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Resumo

Ozobnio, um dos principais poluentes em areasnah)aé altamente oxidativo,
promovendo injarias diversas em plantas. Para m@mita presenca desse e de outros
contaminantes atmosféricos e avaliar riscos parasenss vivos, sdo utilizadas espécies
vegetais bioindicadoras, as quais podem apreselotaises, necroses, pigmentacgdes foliares
tipicas, desarranjos fisiologicos e aberrac6es assimicas como quebras cromossdmicas,
originando fragmentos denominados micronucleos (M@E\tre as espécies que apresentam
tais anormalidades cromossdmicas, pode-se Tiadescantia pallidaqRose) DR Hunt cv.
'Purpurea’ Boom, uma Commelinaceae originaria dérfa Central e amplamente utilizada
em paisagismo em varios paises, inclusive no Brasitretanto, a formacdo de MCN é
condicionada por diversos fatores, entre os quamlaicdo atmosférica e as variaveis
climaticas, cuja influéncia ainda ndo esta bembestaida pardl. pallida 'Purpurea’. No
presente estudo, assim, pretendeu-se: (1) invesidaqiéncia basal de micronlcleos em
células-maes de grédo de pélen de individuos cdbis@xclusivamente em casa de vegetacéao,
isenta de poluentes clastogénicos; (2) determinsgnaibilidade dessa cultivar ao ozénio e
identificar fatores (temperatura e antioxidantes¢ @xercem influéncia sobre as respostas
clastogénicas ao poluente; (3) determinar o tengpeduperacéo adequado para diagnosticar
clastogénese. A frequéncia espontanea de MCN, onaddé ao longo de 17 meses em
inflorescéncias provenientes de plantas mantidasasa de vegetacéo, foi geralmente baixa
(entre 0,4 a 1,8%) e foi influenciada, entre osrig climaticos monitorados, apenas pela
temperatura trés dias antes da amostragem (an®tifuchica e valores maximos diarios). Em
paralelo, ramos florais coletados das mesmas plaritaam expostos, em camara de

fumigacdo fechada, a 60ppb de 0z6nio, por trésshois quatro estagdes climaticas do ano
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ou a 80 ppb de o0zdnio somente na primavera e ftrado. Os ramos florais permaneceram,
apos exposicdo, na camara de fumigacéo fechadaporte de ar filtrado para periodos de
recuperacado, de 24 a 120 horas. Ao término deteaojao de recuperacao estudado, 0os ramos
florais foram fixados e dissecados. Das bractemaie-se acido ascérbico total e a contagem
de MCN em células-méaes de grdo de podlen foi feita Inotdes florais. Houve aumento
significativo da formacdo de MCN em inflorescénciasiigadas com ozonio, em relacao
aguelas fumigadas com ar filtrado somente, demamdir a alta sensibilidade de pallida
'Purpurea’ ao poluente. Esse aumento foi mais @mspno inverno e no verdo. A
concentragdo de acido ascorbico variou ao longaedmpo de recuperagdo, tendo sido
condicionada pela amplitude térmica e por tempesatmmaximas em cada dia. Porém, nao foi
alterada significativamente pelo ozonio. A inteasliel de formac&o de MCN foi influenciada
por variacées da concentracdo desse antioxidanbera4 antes e igualmente pela amplitude
térmica e por temperaturas maximas em cada diateSoperaturas maximas mais amenas
observaram-se as maiores taxas de MCN. O tempoedgearacdao mais indicado para
diagnosticar clastogénese imposta por ozonio for2ldhoras apds exposicdo ao poluente.
Contudo, nao foi possivel estabelecer uma curva dogsposta entre freqiéncia de MCN e
diferentes concentracdes de ozonio, de modo qapacicade d&. pallida‘Purpurea’ para

avaliacao do potencial clastogénico de 0z6nio andaapdde ser estabelecida.

Palavras-chave: ecotoxicologia, micronucleo, ozAnimensaio Trad-MCN.



Abstract

Ozone, one of the most important air pollutamtsurban areas, is highly
oxidative. It promotes different kinds of injury plants. Bioindicator plant species are often
used for monitoring the presence of ozone and legratontaminants in the air, as well as the
biological risks associated, by means of leaf ddm;, necrosis and other typical
pigmentations, physiological disturbances and clasomal fragments or micronuclei
(clastogenesis). Among the plants that show clastiegnjuries, we can quofEradescantia
pallida (Rose) DR Hunt cv Purpurea Boom, a Commelinacea® Central America and
frequently cultivated in gardens in several partgshe world, including Brazil. However,
micronuclei formation in inflorescences of pallida 'Purpurea’ exposed to air pollution is
conditioned by several environmental factors, sacpollutants and climatic variables, whose
influence is still not established. to investigatg) the basal frequency of micronuclei in
pollen mother cells from plants cultivated insidegg@enhouse, free from clastogenic air
pollutants, (2) the sensitivity of this cultivar tzone, identifying factors (temperature and
antioxidants) that may influence on the clastogemsponses to the pollutant; (3) the
appropriate recovery time to observe clastogenesthis plant. Spontaneous micronuclei
frequency, monitored during 17 months in plantsntaamned inside the greenhouse, was
generally low (0,4-1,8%) and was influenced, amatignatic factors analyzed, by air
temperature three days before analysis (thermallitaichp and maximal daily values). In
parallel, flowering branches were collected frore #ame plants and exposed, into closed
fumigation chambers, to 60 ppb of ozone, for thneers in one day of the four climatic

seasons of the year or to 80 ppb of ozone onlyprmg and to filtered air. The flowering



branches remained, after exposure, in the closedgation chamber with filtered air for
recovery times from 24 to 120 hours. Then, the 8omg branches were dissected at the end
of each recovery time. Total ascorbic acid wasrdatesd in the bracts and micronuclei were
scored in pollen mother cells of flower buds. Thegliency of micronuclei increased
significantly in inflorescences exposed to ozorgarding to the frequency estimated in those
exposed only to filtered air, revealing the higimsgvity of T. pallida 'Pupurea’ to ozone.
This increase was more conspicuous in winter amehser. The ascorbic acid concentration
varied along the recovery times and was conditidmgdhermal amplitude and maximal air
temperatures in each day. However, this conceotratvas not affected by ozone. The
intensity of micronuclei formation was influenceg lioth the variations in the concentrations
of this antioxidant 24 hours before scoring of mmsclei and thermal amplitudes and
maximal temperatures in each day. The highest @tesicronuclei inT. pallida 'Purpurea’
were observed under mild daily maximum temperatufé® r most appropriate recovery
time to detect clastogenesis induced by ozone Rawours after exposure. However, it was
not possible to establish a dose-response curwveebatmicronuclei frequency and different
ozone concentrations, so that the capacityTofpallida 'Purpurea’ for evaluating the

clastogenic potential of ozone still remains undateed.

Key words: ecotoxicology, micronuclei, ozone, TGN bioassay.



Capitulo 1

Introducéo geral

1.1 Introducéo geral e justificativas

1.1.1.) Poluicao atmosférica

A espécie humana, ao longo de seu historico deaméo da Terra, tém se
caracterizado pela notavel capacidade de altesanlmente para garantir melhores condigcfes
de sobrevivéncia. Da manipulacdo do fogo a queimeodnbustiveis diversos para alimentar
suas maquinas, passando pelos impactos tecnoléghomomico e social da Revolucdo
Industrial, tais alteracfes trazem sérias implieag@ara os ecossistemas e, paradoxalmente,
para a saude do préprio ser humano.

Entre essas implicacdes, destaca-se a crescergsd@nte gases e particulas

poluentes, oriundos de atividades antropicas, qggadam a qualidade do ar nas regibes
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mais densamente povoadas do planeta. Junte-se, aassemissdes provenientes de fontes e
processos naturais, como fumaca de erupc¢des wésamueimadas, decomposicao, etc.
De acordo com a Resolugdo n° 3 de 28/06/1990Caltselho Nacional do

Meio Ambiente (CONAMA 1990), considera-se poluetbear como:

“(...) qualquer forma de matéria ou energia coraenistdade e em quantidade,
concentracdo, tempo ou caracteristicas em desacooho 0s niveis
estabelecidos e que tornem ou possam tornar o pEOPNIO, NOCivo ou
ofensivo a salde, inconveniente ao bem-estar pldlanoso aos materiais, a

fauna e a flora (...) e as atividades normais dauocidade”

Nas &reas com grande concentracdo de habitaéteserificados dois tipos de
fonte de emissdo de poluentes atmosféricos: maust engloba a frota de veiculos
automotores, e estacionaria, que abrange as atésdadustriais (CETESB 2007).

Os poluentes do ar sédo classificados como piosae secundarios. Os
primeiros sdo emitidos diretamente de suas foet&glanto que os secundarios derivam de
reacoes entre aqueles (Finlayson-Rittal..1997).

Entre os poluentes primarios, destacam-se agplag inalaveis ou material
particulado (MP), particulas totais em suspensabS)P mondxido de carbono (CO),
hidrocarbonetos (HC), éxidos de nitrogénio (NQli6xido de enxofre (S£) e mondxido de
carbono (CO) (CETESB 2007).

Os poluentes secundarios sdo originados de esaedtre os poluentes
primérios. Algumas dessas reacfes ocorrem na g@sé® luz solar e seus produtos
compdem um grupo de poluentes secundarios denoosisatbgfotoquimico. Os principais

constituintes demogfotoquimico séo nitrato de peroxiacetila (PAN) émin (Os) (Clapp &



Jenkin 2001).

Com o intuito de divulgar entre a comunidade aliqade do ar na Regiao
Metropolitana de Sao Paulo (RMSP), a Companhiadlegia de Saneamento Ambiental do
Estado de Sao Paulo (CETESB) periodicamente atiridices de qualidade do ar para varios
poluentes gasosos e material particulado, proversate atividades antropicas. Esses indices
sdo calculados de acordo com uma fungdo matemdjiea, relaciona concentragdo do
poluente com o valor do indice e mostram, por exengue o 0zonio pode oferecer riscos
insignificantes em concentracdo de até 80 nT ou sérios riscos & saude humana em
concentracéo acima de 8¢/ nt(CETESB 2007).

As consequéncias para a populagéo variam de@cord o tempo de
exposicdo e a toxicidade do poluente e séo cresgeebcupacdo dos 6rgdos gestores de
saude publica. Correlagdes entre poluicdo do anghs diversas e morbidade tém sido
amplamente investigadas (Logan 1953, Schwartz &kBxyc 1992, Saldiveet al.. 1994,

Saldivaet al.. 1995, Spengleet al.. 1996, Goldsmitlet al.. 1996, entre muitos outros).

1.1.2)Oz6nio como poluente

Pode-se dizer que o0 0z6nio é um gas com fungcdogamleim relagdo aos seres
vivos, de acordo com a camada atmosférica em cqurec@ntrado. Na estratosfera, camada
delimitada entre 10 e 50km da superficie terrestrezénio absorve radiacdo ultravioleta
entre 240 e 320 nm, protegendo a biosfera dososf@bcivos dessa radiacdo (Krupa &

Manning 1988).



Na troposfera, camada atmosférica mais proximsugarficie, onde vivem os
seres vivos, 0 0zoénio é formado quando di6xidoittegénio é dissociado em Oxido nitrico e
oxigénio atdmico, na presenca de luz solar. O owig&tomico reage com oxigénio
molecular e forma ozénio. Essa reacdo de fotodmsaa € reversivel, em condi¢cdes de
equilibrio quimico da troposfera (Krupa & Manningg88).

Entretanto, em ambientes com ar poluido, a emideéhidrocarbonetos, como
0S compostos organicos volateis (COV), rompe egadilerio. Os COV reagem com 6xido
nitrico, tornando a reagdo de fotodissociacdo dxidbh de nitrogénio ndo reversivel e
promovendo o acumulo de ozbénio (Clapp 2001).

Uma vez formado, o ozénio troposférico pode s@rsportado pelo vento para
longas distancias afetando tanto areas densamdrdaizadas quanto rurais (Rodriguets
al.., 1996). Sua concentragdo em um ambiente tambéné B&tanque, uma vez que a razdo
entre seus precursores, NOCOV, que regulam a formacédo e decomposicao deimnd
atmosfera, pode variar de acordo com a densidad&idalo trafego veicular, principal
responsavel pela emissao de tais precursores ¢#8eirffig9).

Ozobnio é considerado o mais toxico entre os pbhseoxidativos (Alloway &
Ayres 1993, Gardner & Gardner 1994). Seus efeigdstérios consistem na alta reatividade
com membranas e biomoléculas como lipidios, praseienzimas, acidos nucléicos (Heath
1975, Mehlman & Borek 1987). Uma vez difundido respacos intercelulares dos seres
Vivos, o0 poluente rege com a superficie aquosaneaf@as espécies ativas de oxigénio (EAO),
gue sdo moléculas ou ions com um atomo livre naaoada eletrénica mais externa, o que
confere instabilidade eletrdnica e alta reatividadhbscriminada com biomoléculas (Emerit

1984).



1.1.3) Efeitos do ozonio sobre as plantas

O aumento da concentracdo de 0zdnio, inclusiveegnotas regides agricolas,
tem possibilitado muitos estudos sobre os efeitessal poluente sobre as comunidades
vegetais. O poluente penetra nas folhas atravésedtisnatos e se difunde na camara
subestomatica (Krupa & Manning 1988, Ashmore 200%) ser altamente reativo com a
superficie aquosa dos tecidos do mesofilo, proraofcemacdo de EAO e a concentragéo de
o0z6nio nas camaras subestomaticas logo chega mgraamuito baixos, préximos de zero
(Laisk et al..1989).

Desde a década de 1950, muitos estudos tém aiamluzidos para
compreender os efeitos do 0z6nio sobre plantasniio daquela década, comecaram a ser
observadas lesbes clordticas em folhas de plaetdicdtiana tabacunBel-W3 cultivadas
em vastas regides dos EUA. Essas injurias, a pimcatribuidas apenas a condi¢bes
climaticas, foram, anos depois, acertadamente laociveadas com episodios de alta
concentragcdo de ozénio troposférico (Treshow & Asole 1989).

A partir de entdo, pesquisadores, em diversgepdo mundo e com as mais
variadas espécies, de cultivares de interesse @ugion a espécies arboreas nativas, passaram
a investigar os efeitos desse poluente sobre ataplaA tabela 1.1 lista tais injurias de acordo
com o nivel de organizacdo do vegetal e tambéntalela com alguns dos inUmeros estudos

desenvolvidos com vistas a compreender a intenagiente — planta.



Tabela 1.1.Injdrias decorrentes de exposi¢cao a 0zoénio, ordendd acordo com o nivel de

organizagao.

NIVEL DE ORGANIZACAO

INJURIAS

REFERENCIA

Molecular

Celular

Tecido/ 6rgdo

Organismo

Populacao

Peroxidacao lipidica, formaci Janakiraman & Harney 1976

de compostos téxicos cor
malondialdeido, oxidacdo
proteinas e  aminodcidc
oxidagao de enzimas de repe
provocando danos no DNA

Alteragbes na permeabilidade
ruptura de membranas

Cloroses, necroses
senescéncia precoce

Perda de biomassa, alterag
na arquitetura dos ramc
alteracoes nas relagbes c
patdgenos e pragas

Alteragdes nos ciclos de vida

Perda de divaidade, alteracoe
fitossociologicas, alteracdes

Comunidade/ecossistema ciclagem de nutrientes

Castillo et al. 1984
Chernikova et al. 2000
Calatayud et al. 2003,

Moraes et al. 2004

Iglesias et al. 2006

Perchorowicz & Ting 1974
Heggestad 1991

Orendovici et al. 2003
Sant'Anna 2007

Percy et al. 2002

Misik et al. 2007

Novak et al. 2003
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1.1.4) Sistema de defesas antioxidativas

Antioxidantes sdo extremamente importantes parabeegivéncia de seres
aerdbicos, pois desintoxicam as EAO formadas nosegsos metabdlicos, em condi¢cdes
naturais. Entretanto, em condi¢des de estressatoxigdas EAO podem superar a capacidade
de desintoxicacdo do sistema de defesas antioxddatireagindo com acidos graxos
insaturados dos lipidios das membranas,desnaturprateinas e reagindo com bases do
DNA, causando mutagBes (Darral 1989). Os aldeidos/atios da peroxidacdo lipidica
podem inativar proteinas e enzimas (Smirnoff 1995).

Assim, tais seres vivos, entre os quais as pladesgnvolveram um sistema de
substancias enziméaticas e ndo enzimdticas, que p@mobjetivo manter o equilibrio
oxidante/antioxidante e impedir a formacdo de iagirdiversas, durante 0S processos
metabdlicos naturais. Essas substancias estadbulidas entre as organelas celulares,
especialmente cloroplastos e mitocondrias, diretéenenvolvidos no transporte de elétrons e
na fotorrespiracéo, eventos que produzem EAO (Sdiaisdl993).

Entre os componentes desse sistema, pode-se desteida ascorbico
(vitamina C), glutationa, alfa-tocoferol (vitamifg, carotenoides, flavonoides, antocianinas
(n&o enziméaticos), superéxido dismutase, ascofEuxidase, catalases, glutationa redutase,
entre outras substancias enzimaticas (Mittler 2002)

Acido ascérbico ocorre em todos os tecidos, em mepiantidade em células
fotossintéticas e meristemas e também em algutssfi@®mirnoff 1995). Sao atribuidos a
esse antioxidante influéncia na divisdo celularxpaasdo das células, fotoprotecdo no

processo de fotossintese e também protecdo costtesse oxidativo imposto por 0zdnio
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(Smirnoff 1996).

Varios estudos correlacionam tolerancia a oz@niooncentracdo de &cido
ascorbico, mostrando que os gendtipos que sintetimanor concentracdo desse antioxidante
sé@o mais sensiveis ao poluente (Conklin & Barti200

Espécies vegetais sensiveis, as quais sdo ingfisiem compensar o estresse
oxidativo ocasionado por ozbnio e outros poluemtesar tém sido, ao longo dos anos,
importantes ferramentas para monitorar a presensantesmos na atmosfera, bem como

avaliar riscos potenciais aos organismos Vivos.

1.1.5) Biomonitoramento de qualidade do ar com giam

AlteragcBes fisico-quimicas do ambiente freqlentéenerausam alteracoes
morfoldgicas e fisioldgicas nos seres vivos. O glalwalteracdo depende da intensidade e do
potencial deletério dessas altera¢cdes ambientai i€so, todos 0s organismos podem ser
considerados bioindicadores, pois a respostamm@et ambientais € uma das condigfes para
classifica-lo como vivente (Klumpp 2001).

Nesse contexto, plantas sdo ferramentas bastdicienges para apontar
alteracdes ao longo do tempo devido ao seu sedentare condicdo estdtica em um
ambiente. Também mostram respostas a agentesgéa&tos do mesmo modo que outros
organismos eucariotos, certas espécies sdo alarsensiveis a agentes clastogénicos, no
caso das plantas herbaceas, apresentam ciclo @ewitb e, por fim, constituem material de

baixo custo e facil manejo. Com isso, as plantgserdores constituem uma eficiente

12



ferramenta para estudas situ de poluicdo do ar (Constantin & Owens 1982). Onpiio
registro do reconhecimento dos efeitos de poluigdbre plantas data de 1661, com a
publicagdo de 'Fumifugium' por J. Evel\apgdDe Temmermaset al..2004). Em meados do
século XIX, Nylander correlacionou freqiéncia dguéns a poluicdo do amagud De
Temmerman 2004). Mas, apenas em meados do sécyloe}istros de alta concentracao de
poluentes, 0s quais causaram alta mortalidade estreabitantes (Logan 1953) e perdas
agricolas (Heggestad 1991) intensificaram estu@obiadmonitoramento da poluicdo do ar
com plantas, especialmente com variedadeblidetiana tabacun{De Temmermaret al..
2004).

De Temmermarmt al.. (2004) classificam as espécies vegetais utilizaas

biomonitoramento de acordo com o tipo de reacgaoheente:

« Bioindicadoras: sdo sensiveige apresentam sintomas visiveis como necroses e

cloroses foliares, bem como alteracdo na morfolegihorto de flores e frutos;

« Biosensoras ou biomarcadoras:os sintomas apresentados ndo sao visiveis,
necessitando de microscopio ou técnicas de andfisidogicas. Os danos
restringem-se a alteracdes nos niveis moleculdulace além de distarbios

fisioldgicos;

« Bioacumuladoras: espécies menos sensiveis a poluicdo do ar, acumulam

particulas e gases-traco em seus tecidos;

« Indicadoras ecoldgicas:sdo observadas mudangas em comunidades vegetais,

13



como o desaparecimento de espécies nao tolerapi@sigdo ou colonizacdo de

espécies oportunistas e/ou mais tolerantes.

Nos ultimos anos, muitas espécies vegetais tdmutilizadas com eficiéncia
no monitoramento de poluentes, sobretudo ozOnitreEassas espécies, destacam-se, pela
difusdo e procedimentos analiticos simples, aquplasapresentam mutagénese, enquadradas
na categoria de biosensoras, colblium cepa, Vicia faba e clones de hibridos de

Tradescantiasp. (Grant 1994).

1.1.6) Bioensaios de mutagénese e clastogénese

Agentes genotdxicos (como as EAO) podem caeséeb primarias em DNA,
como oxidacao e dimerizagcdo de bases nitrogenadaguais podem ou ndo ser atenuadas
com enzimas de reparo do DNA. Injarias mais drazaatbcorrem tanto no nivel de gene
guanto de cromossomos e levam, respectivamentpr@ssdo de genes mutantes e alteracdes
estruturais (fragmentacdes e aberracdes) cromosasitilhlet al..2003).

Os bioensaios utilizados para detectar genaadeidlistados por Grant (1999),
baseiam-se, frequentemente, em dois grupos deiasijuaberracbes cromossémicas e
mutacgdes genéticas.

A fragmentagcdo de bracos de cromossomos (ckErstsg) ocorre durante a
divisdo celular, tanto em mitose quanto em meiose eonseqiéncia de mutacdes genéticas.

Tem sido, igualmente, utilizada como resposta Hicadora da presenca de agentes
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genotbxicos no ambiente. Tais fragmentos, denoramatcronucleos (MCN), organizam-se
fora do nucleo principal e podem ser visualizadudases especificas da divisao celular (Uhl
et al..2003).

Entre os bioensaios de clastogénese mais ublizagstdao Allium Test, que
consiste em quantificar MCN em células do apiceagede espécies comddlium cepa Vicia
faba Zea maysentre outras (Fiskesjo 1997).

Outra categoria de bioensaio de clastogénese, deadon TRAD-MCN
envolve clones hibridos d&radescantiasp. (BNL e KU). Tal bioensaio consiste em
guantificar MCN em células-mées de grao de pdlemaanos florais expostos a um agente de
clastogénese. Se tais células estiverem nas fagdais do ciclo meidtico (profase I),
consideradas as mais sensiveis a acdo de agent&stgénese, serdo formados MCN, os
guais poderao ser visualizados na fase de tét(dtesl982). A figura 1.1 mostra o ciclo

meidtico em células-méaes de grao de pole edescantiasp. .

Tétrade jovem

Figura 1.1: Ciclo meittico emTradescantiasp. (Ma 1983). As setas indicam presenca de

micronucleos.
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Os clones da série BNL foram desenvolvidos na deécdd 1950, no
Brookhaven National Laboratory, EUA. Tais clonesmdestraram, desde o inicio,
sensibilidade a agentes genotdxicos, especialmadigezdo (Rodriguest al1997).

Apenas a partir da década de 1970, os clones Bbjiec@almente o 4430,
hibrido diploide resultante do cruzamentoTdehirsutufoliae T. subacaulispassaram a ser
utilizados em biomonitoramento de poluicdo ambief\tant’ Hof & Schairer 1982). Nessa
mesma época, foram desenvolvidos os clones daksédri@a Universidade de Kioto, Japéo,
para o mesmo fim (Ichikawa 1992). Desde entdo, @mdmestudos tém aplicado tais clones
na deteccdo, principalmente, de poluentes em &gilla& Sandhu 1992), ar (Ferreiret al..
2007) e solo (Cotellet al..1999), entre muitos outros.

Na regido metropolitana de Sao Paulo, varioglesttém sido conduzidos com
tais clones para detectar a presenca de poluentessféricos (Batalheet al.. 1999,
Sant’Anna 2003, entre outros)

Porém, alguns desses autores apontam dificuldbeladaptacdo dos clones as
condi¢Bes climéticas da regido, o que compromete eiciéncia como bioindicador de
contaminagao do ambiente (Sant’Anna 2003, Ferp€ita).

Além disso, a formacdo de MCN pode ser condidargor diversos fatores,
entre climaticos (radiacdo, temperatura, umidatiiva), poluentes diversos ou substancias
toxicas (formaldeido, pesticidas, etc) (Rodrigusal.. 1997). Em relacdo a poluigéo
atmosférica, essa nado especificidade dificulta stigacbesin situ sobre o potencial
clastogénico de poluentes especificos como o oz@oeimo ocorreu no estudo de Savodia
(2007). Em vista disso, estudos devem ser condsipdoa atestar a clastogénese de oz6nio,
em condi¢gbes experimentais controladas.

Alias, embora reconhecidamente fitotdxico pamagéespécies vegetais, ndo é
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consencioso que 0z6nio possa impor clastogéneaecimares ddradescantig Rodrigueset
al.. 1996)

Assim com o intuito de propor uma espécie quesgpGEr empregada para
biomonitoramento de ozbnio, adaptada as condiciireatcas da Regido e eficiente para o
bioensaio TRAD-MCN, o presente estudo prople imyasto potencial bioindicador de
Tradescantia pallidaPurpurea’ para ozonio.

Tradescantia pallida'Purpurea’ é uma cultivar nativa da América
Central, muito utilizada em vérias partes do mupd@ ornamentacdo de canteiros, inclusive
no Brasil e tem sido utilizada para monitorar pgoi ambiental por meio do bioensaio
TRAD-MCN (Batalhaet al.. 1999, Guimaréest al.. 2000, Suyiamat al., 2002, Sant’Anna
2003, Savodia 2007)

No presente estudo, levantaram-se as seguitétehes:

e T. pallida‘Purpurea’, devido ao seu alto conteudo de agsecahilas

do mesofilo, de acordo com Paiva et al. (2003gnsisel ao 0zbnio.

e A intensidade da injaria clastogénica depende daadidade
antioxidativa, de modo que esta aparecera apolarajgo equilibrio
oxidante/ antioxidante. Partindo desse desequililiin certo periodo é

requerido para a formacao de micronucleos.
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1.2. Objetivos

e Estabelecer freqiiéncia basal de micronicleos envidiuts
cultivados em ambiente isento de contaminagéo ¢oasa de

vegetacao) e fatores condicionantes;

e Determinar o grau de sensibilidadeTdepallida‘Purpurea’ a
ozbnio e fatores condicionantes além do periodess#cio para

a visualizacéo dos danos;

o Estabelecer a capacidade bioindicadord.gallida ‘Purpurea’

para avaliar riscos clastogénicos impostos poriozon
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Capitulo 2

Monitoramento da frequéncia espontanea de
micronucleos emT. pallida'Purpurea’ em ambiente

iIsento de contaminacao atmosférica

2.1. Resumo

Entre as espécies vegetais utilizadas em biomanitento da poluicdo
atmosféricaTradescantia pallidgRose) D.R. Hunt cv Purpurea Boom, uma Commelmace
de hébito herbaceo, originaria da América Centieah, sido utilizada com eficiéncia, devido a
sua rusticidade, facilidade de cultivo e boa adauateas condicbes climaticas do Brasil. O
bioensaio TRAD-MCN, o qual é empregado para taléeisp consiste em quantificar
fragmentagcao de cromossomos, induzida por agentegyénicos, como contaminantes do ar,
durante a profase | da meiose. Esses fragment@mnados de micronucleos (MCN),

organizam-se na periferia do nacleo e sdo visudg@m tétrades de células — maes de graos
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de podlen. Entretanto, ndo sdo conhecidos regisimsacompanhamento da frequéncia
espontanea de MCN em ambieniredoor, livres de poluentes atmosféricos, pargoallida
'‘Purpurea’. Nesse estudo, propde-se demonstraiagd@ma frequiéncia basal de MCN, no
periodo de agosto de 2005 a dezembro de 2006 elamonar tais valores as médias de
temperatura e de umidade relativa maximas, minieas,variacdo diaria de radiacdo solar
global registrada no periodo. Individuos Oeallida 'Purpurea’ foram cultivados em vasos
plasticos, exclusivamente em casa de vegetacaatdada, com irrigacdo por capilaridade e
adubacao quinzenal. Foram coletadas inflorescédeissas plantas e empregado o bioensaio
TRAD-MCN, com analise de dez laminas por més. Apematura dentro da casa de
vegetacao foi auferida por termohigrégrafo. Daduwes umidade relativa do ar e radiacdo
solar global foram cedidos pelo Instituto Astronéme Geofisico da Universidade de S&o
Paulo e corrigidos para as condi¢cdes da casa detagp. A média mensal das méaximas
registradas foi de 24 °C (janeiro de 2006) a 33,§cutubro de 2005), minimas de 16,9 °C
(setembro de 2006) a 26,1 °C (novembro de 2006&)iagéo de 4,8 °C (novembro de 2006) a
13 °C (setembro de 2006). A média de radiagcédo gtdémal variou entre 6,34 (setembro de
2005) a 10,78 (dezembro de 2005) MJ. v umidade relativa do ar variou entre 65,1%
(agosto de 2005) a 75,7 (setembro de 2005). A ptagem de MCN variou de 0,4%
(novembro de 2005) a 1,8% (junho de 2006). No ¢ofamnalises estatisticas ndo indicaram
diferencas entre os meses. Nao houve relagao is@ivé entre as frequéncias basais e
umidade relativa do ar e radiacdo solar global.réamto, episddios mais amenos de
temperatura maxima diaria (entre 22 @8 menores oscilacdes térmicas (amplitude entre

4 e 8C) foram determinantes para picos de MCN ao lormexperimento.

Palavras-chave: bioensaio Trad-MCN, clastogénesmnilinaceae,
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2.2. Introducao

AlteragcBes fenotipicas e genotipicas dos 6rgdo®defivos de vegetais sédo
dramaticamente influenciadas pelas condigcbes doieamsb Essa plasticidade pode ser
explicada pelo fato de que carpelos e estames riginaglos pela diferenciacdo de tecidos
meristematicos vegetativos, constantemente afetpelas alteracdes ambientais, sobretudo
climaticas (Chiarello & Gulmon 1991).

Disfungbes hormonais e expressdo de genes indalteracdes na ontogénese
de estames e carpelos e gametogénese (Raghavan B8BVarias espécies, anormalidades
na meiose sdo responsaveis pela formacdo de psténl @ baixa producdo de sementes
(Golubovskaya 1979).

Como exemplo, Corréet al.. (2005) conduziram experimento de analise de
microsporogénese e viabilidade polinica em espéd@&sAraceae e constataram que a
temperatura e sazonalidade climéatica podem afefanoducdo de pdlen viavel. Em outro
estudo, Souzat al..(2006) encontraram segregacao incompleta de csomass na meiose e
formacdo de microndcleos em uma espécie de Ruleiaeedambém creditaram essas
alteracOes a fatores ambientais e expressao génica.

Entre as alteracdes ambientais mais dramaticasjuécdo de diversos tipos
pode afetar, de modo significativo, a reproducas plantas. Em um estudo, emissbes de
contaminantes do ar, oriundos de poélo industfiaam positivamente correlacionadas com
esterilidade de pdlen em diversas espécies arbaamas em uma regido da Europa (Misik
et al..2007).

Em face dessa influéncia, para algumas espé@gstais empregadas em

ensaios de genotoxicidade, a correta compreensadadios depende do prévio conhecimento
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da ocorréncia dessas anomalias em condi¢cbes decaus#os poluentes ou de agentes
genotdxicos a que se pretende monitorar. Assinpyé@studos foram realizados nos ultimos
anos, com o objetivo de estabelecer niveis basaisuacdes espontaneas, especialmente em
clones déeTradescantissp.

A maior parte desses estudos aborda a frequéaaiautacoes espontaneas em
células somaticas de pélo estaminal em clones BMIe utilizando o bioensaio TRAD —
STH (Ichikawa 1992, Maet al.. 1994). Nesses experimentos, a variacdo na teroparat
ambiente pode ser correlacionada com a taxa decoegaA despeito da ampla difusdo do
bioensaio de clastogénese com células — maes de dgdpodlen, poucos estudos se
propuseram a acompanhar a frequéncia espontaneanictenicleos em clones de
Tradescantiasp. Pode-se destacar, nesse grupo, o experimemtioizido por Klumppet al..
(2004), que simularam diversos gradientes de teatyrer e umidade relativa do ar em
laboratério e expuseram inflorescéncias do clond. BM30 para conferir sua eficacia em
diferentes condi¢cdes térmicas. Nao ha registroexjeerimento semelhante envolvendo
Tradescantia pallidaPurpurea’.

Em face disso, o presente estudo propde delinsitdaxa espontanea de
micronuleos em tétrades de pallida 'Purpurea’ e estabelecer um valor basal com plantas
cultivadas em ambiente comprovadamente isento de#aminantes atmosféricos, mas
submetido a sazonalidade climatica observada redeidle Sdo Paulo. e correlacionar os
valores basais as oscilagfes da temperatura, uenigdativa do ar e radiacdo solar global,

registrados ao longo do experimento.

32



2.3. Material e métodos

2.3.1) Cultivo

Individuos deT. pallida 'Purpurea’ foram propagados vegetativamente por
estacas e plantados em vasos plasticos contendmistuaia de substrato de cascaPileuse
turfa e vermiculita, na propor¢éo de 3:1. Pedaeodsaitbante de nailon foram introduzidos no
fundo de cada vaso, deixando que uma extremidadsesg entre o substrato e a outra imersa
em caixotes plasticos abastecidos com &agua, 0 @uent@ constante irrigacdo por
capilaridade.

As plantas foram adubadas quinzenalmente comg@whidrossolivel de N-P-

K (10-30-20) e permaneceram durante todo o expetonea casa de vegetacdo da Secéo de
Ecologia do Instituto de Botanica (figura 2.1.A 4.B). Esse ambiente recebeu ar filtrado,
isento de particulas e de gases, durante todo erimgnto. Aparelhos de ar condicionado,
cujo funcionamento era controlado por termostatomgiram simular as condi¢cdes térmicas
similares as do ambiente externo. Durante o cylagmlantas permaneceram sob fotoperiodo

de, aproximadamente, 12 h.
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Figura 2.1. CondicGes de cultivo d&. pallida 'Purpurea’ para o experiment. Casa de
vegetacdo da Secdo de Ecologia/ IBT.T. pallida 'Purpurea’ plantada em vasos plasticos

sobre caixotes com agua para irrigagéo. Fotos: En.

2.3.2) Bioensaio TRAD-MCN

Inflorescéncias d&. pallida'Purpurea’ foram coletadas na segunda ou terceira
semana de cada més, entre agosto de 2005 e dezdenl2@06. Tais inflorescéncias néo
passaram por periodo de recuperacdo e foram deatanfixadas apds coleta. O material
coletado foi fixado solugdo de Carnoy # 1 (SingB30onde permaneceu por 24 horas e
depois, foi transferido para solucdo de etanol% @@ a preparacgéo para o bioensaio TRAD-
MCN (figura 2.2).

O protocolo adotado para o bioensaio foi 0 estal por Ma (1981). Para
cada amostragem mensal, foram coletadas dez isfiémeias jovens das plantas mantidas na

casa de vegetacdo. Entre os botbes de cada unaes deffsrescéncias, um deve apresentar
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células-maes no estagio da profase | da meioss,aspécificamente, a fase de tétrades, onde
€ possivel visualizar micronucleos (MCN), comoigark 2.3. Esses botdes foram dissecados
com estiletes e as anteras foram maceradas sobireal@e vidro, juntamente com o corante
aceto carmim (Roth 1964).

As laminas foram analisadas em microscopio (nwo@BB, Olympus), em
aumento de 400 X

A frequiéncia de MCN foi expressa em porcentageara lamina analisada, a
partir do seguinte célculo (Silva 2005):

% de MCN = a/b*100sendo: a = total de MCN encontrados

b = total de tétrades analisadas
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Figura 2.2. Procedimentos protocolados para o bioensaio TRAINNI@a 1981).
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Figura 2.3: Tétrade deT. pallida'Purpurea’ com um micronucleo, apontado pela feta.

E. S. Lima.

Durante todo o periodo, a temperatura foi aufgpmiatermohigrégrafo (TZ- -18
td, Zootechnikh, Poland). Entretanto, falhas ocaE®no equipamento nao permitiram reunir
dados continuos ao longo de todo o periodo. Pa&enpher tais lacunas, foram adotados,
entdo, dados fornecidos pelo Instituto de AstromoeniGeofisica (IAG) da Universidade de
S&do Paulo. Foi empregado um indice de correcamooatpartir dos dados registrados pelo
termohigragrafo, para tornar os valores cedidos p&G adequados para as condi¢cdes da
casa de vegetacdo. Da mesma maneira, os valomssdi® umidade relativa do ar e de
radiacdo global, também cedidos pelo IAG, foramptatios as condi¢cdes da casa de
vegetacgéao, tendo por base as diferencas entrelaresgerados por Bulbovas (2005) para o

mesmo local e para seus locais de amostragema#unadcidade de Sao Paulo.
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2.3.4) Andlises estatisticas

Foi empregada analise de variancia (ndo pararagteste de Kruskal-Wallis)
com 1 fator para verificar se houve variacao nqiféecia basal de MCN ao longo dos meses.

Foram realizadas andlises de regresséo enteg#@ficia de microndcleos e os
registros de temperatura e de umidade relativardam valores maximos, minimos e
médios diarios, assim como com a amplitude entorasm maximos e minimos em cada dia)

e os de radiacdo solar global média.

2.4. Resultados

A figura 2.4 ilustra os valores diarios das vegid climaticas, registrados na
casa de vegetacao da Secédo de Ecologia do IBTigiwa £2.4.A, nota-se que ndo houve forte
sazonalidade nas temperaturas médias, maximas imasimiarias ao longo dos meses de
amostragem. A temperatura média permaneceu em aixa éntre 20 e 30°C. A média
mensal das maximas registradas variou de 24°Cr@gathe 2006) a 33,6°C (outubro de 2005),
das minimas de 16,9°C (setembro de 2006) a 26/i8@ifhbro de 2006) e da amplitude
térmica de 4,8°C (novembro de 2006) a 13°C (setead2006). A figura 2.4.B mostra os
valores de maximas e minimas diarias para umidaliiva do ar. Nota-se consideravel
variacdo entre as médias diarias dos valores méniragistrados (20% a 80%) e menor

variacdo nos valores maximos diarios ao longo do (80 a 90%). Em média, a umidade
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relativa do ar, em base diaria, ficou entre 65,a4¢o0$to de 2005) e 75,7 (setembro de 2005).
Com o indice de correcdo empregado para adequesl@®s cedidos pelo IAG a casa de
vegetacgao, constatou-se reducédo da umidade rethiiga em 11% nesse recinto, em relacao
a observada no ambiente externo. Na figura 2.4.@¢é¢dia de radiacdo solar global variou
entre 6,34 (setembro de 2005) a 10,78 (dezembr206B) MJ/ M - Com a correcdo dos
valores fornecidos pelo IAG, foi constatada umaucéd de 45% de radiac&o incidente na

casa de vegetacdo em relacdo ao ambiente externo.
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Figura 2.4: Variaveis climaticas registradas na casa de veget&gcdo de Ecologia/IBT
durante o experimento de monitoramento (agosto @@5 2a dezembro de 2006A:
Temperatura maxima, média, minima e amplitude t&rdiaria;B: Umidade relativa dar

méaxima e minima diéria&;: média diaria de radiagcéo solar global.
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A figura 2.5 mostra a frequéncia de MCN obtida dkilas-maes de grao de
polen em inflorescéncias coletadas entre os indddddeT. pallida 'Purpurea’ cultivados
exclusivamente em casa de vegetacdo. Andlisesr@meia indicaram que a frequéncia de
MCN né&o indica diferencas significativas entre osses investigados. Entretanto, nota-se
tendéncia de aumento dessa frequéncia nos mesgaesfaram registradas as temperaturas
mais amenas e radiacdo solar mais baixa. Os re¢eneeses foram junho e agosto (mediana

=1,3% para ambos 0s meses).
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Figura 2.5: Frequéncia de micronucleos (MCN) observada emregléncias de plantas de
T. pallida 'Purpurea’ mantidas em casa de vegetacdo, ambgati® de contaminacéo

atmosférica, entre agosto de 2005 e dezembro d& 200

A linha que divide cada retangulo indica a med@domdados; os retangulos delimitam os 25% de dados e
abaixo da mediana (percentis de 25 e 75); as bderasro mostram os valores situados entre os e ae 10
e 25 ou entre os de 75 e 90 e os simbolos (0)loesaextremos (abaixo do percentil de 5 ou acimded95).
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Foram construidas matrizes de regressédo entraade micronucleos obtida
em cada dia de amostragem e o0s valores das varidiraaticas mencionadas anteriormente,
no proprio dia de andlise e nos 05 dias que amntegeda amostragem, assim como com
valores médios mensais (dados ndo mostrados).idderie relacdo significativa e mais
evidente (com base no maior valor dg entre freqiiéncia de MCN e amplitude térmica e
valores maximos de temperatura registrados tr&s(@d® horas) antes da amostragem, como
mostra a figura 2.6. Assim, a menor freqiéncia @\Mbservada ao longo de um més pode
ser explicada pela maior oscilacéo térmica (figuaA), com f = 0,49 e também por picos
de temperatura registrados 72 horas antes (figi®)2 com f = 0,47. Por outro lado, as
oscilagbes na frequéncia de MCN ndo foram assaxiadaazonalidade nos valores de

umidade relativa e de radiagao global (dados n&irados).

y = 3,00 +0,08x

R%=0,47; p=0,02

y=1,72+0,11x

RZ=0,49; p = 0,02

MCN/100 tétrades (Mediana - %)
=
L

MCN/100 térades (Mediana - %)
-
|

4 6 8 10 12 14 22 24 26 28 30 32 34
Amplitude T (°C) T max (°C)

Figura 2.6: Relacdo entre freqiéncia de micronacleos (MCN)negpézatura do ar trés dias
antes da amostragemA: MCN versusamplitude térmicaB: MCN versus maximas de

temperatura.
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2.5. Discussao

As frequéncias espontaneas de MCN observadasesene estudo variaram
entre 0,4 e 1,8% de MCN. Estudos de monitorameatdrefjiiéncia basal de MCN em
ambiente comprovadamente isento de poluentes gecm$dsao escassos, mesmo para 0S
clones KU e BNL delTradescantia amplamente difundidos em biomonitoramento. Fatiz
al.. (1992) investigaram poluentes genotoxicos enasaegides do Mexico e mantiveram,
em laboratorio com condigBes experimentais cordedainflorescéncias do clone BNL 4430
para monitoramento mensal, por mais de dois anesaufores afirmam que a média de
frequéncia de MCN nessas inflorescéncias foi d&&,&lumppet al.. (2006) determinaram
que, nas condicBes climaticas européias, a freguiéthe MCN de clones BNL 4430
cultivados em casa de vegetacdo variou entre B,8%. Assim, a frequéncia basal de MCN
em T. pallida 'Purpurea’ se alinha aquelas observadas parane @blL, propostas nos
estudos citados.

Porém, em relacdo & pallida 'Purpurea’, o presente estudo € o primeiro
registro conhecido de frequéncia de MCN em plantagtivadas em ambiente
reconhecidamente isento de poluentes genotoxicstsld&s realizados com essa cultivar
utilizam plantas ja estabelecidas em localidadessideradas livres ou com menor
concentragdo de contaminantes atmosféricos. Adves.. (2003) encontraram uma faixa de
freqiéncia entre 1,9 e 5,3% em inflorescéncias #ggoem sitio-controle. J& Guimar&es
al.. (2000) constataram uma média de 2,3% de MCN elorésicéncias cultivadas em uma
localidade distante daquelas investigadas no esfliddos esses valores, alias, estivaram

acima dos registrados nesta pesquisa. Essas g#ésresdio possiveis visto a formacao de
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MCN ser um evento nao especifico, isto é, a cl@stese pode ser condicionada por varios
agentes, como poluentes do solo, ar e agua, radiagéante, radiacdo UV, pesticidas, etc,
como demonstra Mat al.. (1982), que testou a genotoxidade de véarios agemheclones de
Tradescantia Assim, pode-se dizer que mesmo em condicbes wupeste livres de
contaminantes atmosféricos, um consideravel comjdet fatores condicionantes podem ter
imposto clastogéneseTla pallida'Purpurea’ tomadas como controle nos referidaslest

Nas condi¢cdes experimentais do presente estutidises estatisticas néo
revelaram ligacdo significativa com umidade retatdo ar, o que esta de acordo com o
observado por Klumpget al.. (2004), ao investigarem o efeito de diferentesaide
temperatura e umidade relativa do ar para a freggi@e MCN em plantas do clone BNL
4430 expostas a condi¢cbes experimentais control&sass autores ndo encontraram relacao
significativa entre freqiéncia de MCN e esse falionatico.

N&o foi encontrada relacao significativa entre NM€ radiacéo solar parh
pallida 'Purpurea’. Nado ha registros de monitoramentolagtogénese imposta por radiacédo
solar nessa cultivar. No entanto, para o clone BRLpor exemplo, ha o estudo desenvolvido
por Wang & Wang (1999), que expuseram inflores@é@na@ radiacdo solar acrescida de
radiagdo UVB, artificialmente produzida. Os autoaiemam que inflorescéncias mantidas
como controle, que foram submetidas a um pico degao solar, sem adicdo de UVB,
apresentaram uma taxa anormalmente alta de MCNbo}7,0s autores concluiram que o
aumento de MCN foi estimulado pela intensidadeadgacéo solar.

A temperatura foi apontada como o fator climéatiswis influente na
frequéncia basal de MCN observada Enpallida'Purpurea’. Analises estatisticas indicaram
qgue declinio de temperatura ou grandes oscilagigscas levaram a formacédo de MCN 72

horas depois. Tal constatacdo estad de acordo dmaoesdesenvolvidos com clones BNL e
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KU. Kumppet al.. (2004) constataram que aumento de clastogenicidaddone BNL 4430
esta condicionado a temperaturas mais baixas ndodeerde recuperagdo, quando
inflorescéncias sdo mantidas em ambiente livreggatas genotdxicos para a continuidade do
ciclo meidtico. Ichikawaet al.. (1996) também reportam o aumento de mutacdes krasé
somaticas de pélo estaminal nos clones KU a tertyyasamais baixas.
No presente estudo, concluiu-se que a frequémeidMCN emT. pallida

'Purpurea’ em ambiente isento de contaminantessénuos oscilou pouco ao longo do
estudo, em média entre 0,4 e 1,8%. Nao houve compiio estatistica da relacdo entre essas
freqUéncias basais e variaveis climaticas, comalada relativa do ar e radiacdo solar global.

Entretanto, episddios mais amenos de temperataxama diaria (entre 22 e 28) e
menores oscilagdes térmicas (amplitude entre 4@ oram determinantes para picos de
MCN ao longo do experimento. Conforme serd mostram@réximo capitulo, as respostas
clastogénicas observadas em inflorescéncia3.deallida expostas ao 0zonio foram mais

intensas nessas condicoes.
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Capitulo 3

Grau de sensibilidade délradescantia pallida
'Purpurea’ ao 0zonio por meio de respostas

clastogénicas

3.1. Resumo

O presente estudo investiga a correlacdo entreaftion de micronucleos
(MCN) e fatores condicionantes, como concentrac& adido ascoérbico (AA), um
reconhecido antioxidante, e temperatura do ar tleiranrealizacdo dos bioensaios, em
inflorescéncias d&. pallida'Purpurea’ expostas a 0zonio. Propde-se tambérstigpae se o
tempo de recuperacéo para visualizacdo de micreosi§MCN) é diferente do estabelecido
no protocolo TRAD-MCN. Inflorescéncias retiradasini@ividuos cultivados exclusivamente
em casa de vegetacao foram distribuidas em duaaradifechadas de fumigacdo, uma com

aporte de ar filtrado e outra com ar filtrado emeigdo com 60 ou 80 ppb de o0zbnio,
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fumigados durante trés horas de um anico dia. $ilogrdessas inflorescéncias comegaram a
ser retirados a cada 24 horas ap6s fumigacédo oatpletar 120 horas. Em cada subgrupo,
foram analisadas a forma¢do de micronucleos entaséindes de grdos de pdlen (bioensaio
TRAD-MCN) e, por meio de andlises de regressaonfl@éincia da concentracdo de AA total
em bracteas dessas inflorescéncias e da temperdituia durante o bioensaio sobre as
respostas clastogénicas. Analises estatisticas ranostque h4, predominantemente,
significativo aumento da frequéncia de MCN a 72aBoapds fumigacdo com ozbdnio. A
concentragcdo de AA variou nos dois tratamentoswemao do tempo de recuperagao e da
amplitude térmica desse periodo, ndo apresentamuicelagdo positiva com ozoénio.
Entretanto, ha nitida relacéo entre declinio daentmacdo de AA e consequente aumento da
frequéncia de MCN 24 horas depois. A intensidaddod@acdo de micronucleos também
dependeu da amplitude térmica ou das temperaturasnas. Nas condi¢cdes de realizagdo do
presente estudo, a fim de obter respostas clastagémais evidentes, pode-se recomendar
gue os bioensaios, da exposicdo ao 0z6nio ao ped@decuperacdo, sejam realizados sob a
menor amplitude diaria possivel entre temperatumaxima e minima (< °€) e sob
temperaturas maximas entre 20 é26Contudo, ainda ndo é possivel determinar aéefica

de T. pallida para indicar riscos clastogénicos impostos ponioz&ob condi¢cdes naturais,
uma vez que nao foi possivel estabelecer modednid@ dose x resposta entre concentracdes

de ozobnio e freqiéncia de micronucleos.

Palavras-chave: acido ascorbico, ecotoxicologiaraniicleo
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3.2. Introducao

Ozbnio é um dos mais oxidativos constituintessdwgfotoquimico (Heath
1975). Esse poluente reage com a superficie agleosgembranas e espacos intercelulares e
forma espécies ativas de oxigénio (EAO), que reagehiscriminadamente com lipidios,
proteinas e &cidos nucléicos nos seres vivos, devan degradacdo e rompimento de
membranas, peroxidacdo lipidica e mutagénese hH@&emwicz & Ting 1974, Victorin 1992,
Rodrigueset al..1996, Brayet al..2000, Baietet al..2005, Foyer & Noctor 2005).

Ha décadas atras, varios estudos ja relacionavaotencial fitotoxico desse
poluente e formacdo de injurias em plantas (TresBownderson 1989). Desde entéo,
variados efeitos sobre as plantas tém sido apostaaditeratura, como os relacionados na
tabela 1.2 (capitulo 1).

Além disso, uma miriade de estudos aponta acq&ariala sensibilidade a
o0z6nio entre as espécies vegetais (Castillo & GneppB8, Kangasjart al..1994, Luwe &
Heber 1995, Torsethaugeet al.. 1997, Lyonset al.. 1999, Burkey & Eason 2002,
Langebartel®t al.. 2002, Songet al.. 2005, Morae®t al.. 2006, entre muitos outros). Esses
estudos convergem para o fato de que plantas apmeseim complexo sistema de defesas
antioxidativas, formado por varias substanciasmaticas e ndo-enzimaticas, entre as quais
acido ascorbico, que sdo mobilizadas para atersiafeitos das EAO e manter o equilibrio
oxidante /antioxidante.

Acido ascorbico €, reconhecidamente, um antion@aio-enzimatico protetor
contra os efeitos deletérios das EAO (Smirnoff 19986remanset al.. 2000). Em plantas

expostas a concentracbes de 0zbnio, gendtiposveensido justamente aqueles que
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sintetizam acido ascérbico em menor quantidaddcando que concentragbes mais altas
desse antioxidante conferem maior tolerancia aoepdé (Menser 1964, Turcsarst al..
2000, Chen & Gallie 2005).

As injurias deverdo ocorrer somente apdés superad capacidade de
detoxificacdo e reparo. (Calatayud & Barreno 2@drkey & Eason 2002, Long & Naidu
2003). A eficiéncia do sistema antioxidativo conEAO €, portanto, um indicativo da
sensibilidade de plantas as condi¢fes de estrapsstias por 0zénio.

Plantas com gendétipos sensiveis a ozénio, palrgente serem ineficientes
em minimizar o estresse oxidativo, sdo recomendpdes estudos de biomonitoramento,
desde que rapidamente indiqguem a presenca dessenf®mho ambiente pela formacdo de
injurias caracteristicas e detectaveis por métatto$icil aplicacdo. Assim, muitas dessas
espécies vegetais tém sido utilizadas como bicéniditas de oz6nio, baseadas, sobretudo, na
formacdo de tipicas necroses foliares (Heggestad, rupaet al. 1993, Orendovicet al.
2003).

Tais respostas visiveis, no entanto, sdo menoggaas para indicar riscos
genotoxicos impostos por 0z6nio do que bioensaagsdrlos em efeitos sobre 0 DNA. Essa
aplicacdo adicional seria possivel, consideranagodgunos citogenéticos em plantas sensiveis
ao ozdnio, como clastogénese (formacdo de fragmerrmmossdmicos ou micronucleos
{MCN}) e expressao de genes mutantes ja foram ehsges, como demonstraram Fetner
(1958) e Rajeshwari & Harney (1976), expondo irdliois deVicia fabaa fumigagfes com
ozbnio e correlacionando esse tratamento a clastegé Porém, isso ainda ndo é
consencioso, pois Girchnat al. (1992), com procedimentos semelhantes, ndo detectou
mutacdes somaticas emadescantigclone BNL 4430). J& Rodrigues al. (1996), também

utilizando BNL 4430, observaram aumento da fregi@d@rmmorém apenas apos trés dias de
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tratamento com 100 ppb de 0z6nio por 6 horas/dia.

Tais resultados contrastantes indicam, portante,oggrau de sensibilidade da espécie
vegetal ao poluente ndo € 0 Unico aspecto a sesidevado na procura de plantas
bioindicadoras sensiveis ao 0zdnio.

A intensidade de necroses foliares ou mesmo destspclastogénicas mostradas por
essas espécies, na realidade, pode ser condicitar@daor fatores do meio em que vivem as
plantas, como por suas caracteristicas fisiologicasetabodlicas. Além disso, varios estudos
apontam caracteristicas anatébmicas como espessurgpiderme e mesofilo, densidade
estomatica, espacos intercelulares, proporcdo quarénquima palicadico/ lacunoso e
alteracOes estruturais nos elementos condutoreso coandicionantes adicionais de
sensibilidade a poluentes atmosféricos (Alves 189anset al. 1996, Ferdinanét al. 2000,
Pedroso 2006). Fatores climaticos, especialmentpamtura e umidade relativa do ar, estédo
entre os condicionantes do meio fisico capazesefarir na sensibilidade de plantas a
estresse. Isidoet al. apontam a sazonalidade das estacdes climéaticas faior adicional
para a formacédo de MCN, além da exposi¢do a palig@osférica em clones BNL 4430 de
Tradescantia Ainda, Klumppet al. (2004) observaram nitida influéncia da temperahaa
formagcédo de MCN para o mesmo clone BNL 4430. Dessdo, a utilizacdo de plantas
sensiveis ao 0z6nio para biomonitoramento podmgebilizada por tais interferéncias.

Alguns estudos demonstraram que 0s clonebrddescantigparecem nao se adaptar
as condicdes climaticas da regido metropolitandatePaulo (Sant'anna 2003, Ferreira 2004),
cuja densidade populacional e grande frota de lesicublinha a importancia de estudos de
biomonitoramento da poluicdo atmosférica na regi@om isso, estudos recentes tém
procurado utilizar uma espécie do mesmo género commprovadamente melhor adaptada as

condi¢Bes climaticas da regiddradescantia pallidaPurpurea’. Essa espécie, nativa da
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América Central e amplamente utilizada em paisagisjaA demonstrou ser sensivel a
radiacdo ionizante, agente reconhecidamente cksitmg tanto quanto o clone BNL 4430
(Suyamaet al. 2002). Outros estudos correlacionam constituidi@goluicdo atmosférica
com aumento da frequéncia de micronucleos enpallida 'Purpurea’, retificando sua
sensibilidade a poluicdo do ar (Bata#taal. 1999, Guimaraest al. 2000, Savdia 2007, Silva
2007). Contudo, nédo foi investigada, ainda, a bdikEde dessa cultivar a ozbnio, que,
conforme hipétese levantada no capitulo anteriodepser alta, e tdo pouco os fatores que a
condicionam. Além disso, Falistocet al. (2000), investigando a duragdo do ciclo meiotico
em micrésporos do clone BNL 4430, demonstraram que,plantas tratadas com agente
clastogénico, o aumento de micronucleos mais intérebservado a partir de 72 horas apos a
exposicao. Estudos dessa natureza Topallida'Purpurea’ ndo sao conhecidos.

Portanto, com base nessas consideracdes, o fgresémdo propde investigar o
grau de sensibilidade de pallida'Purpurea’ ao ozonio, sob condi¢des experimeatas o
potencial clastogénico de ozbnio para a cultivarmédulado pelas variacbes nas
concentragfes de acido ascorbico foliar e/ou nadigdes de temperatura durante as etapas
de execucdo do bioensaio Trad-MCN. Além disso, (oeege delimitar o periodo de
recuperacdo ideal para visualizar as injurias emeticas provocadas pela exposicdo ao

poluente.
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3.3. Material e Métodos

3.3.1) Cultivo

Os ramos florais utilizados nos bioensaios foramv@nientes de plantas
cultivadas exclusivamente em casa de vegetaca@tdeda e sob ar filtrado, com manejo

descrito no itenCultivo do capitulo dois.

3.3.2) Sistema de fumigacao de ozonio

O presente estudo foi desenvolvido sob condigOpsrewentais, em sistema
de fumigagdo com ozonio (figura 3.1). Este € commppsr duas camaras fechadas (figura
3.2.A), de um metro cubico cada, construidas camutesa de aco inoxidavel e revestidas
com filme Teflon®, conectadas a compressor, fitteoar, valvula de controle de fluxo de ar
(Alborg®), desumidificador, cilindros de mistura peluentes (misturadores 1 e 2), gerador
de ozb6nio (Ozontechnik®) e equipamento de moniterdm continuo da concentracdo de
0zonio (Ecotech ® 9810B), em destaque na figurd33.2

No laboratdrio que abriga as camaras, foram ladda lampadas de vapor
metalico de 400 W e lampadas fluorescentes de Ifigira 3.2.C). Os ramos florais de

pallida permaneceram sob essa iluminacéo artificial (apraskamente 270 pmol frs %),
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por, aproximadamente, dez horas

diarias, durantemégacdo e durante os periodos

recuperacao.
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Figura 3.1. Sistema de fumigacdo de poluentes do laboratérifunggacdo da Secdo de

Ecologia/ IBT. llustracao: Yukio Hayashi da Silva
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Figura 3.2. Componentes do sistema de fumigacdo de oz@ni€€amara de fumigaca®:

Monitor de concentracéo de ozonio, filtro e um dusturadoresC: Lampadas do laboratorio

de fumigacéo. Fotos: S.M.R. Sant'Anna.

3.3.3) Fumigacao

Como mencionado anteriormente, foram utilizadassdcamaras fechadas de
fumigacdo. Uma delas recebeu um aporte de ardiiltigento de particulas e de gases
(tratamento denominado AF) e a outra camara,teadd enriquecido com 0z6nio (AF 4)0O
em concentracdo média de 60 ou 80 ppb, em um @mcpor trés horas. Foram realizados
guatro experimentos de fumigacdo com 60 ppb, uncaha estacdo do ano. As fumigacoes
com 80 ppb de 0zbnio, em nimero de duas, foramuzithes apenas na primavera, periodo
em que se supunha observar maior intensidade pestes clastogénicas. Em todos os casos,

as concentracfes desejadas de o0zbnio foram olpiifameio da mistura proporcional de ar
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filtrado e de ozdnio gerado pelo ozonizador (fig8rd) e checadas continuamente por meio
do monitor de ozonio.

Cinco grupos distintos com 10 a 15 ramos flodei$. pallida'Purpurea’ foram
distribuidos em béqueres contendo &gua ultra-@iaA) e acondicionadas entre as duas
camaras (figura 3.3.B). Durante trés horas, enguactmara AF recebia ar filtrado, a camara
AF + O; recebia o ar enriquecido de 0z6nio, na concerdgragéipulada. Ao fim desse prazo,
o fluxo de ozénio foi interrompido nesta Ultimag@al passou a receber apenas ar filtrado por
mais trés horas. Ao fim desse processo, os cingpogrde inflorescéncias provenientes do
tratamento AF + O3 foram transferidos para a carAfeonde permaneceram até o final do
periodo de recuperacédo (de 24 a 120 h). Quanddvphssm sexto grupo adicional de ramos
florais foi introduzido em cada camara, 0s quasesentaram a situacdo antes do inicio da
recuperacéo (indicada com Oh nas figuras de refmsdja

Os registros diarios de temperatura maxima emaimia cdmara de ar filtrado,
na qual as inflorescéncias permaneceram durani® dogeriodo de recuperacdo foram
obtidos por termohigrégrafo (TZ-18td, Zootechnilygland), que ficou instalado, durante
todo o experimento, dentro da referida camara.cktwulado, ainda, por subtracdo o valor

maximo e minimo, a amplitude diaria de temperatura.
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Figura 3.3. Exposicao de inflorescéncias de pallida 'Purpurea’ a fumigacéé.: Grupo de

inflorescéncias em béques; Disposicdo dos cinco grupos de béqueres conrést@ncias

no interior de uma camara.

3.3.4) Periodos de recuperacgéo e obtencdo de am®gara os ensaios

Imediatamente apos a transferéncia dos ramaadlda camara AF +{Jpara
a AF, foram retirado, sempre que possivel, o sgsdpo de inflorescéncias submetido a cada
um dos tratamentos, representando a situagéolidiperiodo de recuperacéo (Oh). A partir
de entdo, a cada 24 h, um grupo de ramos de catdan&nto, nos quatro experimentos com
60 ppb, foi sendo retirado e levado para analigesahcentracdo de 4cido ascorbico nas
bracteas e da frequéncia de microndcleos nas @sfténcias até o prazo maximo de 120 h,
em que o ultimo lote foi retirado. Cada lote retaddoi denominado de acordo com o periodo
em que permaneceu em recuperacao na camara AEa@odi como 24h, 48h, 72h, 96h e
120h nas figuras de resultados). Nos experimentos & ppb, somente a frequéncia de

MCN nas inflorescéncias foi obtida.
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3.3.5) Bioensaio TRAD-MCN

Os procedimentos utilizados nesse experimento segue protocolo

estabelecido por Ma (1981), descritos no iMaterial e Métodoslo capitulo dois.

3.3.6) Andlise da concentracdo de acido ascorbico

Acido ascoérbico total foi determinado em bracteassdas (0,5 Q),
homogenizados com 12 mL de EDTA-N&,07%) e acido oxalico (0,5%). A mistura foi
centrifugada em 18.000 rpm por 30 minutos a 2°@uAa aliquota do supernadante foram
adicionados 2,5 mL de diclorofenol-indofenol PA (BE) (0,02%) e a absorbancia do
extrato foi mensurada espectofotometricamente e@n rd8 (primeira leitura). Depois da
adicdo de 0,05 mL de acido ascorbico (1%), umarskgabsorbancia foi medida. Ambas as
medidas de absorbancia foram utilizadas para esan@ncentracdo de acido ascorbico, a

qual foi expressa em mg- de massa seca (Keller & Schwager 1977).
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3.3.7) Andlises estatisticas

As diferencas entre as concentracdes de acidokdsu@ entre as frequéncias
de MCN observadas nos dois tratamentos, camara figaalo (AF) e camara de ar filtrado
enriguecida com 60 ppb de oz6nio (ARF@ ao longo do tempo de recuperagédo, foram
determinadas por andlise de variancia com doisefat@rimeiro fator — Fumigacdo com AF
ou AF + @ e segundo fator — tempos de recuperacdo. Quaadélise de variancia indicou
diferenca significativa, foi usado teste de comp@amultipla (método de Student-Newman-
Keuls) para localizar as diferencas significativas) todos os casos, analisou-se se os dados
apresentavam distribuicdo normal e igualdade dénaas.

Andlises ndo paramétricas (teste de Kruskal-Walkguidas do mesmo teste
de comparagbes multiplas ou teste de Mann-Whitimgye compara dois tratamentos),
identificaram diferencas significativas em cadados tratamentos (AF e AF +s30entre os
experimentos realizados. Os resultados, nessag8és, foram apresentados por graficos do
tipo box-plot Em tal representacdo, a mediana dos dados fuianha pela linha que divide
cada retangulo; estes, por sua vez, delimitara2b®s de dados acima e abaixo da mediana,
ou seja, os percentis de 25 e 75. Consideranda airdistribuicdo dos dados separados pela
mediana, as barras de erro mostraram os valoresdss entre os percentis de 10 e 25 ou
entre os de 75 e 90 e os simbolos (0) os valoitesmeas (abaixo do percentil de 5 ou acima
do de 95).

Analises de regressao linear foram empregadasgsaéabelecer a relacdo entre
temperatura e as variaveis biologicas (freqiénaa MICN e concentracdo de &cido

ascorbico), assim como entre concentracfes de asawbico e freqiéncia de MCN.
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3.4.Resultados

3.4.1) Temperatura média registrada durante os expentos

Os valores maximos, minimos, bem como a amplideléemperatura a cada
tempo de recuperacdo sdo ilustrados na figura Sempre que possivel, foi considerada
também a temperatura registrada imediatamente @gésmino da fumigagdo. Ressalta-se
que esses valores referem-se apenas a camara filrado, sitio de recuperacdo das
inflorescéncias. Por ser formado por pecas de figgtalica, ndo foi instalado um
termohigrografo na camara de ar com ozénio, poiaha possibilidade das pecas sofrerem
oxidacdo. Porém, diante da semelhanca entre agasimalo fato de ambas terem estado no
mesmo recinto, pode-se admitir que os ramos flangisridos em ambas as camaras foram
submetidos as mesmas variacdes de temperaturdelarimmigacao e a recuperagao.

Nota-se maior estabilidade térmica no experimeietdumigacao realizado no
inverno, quando as inflorescéncias foram submetdd@ ppb de ozdnio. Essa estabilidade é
corroborada pela menor amplitude entre todos omntentos, bem como valores de
temperatura maxima e minima bem proximos. Nos demgerimentos, a amplitude entre
temperaturas maxima e minima em cada dia de reaggerfoi maior (entre 10 e %D).

Verifica-se, ainda, a semelhanga nas condigcBesda&smentre os trés experimentos realizados

na primavera.
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Figura 3.4. Temperaturas maximas, minimas e amplitude térnaéigstrada em cada tempo

de recuperagao nos experimentos de 60 e 80 ppb.

Ver: verdo; Out: outono; Inv: inverno; Pri: primaag Pril: primeira fumigacdo com 80 ppb realizada n

primavera; Pri2: segunda fumigac¢do com 80 ppbz@ddi na primavera.

3.4.2) Frequéncia de micronucleos e concentracdes atido ascorbico apos fumigacao

com 60 ppb de ozbnio

A frequéncia de micronucleos émpallida'Purpurea’ submetida a fumigacao
com ar filtrado (AF) e fumigagdo com ar filtradorigmecido com 60 ppb de ozb6nio (AF +
0s), cujos experimentos foram realizados em difeseattacdes climéticas, € apresentada na
figura 3.5. A freqiéncia de MCN entre os periodesatuperacao foi bastante variada entre

0s tempos de recuperacdo. No veréo, no tratamednte @, houve aumento significativo na
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formacdo de micronucleos, em comparacdo aos vadxsesvados sob ar filtrado, em todos
os tempos de recuperacdo. No inverno, isso ocapés 24h, 48h e 120h de recuperacéo.
Nota-se, também, o aumento da freqléncia de miclewsl observada a 72 horas apés
fumigacéo nos experimentos da primavera, do verdo outono, em ambas as camaras. No
inverno, enquanto as frequéncias foram equivalerseslongo da recuperagcdo nas
inflorescéncias submetidas ao ar filtrado, valonéximos foram obtidos apés 24h e 120h de
recuperacdo, seguidos pelos obtidos apos 48 ecobhparados a freqiéncia inicial (0Oh),
naguelas fumigadas com 60 ppb de ozdnio
As analises estatisticas indicaram também difesesggnificativas entre as
campanhas efetuadas nas quatro estacdes climapeas, ambos os tratamentos de
fumigacdo, como mostra a figura 3.6. Nas fumigagiees ar filtrado somente e com ar
filtrado enriqguecido com o0z0nio, observa-se fregigégn significativamente maior na
campanha realizada no inverno, em relagdo as oestagdes climaticas (figuras 3.6A e B).
Comparando-se os dois tratamentos de fumigacéificea-se que a fumigagcdo com
60 ppb de o0zbnio promoveu aumento significativofrégiiéncia de micronucleos (figura

3.6C).
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Figura 3.5: Frequéncia média de MCN e respectivos erros-pgdthetoas) observada

em cada tempo de recuperacao nos tratamentos dgafo efetuados nas quatro estacoes

climaticas.

AF: fumigacgédo com ar filtrado; AF + O3: fumigacamrcar filtrado enriquecido com 60 ppb de ozénio. ¢ada

tratamento de fumigacéo, freqiiéncias médias indgcadm letras distintas diferem entre si signifigaihente.

Asteriscos indicam freqiiéncias médias significatieate maiores do que as observadas no tempo de

recuperacdo correspondente no tratamento AF.
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Figura 3.6:Comparagdes entre as campanhas de um mesmo tradadeemmigacdo (AF ou
AF + O3) e entre os tratamentos de fumigagsioComparacdo entre as campanhas de ar
filtrado; B: Comparacdo entre as campanhas de ar filtrado comppb0de o0z6nioC:

Comparacéo entre os dois tratamentos de fumigacao.

Em cada gréfico, freqiiéncias médias indicadas etnasl distintas diferem entre si significativamente
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A figura 3.7 mostra a concentracdo de acido asoérbin bracteas de ramos
florais deT. pallida 'Purpurea’ expostas a fumigacdo com AF e AF3;+6D ppb), em
campanhas realizadas em diferentes estacfes chsiatinas nenhuma tendéncia clara a
respeito da ocorréncia de picos de concentracddeterminados tempos de recuperacao.
Geralmente, as maiores concentragcbes foram obsenewntre 24h e 72h de recuperacéo.
Raramente o tratamento com 60 ppb de ozdénio causaumudanca significativa nos niveis
de acido ascorbico, em comparacdo com resultadtdosbno tratamento AF. Isto foi

observado apenas 24h e 96h apds a fumigacéo, tigapsente nas campanhas de verdo e

inverno.
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Figura 3.7: Concentracbes médias de &acido ascoOrbico (AA) eectisps erros-padrao
(barras) determinadas em cada tempo de recupemagdoatamentos de fumigacao efetuados

nas quatro estacodes climaticas.

AF: fumigacgédo com ar filtrado; AF + O3: fumigacamrcar filtrado enriquecido com 60 ppb de ozénio. ¢ada
tratamento de fumigacéo, freqiiéncias médias indgadm letras distintas diferem entre si signifigaihente.
Asteriscos indicam freqiiéncias médias significatieate maiores do que as observadas no tempo de

recuperacgéo correspondente no tratamento contr@stan
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Além disso, ndo foram observadas diferencas sigtifias entre as
campanhas, ilustradas na figura 3.8.A, para furBigapm ar filtrado e 3.8.B para ar filtrado

com 60 ppb de ozbnio, assim como entre os tratamel® fumigacao (figura 3.8C).
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Figura 3.8: Comparagfes entre as campanhas de um mesmo tntdasegfumigacao (AF ou
AF + O3) e entre os tratamentos de fumigacdo. Angoacado entre as campanhas de ar
filtrado; B: Comparagdo entre as campanhas deltaadio com 60 ppb de 0zOnid:

Comparacéo entre os dois tratamentos de fumigacao.

Em cada grafico, freqliéncias médias indicadas etnaisliguais nédo diferem entre si significativaraent
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Contudo, andlises de regressao linear demonstuama goncentracdo de AA é
influenciada significativamente e positivamenteap@inplitude térmica diaria e maximas de
temperatura registrada durante os periodos de esgfo (figura 3.9). Quanto menor
amplitude térmica (figura 3.9A) ou as temperatura@ximas (figura 3.9B) menor sera a

concentracdo de acido ascorbico.
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Figura 3.9: Relagdo entre acido ascoérbico e variaveis de texper registradas durante
tempos de recuperacdd. acido ascoOrbico e amplitude térmicd; acido ascoérbico e

maximas de temperatura.

Dados obtidos em todos os tempos de recuperagaaenbos os tratamentos de fumigacao agrupados.

Andlises de regressdo linear também indicaram qudorenagcdo de
microndcleos é explicada significativamente pelacenmtracdo de &cido ascérbico (figura
3.10A), assim como pela amplitude de temperatuearmperaturas maximas durante os dias

de recuperacdo. As menores concentracbes de acdorbeo determinam maiores
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frequiéncias de MCN 24 horas depofs=r0,35), como mostra a figura 3.10A. A freqiiéncia
de microntcleos também foi inversamente proporti@namplitude térmica tr= 0,29),

registrada durante os tempos de recuperacéo (fRL6B) e &s maximas de temperatufa(r

0,19) (figura 3.10C).
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Figura 3.10: Relacdo entre freqiéncia de micronucleos (MCN) meceotracdo de acido
ascorbico (AA) 24 horas antes e variaveis tempeaaturante os tempos de recuperagéo.
MCN versusconcentracdo de AA 24 horas antBs; MCN versusamplitude térmicaC:

MCN versusmaximas de temperatura.

Dados obtidos em todos os tempos de recuperagaaenbos os tratamentos de fumigacao agrupados.
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3.4.3) Frequéncia de micronucleos apos fumigacaonc80 ppb de ozénio

A figura 3.11 ilustra as frequéncias de MCN nosaoiperimentos, realizados
na primavera, com fumigacgéo de 80 ppb de ozdnioeXp@rimento 1, a freqiéncia de MCN
variou significativamente, nos diferentes temposreleuperacdo nos dois tratamentos de
fumigacdo, sendo observados valores maximos apdsois. Porém, o tratamento com
0zOnio ndo promoveu aumento significativo em quagum dos tempos de recuperacao.

Entretanto, no experimento 2, nota-se que, apksardo ter havido variacao
entre os tempos de recuperagédo, nos dois tratamdetdumigacéo, a freqiéncia de MCN
observada no tratamento de fumigacdo com ozonisi@mificativamente maior do que a
observada no tratamento com ar filtrado, a pagtid@ horas de recuperacao

N&o houve diferenga significativa na frequénciangderonucleos observada
entre os dois experimentos, dentro de cada tratantenfumigacdo. Além disso, fumigacéo
com 80 ppb de o0zbénio causou um aumento no numenmict®nuicleos/100 tétrades, em
comparagdo com o0 observado nas inflorescénciasidaansob ar filtrado, apenas no

experimento 2 (figura 3.12).

71



Primavera (Experimento 1)

MCN/100 tétrades
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Primavera (Experimento 2)
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Figura 3.11. Frequéncia de microndcleos e concentracdo de asiddrbico em diferentes

tempos de recuperacao observados nos dois expéosre primavera, com fumigacao de 80

ppb.

MCN: micronucleos; AF: ar filtrado; AF + O3: artfihdo enriquecido com 80 ppb de ozénio.
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Figura 3.12. Comparacoes entre as frequéncias de MCN, dentuond@esmo tratamento de

fumigacéo (AF ou AF + O3), considerando todos geedrientos realizados.

MCN: micronucleos; AF: ar filtrado; AF + O3: artfiddo enriquecido com 60 ppb ou 80 ppb de ozb6nio. V
verdo; O: outono; I: inverno; P: primavera. (1)npeiro experimento realizado na primavera — 80 [{gp;
segundo experimento realizado na primavera — 80*ppignificativamente menor do que nos experimgmi@o

marcados, em cada tratamento de fumigacao.
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Primavera

MCN/100 tétrades
(@]

Figura 3.13. ComparacOes entre as campanhas de um mesmo tredgaseefumigacao (AF

ou AF + O3) e entre os tratamentos de fumigacagpg0.

MCN: micronucleos; AF: ar filtrado; AF + O3: artfihdo enriquecido com 80 ppb de ozbnio. (1) primeir
experimento; (2) segundo experimento. Letras minédsc e mailsculas comparam respectivamente as
freqliéncias de micronUcleos nos tratamentos AF€O8E* Freqliéncia significativamente maior no tnatato

AF+03 do que no AF (no experimento 2).

Finalmente, verificou-se que a frequéncia de migctaos nas inflorescéncias
submetidas ao ar filtrado, em todos os experimeftosemelhante (figura 3.13). A Unica
excecao ocorreu no tratamento controle do seguwderiemento de fumigacao (80 ppb),
realizado na primavera, quando se estimou fregéésignificativamente menor de MCN no
tratamento controle de qualquer outro experime®td fumigacdo com oz6nio, a formacgéo

de microndcleos nos experimentos realizados naapem, quer sob 60 ppb ou sob 80 ppb, e
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no experimento do outono (sob 60 ppb) foi signifiGanente menor do que nos realizados no

verao e primavera (sob 60 ppb).

3.5. Discussao

Nas condi¢cBes experimentais dese estudo, oz@&mwiktrou ser genotoxico
paraT. pallida 'Purpurea’ nas fumigacdes com 60 ppb ou 80 ppbmmesndo a planta
exposta em um Unico dia, por trés horas, a coragies freqientemente observadas no
ambiente urbano da cidade de Sao Paulo (CETESB).Z08l/constatacdo corrobora estudos
anteriores, que apontam injurias citogenéticas df@retites organismos, mesmo apoés
exposicdes agudas. O potencial genotoxico do ozdlids, estd bem documentado na
literatura cientifica. Fetner (1962) exp0s cultutadinfécitos humanos a 0,8 ppm (80 ppb) de
ozonio e, em curtas exposi¢coes de cinco a dez asnwerificou clastogénese. Meet al.
(1975) também atestaram aumento da frequéncia d&l M@ linfocitos de voluntarios
expostos a 0,5 ppm (50 ppb) por seis e dez horas.

Ressalta-se a alta sensibilidade Tdepallida 'Purpurea’ a oz6nio, quando se
comparam os resultados obtidos no presente estutdoos poucos estudos realizados com
plantas. Fetner (1958) submeteu plantula¥ide fabaa fumigacdo com ozénio em aparato
de fumigacéo fechada e observou até 42% de “arsdfam@mais” em células meristeméticas
de apice radicular expostas durante 60 minutos fuxm de 2 litros/min de ozbdnio. Girchner
et al. (1992) ndo encontraram aumento na frequéncia dagdes somaticas em células de

pélos estaminais (bioensio TRAD-STH) em clones BMBO submetidos a ozbnio. Maal.
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(1982) também ndo encontraram aumento significatd® MCN em tétrades de
inflorescéncias do mesmo clone submetidas a 500@Maet al 1982apudRodrigueset al
1996).

Em valores mais realistas, Rodriguetsal (1996) expuseram inflorescéncias
do clone 4430 a 50 e 100 ppb por seis horas dipoasim periodo de um a trés dias. Esse
estudo mostrou que apenas amostras expostas duréstelias consecutivos a 100 ppb
mostraram um aumento significativo de MCN, indicangma relacdo temporal com a
deteccdo de genotoxidade. Essa relacao temponarificada no presente estudo, ja que um
aumento significativo de micronudcleos foi verificad partir de um periodo de recuperacao
de 48 e, principalmente, 72 horas apo0s fumigac&ssdtta-se que esse acréscimo de
genotoxidade foi verificado, também, em fumigac@m car filtrado no presente estudo,
indicando que o microclima da camara de ar filtradonsiderada como sitio-controle,
também impbs estresse as amostras vegetais, emmbonaenor escala, se comparado a
fumigacdo com ozobnio. Com isso, pode-se considguar a clastogénese verificada em
células-méaes de grdo de pdélen nas inflorescénéadas com o poluente parte de uma
freqUéncia basal de MCN mais alta que a verifieadanflorescéncias ndo manipuladas (ver
capitulo 2).

A despeito da massificacdo do uso de clones Tdedescantia para
biomonitoramento, h& poucos estudos que invest@eatacdo entre tempos de recuperacao e
deteccdo de clastogenicidade, o que é crucial pagficiéncia do bioensaio TRAD-MCN.
Steinitz (1944) observou que inflorescénciasTd@aludosasubmetidas a um meio andxico
por até 24 horas, apresentaram um maior aumentM@h, de 8%, a 72 horas apos
tratamento. O autor relacionou esse fato a maiesilsidade ao tratamento em células em

préfase | da meiose. Falistocet al. (2000) investigaram a duragdo do ciclo meiético em
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clones BNL 4430 e determinaram que a duracdo coaplesse ciclo esta em torno de 80
horas. Os autores afirmam que a duragao da prbfasqueles clones chega a 60 horas, e,
entdo, mais 20 horas para a formacao de tétradesfim, a visualizacdo de micronucleos.
Expondo inflorescéncias do clone a conhecidos agaie¢ genotoxidade durante seis horas,
0S autores investigaram periodos de recuperacd@ de 72 horas e constataram aumento
significativo de MCN a 72 horas, enquanto que, emh@ras, clastogenicidade néo foi
detectada. Assim sendo, segundo Falistaetcal. (2000), o tempo de recuperacéo de 24
horas, ha bastante tempo estabelecido (Ma 19&%ufciente para detectar clastogenicidade
devido a duracdo da profase |, até para o clone BARO deTradescantia Por fim, os
autores recomendam um periodo de recuperagcdo dera®, como mais eficiente para
diagnosticar a genotoxidade de um agente utilizandéaensaio TRAD-MCN. No presente
estudo, a frequéncia de MCN observada nos tempo®ageracdo investigados vai de
encontro as constatacbes de Falistoetal. (2000) e permite inferir que 72 horas apos
exposicao foi o periodo mais indicado para atestgenotoxidade de ozénio parapallida
'‘Purpurea’.

A resposta dd. pallida'Purpurea’ em fungcédo do tempo de recuperacéo e do
tratamento com ozoénio, observada claramente emosede frequéncia de MCN, nao foi
verificada para os valores de concentracdo de &rsddrbico (AA) obtidos. N&do foram
apontadas relagOes significativas entre o antiox@ae o poluente em nenhuma das
campanhas realizadas e nem foi identificado umogeride recuperacdo em que uma
mudanca no perfil deste antioxidante fosse evideBt#retanto, analises de regressao
propuseram modelo em que a frequéncia de MCN edd&ionada com a variacdo da
concentragdo de acido ascorbico verificada 24 haméss. Assim, concentragdes mais altas

do antioxidante resultaram, depois de um period®deoras, em menos MCN. O inverso foi
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verificado quando a concentracdo de acido ascodimmuiu nesse intervalo.

Esses dados sdo consistentes com varios esqudogtestam o potencial de
AA para diminuicdo do estressse oxidativo e, coimsetgmente, para atenuar ou impedir a
formacao de injurias. Turcsamsti al (2000), por exemplo, expuseram plantula¥ e faba
a 75 nmol motpor até 28 dias a sete horas por dia, ndo encolotrimitirias foliares apds
esse periodo, mesmo atestando o decréscimo dant@gé® de AA em folhas das amostras
tratadas com o poluente. Os autores sugerem quesauecanismos de defesa devem agir
sinergisticamente com AA para detoxificar o ozémionpedir a formagéo de injurias. Menser
(1964) também creditou o decréscimo de injuriasfes emNicotana tabacumBel W3' ao
aumento da concentracdo de AA em suas folhas.

A capacidade preventiva de AA contra injuriag@énéticas esta estabelecida
através de varios estudos envolvendo, principakmentlturas de células humanas e
experimentosn vivocom cobaias. Giret al. (1998), por exemplo, investigaram micronucleos
em células da medula éssea e em espermatozoidesbd@s tratadas com cisplatina, um
reconhecido agente genotdxico. Os autores vemfinagque cobaias que receberam doses de
acido ascorbico junto com o agente genotéxico aptagam menos clastogénese do que
aquelas que néo receberam doses do antioxidartteloSsda mesma natureza com plantas
sdo pouco conhecidos. Entretanto, pode-se infar& cassim como injurias foliares,
microndcleos s6 serdo formados quando exauridgacickade de detoxificacdo do 0z6nio
por AA, entre outros antioxidantes, o que deve rrecaapds um dado periodo de tempo. O
intervalo de tempo requerido para a ocorréncialastagénese, no caso de ramos florais de
Tradescantia pallidaPurpurea’ analisados no presente estudo, foiddao2as, conforme
modelo proposto por andlises estatisticas.

Ha que se considerar que a variacdo observadamm@ntracdo de AA em
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inflorescéncias dé. pallida'Purpurea’ foi relacionada as maximas de temparata maior
oscilagédo térmica diaria (amplitude), independeltdratamento de fumigacdo a que foram
submetidas. Assim, concentracbes mais altas dmxatdnte foram encontradas em
temperaturas mais altas e sob maior variacdo tarif@mplitude) registradas durante o
experimento, o que se refletiu sobre a intensiddée respostas clastogénicas das
inflorescéncias.

Tais relagbes entre a dinamica do sistema antibxadao longo das estagbes
climaticas do ano sao freqientemente apontadasenatura para outras plantas. Bulbovas
(2005) expuseram individuos @aesalpinia echinata varios pontos com diferentes perfis
de poluicdo do ar da cidade de Sao Paulo. Os auttbservaram que as variagdbes nos
antioxidantes nao pareceram estar relacionadarseaocetnite tempo de exposicéo a poluentes,
mas a mudancas sazonais de fatores do ambientkeyBetr al. (2006), ao estudarem a
concentragcdo de AA em espécies herbaceas nativasmd@arque florestal dos EUA,
encontraram variagdes de acordo com as estac@edichs e concluiram que essas variagoes
influenciaram a capacidade de defesa daquelasiespEntra a agdo oxidativa do ozonio,
presente em concentracdes moderadas na regidcamnyret al. (2000) constataram que
plantulas deVicia fabasubmetidas & fumigacdo de 75 nmol Tdé oz6énio durante 28 dias
ndo apresentaram injurias foliares, embora osshieiacido ascorbico tenham diminuido ao
longo do experimento. Os autores argumentam gquesahntioxidantes podem ter atuado de
maneira sinérgica para atenuar os efeitos delstéaopoluente. Ainda, Yamagucéi al.
(2005) afirmaram que biflavondides, uma outra aatiegde antioxidantes vegetais, extraidos
de aciculas déraucaria angustifoliaprotegem um plasmideo contra clivagem do DNA,
imposta por EAO. Tais autores sugerem que os bifldides também sdo importantes

antioxidantes contra os efeitos das EAO sobre bigentas, notadamente acidos nucléicos.
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Assim, pode-se supor que outros antioxidantes, alémAA, presentes ent. pallida
'Purpurea’, podem variar ao longo das estacOesatidms e promover protecdo contra EAO
juntamente com acido ascorbico. Se confirmadajaiaacdo pode comprometer a andlise de
dados sobre genotoxidade de um poluente em umariiedela estacdo climéatica. Entretanto,
€ preciso, a principio, investigar mais amplamestantioxidantes presentes nas células.de
pallida 'Purpurea’ e a influéncia da sazonalidade solgeespécie.

Além da influéncia do sistema antioxidativo ndemsidade de respostas
clastogénicas dé. pallida'Purpurea’a sazonalidade climética ao longo das estacdesalo a
notadamente na temperatura do ar durante 0s exqr@0s) pareceu ser outro fator importante
para as diferencas observadas na intensidade dwdédo de MCN apds fumigacdo com
0zonio . Nas campanhas experimentais realizadpamavera, tanto na campanha de 60 ppb,
guanto nas duas campanhas de 80 ppb realizadasmavgra, frequéncias foram as mais
baixas entre todas as campanhas realizadas. Sutprédemente, fumigacées com 80 ppb,
gue, teoricamente, deveriam resultar em maiorag@siese do que a fumigagdo com 60 ppb,
apresentaram valores pouco acima do basal vernfiead inflorescéncias ndo submetidas a
gualquer tratamento (ver capitulo 2). Ainda queammanha 2 de 80 ppb tenha mostrado
diferencas entre fumigagdo com ar filtrado e drafilo com ozdénio, a frequéncia de MCN
ficou aqguém das observadas em fumigacdo com 6@@moluente nas campanhas de verdo
e, principalmente, inverno. Esses dados convergara ps observados por Alves al.
(2003), que utilizaram inflorescéncias de pallida 'Purpurea’ para monitorar o potencial
clastogénico do ar em laboratérios do Institut@dtnica de Sdo Paulo. As autoras afirmam
qgue houve variacdo de 1,9 a 5,3% no controle negad longo de nove meses de
experimento e que tal variacdo pode ser atribuitidoaes climéticos ao longo do periodo.

Isidori et al. (2003) e Ichikawaet al. (1996) também observam aumento da frequéncia de
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mutagOes em estacdes de temperatura mais amerestidto desenvolvido por Isidaet al.
(2003), exposicoes de inflorescéncias do clone BMBO no inverno mostraram maior
frequéncia frequéncia de MCN do controle negatiessa estacao. Ichikawa e colaboradores
verificaram aumento de mutacBes em células somséticanesmo clone nos dias em que a
temperatura registrada foi mais baixa. Klungb@l. (2004) creditaram o aumento de MCN a
ocorréncia de temperaturas mais baixas (> 16°Cantleiro tempo de recuperagcdo no
bioensaio TRAD-MCN.

Nas condicbes de realizacdo do presente estudmn ae obter respostas
clatogénicas mais evidentes, pode-se recomendangjb®ensaios, da exposicdo ao 0zonio
ao periodo de recuperagdo, sejam realizados sobnarnamplitude diaria possivel entre
temperaturas maxima e minima (*C8 e sob temperaturas maximas entre 20°€.28essas
condi¢des, as concentragdes de &cido ascorbicerend ser menores, assim como os danos
clastogénicos tenderdo a ser maiores. Atencado skveada, para as condi¢des climéticas
durante o cultivo das plantas, conforme discutid@apitulo anterior.

Portanto, o presente estudo demonstrou a altabdeteie deT. pallida
'‘Purpurea’ ao o0zobnio, por meio de respostas clkasicas. Tais respostas foram
predominantemente mais evidentes ap0s 72 horasxpuiesigdo ao poluente. Contudo, a
intensidade de formag&o de micronucleos nas irsft@mcias foi condicionada pelos niveis de
acido ascorbico nas bracteas dos ramos floraisfrdagtados principalmente por sazonalidade
em fatores climaticos como a temperatura do arprevpriagbes nas proprias condicdes
ambientais, especialmente na temperatura, nodecedalizacado dos bioensaios.

Finalmente, com base nos resultados apresentaduwl ado € possivel
determinar a eficiéncia de pallida'Purpurea’ para indicar riscos clastogénicos inqogor

o0z6nio, sob condigbes naturais, uma vez que napoesivel estabelecer modelo de curva
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dose x resposta entre concentracfes de ozonigigfreia de microndcleos.
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Capitulo 4

Discussao geral

A frequéncia basal de micronucleos (MCN) em \filios deT. pallida
'Purpurea’, cultivados em ambiente sabidamentetasele poluentes clastogénicos, foi
influenciada pela sazonalidade climatica ao longdd meses de monitoramento.

A néo influéncia de umidade relativa do ar nanagdo de MCN, no presente
estudo, estd de acordo com Klumpgp al.(2004), que constatou tal fato analisando
inflorescéncias do clone BNL 4430 expostas a ditexefaixas dessa variavel climatica.

Embora a radiacdo solar ndo tenha também promaiidracdes na frequéncia
de MCN neste estudo, Wang &Wang (1999) verificammrmento de clastogénese em picos
de irradiancia artificialmente produzidos.

A temperatura do ar observada na casa de vegefac@ensurada durante
todo o monitoramento e, com base em andlises @&tasi realizadas, foi o fator climético
mais influente na formacdo de MCN. Modelos propesstatisticamente mostram que o

declinio ou grandes oscilagbes da temperaturadevarformacdo de MCN 72 horas depois
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desses eventos climaticos. Mesmo nos experimergoturdigacdo, a temperatura do ar
(valores maximos diarios e de amplitude térmicapbém foi um fator determinante da
intensidade de respostas clastogénicas nas infe&mems expostas a 60 ppb de ozbnio, por 3
horas. Esses resultados alinham-se aos obtidoKlpompp et al.. (2004), que expuseram
inflorescéncias do clone BNL 4430 em diferentedligrstes de temperatura, e, aplicando o
bioensaio TRAD-MCN, verificaram interferéncias migeis basais de MCN.

Estudos que relacionam a influéncia da tempexaauformacéo de graos de
polen emTradescantiee consequente influéncia sobre o bioensaio TRADNMEo escassos.
Xiao & Mascarenhas (1985) analisaram a formaca&loed¢shock proteinghsps), sintetizadas
em condicdes de estresse térmico para ofereceopestecdo a células e tecidos. Em
experimentos conduzidos em tubos polinicos e giggsdlen delradescantia paludosas
autores verificaram que nos tubos polinicos sultlbeta exposi¢cdes agudas a 37 ou 41°C ou
incremento gradual de 29 a 41°C, ndo foram siaiddiz as hsps. Graos de pdlen néo
germinados retirados de anteras submetidas ao mést@nento térmico também ndo
continham hsps, embora essas proteinas fossem textiam em tecidos vegetativos em
condicbes normais de temperatura do ar. Os automesduem que o desenvolvimento de
termotolerancia ef. paludosgrode ocorrer sem a sintese de hsps.

No presente estudo, tanto nas condicbes expelimedo monitoramento
guanto nas condicbes experimentais das exposicOexoOaio, foi verificada maior
clastogénese eni. pallida 'Purpurea’, submetida a temperatura mais amenasthas
submetidas a até, aproximadamente, 40°C, obsen@daonitoramento, ndo apresentaram
clastogénese significativa. Embora Xiao e colaboresl ndo tenham analisado quebras
cromossOmicas em graos de polen, pode-se supoasgig) como enfi. paludosaT. pallida

'Purpurea’ parece também desenvolver mecanismosnqumizam os efeitos de estresse
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térmico por temperaturas elevadas oferecendo rpesbecao aos seus tecidos reprodutivos e,
conseqliientemente, ocorrendo menor clastogéneseereperaturas altas, mesmo apds a
fumigagcdo com ozodnio. Entretanto, faz-se necessaémestigar a sintese de hsps sob
condicdes de estresse térmico na culfivgpallida'Purpurea’ para corroborar tal hipotese.

Mecanismos fisiolégicos que conferem termotoleidmao sdo 0s Unicos
atributos do génerdradescantiapara minimizar efeitos deletérios de estressetiabiodEm
um amplo estudo, Martinez & Martinez (1993) apontapresenca de diversos grupos de
flavondides em 42 espécies tfimdescantiadistribuidas ao longo do continente americano.
Essas substancias, derivadas do metabolismo semund@ plantas, tém importantes
atribuicdes como sinalizacdo de hormoénios, pag@@p ativa na germinagao do tubo
polinico, protecdo de tecidos contra radiacdo U¥#Bmbém como compostos alelopéticos e
fitoalexinas (Taylor & Grotewold 2005). Além dissa, capacidade de flavondides de
detoxificar EAQO's também é amplamente reconhec¢idsdinet al. 1987, Larson 1988).

Entre os flavondides identificados enfiradescantia destacam-se as
antocianinas, pigmentos, cuja funcdo mais destagadaromover coloracdo a tecidos
vegetativos e reprodutivos, o que confere maioacaty de polinizadores e disperséo de
sementes (Kongt al.. 2003). Chalker-Scott (1999) também afirma que midiancia e
temperaturas extremas favorecem o incremento decianinas em tecidos vegetativos.
Outros estudos apontam a importancia de antocsniespecialmente a cianidina, como
antioxidante, reduzindo a formacdo de malondiatweddpartir de peroxidagéo lipidica e
também prevenindo a oxidacdo do &cido ascorbicdEp@'s. Ainda, cianidina forma com
DNA um complexo que protege ambas as moléculasradnjuria oxidativa (Sarma &
Sharma 1999, Kongt al..2003).

A presenca de antocianinas @mpallida 'Purpurea’ é atestada por estudos
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desenvolvidos por Baublis & Berber-Jiménez (1993 advaet al.. (2003). Os primeiros
conduziram estudos de aprimoramento de técnicasxtacdo desses pigmentos para uso
comercial. Os autores afirmam que extratos de mminas extraidas da cultivar 'Purpurea’
mostram excelente estabilidade quimica para usoistnais.

Paiva et al. submeteram individuos d€. pallida 'Purpurea’ a diferentes
gradientes de luminosidade artificialmente prodozid constataram que a porcentagem de
antocianina por massa seca diminui com a reduc¢dontiaosidade. Plantas cultivadas sob
alta irradiancia apresentaram até mesmo o dobpodzntagem do pigmento se comparada
aquelas cultivadas sob sombreamento. Com basertea dorrelacéo linear positiva entre
valores de intensidade luminosa e teores de aninas 0S autores concluem que o
incremento desses pigmentos deve proteger o agatassintético contra fotoinibicdo em
pallida 'Purpurea’.

Embora teores de antocianinas ndo tenham sidcsursios no presente
estudo, as evidéncias da presenca desses pigmamtosltivar analisada, bem como a
contribuicdo na detoxificagdo de EAQO's permitenerinfque tais substancias podem ter sido
importantes para a baixa frequéncia de MCN ao lawge@xperimento de monitoramento e
também em experimentos de exposicdo a 0zonio exmalgestacdes climaticas. E possivel,
supor, assim, que as respostas clastogénicas nmt@nsas em inflorescéncias depallida
‘Purpurea’ expostas em dias quentes ou com amp$itiudrmicas maiores, podem estar
associadas ao maior contetdo desses pigmentosuogaofantioixadante e ndo somente com
0 conteudo de acido ascorbico, identificado nogmesestudo no estudo de fumigagdo com
o0zo6nio. Contudo, estudos de quantificacdo da caraggio de antocianinas e a sinergia entre
esses e outros antioxidantes, especialmente, &sdoérbico, devem ser conduzidos para

delinear a acdo do sistema antioxidativo Tdepallida 'Purpurea’ e seu reflexo sobre a
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aplicabilidade da cultivar em ensaios de toxidadbiantal.

Por fim, os resultados obtidos no presente estlgloonstraram que, nas
condicdes experimentais das exposicdes, o peragleerido para diagnosticar a formacao de
MCN excedeu o intervalo recomendado em protocolplamente difundido (Ma 1983). Os
resultados obtidos com. pallida '‘Purpurea’ apontam o prazo de 72 horas apds €#posi
preponderante para observacdo de clastogénese apéeinto em tratamento com 0z6nio
guanto apoés picos de temperatura observados ndaaramento. O periodo de recuperacédo de
72 horas alinha-se aos resultados obtidos portéets et al.. (2000) que investigaram a
duracgéo do ciclo medtico em clones BNL 4430 patardenar a fase de maior sensibilidade
para a aplicacdo do bioensaio. Os autores coneciujuee o periodo necessario para a meiose
em microsporos do clone BNL 4430 foi de 80 horgse periodos de recuperagdo superiores
a 24 horas foram determinantes para o aumentoed@iéncia de MCN. Sobretudo, em
amostras vegetais tratadas com reconhecido agéagtogeénico mostraram significativo
aumento de MCN 72 horas ap0s exposicdo, em conguaea;periodo de 24 horas, tal como
observado no presente estudo.

Com base nas constatacoes desse estudo, propmsendar que:

e A temperatura maxima do ar ambiente e oscilacodsrgm do dia nessa variavel
climatica devem ser consideradas como fatores auengializam ou nao a
formacdo de micronucleos. Assim, recomenda-se deenperatura do ambiente
seja mantida entre 20 e 26°C e que a amplitudadgmiiéria ndo ultrapasse uma

variagao de 8°C.

e Deve ser considerada a possibilidade de um tempectdgeracdo mais longo que
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24 horas para diagnosticar clastogénese. Entretasttidos sobre o ciclo
meidtico emT. pallida Purpurea’ devem ser conduzidos para confirmar tal

hipotese.

¢ Individuos deT. pallida'Purpurea’ selecionados para determinar a frequéasal
(controle) em um experimento devem ser, semprepggsivel, cultivados em
um ambiente isento de fatores de confusdo, consepca de poluentes gasosos
e particulas, que ocorrem mesmo em sitios considsréivres de poluicdo.
Nessas condi¢cbes, conforme dados apresentadosi®derando as condicdes
experimentais desse estudo, a frequéncia basdhsi®génese espontanea nao

chega a 2% por 100 tétrades analisadas.

e Mecanismos de reagédo a estresse imposto por opangzem ser influenciados
por sazonalidade de estacfes climaticas. Estudosargs conduzidos em
diferentes estacdes climéaticas devem ser conduziwa corroborar essa

constatacao.
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