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RESUMO

Tendo em vista a crescente preocupagdo com a conservagdo dos recursos naturais, em
especial a agua, este trabalho teve o objetivo de analisar potenciais efeitos citotdxicos, genotoxicos
e mutagénicos em agua de nascentes superficiais no municipio de Realeza, Parana. Para tanto,
foram coletadas amostras de dgua de nascente recuperada, nascente degradada e nascente protegida
no periodo de agosto de 2017. As amostras foram submetidas ao bioensaio com Allium cepa, para
averiguacdo do indice mitdtico, presenca de microntcleo, aberragdes cromossémicas e alteracdes da
mitose. Os bulbos e sementes de Allium cepa foram postos para germinar, na proporc¢éo de trés para
cada amostra dos pontos de coleta e trés em agua destilada para parametro de controle.
Posteriormente, as raizes foram submetidas ao protocolo de Feulgen com modificagGes, para a
confec¢ao das laminas. Foram observadas alteracdes nos valores de ‘indice mitético, alteragdes
cromossdmicas e alteraces macroscopicas nas radiculas da germinacdo das sementes de Allium
cepa. Em todos os pontos de coleta foi possivel evidenciar efeitos toxicos, citotoxicos, genotoxicos
e mutagénicos nas células meristematicas das radiculas e raizes de Allium cepa.

Palavras chaves: agua; ecogenotoxicidade; mutagénese ambiental; bioindicadores ambientais.

Quiality of surface sources: Ecotoxicological analysis of the waters of three springs in the
Community of Capanema Line, Realeza-PR, through the Test System Allium cepa.

ABSTRACT

Considering the growing concern with the conservation of natural resources, especially
water, this work had the objective of analyzing potential cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects
in water from superficial springs in the municipality of Realeza, Parana. In order to do so, samples
of water of recovered spring, degraded nascent and protected nascent were collected in the period of
August, 2017. The samples were submitted to the bioassay with Allium cepa, to verify the mitotic
index, micronucleus presence, chromosomal aberrations and mitosis alterations . The bulbs and
seeds of Allium cepa were germinated, in the proportion of three for each sample of collection
points and three in distilled water for control parameter. Subsequently, the roots were submitted to
the Feulgen protocol with modifications, for the preparation of the slides. Changes were observed in
the values of mitotic index, chromosomal alterations and macroscopic changes in the radicles of



germination of Allium cepa seeds. At all points of collection it was possible to show toxic,
cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects in the meristematic cells of Allium cepa roots and roots.

Key words: water; echogenotoxicity; environmental mutagenesis; environmental bioindicators.

1. INTRODUCAO

Os recursos hidricos constituem um componente essencial e indispensavel a todos os
ecossistemas, quer sejam eles terrestres ou aquaticos. Sendo considerado como umas das condicbes
indispensaveis para a vida, a agua foi inserida na Declaragdo dos Direitos Humanos, no art. 30,
como um dos direitos fundamentais do ser humano. Portanto, a vida na terra depende
essencialmente da existéncia de agua com qualidade, quantidade suficiente e prontamente
disponivel para uso direto e indireto (Moraes, Jorddo, 2002).

Nesse contexto segundo a Resolugdo CONAMA(BRASIL, 2002) “a nascente ¢ definida
como afloramento natural de &gua subterrdnea (mesmo de forma intermitente)”. No meio rural os
principais recursos de abastecimento de &gua sdo fontes e pocos rasos, sendo que estes estdo
sujeitos a possiveis contaminagdes se ndo estiverem adequadamente preservados (Amaral et al.,
2003). Com a interferéncia do ser humano, os desmatamentos das encostas e das matas ciliares vém
contribuindo para a diminui¢do da quantidade e qualidade da agua das nascentes (Amaral et al.,
2003).

Para garantir a qualidade da agua foram aprovadas leis federais que abordam a gestdo de
recursos hidricos. Entre as legislacdes cabe ressaltar o principal instrumento juridico brasileiro que
normatiza a protecdo dos recursos ambientais, a Lei Federal 12.651/2012, denominada de Cddigo
Florestal (BRASIL, 2012). Nesta Lei consta que é proibido qualquer uso ou manejo com fins
econdmicos em Area de Preservacdo Permanente (APP) e se preconiza que a floresta ou outra
forma de vegetacao natural é considerada APP quando situada no entorno das nascentes, ao longo
dos cursos d’agua ¢ nas bordas de tabuleiros.

Em relacdo as nascentes degradadas, a legislacdo vigente visa a recuperacdo de
nascentes no Estado no Parana, a Resolugdo 041/2010 (SEMA) Resolve: Artigo 1°, a implantacao
de acBes com a finalidade de recuperar e preservar as condicdes ambientais das Areas de
Preservacdo Permanente — APP, no entorno de nascentes no Estado do Parand, garantindo assim a
melhoria de qualidade de vida e o aumento da disponibilidade de agua, incentivando os
proprietarios rurais a recuperarem as nascentes existentes em suas propriedades.”

Neste contexto é relevante salientar que nas comunidades das zonas rurais a agua €
coletada de pocos rasos para o consumo humano (Amaral et al., 2003). No entanto, a atividade
agricola interfere na qualidade da agua, a localizacdo geogréafica das nascentes geralmente em areas
de desnivel de terreno e acabam recebendo a contaminacdo das atividades agricolas através da
erosdo, além de dejetos de animais e humanos que vivem proximo a nascente (Calheiros et al.,
2004).

Assim, & analise ecotoxicoldgica tem por finalidade avaliar se, e em que nivel, as
substancias quimicas isoladas ou em forma de misturas, sdo prejudiciais aos sistemas vivos e de que
forma sdo expressos o0s seus efeitos (Cunha, 2011). Para a caracterizacdo adequada e controle desses
processos de contamina¢do dos mananciais, a estratégia mais eficiente é o uso integrado de andlises
fisicas, quimicas e ecotoxicoldgicas para avaliagdo e previsdo do risco ambiental, subsidiando
projetos de protecdo e recuperacdo ambiental (Zagatto; Bertoletti, 2006).
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Segundo Arraes e Longhin (2012), o sistema de teste com Allium cepa identifica
contaminagdo por substancias quimicas em ecossistemas aquaticos. Deste modo, a indicacdo de
toxicidade pode ser observada pela inibicdo do crescimento das raizes e pelos efeitos adversos
causados aos Cromossomos.

Segundo Fiskesjo (1985) apud Arraes e Longhim (2012), através do teste de Allium
cepa pode-se evidenciar no ecossistema aquatico poluicdo ambiental e contaminagdo por
substancias quimicas, onde essa contaminacdo por toxicidade é identificada através da inibicdo dos
crescimentos das raizes causada pelos efeitos adversos dos cromossomos. Dessa forma, uma
avaliacdo dos riscos dos poluentes para 0 ambiente precisa ser baseada no uso simultaneo de testes
que evidenciam citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade. Segundo Smaka-kincl et al.,
(1996) um meio confiavel para a determinacdo rapida da presenca de substancias toéxicas no meio
ambiente, para 0 monitoramento dos niveis de poluicdo em ambientes naturais e para avaliacdo dos
niveis de poluicdo da &gua, é quantificar a reducdo da divisdo celular em meristema de raiz de
Allium cepa (Smaka-Kincl et al.; 1996).

O sistema de meristema radicular de Allium cepa tem se mostrado eficiente e aceito
devido a sua eficiéncia na deteccdo de danos genéticos quanto a avaliacdo de aberracdes
cromossdmicas induzidas por poluentes ambientais (Matsumoto et al., 2006; Fatima; Ahmad, 2006;
Migid et al., 2007); podendo indicar a presenca de substancias toxicas, citotoxicas e até
mutagénicas no ambiente, e que colocam em risco a sobrevivéncia dos organismos.

Portanto o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial ecogenotoxicoldgico da agua
de trés nascentes de uma propriedade rural do municipio de Realeza, Parana, por meio do sistema-
teste de Allium cepa.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Local de amostragem

O estudo realizado no componente curricular Projeto Integrador no periodo entre os
anos 2013, 2014, 2015 e 2016 gerou interesse em analisar a qualidade das nascentes deste trabalho.
O Projeto Integrador é uma atividade interdisciplinar, que possibilita o desenvolvimento de
competéncias, didlogo com a comunidade e estabelecimento de metas para trabalhos académicos.

O presente trabalho foi realizado na comunidade de Linha Capanema, zona rural do
municipio de Realeza-PR, localizada no Sudoeste do Parana, no periodo de agosto de 2017. A
coleta das amostras de agua foi realizada em pontos na propriedade (Tabela 1). Os pontos de coleta
nas nascentes estdo demonstrados na Figura 1. Em cada ponto foi feito a coleta em um recipiente
plastico devidamente higienizado de 1.500 ml, mantidas sobre refrigeracdo e posteriormente
levados ao Laboratorio de Biologia da Universidade Federal da Fronteira Sul, Campus de Realeza-
PR, onde as anélises foram realizadas.



Tabela 1. Descrigéo e localizacdo dos pontos de coleta dentro da Propriedade Rural na Comunidade
de Linha Capanema no Municipio de Realeza, Parana.

Pontos de Coleta Localizacdo  Descricéo

Ponto 1 (P1) 25°45'30.97"S  nascente em processo de recuperagdo: com o
53°34'11.16"O  plantio de mudas de arvores nativas, isolamento
com circunferéncia de raio de 50 mts, ha
aproximadamente 24 meses. O processo de
recuperacdo € decorrente de um projeto junto a
Universidade Federal da Fronteira Sul - UFFS,

denominado PI - Projeto Integrador.

Ponto 2 (P2) 25°45225.61"S  nascente totalmente degradada, na é&rea de
53°34'13.01"O  pastagens da propriedade, onde é recoberta por
capins género Brachiaria, onde sdo utilizados
como fonte forrageira na alimentacdo do rebanho
bovino.

Ponto 3 (P3) 25°4524.08"S  nascente preservada, onde possui vegetacdo
53°34'5.70"0 nativa diversificada, que desempenha sua fungéo
ambiental de preservar 0s recursos hidricos
locais, possibilitando estabilidade geoldgica, a
biodiversidade, fluxo génico de fauna e flora,
também protecdo do solo contra as erosdes.

Fonte: Google Mapas (2017).

Figura 1. Pontos de coletas nas nascentes da comunidade de Linha Capanema, zona rural do
municipio de Realeza-PR.

- - [ 4
i ascentes { nascentelpi3 Lfe"da
i p 1- recuperacéo ' nascente
| p 2-degradada 4
P

£

3 - preservada

Jnascente p2

3 ‘jp i nascentej ¢

”».
nr

<

90m
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2.2 Métodos

Os testes foram realizados no Laboratorio de Genética da Universidade Federal da
Fronteira Sul — campus Realeza-PR. Foi utilizada como indicador bioldgico a espécie Allium cepa
adquirida no comércio local.

Os bulbos de Allium cepa foram expostos as amostras de agua coletadas em frascos de
garrafa pet previamente higienizado, estabeleceu-se coleta em triplicata e o controle em &gua
destilada, por 72 h, em seguida, foram retiradas as raizes com a coifa, com um tamanho de
aproximadamente 2 cm de comprimento. Assim que as raizes alcangaram o comprimento de 15 a 20
mm, apds ocorrer a proliferacdo celular e atingindo uma cinética de equilibrio dindmico, os bulbos
foram expostos as amostras das aguas coletadas P1, P2 e P3 juntamente com o controle C.

Apobs foi medido a maior e a menor raiz de cada bulbo, para a obtencdo do tamanho
médio em cada série foi feita a observacgdo de alteracbes morfoldgicas das raizes e assim observadas
coletou-se aleatoriamente 03 raizes por bulbo. As raizes anteriormente coletadas foram
acondicionadas em microtubos contendo fixador Carnoy por 24 horas. Posteriormente foram
lavadas em &gua destilada e armazenadas em alcool 70 % sob-refrigeracdo por 24 horas até a
confecgdo das laminas. As laminas foram confeccionadas seguindo o protocolo de Feulgen e
observadas em Microscopia Optica para a contagem das células em divisdo mitética e avaliagio de
danos cromossdmicos. Foram contadas mil celulas por ponto de coleta e controle (P1, P2, P3, C),
totalizando quatro mil células em todo o experimento.

Na avaliacdo macroscopica do crescimento radicular e morfologia foram utilizadas
sementes de Allium cepa, adquiridas também no comercio local. Inicialmente separou-se 27
unidades de semente para cada ponto e controle (P1, P2, P3 e C). Foram acondicionadas em placas
de petri com papel filtro previamente esterilizados. Para cada ponto de coleta e controle, umedeceu-
se com a respectiva amostra de agua, onde foram colocadas para germinar em ambiente claro e com
temperatura ambiente. Diariamente era analisada e mantida a umidade e também a observacdo da
germinacdo. Determinou-se um periodo para analise de 144 h e posterior de 192 h. Em cada
momento ja estabelecido era mensurado o crescimento e a sua morfologia e suas alteracGes
macroscopicamente visiveis.

2.3 Analise dos possiveis efeitos ecotoxicoldgicos.

A avaliacdo dos efeitos citotoxicos foi realizada pelas analises do indice mitotico, de
acordo com a férmula a seguir:

I.M =n° de células em divisdo x 100 / n° total de células observadas

Para a analise do efeito genotoxico, foram considerados os diferentes tipos de
alteracdes cromossémicas AC (perdas, quebras, aderéncias e pontes cromossdmicas), nas diferentes
fases da divisdo das células meristematicas de Allium cepa. Para a avaliacdo do potencial
genotoxico, foram observadas células portadoras de alteracbes cromossdmicas, segundo a formula:

AC = n° de células alteradas x 100 / n° total de células observadas.

Para a analise do potencial mutagénico foi registrada a ocorréncia de células portadoras



de micronucleos e quebras cromossdémicas. O indice foi calculado segundo a formula:
IAC = n° de células alteradas x 100 / n° total de células observadas

Os dados obtidos por meio do sistema Allium cepa quanto ao nimero de alteragdes
cromossGmicas, proveniente do teste de microndcleo, IM e IAC provenientes do teste de Allium
cepa, foram analisados quanto ao potencial ecotoxicoldgico.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente pode-se notar que o IM dos Ponto 1, 2 e 3 (Tabela 1), ficaram abaixo do
obtido no controle. De tal modo a fase em maior nimero de células identificadas foi para interfase,
e para as outras fases: profase, metéfase, anafase e tel6fase ficaram com nimeros equilibrados para
cada estagio. No entanto ao identificar o efeito citotoxico nos tratamentos o aumento de IM para o
controle demonstrou que esta havendo uma divisdo celular maior em relagdo aos outros tratamentos.
Pois se os outros tratamentos estivessem demonstrando uma maior diviséo celular, poderia estar
ocorrendo um descontrole celular (Leme; Marin-Morales, 2009).

Tabela 1. Efeitos citotdxicos e genotdxicos identificados nas células de Allium cepa exposta as amostras das
nascentes recuperada P1, degradada P2 e preservada P3 da comunidade de Linha Capanema, zona rural
do municipio de Realeza-PR.

Amostras n° cel. analis. IM AC IAC Total
Controle 1.000 995 (99,5%) 04 (0,4 %) 1 (0,1%) 100%
Ponto 1 (recuperada) 1.000 929 (929 %) 27 (2,7%) 42 (4,2%) 100%
Ponto 2 (degradada) 1.000 882 (882%) 76 (7,6%) 44 (4,4 %) 100%
Ponto 3 (preservada) 1.000 940 (94,0%) 21(21%) 39 (3.9%) 100%

Legenda: IM (indice mitético), AC (células portadoras de perdas, quebras, aderéncias e pontes cromossdmicas), IAC (
células portadoras de microndcleos e quebras cromossémicas).

Os dados obtidos para a avaliagdo do potencial genotoxico, ou seja, observacdo de
células portadoras de alteragdes cromossdmicas (AC), indicaram que o Ponto 2, area degradada
indicou o maior potencial de genotoxicidade com (7,6%), seguida por Ponto 1, area recuperada,
(2,7%), e Ponto 3, area preservada apresentou (2,1%) e controle (0,4%), como o demonstrado na
Tabela 3.

Para analise do potencial mutagénico foi analisada a ocorréncia de células portadoras de
micronucleos e quebras cromossdmicas (IAC) e foi identificado que o Ponto 2 apresentou o valor
superior de potencial mutagénico com (4,4%), seguido por Ponto 1 com (4,2%) e o Ponto 3
apresentou (3,9%), o controle apresentou (0,1%), conforme dados indicados na Tabela 1.

As alteracdes cromossdmicas (Figura 2a) conceituadas como mudancas na estrutura
normal de um cromossomo ou no namero total de cromossomos, podem ocorrer em qualquer fase
do ciclo celular, sendo mais frequentes nas fases de metéafase e anafase (Monarca, et al, 2000).
Alteracdes cromossdmicas estruturais podem ser induzidas por diversos fatores, como quebras no
DNA, inibicdo da sintese de DNA e replicacdo alterada do DNA (Swierenga et al., 1991; Albertini
et al., 2000; Feretti et al., 2008).

J& as aberragdes cromossdmicas numéricas, sao consequéncias de segregacdes anormais
de cromossomos, podendo ocorrer tanto espontaneamente como pela acdo de um agente aneugénico



(Albertini et al., 2000). Algumas Alteragdes Cromossdmicas (AC) mesmo causando danos
genéticos permanentes em células sométicas ou germinativas, mantém as células viaveis enquanto
que para a maioria das células a AC é letal (Swierenga et al., 1991).

O acumulo de dados obtidos com Allium cepa, pela ampla aplicacdo deste teste nos
ultimos anos, permitiram estabelecer uma correlagdo entre a mensuracdo de AC observadas com a
potencialidade de desenvolvimento de céancer (Oliveira; Voltolini; Barbério, 2011), também a
identificacdo de organismos com elevadas frequéncias de AC apresentam também um risco
significativo de desenvolvimento de cancer (Obe et al., 2002).

Na andlise das laminas foram identificadas (Figura 2a) células com a presenca de danos
de anormalidades cromossdmicas quando comparadas com células normais em seu ciclo de mitose.

Figura 2 a. Anomalias cromossdmicas encontradas em células das raizes de Allium cepa tratadas com
amostras de agua de uma nascente recuperada P1, degradada P2 e preservada P3.
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Figura 3 a. Anomalias cromossémicas encontradas em células das raizes de Allium cepa tratadas com
amostras de 4gua de uma nascente recuperada P1l, degradada P2 e preservadas P3.
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Agenotoxicidade pode ser identificada por alteragdes cromossémicas, resultando em
anomalias nos cromossomos como: stickiness, micronucleos, pontes cromossdmicas, deformacdes
do ndcleo (FISKESJO, 1985). O primeiro mecanismo de acdo dos agentes genotdxicos é promover
lesbes no DNA (OLIVEIRA et al., 2011), e ainda, segundo (MAJER, 2005) essas alteragdes podem
provocar uma tentativa de reparo que nem sempre é bem- sucedida, fazendo com que as alteracdes
se tornem irreversiveis, podendo trazer a morte celular.

Os danos como Micronucleo (MN), pontes anafasicas, encontrados neste estudo, sdo
indicativos da presenca de substancias clastogénicas nas amostras testadas. Outros achados neste
estudo foram da forma stickiness (Figura 3a), que é determinada por falhas no processo de
disjuncdo indicando a presenca de substancias aneugénicas, que interferem na formacédo do fuso
acromatico.

Os eventos de c-mitoses (Figura 3a) se originam quando ha inativacdo do fuso de modo
que, os cromossomos ficam dispersos na célula. Muitas substancias quimicas como as que estao
presentes em pesticidas, podem promover esses eventos.

As analises da germinacdo das sementes Allium cepa, identificaram alteracdes quanto
ao indice de germinacdo (Figura 4) nas amostras de agua dos pontos Ponto 1 e Ponto 2, germinagédo
semelhante, tanto para as 144 h e 192 horas. Ja para o Ponto 3, ocorreram um crescimento menor
em relacdo aos anteriores. O controle diferiu-se dos outros pontos, tendo maior indice de
germinacdo em ambos os periodos.

Os resultados da germinacdo (Grafico 1) demonstram que no periodo de 144 h a menor
germinacdo em centimetros foi no Ponto 2 e Ponto 3 com média 1,24 cm, j& a maior germinacdo em
cm no mesmo periodo de 144 h foi no Ponto 1 com 1,60 cm. Para o periodo de 192 h a menor
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germinacdo foi no Ponto 3, com média de 1,63 cm, e a maior germina¢do em cm para 0 mesmo
periodo de 192 h foi para o Ponto 2, com média de 2,27 cm, nesta observacdo macroscopica pode
destacar um feito tardio para todas as

Os resultados da germinacédo (Grafico 1) demonstram que no periodo de 144 h a menor
germinacdo em centimetros (cm) foi no Ponto 2 e Ponto 3 com média 1,24 cm, j& a maior
germinagdo em cm no mesmo periodo de 144 h foi no Ponto 1 com 1,60 cm. Para o periodo de 192
h a menor germinacdo foi no Ponto 3, com média de 1,63 cm, e a maior germinagdo em cm para o
mesmo periodo de 192 h foi para o Ponto 2, com média de 2,27 cm, de tal modo resultando em um
efeito tardio de germinacgdo. O controle teve germinagdo no periodo de 144 h a média 1,33 cm e no
periodo de 192 ha a média de 2,40 cm.

Gréfico 1. Parametros macroscépicos em cm da germinacgdo de sementes Allium cepa, nos diversos pontos e
no controle.

Controle
Ponto 1
B germinagdo cm média 144 hs
Ponto 2 B germinagdo cm média 192 hs
Ponto 3
2,5 3

De tal modo os dados ja obtidos evidenciaram que ndo houve a diminuicdo do crescimento
das radiculas. No entanto as caracteristicas morfologicas evidenciaram nas radiculas tor¢des,
indicando o efeito de toxicidade no ambiente analisado.

Quanto aos dados relacionados aos parametros macroscopicos da germinacdo de das
sementes Allium cepa, ndo ocorreu necrose o que facilitou a obtengdo macroscopica das torcoes
(Figura 4). As alteracbes morfoldgicas foram quantificadas pela presenca de raizes torcidas em
todos os pontos e no controle, assim apresentando potencial toxico das amostras analisadas o que
confirmou a hipétese de toxidade, pois a ndo toxidade é determinada quando a analise morfoldgica
das raizes € caracterizada pelo crescimento normal e regular, nem ma formacéo, significando que o
ambiente em que esta exposto ndo possui potencial téxico (Cuchiara; Borges; Bobrowski, 2012;
Oliveira; Voltolini; Barbério, 2011).
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Figura 4. DemonstracOes das alteragdes macroscopicas de torgdes nas radiculas.

Controle Ponto 1 (recuperada) Ponto 2 (degradada) Ponto 3 (protegida)

4. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos através das analises da dgua das nascentes recuperada,
degradada e a protegida, podemos concluir que, a dgua da nascente recuperada P1 apresenta
resultados mais satisfatorios relacionados a efeitos genotoxicos em relacdo a nascente degradada
P2, Como foi demonstrado nos resultados, a nascente degradada P2 possui eventos que sugerem
fortes indicios da presenca de substancias tdxicas aneugénicas e clastdgenica que interferem nos
processos de divisdo celular e no material genético dos organismos presentes nesse ecossistema.

Contudo, mais estudos sdo necessarios para acompanhar a qualidade da agua dessas
nascentes, principalmente a nascente em recuperacdo P2, pois 0 processo de recuperacdo de uma
area degradada demanda tempo. Acdes de conscientizacdo quanto a importancia da preservacao e
por fim, recuperacdo de areas sdo necessarias para buscar um futuro melhor, sabendo que somos
seres capazes de atuar conscientemente e ativamente para a busca de um Planeta Terra melhor, onde
cabe a cada um, tornar-se a engrenagem propulsora da mudanca, resultando em beneficios matuos
para 0 meio em que estamos inseridos, bem como o Planeta que habitamos.
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