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RESUMO:

Quando compostos quimicos quaisquer interagem com as células de organismos
bioindicadores, ocorrem fatores como a instabilidade cromossOmica durante a divisdo
celular. O presente trabalho teve como objetivo utilizar o teste Allium na avaliagdo da
qualidade de dgua em quatro pontos do corrego Olaria em Monte Carmelo em Minas
Gerais. Foram realizados testes de analise de crescimento de raizes e indice mitético (IM)
em células meristemdticas radiculares tratadas com dguas dos quatro pontos, incluindo o
controle negativo, caracterizado como Ponto 1. Os resultados da andlise do IM foram
significativos em todos os pontos testados (2, 3 e 4), quando comparados ao controle
negativo. De maneira similar a varidvel crescimento das raizes demonstrou que nos pontos
do grupo de teste, foi significante o retardamento do crescimento em relacdo ao grupo
controle, principalmente no ponto 4, que apresentou indice mitético de 0,6954+0,3359. O
Teste do Microntcleo (MN) em concordancia com os parametros fisico-quimicos da dgua
demonstrou que os pontos 3 e 4 diferiram significativamente (p<0,05) do Ponto 1, segundo
teste de Mann-Whitney. Por meio dos bioensaios realizados foram detectados efeitos
genotoxicos significativos nos parametros microscépicos analisados, assim como efeitos
citotoxicos, atestando a inviabilidade do consumo da dgua do coérrego sem os devidos
tratamentos.
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ABSTRACT:

When any chemical compounds interact with cells of bioindicators organisms occur factors
such as chromosomal instability during cell division. This study aimed to use the Allium
test in the assessment of water quality in four points of Olaria stream in Monte Carmelo in
Minas Gerais. Tests of root growth and mitotic index (MI) in meristematic root cells
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treated with waters from the four points, including the reference site (negative control),
characterized as site 1. The results of analysis of MI were significant at all points tested (2,
3 and 4) compared to reference site. Similarly, the variable root growth showed that in
sections of the test group was significant slowing of growth compared to the control group,
especially in site 4, which showed mitotic index of 0.6954 + 0.3359. The Test Micronuclei
(MN) in accordance with the physico-chemical parameters of the water showed that points
3 and 4 differed significantly (p <0.05) for site 1, according to Mann-Whitney test. The
bioassays detected significant genotoxic effects in microscopic parameters analyzed, as
well as cytotoxic effects, confirming the viability of the consumption of stream water
without proper treatment.

KEY-WORDS: Micronucleus; Cytotoxicity; Biomonitoring.

1. INTRODUCAO

Os novos hdbitos e meios de producdo para atender o crescimento industrial,
alteraram progressivamente a esséncia dos recursos naturais. Nesse sentido, a acdo
antropica € responsavel pelas modificagdes ocasionadas no ambiente de maneira ndo
natural (COSTA, 2004; SILVA; SOUZA, 2013). Assim, o progresso, aliado ao
desenvolvimento tecnolégico e ao aumento populacional, mudou drasticamente as
condi¢cdes do meio ambiente, ja que os fatores de desenvolvimento do homem levaram a
uma ocupacao desordenada dos espacgos, reduzindo drasticamente a qualidade do ambiente
(GENDA, 1982; SEMARH, 2010).

O estudo de agentes poluidores é crescente, tendo em vista seus efeitos sobre a
saide humana e sobre a conservacdo dos ecossistemas. A bioindicacdo € utilizada quando
se quer determinar os niveis de qualidade de qualquer recurso ambiental. Neste processo
podem ser obtidas informagdes dos efeitos dos agentes sobre algum sistema bioldgico,
além da possibilidade de inferir sobre a qualidade e quantidade do agente atuante. Ao
contrario da bioindicacdo, o monitoramento através de parametros quimicos tem como
base avaliar o tipo e a intensidade do agente estressor, podendo se deduzir, os efeitos
bioldgicos causados (PIMENTA et al., 2016).

Sao encontradas diversas substancias quimicas estranhas ao meio ambiente com
possibilidades de afetar o material genético dos seres vivos, acarretando em danos ou
alteracoes na fita de DNA ou ainda na sintese ndo programada de DNA e trocas entre

crométides-irmas; ou mesmo inducdo de mutacdo em nivel cromossdmico ou génico
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(BOER; HOEIUMAKERS, 2000; DEARFIELD et al., 2002). Caso tais alteragdes ndo
sejam reparadas, podem resultar na formag¢do de microntcleos, que sdo pequenas massas
esféricas constituidas de cromatina ndo incorporadas ao nuicleo devido a instabilidade
cromossOmica durante a divisdo celular. A fim de identificar os poluentes que
possivelmente podem ocasionar tais danos, tem sido utilizado o biomonitoramento, que
consiste basicamente na exposicdo de organismos vivos a poluentes ou mesmo para
controle in situ de dreas passiveis de poluentes (CANTO; PICH; GEREMIAS, 2013;
ROWLEY, 1984; TSUTSUI et al., 1983; YUNIS, 1983;).

O biomonitoramento pode ser utilizado basicamente em trés situa¢des: quando ha
suspeita de que organismos no ecossistema estudado estejam sendo afetados; quando a
saude humana estd sendo ameagada devido a ingestdo de espécies afetadas; e por dltimo,
quando se deseja saber as condi¢des ambientais de um determinado ambiente (SILVA;
HEUSER; ANDRADE, 2003).

Para ocorrer maior eficiéncia no biomonitoramento, surgiram metodologias de
avaliacdo de genotoxicidade de algumas substancias quimicas. Os testes indicados para o
estudo do monitoramento ambiental sdo de facil execucdo e com capacidade de gerar
resultados em menor tempo (BRUSICK, 1987; SOUSA et al., 2014).

Observou-se que para avaliar os poluentes ambientais, as plantas superiores
apresentam caracteristicas que as tornam excelentes modelos genéticos (SHARMA;
PANNEER-SELVAN, 1990; LEME; MARIN-MORALES, 2009). Dessa forma, dentre os
vegetais superiores, o sistema Allium cepa € frequentemente utilizado por apresentar
cromossomos grandes € com numero reduzido (FISKESJO, 1985), além de apresentar
maior sensibilidade para detectar os produtos quimicos presentes no ambiente (AIUB;

FELZENSZWALB, 2011; LEME; MARIN-MORALES, 2009; VANZETTO, 2014).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Local de estudo

As amostras de dgua foram coletadas no cérrego Olaria do municipio Monte
Carmelo - MG (coordenadas geograficas: 20°07'12”S e 44°08'19°'W), em quatro trechos,
sendo o primeiro (Ponto 1) em sua nascente, designada como ponto referéncia (Controle

negativo); o segundo ponto (Ponto 2), possui localizacdo susceptivel a descarga de
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residuos domésticos; o terceiro ponto (Ponto 3), estd localizado em drea passivel de
efluentes industriais, além de domésticos e o quarto ponto (Ponto 4), se localiza na
interseccao de dois coérregos, portanto, este ponto foi caracterizado por despejos em maior

carga que nos anteriores.

2.2. Parametros Fisico-quimicos

As caracteristicas Fisico-quimicas das amostras de 4gua recolhidas do Cérrego
Olaria foram analisadas segundo os procedimentos de Boyd and Tucken (1992), com
andlise de taxa de oxigénio dissolvido, demanda bioquimica de oxigénio, temperatura, pH,

Amonia ndo-ionizada, nitrito, dureza e alcalinidade.

2.3. Ensaio citogenético

Os experimentos foram conduzidos como descrito por Fiskesjo (1989) no protocolo
Invittox n° 8 com algumas modificagdes. Foram colocados 5 bulbos de cebola (Allium
cepa) com 6 cm em média de didametro procedentes do comércio local para cada um dos
pontos de coleta. Os bulbos foram colocados em recipientes contendo as solugdes de
controles positivo e negativo e amostra da dgua do cérrego, de modo a poderem enraizar
durante um periodo de 72 h.

ApOs essa fase, os dpices radiculares dos trés bulbos com maior desenvolvimento
das raizes foram cortados e fixados em etanol/4acido acético glacial numa propor¢ao de 3:1
(v/v) por 5 min para cada ponto e conservados em tubos eppendorfs contendo 1 mL de
alcool 70%, mantidos sob refrigeracao.

Para o preparo das laminas, as raizes foram lavadas em dgua destilada e
hidrolizadas em HCI 1M a 60 °C por 8 min. Em seguida, transferiu-se as raizes para
frascos escuros (dmbar), contendo o reativo de Schiff (fuccina basica/metabissulfito de
sddio - 3:1 p/p), por aproximadamente 2 horas. Com auxilio de uma pin¢a e de uma ladmina
de bisturi, a coifa (porcdo apical da raiz) de aproximadamente 1 mm a 2 mm de
comprimento foi retirada, desprezando o restante da raiz. Adicionaram-se duas gotas de
carmim acético 2% durante 10 minutos.

Logo, em seguida, os dpices de raizes foram transferidos para uma lamina. A

laminula foi entdo colocada sobre a 1amina para realizacdo do squash (esmagamento) com
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o dedo polegar, com razodvel pressdo. A andlise das laminas foi realizada em microscépio

de luz com aumento em objetiva de 40x ou 100x quando necessario.

2.4. Controles

Para o controle positivo foram usados 15 g/l de MMS (Metil-metanossulfonato),
substancia essa capaz de promover alteragdes celulares como aberragdes cromossdmicas e
formacdo de microndcleos. Para o controle negativo reitera-se a utilizacdo do ponto 1

como referéncia, visto que ¢ um ponto em que ndo hé presenca de agentes xenobidticos.

2.5 Indice Mitético

O indice mitético (IM), caracterizado por o nimero total de células em divisdo do
ciclo celular, tem sido utilizado como um parametro para avaliar a citotoxicidade dos
agentes diversos. Os niveis de citotoxicidade de um agente pode ser determinado pelo
aumento ou diminui¢do da IM.

Para a andlise do indice de fases (préfases, metédfases, andfases e teléfases) foram

contadas em média 2.000 células (7 laminas/repeti¢des para cada ponto) por raiz.

2.6 Crescimento de raiz
Ao final das 72h, as raizes dos bulbos de cebola foram observadas e medidas, com
auxilio de uma régua milimetrada, para a andlise de morfologia e do comprimento

radicular.

2.7 Microntucleo (MN) em Allium cepa

O teste para investigacdo de microndcleo foi realizado conforme descrito por
Fiskejo (1985), sendo que, as laminas foram lavadas em 4gua deionizada com o pH 7,0 e
secadas em temperatura ambiente. Em cada ldmina foram contados micronicleos

encontrados em 1000 células.

2.8. Analise estatistica
A média e o erro padrdo (EP) foram obtidos pela contagem de 5 raizes provenientes
de cada bulbo e cada grupo experimental foi composto por 3 bulbos. O indice de

microntcleos (MN) foi avaliado pela andlise de aproximadamente 2.000 células/raiz. A
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andlise foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, considerando p<0,05 como indice de

significancia.

3. RESULTADOS

De acordo com a Tabela 1, os danos citogenéticos detectados neste estudo sdo
indicativos da presenca diferencial de MN nas amostras. Foram encontradas taxas
relativamente baixas no ponto referéncia (controle negativo) e valores crescentes nos
pontos seguintes do corrego, de maneira que o ponto 2 foi o Gnico que ndo apresentou
diferengas quanto ao controle negativo.

O Teste do Micronicleo em concordancia com os parametros fisico-quimicos da
dgua demonstrou que os Pontos 3 e 4 diferiram significativamente (p<0,05) do ponto
referéncia segundo teste estatistico de Mann Whitney, mas somente o Ponto 4 apresentou-
se com taxas de relevancia quanto ao controle positivo, mesmo que o Ponto 3 seja
apontado com indices (0,022+1,372) bem aquém do esperado para dgua de boa qualidade,
como aquelas dos locais: Ponto 1 (0,004+0,632) e o subsequente a ele, Ponto 2 (0,007 +
0,798).

Tabela 1: Frequéncia de Microntcleos nas raizes de Allium cepa analisadas.

Pontos de Coleta N* de Células Totais Mn Totais X(%) £ SD
amostras MN
Ponto Referéncia 15 30000 6 0,004 +0,632°
Controle Positivo 15 30000 69 0,046 + 1,454°
Ponto 2 15 30000 11 0,007 + 0,798"
Ponto 3 15 30000 33 0,022 +1,372°
Ponto 4 15 30000 43 0,028 + 1,246b

¢ Caracteres diferentes na mesma coluna indicam diferenca significativa (p < 0.05) de acordo como teste de Mann-W hitney

De acordo a Tabela 2 percebe-se uma variacao significativa entre os pontos em
relacdo ao IM. Nos Pontos 3 (28,734£3,76) e 4 (25,4446,15) houve um retardamento do
crescimento, visto que comparados ao controle positivo (19,34+4,17). O indice mitético

tem relagdo direta com o crescimento de raizes, sendo assim, podemos perceber de acordo
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com a Figura 1, de forma que os pontos 3 e 4 ndo apresentaram diferenca significativa

quando comparados ao ponto Controle Positivo.

Tabela 2: Frequéncia do Indice Mitético (fase de profase, metdfase, andfase e tel6fase) em

Allium cepa em trechos do Cérrego Olaria.

Pontos Amostrados Células Totais IM (indice + desvio padrio)
Ponto referéncia 14000 57,68+ 456"
Controle Positivo 14000 19,Z’>4i4,17b
Ponto 2 14000 32,37+ 5,65
Ponto 3 14000 28,73+3,76"
Ponto 4 14000 254426,15"

*Diferenca significativa quando comparado ao ponto Referéncia (Controle negativo), de acordo com o teste de Kruscal

Wallis, a= 0.05.
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Figura 1: Taxas médias de crescimento de raizes de Allium cepa. *Indica diferenca
significativa segundo o teste de Kruscal Wallis (p<0,05) quando comparado ao Controle
Positivo (CP).

Através dos dados apresentados pode-se concluir que os efluentes presentes no
corrego Olaria, influenciaram na germinac¢do e causaram uma variagdo considerdvel no
indice mitdtico, associado com uma leitura preliminar das condi¢cdes quimicas analisadas,
as quais revelaram nos Pontos 3 e 4 baixo indice de qualidade de 4gua, relacionados com
padrdes aquém dos estabelecidos pelo Conama, como: OD, DBO, taxa de sulfato, s6lidos

totais, aluminio e chumbo.

4. DISCUSSAO

Quanto as alteragdes nas células, foi observado que a dgua do cérrego, revelou um
alto potencial genotéxico quando comparado ao controle negativo, visto que a alta
frequéncia de microndcleos indica a presenca de contaminantes que promoveram
genotoxicidade em células de Allium cepa.

E evidenciado que a presenca de pardmetros quimicos irregulares, segundo os
padrdes do Conama, e a especial presenca de chumbo nos pontos 3 e 4, refletem a maior
frequéncia de microndcleos nesses pontos. Segundo Leme e Morales (2009), varios

trabalhos mostraram que parametros irregulares quanto ao chumbo e outros metais pesados
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provocam anormalidades nucleares e inibicdo do indice mitético, os quais podem ser
indicados em ensaios com Allium cepa. Em concordancia Godet et al. (1996) confirmam
em seus estudos que alguns metais, como aluminio, chumbo e cromo podem ser
genotdxicos.

Em desacordo ao que foi observado, Koca et al. (2008), ndo encontrou alteracdes
micronucleares em individuos na presenca de alguns metais como chumbo. Diante de
resultados adversos, pode-se estabelecer que o incremento de micronucleos estd associado
a interferéncia de misturas complexas e suas interacdes com o meio. Independente das
inducdes celulares pode-se inferir que a 4gua do cérrego Olaria possui substancias nocivas
aos organismos que vivem nesse ambiente.

De acordo com Hoshina (2002), o IM significativamente menor do que o controle
negativo pode indicar alteracdes, decorrentes da ag¢do quimica no crescimento e
desenvolvimento dos organismos. Por outro lado, o IM maior do que o controlo negativo
sao os resultados de um aumento da divisdo celular, o que pode ser prejudicial para as
células, levando a uma proliferacdo celular desordenado e até mesmo para a formagdo de
tecidos tumorais.

No entanto, tanto a reducdo e o aumento da IM sdo indicadores importantes no
monitoramento da poluicdo ambiental, especialmente para a avaliacdo de contaminantes
téxicos que apresentam e potencial citotoxico. Smaka-Kincl et al. (1996) demonstraram
que a diminuicdo do IM de células meristemdticas de Allium cepa pode ser considerado
como um método vidvel para determinar a presenca de agentes citotéxicos no ambiente e,
portanto, pode ser considerado como um teste sensivel para a estimativa dos niveis de
poluigdo.

Portanto, vérios estudos t€ém utilizado a avaliacdo IM para detectar citotoxicidade e
a maior parte deles t8m mostrado resultados satisfatrios para as andlises propostas. E
perceptivel visualizar pela tabela que o IM teve uma variacdo relevante, pode ser
observado que o Ponto 1 (controle negativo) por ser uma drea ndo poluida obteve o IM
maior em relagdo aos outros pontos. O Ponto 4 onde se encontra uma area mais poluida foi
encontrado o menor IM comparado ao Ponto 1. Isso significa que os agentes poluidores
interferem relevantemente no Indice Mitético. Quanto maior a poluicdo do cérrego, maior

sua taxa de MN e menor seu IM.

Getec, v.6, n.14, p.44-55 /2017 52



BIOMONITORAMENTO NO CORREGO OLARIA

Segundo Rodrigues et al. (1992), os compostos alelopaticos sdo inibidores de
germinagdo e crescimento, pois interferem na divisdo celular, permeabilidade de
membranas e na ativacdo de enzimas, porém os efeitos observados neste trabalho parecem
indicar que nao sé a inibicdo, mas também a aceleracdo mitética pode interferir no
processo de divisdo celular, pois o aumento no indice de divisdo parece corroborar os

dados de germinabilidade das sementes de cebola.

4. CONCLUSAO

Por meio dos bioensaios realizados foram detectados efeitos genotdxicos
significativos nos parametros microscopicos analisados das amostras dos pontos 3 € 4 no
corrego Olaria, assim como efeitos citotoxicos, atestando a inviabilidade do consumo da

agua do corrego sem os devidos tratamentos.
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