aguda. 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2021. 

 
 

As desovas de P. gracilis (Anura: Leptodactylidae) foram coletadas com menos de 24 

horas de oviposição (Figura 2), em um charco dentro da Universidade Federal da Fronteira Sul- 

UFFS, Campus Erechim- RS (Latitude: 27º43’46,11” Sul; Longitude: 52º16’54,40” Oeste). 
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Figura 2 - (A) Coleta das desovas, no charco da Universidade Federal da Fronteira Sul- 

campus Erechim (B) Desovas na natureza contendo girinos de Physalaemus gracilis. 

 
Fonte: (A) Elaborada pela Autora. (B) Felipe Pavan, 2021. 
  
 

As desovas coletadas foram transportadas em sacos plásticos e imediatamente 

conduzidas ao laboratório de Ecologia e Conservação da UFFS. Em seguida, foram colocadas 

individualmente em aquários com capacidade de 15 litros, previamente preparados com água 

de poço artesiano declorada (Figura 3). A água dos aquários foi mantida na temperatura de 23ºC 

± (2), pH na faixa de 7,0 ± (0,8), oxigênio dissolvido na faixa de 6,0 mg.L-1 ± (1), turbidez < 5, 

condutividade = 649 ± (25) μS.cm-1, dureza =3,57 mg.L-1, sódio =13,01 mg.L-1, ferro =0,564 

mg.L-1 e níquel< 0,002 mg.L-1. Os parâmetros de qualidade da água foram monitorados 

diariamente, a sala foi aclimatada a uma temperatura entre 25ºC ± (2), com umidade relativa 

entre 60 e 80% e iluminação controlada (12/12 horas claro-escuro).  

Os girinos foram alimentados a cada 24 horas com alimento completo para peixes 

(Alcon Basic) contendo 45% de proteína bruta e com alface cozida. Os organismos não 

utilizados no ensaio foram devolvidos a natureza, no mesmo local de coleta.  

Este estudo teve autorização de coleta pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da 

Biodiversidade (ICMBio) sob nº 72719-1 e aprovação do Comitê de Ética para Uso de Animais 

(CEUA/UFFS) sob protocolo nº 8706100919. 

A B 
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Figura 3 - Desova de Physalaemus gracilis disposta em aquário de 15 litros no Laboratório de 

Ecologia e conservação da Universidade Federal da Fronteira Sul, campus Erechim. 

 
Fonte: Elaborada pela Autora, 2021. 

 

3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 
3.3.1 Ensaio Agudo 

 
O ensaio de toxicidade aguda para determinação da Concentração Letal Média (CL50) 

foi realizado com girinos no estágio de desenvolvimento 25, de acordo com Gosner (1960). 

Neste estágio, os girinos possuem estrutura bucal adequada para alimentação (MCDIARMID; 

ALTIG, 1999). O teste teve duração padrão de 96 horas de acordo com o Protocolo ASTM 

E729–96/2014 “Standard Guide for Conducting Acute Toxicity Tests on Test Materials with 

Fishes, Macroinvertebrates, and Amphibians”. O ensaio foi realizado em unidades 

experimentais, em triplicata. Cada unidade experimental foi um recipiente de vidro com 

capacidade de 500 mL, contendo 10 girinos. As unidades experimentais receberam a solução 
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contendo água declorada e a concentração de agrotóxico, ou somente água declorada no 

controle, seguindo os mesmos parâmetros da água descritos no item 3.2.  

Foram testadas seis concentrações de cada agrotóxico, baseadas em dados encontrados 

na literatura. As concentrações testadas para o picloram foram baseadas no estudo com Rhinella 

arenarum: 1,8; 3,0; 5,0; 10; 25 e 50 mg.L-1 (LAJMANOVICH et al., 2013). Para o 

imidacloprido as concentrações testadas foram baseadas em ensaios preliminares com duas 

espécies de anfíbios, Rana N. Hallowel e Hypsiboas pulchellus, sendo elas: 5,0; 12,5; 50; 75; 

100 e 200 mg.L-1 (FENG et al., 2004; ARCAUTE et al., 2014). Para o clorotalonil testou-se as 

concentrações baseadas em estudo com larvas de anfíbios de Xenopus laevis, Agalychnis 

callidryas, Isthmohyla pseudopuma e Smilisca baudinii: 0,0005; 0,01; 0,025; 0,050; 0,10 e 0,20 

mg.L-1 (YU et al., 2013; MÉNDEZ et al., 2016).  

Para a classificação da toxicidade aguda, utilizou-se a classificação da Globally 

Harmonized System of Classification and Labeling of Chemicals (GHS, 2021), no qual os 

compostos químicos podem ser classificados em três grupos depois de 96 horas de exposição: 

alta toxicidade (CL50<1 mg.L-1), toxicidade moderada (CL50 entre 1 e 10 mg.L-1) e baixa 

toxicidade (CL50>10 mg.L-1). 

As unidades experimentais foram cobertas com plástico parafilm a fim de evitar a 

evaporação da solução e mantidas sob aeração constante (Figura 4). A mortalidade dos 

indivíduos foi analisada a cada 24 horas, os mortos foram retirados e contabilizados. A 

temperatura e oxigênio dissolvido da água foram mantidos em 23ºC± (2) e 6± (1) mg.L-1, 

respectivamente, durante todo o período do ensaio. Os organismos não foram alimentados 

durante o teste. 
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Figura 4 - Ensaio de toxicidade aguda com girinos de Physalaemus gracilis no Laboratório de 

Ecologia e Conservação da UFFS, campus Erechim. (A) picloram; (B) imidacloprido; (C) 

clorotalonil. 

 

 
Fonte: Elaborada pela autora, 2021. 

 
3.3.2 Micronúcleo e Anormalidades Nucleares de Eritrócitos 

 
No final do ensaio agudo foram retirados aleatoriamente 10 girinos de cada 

concentração e do controle, ou apenas os que sobreviveram das concentrações, para a análise 

do sangue através do teste do micronúcleo. Foram analisadas somente concentrações com 

girinos vivos ao final do ensaio. Os girinos foram eutanasiados por anestesia dérmica com 

lidocaína 5% (50 mg.g-1) de acordo com normas do (CONCEA, 2021). Foi retirada uma gota 

de sangue de cada girino, com seringas descartáveis e solução de heparina (5.000 UI). Foi 

realizado o esfregaço em lâminas de microscopia esterilizadas. As lâminas foram colocadas 

para secar em temperatura ambiente e depois coradas com corante hematológico Kit panótico 

rápido (LABORCLIN). Esse Kit consiste em três frascos de 500 ml contendo uma solução de 

triarilmetano (0,1%), solução de xantenos (0,1%) e uma solução de tiaxina (0,1%). O tempo de 

imersão das lâminas foram 30, 30, 60 segundos respectivamente. As lâminas foram levemente 

lavadas com água destilada e postas para secar em temperatura ambiente e ao abrigo de luz.  

A B 

C 
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Foi analisada a presença de micronúcleos e anormalidades nucleares nos eritrócitos 

através da contagem de 1.000 eritrócitos de cada girino, com auxílio de microscópio em objetiva 

100X de acordo com (LAJMANOVICH et al., 2013; JING et al., 2017). As anormalidades 

nucleares avaliadas foram: (1) Células Anucleadas; (2) Células com Apoptose; (3) Células 

Binucleadas; (4) Célula com Broto/Bolha; (5) Células com Cariólise; (6) Células Entalhadas; 

(7) Células Lobadas e (8) Células Vacuolizadas (CARRASCO; TILBURY; MYRES, 1990; 

FENECH, 2007, 2011; ARCAUTE et al., 2014). 

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA E RISCO ECOLÓGICO 

 
Os resultados do ensaio agudo para determinação da concentração letal média (CL50) 

foram analisados através do método TSK- Trimmed Spearman-Karber (HAMILTON; RUSSO; 

THRUSTON, 1977) pelo software GBasic com 95% de significância.  

Para determinar as diferenças entre as concentrações dos grupos foi realizada análise de 

variância (ANOVA) seguida do teste de Tukey (p<0,05), utilizando o software GraphPad 

Prism6. Os gráficos foram confeccionados nos softwares Excel e no Graph Pad. 

A avaliação de risco ecológico foi determinada através do quociente de risco agudo 

(USEPA, 1998). O risco ecológico agudo foi calculado pela divisão da concentração estimada 

do contaminante (CEC) no ambiente pela concentração letal média (CL50) calculada para cada 

um dos agrotóxicos testados (CEC/CL50). A CEC foi obtida a partir da literatura, como sendo 

a máxima concentração estimada do agrotóxico no ambiente. Para o picloram, a CEC estimada 

foi de 0,5 mg.L-1, baseada no limite estabelecido pela EPA (HAMILTON et al., 2003). Para o 

imidaclorpido e clorotalonil a CEC estabelecida foi de 0,3 e 0,18 mg.L-1, respectivamente, 

baseadas na Portaria nº 320/2014 do Rio Grande do Sul.  

Após o cálculo do quociente de risco agudo, esse foi comparado com o nível de 

preocupação da Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (USEPA, 1998) através 

do nível de preocupação. No risco agudo o valor de referência do nível de preocupação é 0,5, 

logo se o valor do quociente de risco agudo for maior que 0,5 é considerado risco agudo para a 

espécie estudada. 
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4 RESULTADOS 

 
4.1 TOXICIDADE AGUDA 

 
A CL50 de picloram para girinos de P. gracilis foi de 15,81 mg.L-1, mas não foi possível 

calcular os intervalos de confiança, pois a mortalidade ocorreu  somente nas últimas 

concentrações nas primeiras 24 horas de exposição (e ter sido de 100%). A CL50 de 

imidacloprido foi de 69,20 mg.L-1 (+95%= 59,46; -95%= 80,54), e em 24 horas de exposição 

ocorreu mortalidade nas concentrações de 75, 100 e 200 mg.L-1 , sendo que nessa última 

concentração ocorreu a maior taxa de mortalidade dos girinos . Para o clorotalonil a CL50 foi 

de 0,036 mg.L-1 (+95%= 0,032; -95%= 0,041), a mortalidade passou ocorrer a partir de 72 horas 

de exposição nas concentrações de 0,025, 0,05, 0,1 e 0,2 mg.L-1 , sendo nas duas últimas 

concentrações a maior incidência de mortes. Os dados estão apresentados na Tabela 2 e Figura 

5. 

 
Tabela 2 - Mortalidade de girinos Physalaemus gracilis expostos à formulação comercial do, 

herbicida picloram inseticida imidacloprido e fungicida clorotalonil no ensaio agudo. 

Agrotóxico Concentração 
(mg.L-1) 

Mortalidade Mortalidade 
total 

Mortalidade 
(%) 

24h 48h 72h 96h 
 
 

Picloram 

0 0 0 0 0 0 0,0 
1,8 0 0 0 0 0 0,0 
3,0 0 0 0 0 0 0,0 
5,0 0 0 0 0 0 0,0 
10 0 0 0 0 0 0,0 
25 30 0 0 0 30 100 

 50 30 0 0 0 30 100 
 

 
Imidacloprido 

0 0 0 0 0 0 0,0 
5 0 0 0 0 0 0,0 

12,5 0 1 0 0 1 3,3 
50 0 3 0 0 3 10,0 
75 6 6 2 0 14 46,7 
100 17 7 2 0 26 86,7 

 200 30 0 0 0 30 100 

 
 
 

Clorotalonil 

0 0 0 0 0 0 0,0 
0,0005 0 0 0 0 0 0,0 
0,01 0 0 0 0 0 0,0 
0,025 0 0 1 2 3 10,0 
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 0,05 0 0 24 1 25 83,3 
0,1 0 0 30 0 30 100 

 0,2 0 0 30 0 30 100 
Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

Figura 5 - Mortalidade cumulativa (%) de girinos de Physalaemus gracilis expostos a 

diferentes concentrações do: (A) picloram). (B) imidacloprido. (C) clorotalonil no ensaio 

agudo. 
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Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

 

4.2 MICRONÚCLEO E ANORMALIDADES NUCLEARES DE ERITRÓCITOS 

 
Foram avaliados 50.000 eritrócitos de P. gracilis expostos a picloram, 54.144 eritrócitos 

expostos a imidacloprido e 45.119 eritrócitos expostos a clorotalonil. Com relação a ocorrência 

de micronúcleo nos eritrócitos, houve diferença significativa nos girinos expostos a 10 mg.L-1 

de picloram (F4,45=5,41, p=0,001, Tukey = p<0,05; ), em 50, 75 e 100 mg.L-1 de imidacloprido  

(F5,48 = 43,47, p < 0,0001, Tukey = p< 0,05) e em 0,0005, 0,010, 0,025 e 0,05 mg.L-1 de 

clorotalonil (F4,38 = 13,00, p< 0,0001; Tukey = p<0,05) (Figura 6).  
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Figura 6 - Micronúcleos detectados em girinos de Physalaemus gracilis expostos a diferentes 

concentrações de: (A) picloram; (B) imidacloprido; (C) clorotalonil. 
 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

Das oito anormalidades avaliadas além do micronúcleo, foram encontradas cinco nos 

girinos expostos ao picloram, seis nos expostos ao imidacloprido e cinco nos expostos ao 

clorotalonil (Figura 7 e Tabela 3).  

A análise conjunta de todas as anormalidades nucleares registradas nos girinos, 

incluindo o micronúcleo, mostrou que as quatro concentrações avaliadas de Picloram (1,8; 3; 5 

e 10 mg.L-1; F4,45 = 8,35, p < 0,0001, Tukey = p<0,05) e de clorotalonil (0,0005; 0,010; 0,025 

e 0,05 mg.L-1; F4,40 = 37,42, p < 0,0001, Tukey = p<0,05) causaram anormalidades 

significativas. No imidacloprido, foram avaliadas cinco concentrações, e a presença de 

A 
B 

C 
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anormalidades nucleares foi significativa nas três maiores concentrações (50, 75 e 100 mg.L-1; 

F5,48 = 55,73, p < 0,0001, Tukey = p<0,05) (Figura 8). 

 
Figura 7 - Micronúcleo e Anormalidades Nucleares de eritrócitos de girinos Physalaemus 

gracilis expostos ao ensaio agudo. (A) Células com núcleos normais; (B) Célula com 

Micronúcleo; (C) Células com Apoptose; (D) Célula Binucleada; (E) Célula com Bolha ou 

Broto Nuclear; (F) Célula com Cariólise; (G) Célula Lobada; (H) Célula Entalhada; 

 

 

 
Fonte: Elaborado pelo autor, 2021. 
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Figura 8 - Anormalidades Nucleares detectadas em em girinos de Physalaemus gracilis 

expostos a diferentes concentrações de: (A) picloram; (B) imidacloprido; (C) clorotalonil. 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 

 

Cada anormalidade foi avaliada individualmente quanto a sua significância em relação 

as concentrações testadas para cada agrotóxico. Os resultados da ANOVA e teste de Tukey 

podem ser observados no APÊNDICE A.

A 
B 

C 
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 Tabela 3 - Média ± desvio padrão (mínimo e máximo) de micronúcleos e anormalidades nucleares de eritrócitos (ANE’s) em girinos 
Physalaemus gracilis, encontradas no controle e nas concentrações, após exposição a formulação comercial do herbicida picloram, inseticida 
imidacloprido e fungicida clorotanil, no ensaio agudo. *Significativo em relação ao controle pelo teste de Tukey (p<0,05). 

Fonte: Elaborado pela autora, 2021.

 
Agrotóxico 

 
Concentração 

(mg.L-1) 

Número de Células 
Analisadas 

 
 

ANEs 

Micronúcleo Apoptose 
 

Binucleada 
 

Bolha 
 

Cariólise 
 

Entalhada 
 

Lobada 
 

 
 
 
 
Picloram 

0 10.000 0,4±0,52 
(0-1) 0 0 0,6±0,85 

(0-2) 0 4,6±2,2 
(2-8) 

3,3±2,63 
(0-9)  

1,8 10.000 1,7±1,06 
(0-3) 0 0,8±1,13 

(0-3) 
3,1±1,10* 

(2-5) 0 9,7±4 
(4-16) 

1,1±7,31* 
(3-22)  

3 10.000 2,1±1,29 
(0-4) 

0,3±0,67 
(0-2) 

1,5±1,08 
(0-3) 

2,6±1,58* 
(0-5) 0 12,1±2,92* 

(7-16) 
11,9±3,07* 

(7-16)  

5 10.000 2,2±1,23 
(1-4) 

0,3±0,67 
(0-2) 

1,9±1,60* 
(0-5) 

2,7±2,11* 
(0-6) 0 13,1±5,61* 

(3-21) 
12,8±5,69* 

(5-20)  

10 10.000 3,6±2,76* 
(1-9) 0 1,5±2,17 

(0-6) 
3±0,47* 

(2-4) 0 18,1±7,22* 
(10-29) 

15,4±8,70* 
(5-28)  

 
 
 
 
 
Imidacloprido 

0 10.000 0,1±0,32 
(0-1) 0 0 0,1±0,32 

(0-1) 0 0,5±0,71 
(0-2) 

0,5±0,85 
(0-2)  

5 10.000 0,3±0,48 
(0-1) 0 0 3,5±3,37 

(0-10) 0 5,2±3,19 
(1-11) 

5,5±3,81 
(0-11)  

12,5 10.052 0,7±0,82 
(0-2) 0 0,4±0,52 

(0-1) 
2,1±2,02 

(0-6) 0 5,3±4,52 
(1-14) 

8,6±4,95* 
(2-17)  

50 10.019 1,8±0,79* 
(1-3) 

0,3±0,67 
(0-2) 

0,7±0,82 
(0-2) 

7,1±6,37* 
(0-16) 0 12,3±7,16* 

(3-24) 
13,1±6,71* 

(5-24) 
 
 

75 10.073 2,9±2,02* 
(0-6) 0 0,9±0,74 

(0-2) 
4,5±2,95 

(0-9) 0 14,5±8,26* 
(3-29) 

13,7±8,47* 
(3-31)  

100 4.000 3,3±4,30* 
(0-9) 

0,6±1,35* 
(0-2) 

1,8±2,78* 
(0-8) 

10,4±13,57* 
(0-30) 

0,3±0,67* 
(0-2) 

17,7±22,88* 
(0-46) 

18,1±23,5* 
(0-50) 

 
 

 
 
 
 
Clorotalonil 

0 10.013 0,1±0,32 
(0-1) 0 0 2,6±1,26 

(1-5) 0 2,2±0,79 
(1-3) 

2,5±1,72 
(0-6) 

 
 

0,0005 10.071 1,2±0,63* 
(1-3) 0 0,3±0,67 

(0-2) 
5,2±4,13 

(1-15) 
0,4±0,97* 

(0-3) 
9,3±1,34* 

(8-12) 
8,3±3,94* 

(0-13)  

0,01 10.005 1,1±0,99 
(0-3) 0 1±1,50 

(0-4) 
4,4±2,32 

(1-8) 0 10,3±3,68* 
(5-17) 

10,7±4,69* 
(4-19)  

0,025 10.030 2,1±1,10* 
(1-4) 0 0,9±1,52 

(0-5) 
2,5±1,27 

(2-6) 0 14,5±1,27* 
(12-16) 

13,8±3,29* 
(8-19)  

0,05 5.000 2,4±0,55* 
(2-3) 0 1±0 

(1-1) 
4,8±2,59 

(2-8) 0 19±2,34* 
(16-21) 

14±2,91* 
(10-17) 
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4.3 ANÁLISE DE RISCO ECOLÓGICO 

 
Não houve risco agudo para o picloram e para imidacloprido visto que o valor do 

coeficiente de risco agudo foi inferior ao de preocupação estabelecido (Tabela 6). Já para o 

clorotalonil, o risco agudo calculado foi superior ao valor de referência (0,5) indicando que o 

agrotóxico confere potencial risco agudo para a espécie testada. 

 

Tabela 4 - Avaliação de risco ecológico agudo para girinos de Physalaemus gracilis expostos 

aos três agrotóxicos no ensaio agudo. 

Agrotóxico CEC 
(mg.L-1) 

CL50 
(mg.L-1) 

Coeficiente risco 
agudo  

 
      Picloram 

 

0,5 15,81 0,03 

Imidaclorpido 

 

0,3 69,20 0,004 

      Clorotalonil 

 

0,18 0,03662 5 

Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A formulação comercial testada do herbicida picloram e inseticida imidacloprido 

apresentaram baixa toxicidade aguda para girinos de Physalaemus gracilis, já o fungicida 

clorotalonil apresentou alta toxicidade aguda, segundo a classificação da Globally Harmonized 

System of Classification and Labelling of Chemical (GHS, 2021). De acordo com a 

concentração letal, a ordem destes agrotóxicos do mais ao menos tóxico para P. gracilis foi 

clorotalonil – picloram-imidacloprido. 

Em anfíbios foram registrados diversos valores de toxicidade aguda para esses 

agrotóxicos, demonstrando diferenças de sensibilidade entre espécies para esses princípios 

ativos, mas seguem a mesma ordem de toxicidade encontrada para P. gracilis. Em estudos 

realizados, clorotalonil foi o mais tóxico desses agrotóxicos, pois apresentou alta toxicidade 

para Agalychnis callidryas, com CL50-96 de 0,026 mg.L-1, para  Isthmohyla pseudopuma com 

0,025 mg.L-1 e para Smilisca baudinii com 0,032 mg.L-1 (MÉNDEZ et al., 2016). Picloram foi 

o segundo mais tóxico, pois demonstrou baixa toxicidade para Boana pulchella, com uma CL50-

48h de 16,5 mg.L-1 (RIERO, 2019) e alta toxicidade para Rhinella arenarum, com valor de  CL50-

48h de 0,025 mg.L-1 (LAJMANOVICH et al., 2013). Imidacloprido apresentou baixa toxicidade 

aguda para Boana pulchella, com CL50-96 de 84,91 mg.L-1 (ARCAUTE et al., 2014) e para 

Fejervarya limnocharis e Rana N.Hallowel  com CL50-96 de 82 mg.L-1 e 129 mg.L-1, 

respectivamente ( FENG et al., 2004).  

Além da mortalidade, a exposição dos organismos aquáticos a substâncias químicas 

pode causar danos genéticos e cromossômicos, através do aumento da frequência de 

micronúcleos em células do sangue de organismos bioindicadores (RODRIGUES, 2006). Os 

três agrotóxicos testados induziram micronúcleos em P. gracilis. A menor concentração de 

clorotalonil analisada (0,0005 mg.L-1 ) foi significativa para micronúcleos, sendo que a maior 

taxa de micronúcleos foi encontrada em 100 mg.L-1 de imidacloprido, uma concentração onde 

sobreviveram apenas quatro girinos ao final do ensaio, o que corrobora com a toxicidade deste 

inseticida em altas concentrações. 

Além do micronúcleo, todas as concentrações avaliadas para os três agrotóxicos, 

apresentaram outras anormalidades nucleares. Quando analisadas em conjunto, todas as 

concentrações de picloram e clorotalonil avaliadas induziram anormalidades nucleares, ou seja, 

picloram foi genotóxico para P. gracilis a partir de 1,8 mg.L-1 e clorotalonil a partir de 0,0005 

mg.L-1.  Imidacloprido foi genotóxico a partir de 50 mg.L-1, em três das cinco concentrações 

avaliadas. Um aumento da frequência de anormalidades nucleares pode se indicativo das 
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consequências de micronúcleos nas células avaliadas (AMARAL et al., 2018). A inclusão de 

diferentes anormalidades na avaliação da genotoxicidade mostra uma sensibilidade maior nas 

espécies, quando comparada somente ao micronúcleo (HEREK et al, 2021). 

A genotoxicidade é uma ferramenta muito útil para avaliação do comportamento de 

compostos tóxicos, como os agrotóxicos quando inseridos no ambiente aquático (POLLO et 

al., 2015). A presença de micronúcleos indica que esse composto modificou e induziu erros de 

formação das células nesses organismos (FENECH, 2000; GONÇALVES, 2015). Os resultados 

de genotoxicidade encontrados para esses três agrotóxicos, contribuem muito para essa 

avaliação comportamental, pois quando um composto químico modifica a funcionalidade de 

um organismo não-alvo, esse vem a sofrer com efeitos adversos em sua estrutura, como relatado 

nesse estudo para girinos de P.gracilis. 

Das três classes de agrotóxicos usadas no ensaio, o clorotalonil foi o que demonstrou 

maior risco de toxicidade aguda para a espécie de anfíbio estudada. Na análise de risco 

ecológico o coeficiente de risco agudo calculado para o clorotalonil, foi superior ao valor de 

referência (USEPA, 1998), indicando que esse agrotóxico confere risco agudo para a espécie. 

O clorotalonil é um fungicida organoclorado que pode ser facilmente encontrado em águas 

superficiais e sedimentos (THOMAS; BROOKS, 2010).  

As observações realizadas neste estudo permitem avaliar que altas concentrações dos 

três agrotóxicos testados são genotóxicas para essa espécie de anfíbio que é muito comum no 

Estado do Rio Grande do Sul. No Brasil, não há limites estabelecidos pelo Conselho Nacional 

do Meio Ambiente (CONAMA 357/2005) para esses três agrotóxicos em águas superficiais. 

Para o picloram há um limite estabelecido pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados 

Unidos (USEPA) de 0,5 mg.L-1 para água potável, já o imidacloprido e o clorotalonil são 

mencionados na  Portaria Nº 320/2014 em Águas para consumo Humano no Rio Grande do Sul 

com limite de 0,3 mg.L-1 para o imidacloprido e de 0,18 mg.L-1 para o clorotalonil. O 

clorotalonil ainda aparece na legislação CONAMA 396/2008 que dispõe sobre enquadramento 

para águas subterrâneas, com valor máximo permitido de 0,0001 mg.L-1  e na nova Portaria Nº 

888/2021 que dispõe sobre os procedimentos de controle e de vigilância da qualidade da água 

para consumo humano e seu padrão de potabilidade com um valor de 0,045 mg.L-1 . As 

concentrações agudas de picloram e imidacloprido encontradas neste estudo são maiores do que 

as permitidas pela legislação, o que é esperado, pois são altas concentrações. Mas para 

clorotalonil a toxicidade aguda encontrada está abaixo do que é permitido para água potável no 

Rio Grande do Sul e para a nova Portaria de água para consumo humano, demostrando que esse 

composto causa risco para a espécie em concentrações mais baixas que as estabelecidas. 
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As observações realizadas neste estudo, avaliaram os efeitos letais e mutagênicos em 

uma espécie de anfíbio demonstrando ter potencial bioindicador. Esses dados contribuem para 

o avanço de pesquisas com outros organismos aquáticos bioindicadores susceptíveis à 

contaminação por esses agrotóxicos (AMÉRICO-PINHEIRO, 2015; LOPES, 2017; SILVA, 

2020), fornecendo debates sobre a toxicologia de agrotóxicos em ambientes aquáticos. 
 

6 CONCLUSÃO 

 
Nesse trabalho verificamos que a formulação comercial do picloram e do imidacloprido 

demonstraram baixa toxicidade aguda para os girinos de P. gracilis, já o clorotalonil foi 

altamente tóxico e oferece risco ecológico agudo para a espécie. Os três agrotóxicos 

demonstram potencial genotóxico, apresentando micronúcleos e outras anormalidades 

nucleares de eritrócitos. Isso demonstra a importância de estudos envolvendo a toxicologia de 

agrotóxicos e como seus efeitos adversos podem afetar organismos não-alvo que se tornam 

vulneráveis no ambiente aquático, como essa espécie de anfíbio que é muito comum no sul do 

Brasil. 
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APÊNDICE A - Resultados da ANOVA e teste de Tukey para as anormalidades 
nucleares de eritrócitos encontradas em girinos de Physalaemus. gracilis. 
 

Agrotóxico Anormalidade 
nuclear (ANE) Valor de F 

Valor de 
p 

(ANOVA) 

Valor de p 
(Tukey) 

Significativo 
para a 

concentração 

 
Picloram 

Binucleada F4,45 =2,90 p = 0,032 p < 0,05 5 

Entalhada F4,45=10,79 p < 0,0001 p < 0,01 3; 5 e 10 

Bolha/Broto F4,45 = 7,15 p = 0,0002 p < 0,01 1,8; 3; 5; 10 

Lobada F4,45 = 5,81 p = 0,0007 p < 0,05 1,8; 3; 5; 10 

Apoptose F4,45 = 1,48 p = 0,2236 - - 

 
Imidacloprido 

Binucleada F5,48=19,32 p < 0,0001 p < 0,0001 100 

Entalhada F5,48=44,82 p < 0,0001 p < 0,0001 50; 75 e 100 

Bolha/Broto F5,48=33,76 p < 0,0001  p < 0,01 50 e 100 

Lobada F5,48=40,85 p < 0,0001  p < 0,05 12,5; 50; 75 e 
100 

Cariólise F5,48 = 7,27 p < 0,0001 p < 0,0001 100 

Apoptose F5,48 = 5,34 p = 0,0006  p < 0,05 100 

 
Clorotalonil 

Binucleada F4,40 =1,73 p = 0,1617 - - 

Entalhada F4,40=179,7 p < 0,0001 p < 0,0001 0,0005; 0,010; 
0,025 e 0,05 

Bolha/Broto F4, 40 =2,30 p = 0,075 - - 

Lobada F4,40=16,50 p < 0,0001 p < 0,05 0,0005; 0,010; 
0,025 e 0,05 

Cariólise F 4,40 =5,18 p = 0,0018 p < 0,05 0,0005 
Fonte: Elaborado pela autora, 2021. 

 


