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RESUMO

SILVA, Danila Luna. USO DE Tradescantia pallida PARA O BIOMONITORAMENTO
DE OZONIO NA CIDADE DE LONDRINA-PR. 2016. 53 f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Engenharia Ambiental) - Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Londrina,
2016.

O ozobnio é um dos poluentes atmosféricos que mais atinge a vegetacao e
também a saude humana. O biomonitoramento apresenta-se como uma ferramenta
para avaliar mudancas no meio ambiente que causem danos aos seres Vivos. A
utilizacdo de plantas como biomonitoras tem sido empregada com sucesso para
monitorar a qualidade do ar, por ser um método de facil manejo e baixo custo. O
presente trabalho avaliou o potencial indicador da espécie Tradescantia pallida e sua
aplicabilidade no biomonitoramento da qualidade do ar na cidade de Londrina-PR
utilizando o Teste do Microndcleo. Este € bem conceituado para avaliar o potencial
genotoxico de contaminantes atmosféricos no aumento da taxa de mutacdo em células
méae de grdo de pdlen de Tradescantia. Foram coletadas inflorescéncias da espécie
Tradescantia em trés locais diferentes da cidade de Londrina-PR em duas datas (27 de
Agosto de 2016 e 07 de Setembro de 2016) que forneceram material para o preparo de
5 laminas que apresentassem 300 tétrades para analise por local e por data de coleta.
Também foi realizado um teste de controle positivo, com ramos de T. pallida mantidos
em Formaldeido (10%), que reconhecidamente induz a formacdo de microndcleos.
Embora tenham sido observadas variacbes entre os valores de temperatura e
concentragdo de ozdnio atmosférico nas duas datas de coleta, ndo houve diferenca
significativa entre as taxas de formacdo de micronucleos, nas inflorescencias coletas
nos 3 locais. A taxa de formacdo de microndcleo variou entre 0,2 e 1,86%, que
representa a taxa espontanea de dano e indica a auséncia de exposicéo das plantas a
agentes genotéxicos. Também néo foi observado o efeito positivo do formaldeido sobre
a taxa de formacdo de microndcleos, provavelmente em funcdo das condicdes
fornecidas no tratamento, como pouco tempo de exposi¢édo das plantas a luz. Devido a
grande variabilidade na determinacdo das taxas de micronudcleos, recomenda-se 0
preparo de um maior numero de laminas para cada ponto amostral.

Palavras-chave: Biomonitoramento. Poluicdo Atmosférica. Oz6nio. Tradescantia
pallida. Teste do Micronucleo.



ABSTRACT

SILVA, Danila Luna. USE OF Tradescantia pallida FOR THE OZONE
BIOMONITORING IN THE CITY OF LONDRINA-PR. 53 p. Course Conclusion Work
(Bachelor of Environmental Engineering). — Environmental Engineering Graduation,
Federal Technological University of Parana (UTFPR). Londrina, 2016.

Ozone is one of the pollutants that most affects vegetation and also human health.
Biomonitoring presents itself as a tool to evaluate changes in the environment that
cause damage to human beings. The use of plants in biomonitoring has been
successfully used to air quality monitors, because it is an easy to use and a low cost
method. The present study evaluated the potential indicator of the Tradescantia pallida
specie and its applicability in air quality biomonitoring in the city of Londrina-PR using
the micronucleous test. This is well-known to evaluate the genotoxic potential of air
pollutants in the increasing mutation rate in pollen mother cells of Tradescantia.
Inflorescences of the Tradescantia specie were collected at three different locations in
the city of Londrina-PR, on two dates (August 27ht, 2016 and September 7th, 2016),
which provided material for the preparation of 5 slides with 300 tetrads for analysis. A
positive control test was also performed, with branches of T. pallida kept in
Formaldehyde (10%), which is known to induce the formation of micronucleous.
Although have been observed variations between the values of temperature and
atmospheric ozone concentration (in the two collection dates), there was no significant
difference between the rates of micronucleous formation in the inflorescences collected
at the three sites. The micronucleous formation rate ranged from 0.2 and 1.86%, which
represents the spontaneous rate and indicates the absence of exposure of the plants to
genotoxic agents. The positive effect of formaldehyde on the micronucleous formation
rate was also not observed, probably as a function of the conditions provided in the
treatment, with short exposure time to light. Due to the high variability in the
determination of micronucleous rates, it is recommended to prepare a larger number of
slides for each sampling point.

Keywords: Biomonitoring. Atmospheric Pollution. Ozone. Tradescantia pallida.

Micronucleous Test.

Keywords: Biomonitoring. Atmospheric pollution. Tradescantia pallida. Micronucleous
test.
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1. INTRODUCAO

Ao longo de toda a histéria de ocupacao da Terra pela espécie humana, desde
0 surgimento dos primeiros ancestrais, 0 homem tem tido uma atuacéo transformadora
e, muitas vezes, predatéria sobre a natureza (BRAGA et al., 2001). Desde o século XX,
a partir do aumento das emissfes oriundas tanto do desenvolvimento industrial e
urbano, como das emissdes de veiculos, os efeitos da poluicdo atmosférica vém
atingindo os seres vivos (MACHADO, 2008).

Entre os principais poluentes atmosféricos estd o o0zoénio (Os), poluente
secundario produzido a partir de rea¢gBes quimicas entre oxidos de nitrogénio (NOxs) e
compostos organicos volateis (COVs) em dias com altos indices de radiacdo solar,
principalmente em areas urbanas, industriais e em regides onde ha estagnacédo de
massas de ar (DUTRA et al., 2009).

As plantas em geral sdo muito sensiveis a esse gas, que é absorvido
predominantemente pelos estdbmatos durante as trocas gasosas (LARCHER, 2004,
ESPOSITO, 2008). Assim, desde o inicio do século XX, tém sido realizadas pesquisas a
respeito do efeito da poluicdo sobre as plantas (SAVOIA, 2013).

A gquantificagdo de contaminantes atmosféricos se faz importante uma vez que
€ necessario monitora-los devido a existéncia de limites estabelecidos por agéncias
ambientais que seguem os sugeridos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para
avaliar a situacdo do meio ambiente (PEDROSO, 2007). E nesse contexto que a
utilizacdo de plantas bioindicadoras, em programas de biomonitoramento, € uma
alternativa interessante, pois apresentam facil cultivo, manuseio e cuidados, custos
relativamente baixos além de mostrarem respostas conservativas e de facil avaliacdo
(LUIZ et al., 2004).

A Tradescantia pallida (Rose) D. R. Hunt var. purpurea Boom (também
conhecida pelos nomes populares de traboeraba, trapoeraba-roxa ou coragao-roxo),
tem sido amplamente utilizada em diversos estudos de biomonitoramento,
principalmente por apresentar facil adaptacdo, ser resistente a parasitas e por se
desenvolver durante todo o ano (CARVALHO, 2005, LEAL et al., 2005, TEIXEIRA;

BARBERIO, 2012). Na maioria dos estudos, a espécie tem sido utilizada por meio da



10

aplicacdo do teste do microndcleo (Trad-MCN) (MA, 1981), sendo considerado um dos
testes mais sensiveis para estudos de genotoxidade (RODRIGUES, 1997, JUNIOR,
2008, ZANATO, 2010, PEREIRA, 2012, TEIXEIERA; BARBERIO, 2012, COSTA et al.,
2015)

Dessa forma, o proposito deste estudo foi aproveitar a facilidade da obtencéo
de amostras de Tradescantia pallida, comumente encontrada em Londrina e testar a
aplicacdo do bioensaio de microndcleos em células-mée de grdo de pdlen (teste do
micronucleo ou Trad-MCN) para o biomonitoramento da qualidade do ar, no final do

inverno, em trés pontos da cidade de Londrina-PR.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente trabalho foi avaliar o potencial de Tradescantia
pallida como bioindicadora de concentracbes de o0z6nio na atmosfera e sua

aplicabilidade no biomonitoramento da qualidade do ar na cidade de Londrina-PR.

2.2 Objetivos especificos

Foram objetivos especificos do projeto:

o Coletar amostras da espécie de Tradescantia pallida em diferentes locais
da cidade de Londrina-PR, a fim de avaliar se estdo submetidas a diferentes niveis de
0z0nio;

. Quantificar a frequéncia de micronudcleos na formacdo dos micrésporos
(células que dardo origem aos gréos de poélen) em flores de Tradescantia pallida.

. Utilizar dados de concentragcdo de ozonio obtidos no Campus da UTFPR-
Londrina por meio de um monitor de ozbnio, nos periodos em que as plantas forem
submetidas ao Teste do Micronucleo, e correlacionar com a frequéncia de micronucleos
encontrada nas inflorescéncias das amostras dos diferentes locais coletados, visando
avaliar a qualidade do ar, em termos de concentracdo de ozonio em diferentes pontos

de Londrina.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 Poluicao atmosférica

Queiroz et al. (2007) destacaram que o desenvolvimento industrial e urbano tem
ocasionado um aumento crescente na emissdo de poluentes atmosféricos, provocando
danos a saude humana e a vegetacdo, além de prejuizos devido a diminuicdo da
producdo agricola e a degradagéo, inclusive, de construgdes.

Conforme a Resolucédo do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n°
3 de 28/06/1990, considera-se poluente:

Qualquer forma de matéria ou energia com intensidade e em quantidade,
concentragcdo, tempo ou caracteristicas em desacordo com 0s niveis
estabelecidos, e que tornem ou possam tornar o ar:

| - impréprio, nocivo ou ofensivo a saude;

Il - inconveniente ao bem-estar publico;

Il - danoso aos materiais, a fauna e flora.

IV - prejudicial & seguran¢a, ao uso e gozo da propriedade e as atividades

normais da comunidade.

BN

Com relacdo a sua origem, os poluentes podem ser classificados como
primarios, sendo aqueles emitidos diretamente pelas fontes de emissdo. Sdo exemplos
de poluentes primarios, o diéxido de enxofre (SO;), o sulfeto de hidrogénio (H,S), os
oxidos de nitrogénio (NOy), a amoénia (NH3), o monoéxido de carbono (CO), o dioxido de
carbono (CO;) e o metano (CH,4). Os classificados como secundarios sdo aqueles
formados na atmosfera através da reacdo quimica entre os poluentes primarios e/ou
constituintes naturais na atmosfera. O peroxido de hidrogénio (H20,), o acido sulfurico
(H2SO4), o acido nitrico (HNO3), o triéxido de enxofre (SOj3), os nitratos (NOj3), os
sulfatos (SO.4%), o 0zdnio (O3) e o nitrato de peroxiacetila — PAN — (CH; = OO,NO,),
podem ser citados como exemplos de poluentes secundarios (PEDROSO, 2007).

Ainda, os poluentes atmosféricos podem ser originados de fontes fixas ou
moveis. As fontes fixas sdo, por exemplo, processos de extracdo, a producdo industrial
e producdo agricola. J& as fontes méveis, podem ser exemplificadas pelos meios de
transporte que dependam da queima de combustiveis fosseis (ZANATO, 2010,
SHIRMER; QUADROS, 2010).
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De acordo com a Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo (2015)
(CETESB), determina-se o nivel de poluicdo atmosférica através da quantificacdo dos
poluentes presentes no ar. Ao determinar as concentracdes desses poluentes, também
se mede o grau de exposicdo dos receptores (seres vivos em geral) como resultado
final da emisséo do poluente.

A qualidade do ar pode ser avaliada, em nivel local, regional, nacional e
internacional, por meio de estimativas das emissdes, de uso de modelos matematicos e
de medidas das concentragdes dos principais poluentes utilizando métodos fisico-
quimicos. Por meio dessas medidas, € possivel verificar normas e valores limites para
concentracbes de poluentes no ar, estabelecidos e recomendados (KLUMPP et al.,
2001). Os limites sédo estabelecidos por agéncias de protecdo ambiental, onde se
destacam a US EPA-NAAQS (Agéncia de Protecdo do Meio Ambiente - Padrbes
nacionais de qualidade do ar ambiente), nos Estados Unidos e a WHO (Organizacao
Mundial da Saude) na Suica (PEDROSO, 2007). No Brasil, ha o Programa Nacional de
Controle da Qualidade do Ar (PRONAR), criado pela Resolugdo CONAMA n° 05 de 15

de junho de 1989, que definiu o programa como:

Um dos instrumentos basicos da gestdo ambiental para protecdo da saulde e
bem estar das populacdes e melhoria da qualidade de vida com o objetivo de
permitir o desenvolvimento econbmico e social do pais de forma
ambientalmente segura, pela limitacdo dos niveis de emisséo de poluentes por
fontes de poluicdo atmosférica com vistas a:

a) uma melhoria na qualidade do ar;

b) o atendimento aos padrdes estabelecidos;

c) 0 ndo comprometimento da qualidade do ar em areas consideradas nao

degradadas.

De acordo com Vormittag et al. (2014), o PRONAR foi estabelecido a partir da
conscientizacdo de que o crescimento industrial e urbano e da frota de veiculos estava
gerando um aumento crescente na poluicdo atmosférica, gerando consequéncias
negativas para a sociedade, a economia e 0 meio ambiente. A partir da percepgéo que
essas condi¢bes iriam continuar, despertou-se para a iniciativa de estabelecer
estratégias para controlar, preservar e recuperar a qualidade do ar.

O primeiro recurso decorrente do programa foi a Resolucdo CONAMA N° 03, de

28 de junho de 1990, que estabelece os padrdes nacionais de qualidade do ar, ainda
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hoje em vigéncia. A Resolucdo CONAMA N° 3/90 também determina o monitoramento
da qualidade do ar como atribuicdo de cada Estado do Brasil. Portanto, para conhecer e
acompanhar os niveis de qualidade do ar no pais como forma de avaliagcdo das acbes
de controle estabelecidas pelo PRONAR definiu-se uma estratégia, que foi a criacao de
uma Rede Nacional de Monitoramento da Qualidade do Ar (CONAMA 5/1989). No
entanto, de acordo com Vormittag et al. (2014) apenas alguns estados possuem redes

de monitoramento (Quadro 1).

Quadro 1 - Monitoramento da qualidade do ar nas diferentes regides do Brasil (2014).

Regides Sem monitoramento da qualidade do ar | Com monitoramento da qualidade do ar
Centro Mato Grosso do Sul Mato Grosso, Goias e Distrito Federal
oeste

Nordeste Alagoas, Ceara, Maranhdo, Paraiba, | Bahia, Sergipe
Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte

Norte Acre, Amapa, Amazonas, Para, Rondonia,
Roraima, Tocantins

Sudeste Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, S&o Paulo

Sul Santa Catarina Parand, Rio Grande do Sul
Fonte: VORMITTAG et al., 2014.

A Resolucdo CONAMA N° 3/90 auxilia na definicdo sistemética da qualidade ar,
através do estabelecimento dos indicadores da qualidade do ar. No total, existem sete
indicadores, sendo eles: Particulas Totais em Suspensdo (PTS), Fumaca, Particulas
Inalaveis (Pl ou PM10), Dioxido de Enxofre (SO;), Mond6xido de Carbono (CO), Ozénio
(O3) e Diéxido de Nitrogénio (NO;) (IAPa, s/data). Os indicadores e os padrdes
nacionais de qualidade do ar definidos pela Resolugio CONAMA n° 3/90 sé&o

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Padrbes de qualidade do ar de acordo com a Resolucdo CONAMA 03/1990.

POLUENTE Tempo de Padréo primario Padrédo secundario

amostragem [ug/m?] [ug/m?]
Particulas totais em 24 horas 240 150
suspenséo (PTS) 1 ano 80 60
Fumaca 24 horas 150 100
1 ano 60 40
Particulas Inalaveis (PI) 24 horas 150 150
1 ano 50 50
Di6xido de enxofre (SO,) 24 horas 365 100
1 ano 80 40

Monoxido de Carbono (CO) 1 hora 40.000 40.000

8 horas 10.000 10.000
Oz6nio (Os) 1 hora 160 160
Diéxido de nitrogénio (NO,) 1 hora 320 90
1 ano 100 100

Fonte: Resolucdo CONAMA 3/1990.

No estado do Paran&, o monitoramento da qualidade do ar fica a cargo do Instituto
Ambiental do Parana, que realiza o monitoramento da qualidade do ar apenas na
cidade de Curitiba e regido metropolitana (IAPb, s/data). Foi na década de 80 que se
iniciou 0 monitoramento da qualidade do ar na Regido Metropolitana de Curitiba, e
atualmente sdo doze estacbes de amostragem do ar, das quais oito sdo automaticas
(IAPb, s/data). Quatro delas estdo localizadas em Curitiba, analisando de 30 em 30
segundos O3, SO,, NO, NO,, CO, PTS e PI. Em Araucéria estdo localizadas outras
quatro estacdes automaticas que analisam O3, SO,, NO, NO,, CO e PTS ou PI. Estas
oito estacdes automaticas somam-se as quatro estacdes manuais de Araucaria e
Curitiba, as quais fornecem meédias diarias para SO2, Fumaca e PTS. As esta¢les
autométicas e as estacfes manuais fazem parte de uma rede de monitoramento que
torna possivel a real avaliagdo das condi¢cdes da qualidade do ar de Curitiba e Regiéo
Metropolitana (IAPb, s/data)

Os resultados do monitoramento sdo publicados anualmente no Relatério de
Qualidade do Ar (IAPb, s/data). Um mapa da localizacdo das estacdes € apresentado

na Figura 1.
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Figura 1 — Estac6es manuais e automaticas do estado do Parana.

Sta. Candida

Sta. Casa

Ouvidor

Pardinho

(;”\1\:4[

CSN
Assis @

Sig/Sebastiio
UEG  Semingfio

Fonte: IAPc (s/ data).
Nota: Verde: Estacdes autométicas; Laranja: Estagfes manuais.

O fato de Londrina ndo ter uma rede de monitoramento da qualidade do ar é
algo a ser questionado, uma vez que Londrina € uma cidade altamente urbanizada e
considerada de porte médio (BARROS et al., 2003). Segundo Targino e Krecl (2016),
Londrina enfrenta problemas ambientais comparaveis a cidades maiores e mais antigas
no pais. Em Londrina a frota de veiculos cresceu 85% na ultima década, e € dominada
por veiculos (78,3%), que circulam com uma média de 1,47 pessoas por veiculo, sendo
que, a motorizagdo chegou a uma taxa de 661 veiculos por 1000 habitantes em junho
de 2015 (a taxa nacional é de 436 veiculos por 1000 habitantes). Segundo os autores, 0
trafego de veiculos a motor é a fonte mais importante de poluicdo do ar nas cidades,
considerando paises em desenvolvimento.

De acordo com Januzzi (2005), Londrina se desenvolveu com base na cultura
agricola, mas sua economia se diversificou e em 2005 a cidade apresentava em torno
de 14.372 estabelecimentos comerciais e 3.485 industrias, com uma produc¢éo voltada
para a metalurgia, mecéanica, mobilidrio, produtos quimicos, papel e papeldo, entre
outros.
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Com o crescimento econbmico, a emissdo antropica de gases e particulas
tende a se intensificar progressivamente, levando ao aumento da concentracdo desses
gases e particulas na atmosfera. Alguns desses gases e particulas tém efeitos
comprovados na saude humana e no meio ambiente, razdo pela qual sdo considerados
“poluentes atmosféricos”. Dentre estes, destacam-se o mondxido de carbono (CO), o
material particulado (MP), o diéxido de nitrogénio (NO) e o didxido de enxofre (SO;) e 0
ozobnio troposférico (O3) (IEMA, 2012).

3.2 Ozdnio

O ozbnio é um poluente atmosférico secundario que desempenha diferentes
papéis em relacdo aos seres vivos, dependendo da camada atmosférica em que é
encontrado. Na estratosfera, o 0zénio absorve radiacao ultravioleta entre 210 e 290 nm,
protegendo os seres vivos dos efeitos nocivos dessa radiacdo. Ja4 na troposfera o
oz6nio é formado como resultado de reagbes fotoquimicas envolvendo precursores
gerados tanto por processos naturais quanto por atividades humanas e pode causar
danos a saude humana e a vegetacdo (KRUPA; MANNING, 1988).

Ainda segundo Krupa e Manning (1988), as rea¢fes que envolvem a formacéao
do oz6nio se dao entre os Oxidos de nitrogénio (NOy) e hidrocarbonetos (HC) presentes
na exaustdo de automéveis e na queima de combustiveis fosseis. Rocha et al. (2009)
afirmam que essas reagfes sdo as chamadas reac¢des fotoquimicas, tipo de reacdo que
ocorre com frequéncia e € iniciada por uma molécula que aborve um féton de luz. Uma

representacéo de uma reacao fotoquimica pode ser exemplicada pela Equacéo 1:

NO, +hv — NO +O (1)
Sendo:
h = constante de Plank (6,62607004 x 10>*m?.kg/s)

v = frequéncia da luz (Equacao 2)
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Onde:
v=1/1 (2)

e A = comprimento de onda (nm).

Dessa forma, os Oxidos de nitrogénio sdo muito importantes na formacédo de
novos compostos na atmosfera, como o 0zdnio, por exemplo. A oxidacdo do NO na
atmosfera se da principalmente pela reacdo com o ozénio (ROCHA et al., 2009) como
mostrado na Equagéo 3:

NO + O3 — NO, + O, (3)

O NO; que é formado nessa etapa, quando na presenca da luz solar, sofre uma
reacao oposta que provoca a dissociacdo do NO, e a regeneracdo do NO e do ozbnio
(ROCHA et al., 2009), conforme as Equacbes 4 e 5:

NO> + hv — NO 4)

O+ 0, — O3 (5)

Por isso, vale ressaltar que os oOxidos de nitrogénio (NO,, NO) existem em
equilibrio dindmico com o o0zénio, com taxas iguais de formacéao e destruicdo de NO,,
por isso as concentracdes de ozonio tendem a permanecer em nivel baixo, pois séao
consumidos com a mesma velocidade de geracdo em condi¢bes naturais, porém, no
momento em que outro componente entre no ciclo fotoquimico, no caso, compostos
provenientes principalmente de motores de veiculos e industrias esse equilibrio &
interrompido (LARCHER, 2004, ROCHA, 2009). Além da interrupcédo do equilibrio do
oz6nio, fatores meteorologicos também influenciam na sua formacéo e disponibilidade
na atmosfera. Radiacdo solar, umidade relativa do ar e temperatura estdo entre os
fatores que mais influenciam a concentracéo de O3 (BERTAZOLLI, et al., 2006).

Depois de formado, o ozbnio troposférico pode ser transportado por longas
distancias a partir de suas fontes, portanto pode atingir tanto areas rurais quanto
urbanizadas (RODRIGUES et al., 1996) e, dentre, os oxidantes fotoquimicos presentes
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na troposfera, o ozénio é o que esta em maior quantidade (70 a 80%) (SHIRMER;
QUADROS, 2010).

Pelo fato do ozdnio troposférico ser um gas prejudicial a saide humana, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), recomenda que em um periodo de 8 horas,
ndo seja excedido o valor maximo diario de 100 pg/m® de ozdnio (WHO, 2005). No
Brasil, o padrdo legal (PQAR - Padrdo de Qualidade do Ar) é de 160 pg/m® (80 ppb),
para um periodo de uma hora, estabelecido pela Resolucdo CONAMA n° 3/90 (Tabela
1). A Secretaria de Estado do Meio Ambiente e Recursos Hidricos do Parana (SEMA)
confirma o padrdo nacional, através da Resolu¢cdo SEMA N° 016/2014.

Alguns estudos realizados mostram como tém sido detectadas as
concentracfes de ozbnio nas cidades brasileiras. De acordo com Junior (2008), na
cidade de Guarulhos, regido metropolitana de S&do Paulo, a concentracdo de 0zb6nio
chegou a 284 pg/m® em um dos pontos da cidade (entre 2006 e 2007), quando
investigou a influéncia do aeroporto localizado na cidade nas concentracdes de ozdnio.
Segundo Dutra et al. (2009), a cidade de Belo Horizonte-MG chegou a atingir o valor
maximo de 274,7 pg/m® em maio de 2009, e ultrapassou o padréo de qualidade do ar
em 29 dias durante o ano de estudo. Em Curitiba, no ano de 2013, o IAP registrou a
méxima de 171 pg/m?® de média horéria de 0zénio em 1 dia do més de agosto de 2013
e violacdes do padréao de qualidade, trés vezes durante o ano.

Considerando os efeitos que 0 0zbnio ocasiona a saude humana, vale ressaltar
a diminuicdo da capacidade pulmonar e a irritacdo nos olhos e vias respiratorias, além
da diminuicdo na resisténcia contra infec¢des, sendo que também pode ser responsavel
por disfun¢des pulmonares, como a asma (MARTINS, 2006, IAPa, s/data).

O ozbnio também causa efeitos deletérios na vegetagédo, podendo interferir nas
florestas, no crescimento das plantas, na fotossintese e, ainda, pode ocasionar redugéo
na produtividade e impacto econdémico significativo sobre culturas como soja, feijao,
trigo e algodédo (MARTINS, 2006).

Os poluentes gasosos como o0 0zOnio entram nas plantas pelos estdbmatos,
durante as trocas gasosas, e podem provocar efeitos fisiolégicos, metabdlicos e

estruturais, que levam a sintomas como clorose, descoloracdo da folha (Figura 2) e



20

by

necrose em tecidos e 06rgdos, que podem evoluir levando a morte do individuo
(MANNING; FEDER 1980 apud ESPOSITO, 2008).

Figura 2 - Necroses tipicamente induzidas por 0z6nio em folhas de Nicotiniana tabacum Bel W3.

Fonte: Esposito, 2007.

Para monitorar a presenca do ozoénio e de outros poluentes atmosféricos e
avaliar riscos para 0s seres vivos, varias espécies vegetais vém sendo estudadas como
bioindicadoras (LIMA, 2007). As mais utilizadas para o 0zénio sdo o choupo (Populus
nigra), o tabaco (Nicotiana tabacum) (KLUMPP, 2001, ESPOSITO, 2008), a
Tradescantia (LIMA, 2007), o azevém (Lolium multiflorum ssp. italicum cv. Lema), a
couve (Brassica oleracea achepala) (ESPOSITO, 2008) e a paluma (Psidium guajava
‘Paluma’) (PINA et al., 2007).

Em sintese, Guicherit e Roemer (2000) destacaram que a importancia do
monitoramento do ozénio se da por diversos motivos. Entre eles o fato do 0z6nio
troposférico ser atualmente o terceiro gas mais importante causador do efeito estufa.
Devido ao seu impacto na saude e na natureza, seguindo esses autores, 0 aumento de
ozbnio em grande escala € um dos mais importantes problemas ambientais a ser
resolvido durante as proximas décadas. Essa € a razdo pela qual é necessario o
monitoramento e alta precisdo nas medi¢cdes de ozdnio troposférico, tanto em locais
com a atmosfera considerada “limpa”, quanto em locais com impacto direto da atividade
humana (proximidade de industrias, regides com grande circulacdo de veiculos).

Somente com tais registros, pode-se chegar a uma melhor compreensao da quimica da
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troposfera e poder sem equivocos, estabelecer relacdes entre parametros e tendéncias
(GUICHERIT; ROEMER, 2000).

3.3 Biomonitoramento

O biomonitoramento pode ser definido como qualquer método que faz uso da
vida para identificar/caracterizar substancias e ciclos de energia presentes no meio
ambiente. Utilizam-se comunidades de organismos cujo traco comportamental possa
ser observado e correlacionado a determinadas condigbes ambientais, podendo ser
utilizados como indicadores e quantificadores. Esses organismos podem ser
denominados bioindicadores (ELLENBERG, 1991).

Larcher (2004) classifica o biomonitoramento de acordo com o local em que os
organismos servirdo de monitores:

o Biomonitoramento passivo: € aquele no qual a observacao e a andlise da planta
ocorrem em seu ambiente natural;
. Biomonitoramento ativo: requer a exposicdo das plantas na area a ser avaliada.

As plantas podem ser consideradas ferramentas bastante eficientes para
apontar alterac6es ao longo do tempo, pois devido ao seu comportamento semelhante
ao dos organismos sedentarios, estdo sempre expostas ao estresse de emissdes locais
e em maior intensidade do que humanos ou animais, além de que, algumas espécies
sdo altamente sensiveis a agentes mutagénicos, apresentam ciclo de vida curto e
possuem baixo custo, como é o caso das plantas herbaceas (CONSTANTIN; OWENS,
1982, LARCHER, 2004).

As respostas das plantas bioindicadoras a poluentes podem ser observadas em
niveis macroscépicos e em nivel genético. Em niveis macroscopicos se observam
necroses, queda de folhas, diminuicdo de crescimento, clorose, etc. Ja em nivel
genético néo é possivel a observacao a olho nu (ZANATO, 2010).

Temmerman et al. (2001) classificaram as plantas utilizadas em
biomonitoramento como:

o Bioindicadoras: aquelas que apresentam sintomas visiveis como necrose e

clorose foliar, disturbios fisiolégicos e aborto em flores e frutos;
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o Biosensoras ou biomarcadoras: ndo apresentam sintomas visiveis a olho nu,
necessitando de microscopio ou outras técnicas para analise.

o Bioacumuladoras: sdo as menos sensiveis a poluicdo do ar, mas sao capazes de
acumular particulas e gases em seus tecidos;

o Indicadoras ecolégicas: através delas é possivel observar mudancas nas
comunidades vegetais, a partir do aparecimento ou desaparecimento de espécies,
devido a sua tolerancia a poluicdo por exemplo.

De acordo com Arndt et al. (1991), a utilizacdo de bioindicadores como
metodologia para detectar efeitos de poluicdo atmosférica sobre os seres vivos, pode
representar um sistema de informacado complementar no controle da qualidade do ar
através da coleta de dados sobre os efeitos da poluicdo. Porém, a utilizacdo de
bioindicadores, ndo é capaz de substituir medicdes de concentracdes de poluentes
através de métodos fisico-quimicos, mas fornece informacgdes adicionais.

Varias espécies vegetais tém sido utilizadas com eficiéncia no monitoramento
de poluentes, sobretudo do ozbnio. Entre elas esta a Tradescantia pallida, que tem
demonstrado grande eficiéncia devido a sua facilidade de cultivo e boa adaptacédo as
condicdes climéticas do Brasil e facilidade de aplicacdo do teste do micronucleo (LIMA,
2007).

3.4 Biomonitoramento com Tradescantia pallida

Algumas plantas séo reconhecidas como O6timas indicadoras de efeitos
citogenéticos e mutagénicos causados por poluentes ambientais, podendo ser usadas
tanto em ambientes fechados quanto em ambientes abertos (GRANT, 1994), sendo que
plantas do género Tradescantia tém sido utilizadas desde os primeiros estudos
experimentais com material citogenético (MA, 1981).

A espécie Tradescantia pallida (Commelinaceae), conhecida no Brasil como
Trapoeraba, Trapoerabdo ou Coragdo Roxo (Figura 3), € originaria do México.
Caracteriza-se por ser uma espécie herbacea densamente ramificada, de pequeno
porte, facil cultivo, facil adaptacdo a condi¢cdes climaticas e de relevo, tipo de solo,
altitude e latitude, além de apresentar flores durante o ano inteiro. Apresenta folhas

carnosas de 4 a 9 cm de comprimento e bainha de 1 cm. As flores possuem coloragéo
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rosea, contrastando com as folhas roxas, que no cultivo a pleno sol tem a cor
acentuada, causando um efeito desejavel para ornamentacdo (Figura 3) (LORENZI,
2013, OLIVEIRA, 2014).

Figura 3 — Tradescantia pallida cultivada no Campus Londrina da UTFPR.

Fonte: Autoria propria.

A espécie T. pallida € classificada como uma espécie de bioensaio, sendo muito
utilizada em experimentos como bioindicadora de qualidade ambiental, pois responde
com eficiéncia a polui¢céo do ar, do solo e da agua (OLIVEIRA, 2014).

O género Tradescantia possui cromossomos relativamente grandes, o que
facilita a observacdo citogenética. Para a deteccdo das aberracbes cromossdmicas
induzidas por agentes clastogénicos nas células da planta foram desenvolvidos o
ensaio do filamento do estame (Trad-SMH), o teste de mitose de células do tubo
polinico e o0 ensaio do micronucleo (Trad-MCN), desenvolvidos para a deteccao de
alteracdes nos cromossomos durante a mitose e meiose, cujos trabalhos realizados nas
década de 1940 a 1960 séao citados por Carvalho (2005). Diversas espécies e clones do
género Tradescantia tém sido utilizadas em bioensaios para estudos genotdxicos e
mutagénicos provocados pela poluicdo do ar no Brasil e em outros paises (MA et
al., 1994, BATALHA et al., 1999, GUIMARAES et al. 2000, COSTA et al., 2005,
KLUMPP et al., 2006, MACHADO, 2008, SAVOIA et al. 2009). Cidades nos estados de
Sédo Paulo e Mato Grosso ja apresentaram projetos de programas de biomonitoramento
da qualidade do ar (LIRA et al., 2008, ZANATO, 2010).
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Dessa forma, o biomonitoramento com a utilizacdo de Tradescantia é uma
alternativa interessante, onde € possivel observar as respostas das plantas ao grau de
poluicdo a que estdo sujeitas, através do acumulo de elementos tdéxicos nas folhas ou
pelas alteracdes genéticas que apresentam. Paralelamente, ainda permite avaliar areas
com grandes extensdes, devido ao baixo custo operacional e utilizar um nimero maior
de amostragens (ZANATO, 2010).

3.4.1 Teste do microndcleo em Tradescantia (TRAD-MCN)

Dentre os testes genotoxicos que sdo capazes de detectar alteracdes génicas e
cromossOmicas, se destaca o teste do micronucleo, eficiente em fornecer informacdes
sobre os danos no DNA causados por agentes quimicos e fisicos (OLIVEIRA, 2014).

A fragmentacdo dos cromossomos ocorre durante a divisdo celular e tem sido
utiizada como resposta bioindicadora da presenca de agentes genotdxicos no
ambiente. Estes fragmentos chamados micronucleos se organizam fora do nucleo
principal da célula e podem ser observados em fases especificas da divisdo celular, em
especial durante as fases da préfase | da meiose para formacdo de micrésporos em
flores de Tradescantia (MA, 1982).

O teste do microndcleo em Tradescantia se baseia na contagem de
micronucleos produzidos como resultado da fragmentacdo de cromossomos das
tétrades dos microsporos de Tradescantia (MA, 1981, RODRIGUES et al., 1996).

O bioensaio Trad-MCN €& um teste simples, rapido e que pode gerar resultados
confiaveis em 24-48 horas (MA, 1981). Assim, vem sendo muito utilizado em programas
de monitoramento ambiental, devido a sua efetividade, simplicidade com que é
executado e ao baixo custo sua metodologia (ZENGH et al., 1999).

A formacdo do grdao de polen nas plantas depende da formacdo de
microsporos, produzidos por meiose, processo de divisdo celular reducional com
relacdo ao numero de cromossomos da espécie, no qual uma célula dipldide origina
quatro células haploides (a partir de duas divisdes nucleares sequenciais, meiose | e Il).
A meiose | representa a preparacéo para a divisdo celular, sendo que, em sua fase de

préfase, os cromossomos homoélogos emparelham-se, formando os bivalentes.
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Seguem-se as etapas da meiose |, promovendo a separagcdo dos Cromossomos
homologos. Na meiose I, segunda divisdo celular, as cromatides irmés alinham-se no
plano equatorial da célula e se separam, movendo-se para polos opostos durante a
anafase, seguida da formacdo de novos envoltorios nucleares, reorganizacdo dos
nacleos, assim como da formacgdo de novas paredes celulares, constituindo as novas
células hapléides (RAVEN et al., 2007, FERREIRA, 2008).

O inicio da profase | € a fase de maior sensibilidade aos agentes mutagénicos,
e o0 estudo da formacao de micrésporos possibilita, entdo, a analise para detec¢édo dos
micronlcleos em uma grande populacdo de células na mesma fase da meiose. Na
pratica, isto é conseguido através da utilizacdo de inflorescéncias jovens de
Tradescantia (MA, 1982).

A Figura 4 ilustra os estagios da divisdo celular das células dipléides na
formacdo dos micrésporos em Tradescantia, com a formacdo de microndcleo,

decorrente da “perda” de um cromossomo do fuso (MA,1983 apud Costa el al., 2015).

Figura 4 — llustragao da divisdo meiética para formacgdo de micrésporos em Tradescantia.
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Varias substancias “téxicas” que exercem efeito mutagénico ou clastogénico,
como poluentes (PRAJAPATI; TRIPATHI, 2008), herbicidas (SILVA, 2013), lodo
(GORNI et al. 2014) favorecem a ocorréncia de micronucleos. Segundo Alves et al.
(2003), o Formaldeido reconhecidamente induz a mutagénese e leva ao aumento da
frequéncia de micronucleos nas células mée de gréos de polen de Tradescantia. Esses
autores mantiveram inflorescéncias de T. pallida em uma solucdo de Formaldeido (10
ppm) como um controle positivo. Mielli et al. (2009) também utilizaram o Formaldeido
como controle, submetendo as inflorescéncias de T. pallida a uma solugdo de
Formaldeido (0,2%), obtendo uma frequéncia de 5% a 11% de micronucleos.

Carreras et al. (2006), utilizando o Trad-MCN demostraram que o trafego
veicular na cidade de Cordoba, Argentina, tem influéncia no aumento da frequéncia de
microndcleos em T. pallida, uma vez que as plantas cultivadas em regiées com trafego
veicular intenso apresentaram uma frequéncia 1,5 vezes maior do que em regides com
baixa circulacdo de veiculos e com intensa presenca de vegetacgao.

Isidori et al. (2003) utilizaram o mesmo teste no sul da Itdlia e concluiram que a
utilizacao de bioensaios integrado com analises quimicas (cromatografia liquida de alta
eficiéncia e cromatografia gasosa) de substéncias potencialmente téxicas, podem
fornecer uma ferramenta de monitoramento da qualidade do ar eficaz. As plantas
expostas a atmosfera analisada, apresentaram uma frequéncia de microndcleos até 15
vezes maior no inverno do que as plantas que foram expostas nos mesmos pontos, no
verao.

Prajapati e Tripathi (2008) conseguiram correlacionar a frequéncia de
microndcleos em T. pallida com as concentra¢ces de material particulado na cidade de
Varanasi, india, observando que a frequéncia de micronticleos aumentou de forma
proporcional & concentracado de material particulado no periodo analisado.

No Brasil, Batalha et al. (1999), Ferreira et al. (2003) e Meireles et al. (2009)
também utilizaram o Trad-MCN e conseguiram resultados significativos nas avaliacdes
da qualidade do ar urbano da cidade de S&ao Paulo. Esses autores demostram que o
aumento na frequéncia de microndcleos estava relacionado a exposi¢do das plantas

aos pontos com maiores niveis de poluicao.
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Tendo em vista o sucesso da utilizacdo do teste em diversos lugares do mundo
desde os anos 80, Misik et al. (2006), consideraram o bioensaio Trad-MCN como um

dos modelos mais promissores para 0 monitoramento ambiental.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiais utilizados

Os materiais utilizados para a realizacdo esta pesquisa foram amostras com
inflorescéncias jovens das plantas da espécie Tradescantia pallida, microscépio 6ptico,
microscépio estereoscopio, laminas, laminulas, solu¢do etanol-4cido acético (3:1),
etanol 70%, corante azul de metileno (em substituicAo ao corante carmim acético
utilizado no protocolo de Ma (1981)), solucédo Formaldeido 10% e esmalte incolor para a

vedacédo das laminas.

4.2 Coleta das amostras

Botdes florais da espécie T. pallida foram coletados em trés pontos da cidade
de Londrina-PR (Figura 5). Um dos pontos (UTF) foi o Campus Londrina da UTFPR
(Figura 6a), na regido leste da cidade, onde é possivel conhecer as concentracdes de
oz6nio, pois sdo monitoradas diariamente no Campus a partir do monitor de 0zonio
instalado no Laboratério de Andlises em Polui¢do do Ar, atividade de responsabilidade
da Profa. Dra. Leila Droprinchinski Martins.

Figura 5 — Localizacdo dos 3 pontos de coleta de inflorescéncias de T. pallida para o teste dos
micronucleos.

Fonte: Google Earth.
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O segundo ponto de coleta (EsP) foi o canteiro localizado na altura do nimero
1852 da Estrada dos Pioneiros (proximo ao Campus) (Figura 6b), onde h& grande
circulacao de veiculos e proximidade com o monitor de ozénio. O terceiro ponto foi na
Av. Maringad (AvM) (Figura 6c¢), na altura do numero 2393, regido oeste da cidade,
distante dos outros demais pontos e também com grande circulagdo de veiculos, mas

proxima ao lago Igapo, uma area mais arborizada.

Fonte: Autoria propria.
Nota: a: UTF; b: EsP; c: AVM.

As coletas foram realizadas nos dias 27 de Agosto de 2016 (AGO) e 07 de
Setembro de 2016 (SET), totalizando 15 inflorescéncias por localidade. A remocao da
inflorescéncia (Figura 7) foi realizada com pinca e tesoura, sendo imediatamente
armazenadas em frascos plasticos com solucdo etanol-acido acético (3:1) com a
identificacdo de cada ponto e data de coleta.

Figura 7 — Detalhe do ramo e do 4pice contendo a inflorescéncia de T. pallida.

Fonte: Autoria prépria
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4.3 Preparo das amostras para o Teste do micronucleo (Trad — MCN)

Seguindo o protocolo de Ma (1981), as inflorescéncias das plantas foram
colhidas e mantidas em uma solugdo etanol-acido acético (3:1) por 24 horas para
fixacdo. Apo6s as 24 horas, as amostras foram armazenadas em etanol 70%, em
geladeira, até o momento da realizacéo do teste do micronucleo (Figura 8a).

Para a realizacdo do Trad-MCN, com o auxilio de pincas, os botdes florais
foram abertos (afastamento de sépalas e pétalas) para a remoc¢do das anteras, que
foram dispostas sobre a lamina (Figura 8c). Colocava-se 1 gota de 4gua destilada sobre
as anteras e a seguir, estas foram dilaceradas com o auxilio de pincas (Figura 8d).
Retirou-se os debris restantes e, com auxilio do microscépio o6ptico, foi realizada uma
busca rapida pelas tétrades que, se observadas, recebiam por 1 gota do corante azul
de metileno e eram cobertas com a laminula. Feito esses procedimentos, a lamina

estava pronta para observagao das tétrades e contagem dos micronucleos (Figura 8f).

Figura 8 — Sequéncia de etapas para montagem das laminas para o teste Trad-MCN.

Fonte: Autoria prépria.
Nota: a: recipiente de armazenamento das inflorescéncias fixadas e inflorescéncia selecionada para
analise; b: botBes presentes na inflorescéncia selecionada e botdo na fase de tétrade; c: dissecacao do
botéo selecionado; d: anteras retiradas do botéo; e: lamina com corante e laminula pronta para contagem
das tétrades. f: contagem de tétrades ao microscopio 6ptico.



31

O protocolo do teste foi realizado conforme o estabelecido por MA (1981), com
as seguintes adaptacdoes:
o O corante carmim acético foi substituido pelo azul de metileno, uma vez que o
corante carmim acético inicialmente obtido foi formulado em uma concentracdo menor
gue a encontrada na literatura, o que nao possibilitava uma clara visualizagcdo dos
ndcleos em cada tétrade;
o Tendo em vista que o azul de metileno se mostrou eficaz na visualizacdo do
material, ndo foi preciso aquecer a lamina.
O teste do micronucleo, ou bioensaio Trad-MCN, consiste em quantificar a
fragmentacao de cromossomos, induzida por agentes mutagénicos, como por exemplo,
poluentes atmosféricos, durante a profase | da meiose. Essa fragmentagcdo da origem
aos chamados micronucleos (MCN), que se organizam na periferia do ndcleo e podem
ser visualizados em tétrades de células maes de grdos de polen (MA, 1981; LIMA,
2007).

Dessa forma, ap6s o preparo de cada lamina, esta foi levada ao microscopio
Optico para exame e contagem de 300 tétrades e analise da frequéncia de ocorréncia
dos micronucleos, mediante o aumento de 200x e 400x, com 0 uso de microscopio
bioldgico binocular com 6ptica infinita marca Opton.

Para cada data e local de coleta, foram preparadas 5 laminas que contivessem
300 tétrades (ou mais), conforme recomendacdes de Ma (1981).

4.4 Controle positivo da formagao de micronucleos

Foi realizado um teste para o controle positivo para a formacédo de
micronucleos, a partir do fornecimento de solucdo de Formaldeido (10%) as plantas de
T. pallida. Coletou-se 45 inflorescéncias de T. pallida, das quais 15 foram mantidas em
recipiente com agua (CH,0), 15 em uma solucédo de Formaldeido (10%), por 16 horas
(CF16) e 15 foram submetidas a mesma solucéo por 40 horas (CF40) (Figura 9). Todas
amostras de T. pallida passaram, previamente, por um periodo de 24 horas somente
em agua de torneira antes de serem submetidas a solu¢cdo de Formaldeido, assim
como apos o tempo da exposicdo (16 e 40 horas), configurando o chamado tempo de
recuperacdo (ALVES et al. 2003).
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Figura 9 — Ramos de Tradescantia pallida em solu¢céo de Formaldeido (10%) (B) e em &gua (A),
para controle positivo para formacgao de micronucleos.

\

Fonte: Autoria propria.

A andlise das inflorescéncias do controle foi realizada da mesma forma que
para as outras amostras (topico 4.3). Apos os tempos em solugdo de Formaldeido, as
plantas foram transferidas para uma solugédo etanol-acido acético (3:1) por 24 horas
para fixagdo, e depois armazenadas em etanol 70% até o momento da realizagdo do

teste do micronucleo.

4.5 Analise de dados

A frequéncia de micronucleos foi calculada e expressa pelo total de
micronicleos a cada 300 tétrades (GUIMARAES et al., 1999, PEREIRA, 2012, ISIDORI
et al., 2003, ALVES et al., 2003). Para comparar as frequéncias encontradas entre os
diferentes dias e os locais de coleta, foi utilizada a Analise de Variancia (ANOVA)
(FERREIRA et al. 2003, PEREIRA et al. 2012), utilizando o software Excel.



33

4.6 Monitoramento de ozdnio

As concentracdes de oz6nio junto ao ponto UTF foram obtidas através de um
analisador Thermo Fisher Scientific, modelo 49i (Figura 10), instalado no Laborat6rio de
Andlises em Poluicdo do Ar (LAPAR) da UTFPR, que mede as concentracdes através

de fotometria ultravioleta, e as registra com resolucéo de 1 minuto.

Figura 10 - Monitor de ozdnio Thermo Fisher Scientific* modelo 49i utilizado para a medicdo das
concentracdes no ponto UTF.

Fonte: Autoria propria.
Nota *: aparelho localizado no LAPAR/UTFPR, dados gentiimente cedidos pela Profa. Leila
Droprinchinski Martins.

As informacdes abaixo foram transcritas do manual de instru¢des do analisador
Thermo Fisher Scientific (2011).

O modelo 49i opera a partir do principio de que as moléculas de ozbnio
absorvem luz ultravioleta a um comprimento de onda de 254 nm. O grau em que a luz
ultravioleta é absorvida esta diretamente relacionado com a concentracdo de ozoénio e

pode ser descrito pela Lei Beer-Lambert (Equacao 6):

1 _ e —KLC (6)



Onde:
K = Coeficiente de absorcéo molecular, 308 cm™ (a 1latm e 0°C)
L = Comprimento da célula, 38 cm
C = Concentracdo de 0zonio em partes por milhdo (ppm)
I = Luz ultravioleta de amostra com o0z6nio (gas de amostra)

lo = Luz ultravioleta de amostra sem 0z6nio (gas de referéncia)
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A amostra de ar € aspirada para dentro do aparelho através de um anteparo e é

dividida em duas correntes de gas (Figura 11). Uma corrente de gas flui através de um

purificador de ozbénio para se tornar o gas de referéncia (o). O gas de referéncia em

seguida, flui para a valvula solendide de referéncia. A outra corrente do gas de amostra

(I) flui diretamente para a valvula solendide de amostra. As valvulas solendides se

alternam entre as de referéncia e as de amostra, entre as células A e B a cada 10

segundos. Quando a célula A contém gas de referéncia, a célula B contém gas de

amostra e vice-versa.

Figura 11 - Fluxo esquematico do monitor de Oz modelo 49i, marca Thermo Fisher Scientific.
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it » I
Quv _ l
Solendide T
de Referéncia| g Eletronicos
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Fonte: Manual de instru¢es do modelo 49i com adaptacfes (2011).
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As intensidades de luz ultravioleta de cada uma das células sdo medidas pelos
detectores A e B. Quando as valvulas solendides mudam os fluxos dos gases de
referéncia e de amostra em células opostas, as intensidades de luz sédo ignoradas por
varios segundos para permitir que as ceélulas sejam liberadas. O modelo calcula a
concentracdo de ozbnio para cada célula e reproduz a concentragdo média para o visor
frontal, para as saidas analdgicas e saidas de rede (serial e ethernet).

O monitor de 0zonio esta instalado no Laboratério de Andlises em Polui¢do do
Ar (LAPAR) do Campus da UTFPR, e registra as concentracfes diariamente, em
intervalos de 1 em 1 minuto. Os dados referentes as concentracées de 0zénio nos dias
de coleta e naqueles de sua véspera, foram gentilmente cedidos pela Profa. Dra. Leila
Droprinchinski Martins e equipe do Laboratério de Analises em Poluicdo do Ar
(LAPAR/UTFPR).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo dos parametros temperatura e concentracao de ozénio

Pode-se observar que no periodo anterior a primeira coleta, as plantas
estiveram submetidas a temperaturas mais altas que na segunda data, tanto em termos
de temperatura minima, média e maxima (Tabela 2). As principais diferencas podem ser
percebidas em especial pela temperatura média em torno de 23° e da maxima 30°, bem
superiores a media de 15° e méxima de 20° observadas na segunda coleta. Outro
aspecto que diferiu entre as datas de coleta foi a precipitacdo e consequente umidade
relativa do ar, que foram menores na primeira coleta, pela auséncia de chuva e cerca
de 40 a 50% de umidade relativa. J4, na véspera da segunda coleta houve precipitacéo
de 15 mm de chuva e 50 a 80% de umidade relativa do ar (IAPAR, 2016).

Tabela 2 — Valores minimos, médios e maximos absolutos de temperatura e concentracdo de
0z0nio nas vésperas e datas de coleta das inflorescéncias de T. pallida para o teste Trad-MCN.

Datas de coleta Temperatura (°C) Concentragado O (ppb)
Min. Méd. Méx. Min. Méd. Méx.
VespAGO 17,13 23,16 30,17 18,36 32,80 47,98
AGO 15,51 22,71 30,12 8,12 25,84 36,30
VespSET 11,71 15,77 19,22 3,93 13,71 23,28
SET 9,66 14,16 20,60 10,9 22,47 64,35

Fonte: Autoria propria.
Nota: VespAGO: véspera da data de coleta AGO; AGO: dia da data de coleta AGO (27/08/2016);
VespSET: véspera da data de coleta SET; SET: dia da data de coleta SET (07/09/2016).

Da mesma forma, nos periodos que antecederam a primeira coleta, as plantas
de T. pallida ficaram expostas a maiores concentragfes de 0z6nio do que na segunda
coleta, tanto para os valores minimos, médios e maximos (Tabela 2). Como n&o havia
chovido e as horas estavam quentes (Figura 12), o comportamento da variagdao da
concentracdo de ozoOnio foi similar ao da temperatura. Com as temperaturas mais
baixas e a presenca de nuvens, os valores meédios de oz6nio também foram menores,

com oscilacdes mais irregulares (Figura 13).
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Figura 12 — Variacdo da temperatura (°C)* e da concentracdo de O; (ppb)* na véspera e na data da
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Fonte: Autoria propria.
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Nota: *: Valores indicam as médias dos respectivos parametros para os intervalos de 1 hora; a:
Concentracdo de O; (—) e temperatura (- - - -) na véspera da coleta AGO; b: Concentragdo de Oz e
temperatura na data da coleta AGO (27/08/2016).
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Figura 13 — Variacdo da temperatura (°C)* e da concentracdo de O3 (ppb)* na véspera e na data da
segunda coleta (SET) das inflorescéncias de T. pallida.
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Fonte: Autoria prépria
Nota: *: Valores indicam as médias dos respectivos pardmetros para os intervalos de 1 hora; a:
Concentracdo de O3 (—) e temperatura (- - - -) na véspera da coleta SET; b: Concentracdo de O; e
temperatura na data da coleta SET (07/09/2016).

Assim, como as coletas foram realizadas por volta das 14 horas, nas 24 a 30
horas anteriores (periodo necessario para as células mée dos gréos de pdélen passarem
da fase de profase | da meiose para a fase de tétrades), pode-se dizer que as plantas

na coleta AGO ficaram expostas a concentracbes maiores de ozbnio (>40ppb), no
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periodo de 10 as 20 horas da véspera (Figura 12). Por outro lado, antecedendo a coleta
(SET) os valores médios de 0zbnio oscilaram em torno de 20 ppb (Figural3).

Cabe, ainda, destacar que essas concentracdes de ozbnio estdo dentro dos
limites dos padrdes primario e secundario estabelecidos pela Resolugio CONAMA N°
3/90 (160 pg/m®) e pelo recomendado pela OMS (100 pg/m?®).

5.2 Dificuldades metodoldgicas

Algumas dificuldades foram encontradas no presente trabalho com relagdo ao
desenvolvimento da metodologia escolhida.

A primeira consistiu em determinar, visualmente, o botado da inflorescéncia de T.
pallida que estivesse na exata fase da divisdo celular, em que fosse possivel visualizar
as tétrades que poderiam conter 0s micronucleos. Varios botdes, de varias
inflorescéncias, foram abertos e estavam em uma fase muito mais jovem do que o
desejado ou ja na fase de grdo de pdblen. Essa busca pelo botdo exato nas
inflorescéncias consumiu um tempo maior do que o esperado e atrasou O
desenvolvimento das fases seguintes da metodologia. Isto por que, de acordo com a
literatura, o ideal seria utilizar primeiramente botbes de tamanho intermediario em cada
inflorescéncia ou escolher de preferéncia, dos médios o maior, e, de acordo com o que
for encontrado, se muito jovem abrir uma flor mais velha, se muito velha, abrir um bot&o
mais jovem (PEREIRA, 2012, GORNI, 2014). No entanto, no presente estudo, 0s
botdes que estavam em fase de tétrade eram, predominantemente, os de tamanho
menor.

Depois de superado o obstaculo de encontrar o botdo que continha as tétrades,
embora deva-se destacar que nem toda inflorescéncia traz botdo na fase de tétrade,
confirmou-se a dificuldade de uma visualizacdo adequada dessas células. O corante
adquirido (carmim acético) possuia uma concentracdo de carmim menor do que a
predominantemente citada na literatura, deixando o material muito claro, dificultando a
delimitacdo do nucleo e impossibilitando a percepcdo de provaveis micronucleos das
células. A solucdo encontrada foi testar o uso do corante azul de metileno, ja disponivel

no laboratdrio para as praticas que visam a coloracdo do nucleo celular. Esse corante
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apresentou qualidade satisfatéria para a visualizagdo dos nucleos (Figura 14), por isso
decidiu-se utiliza-lo no restante do estudo.

Figura 14 — Micrésporos de Tradescantia pallida na fase de tétrades, sem micronucleos.

Fonte: Autoria propria.
5.3 Quantificacdo de micronucleos
Foram encontrados micronucleos nas laminas analisadas nos 3 pontos e nas 2

datas de coleta, porém em frequéncia muito baixa e com diferentes aparéncias. As

fotos da Figura 15 ilustram alguns dos micronucleos que puderam ser observados.

Figura 15 — Células maes do gréo de pélen de Tradescantia pallida na fase de tétrades, com
micronucleos.

Fonte: Autoria propria.
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A frequéncia de formacdo de micronucleos nas plantas de T. pallida amostradas na
primeira coleta (AGO), variou de 0,3 a 1,8% (Tabela 3), porém nao houve diferenca
entre os 3 locais (p=0,157) (Figura 16a). Da mesma forma, ndo houve diferenca
significativa entre as taxas de formacdo de microndcleos na segunda coleta (p=0,237),
embora tenha havido a tendéncia das plantas coletadas na EsSP apresentarem taxas
maiores (Figura 16b). No entanto, a grande variabilidade nos dados, dificulta a sua
distingdo. Outra tendéncia observada foi a das menores taxas de formacdo de MCN

terem sido observadas no ponto UTF, local de baixo trafego veicular (Figura 16a).

Tabela 3 - Quantificacdo de MCN obtidas a partir de inflorescéncias de Tradescantia pallida
coletadas em 3 locais no municipio de Londrina e para as mantidas no tratamento controle.

LOCAIS' DATA? TOTAL MEDIA % MCN
DE MCN?® DE MCN*

UTF AGO 05 01+1,73 0,37
SET 03 0,6 0,55 0,2

EsP AGO 06 1,2+0,84 0,40
SET 28 5,6 + 6,95 1,86

AVM AGO 13 2,6+1,82 0,86
SET 07 1,4+1,14 0,46

CH,0(-)  OuUT 01 0,2+0,44 0,67
CF16 (+)  OUT 07 1,4 +2,61 0,47
CF40 (+)  OUT 06 1,2 +1,09 0,4

Fonte: Autoria propria.

Nota: ™ Locais de coleta das inflorescéncias de T. pallida, sendo UTF: na UTFPR; EsP: Estrada dos
Pioneiros; AvM: Avenida Maringa; CH,O (-): ramos com inflorescéncias mantidas em agua; CF16: ramos
com inflorescéncias mantidas por 16 horas em Formaldeido (10%); CF40: ramos com inflorescéncias
mantidas por 40 horas em Formaldeido (10%); @ Datas de coleta, sendo: AGO: 27 de Agosto de 2016;
SET: 07 de Setembro de 2016; ® Total de micronticleos contados em 5 laminas, a cada 300 tétrades;

Média de micronucleos + o desvio padrdo, n= 5 repeticoes.
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Figura 16 — Frequéncia de micronucleos a cada 300 tétrades, obtidas a partir de inflorescéncias de
T. pallida coletadas em 3 pontos no municipio de Londrina, PR, em duas datas de coleta.
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Fonte: Autoria propria.
Nota: a: Agosto (27/08/2016); b: Setembro (07/09/2016).

Também né&o foi observada diferenca significativa (p=0,49) na formacdo de
MCN em ramos de T. pallida submetidas ao Formaldeido (10%) (Figura 17 e Tabela 3),
utilizado como controle positivo. Portanto, pode-se considerar que o Formaldeido néo

induziu a frequéncia dos microndcleos, nas condicfes experimentais realizadas.

Figura 17 — Frequéncia de micronucleos a cada 300 tétrades obtidas de ramos com
inflorescéncias de T. pallida, mantidas em Formaldeido 10% (controle positivo) e agua.
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Fonte: Autoria prépria.
Nota: CH20O: (-): ramos com inflorescéncias mantidas em agua; CF16: ramos com inflorescéncias
mantidas por 16 horas em Formaldeido (10%); CF40: ramos com inflorescéncias mantidas por 40 horas
em Formaldeido (10%).
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Alves et al. (2003), avaliaram o potencial mutagénico do ar em ambientes de
laboratérios de pesquisa, onde séo utilizadas substancias quimicas e do herbario de
fanerégamas, onde o naftaleno € empregado como inseticida, no controle de pragas.
Esses autores obtiveram uma frequéncia meédia de 7,4% na formacdo de micronucleos
utilizando Formaldeido (10 ppm) como controle positivo, esses autores obtiveram uma
frequéncia média de 7,4% de micronucleos, enquanto para o controle negativo (dgua),
a taxa foi de 3,2%. Nos laboratorios, as taxas médias variaram de 3,2% a 4,3% se
mantendo sempre proximas as do controle negativo, cujos valores variaram de 1,9% a
5,3% ao longo dos meses de monitoramento. Ja no herbério, a frequéncia média de
micronucleos foi de 7,9% e os autores concluiram gue 0s compostos organicos gasosos
volatilizados a partir do naftaleno provocaram, da mesma forma que o Formaldeido, um
aumento significativo na inducdo da formacéao de micronucleos.

Com isso, uma possivel explicacado para o controle positivo ndo ter se mostrado
efetivo foi o fato das amostras terem permanecido em laboratério em condicbes de
baixa luminosidade, sem incidéncia de luz solar ou artificial, além de terem permanecido
no escuro (periodo da noite) na maior parte das horas em que foram submetidas ao
tratamento. Como o metabolismo da planta € menor na parte da noite do que na
presenca de luz solar, é possivel que o Formaldeido ndo tenha sido absorvido a ponto
de provocar alteracdes citogenéticas no intervalo de tempo proporcionado.

Na segunda data de coleta (SET), as concentracdes de ozénio foram menores,
assim como as temperaturas, que se apresentaram mais amenas que na primeira data
de coleta (AGO). Pode-se observar que a temperatura e a concentracdo de ozoénio
variam, praticamente, de maneira semelhante, condizente com o conceito de formagéao
do ozbnio, que depende essencialmente de radiacdo e das concentracdes de COVs e
NOx na atmosfera (MARTINS, 2006). Fenger (1999) também observou resultado
semelhante no norte da Europa, em que as concentracdes de 0zonio acompanhavam
paralelamente o aumento das temperaturas, aumentando nos dias quentes e
diminuindo nos dias mais frios.

Segundo Braga et al. (2001), os niveis de o0zbnio aumentam de maneira
significativa entre o fim da primavera e o0 comeco do outono e aumentam no meio da

manhda, algumas horas ap6s o rush matinal do transito (nivel maximo de emissdo de
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oxidos de nitrogénio), atingindo picos no meio da tarde e declinando a noite. Os gréficos
das Figuras 11 e 12 correspondem a essa informacao.

Com relacéo a legislacao vigente, considerando que a maior concentracdo em
meédia atingida nas datas de coleta foi de 48 ppb e o maior valor absoluto, de 64,35 ppb
(cerca de 94,23 pg/m® e 126,33 pg/m® respectivamente), a qualidade do ar estava
dentro do padrédo recomendado pela Resolugdo CONAMA N° 3/90 e Resolugéo
SEMA/PR N° 016/2014, que é de 160 ug/m>. Quanto a recomendacdo da OMS, as
concentracfes também estavam de acordo, uma vez que o valor maximo diario
recomendado é 100 pg/m*. Porém, o cumprimento das recomendacdes dos valores
recomendados ndo garante a exclusdo de efeitos a niveis inferiores a esses valores
(WHO, 2000).

Klumpp et al. (2004) observaram que a temperatura de 11°C a frequéncia de
mutacdes espontaneas (1,66%) de micronlcleos aumentou 100% em comparacdo ao
experimento que realizaram a temperatura de 22°C (3,37%), utilizando Tradescantia
clone 4430 em diferentes regides da Europa. Observaram, também, que a temperatura
de 42°C, danificou as células mae de pélen em tal grau que o desenvolvimento normal
€ prejudicado, inviabilizando o teste de microndcleos.

Lima (2007) montou um sistema de fumigacdo com ozoénio, expondo ramos de
T. pallida a concentractes de 60 e 80 ppb. A autora verificou que com a fumigagcdo com
60 ppb de ozénio houve 7% de frequéncia de microndcleos, e ainda, que o maior
aumento da frequéncia de micronucleos se deu depois de 72 horas apos a fumigagéo
com o ozonio.

J4, Costa et al. (2015) realizaram dois ensaios na cidade de S&o Leopoldo do
Sul-RS, com o objetivo de avaliar se existe alguma relacdo entre a formacao de
microndcleos e o numero de horas de exposicdo aguda das inflorescéncias ao ar
atmosférico de pontos amostrais na cidade (ambiente natural) e em ambiente com
condicbes controladas (sala climatizada com temperatura constante de 26°C). A
formacdo de microndcleos ndo se relacionou com o tempo de exposi¢cdo, pois ndo
foram obtidas diferencas significativas entre as frequéncias de microndcleos
observadas nas inflorescéncias expostas a 8, 24 e 32 horas ao ar atmosférico natural

dos pontos amostrais nem nos mesmos tempos de exposicdo em ambiente fechado. As
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médias das frequéncias de micronucleos em 100 tétrades no més de outubro de 2012,
por exemplo, foram de 3,13% para o tempo de exposi¢cédo de 8 horas, 2,93% para 24
horas e 2,93% para 32 horas considerando os pontos amostrais. No controle negativo
no mesmo més, a frequéncia foi de 1,27% para 8 horas de exposicao, 1,27% para 24
horas e 1,13% para 32 horas. Dessa forma, os autores concluiram que a exposicao da
espécie T. pallida durante diferentes tempos nao influenciou de forma diferenciada a
taxa de formacdo de micronucleos tanto no ambiente natural, quanto em ambiente
interno.

Meireles et al. (2008), avaliaram o potencial mutagénico do ar atmosférico na
cidade de Senhor do Bonfim-BA, em duas areas de tréafego diferenciado e utilizando
como forma de controle negativo um ponto em local distante dos outros e sem qualquer
trafego de veiculo (casa de vegetacdo do Campus da Universidade do Estado da
Bahia). Foram observadas frequéncias de micronuicleos mais altas nos pontos com
trafego veicular (9 a 11%) do que no ponto de controle negativo (7%), neste caso,
apontando a eficiéncia do teste do micronucleo em Tradescantia (Trad-MCN) em indicar
0 potencial risco mutagénico das substancias presentes no ar atmosférico.

De acordo com Pereira et al. (2013), a taxa de mutacdo espontanea em T.
pallida ocorre na frequéncia de até 2 micronucleos a cada 100 tétrades, podendo
ocorrer também em ambientes livres de poluicdo, o que reforca que as frequéncias
encontradas dos pontos de coleta em Londrina foram normais, indicando que as plantas
nao foram expostas a contaminantes nas 48 horas anteriores as coletas. Ja Rodrigues
et al. (1997) afirmaram que a frequéncias espontaneas em T. paludosa ocorrem em
niveis de 0,87%.

A espécie Tradescantia vem sendo utilizada nas mais variadas areas e com
diferentes objetivos, desde analisar o potencial genotéxico de lodo de curtume (GORNI
et al., 2014) até avaliar o efeito da exposicédo gestacional a poluicdo do ar no peso de
criangas ao nascer e a resposta a mesma exposicao do T. pallida a partir de possiveis
associacles entre as variaveis de exposicdo (CINTRA, 2014). Dessa forma, pode-se
dizer que é uma espécie com grande potencial a ser explorado, que se mostra versatil

para as mais diversas oportunidades de estudo.
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

N&o foi possivel testar a correlacdo das concentracbes de o0zbnio com a
frequéncia de micronucleos encontrada nas inflorescéncias das amostras de T. pallida e
dessa forma, avaliar a espécie como bioindicadora de concentracdes de o0z6nio na
atmosfera, uma vez que so foi possivel a realizacdo de duas datas de coletas das
inflorescéncias. Isso ocorreu devido ao tempo ter se tornado exiguo para a realizacéo
do trabalho, uma vez que se “perdeu” um tempo inesperado no desenvolvimento da
metodologia, devido as dificuldades metodoldgicas encontradas, como ja citado
anteriormente.

Embora ndo se tenha conseguido concluir com éxito o objetivo inicial do
trabalho, € importante ressaltar as vantagens da utilizacdo do teste de micronucleo com
Tradescantia, uma vez que depois da familiarizagdo com o método e adaptacédo a cada
necessidade e condi¢cdes de trabalho, o teste pode ser considerado simples, e possui
baixo custo, além do fato da espécie T. pallida se propagar com facilidade e florescer
durante o ano todo, possibilitando ensaios em longo prazo.

Portanto, conclui-se que sdo necessarios mais estudos nessa linha, realizando
coletas de um namero maior de inflorescéncias de T. pallida, em mais datas, analisando
um namero maior de laminas. O proprio protocolo de Ma (1981), recomenda de 5 a 10
laminas, provavelmente em funcao a grande variabilidade de resposta.

O uso da espécie T. pallida para o biomonitoramento da qualidade do ar em
ambientes fechados ou em experimentos controlados, tem se mostrado interessante
com o intuito de se obter respostas em curto prazo, enquanto o uso da espécie para o
biomonitoramento da qualidade do ar em ambiente externo requer um

acompanhamento mais continuo em um periodo maior de tempo.
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