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1. INTRODUCAO

A poluigdo dos recursos hidricos é um problema grave e crescente. Apesar da existéncia
de uma legislacdo pertinente, a poluicdo do meio aquatico continua a ocorrer a partir de fontes
de origem domestica, agricola e industrial. Nos ultimos anos, o nivel de compostos xenobioticos
no meio aquético vem aumentando de forma alarmante. Tal fato vem contribuindo para a
reducdo da qualidade ambiental, bem como para o comprometimento da satde dos seres Vivos
que habitam esses ecossistemas (SCALON; SILVA 2009).

Alteracdes na quantidade, distribuicdo e qualidade dos recursos hidricos ameacam a
sobrevivéncia humana e demais espécies do planeta. Pode-se citar o crescimento demografico
e a expanséo das atividades econdmicas, seja no meio urbano ou rural, como causas do aumento
no consumo e na deterioracdo desses recursos (BORGES; GALBIATTI; FERRAUDO, 2003).

Segundo o IBGE (2002) em relacdo ao esgoto sanitario 47,8% dos Municipios ndo
possuem a rede publica de coleta de esgoto, cerca de 32% deles coletam, apenas 20,2 % dos
Municipios coletam e tratam o esgoto que recolhem das residéncias. Isso indica que cerca de
80,0% de todo o esgoto produzido no pais é descartado In Natura nos mananciais, tornando a
agua importante fonte dispersora de fatores.

Segundo Maier e Santos (2007) as contaminagcGes dos cursos hidricos acontecem por
meio de agente quimicos utilizados na agricultura, pela criacdo de bovinos e pelo despejo de
residuos industriais e domésticos sem tratamento. O arroio Encantado tem sua nascente em
Cerro Largo - RS, iniciando em uma area agricola/pecuéria, recebendo produtos poluentes
direta e indiretamente dessas atividades. Continua seu leito percorrendo a cidade onde recebe
residuos domeésticos nao tratados, pois a cidade ndo tem rede de coleta e tratamento de esgoto
(KASPER; DAROIT, 2016).

Plantas superiores constituem um importante material para testes genéticos de
monitoramento de poluentes ambientais. A espécie Allium cepa tem sido considerada um
organismo teste eficiente para indicar a presenca de citotoxicidade e clastogenicidade.
(FISKESJO, 1985). Para Leme e Marin-Morales (2009) a utilizagdo para avaliar danos no
DNA, como aberracGes cromossdmicas e disturbios no ciclo mitético, tem sido utilizado para
avaliar um grande nimero de agentes quimicos, o que contribui para sua crescente aplicagcdo no
monitoramento ambiental.

O sistema teste vegetal de Allium cepa apresenta-se como um bioindicador ideal da

genotoxicidade, devido ao seu baixo custo, confiabilidade e concordancia com outros testes de
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genotoxicidade, auxiliando os estudos de prevencdo de danos a saude humana (BAGATINI,
SILVA; TEDESCO, 2007).

O método da alteracdo cromossémica em raizes de Allium cepa é validado pelo
Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS, WHO) e o Programa Ambiental das
Nacdes Unidas (UNEP) como um eficiente teste para analise e monitoramento in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999; SILVA et al,
2004).

Plantas superiores sdo frequentemente usadas em estudos de monitoramento, é de facil
manuseio e possui vantagens em relacdo a outros testes de curto prazo que exigem preparacoes
anteriores das amostras testadas. Com o teste Allium cepa, permite a avaliacdo de diferentes
pontos. Entre os parametros, as aberragdes cromossomicas tém sido as mais utilizadas para
detectar a genotoxicidade ao longo dos anos. Além disso, o0 sistema de teste de Allium cepa
fornece informacdes importantes para avaliar os mecanismos de acdo de um agente sobre seus
efeitos no material genético (efeitos clastogénicos e / ou aneugénicos).

Diante de todas as vantagens que o sistema de teste Allium cepa oferece, ele tem sido
amplamente utilizado para avaliar os impactos causados por xenobioticos, caracterizando uma
importante ferramenta para estudos de monitoramento ambiental, onde resultados satisfatorios
foram relatados (LEME; MARIN-MORALES 2009).

Elaboramos esse trabalho com intuito de verificar se a presenca de agentes xenobiéticos

no arroio altera os padrdes de mitose na raiz de Allium cepa.

2. METODOLOGIA

Para a realizacdo das analises nesta pesquisa foram realizadas coletas de agua do Arroio
Encantado, que pode ser classificado como agua de Classe 11, sendo possivel utiliza-la para com
consumo humano mediante tratamento, segundo a resolucdo do CONAMA 357/2005 e que se
encontra no municipio de Cerro Largo - RS no noroeste do estado. Os pontos foram escolhidos
baseando-se nos locais que mais apresentaram intervencao antropica, como mostrado na figura
1. O primeiro ponto estd localizado em uma area de pastagem rodeado de agricultura a
28°08°50” Sul e 54°42°43”° Oeste estando a 178 m acima do nivel do mar. O segundo ponto,
uma area urbana no inicio da cidade de Cerro Largo/RS a 28°08°50°” Sul e 54°43°47°’ oeste,
em uma altitude de 171 m acima do nivel do mar e o terceiro ponto no fim do arroio proximo
ao rio [jui a 28°09°25°” Sul 54°43°59” Oeste a 160m acima do nivel do mar.
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Figura 1: Pontos de Coleta das Amostragens.
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Fonte: Adaptado de Google Maps (2019).

Logo ap6s a coleta e a identificacdo, as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Genética na Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) para afericdo dos
parametros como salinidade, sélidos dissolvidos totais, condutibilidade, pH, e oxigénio
dissolvidos, da agua coletada conforme a tabela 1 e posteriormente acondicionadas sob
refrigeracdo. Foram adquiridos bulbos de cebola em estabelecimento local da variedade Baia
para os testes em triplicata. Os bulbos foram colocados em &gua destilada por 24 horas para
induzir o crescimento radicular, apos esse periodo foram colocados no tratamento utilizando as
aguas coletadas do arroio por 72 h. sendo trés bulbos por ponto de coleta mais o controle com

agua destilada conforme a figura 1.

Figura 2: Bulbos em tratamento com agua do ponto 1, 2 e 3.

Fonte Autor, 2019;
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Ap0s esse periodo cortou-se as raizes dos bulbos sendo acondicionados em microtubos
para processo de fixagdo usando o fixador Carnoy. Depois de 24 horas foi feito a lavagem das
raizes em agua destilada por trés vezes sendo em seguida submetidas a Hidrdlise em HCI 1 N
durante 15 minutos em temperatura ambiente, seguida por outra lavagem em agua destilada.
Para a coloragdo usamos Schiff, por uma hora em local escuro (MALINI, 2010). Decorrido o
tempo as raizes foram lavadas em &gua sulfurosa para confeccao das ldminas. Escolheu-se uma
raiz, com auxilio da uma tesoura e uma pinga, cortando-se a parte meristematica, fazendo suave
esmagamento das células. Depois desse processo usou-se orceina para melhor visualizacao e
contra coloragdo dos nucleos, como mostra a figura 2, fechou-se com laminula e posteriormente

foi vedada com verniz acrilico para anéalise em Microscdpio Optico.

Figura 3: Preparo de laminas para analise do indice mitotico

Fonte: Autor 2019;

Para a contagem das células foram selecionadas trés laminas por ponto, contabilizando
3000 células de cada ponto, identificando as fases da mitose e as anormalidades nucleares
presentes. Para isso foi usado um microscopio optico em aumento de 1000x. Apds a coleta dos
dados foi calculado o indice mitético, (IM= n°® de células em mitose/n° total de células e

mitose*100) para comparacdes entre 0s pontos e o controle.

3. RESULTADOS

Os dados da tabela 1 mostram os valores aferidos quanto aos parametros fisico-quimicos

das amostras segundo a resolucao 357/2005 do CONAMA. Percebe-se que quanto aos valores
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ideais preconizados, o oxigénio dissolvido dos trés locais apresenta valor abaixo do esperado.

Os demais parametros estdo dentro dos limites aceitaveis.

Tabela 1: Parametros das amostras coletados para analise (O2D) oxigénio Dissolvido, (C)
Condutividade, (STD) Solidos Totais Dissolvidos e (S) salinidade;

AMOSTRAS pH 02D mg/lt  CmS/cm2 STD ppm® S ppm*
P1 7,01 4,69 214 141 107
P2 7,64 5,20 185,9 127,5 101
P2 7,10 5,33 230 121 153
CONTROLE 6,8 6,0 330 205 150

1 miligrama por litro - 2 milisiemens por centimetro - 2 - * partes por milh&o.
Fonte: Autor, 2019;

Foram contadas 3000 células de cada ponto (P1, P2, P3), totalizando 9000 células por
coleta, verificando a presenca das diferentes fases da mitose e possiveis alteracdes encontradas
nas células. As Anormalidades Nucleares (AN) encontradas foram: stickiness, pontes

anafasicas e microndcleos.

Tabela 2: Numero de mitoses obtido no tratamento da coleta 1, apresentando as fases: Profase,

Metéafase, Anéfase, Tel6fase e a Anormalidades Nucleares de cada ponto.

Pontos pt M2 A3 T A N?
P1 34 23 21 36 15
P2 74 30 19 36 18
P3 85 28 11 41 15
Controle 104 47 27 63 4

LProfase — 2 Metafase — 3 Anafase — # Telofase - > Anormalidades Nucleares.
Fonte: Autor, 2019;

Tabela 3: NUmero de mitoses obtido no tratamento da coleta 2, apresentando as fases: Préfase,

Metéfase, Anafase, Tel6fase e a Anormalidades Nucleares de cada ponto.

Pontos p1 M2 A3 T4 A N>
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P1 65 28 11 39 15
P2 59 25 6 44 7
P3 78 25 12 42 10
Controle 104 47 27 63 4

1Profase — 2 Metafase — 3 Anafase — 4 Telofase - 5 Anormalidades Nucleares.
Fonte: Autor, 2019;

Tabela 4: Numero de mitoses obtido no tratamento da coleta 3, apresentando as fases: Profase,

Metéafase, Anafase, Tel6fase e a Anormalidades Nucleares de cada ponto.

Pontos pt M2 A3 T A N?
P1 105 59 17 55 17
P2 106 50 22 53 11
P3 79 50 16 56 11
Controle 104 47 27 63 4

1 Profase — 2 Metafase — 3 Anafase — 4 Telofase - 5 Anormalidades Nucleares.
Fonte: Autor, 2019;

Tabela 5;: Nimero de mitoses em 3000 células nos trés dos Pontos do Arroio Encantado e os

valores de IM calculado.

coleta 1* coleta 2 * coleta 3*

N° M*  IM* NeM* IM* NOM* IM*
P1 129 4,30 158 526 253 8,43
P2 177 5,90 141 4,70 242 8,06
P3 180 6,00 167 556 212 7,06
CTL 245 8,16 245 8,16 245 8,16

*coleta 1- periodo chuvoso *coleta 2- periodo seco *coleta 3- periodo chuvoso. * N°- nimero *M - mitose *IM -
indice mitédtico
Fonte: Autor, 2019;

O grafico 1 mostra os valores calculados de indice mitotico (IM) para 0s pontos mais o

controle.
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Gréafico 1: Namero do indice mitotico dos diferentes pontos de coleta e dos controles.

NUmero do indice Mit6tico dos Pontos de Coleta

CONTROLE COLETA1 COLETA 2 COLETA3
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O P N W b~ 01 O N 0 ©

Fonte: Autor, 2019;

As anormalidades nucleares verificadas nos trés pontos de coleta em relagéo ao controle
se apresentam nimero elevado como mostra o grafico 2.

Gréafico 2: Anormalidades nucleares encontradas nos pontos (P1, P2 e P3) das trés coletas e do

controle.
Anormalidades Nucleares
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0
P1 P2 P3 CONTROLE

mcoletal mcoleta2 mcoleta3

Fonte: Autor, 2019;

Tabela 6: Valores calculado de p pelo t test com nivel de significancia de 0,05.
P1 (ponto 1) P2 (ponto2) P3 (ponto 3) C (controle).

Varidveis Valor de p
CXP1 0,0034*
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C X P2 0,0023*
CXP3 0,6171
P1X P2 0,7196
P1X P3 0,0059*
P2XP3 0,0039*

*valores significativos

Figura 4: Fotos das células em mitose normal encontradas em I&aminas do controle de Allium

cepa;

Foto AC—), Anafase, ‘ Metéafase, foto B, Profase, |:> Anafase-

Fonte: Autor, 2019

Figura 5: Fotos das células com anormalidade nucleares encontradas nas laminas de Allium

cepa em tratamento com as aguas do arroio Encantado;
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(e

Fotos: C stickiness, D perda dos fusos, E c-mitose, F micronicleo e G ponto anafésica.
Fonte: Autor, 2019;

4. DISCUSSAO

As amostras de agua coletadas nos trés pontos analisados foram avaliadas segundo a
determinacdo de valores estabelecidos pela resolugdo 357 do CONAMA/2005. Os dados
indicam que quanto ao oxigénio dissolvido os trés locais apresentam valores abaixo do
preconizado pelo CONAMA. Esses valores condizem com a realidade do arroio que recebe
efluente urbano sem tratamento, 0 que aumenta o nivel de eutrofizacdo e, portanto, altera os
padrdes de oxigénio. Os demais parametros estdo dentro da normalidade especificada na
resolucdo, mas isso ndo implica que essas aguas estejam adequadas para 0S organismos que

nela vivem.

O tempo de exposicao e a concentracdo de xenobidticos sdo determinantes para que uma
alteracdo significativa se expresse em um determinado nucleo sendo assim, espera-se que
mesmo que a exposi¢do seja hum curto espago tempo, mas em concentracdes elevadas as
alteracdes podem se manifestar (CARNIATO et al., 2007).
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Observando os resultados nas diferentes coletas, pode-se notar alteracdo do 1.M nas
amostras de todos 0s pontos nas coletas 1 e 2 em relagdo ao Controle. A coleta 3, j& difere nos
valores de I.M provavelmente devido ao volume de chuvas, que contribuiu para a diminui¢ao
da concentracdo de poluentes nos pontos de coleta. E sabido que o que pode influenciar de
forma significativa a frequéncia de danos mitoticos é a sazonalidade, que ocasiona variagdo no
nivel de polui¢do em determinado local (RUIZ et al., 1992; HAYASHI et al., 1998).

Além do 1.M foi avaliado o aparecimento de mitoses com anormalidades e erros. No
grafico 2 podemos verificar que a ocorréncia de alteracdes nucleares € maior que no grupo
controle. 1sso pode indicar que a &gua desse arroio apresenta xenobidticos que interagem e

alteram os processos celulares de eucariotos.

As alteragbes cromossOmicas sdo causadas por agentes genotoxicos, causando
deformidades nos cromossomos (FISKESJO, 1985), levando a alteragdes no DNA (OLIVEIRA
etal., 2011), e se os eventos de reparo forem malsucedidos, os erros sao irreversiveis, levando
a apoptose (MAIJER et al.,, 2005). Segundo Leme e Marin-Morales, 2009, as alteracOes
cromossémicas do meristema radicular das raizes de cebola de Allium cepa sdo excelentes
indicadores para verificacdo de agentes genotdxicos presentes nos leitos, comprovados pela

presenca de alteragdes como stickiness, microndcleo e pontes anafésicas.

O objetivo deste trabalho ndo foi identificar quais agentes quimicos estavam presentes
no leito do arroio, todavia, sabemos que a atividade agricola e pecuéria, sobretudo 0 mau uso
dos defensivos agricolas pode contaminar os corpos de agua causando alteracdes no ciclo
celular das raizes das cebolas (FERREIRA,2011; ARAUJO; TARREGA, 2008).

Nosso trabalho apresentou dados semelhantes ao de Kasper et al., 2018, que avaliaram
0 Arroio Clarimundo nesse mesmo municipio. Os resultados mostraram que a qualidade desse
arroio esta comprometida pelo excesso de contaminantes depositados no leito, sem nenhuma
intervencdo dos 6érgdos publicos quanto a esse problema. Dessa forma, em relacdo ao arroio
Encantado, objetivo desse estudo, percebe-se que a qualidade da agua ndo foge dos achados no
arroio Clarimundo.

Tendo em vista, que os leitos de dguas sdo um local de interacdo de diversas espécies,
que as atividades agropecuarias, nos usos de suas atribuices, culminam na deterioragdo,
assoreamentos e contaminagdo dos corpos hidricos e que o arroio Encantado esté rodeado de
areas agricultaveis, podemos inferir que a qualidade hidrica desse arroio é potencialmente capaz

de induzir danos clastogénicos em organismos eucariéticos. (ORTEGA; CARVALHO, 2011).
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5. CONCLUSAO

Os parametros fisico-quimicos das amostras se mostraram dentro do estabelecido pelo
CONAMA com excecao dos valores de oxigénio dissolvido devido a excesso de matéria
organica no leito do arroio.

Nas amostras de duas coletas realizadas ha diferenca nos 1.M em relac¢do ao controle
indicando que, nesse periodo da coleta, a &gua apresenta potencial genotoxico e clastogénico.

Os dados também mostram que os danos no material genético, AN, foram significativos,
0 que sugere que substancias xenobioéticas, ali presentes, tém potencial para interferir nos

processos mitéticos em eucariotos.
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