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Avalia¢ao in situ da genotoxicidade de triazinas
utilizando o bioensaio Trad-SHM de Tradescantia clone 4430

In situ genotoxity evaluation of triazines
using Tradescantia clone 4430 Trad-SHM bioassay

Abstract Tradescantia 4430 clone stamen hair
mutation (Trad-SHM) bioassay was used to eva-
luate the genotoxicity of a herbicide composed of
triazines (atrazine and simazine) after in situ
exposure. Thirty plant pots were exposed during
the herbicide application (test group) and a con-
trol group was maintained in a greenhouse (con-
trol group). Genotoxicity was expressed in terms
of pink mutation events (EMPs) and the data
analysis was performed by Student’s t test com-
paring the control and contaminated group after
eight-days (C8D = 8-day control; T8D = 8-day
test) and peak day (CPD = peak day control; TPD
= peak day test). Exposure to the herbicide caused
a significantly higher number of EMPs in the test
group (T8D = 2.27; TPD = 4.69) than in the
control group (C8D = 0.71; CPD = 0.62). This
demonstrates that the Trad-SHM bioassay is sen-
sitive and efficient and can be used as tool to as-
sess the genotoxic potential of environmental con-
taminants like triazines associated with adverse
effects on human health.
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Resumo O bioensaio da mutagdo do pelo estami-
nal de Tradescantia clone 4430 (Trad-SHM) foi
utilizado para avaliar a genotoxicidade de um her-
bicida composto por triazinas (atrazina e sima-
zina) apds exposigdo in situ. Trinta vasos da planta
foram expostos durante a aplicagao do herbicida
(grupo teste) mantendo-se um grupo controle em
casa de vegetagdo. A genotoxicidade foi expressa
em termos de eventos mutantes pink (EMP) e a
andlise dos dados foi realizada por meio do teste t
de Student em oito dias de avaliagio (C8D = con-
trole 8 dias; T8D = teste 8 dias) e no dia de pico
(CPD = controle dia de pico; TPD = teste dia de
pico). A exposigdo ao herbicida causou um nii-
mero significativamente maior de EMP no grupo
teste (T8D = 2,27; TPD = 4,69) do que no contro-
le (C8D = 0,71; CPD = 0,62), demonstrando a
existéncia de risco genotdxico associado ao uso
das triazinas, sendo o bioensaio Trad-SHM uma
eficiente ferramenta para avaliar o potencial ge-
notéxico destes contaminantes ambientais cau-
sadores de efeitos adversos a satide humana.
Palavras-chave Pesticidas, Genotoxicidade,
Mutagoes Pink, Meio ambiente, Satide humana
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Introdugao

Existem mais de 600 tipos de agrotdxicos empre-
gados na agricultura mundial'? e, destes, os her-
bicidas sdo os mais utilizados**. O uso extensivo
destas substancias submete os trabalhadores
rurais aos efeitos de agentes téxicos, conforme
indicado por diversos estudos que estabeleceram
relacdo entre a exposi¢do aos pesticidas e maio-
res indices de cancer, incidéncia de defeitos con-
génitos, problemas respiratérios entre outros
danos a saide humana”’. Um estudo sobre o
perfil das intoxicacdes por agrotdéxicos revelou
que, no Brasil, a regido Sul é a que apresenta
maior incidéncia de intoxica¢des pelos de uso
agricola, por produtos veterindrios e por agro-
téxicos de modo geral®.

As triazinas constituem uma classe de herbici-
das utilizada em larga escala no controle pré-
emergente de ervas daninhas; sdo toxicas, persis-
tentes no ambiente e potencialmente carcinogéni-
cas para o homem, sendo também importantes
contaminadora dos corpos d’dgua e detectadas
inclusive na dgua de abastecimento publico®'’. A
ampla utilizagdo desses produtos, o desconheci-
mento dos riscos associados a sua utilizacao e o
desrespeito as normas bdsicas de seguranca sio
as principais causas que levam ao agravamento
dos quadros de contamina¢ao humana e ambi-
ental observados no Brasil e no mundo®'"°.

A determinagdo das concentracoes ambien-
tais destes compostos e de seus efeitos em huma-
nos apresentam limitacdes metodoldgicas e éti-
cas'®’, de modo que, o emprego de bioindica-
dores representa um método eficaz para a detec-
¢ao dos impactos e avaliacdo das respostas dos
organismos frente a uma ampla gama de polu-
entes e produtos quimicos, mesmo em baixas
concentracdes>'®', fornecendo informagdes que
permitem inferir os riscos aos quais os seres vi-
vos estdo expostos? 2,

Os bioensaios de mutagénese ambiental com
plantas contribuem nesse sentido em razdo da
facilidade de cultivo, da padroniza¢dao dos méto-
dos e da aplica¢do em diferentes condigdes i situ
e ex situ®. O bioensaio da mutac¢do do pelo esta-
minal de Tradescantia (Trad-SHM - Tradescan-
tia Stamen Hair Mutation) é um teste de muta-
génese que tem fornecido informagdes impor-
tantes sobre os efeitos genéticos de diferentes for-
mas de contaminacdo e cujas respostas demons-
tram ser consistentes, confidveis e precisas mes-
mo nos baixos niveis aos quais a popula¢ao hu-
mana pode estar exposta!®?*2-31,

Considerando que o uso abusivo de agroto-
xicos constitui um grave problema ambiental e
de satde puablica®'"*1*, no presente estudo, o
bioensaio Trad—SHM foi utilizado visando ca-
racterizar a influéncia das triazinas sobre a fre-
quéncia de mutagoes ocorridas em pelos estami-
nais de Tradescantia clone 4430 apés a exposi¢ao
in situ em uma drea rural no estado de Santa
Catarina, Brasil.

Materiais e métodos

Sessenta plantas de Tradescantia clone 4430 fo-
ram cultivadas em vasos de polietileno contendo
substrato comercial e vermiculita, mantidas sob
condigdes naturais de temperatura, com lumi-
nosidade reduzida a 75% (sombrite) e regadas
trés vezes por semana.

A exposicao in situ foi realizada em uma pro-
priedade rural no Meio-Oeste do estado de Santa
Catarina, na qual se utilizam triazinas para con-
trole pré-emergente de ervas daninhas na cultura
do milho. O herbicida utilizado é composto por
atrazina (6-cloro-N2-etil-N4-isopropil-1,3,5-tri-
azina-2,4-diamina) e simazina (6-cloro-N2,N4-
dietil-1,3,5-triazina-2,4-diamina), de classe II, con-
siderado muito perigoso e altamente persistente
no meio ambiente®. A atrazina estd incluida em
um programa internacional para a reavalia¢io de
seu potencial genotdxico sobre os humanos e dos
riscos ecoldgicos associados ao seu uso®*.

Para proceder o bioensaio, trinta vasos do
clone 4430, contendo inflorescéncias jovens fo-
ram expostos a um metro de distincia da plan-
tagao de milho no momento da aplicagao do her-
bicida (na dosagem de 6,5 L/ha de acordo com a
recomendagdo do fabricante) e permaneceram
na drea por um periodo de 8 horas, que corres-
ponde a uma jornada didria de trabalho. Apéds a
exposi¢do, os vasos foram transportados para a
casa de vegetacao onde foram mantidos em re-
cuperagdo por sete dias, tempo necessdrio para
que os botdes florescessem, expondo os pelos
estaminais desenvolvidos®*. O controle, com-
posto por trinta vasos de Tradescantia clone 4430,
sem qualquer contato com agrotéxicos, foi man-
tido em casa de vegetacao.

A partir do sétimo dia apds a exposi¢ao, a
andlise dos dados teve inicio, utilizando-se o pro-
tocolo padrao para a contagem dos eventos
mutantes pink (EMP)**¥. O ntimero de pelos
por estame para cada dia de avaliagdo foi esti-
mado contando-os em um estame ante-sépala e



um ante-pétala de cada flor avaliada®. Diaria-
mente, dez flores de cada grupo foram avaliadas,
contabilizando-se o nimero de EMP de todos os
estames, totalizando oito dias de avaliagao®-%.
O numero de EMP por flor foi convertido em
eventos/1000 pelos e os EMP foram classificados
quanto a localizagdo no pelo estaminal?®.

A frequéncia média de mutagdo de cada tra-
tamento foi comparada através do teste t de Stu-
dent com nivel de significAncia de 0,05% para
todos os dias em conjunto (C8D = controle 8
dias; T8D = teste 8 dias) e para o dia que apre-
sentou maior frequéncia total de eventos muta-
génicos, ou seja, o pico de mutagoes (CPD = con-
trole dia de pico; TPD = teste dia de pico).

Resultados e discussao

Ao final dos oito dias de avaliacdo, os estames do
grupo controle apresentaram em média 401,9
pelos e o grupo teste 366,95 pelos, uma reducio
de 9,52%. Resultado semelhante foi observado
apos a exposi¢dao de Tradescantia clone 4430 a
doses crescentes do inseticida dimetoato, apre-
sentando reducao de 8,4% a 25,2% no numero
de pelos estaminais®.

Foram observados 67 EMP, sendo 17 muta-
¢oes no grupo controle e 50 no grupo teste (Tabe-

la 1). Eventos mutantes pink intersticiais predo-
minaram comparativamente aos demais tipos de
EMP e foram mais abundantes no grupo teste.
Cada filamento (pelo estaminal) da flor de Tra-
descantia é composto por 30 a 35 células aproxi-
madamente, sendo produto das divisoes celula-
res das extremidades, até que o filamento esteja
completamente desenvolvido?****7. O monitora-
mento in situ de poluentes atmosféricos utilizan-
do o bioensaio dos pelos estaminais revelou dife-
rengas na posicao onde os EMP ocorriam, sendo
que, no grupo controle, a maioria ocorreu na re-
gido terminal ou subterminal, enquanto no gru-
po exposto, foram amplamente localizados pro-
ximo a base ou mais dispersos ao longo deles®.

A frequéncia de EMP foi maior no grupo tes-
te do que no controle considerando os oito dias
de avaliag¢do (Tabela 2). O dia de pico correspon-
deu ao 10° dia ap6s o tratamento, em concor-
dancia com andlises similares que relatam que o
pico de mutagdes aparece entre 10 - 13 dias ap6s
tratamento® e entre 7 - 11 dias ap6s o tratamen-
to*. No dia de pico, houve um significativo au-
mento nos EMP do grupo teste submetido ao
tratamento com atrazina e simazina, comparati-
vamente ao controle (Tabela 2).

Os efeitos de pesticidas nas mutagdes soma-
ticas de pelos estaminais de Tradescantia foram
verificados sob forma liquida, em emissdes ga-

Tabela 1. Classificagiao dos eventos mutantes pink (EMP) nas células estaminais das plantas de Tradescantia

clone 4430, controle e teste.

Multiplos setores separados por:

EMP EMP EMP em 1 célula 2 ou mais EMP basal
terminal intersticial todo pelo azul células azuis
Controle 6 7 1 3 0 0
Teste 9 34 1 5 2
Total 15 41 2 4 5 2

Tabela 2. Resultados do bioensaio Trad-SHM entre o controle e o teste em 8 dias de avaliacdo (C8D =
controle 8 dias; T8D = teste 8 dias) e para o quarto dia de avalia¢do (dia de pico) (CPD = controle dia de
pico; TPD = teste dia de pico). Os resultados sdao expressos em termos de eventos mutantes pink (EMPs) /

1000 pelos * desvio padrao.

Grupo amostral  EMPs/1000 pelos = DP Valor de “t” (p < 0,05)  Significancia (Teste t de Student)

C8D 0.71 + 0,37
T8D 2.27 £ 1,36
CPD 0,62 + 1,24
TPD 4,69 + 4,59

2,94 +

2,69 +
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sosas® e em amostras de solo agricola contami-
nado por agrotéxicos, incluindo atrazina e ex-
trazina®. Outros estudos que evidenciam a sen-
sibilidade do bioensaio Trad-SHM em detectar
os efeitos genotdxicos de polui¢ao envolvem ana-
lise de residuos de minera¢ao*’, polui¢do aérea
urbana’ e poluicio aérea industrial®.

No Brasil, os estudos conduzidos até o mo-
mento utilizando o bioensaio Trad-SHM avalia-
ram os riscos mutagénicos associados as dreas afe-
tadas por polui¢do aérea®-!, radiagdo natural*,
uso de fungicidas*> e queima de incensos?>. Em
nosso estudo, realizado in situ, a exposi¢ao as tria-
zinas induziu um aumento da frequéncia de muta-
¢oes no clone 4430 de Tradescantia comprovando
aeficiéncia deste sistema vegetal na detecgdo de agen-
tes mutagénicos e corroborando estudos anterio-
res desenvolvidos em laboratdério™#, que gera-
ram resultados positivos, mas de dificil correlagao
com o verificado para o ambiente natural.

Efeitos genoté6xicos da atrazina foram ante-
riormente descritos em bioensaios com plantas®,
peixes**® e mamiferos (células ovarianas de ha-
msters)*! confirmando que os resultados ob-
tidos por meio do bioensaio Trad-SHM sdo in-
dicadores de mutagénese aplicéveis a outros gru-
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pos de organismos podendo servir de alerta so-
bre possiveis riscos a satide humana e ao meio
ambiente'®*. Cabe salientar que a exposi¢do das
plantas se deu por apenas oito horas, correspon-
dendo a uma jornada didria de trabalho, perio-
do suficiente para evidenciar os efeitos mutagé-
nicos passiveis de afetar a biota e os seres huma-
nos do entorno.

Nossos resultados assumem ainda maior
importincia considerando que o Brasil é um dos
maiores consumidores mundiais de agrotdxi-
cos®. Estas substancias tém conhecidas implica-
¢des no contexto da satde publica®'»'*1, afe-
tando diretamente os trabalhadores agricolas e
também a popula¢do em geral por meio do con-
sumo da dgua e dos alimentos contaminados'>*.

O bioensaio Trad-SHM com o clone 4430
demonstrou ser um sensivel e eficiente indicador
da presenca de mutagénicos quimicos in situ,
mesmo em um curto periodo de exposicao'”*.
Este fato, aliado a praticidade metodolégica, tor-
na-o indicado na avaliacdo dos impactos por
contaminantes ambientais permitindo inferir que
aumentos da frequéncia de mutagdes somdticas
na Tradescantia sdo indicadores do risco de mu-
tagdes em outros organismos.
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