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Resumo. A contaminacdo hidrica € muito mais comum do que se imagina, pois nos dias atuais é praticamente
impossivel que haja um ecossistema que ndo tenha sofrido de forma direta ou indireta dos seres humanos. Estudos
com o objetivo de genotoxidade e mutagéneses, utilizam bioindicadores como base de realiza¢éo de testes, os mais
utilizados sdo da familia Allium ssp.. Quando mencionamos o dano citogenético, a intensidade depende principalmente
do grau de exposicdo, da quantidade, da natureza quimica e das possiveis combina¢gfes entre 0s contaminantes,
também influenciado pelas caracteristicas e condi¢des do ambiente em que o0s organismos considerados bioindicadores
sdo submetidos. O presente trabalho possui o objetivo de analisar os efeitos citotoxicos, genotoxico e mutagénicos
induzidos por material contaminante que causam alteracBes cromossOmicas por meio da analise de indice mitético
utilizando como bioindicador Allium sativum (alho). O experimento foi realizado no Laboratério de Citogenética e Cultura
de Tecidos Vegetais na Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT) do Campus de Alta Floresta — MT, o solo
foi coletado e armazenado separadamente utilizando 200 gramas de cada amostra com trés tratamentos: superficie, 20
cm e 40 cm de profundidade, confeccionando um chd, com 200 ml de agua destilada e em seguida a medicdo do pH.
Utilizando método direto onde o bioindicador € submetido diretamente a solu¢éo cha, aguardando a emissédo de raizes,
e 0 método indireto, onde o bioindicador € submetido primeiramente, a estimula¢éo de formacéo de raizes por 72 horas
e em seguida é submetido a solugédo contaminante. As leituras das placas para observar o interior da célula, utilizando
técnicas de esmagamento, foi realizado em 24, 48 e 72 horas de experimento montado (método indireto) e 24 horas
(método direto, medindo também as raizes). Com os resultados, podemos afirmar que, o material utilizado como
contaminante (amostra do solo) possuem potencial citotoxico e genotoxico no material bioindicador, apresentando
potencial elevado na inducéo do ciclo celular, provocando variadas aberra¢cdes cromossémicas.

Palavras- chave: Citogenética, cromossomos mitdticos, mutagénese

Abstract. Water contamination is much more common than imagined, because it is practically impossible today to have
an ecosystem that has not suffered directly or indirectly from humans. Studies with the aim of genotoxicity and
mutagenesis use bioindicators as a basis for testing, the most used are from the Allium ssp family. When we mention
cytogenetic damage, the intensity depends mainly on the degree of exposure, quantity, chemical nature and of the
possible combinations between the contaminants, also influenced by the characteristics and conditions of the
environment in which the organisms considered bioindicators are submitted.The work had the objective of analyzing the
cytotoxic, genotoxic and mutagenic effects induced by contaminating material that cause chromosomal alterations
through the analysis of mitotic index using as bioindicator Allium sativum (garlic). The experiment was carried out at the
Laboratory of Cytogenetics and Culture of Vegetable Tissues at the University of the State of Mato Grosso (UNEMAT) at
the Alta Floresta Campus - MT. The soil was collected and stored separately using 200 grams of each sample with three
treatments: surface, 20 cm and 40 cm deep, making a tea with 200 ml of distilled water and then measuring the pH.
Using a direct method where the bioindicator is submitted directly to the tea solution, awaiting the emission of roots, and
the indirect method, where the bioindicator is submitted first, the stimulation of root formation for 72 hours and then is
submitted to contaminating solution. The plates were read in 24, 48 and 72 hours of experiment (indirect method) and 24
hours (direct method, also measuring the roots) to observe the interior of the cell using crushing techniques. With the
results, we can affirm that the material used as pollutant (soil sample) has a cytotoxic and genotoxic potential in the
bioindicator material, presenting high potential in the cell cycle induction, provoking various chromosomal aberrations.
Keywords: Cytogenetics, mitotic chromosomes, mutagenesis
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Introducéo

Atualmente é praticamente impossivel que
haja um ambiente que ndo tenha sofrido de forma
direta ou indireta alteracdes por parte dos seres
humanos. Grande parte dos problemas de salde
incluindo tipos de cancer, sao atribuidos a presenca
de muitos contaminantes presentes no meio
ambiente e na agua (BARBERIO et al., 2009).

Todos os dias solugbes contaminantes séo
despejadas no ambiente de forma irracional.
Segundo Egito at al. (2007) residuos industriais e
agricolas sao langados indiscriminadamente nos
cursos d’agua, acrescentando varios contaminantes
as aguas superficiais e sedimentos.

Em relacdo a avaliacdo, monitoramento e
deteccdo de contaminantes no ambiente varios
bioindicadores tem sido utilizado rotineiramente em
vérios laboratérios como forma de deteccdo de
alteracdes no comportamento celular, sendo esse a
alface (Lactuta sativa L.), cebola (Alliun cepa L.),
tomate (Solanum lycopersicum L.), e alho (Allium
sativum L).

De acordo com Younes (2000),
bioindicadores sé@o definidos como componentes
biolégicos, células, processos bioquimicos,
estruturas e funcdes bioldgicas, alteradas quando
em contato com compostos xenobiéticos.

Os ensaios realizados com bioindicadores
vegetais, por usa vez sao considerados mais
sensiveis e simples, mostram que a utilizacao
desses bioindicadores s@o considerados eficientes
para o estudo da genotixicidade de poluentes da
agua e do solo (GRANT, 1999; MA, 1999). E
guando expostos a contaminantes ha atividade
denominada mutagénica de compostos quimicos e
utilizam vegetais como: Allium cepa, Vicia faba,
Arabidopsis thaliana e Hordeum vulgare (FISKEJO
& LEVAN, 1994).

Além disso, quanto maior a concentragdo
substancias contaminantes e maior periodo de
tempo de exposicdo, aumentam as chances dos
impactos negativos, e quando um estresse dura
tempo suficiente para levar a morte uma populacao
de organismos, afetando as taxas de crescimento e
de reproducdo e impedindo o recrutamento de
novas espécies, ela é entdo capaz de alterar a
estrutura da comunidade (AGROFIT, 2009).

Quando ha acao de moléculas
contaminantes, podem ser compostas por
moléculas com poder oxidante que podem formar
radicais livres nos sistemas biol6gicos (LUZ et al.,
2003), que por usa vez, sao moléculas altamente
instaveis, que podem reagir com as estruturas
celulares modificando a estrutura de lipidios e
proteinas de membrana, alterando a permeabilidade
da célula (ANDRADE Jr., 2005), com essas
alteracdes de grande importancia para o estudo da
genotoxidade, que podem chegar ao ndcleo celular
e atingir a dupla fita de DNA e podendo causar
danos no desenvolvimento do DNA, os quais podem
desencadear graves problemas a salde humana e

contaminante

alteracdes irreversiveis ao meio ambiente
(FERREIRA, 1997).

Quando mencionamos o dano citogenético, a
intensidade depende principalmente do grau de
exposicdo, da quantidade, da natureza quimica e
das possiveis combinacdes entre os contaminantes,
também influenciado pelas caracteristicas e
condicbes do ambiente em que 0S organismos
considerados bioindicadores sdo submetidos.

Como mencionado anteriormente, Carvalho
(2009) menciona que a caracterizacdo citogenética
tem proporcionado resultados importantes aos
melhoristas sobre a diversidade genética de
acessos presentes em bancos de germoplasma de
diversas culturas, pois essas andlises permitem a
realizacdo de mapeamento fisico cromossdémico e
identificar polimorfismos cromossémicos numeéricos
e estruturais dentro e entre os caridtipos (GUERRA,
2000).

Para estudo cromossémico no melhoramento
de plantas, a citogenética € uma ferramenta na
caracterizagdo da diversidade dos recursos
genéticos, utilizando como corante Giemsa € um
dos mais empregados, junto com a orceina acética,
quando o objetivo é o estudo dos cromossomos
metafasicos, que sdo corados por igual sem
nenhuma preferéncia por determinado tipo de
cromatina, composicdo de DNA ou de proteinas
(GUERRA; SOUZA, 2002), mas também permite
observar o tipo de ndcleo interfasico e o padrao de
condensagédo na profase.

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito citotéxico e genotdxico induzidos
pela solucdo contaminante de solo, por meio do
sistema teste (A. sativum) como bioindicador,
verificando o0s danos causados em células
meristematicas radiculares.

Métodos

O experimento foi realizado no Laboratério de
Citogenética e Cultura de Tecidos Vegetais na
Universidade do Estado de Mato Grosso (UNEMAT)
do Campus de Alta Floresta - MT, localizado no
Bairro Jardim Flamboyant. As amostras de solo
foram coletas em trés diferentes niveis de
profundidades: superficie, 20 cm e 40 cm no
municipio de Alta Floresta — MT, com as
coordenadas de Sul: "09°51'16.1316"
"Oeste:56°3'39.7872".

O solo foi coletado em trés profundidades
diferentes: superficie, 20 cm e 40 cm de
profundidade, essa profundidade foi determinada
tratamento, em seguida foram armazenados e
devidamente identificados e etiquetados. Para o
experimento foram pesados 200 gramas de cada
tratamento, em balanca de precisdao, logo em
seguida adicionou-se 200 ml de agua destilada,
realizou-se a peneiracdo para retirada de solo de
maior granulosidade, com o objetivo de se obter
uma solugdo aquosa (Figura 01). O indice
hidrogeniénico (pH) foi aferido para todas as
amostras.
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Foram realizados trés tratamentos, com oito
repeticbes, com controle negativo e positivo. O
bioindicador (alho), em cada tratamento e repeticéo,
foram colocados em contato com a solu¢do aquosa
do solo em copos plasticos descartaveis de 50 ml
por 24, 48 e 72 horas, sendo coletadas as radiculas
com aproximadamente 5-10 mm de comprimento de
cada horario referenciado e fixadas em etanol-acido
acético (3:1) Posteriormente, foram conservadas no
refrigerador até o uso.

O experimento utilizou dois métodos, o direto
e o indireto. Para o método indireto, o bioindicador
foi colocado para o processo de enraizamento em
copos plastico descartaveis de 50ml, por trés dias,
apos esse periodo o material vegetal foi exposto a
solucédo aquosa preparada. J4 para o método direto
0 bioindicador o0 processo de enraizamento
diretamente na solugdo aquosa preparada com o
solo. No momento da coleta das raizes utilizando
este meéetodo (72h) as mesmas foram cortadas e
medidas utilizando um paquimetro digital para a
comparacdo de crescimento das raizes entre os
tratamentos.

A andlise citogenética foi realizada segundo a
técnica de esmagamento (GUERRA & SOUZA,
2002), hidrolisadas em HCI 1N por 15 minutos a
60°C, em seguida foram lavadas em agua destilada
por 10 minuto cada lavada e coradas com orceina
acética 2%.

Os dados de indice mitético (IM) pelo método
indireto foram submetidos a andlise de variancia e
as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott em
nivel de 5% de probabilidade. Enquanto que os
dados do indice mitético (IM) do método direto
foram submetidos a andlise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey em nivel
de 5% de probabilidade. As duas andlises foram
realizadas pelo programa R, versédo 3.3.2 (R CORE
TEAM, 2016), com o auxilio do pacote ExpDes,
versdo 1.1.2 (FERREIRA et al., 2013).

Resultados e discusséo
Com a utilizagao do alho como o bioindicador,
foi possivel a verificagdo de eficiéncia, onde todos

contaminante

0s tratamentos apresentaram algum tipo de
alteracao nas células do bioindicador, o que pode
indicar a existéncia de substancias capazes de
causarem alteracdes no organismo, principalmente
nos cromossomos destes.

Para este estudo de acordo com a tabela 1 o
tratamento 3 de 48 horas no método indireto,
apresentou resultado similar ao controle positivo
(CP) nédo diferindo estatisticamente entre si.
Demostrando maior nimero de células interfasicas.
Para o controle positivo deste trabalho utilizou-se o
medicamento comercial liquido Paracetamol, pois
de acordo com os testes realizados o mesmo inibe a
divisdo celular. No entanto outros produtos podem
serem utilizados como CP. O Tratamento com 24
horas de exposicédo, tratamento 1 com 48 horas de
exposicdo, controle negativo e tratamento 3 com 72
horas de exposi¢éo nao héa diferenca para a variavel
indice mitético no método indireto. Para o efeito
mutagénico, considerando as células em interfase,
0os tratamentos com 24 horas de exposicado,
tratamento 1 com 48 horas de exposicdo e
tratamento 3 com 72 horas de exposi¢cdo, ndo
apresentavam esse efeito, pois o total de células
aberrantes néao diferiu do controle negativo.

Fernandes et. al. (2007) utlizou como
controle positivo o herbicida trifluralina (0.84 ppm),
conhecido por ser um potente indutor de
anormalidades mitéticas e cromossémicas em A.
cepa.

Alguns estudos indicando a cebola como
bioindicador, observa-se que, estudos de
sensibilidade entre as plantas superiores tém
demonstrado a cebola é mais sensivel que outras
espécies, como Vicia faba (MA et al., 1995). E
estudos apés a exposicdo determinado em um
periodo de tempo curto ou longo, a solucédo
podemos avaliar efeitos citotéxicos, utilizando como
base a reducdo do crescimento das raizes ou da
diminuigdo do indice mitdtico, e avaliar também os
efeitos genotoxico, com andlise de microntcleos ou
de anormalidades da anéafase-teléfase (FISKEJO &
LEVAN, 1994).

Tabela 01. Nameros de células em interfase, nimero de células em divisdo normal e indice mitético (IM) encontrados
em raizes de A. sativum mantidos em trés diferentes tempos de exposicdo pelo método indireto, analisando 2500

células, com controle negativo e positivo.

Tempos de exposicao Tratamentos Ci?]ltlélfflgseem Células em divisdo normal IM (%)
1 913 1455 58,10a
24 2 841 1638 65,52a
3 734 1757 70,28a
1 717 1762 70,48a
48 2 1665 802 32,08c
3 1986 245 9,80d
CN 943 1557 62,28a
CP 2490 0,00 0,00d
72 1 1843 657 26,28¢
2 1341 1131 45,24b
3 865 1622 64,88a

CV (%) 32,87

Médias seguidas pela mesma letra minusculas nas colunas néo diferem pelo teste de Scott-Knott a nivel de 5% de significancia.
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Podemos observar através dos dados obtidos
apresentados na tabela 01, que os valores
percentuais de indice mitético das células em
divisdo normais do bioindicador, que foram obtidos
dos tratamentos com o solo, analisado em
diferentes tempos de exposicdo 24, 48 e 72h.
Quando verificamos as raizes, o indice de células
em interfase em todos os periodos de exposi¢ao do
tratamento.

Na tabela 2 podemos observar a
porcentagem de células anormais por meio dos
tratamentos utilizando o método direto, testando o
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bioindicador A. sativum. Verificando-se que o
tratamento 3 seguido do tratamento 2 obtiveram os
maiores indices de células anormais nas fases da
préfase e da anafase.

Bezerra et al. (2016), analisou os efeitos
téxicos, citotoxicos, genotoxicos e mutagénicos do
infuso de folhas de Plectranthus barbatus em
diferentes concentracdes sobre o ciclo celular de
Allium cepa, verificou que todos os tratamentos
analisados apresentaram diminuig&o significativa na
divisao celular e a diminuicdo no indice mitético das
células.

Tabela 2. Nimeros de células anormais e percentual de anormalidades (PA), encontradas em raizes de A. sativum
tratados em trés diferentes concentracdes de solo (superficie, 20 cm e 40 cm) pelo método direto (72 h).

Tratamentos Interfase Préfase Metéafase Anéafase Tel6fase PA
1 0 1 1 0 0 0,08
2 0 7 1 8 1 0,68
3 0 11 2 2 3 0,72

Médias seguidas pela mesma letra minusculas nas colunas néo diferem pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

Com relacdo a porcentagem de células
anormais todos os tratamentos com o método
indireto usando o A. sativum apresentaram
diferenca estatistica entre si quando comparados
aos controles negativo e positivo. E visto que para o
tratamento 3 por 48 h e o tratamento 1 por 24 h
houve os maiores percentuais de células anormais.
Observa-se ainda que houve um grande nimero de
células em anéafase anormais para o tratamento 3
em 48 horas de exposicao.

O indice mitético (IM), apresentado na Tabela
3, corresponde a relacdo quanto ao numero de
células em interfase, nimero de células em divisao
normal e indice mitético (IM) encontrados em raizes
de A. sativum, tratados com diferentes
concentracbes de solo contaminado. Observa-se
gue apdés 72 horas o tratamento 1 obteve maior
valor de indice mitético (IM) em compara¢do com 0s

demais tratamentos, o tratamento 3 obteve o maior
namero de células com divisGes normais e o ponto 1
apresentou 0s maiores indices de células
interfasicas.

De acordo com Faschineto et al. (2007), a
ocorréncia de um grande numero de células
interfdsicas pode estar relacionado a decorréncia
antiproliferativa de células mitéticas.

Para este tipo de experimento o teste com
Allium cepa (cebola comum) também é considerado
adequado por oferecerem parémetros
microscépicos que podem ser caracterizadas com
evidéncias de mutacdes no conteldo genético
celular (MASCHIO, 2009).

O bioindicador Pisum sativum também pode
ser utilizado, visando a deteccdo de genotoxidade
(MELLO et al., 2015).

Tabela 3. Numeros de células em interfase, nimero de células em divisdo normal e indice mitético (IM) encontrados em
raizes de A. sativum tratados com diferentes concentragdes de solo (superficie, 20 cm e 40 cm) pelo método direto.

Tratamentos Numero de células em Numero de células em divisdo IM (%)
72 horas interfase normal

1 2445 53 30,88a

2 2384 99 3,96b

3 1710 772 30,88b
CV (%) 58,02

Médias seguidas pela mesma letra minasculas nas colunas nao diferem pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

Com relagéo a porcentagem de células anormais #hidosativratparant@s ce@alicagémdaadirstessapd@o A. sativum

Observa-se ainda que houve um grade nimero de
células em anéafase anormais para o tratamento 3
em 48 horas de exposicao.

Segundo EL SHAHABY et al. (2003), relata
gue testes com o bioindicador Allium cepa cebola,
por conta da facilidade e facil deteccao &
considerado adequado para deteccéo de toxicidade
e genotoxidade na avaliagdo de niveis de polui¢cao
ambiental, os quais representam riscos diretos ou
indiretos para a populacdo humana. Mas com o0s
dados obtidos nesse trabalho, podemos também
afirmar que o Allium sativum (alho), também é uma

deteccdo de toxicidade e genotoxidade para
verificag@o de poluicdo ambiental.

Valores de indice mitético baixo foram
encontrados tanto no método direto quanto indireto,
isso pode ser explicado porque metais pesados
como chumbo (Pb) e cadmio (Cd) diminuem o
indice mitoético (IM) e reduzem o nimero de células
em metafase e anafase. Adicionalmente, estes
metais induzem C-metéfases, aderéncia
cromossbmica e pontes cromossémicas (ZHANG;
XIAO, 1998; FUSCONI et al., 2006).
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contaminante

Tabela 4. Numeros de células anormais e percentual de anormalidades (PA), encontradas em raizes de A. sativum
tratados com diferentes concentragdes de A. sativum, mantidos em trés diferentes tempos pelo método indireto.

Tempos ~d € Tratamentos Interfase Préfase Metafase Anéfase Tel6fase PA
exposicao
1 1 41 25 25 40 5,28
24 2 0 7 10 0 4 0,84
3 6 0 2 1 0 0,12
1 0 1 7 10 3 0,84
48 2 0 9 10 10 4 1,32
3 16 34 82 107 30 10,76
CN 0 0 0 0 0 0,00
CP 0 2 2 4 2 0,40
72 1 0 0 0 0 0 0,00
2 0 9 9 9 1 1,12
3 0 1 7 5 0 0,52

Médias seguidas pela mesma letra minidsculas nas colunas ndo diferem pelo teste de scott-knott a nivel de 5% de significancia.

Neste trabalho, foram registradas altas
frequéncias destas alterac¢des, o que indicou que as
substancias presentes neste solo apresentam
afinidade de interacdo com o fuso mitético.

As anafases com pontes cromossémicas e 0s
brotos nucleares foram algumas alteracfes
nucleares observadas em todos os horarios nas trés
profundidades. Segundo Salvadori et al. (2003), os
brotos nucleares sdo estruturas semelhantes aos
microndcleos, mas que permanecem ligados ao
nudcleo principal por uma conexao nucleoplasmatica.

Foi observada, pelo teste do micronucleo
(MN) em Vicia faba, uma alta indugdo de
micronucleos na maioria dos sedimentos coletados
no rio Tibre na area urbana de Roma e em seus
principais ftributarios, a elevada mutagenicidade
detectada nos sedimentos foi atribuida a alta
concentracdo de HPAs e metais, revelado pelas
andlises quimicas (MINISSI et al., 1998).

Elementos-traco séo substancias
potencialmente mutagénicas e estdo seriamente
envolvidos com a poluicdo ambiental. Alguns
elementos-tragco induzem, comprovadamente, a
formacdo de tumores em organismos experimentais
e em seres humanos eventualmente expostos. Os
elementos Fe, Se, Cd, Cr e Ni, por exemplo, sdo
encontrados normalmente na alimentacdo em
guantidades baixas, mas, quando em excesso, Sao
considerados mutagénicos e/ou carcinogénicos
(MINISSI; LOMBI, 1997; FRIBERG et al., 1985;
MATSUMOTO, 2004).

No presente trabalho o solo coletado
apresentou o0s seguintes valores para o0 pH:
superficie — 7,5; 20cm de profundidade — 6,3; 40cm
de profundidade — 6,2. Esteves (2011), afirma que a
presenca de acidos organicos na agua, como acidos
hdmicos e falvicos, encontrados em aguas escuras
e ricas em substancias hdmicas geralmente
apresentam pH abaixo de 7,0. Os valores
encontrados podem ser explicados pelo fato do local
onde foi coletada a amostra estar em contato direto
com substancias organicas, sendo estes dejetos de
animais e outros.

Confirmando o que Campos (2009) diz a
respeito das principais atividades responsaveis pela
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contaminagdo por elementos-tragos em solos e
aguas sao por atividades industriais, agricolas e
urbanas, decorrendo em sérios problemas
ambientais.

O despejo de esgoto doméstico in natura e de
efluentes provenientes do esgoto animal pode
representar um risco para os recursos hidricos, uma
vez que estas misturas complexas substancias que
podem interagir e agir por sinergismo ou
antagonismo, prejudicando toda a biota exposta,
além de alterar, drasticamente, a qualidade da agua
e do solo do corrego. Desta forma, este estudo
serve de alerta para o0s impactos que esses
efluentes podem promover sobre 0S recursos
naturais, principalmente quando impactados por
substancias de acdo desconhecidas.

Conclusdes

Com os dados obtidos, pode-se afirmar que o
material utilizado como contaminante possui
potencial citotoxico e genotoxico no material
bioindicador, apresentando potencial elevado
quando se refere a inducdo do ciclo celular,
provocando variadas aberracbes cromossOmicas.
Com isso, podemos indicar um estudo sobre os
compostos presentes na solugcdo contaminante que
podem ocasionar os problemas apresentados,
indicando também o grau de toxicidade desse solo.
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