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RESUMO

As espécies-modelo sdo aquelas que apresentam caracteristicas favoraveis para o seu emprego
como ferramentas de estudo em vdrios tipos de experimentos, tais como andlises de
biomonitoramento. Uma das espécies-modelo mais empregadas em experimentos dessa
natureza ¢ a Allium cepa L. Esta apresenta caracteristicas genéticas e laborais excelentes para a
deteccdo e o monitoramento de anormalidades cromossdmicas, em especial para testes de
citogenotoxicidade, que medem a capacidade de um agente quimico em promover mudangas
metabolicas nos individuos e induzir alteracdes genéticas. No entanto, a utilizacao de espécies
arboreas como modelo nesses tipos de testes é pouco relatada na literatura. Além disso, sua
eficacia como espécie modelo ndo foi analisada. Desta forma, o objetivo desta investigacao foi
averiguar a eficiéncia e a praticidade de Pinus taeda L. como espécie-modelo em testes de
citogenotoxicidade com o glifosato em comparagao ao teste padrdo com A. cepa. Para tal, as
radiculas oriundas da germinagdo de sementes de P. taeda foram submetidas a metodologia-
padrao do teste original com 4. cepa com algumas adaptacdes. As mesmas foram tratadas com
0,5,7,5¢ 10 ul/L de glifosato e a 100 pl/L de formaldeido (controle positivo), por periodos de
24 ¢ 48 horas de exposicao. Foram realizadas quatro repeti¢des (trés laminas/repeti¢ao e cinco
campos/ lamina). As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento ¢ analisadas sob
microscopio Olympus BXS53. Metodologicamente, as sementes de P. faeda apresentaram
caracteristicas favoraveis por apresentarem porte reduzido, facilitando o manuseio e
empregabilidade, as ldminas sdo de facil confeccdo, uma vez que as radiculas apresentam
meristemas entre 1,5 a2 mm em comparagao a 4. cepa com 1,1 a 1,3 mm, facilitando o processo
de disseccdo e a montagem das ldminas. Os 24 cromossomos de P. taeda apresentam
comprimentos que variam de 19 a 29 um, ao passo que 4. cepa possui 16 cromossomos cujos
comprimentos variaram de 8 a 19 um, favorecendo P. taeda na localizacdo das células nas
laminas, a contagem, a visualizagdo e identificacdo das fases da divisdo celular, além das
anormalidades cromossomicas. As desvantagens das P. faeda L ¢ que suas sementes necessitam
de superagdo da dorméncia para inicio dos testes, além de o periodo de emissao das radiculas
ser superior que em comparacao a 4. cepa, € o numero de radiculas/ semente ou bulbo ¢ menor.
As principais anormalidades encontradas em ambas espécies foram de origem aneugénica e
clastogénica, como cromossomos desorientados, cromossomos perdidos, pontes
cromossdmicas, cromossomos fragmentados, anafase multipolar, stickiness cromossdmicos e
micronudcleos, encontrados em todos os tratamentos, entretanto com maior frequéncia conforme
aumentaram- se as concentracoes do glifosato. Também foi observado anel cromossdmico em
P. taeda e morte celular em 4. cepa. O indice e atividade mitdtica evidenciam que os efeitos do
glifosato sobre as espécies ocorrem com a inibigdo do processo de divisao celular em A. cepa,
algo ndo observado em P. taeda, mas que, porém, para este ocorre um aumento da frequéncia
e duragdo das fases da divisao, em especial a profase, que aparenta ser estimulada. Também ¢€
possivel observar uma maior frequéncia de anormalidades cromossomicas principalmente em
metafase e anafase, em sua maioria de origem aneugénica, sendo possivel concluir que o
glifosato, assim como o formaldeido, agem em sua maioria sobre a formag¢ao do fuso mitotico,
estrutura responsavel pela migracao dos cromossomos na célula.

Palavras-chave: Bioensaios. Allium cepa. Espécie florestal. Metodologia. Anormalidades
cromossomicas.



ABSTRACT

Model species are those that have favorable characteristics for their use as study tools in various
types of experiments, such as biomonitoring analyzes. One of the most commonly used model
species in experiments of this nature is Allium cepa L. It has excellent genetic and working
characteristics for the detection and monitoring of chromosomal abnormalities, especially for
cytogenotoxicity tests, which measure the ability of a chemical agent in promote metabolic
changes in individuals and induce genetic changes. However, the use of tree species as a model
in these types of tests is little reported in the literature. Moreover, its effectiveness as a model
species has not been analyzed. Thus, the objective of this investigation was to verify the
efficiency and practicality of Pinus taeda L. as a model species in glyphosate cytogenotoxicity
tests compared to the standard A. cepa test. To this end, the roots from the germination of P.
taeda seeds were subjected to the standard methodology of the original 4. cepa test with some
adaptations. They were treated with 0, 5, 7.5 and 10 pl / L glyphosate and 100 ul / L
formaldehyde (positive control) for periods of 24 and 48 hours of exposure. Four repetitions
were performed (three slides / repetition and five fields / slide). The slides were prepared by
squash technique and analyzed under an Olympus BX53 microscope. Methodologically, the
seeds of P. taeda showed favorable characteristics for being small in size, facilitating the
handling and employability, the blades are easy to make, since the radicles have meristems
between 1.5 to 2 mm compared to 4. cepa with 1.1 to 1.3 mm, facilitating the dissection process
and mounting of the blades. The 24 chromosomes P. faeda have lengths ranging from 19 to 29
um, whereas A. strain has 16 chromosomes whose lengths ranged from 8 to 19 pm, favoring
P. taeda in the location of cells in the slides, counting, visualization and identification of the
phases of cell division, as well as chromosomal abnormalities. The disadvantages of P. taeda
L are that their seeds need to overcome dormancy for the beginning of the tests, and the root
emission period is longer than in comparison to 4. cepa, and the number of root / seed or bulb
is smaller. The main abnormalities found in both species were of aneugenic and clastogenic
origin, such as disoriented chromosomes, lost chromosomes, chromosomal bridges, fragmented
chromosomes, multipolar anaphase, chromosomes stickiness and micronuclei, which were
found in all treatments, but more frequently as Glyphosate concentrations increased.
Chromosome ring was also observed in P. taeda and cells death in 4. cepa. The index and
mitotic activity show that the effects of glyphosate on species occur with inhibition of the
process of cell division in 4. cepa, something not observed in P. taeda, but, however, there is
an increase in frequency and duration. Phases of cell division, especially prophase, which
appears to be stimulated. It is also possible to observe a higher frequency of chromosomal
abnormalities mainly in metaphase and anaphase, mostly of aneugenic origin, and it can be
concluded that glyphosate, as well as formaldehyde, act mostly on the formation of the mitotic
spindle, structure responsible for migration of chromosomes in the cell.

Keywords: Bioassays. Allium cepa. Forest species. Methodology. Chromosomal anormalies.
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1 INTRODUCAO

Para verificar o efeito que substancias quimicas podem ocasionar sobre o material
genético, utilizam-se bioensaios. Esses podem ser realizados com espécies animais e até
bactérias, mas principalmente com vegetais, principalmente pela facilidade de manuseio e baixo
custo. Entretanto, s3o poucos os bioensaios que podem reproduzir as condigdes relacionadas &
toxicidade aos quais se encontram as substancias quimicas, dentre estes encontram- se 0s
bioensaios com Allium cepa, reconhecidos pelo Programa Internacional de Seguranga Quimica
(IPCS - OMS) e pelo Programa Ambiental das Nag¢des Unidas (UNEP) (CABRERA;
RODRIGUEZ, 1999).

O teste com A. cepa L. é reconhecido como um dos mais eficientes para analisar o
potencial citogenotoxico de substancias quimicas, pois apresenta grande sensibilidade e
facilidade de contato com a substancia teste. Nesse teste ¢ avaliada a regido meristematica das
radiculas, um tecido de estagio inicial de desenvolvimento no qual se encontram células em
constante divisao mitética. Esse ¢ um dos testes mais utilizados para o controle de qualidade de
substancias nocivas € monitoramento da poluicdo ambiental, sendo realizado de forma que sao
comparados os efeitos da substancia testada com os efeitos ja conhecidos de uma substancia
especifica (ALVIM et al., 2001; BRASIL, 2009; CHAUHAN et al., 1999; GRANT, 1982;
GUERRA; HAUSCHILD, 1993; MA et al., 1995; MARIANI, 2017; NOLDIN et al., 2003;
SILVA et al., 2003; SOUZA, 2002; VICENTINI et al., 2001).

Este ¢ um dos poucos bioensaios que permite avaliar diferentes efeitos mutagénicos,
como efeitos clastogénicos (quebras cromossomicas) e aneugénicos (que afetam o fuso
mitdtico), com altas correlagdes e similaridades de respostas com outros tipos de testes, como
por exemplo, com células animais in vitro e com mamiferos in vivo, sem a necessidade de
aprovacgao por comités de ética (A LI, 1988; AMARANTE JUNIOR, RODRIGUES SANTOS,
2002; BOLOGNESI et al., 1997, CAMPAROTO et al., 2002; CHAUAN et al., 1999;
FACHINETTO et al., 2007; GRANT, 1978; GRANT, 1982; GROVER et al., 1990; KIER;
KIRKLAND, 2013; KRUGER; 2009; RANK et al., 1993; MA et al., 1995; MANAS et al.,
2009a; MANAS et al., 2009b; TEIXEIRA et al., 2003; VICENTINI et al., 2001).

Entretanto, A. cepa ndo € a Gnica espécie vegetal considerada modelo para bioensaios
e testes de citogenotoxicidade, a exemplo das espécies recomendadas pela RAS (BRASIL,
2009), como o agrido, alface, capim- chordo, chicoria, dente- de- ledo, erva- fina, festuca, rabo

de gato, salsdo e tomate, porém coincidentemente também de interesse agricola e comercial.
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Teoricamente os pardmetros citogenéticos avaliados no teste com A. cepa podem ser
aplicados a qualquer espécie vegetal, incluindo espécies florestais, desde que haja um
conhecimento prévio a respeito do cariotipo dessas. Nesse sentido, o género Pinus destaca-se
dentre os mais estudados citogeneticamente dentre as espécies florestais. No entanto, o emprego
de espécies pertencentes a esse género como modelo em ensaios de citogenotoxicidade ¢
escasso na literatura.

Na literatura ha alguns relatos sobre a avaliagdo do efeito de metais pesados sobre o
crescimento radicular e morfologia de Pinus pinea L. e Pinus pinaster Ait. (ARDUINI;
GODBOLD; OTINIS, 1994). Outros autores como Prus-Gtowacki et al. (2006) relataram
variacoes genéticas e disturbios citologicos causados por metais pesados em individuos de
populagdes de Pinus. sylvestris L., ja Butorina et al. (2007) avaliaram os efeitos citogenéticos
de pinheiros autoctones, como o Pinus sylvestris L. e Quercus robur L., das florestas de
Usmansky e Khrenovskoy, na regido de Voronezh, na Russia, ao passo que Yiicel et al. (2008)
avaliaram o efeito de metais pesados sobre o ciclo celular de Pinus nigra Arn., ¢ Belousov,
Mashkina e Popov (2012) avaliaram os efeitos de citogenotoxicidade de metais pesados em
Pinus sylvestris L., assim como desenvolveram critérios para selecdo de arvores tolerantes para
reflorestamento. No entanto, mesmo diante deste cenario, ndo existem estudos que avaliam o
desempenho de espécies florestais em bioensaios de citogenotoxicidade.

Devido a algumas caracteristicas que espécies modelo devem apresentar para serem
utilizadas em bioensaios, acredita- se que o P. taeda L. seja uma espécie potencial para ser
utilizada, pois apresenta caracteristicas ideais para o teste, como niimero cromossdmico baixo
com tamanhos significativos, além de facil manipulagdao em laboratdrio dependendo do estagio
de desenvolvimento e facilidade de germinag¢do em condigdes controladas (SAX; SAX, 1933;
BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO- WITTMANN, 2005). Sendo assim, no intuito de observar
se 0 P. taeda seria uma espécie ideal para utilizagdo em bioensaios relacionados a
citogenotoxicidade.

O agroquimico glifosato foi escolhido como agente mutagénico pois além de ser um
problema de saude publica no Brasil, também ¢ dificil de ser detectado por alguns métodos de
analise de contaminantes aquaticos (AMARANTE JUNIOR, RODRIGUES SANTOS, 2002,
HESS; NODARI, 2015), desta forma ¢ imprescindivel a observacao dos efeitos toxicos deste

agroquimico em organismos ndo- alvos.
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Este estudo se faz importante pois a influéncia do agente mutagénico em uma espécie
florestal pode variar, podendo apresentar maior ou menor sensibilidade, e por ndo haver estudos

que identificam nem avaliam o desempenho com espécies- modelo para testes citogenéticos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Verificar a eficiéncia do Pinus taeda L. como espécie-modelo em testes de
citogenotoxicidade com o glifosato, comparando-o com a espécie-modelo Allium cepa em

diferentes concentragdes e periodos de exposigao.

1.1.2 Objetivos Especificos

Verificar a eficiéncia do uso de sementes de Pinus taeda L. em testes de
citogenotoxicidade, através da facilidade de manuseio para realizacdo de bioensaios e na
facilidade de preparagdo das laminas.

Verificar a sensibilidade do uso de sementes de Pinus taeda L. em testes de
citogenotoxicidade, através da facilidade de identificagdo dos cromossomos com presenca de
anormalidades no processo de divisdo, principalmente em anafase- telofase, identificando os
tipos de anormalidades cromossdmicas ocasionadas por diferentes periodos de tempo e
concentracgoes de glifosato.

Verificar a sensibilidade do uso de sementes de Pinus taeda L. em testes de
citogenotoxicidade, através de andlises do indice mitdtico e de atividades mitoticas, em
comparagdo a Allium cepa expostos em diferentes periodos de tempo e concentragdes de

glifosato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 BIOENSAIOS DE CITOGENOTOXICIDADE

O desenvolvimento de novas substancias quimicas sem o devido conhecimento dos
causou um aumento nos poluentes do meio ambiente e principalmente efeitos genéticos
epidemiologicos. Para tal, existem diversos bioensaios de curto prazo de duracdo que sdo
utilizados para tentar detectar os efeitos da toxicidade, sendo compostos por uma ampla
variedade de organismos e tipos celulares ¢ medem uma variedade de alteragdes genéticas
(CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

Estas possiveis alteracdes genéticas observadas representam danos ao proprio DNA e
consequentemente a toda estrutura e organiza¢do nuclear. Entretanto, ndo existe um teste
universal que possa detectar todos os tipos de danos genéticos que podem ser induzidos pelos
diferentes compostos genotoxicos e por todas misturas quimicas complexas. Além disso, existe
um pequeno numero de testes que podem reproduzir as condigdes de campo aos quais sao
submetidos, dentre estes encontra- se os bioensaios com A. cepa, reconhecidos pelo Programa
Internacional de Seguranga Quimica (IPCS- OMS) e o Programa Ambiental das Na¢des Unidas
(UNEP) (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

As alteracdes genéticas observadas podem ser medidas pela citotoxicidade do
composto, no qual mede a capacidade, intrinseca ou ndo, de promover mudangas metabolicas
nos individuos, podendo resultar ou ndo em morte celular, mas que altera sua capacidade dentro
da populacao (BCRJ, 2017), assim como podem ser medidas pela genotoxicidade do composto,
no qual mede a capacidade em induzir alteragdes no material genético dos individuos, sendo
estas alteracdes responsaveis pelo desenvolvimento de canceres e doencas hereditarias. Ha
diferentes testes de genotoxicidade para avaliar o nivel de muta¢des cromossOmicas e génicas,
sendo mais utilizadas andlises citoldgicas, e dentre estas estdo andlises de inibi¢do do ciclo
celular, através do indice mitdtico, as interrupgdes em metafases, a presenca de micronucleos,
as diversas alteracOes cromossOmicas numéricas e estruturais relacionadas a trocas das
cromatides irmas durante a migracao no periodo de divisdao celular (BOMBAIL et al., 2001;

KOLLING et al., 2006; VIEIRA; VICENTINI, 1997).
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2.2 ESPECIES- MODELO DE TESTES DE CITOGENOTOXICIDADE E SUAS
CARACTERISTICAS

Estudos com bioensaios ocorrem de maneira comparativa, onde sao relacionados os
efeitos em um individuo de uma substancia testada com os efeitos ja conhecidos de uma
substancia especifica (MARIANI, 2017; NOLDIN et al., 2003). Este individuo ¢ caracterizado
como modelo ¢ a escolha da espécie para utilizar no bioensaio segue diversos critérios.

Para ser caracterizado como espécie modelo em estudos citogenéticos, ¢ importante
utilizar organismos complexos, ou seja, eucariontes. Estes organismos devem ser de facil
manipulacdo em laboratério e de facil cultivo em condi¢des controladas. Além disso, ndo
devem apresentar ciclo de vida muito longo, para averiguar os efeitos nas proximas geragoes,
também necessitam apresentar porte pequeno para producdo de grandes nimeros de individuos.
Necessitam apresentar genoma pequeno, com poucos cromossomos, a fim de facilitar a
observa¢do microscopica, além de apresentar um padrdo de bandeamento que possibilita
observar mudangas fisicas que podem ser correlacionadas a alteracdes genéticas (GRIFFITHS
etal.,2011; LEME; MARIN-MORALES, 2009).

Porém, dentre estes critérios, segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA
(EPA, 1982), ainda podem ser realizados testes in vitro. Ainda assim € prioritario o uso de
espécies in vivo devido ao efeito biologico que pode influenciar. Para tal, os bioensaios com
células vegetais demonstram ser testes eficientes para monitorar e avaliar a genotoxicidade de
poluentes ambientais, além de serem razoavelmente mais sensiveis e simples de serem
realizados (KRUGER; 2009) e nao necessitando de aprovagao prévia por comités de ética.

Ha diversos organismos-teste utilizados nos bioensaios, variando entre diversas
espécies de peixes de ciclo de vida rapido utilizados na avalia¢do de corpos d’dgua (GROFF,
2008) a organismos- teste de origem vegetal, a exemplo dos recomendados pela RAS para
analises de germinagdo, todos de também interesse agricola (como a Agrostis gigantea (erva-
fina), Allium cepa (cebola), Apium graveolens (salsdo), Cichorium intybus (chicéria),
Eragrostis curvula (capim- chordo), Festuca rubra var. commutata (festuca), Lactuca sativa
(alface), Lepidium sativum (agrido), Lycopersicon esculentum (tomate), Phleum pratense (rabo
de gato) e Taraxacum officinale (dente- de- ledo)). Estas espécies, denominadas espécies-
modelo sdo utilizadas para o controle de qualidade de substidncias nocivas, por serem

reconhecidamente sensiveis as substancias toxicas submetidas. Os efeitos ocasionados sdo mais
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pronunciados em tecidos de estagio inicial de desenvolvimento, observando- se regides
meristematicas (BRASIL, 2009).

Dentre as diversas espécies modelo de origem vegetal, diversos autores descrevem o
teste com A. cepa, que devido a sua sensibilidade, ¢ uma das espécies mais eficientes para
bioensaios que analisam o potencial citogenotoxico de compostos quimicos. (GRANT, 1982;
CHAUHAN et al., 1999; GUERRA; SOUZA, 2002). Isso ocorre porque pois suas raizes podem
ficar em contato direto com a substancia que estd sendo testada, fazendo com que as células
meristematicas das raizes que estdo em constante divisao mitdtica estejam sobre influéncia
direta do composto quimico, ocasionando as alteragdes cromossdmicas ocorridas ao longo do
ciclo celular (VICENTINI et al., 2001; SILVA et al., 2003). Como os efeitos ocasionados sao
mais pronunciados em tecidos de estagio inicial de desenvolvimento, justifica- se as analises
nas regioes meristematicas (BRASIL, 2009).

Os bioensaios com 4. cepa L. sao amplamente utilizados para testes de citotoxicidade/
mutagenicidade em amplos espectros, principalmente como monitores da poluicdo ambiental e
avaliadores do potencial mutagénico de compostos quimicos. Varias pesquisas apontam a
facilidade de deteccao de efeitos clastogénicos causados por contaminantes encontrados no solo
e na agua, que seriam mais dificilmente detectados com outras metodologias de analise, como
por exemplo teste com mamiferos, no qual a 4. cepa apresentou altas correlagoes (CHAUAN
etal., 1999; MA et al., 1995).

Pesquisas realizadas para validar os bioensaios com 4. cepa utilizaram- se de sistemas
conjuntos com testes animais in vitro para analise, utilizando c€lulas de medula de ratos Wistar,
resultando em altas similaridades de respostas (CAMPAROTO et al., 2002; FACHINETTO et
al., 2007; TEIXEIRA et al., 2003; VICENTINI et al., 2001). Outras pesquisas envolvendo o
teste vegetal e sistemas de testes com mamiferos resultaram em 75 a 92% de similaridade entre
a sensibilidade dos testes (GRANT, 1978; GRANT,1982; GROVER et al., 1990).

Estudos feitos por Teixeira et al. (2003) para observar as possiveis diferencas que
extratos de Psidium guajava L. (goiabeira) e Achillea millefolium L. (erva dos carpinteiros ou
mil folhas) podem ocasionar em células de A/lium cepa, células da medula dssea de ratos e em
linfocitos humanos, resultaram em efeitos antimutagénicos (reduzem a taxa de mutacdes
espontaneas) similares em todas as analises. Outros estudos também relatam efeitos de
mutagenicidade e anti- mutagenicidade, assim como a inibi¢do ou estimulacdo da divisdo
celular na ponta das raizes tratadas (BAGATINI et al., 2007; CAMPAROTO et al., 2002;
FACHINETTO et al., 2007, KNOLL et al., 2006; TEIXEIRA et al., 2003; VICENTINI et al.,
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2001). Esta inibi¢ao ou estimulacdo da divisdo celular nas células sdo medidas pelos indices
mitoticos e indices de replicagdes, os quais sdo usados como indicadores de proliferagao
adequada das células (GADANO et al., 2002; IGANCI et al., 2006).

Assim, a espécie ¢ considerada muito eficiente para o biomonitoramento,
principalmente para poluicdo quimica, sendo facilmente caracterizada também
macroscopicamente, analisando a reducdo do crescimento radicular (HAUSCHILD, 1993;

ALVIM et al., 2001).

2.3 BIOENSAIOS DE CITOGENOTOXICIDADE COM GLIFOSATO

Durante um tempo no passado, algumas pesquisas e revisdes sobre o glifosato
afirmavam ndo haver resultados negativos sobre o agroquimico em diversos testes de
citogenotoxicidade, como os ensaios de reversao de Salmonella typhimurium e Escherichia coli
WP-2, ensaios com células de ovario de hamster chinés in vitro, assim como nas células de
medula Ossea, entretanto os testes com A4. cepa ja apresentavam resultados em que afirmavam
a preseng¢a de anormalidades em diferentes aspectos do DNA (A LI, 1988; BOLOGNESI et al.,
1997, KIER; KIRKLAND, 2013; RANK et al., 1993).

Atualmente, com a consagragdo de algumas metodologias de pesquisa, os efeitos
citotoxicos e genotoxicos do glifosato podem ser evidenciados mesmo em baixas
concentragdes, para tal, diversos estudos compararam e avaliaram diferentes testes, como o
ensaio do cometa, teste de aberragdes cromossOmicas, teste de micronucleo em camundongos
in vivo e teste com A. cepa (MANAS et al., 2009a; MANAS et al., 2009b; KRUGER; 2009).
Estes criam fundamentos cientificos para a inutilizagdo do agroquimico ou melhores
recomendagdes de uso, entretanto ndo se verifica na pratica a campo.

Mais recentemente, estudos conseguiram observar a presenga de glifosato na dgua de
abastecimento publico de varias cidades pelo Brasil (HESS; NODARI, 2015) sem se conhecer
o efeito que pode provocar estas contaminagdes, isso porque ele € um composto extremamente
polar, tornando dificil separa-lo das amostras de dgua, ndo sendo detectado por métodos de
fluorescéncia ou colorimétrico, inviabilizando assim estudos na area de contaminantes
aquaticos (AMARANTE JUNIOR, RODRIGUES SANTOS, 2002), sendo poucos os

bioensaios capazes de avaliar estes tipos de substancias.
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2.4 Pinus taeda L.

A espécie Pinus taeda L. apresentam significativa importancia no setor florestal
madeireiro brasileiro ¢ no mundo, em especial no setor econdmico, havendo milhdes de
hectares plantados, segundo dados da Sociedade Brasileira de Silvicultura (SBS, 2007) e da
FAO (FAO, 2015). Dentre as espécies florestais, ¢ uma das que mais sdo caracterizadas
citogeneticamente, sendo Sax e Sax (1933) os que mais abordaram o género e foram os que
descreveram primeiramente os cariotipos do género Pinus L., relatando que o género apresenta
o complemento cromossdmico de 2n = 24 cromossomos, sendo 11 pares de cromossomos
longos e metacéntricos € um par mais curto e submetacéntrico.

Adiante, alguns estudos adicionais analisaram o efeito de metais pesados em espécies
florestais que nao o P. taeda, sendo estes estudos, por exemplo, a avaliacao do efeito de metais
pesados sobre o crescimento radicular e morfologia de P. pinea L. e P. pinaster Ait. (ARDUINI;
GODBOLD; OTINIS, 1994), variagdes genéticas e disturbios citologicos causados por metais
pesados em individuos de populacdes de P. sylvestris L. (PRUS-GLOWACKI et al., 2006),
avaliagdo dos efeitos citogenéticos em pinheiros -autdctones, como o P. sylvestris L. e Quercus
robur L., das florestas de Usmansky e Khrenovskoy, na regido de Voronezh, na Russia
(BUTORINA et al., 2007), avaliacao do efeito de metais pesados sobre o ciclo celular em P.
nigra Am. (YUCEL et al., 2008) e avaliagdo dos efeitos de citogenotoxicidade de metais
pesados em P. sylvestris L., assim como desenvolveram critérios para selecdo de arvores
tolerantes para reflorestamento (BELOUSOV; MASHKINA; POPOV, 2012). No entanto,
mesmo diante deste cenario, ndo existem estudos que avaliam o desempenho de espécies
florestais em bioensaios de citogenotoxicidade e tampouco o efeito de agroquimicos sobre estas
espécies.

O género apresenta um impedimento de germinacdo da semente, caracterizado
dorméncia, sendo um empecilho para a realizagdo dos bioensaios. No entanto, para germinar
de modo uniforme ¢ necessdrio superar esta através de técnicas de estratificacdo a frio
(FOWLER; BIANCHETTI, 2000).

A espécie apresenta nimero cromossomico baixo, semelhante a de espécies modelo
utilizadas, que dependendo do estagio de desenvolvimento dos individuos sdo de facil
manipulacdo e facil germinacdo, apesar deste, os cromossomos também apresentam tamanho
significativo, facilitando a andlise (SAX; SAX, 1933; BIONDO; MIOTTO; SCHIFINO-
WITTMANN, 2005). Diferente das espécies utilizadas, apresenta maior nivel de rusticidade,
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fator que pode afetar a interagdo com o agroquimico avaliado, motivo focal da pesquisa. Vale
ressaltar que o estudo visa identificar e avaliar o desempenho de uma espécie arbdrea como
espécie- modelo para testes de citogenotoxicidade, visto que ndo existem estudos na area
desenvolvidos com espécies do setor florestal, ampliando a variedade e uso das espécies

utilizadas nessas analises.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DE MATERIAL BIOLOGICO

As sementes de P. taeda foram doadas pela empresa Florestal Gateados, apresentando
padrao de qualidade exigido pelas normativas do RAS (BRASIL, 2009); ja os bulbos de 4. cepa
foram adquiridos comercialmente em feiras em Curitibanos, com origens de mesma

procedéncia.

3.2 BIOENSAIOS

Para realizagao dos bioensaios, foi necessaria a superacao da dorméncia das sementes
de P. taeda através do processo de estratificacdo a frio, sendo realizado no laboratorio de
Biologia Celular da UFSC Campus de Curitibanos — CBS01, no periodo de maio a julho de
2017. Apos realizada a superagdo das sementes de P. taeda, os bioensaios foram realizados no
laboratorio de Biologia Celular da UFSC Campus Curitibanos — CBS01, no periodo de agosto
a outubro de 2017.

Os ensaios para analise dos testes de citotoxicidade e genotoxicidade ocorreram no
laboratério de Biologia Celular da UFSC Campus de Curitibanos — CBS01, no periodo de
outubro a dezembro de 2017. Foi utilizado um bulbo de 4. cepa e 10 sementes de P. faeda com
dorméncia ja superada para cada repeticdo. Foram utilizadas concentracdes de 100 pL/L de
formaldeido como controle positivo e concentragdes de 0 uL/L, 5 pL/L, 7,5 uL/L e 10 uL/L de
glifosato, em periodos de exposi¢ao de 24 e 48 horas, valores estes inferiores dos aplicados &
campo. Cada tratamento foi composto de quatro repetigdes.

Os bulbos de 4. cepa foram imersos em agua destilada durante 24 horas e os de P.
taeda por 48 horas, todos a temperatura ambiente para estimular o desenvolvimento do
meristema radicular. Os periodos de exposi¢dao foram determinados através de adaptacdes do
teste de germinacdo estipulado pelo RAS (BRASIL, 2009) e instru¢des para analises de
sementes florestais (BRASIL, 2013), além de adaptacdes da metodologia empregada por
Kruger (2009) para A. cepa.

Apos o periodo de exposi¢do a agua, as sementes e bulbos foram separadas em grupos

e submetidos aos tratamentos conforme especificado na tabela 1.
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Tabela 1 - Croqui de tratamentos aos quais os grupos com cada espécie foram submetidos.

100 pL/L
0 uL/L de q
e
glifosato Sul/Lde 7,5uL/Lde 10 puL/L de
Tratamentos . . ' formaldeido
(controle glifosato glifosato glifosato
. (controle
negativo)
positivo)
24
P1-24 P2-24 P3-24 P4 —24 P5-24
Pinus horas
taeda 48
P1-48 P2 —48 P3 —-48 P4 — 48 PS5 - 48
horas
24
Al-24 A2-24 A3-24 A4 -24 A5 -24
Allium horas
cepa 48
Al—-48 A2 —48 A3 —48 A4 —48 A5 -48
horas

Legenda: P. referente a Pinus taeda, A referente a Allium cepa, 1,2, 3, 4 e 5 referentes aos tratamentos ¢ 24 ¢ 48
referente aos periodos de exposigdo.

3.3 PREPARO DAS LAMINAS

Os efeitos citotoxicos e genotoxicos foram avaliados a partir de andlises do ciclo
celular apds o periodo de exposi¢do ao agroquimico. Para tal, foram utilizadas cinco radiculas
de cada bulbo de 4. cepa, e coletadas as radiculas de P. taeda. Essas foram fixadas em etanol:
acido acético (3:1) e armazenadas a 4°C. Foram estimados o tempo médio de emissdao das
radiculas, o comprimento médio e a espessura radicular € o comprimento médio do meristema
radicular com o auxilio de um paquimetro.

Para a preparacdo das 1dminas, os meristemas radiculares foram retirados do etanol:
acido acético (3:1), lavados em agua destilada, submetidos a digestdo enziméatica em solugdo
Pectinase/Celulase durante 3 horas a 36°C, lavados novamente em agua destilada, fixados em
etanol: 4cido acético (3:1) durante, pelo menos, 24 horas. Apos, adicionou-se uma gota de acido
acético 45% sobre a radicula e foram isolados os meristemas do restante do tecido sobre laminas
com auxilio de estiletes sob microscopio estereoscopio. Isolado o meristema, foi adicionada

uma gota de corante carmim acético 1%. Apos 20 minutos, realizou-se o esmagamento do
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tecido com o polegar entre lamina e laminula. A estimativa de tempo médio de montagem das
laminas foi realizada com o uso de crondmetro.

As laminas foram avaliadas pelo método de varredura sob microscopio de luz de
campo claro Olympus CX31 sendo analisados cinco campos/lamina, trés laminas/repeti¢ao e
quatro repetigdes/tratamento. Nas ldminas foram avaliadas a estimativa de didmetro médio das
células (10 células/tratamento), a frequéncia de células/campo na lamina (numero de
células/campo), o numero de anormalidades cromossdmicas (cromossomos retardatarios,
pontes cromossOmicas e fragmentos) nas fases de divisdo celular, principalmente em anafases-
telofases, a frequéncia de células em divisdo pelo indice mitético (IM), conforme férmula 1,
assim como a propor¢do da frequéncia absoluta (FA) das células em cada fase de divisao
celular, conforme formula 2, e a frequéncia relativa (FR) de cada fase da divisdo celular de
células com alguma anormalidade cromossomica, conforme formula 3, para A. cepa e P. taeda.
Para a contagem e registro das anormalidades, as 1aminas foram confeccionadas e examinadas

pela mesma pessoa.

namero de células em divisao celular
IM = * 100 (1)

namero total de células

numero de células na respectiva fase da divisao celular

AM =

%100 )

namero total de células

AM de células com algum tipo de anormalidade cromossomica

FR =

3
AM de células em divisao celular ( )

Para a aquisi¢do das imagens, as ladminas foram analisadas sob microscopio de

epifluorescéncia Olympus BX53 acoplado com camera digital Olympus DP73.

3.4 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados foram analisados com auxilio do programa estatistico R e RStudio
versao 3.5.3 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014), sendo avaliado a estatistica descritiva
das células em divisdo celular e das que apresentavam algum tipo de anormalidade
cromossomica. Devido os dados ndo pertencerem a uma distribui¢do normal e ndo seguirem os
pressupostos, € ndo plausiveis de transformacgdo devido a sua distribui¢do, a influéncia dos

fatores apresentados no item 3.2 foi determinado pelo teste de varidncia ndo paramétrico
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Kruskall- Wallis e a comparagdo das amostras de A. cepa e P. taeda submetidas aos mesmos
tratamentos foram analisadas utilizando o teste de classificagdo em pares de Wilcoxon com
95% de significancia. Como as andlises apresentam distribui¢do ndo paramétrica, as avalicdes

ocorrem em comparagao das medianas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ASPECTOS METODOLOGICOS DE REALIZACAO DO TESTE

A metodologia adaptada de RAS (BRASIL, 2009) e instrugdes para analises de
sementes florestais (BRASIL, 2013), além do periodo de exposi¢cdo adaptado utilizado por
Kruger (2009) para o teste de A. cepa L. se demonstrou eficiente para analise de espécies-
modelo, pois avaliou varios parametros que permitiram comparar os efeitos entre as espécies,

conforme apresentado na tabela 2.
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Tabela 2 - Aspectos metodologicos avaliados para Allium cepa e Pinus taeda.

Aspectos metodoldgicos

Allium cepa

Pinus taeda

Dorméncia Nao Sim
Tempo de germinagdo de
Ausente Até um més
sementes
Tempo de emissdo das .
Até 24 horas Até sete dias
radiculas
Numero  de  radiculas/ _
Virias Uma
semente ou bulbo
Comprimento radicular
} 10 mm 7,5 mm
médio
Espessura radicular média I mm 2 mm
Comprimento médio do
) ) 1,1 al,3 mm 1,5a2 mm
meristema radicular
Tempo médio para _ _
) 28 min 26 min
montagem da lamina
Tamanho médio das células 8al19 um 19229 um

Frequéncia de células na

Presente a cada 1,5 campo/

Presente a cada 1,3 campo p/

lamina lamina lamina
Facilidade 'de' identificacao Menor Maior
das fases mitoticas*

Facilidade de identifica¢dao )
das anormalidades Menor Maior
mitdticas*

Legenda: * referente a comparagdo entre o tamanho das células e cromossomos das espécies avaliadas.

Fonte: Autor (2019).

As sementes de P. taeda também apresentaram caracteristicas favoraveis ao teste, pois

seu pequeno porte facilitaram o manuseio para confec¢ao dos bioensaios. Em P. taeda, a tfase

de emissdo das radiculas, necessaria para realizacdo do teste, foi de facil observagdo, e os

espagos fisicos necessarios foram infimos, podendo utilizar do mesmo espaco para a confecgao

de varias repeticoes. O mesmo se observa quanto a facilidade de manuseio, que devido ao

pequeno porte € favorecido. A emissao das radiculas ocorrem em até sete dias para P. taeda e

até 24 horas para 4. cepa, entretanto ¢ importante salientar que a emissao da radicula até o
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surgimento das primeiras raizes laterais levam em torno de até sete dias posterior a emissao da
radicula, sendo necessario as analises ocorrerem antes deste periodo, pois a concentragdo de
células em divisao celular do meristema radicular pode diminuir, efeito que pode ocorrer em
ambas as espécies.

As laminas foram de facil confec¢do, uma vez que as radiculas apresentam meristemas
maiores em comparacao a 4. cepa, entre 1,5 a 2 mm, possivel observar na figura 1, facilitando
o processo de disseccdo e a montagem das laminas. Esta caracteristica ¢ interessante pois,
facilita a identificacdo do meristema na raiz, facilitando a aplicabilidade do teste como
bioensaio. Por serem radiculas, apresentam coifas, que sdo camadas de células protetoras do
meristema, cuja presenga interfere nas analises das laminas, pois sdo tecidos constituidos por
células diferenciadas, sendo necessaria sua remocao antes da confeccdo da lamina. Devido ao
fato da radicula de P. taeda ser mais espessa, com cerca de 2 mm de espessura, a coifa ¢ mais
facilmente removivel, sendo esta atividade uma das responsaveis pela diferenca de tempo de

confec¢ao das laminas entre as espécies.

Figura 1 — Radiculas e meristemas das espécies utilizadas nos bioensaios. A) Radiculas de
Aliium cepa fixadas em etanol:acido acético (3:1) em microtubo. B) Radiculas de Pinus taeda
fixadas em etanol:acido acético (3:1) em microtubo. C) Coifa e meristema radicular de Pinus
taeda.

Fonte: Autor (2019).

Em relacdo a aspectos citogenéticos, P. taeda apresentam 2n=24 cromossomos com
comprimentos que variam de 19 a 29 um, ao passo que A. cepa possui 2n=16 cromossomos
cujos comprimentos variam de 8 a 19 um, fazendo com que essa diferenca de tamanhos
favorega a localizagdo das células na 1dmina, assim como facilita a contagem por haver menos
células/ campo, favorece também a visualizacdo e identificagdo das fases da divisdo celular,
além do que as anormalidades cromossdmicas sdo facilmente evidenciadas e identificadas no

ciclo celular de P. taeda (Figura 2).
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Figura 2 — Metafases mitoticas de espécies utilizadas nos bioensaios. A) Cromossomos de
Allium cepa. B) Cromossomos de Pinus taeda. Barra= (5 um).
b "5‘ 3 : 4

Fonte: Autor (2019).

Como grande desvantagem em relagdo a 4. cepa, as sementes de P. taeda necessitam
de superacdo de dorméncia para germinagdo com o emprego de métodos de estratificacdo a frio
para a entdo confecgdo dos bioensaios, sendo a atividade de maior consumo de tempo total para
a espécie. Por ser uma semente, P. taeda necessita de tempo para germinagdo, enquanto que A.
cepa ndo necessita, por ser um bulbo ja desenvolvido, além de que as sementes de P. taeda
emitem apenas uma radicula por semente e necessitam de maior tempo para emissao desta, por
ocorrer o processo de ativagdo e desenvolvimento do embrido, enquanto que o bulbo de 4. cepa
jé apresenta toda essa organizagao.

A metodologia apresenta- se eficiente, pois os poucos estudos que utilizaram de
espécies florestais para testes de citogenotoxicidade com metais pesados utilizaram adaptagdes
semelhantes. Por exemplo, Arduini, Godbold e Otinis (1994) avaliaram o efeito de metais
pesados sobre o crescimento radicular e morfologia de P. pinea L. e P. pinaster Ait, utilizando
nestas as mesmas concentracdes de fixadores e tipo de técnica de confeccdo das laminas,
diferenciando— se apenas os periodos de andlises e reagentes utilizados, possivelmente referente
as diferentes espécies estudadas.

Os outros estudos de citogenotoxicidade com espécies florestais, como o de Butorina
et al. (2007), que avaliou os efeitos citogenéticos que P. sylvestris L. e Quercus robur L. das
florestas de Usmansky e Khrenovskoy, na regido de Voronezh, na Russia, sofrem; de Yiicel et
al. (2008) que avaliou o efeito de metais pesados sobre o ciclo celular de P. nigra Arn. e de

Belousov, Mashkina e Popov (2012) que avaliou os efeitos de metais pesados em P. sylvestris
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L., diferenciaram desta metodologia por emergirem e germinarem as sementes ja sob as
substancias teste, mas porque pretendiam avaliar o efeito em sementes de regides especificas.
Prus-Gtowacki et al. (2006) diferenciou- se por utilizar de analises moleculares para analisar as
variagoes genéticas e disturbios citologicos causados por metais pesados em individuos de P.
sylvestris L. Desta forma, P. taeda demonstrou ser uma espécie que pode ser utilizada em

bioensaios devido as caracteristicas favoraveis apresentadas.

4.2 CITOGENOTOXICIDADE DO GLIFOSATO EM Pinus taeda

O indice mitotico avalia a influéncia da substancia na inibi¢ao ou indugao da divisdo
celular, influenciando assim o crescimento do individuo. Vale ressaltar que estudos relatados
na literatura com 4. cepa mostram que nem sempre a toxicidade esta correlacionada com a
genotoxicidade, porque alteracdes relacionadas com o indice mitdtico sdo parametros
indicativos de citotoxicidade. Por outro lado, alteragdes em relagdo as anormalidades
cromossdmicas indicam genotoxicidade (FISKESJO, 1985). Analises de citotoxicidade sdo
parametros importantes para determinar a taxa de crescimento da raiz e a proliferagao celular
(BARBERIO; VOLTOLINI; MELLO, 2011; LIU; JIANG; LI, 19922). Através da figura 3, ¢
possivel observar o indice mitdtico P. taeda entre os diferentes tratamentos e periodos de

exposicao.

Figura 3 — Indice mitético de Pinus taeda entre os respectivos tratamentos em A. 24 horas e
B. 48 horas de exposic¢ao.

14% b 14% ab
129 a 12% ab
0 ab ° ab
8 10% 8 10% b
€ 8% b g 8%
g =
8 6% 8 6%
Z 4% E 4%
2% 2%
0% 0%
controle 5 7,5 10 controle controle 5 7,5 10 controle
A negativo positivo B negativo positivo
Tratamentos (uL/L) Tratamentos (LL/L)

Legenda: Controle negativo - 0 pL/L de glifosato, controle positivo - 100 pL/L de formaldeido. Classificacao
dos tratamentos exposto no item 3.2. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
Fonte: Autor.
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E possivel observar que o indice mitético de P. taeda diferenciou- se entre os periodos
de exposi¢do, onde o periodo de 24 horas apresentou certa estabilidade em relacdo aos
tratamentos com o glifosato, entretanto o controle positivo diferenciou significativamente do
tratamento com 7,5 pl/l de glifosato, onde o controle positivo apresentou menor indice ( 7%),
concluindo que para o periodo de exposi¢do de 24 horas, o controle positivo apresentou algum
tipo de inibicdo do processo de divisdo celular com a espécie. Em relagdo ao periodo de
exposicao de 48 horas, o controle positivo foi o que apresentou os maiores indices em relagdo
aos outros tratamentos, inclusive maior até que o controle negativo, entretanto sem diferenca
significativa. Pode ser compreendido devido a grande quantidade de células profasicas
encontradas neste tratamento mostrando assim que para o periodo de exposi¢ao de 48 horas o
controle positivo também exerceu influéncia sobre o ciclo celular.

Essa variacao também ¢ observada quando analisada por outras espécies florestais com
outros agentes mutagénicos. Prus- Glowacki et al. (2006) observaram um indice mitotico médio
de 5,5% durante um teste de germinacao de cinco a sete dias de duragdo para P. sylvestris com
o controle negativo, mas que variou de 4,5% a 6,9%, entretanto ndo foi o mesmo para Belousov,
Mashkina e Popov (2012), onde encontrou um valor de indice médio padrao de 7,5% analisando
amesma espécie e agente mutagénico. Ja Arduini, Godbold e Otinis (1994) encontraram valores
de 4,6% para P. pinea e 6,3% para P. pinaster com anélises de até 25 dias dentre o controle
negativo, e também Yiicel ef al. (2008), que encontrou valores de 26,42% de indice para P.
nigra, sendo o maior indice encontrado dentre os avaliados. Nao foram comparados estudos
com P. taeda ou de espécies florestais avaliando o efeito do glifosato por ndo haver pesquisas
que avaliem o indice mitotico dos mesmos.

A andlise da propor¢ao média da frequéncia absoluta de cada fase da divisao celular
(figura 4), assim como das médias estatisticas da tabela 3, € possivel observar qual fase do ciclo
celular de P. taeda ¢ mais frequente e qual delas tem o periodo mais duradouro, possibilitando

assim observar como pode ter se comportado o indice mitotico.
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Figura 4 — Propor¢ao média da frequéncia absoluta de cada fase da divisao celular de Pinus
taeda em A. 24 horas e B. 48 horas de exposicao.
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positivo

Percentual de frequéncia(%)
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Percentual de frequéncia(%)
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controle 5
negativo

5 1,5 10

controle
negativo

controle
positivo

Tratamentos Tratamentos

H Profase m Metafase = Anafase = Telofase m Profase W Metafase = Anafase = Telofase

Legenda: Classificagdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Tabela 3 — Média e desvio padrao da frequéncia absoluta de cada fase da divisao celular de

Pinus taeda.

Tratamento Profase Metafase Anéafase Telofase

P1.24 0,04 +0,0574 0,01 +0,0304 0,04 +0,0787 0,02 + 0,0690

- bedfg achijklmn abcdefg ehijklmn

0,01 +0,0348 0,03 +0,0758 0,02 +0,0638

P2-24 0704 + 090675 dfe eﬁklmn abcdethijkl ijklmn
P3-24 0,06 + 0,0785 0,03 +0,0487 0,02 +0,0369 0,01 +£0,0324

- acdefghijk acdefhijk klmn
P4-24 0,05 + 0,0676 0,03 +£0,1316 0,03 +0,0724 0,01 +£0,0417

- abehijklmn abcdefhij hijklmn
P5-24 0,03 +£0,0597 0,01 +£0,0284 0,02 +0,0388 0,01 £0,0245

- abcdefgh abehijklmn abcdfg Imn

0,03 +0,0598 0,01 +£0,0376 0,03 +0,0505 0,03 +0,0840
P1-48 abcdefg hijklmn abcdefghi abehijklmn
0,04 + 0,0590 ¢4t 0,03 +0,0923 0,02 +£0,0687 0,02 +0,0751
P2-43 abcdefghijk abcdefhi jklmn
0,05 +0,0678 0,01 +0,0353 0,02 +£0,0530 0,01 +0,0351
P3-48 abehijklmn abcdehijklm mn
0,03 +0,0440 0,02 +0,0549 0,02 +0,0325 0,02 +0,0919

P4-43 bedfg ehijklmn abcdehijk ijklmn
P5-48 0,09 +0,16785 ¢ 0,01 +£0,0270 0,03 +0,1306 0,00 +0,0044 "

abcehijklm

abehijklm

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05); Classificagdo dos tratamentos
exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).
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Através da propor¢do e dos valores médios observados e comparando com o indice
mitotico, ¢ possivel observar que P. faeda, durante o periodo de exposicdo de 24 horas,
apresenta em todos os tratamentos uma maior concentragdo de células profasicas, sendo esta
fase uma das que apresenta maiores variagdes, no qual diminui significativamente conforme
aumentam as concentragdes dos agentes mutagénicos, enquanto as outras fases nao sdo tao
influenciadas. Além disto, € possivel observar que a frequéncia de células em profase em P.
taeda segue uma distribui¢do semelhante ao indice mitdtico, mostrando assim que essa fase da
divisdo ¢ a principal influenciadora no indice mitético

Em relagdo a frequéncia de células profasicas em tratamentos submetidos a 48 horas
de exposicdo, foi possivel observar que a mesma apresentou uma expressiva diferengca em
relagdo aos outros tratamentos, mostrando assim que a duragao dessa fase foi mais influenciada
pela ag¢do dos agentes mutagénicos ocasionando a maior frequéncia e duracdo da mesma.

O comportamento das fases da divisdo celular entre os tratamentos no qual P. faeda
foi submetido nos mostra o tipo de interferéncia que o glifosato e o formaldeido exercem sobre
o ciclo celular da espécie. Os dados demonstraram que ndo ocorreu a inibi¢ao da divisdo celular
em P. taeda e sim um aumento na duracao das fases de divisdo celular, em especial a profase.
A observagdo de maiores frequéncias de células em préfase com maior tempo de duracao
permite sugerir que ndo ocorre o avanco do processo de divisdo. Esse fato pode estar
relacionado a falhas no processo de polimerizagdo dos microtibulos ou a inativagdo de
moléculas essenciais para a transi¢ao entre a profase e as proximas etapas do ciclo celular. De
acordo com Raven, Evert e Eichhorn (2013) no final da profase ocorre a primeira manifestagao
do fuso mitotico, no qual os microtubulos alinham-se paralelamente a superficie do nucleo,
formando o fuso da pré-préfase. Estudos realizados por Dimitrov et al. (2006) indicam que
plantas sdo mais susceptiveis a efeitos aneugénicos quando expostas ao agroquimico RoundUp
(a base de glifosato). No presente estudo, o tipo de anormalidade que se apresentou mais
frequente foram efeitos aneugénicos, como cromossomos ndo orientados ou cromossomos

perdidos na profase, prometafase e metafase, conforme visualizados nas figuras 5 e 7.
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Figura 5 — Cromossomos perdidos ou desorientados (indicados pela seta em A-D) em células
de prometafase em Pinus taeda- Barra= Spm.

Fonte: Autor (2019).

Entretanto, se observarmos a relacdo destas anormalidades em relagdo ao nimero de
células em divisdo celular, ou seja, uma frequéncia relativa (FR) de anormalidades em cada fase
de divisdo celular, apresentados na figura 6 e nas médias estatisticas da tabela 4, ¢ possivel
observar que por mais que a profase apresente maior duragdo e frequéncia absoluta na
observagao de células em divisdo celular, a maior frequéncia relativa de anormalidades foi
observada em células em metafase ¢ anafase, variando entre os tratamentos. Estas observagao
dentre as células de P. taeda mostra que as metafases e anafases foram as fases da divisdao
celular que apresentaram maiores propor¢cdes de células com alguma anormalidade
cromossOmica, mostrando assim que estas sdo mais influenciadas e apresentam maiores
comprometimentos de suas fungdes por parte dos agentes mutagénicos. Isso ocorre
possivelmente de interagdes que podem ter ocorrido ja durante o periodo de profase, como
abordado anteriormente, pois a frequéncia e duracdo da préfase demonstraram ser estagnados,
ndo permitindo o avango do processo mitdtico, e quando avanca, podem ter ocorrido interagdes

e/ ou inibigdes de estruturas essenciais que atuam na formacao do fuso mitdtico impedindo a
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sucessdo do processo de divisdo celular, culminando assim em metafases e anafases com

anormalidades cromossOmicas.

Figura 6 — Frequéncia relativa (FR) de cada fase da divisao celular de células com alguma
anormalidade cromossomica em Pinus taeda por A. 24 horas e B. 48 horas.
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Legenda: Classificagdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).
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Tabela 4 — Média e desvio padrao da frequéncia relativa (FR) de cada fase da divisdo celular

de células com alguma anormalidade cromossomica em Pinus taeda.

Tratamento Profase Metafase Anafase Telofase
17,8 +27,030 15,8 + 36,233 35,0+47,210 m
P1-24 abedefeh defghijklm bedefgh 0+0
P2-24 12,8 + 32,134 29.4+44.612 35,8 +47,916 7,2+ 25,372
- abcdefgh bedefghij bedefgh hijklm
P3-24 32,3+ 40,709 ab 36,7 + 48,596 55,8 +49,653 1,7+12,910 Im
- abcdefgh bede
30,9 + 39,882 30,8 +45,185 35,8 +47,023 5,0+21,978
P4-24 abcdefgh bedefghi bedeg ijklm
P 38,2 +41,354 % 37,8 +46,826 68,2 + 45,759 3,3+ 15,586
5-24 abcdeg abed jklm
20,5 + 33,770 ¢ 24,7+ 41,567 48,9 + 49,180 o+om™
P1-48 bedefehijk bedefehi]
26,9 + 39,945 21,9 + 40,766 37,5+ 48,385 7,5+ 25,751
P2-48 abedefe bedefehiikl bedefeh hijkim
28,3 +42,744 %4 17,5+ 37,760 48,3 +50,394 10,0 + 30,253
P3-48 cdefghijklm bedefghi fehijklm
20,7 + 34,819 28.3 +44,500 39,4 + 48,028 10,8 + 30,659
P4-48 abcdeg bedefghijk bedefghijk efghijklm
P5-48 33,4 + 40,800 2 31,1 +46,280 53,5+47915 3,3+ 18,102 m
- bedefghij bede

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05); Classificacdo dos tratamentos

exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Também ¢ possivel observar que conforme aumenta- se a concentragdo de glifosato
até o controle positivo, P. taeda apresenta uma maior frequéncia relativa de anormalidades
cromossOmicas regular entre as fases, ou seja, das células que estdo em divisdo celular, a
frequéncia de células com alguma anormalidade também cresce, sendo majoritariamente
predominante as anormalidade em metafase e anafase, e com anormalidades cromossomicas
acima de 80% de frequéncia no controle positivo, por exemplo, para ambas fases da divisao
celular, corroborando com a afirmativa de que os agentes mutagénicos tem maior afinidade e
relagdo pelas estruturas responsaveis por estas fases. P. taeda também apresentou menores
frequéncias de anormalidades cromossdmicas entre os controles negativos, comportamento
esperado para espécies- modelo. Ndo € possivel realizar a comparagdo destas frequéncias
relativas com a literatura por nao haver referéncias que assim o fazem.

Entre as anormalidades cromossomicas mais frequentes entre as fases da divisdo
celular, o P. taeda apresentou a metafase como uma das que mais apresentou valores
significativos, sendo que estas anormalidades foram de origem aneugénica, como cromossomos

desorientados ou cromossomos perdidos, como observado na figura 7.
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Figura 7— Cromossomos perdidos ou desorientados (indicados pela seta) em células de
metafase irregulares de Pinus taeda. Barra=5um.

X ¥

Fonte: Autor (2019).

Dentre todas as fases do processo de divisdo celular, a anédfase e telofase sdo as fases
mais criticas e sensiveis deste processo, pois estas sdao as fases finais do processo de divisdo,
havendo pouca chance da célula corrigir as anormalidades entre os cromossomos, sendo mais
provavel gerar células filhas defeituosas. Neste sentido, € possivel observar na figura 8 a
porcentagem média absoluta de células anormais em anafase— telofase, no qual é possivel
verificar que a frequéncia de anormalidades encontradas em P. faeda aumenta conforme se
aumentam as concentracdes do agroquimico, para ambos periodos de exposi¢do. Para tal
analise, o P. taeda nao ha estudos plausiveis para comparaciao das anormalidade em anéafase —

telofase encontradas neste estudo.
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Figura 8 — Porcentagem média de células anormais em estagio de anafase- telofase de Pinus
taeda entre os respectivos tratamentos em A. 24 horas e B. 48 horas de exposicao.
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Legenda: Classificagdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Nessa analise, foi observado que em P. faeda, no periodo de exposic¢ao de 48 horas, as
frequéncias de anormalidades ndo diferiram estatisticamente para todos os tratamentos.
Entretanto, para o periodo de exposi¢ao de 24 horas, foi observado um aumento significativo
da frequéncia de células anormais nos tratamentos com maior concentragdo de glifosato e
também no controle positivo. Esses dados mostram que P. taeda apresenta uma rapida interagao
com o glifosato e o formaldeido, e que quando expostos por periodo maior de tempo, a
concentracao destes ndo mais influéncia. Também ¢ possivel observar que dentre os controles
negativos, apenas cerca de 13% e 10% das anafases e telofases entre 24 e 48 horas de exposicao,
respectivamente, apresentaram anormalidades cromossomicas.

As anormalidades observadas nestas fases foram de origem -clastogénicas e
aneugénicas, como pontes cromossomicas, cromossomos fragmentados, andfase multipolar,

stickiness cromossomicos e microntcleos, conforme observado na figura 9.



41

Figura 9 — Pontes cromossomicas (A, B), cromossomos desorientados (C), polos desalinhados
(C, D), stickiness cromossomicos (E) e microntcleo (F) (indicados pela seta) em células de
anafase-

Fonte: Autor (2019).

Resultante deste teste e das implicagdes que os agentes mutagénicos mostraram
ocasionar, principalmente pela indug¢do do processo de divisdo celular, assim como uma maior
frequéncia de anormalidades, principalmente em metafase e anafase, foi possivel observar a
formagao de um anel cromossémico em uma metafase de P. faeda, resultante da quebra de uma
das extremidades do cromossomo e posterior unido entre si, sendo um indicio de efeito

clastogénico, apresentado na figura 10.

Figura 10 — Formagdo de anel cromossomico (indicado pela seta) em células de Pinus taeda.
Barra= 5um.

Fonte: Autor (2019).
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Através de uma maior frequéncia de anormalidades cromossomicas, principalmente
em metafase e anafase, em sua maioria de origem aneugénica, assim como a inducdo do
processo de divisao celular, ¢ possivel sugerir que os efeitos do glifosato, assim como do
formaldeido sobre o P. taeda, agem em sua maioria sobre a formagao do fuso mitotico, que sao

as estruturas responsaveis pela migracdo dos cromossomos na célula.

4.3 CITOGENOTOXICIDADE DO GLIFOSATO EM Allium cepa

Como explanado anteriormente, o indice mitotico avalia a influéncia do mutagénico
na inibi¢do ou inducdo da divisdo celular, influenciando assim o crescimento do individuo.
Através da figura 11, € possivel observar os indices mitdticos de A. cepa entre os diferentes

tratamentos ¢ periodos de exposi¢ao.

Figura 11 — Indices mitoticos de Allium cepa entre os respectivos tratamentos em A) 24 horas
e B) 48 horas de exposicao.

14% 14%
12% 12% a
abc abc
o 10° o 109
8 0% abc ab abc 2 0% abc abc
.‘é 8% N .‘é 8%
c
3 6% 3 6% °
B s
=S 4% S 4%
2% 2%
0% 0%
controle 5 7,5 10 controle controle 5 7,5 10 controle
A negativo positivo B negativo positivo
Tratamentos (uL/L) Tratamentos (uL/L)

Legenda: Controle negativo - 0 uL/L de glifosato, controle positivo - 100 uL/L de formaldeido. Classificagéo
dos tratamentos exposto no item 3.2. Medias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05).
Fonte: Autor.

E possivel observar que o indice mitdtico de A. cepa diminui significativamente
conforme aumentam as concentragdes de glifosato, principalmente entre o periodo de exposig¢ao
de 48 horas, sendo observado esse comportamento em diversos estudos (BEZERRA; SILVA
OLIVEIRA, 2016, FACHINETTO et al., 2007, SANTANA et al., 2018, STURBELLE et al,,
2008), entretanto, ndo houve uma diferenca significativa entre os periodos de exposi¢do de 24

horas. O controle positivo com periodo de exposi¢do de 48 horas apresentou o menor indice
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mitotico, no qual diferenciou do controle negativo, que apresentou o maior valor de indice. Para
Bezerra e Silva Oliveira (2016), que avaliaram os infusos de folhas de malva-santa
(Plectranthus barbatus) em diferentes concentragdes sobre o ciclo celular de 4. cepa,
observaram no controle negativo apos 24 horas o indice mitotico de 18%, ja Fachinetto et al.
(2007) que avaliaram os infusos de marcela (Achyrocline satureioides) sobre o ciclo celular de
A. cepa encontraram valores de 3,45% e 12,9% também para o controle negativo, mostrando
assim que o indice mitotico pode ser influenciado pelo tempo de exposicao de realizacao dos
bioensaios, mas que normalmente ele segue uma distribui¢ao decrescente conforme aumenta a
concentra¢do da substancias mutagénicas.

Analisando a genotoxicidade através das atividades do processo de mitose, através da
proporcao média da frequéncia absoluta de cada fase da divisdo celular, apresentado na figura
12, assim como as médias estatisticas da tabela 4, € possivel observar qual fase do ciclo celular
¢ mais frequente e tem o periodo mais duradouro, sabendo assim como pode ter se comportado

o indice mitdtico.

Figura 12 — Propor¢do média da frequéncia absoluta de cada fase da divisdo celular de Allium
cepaem A) 24 horas e B) 48 horas de exposicao.
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M Préfase W Metafase Anéfase Teldfase B Préfase M Metdfase Anéfase Teldfase

Legenda: Controle negativo - 0 uL/L de glifosato, controle positivo - 100 pL/L de formaldeido. Classificagao
dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).



44

Tabela 5 — Média e desvio padrao da frequéncia absoluta de cada fase da divisao celular de

Allium cepa.

Tratamento Profase Metafase Anafase Telofase
+ .
Al-24 0.05£0.0480  0.01£0.0242 602 +0,03627 0,00+0,0120™
A4 0,04 +0,0443 0,02 +0,0397 0,02+0,0311 0,02 +0,1300
- abcdefghi abedefghik defj ciklm
A3-24 0,04 +0,0425 0,01 +0,0226 0,02 + 0,027 fy 0,01 +0,0384
- abdefghj abcdeghik klm
Ad24 0,04 +0,0578 0,02 +0,0385 0,02 + 0,0353efJ 0,01 +0,0150
- abcdefghik abcdefghi iklm
A5.04 0,03 +0,02302%0 0,01 +0,0149  0,02+0,01997 0,00+0,0196
- abcghi Im
0,02 +0,0407 0,03 +0,0323 0,02 +0,0506
Al-48 0,04 +0,0652 0 > abodefghi T ety behiklm
0,02 +0,0324 0,02 +0,0378 0,02 + 0,0469 0,02 +0,0459
A2-48 abcdefghij abedghikl adefghj behiklm
A3-48 0,03 +0,0421 0,01 +0,0211 0,04 +0,0972 0,02 +0,0761
- abcdefghj beiklm adefj bcehiklm
0,03 +0,0389 0,02 +0,0482 0,02 +0,0476 0,01 +0,0231
A4-43 abcdefghi abcghiklm adefj beghiklm
A5-48 0,02 +0,0220 0,01 +0,0174 0,02 +0,0300 0,01 +0,0245
- adefgj abcghik adefgj klm

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05); Classificacdo dos tratamentos
exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Através da propor¢ao e dos valores médios observados, e comparando com o indice
mitdtico, € possivel observar que A. cepa também apresentou, na maioria dos tratamentos, uma
maior concentracao de células profésicas. Entretanto a diferenga entre a frequéncia de células
em profase em relacdo as outras fases da divisdo diminui significativamente conforme
aumentam as concentragdes dos agentes mutagénicos, ocorrendo assim a diminui¢do da
frequéncia da profase principalmente no controle positivo. Além disso, € possivel observar que
a frequéncia de profases em 4. cepa também segue uma distribuicdo semelhante ao observado
no indice mitdtico, mostrando também que as células em profase sdo as principais
influenciadoras no indice mitético, ou seja, as células em divisdo celular encontram- se em
maior frequéncia em profases, mostrando assim que esta fase apresenta a maior duragdo entre
as outras, € que ¢ a fase mais influenciada pelos tratamentos. Em A4. cepa foi observado que
com o aumento das concentracdes do glifosato e no controle positivo houve uma redugao
significativa na frequéncia de células em divisao celular.

Assim, os resultados indicam que 4. cepa apresenta uma sensibilidade ao agroquimico

semelhante em todas as fases de divisao celular, havendo um comportamento similar entre as
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fases celulares. Outros autores relataram resultados similares em 4. cepa (BEZERRA; SILVA
OLIVEIRA, 2016, FACHINETTO et al., 2007; OLIVEIRA; VOLTOLINI; BARBERIO, 2011,
TURKOGLU, 2007), Santana (2018) foi o tnico que apresentou a média de células em cada
fase de divisado celular, apresentando valores semelhantes aos encontrados neste trabalho, onde
as células profasicas apresentavam a média de 2,08 + 0,85 células, a metafase apresentava 0,80
+ 0,44 células, anafase 1,20 £ 0,65 células e tel6fase 0,93 + 0,71 células, sendo estes um arranjo
semelhante ao desempenhado por A. cepa no controle negativo. J& Kruger (2009) encontrou
uma média de 12,4 + 3,3 de células com anormalidades em comparagao ao teste controle para
teste com agroquimico a base de glifosato para A. cepa, no entanto, em seu trabalho foram
analisadas 2000 células por lamina, desta forma estes valores sdo proporcionalmente
semelhantes as quantidades médias encontradas no presente trabalho.

Dentre a profase, o tipo de anormalidade que mais se apresentou frequente foram
efeitos aneugénicos, como cromossomos nao orientados ou cromossomos perdidos, conforme

apresenta figura 13 em células de prometafase de 4. cepa.

Figura 13 — Cromossomos perdidos ou desorientados (indicados pela seta) em células de
prometafase de Allium cepa. Barra= Spm.
N

Fonte: Autor (2019).
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Entretanto, se observarmos a relagdo destas anormalidades em relagdo ao nimero de
células em divisdo celular, ou seja, uma frequéncia relativa (FR) de anormalidades em cada fase
de divisao, apresentados na figura 14 e nas médias estatisticas da tabela 6, ¢ possivel observar
que a profase também apresenta a maiores frequéncias de células anormais na maioria dos
tratamentos, além de apresentar maior duragdo e frequéncia absoluta na observacdo de células
em divisdo celular. Esta observacao dentre as células observadas de 4. cepa mostra que as
metafases e anafases também apresentaram expressivas proporgdes de células com alguma
anormalidade cromossOmica nesta espécie, mostrando também assim que a interagdo do
glifosato ocorre possivelmente na profase ou até mesmo em etapas anteriores da intérfase, e
que a maior duragao da profase € resultado da inviabilizagdo do progresso do processo mitotico,

devido a erros na formagao e/ ou organizag¢ao do fuso mitdtico.

Figura 14 — Frequéncia relativa (FR) de cada fase da divisdo celular de células com alguma
anormalidade cromossomica em Allium cepa por A. 24 horas e B. 48 horas.
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Legenda: Classificagdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).
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Tabela 6 — Média e desvio padrao da frequéncia relativa (FR) de cada fase da divisao celular

de células com alguma anormalidade cromossomica em Allium cepa.

Tratamento Profase Metafase Anéfase Telofase
+ +

Al24 21’ib:d3fg7ﬁ937 0404 13’3agfg?§ﬁ3j’163 0+0¢

19,7 + 38,017 10,6 + 28,944 15,8 + 36,233 ede
A2-24 abedefghi abedefg abeefghi] 1,7 + 12,910 <

28,1 + 42,526 19,2 + 36,928 17,5+37,479 0,8 +6,455%
A3-24 abcdefghi abcdefghi athij

432 + 45,682 2Mhii 15,8 +36,233  32,5+45,970 1 3,3+ 18,10

A4-24 abcdefghi bedeg

31,2+44,183 1 28,6 +44,265*™M 531 +48,275 5,8+22.721
A5-24 afhij bedefg

11,1+ 28,937 1,0 + 5,335 bede 10,0 + 28,819 0+09
Al1-48 abedefg abcdefg

17,8 +34,936 23,6 +37,992 M 16,7+36,437 1,7+ 12,910 %
A2-48 abcdefghi abcefghi

35,8 + 45,496 19,7+ 39,116 16,7 + 36,437 3,3+ 18,102
A3-48 abcdefghi abcdefghij abcefghi bedeg

442 + 46,113 19,2 +39,156  23,3+39,201 1 0+049
A4-48 afohij abedefehi - -

36,9 +42,608 26,7 + 44,95 i 253+ 42 904 3,3+ 18,102
A5-48 abofehij i bedeg

Legenda: Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05); Classificacdo dos tratamentos

exposto no item 3.2.

Fonte: Autor (2019).

Também € possivel observar que conforme aumenta- se a concentragdo de glifosato

até o controle positivo, 4. cepa apresenta uma maior variagdo entre a propor¢ao de

anormalidades cromossdmicas entre as fases, mas expressa a afirmativa de que o glifosato e o

formaldeido tem maior afinidade pelas estruturas necessarias para formag¢ao do fuso mitotico.

Nao € possivel realizar a comparagdo destas frequéncias relativas com a literatura por ndo haver

referéncias que assim o fazem.

Entre a frequéncia relativa de anormalidades cromossomicas em cada fase da divisao

celular, a A. cepa apresentou a metafase como uma das fases que mais apresentou algum tipo

de anormalidade, sendo que estas anormalidades foram de origem aneugénicas, como

cromossomos desorientados ou cromossomos perdidos, como observado na figura 15.
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Figura 15 — Cromossomos perdidos ou desorientados (indicados pela seta) em células de
metafase irregulares de Allium cepa. Barra=5um.
; ¢ k g v g -

Fonte: Autor (2019).

Como abordado anteriormente, a anafase e a telofase sdo as fases mais criticas por
constituirem as etapas finais do processo de divisdo. Assim, € possivel observar, como exposto
na figura 16, que a porcentagem média absoluta de células anormais em anafase— telofase de 4.
cepa apresenta diferencas significativas somente no periodo de 24 horas, comportamento
diferente das encontradas por Andrioli, Wulff e Mudry (2006), que avaliaram o efeito de
metronidazol (antibidtico) em A. cepa, onde encontraram anafases- telofases anormais com
médias de 0,24% de células para o controle negativo, além de que as analises seguiam uma

frequéncia crescente conforme se aumentava a concentracdo do mutagénico.
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Figura 16 — Porcentagem média de células anormais em estagio de anafase- telofase de Allium
cepa entre 0s respectivos tratamentos em A. 24 horas e B. 48 horas de exposigao.
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Legenda: Classificagdo dos tratamentos exposto no item 3.2. Medias seguidas de mesma letra ndo diferem
estatisticamente (p<0,05).
Fonte: Autor (2019).

Em relacdo a frequéncia de anormalidades, o controle positivo apresentou médias
superiores que os demais tratamentos, com presenca de até 68% de anafases e telofases com
alguma anormalidade cromossomica, assemelhando- se aos tratamentos com 7,5 e 10 pl/L de
glifosato que apresentaram desempenho semelhante.

As anormalidades mais frequentes nestas fases foram de origem aneugénica e
clastogénica, como pontes cromossdmicas, cromossomos fragmentados, anafase multipolar,

stickiness cromossomico e micronucleos, conforme observado na figura 17



50

Figura 17 — Cromossomos fragmentados (A, C), cromossomos desorientados (B), pontes
cromossomicas (C), polos desalinhados (D), stickiness cromossomico (E) e anafase
multipolar (F) (indicados pela seta) em células de anafase- telofase de Allium cepa.

Barra=5um.

Fonte: Autor (2019).

Resultante deste teste e das implicagdes que os agentes mutagénicos mostraram
ocasionar, principalmente pela inibi¢do do processo de divisao celular em A. cepa, assim como
uma maior frequéncia de anormalidades cromossdmicas, foi possivel observar a formagao de

morte celular (figura 18).

Figura 18 — Formagao de morte celular (indicadas pela seta) em células de Allium cepa.
Barra= Sum.

i

Fonte: Autor (2019).
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Os tipos de anormalidades cromossomicas relatadas para A. cepa na literatura mostram
que os efeitos clastogénicos, como rupturas cromossOmicas, pontes cromossdmicas,
cromossomos fragmentados e efeitos aneugénicos, como cromossomos perdidos, cromossomos
desorientados, anafases desorganizadas, multipolares e células poliploides sdo os mais
frequentes (ANDRIOLI; WULFF; MUDRY, 2006, LEME, MARIN- MORALES, 2009),
algumas das quais semelhantes aos encontrados neste estudo. Grant (1982) vai além e também
afirma que ensaios de aberragdes cromossdmicas com A. cepa apresenta uma resposta confidvel
aos agentes mutagénicos avaliados, sendo esta uma caracteristica que deveria incluir o teste
entre os rotineiramente utilizados para avaliar danos cromossomicos induzidos por produtos

quimicos.

4.4 SENSIBILIDADE ENTRE A. cepa E P. taeda

Através das comparagdes aos pares realizadas em relaciao aos tratamentos com ambas
as espécies, no qual foi possivel observar que em relagdo ao nimero proporcional de células
em divisdo celular, ou seja, aquelas ndo inibidas pelos tratamentos, apresentados na figura 19,
ndo foram observadas diferencgas significativas entre os pares, ou seja, ndo ocorre diferenga
entre estas espécies em relagdo a frequéncia proporcional de células em divisdo celular,
significando que a que a frequéncia observada em 4. cepa também € observada em P. taeda,

entretanto as frequéncias variam entre as espécies.
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Figura 19 — Comparagao aos pares entre a propor¢ao de cé¢lulas em divisdo celular entre os
diferentes tratamentos submetidos a Pinus taeda e Allium cepa.

P1

P1-

P2-

-48 ..

P3-

P2

P3

P4

P4

PS5

P5

Legenda: Significativo —

-48

-48

< @ = =] =) )
™~ = ™~ < 3 < 3 =

g % 2 % % T $ 2

Al-24
Al

48

24

24

e
nE
.
1
.
1

- Significativo

- Néo significativo

Diferenga estatistica (p<0,05); Nao Significativo — Sem diferenga estatistica (p<0,05);
Classifica¢do dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

E possivel observar na tabela 7 que a propor¢io mediana de células em divisio celular

do controle positivo com A. cepa foi mais sensivel e apresentou a menor propor¢ao de células

mitdticas em relagcdo ao controle negativo que P. taeda.
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Tabela 7 — Média, desvio padrao e mediana da proporcao de células em divisao celular entre
os respectivos tratamentos e periodos de exposi¢ao para ambas espécies, Allium cepa e Pinus
taeda.

Tratamento 24 horas 48 horas

Média + Desv. padrdio  Mediana  Média + Desv. padrdlo ~ Mediana

Al 0,08 + 0,003 0,06 0,11 40,011 0,08
A2 0,10+ 0,019 0,07 ® 0,08 + 0,009 0,05
A3 0,08 + 0,002 0,07 ® 0,10+ 0,013 0,06 *
A4 0,08 + 0,009 0,06 0,08 + 0,006 0,07 &
A5 0,06 + 0,001 0,06 ° 0,06 + 0,001 0,05 °
Pl 0,11+0,017 0,08 0,10+ 0,016 0,05
P2 0,10+ 0,014 0,06 0,12 + 0,023 0,06 ®
P3 0,11 + 0,008 0,08 0,09 + 0,007 0,06
P4 0,12 + 0,027 0,07 2 0,08 + 0,012 0,05
P5 0,07 + 0,008 0,05 ° 0,13 + 0,039 0,07 ®

Legenda: Kruskall Wallis- Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05);
Classificacdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Através desta analise estatistica também ¢ possivel observar que as proporgdes
medianas de células em divisdo de P. faeda nao diferenciaram- se entre si, ou seja,
estatisticamente todas as concentracdes de glifosato e formaldeido e entre os periodos de
exposi¢ao apresentaram semelhancgas significativas em relagdo a proporg¢do de células em
divisdo, concluindo desta forma que os tratamentos e os periodos de exposi¢ao nao influenciam
na quantidade de células em divisdo para a espécie.

O controle negativo de 4. cepa com periodo de exposi¢do de 48 horas apresentou as
maiores propor¢des de células em divisdo e diferenciou- se significativamente do controle
positivo, que apresentou as menores proporgdes. Entretanto, esses tratamentos ndo se
diferenciaram dos demais. Para A. cepa ¢ possivel concluir que para essa espécie, a
concentragdo e o tempo de exposi¢do do controle positivo foram suficientes para influenciar e
inibir proporcionalmente a frequéncia de células em divisdo, o que nao foi observado em P.
taeda.

Dentre as células que progrediram para o processo de divisdo celular, como ja
abordado, ha as que apresentam algum tipo de anormalidade cromossdmica, no qual ¢ analisado

através do mesmo ranqueamento aplicado a proporcao de células anormais observadas em todas
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as fases da divisdo celular, ou seja, com a presenga de algum tipo de anormalidade

cromossdmica em alguma fase da divisao celular, apresentado na figura 20.

Figura 20 — Comparagao aos pares de similaridade da proporcao de células com algum tipo de
anormalidade cromossOmica entre os diferentes tratamentos submetidos a Pinus taeda e
Allium cepa.
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Legenda: Significativo — Diferenga estatistica (p<0,05); Nao Significativo — Sem diferenga estatistica (p<0,05);
Classificacdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

E possivel observar um niimero maior de testes com diferenca significativa, sendo que
o controle negativo em A. cepa e P. taeda divergiram estatisticamente entre si, ou seja, o
controle negativo assim como o periodo de exposi¢ao resulta em diferengas entre as espécies,
como observado na tabela 8 na qual o controle negativo de P. taeda apresentou menores
proporcdes de células anormais que A. cepa. Valores diferentes foram encontrados por Oliveira,
Voltolini e Barbério (2011), 12,13 + 1,83 células com alguma anormalidade cromossdmica para
o controle negativo em 4. cepa, os quais analisaram a citogenotoxicidade de poluentes da agua
de rios. Entretanto, esta diferenca entre as médias pode ser minimizada devido a metodologia
utilizada pelo autor ser de pelo menos 72 horas de exposi¢ao, e neste trabalho observou- se 1,12

+ 0,4 células anormais para 24 horas e 1,45 + 0,1 células anormais para 48 horas.
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Também ¢ possivel observar que o tratamento com 5 pL/L de glifosato por 24 horas
com A. cepa também foi estatisticamente diferente do mesmo tratamento e periodo de exposicao
com P. taeda, evidenciando assim que 4. cepa foi mais influenciado pelo agroquimico neste
tratamento, apresentando maior propor¢ao de células com anormalidades cromossomicas.
Entretanto nao diferenciou- se do periodo de exposicdo de 48 horas com P. taeda, concluindo

assim que este periodo de exposi¢do ndo difere para as espécies.

Tabela 8 — Média, desvio padrdo e mediana da propor¢ao de células com algum tipo de
anormalidade cromossOmica entre os respectivos tratamentos e periodos de exposi¢do para
ambas espécies, Allium cepa e Pinus taeda.

24 horas 48 horas
Tratamento

Média + Desv. Padrao  Mediana  Média + Desv. padrao  Mediana
Al 0,026 + 1,3E-03 0,02°¢ 0,041 +2,1E-03 0,03 2bed
A2 0,040 + 1,6E-03 0,03 2 0,042 +2,5E-03 0,02 2bed
A3 0,052 + 1,1E-02 0,04 0,063 + 1,1E-02 0,03
A4 0,042 +2,3E-03 0,03 ¢ 0,045 +2,5E-03 0,04 *
AS 0,039 + 6,9E-04 0,04 0,035 + 8,3E-04 0,03 2bed
Pl 0,013 + 6,9E-03 0,00 ¢ 0,004 + 7,4E-03 0,00°
P2 0,035 +4,3E-03 0,00 9 0,040 + 6,5E-03 0,01 cd
P3 0,056 + 5,4E-03 0,02 2b<d 0,045 +4,7E-03 0,02 bed
P4 0,079 +2,2E-02 0,03 0,042 + 4,0E-03 0,02 b
P5 0,050 + 6,9E-03 0,03 ab¢ 0,084 +2,8E-02 0,03 ¢

Legenda: Kruskall Wallis- Medianas seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente (p<0,05);
Classificacdo dos tratamentos exposto no item 3.2.
Fonte: Autor (2019).

Através da estatistica descritiva apresentada na tabela 8 ¢ possivel observar que a
propor¢do de células com anormalidades cromossOmicas para P. faeda com periodo de
exposi¢cao de 24 horas ¢ inferior nos tratamentos de 0 e 5 pL/L de glifosato, referentes a P1- 24
e P2- 24, respectivamente, diferenciando significativamente entre as maiores proporcoes
referentes aos tratamentos de 10 pL/L de glifosato e o controle positivo, referente a P4- 24 ¢
P5- 24. Em relacao ao periodo de exposi¢ao de 48 horas, a menor propor¢ao foi observada no
controle negativo, referente a P1- 48, diferenciando de todos os outros tratamentos, sendo que
a maior frequéncia foi observada no controle positivo. Para P. faeda houve uniformidade entre

os tratamentos e a frequéncia de células com anormalidades cromossomicas, conforme ha uma
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relacdo proporcional ao aumento da concentragdo do glifosato e formaldeido com a frequéncia
de anormalidades observadas.

Ja A. cepa apresentou as menores frequéncias de células anormais no periodo de
exposicdo de 24 horas no controle negativo, que diferenciou- se do tratamento com 7,5 pL/L
de glifosato e o controle positivo, que apresentaram as maiores frequéncias, concluindo que
para este periodo de exposicao ha influéncia dos tratamentos na propor¢ao de células com
anormalidades cromossdmicas. Ja para o periodo de 48 horas ndo houve diferengas estatisticas
entre os tratamentos, significando que para este periodo ndo ha diferenca estatistica ocasionada
pelos tratamentos.

Através destes resultados, € possivel observar que para testes de citogenotoxicidade 4.
cepa apresenta uma propor¢ao de células em divisao celular muito semelhante a que ocorre com
P. taeda, havendo influéncia do glifosato e formaldeido sobre ambas espécies. No entanto, A.
cepa parece apresentar o ciclo celular inibido pelo glifosato, enquanto P. taeda ndo. Além disso,
a frequéncia de células em divisdo com algum tipo de anormalidade aumentou conforme a
ampliacdo da concentracdo dos agentes testados, diferente do observado para 4. cepa em
diversos tratamentos. E possivel concluir que a influéncia do glifosato sobre os processos de
divisdo celular das espécies utilizadas como modelo, ocorre mediante inibi¢do do processo de
divisdo celular em 4. cepa, possivelmente pela fase G2 da intérfase, o que explica as
observagdes de células em processo de morte celular comentadas no topico anterior observadas
nessa espécie. Também foi possivel observar que o glifosato interfere na normalidade do
processo mitdtico, conforme exposto em itens anteriores, possivelmente pela interacdo que
ocorre com estruturas formadoras do fuso mitético, que prejudica a finalizacdo do processo de

divisao celular.
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5 CONCLUSAO

Os bioensaios com Pinus taeda L. apresentaram ser excelentes avaliadores para testes
de citogenotoxicidade, apresentando caracteristicas muitas vezes superiores a Allium cepa,
espécie modelo ja reconhecida, principalmente quando relacionado aos tipos de anormalidades
cromossOmicas, podendo ser reconhecido como espécie viavel para modelo para teste de
citogenotoxicidade.

Devido ao porte reduzido das sementes de P. faeda ha uma facilidade com o manuseio,
as laminas s3o de facil confeccdo por apresentarem meristemas maiores que favorecem até a
dissecacgdo da coifa, facilitando o processo de montagem das ldminas. Em relacdo a aspectos
citogenéticos, P. faeda apresenta um maior nimero de cromossomos com comprimentos
maiores quando comparados a A. cepa, favorecendo a localiza¢ao das células na lamina, a
contagem, a visualizacdo e identificagdo das fases da divisao celular, além das anormalidades
cromossomicas. As desvantagens do uso de P. taeda L sdo que suas sementes necessitam de
superagao da dorméncia para inicio dos testes, o que acrescenta uma etapa ao processo de
confec¢do do bioensaio, além disso, o periodo de emissao das radiculas ¢ superior € 0 nimero
de radiculas/ semente ou bulbo é menor em comparacdo a 4. cepa.

As analises demonstraram que as principais anormalidades encontradas em radiculas
expostas ao glifosato foram de origem clastogénica (pontes cromossdomicas, cromossomos
fragmentados e micronucleos) e principalmente aneugénicas (cromossomos desorientados,
cromossomos perdidos, anafase multipolar e stickiness cromossdmicos). Também foi
observado um anel cromossdmico em P. taeda € morte celular em A. cepa.

O indice e atividade mitotica evidenciaram que o glifosato inibe o processo de divisao
celular de 4. cepa, algo que ndo ocorre em P. taeda, mas que, porém, aumenta a frequéncia e
duracdo das fases de divisdo, em especial a profase. As anormalidades cromossdmicas mais
frequentes sdo referentes principalmente a metafase e anafase, em sua maioria de origem
aneugénica, sendo possivel sugerir que os efeitos do glifosato, assim como do formaldeido
sobre as espécies, agem em sua maioria sobre a formacdo do fuso mitotico ou entdo pela

migracdo dos cromossomos pela célula.
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