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RESUMO

O descarte irregular de residuos solidos em areas urbanas, fruto do aumento e consumo da
populacao, representam efeitos nocivos ao meio ambiente, em especial a agua e o solo, devido a
presenga de compostos quimicos. O Allium cepa possui utilizagdo como bioindicador, sendo utilizado
para avaliar a qualidade da agua e solo, por meio da investigagdo dos processos de divisdo celular.
Neste sentido, este trabalho teve por objetivo analisar a potencial citotoxicidade e mutagenicidade da
agua e solo coletados em perimetro urbano no distrito de Nova Almeida, ES. Para tal, bulbos de
cebola foram cultivados e expostos a dois tipos diferentes de tratamento, além do tratamento de
controle, em agua destilada, sendo analisadas 3700 células para cada. Os dados obtidos para o
indice mitético foram tratados estatisticamente e comparados a deteccdo de anomalias mitéticas, o
que permitiu verificar efeito citotoxico e mutagénico nos tratamentos realizados. A partir dos
resultados obtidos, pode-se verificar que o teste com Allium cepa mostrou-se eficiente para detecgao
de agentes citotdxicos e mutagénicos nas amostras investigadas.

Palavras-chaves: Teste Allium cepa, citotoxicidade, anomalias, indice mitético.

Abstract

Irregular disposal of solid waste in urban areas, due to the increase and consumption of the
population, represents harmful effects on the environment, especially water and soil, due to the
presence of chemical compounds. Allium cepa is used as a bioindicator and is used to evaluate the
water and soil quality by investigating the processes of cell division. In this sense, this work aimed to
analyze the potential cytotoxicity and mutagenicity of water and soil collected in an urban perimeter in
the district of Nova Almeida - ES. For this, onion bulbs were cultured and exposed to two different
types of treatment, in addition to the control treatment, in distilled water, with 3700 cells analyzed for
each. The data obtained for the mitotic index were treated statistically and compared to the detection
of mitotic anomalies, which allowed to verify cytotoxic and mutagenic effects in the treatments
performed. From the results obtained, it can be verified that the test with Allium cepa proved to be
efficient for the detection of cytotoxic and mutagenic agents in the investigated samples.

Keywords: Allium cepa test, cytotoxicity, anomalies, mitotic index.

INTRODUCAO

A forma dindmica em que as regides urbanas tém se desenvolvido, ligado ao modelo atual
de producdo e consumo, contribui para problematica no enfrentamento aos impactos
causados ao meio ambiente. Tal preocupacdo se da, além de outros fatores, por
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consequéncia do descarte inadequado de residuos sélidos, de maneira que a exposicao
gradual, além de afetar a populacdo com doengas potencialmente graves, traz sérios
problemas de degradagéo ao solo, com a contaminagao por ions metalicos, bem como das
aguas doces superficiais (ARAUJO, 2014; ALVES, 2016). A Resolugdo CONAMA 420/2009,
em seu 3° artigo, lista algumas funcionalidades do solo, dentre elas: manter o ciclo da agua
e dos nutrientes, proteger aguas superficiais e subterraneas, agir como filtro natural, etc.
Quando uma dessas fungdes sofre alteragdes, sejam elas fisicas, quimicas ou biolégicas,
pela acao antropica, é possivel dizer que houve a degradacao do solo e da agua. Para Van
Straalen (apud LANEIRO, 2012), essas fungbes basicas socioecondmicas e ecoldgicas
sdo altamente vulneraveis, visto que sdo as mais complicadas para a preservagao e
recuperacao, especialmente quanto a presencga de poluentes quimicos.

Para analisar a presenca de toxicidade presentes no solo e na agua, a utilizagdo de Allium
cepa como modelo bioindicador tem sido amplamente utilizada como forma de
complementar as analises fisico-quimicos e apresentar resultados em pouco tempo e de
baixo custo (FISKESJO, 1985). Além de apresentar a possibilidade de medigdo de
parametros microscéopicos e macroscopicos e elevada sensibilidade na detec¢ao de agentes
quimicos ambientais, como o potencial de genotoxicidade (LEME; MARIN-MORALES,
2008).

O Allium cepa trata-se de um vegetal eficiente na identificagdo de mutagénicos ambientais e
na avaliacdo do quadro de poluicdo e contaminagédo ocasionada por substancias quimicas
em ecossistemas terrestres e aquaticos. De acordo com Matsumoto & Marin-Morales (2004),
Allium cepa é um bioindicador amplamente utilizado desde a década de 1940, ja que é de
facil armazenamento e manuseio, e reconhecido pela Organizacdo Mundial de Saude. A raiz
dessa planta é responsavel por entrar em contato com os poluentes do solo ou da agua e
auxiliar na identificagdo de poluentes contidos em aguas superficiais, lodos, efluentes
industriais e domésticos e poluentes oriundos de atividades agricolas (GUPTA et al., 2005).

Os efeitos de mutagenicidade em Allium cepa podem ser observados pela inibicdo de
divisdo celular, no crescimento e alteragbes morfologicas celulares em suas raizes,
identificando a presenca qualitativa de toxicidade “em sua fase inicial”, utilizando-se como
indicativo de possiveis anomalias a outros tipos de celulares, em especial a célula humana
(BARBERIO et al., 2009). Conforme estudos de toxicidade com A. cepa, as alteragdes
relacionadas com o crescimento da raiz e indice mitdético sdo pardmetros indicativos de
citotoxicidade, entretanto, alteracbes como anomalias cromossdémicas caracterizam
genotoxicidade (FISKESJO, 1985).

Dessa maneira, o presente estudo teve por objetivo verificar possivel efeito citotoxico na
area de descarte de residuos, por meio da investigagado citoldgica do crescimento das
raizes de Allium cepa cultivadas em agua do corrego José Camilo e no solo da area ao
entorno do corrego.

MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa resultou de um estudo do tipo experimental, de pesquisa exploratéria, com
informacao quantitativa e descritiva. A area estudada de disposigao irregular dos residuos
soélidos urbanos esta localizada na rua Coronel Augusto Calmon, no bairro de Sdo Joao, no
distrito de Nova Almeida, situado a nordeste do municipio de Serra, ES, georreferenciada
pelas coordenadas UTM 375023,20E 7781626,24N 24K. A area é estimada em 6.800m2, e
esta préxima ao cérrego José Camilo, localizado nas coordenadas de Latitude 20°3'29.43”
Sul e Longitude 40°11°45.41 Oeste, inserido na bacia hidrografica do rio Reis Magos (Figura
1). Por fim, segundo moradores mais antigos do bairro, a area pertence a Prefeitura
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Municipal da Serra, e ao longo dos anos tem sido utilizada pela populagao como via publica
nao pavimentada.

374880 374940 375000

7781680

Comprimento da area estudada
do curso d' agua
=164,97 m

7781600
7781600

Area total estudada
=0,68 ha
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Figura 1 - Localizacdo da area estudada.

Fonte: Sara Nunes (2018).
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Foram estabelecidos a coleta de duas amostras distintas. Sendo a Amostra A da agua do
cérrego José Camilo, onde coletou-se 1,5 litros de agua, e a Amostra B, de 500 gramas de
solo, em cinco pontos distintos em toda extensao da area em questdo. Sendo apresentada
na Tabela 1, a localizacdo de cada amostra coletada.

Tabela 1 - Amostras e localizagdo das coletas de agua e solo, Serra - ES

A Localizacdo

Tratamento Referencial dos pontos de coleta : 2
Latitude Longitude
Amostra A Cortrego José Camilo -20.058135° -40.196591°
Coleta de Solo 1 -20.058217° -40.196625°
Coleta de Solo 2 -20.058458° -40.196528°
Amostra B Coleta de Solo 3 -20.058327° -40.196115°
Coleta de Solo 4 -20.058447¢ -40.195702°
Coleta de Solo 3 -20.058233° -40.195345°

Fonte: Fernanda Barbarioli, 2018.

Amostragem de Agua

A metodologia de coleta e preservacdo de amostras de agua foi baseada na instrucédo
técnica contida na ABNT NBR 9898 (1987). As amostras foram coletadas no periodo de
09/09 a 09/10, em um unico ponto do corrego José Camilo (Tabela 1), pois havia riscos de
seguranga para coleta no decorrer de sua trajetoria. Foram utilizados trés recipientes de
polietileno inertes e devidamente vedados com capacidade de 500ml cada. Eles foram
alocados em caixa térmica, contendo gelo, para manter as amostras sob refrigeracdo de
aproximadamente 4°C, a fim de preserva-las até a realizacdo do experimento.

Amostragem de Solo

Por se tratar de um solo heterogéneo, utilizou-se da analise composta, conforme descrito
pela ABNT na NBR 10007 (2004). Onde dividiu-se a area em glebas uniformes, identificando
os pontos a serem coletados, demarcando-os em ziguezague (Figura 2), de forma a
percorrer toda a area estudada. Foram feitas trés coletas, no periodo de 09/09 a 09/10, na
qual retirou-se cinco amostras em torno de 500g de porgdes do solo por coleta, de
aproximadamente 0-10 cm de profundidade. Elas foram misturadas para a obtencdo de
uma amostra homogénea e, com auxilio de uma pa, somente 500g da mistura foi
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reservada em um recipiente de polietileno para ser utilizada na lavagem do solo.
Figura 2 - Area demarcada pela coleta das amostras de solo e agua. Datum: WGS84
Fonte: Luiza Bulhdes (2018)

Percolagao da lavagem do solo

Da amostra do solo coletada pesou-se 300g colocando-a em uma garrafa de politereftalato,
invertida, com o fundo retirado e tendo no “bico” filtro de papel, para que somente a agua
percolada fosse capaz de atravessar. Adicionou-se 1 litro de agua destilada e aguardou-se o
processo de percolacéao finalizar-se (FOGACA et al., 2014), a fim de se obter uma solugao
para o crescimento das raizes do bulbo de Allium cepa para tratamento.

Cultivo para o teste Allium cepa

Para analise da possivel citotoxicidade, foi realizado o cultivo de nove bulbos de Allium cepa
por coleta, sendo eles divididos para cada tratamento adotado, ficando: trés bulbos para o
cultivo em agua destilada, trés bulbos para o cultivo em agua do corrego e trés bulbos para
o cultivo em agua da lavagem do solo. Foram realizadas trés coletas com repeticdo do
sistema de cultivo acima citado, totalizando ao final do experimento o cultivo de 27 bulbos de
Allium cepa. Antes de coloca-las no meio para crescimento, as raizes ja existentes nos
bulbos de Allium cepa foram retiradas, a fim de que as células analisadas fossem todas de
raizes crescidas no meio investigado. Os vegetais foram colocados em recipientes com
300ml para cada solugdo, de maneira que apenas a parte inferior do bulbo estivesse em
contato com seu meio de cultivo. Em seguida, acompanhou-se o crescimento radicular de
cada tratamento por aproximadamente trés dias, tendo seu crescimento entre 1 a 5cm, logo
podendo seccionar suas extremidades para o preparo das laminas (FISKEJO, 1993).

Preparo das laminas

A extracdo do meristema das raizes foi executada no periodo das 15h30 as 17h, sendo
lavadas com agua destilada para remover possiveis sujeiras e algas existentes. Em seguida,
as mesmas foram dispostas num tubo de ensaio tampado com 10ml do fixador de Carnoy
por aproximadamente 24h. Apds esse periodo, as raizes novamente foram lavadas com
agua destilada para remover resquicios do fixador. Numa placa de Petri, as raizes foram
colocadas junto a 5ml do corante de orceina/acética a 2%, a seguir, levadas a chama do
bico de bunsen, para que por meio do aquecimento da solugdo, as raizes pudessem ser
coloridas. Em seguida, cada meristema da raiz foi posta em cima de uma lamina de
microscopia, adicionando uma gota do corante para em seguida esmaga-la ao sobrepor a
laminula (GUERRA & SOUZA, 2002). Para a conservagdo das laminas, utilizou-se de
esmalte incolor para vedar as extremidades da laminula de cada lamina preparada, e todas
as laminas foram identificadas mediante a raiz contida de cada tratamento. As amostras
foram analisadas no Laboratério de Microbiologia da Faculdade Brasileira — Multivix Vitoria.

Analise dos dados

As laminas, ap0s serem produzidas, foram observadas em microscopio 6ptico com objetiva
de 40x. Utilizando-se do método de contagem direta, foram analisadas para cada tratamento
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quatro laminas, tendo o total de 12 laminas analisadas, sendo contabilizadas para cada
tratamento 3700 células, determinada pelo somatdrio das células apuradas nas quatro
laminas analisadas. Assim, todas foram identificadas, e as que se encontravam em divisdo
mitética e as que apresentaram anomalias foram fotografadas e registradas. Depois da
contagem de todas as células e da identificacdo do numero de células em divisdo mitotica,
empregou-se o calculo do indice mitético para avaliagdo da citotoxicidade, que € dado pela
equacao (1):

o . . o . .
N° de células em mitose nge=celulas totais <100

Os dados foram submetidos a analise da varidncia e do teste de Tukey (P=0,05), para a
comparagdo das médias do indice mitético, utilizando o programa estatistico IBM SPSS
Statistics 23.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos para o indice Mitético (IM) das Amostras A, B e do Tratamento de
Controle, em cada lamina analisada, encontram-se na Tabela 2. Esses dados serviram de
base para, por intermédio do Teste de Tukey, estabelecer pardmetros que possibilitem
evidenciar diferencas significativas entre os diferentes tipos de tratamento, ao nivel de
significancia a P<0,05.

Tabela 2 - Indice Mitético por lamina encontrado nas células meristematicas
radiculares de Allium Cepa.

Tratamento Lamina 1l Lamina 2 Lamina 3 Lamina 4
Controle 3,22 6.92 2,77 3.18
A 25,33 17,55 15,11 12,73
B 4145 3333 22.69 17.19

Fonte: Fernanda Barbarioli, 2018.

Conforme observado na Tabela 3, o indice Mitético que apresenta o maior valor entre os
tratamentos expostos foi o da Amostra B (27,11%) e o menor no tratamento de Controle
(3,59%). Os tratamentos, quando comparados entre si, apresentam diferengas estatisticas
significativas (Tabela 3). Se comparados ao tratamento de controle, as Amostras A e B
apresentam um elevado indice mitético. Zortéa et al. (2015) em estudos nos rios do
Municipio de Carlinda, MT, também averiguou o aumento do indice mitético dos tratamentos
quando comparados ao tratamento de Controle. De acordo com Maschio (2009), o grau de
citotoxicidade de um experimento pode ser estabelecido pelo aumento ou decréscimo do
indice mitdtico.

Tabela 3 - Indice Mitético e porcentagem (%) de anomalias encontradas em células
da meristema das raizes de cebolas tratadas
Total de Células N*® de Células em

Tratamento o 7 IM (%)  Anomalias (%0)
Analisadas Mitose
Controle 3700 133 3.59¢ =
A 3700 608 1643b 6,58
B 3700 1003 2711a 1

Fonte: Fernanda Barbaroli, 2018.
Nota: Médias seguidas por diferentes letras minusculas diferem estatisticamente entre sia
significancia P<0.03 pelo Teste de Tukey.

Rev. ESFERA ACADEMICA TECNOLOGIA (ISSN 2526-4141), v. 4, n. 1, 2019



26

Segundo Grippa et al. (2010), o aumento no indice mitético, como identificado nesta
pesquisa, aponta que houve estimulo na divisdo celular, que pode ser prejudicial as células,
pois a proliferagcao desequilibrada pode provocar a disseminacao de doencas.

O aumento da divisao celular visto nos resultados das amostras A e B pode ter sido
provocado pela presenga de compostos organicos, pois nos pontos de coleta ha a
deposicao de residuos solidos urbanos, comumente apresentando compostos organicos,
sendo eles fontes de nutrientes (RUPPENTHAL; CASTRO, 2005), que podem provocar a
inducao da divisdo celular dos meristemas radiculares de Allium cepa. A pesquisa realizada
por Dusman et al. (2012), que avaliaram amostras das aguas dos ribeirdes da cidade de
Maringa, PR, pelo mesmo sistema-teste, reforca a hipétese que o aumento do indice
mitotico esta associado com poluentes de origem organica.

Adicionalmente na analise das 3.700 células/tratamento da Amostra A (Tabela 3), obteve-se
uma porcentagem de 6,58% de anomalias nas células em divisdo mitética. Com base nesse
dado, junto com o indice mitético j& mencionado (16,43%), as células das raizes expostas a
esse tratamento indicam que possa existir algum agente citotoxico que cause aumento na
divisdo celular. Zortéa et al. (2015) relatam que situagcbes em que o indice mitético € maior
quando comparado ao controle denotam a reproduc¢ao descontrolada das células, podendo
haver uma ma formacao das células, comprometendo caracteristicas de herdabilidade, o
que proporciona implicagdes diretamente a saude dos organismos expostos.

O material analisado da Amostra B foi o que obteve o menor nimero de células em
interfase, o que demonstra uma alta atividade na divisdo celular, que esta associado ao
efeito proliferativo das células mitéticas (FASCHINETTO, 2007). E notavel a presenca de
células an6bmalas em todos os estagios mitoticos (Figura 3: E, F, G e H), desde a profase a
teléfase, possibilitando evidenciar que os agentes citotoxicos podem agir em qualquer fase
da mitose. Esse resultado fora encontrado por Miranda et al. (2013), que ao analisarem a
genotoxicidade notaram a presenca de fases anbmalas em solo contaminado por detritos
domeésticos em todos os estagios mitoticos.

Destaca-se a presenga de micronucleos como uma das anomalias mais observadas,
aparecendo em quase todos os estagios mitdticos, devido aos eventos clastogénicos,
quando origina ou induz a ruptura ou quebra dos cromossomos, e aneugénicos, quando se
origina de cromossomos inteiros que ndo completaram a formagao durante a separagao das
crométides irmas (GALVAO et al., 2013). De acordo com Marcano e Del Campo (1995),
esses micronucleos sdo indicios comuns da acdo toxica sobre o material genético, o que
remete a efeitos irreversiveis para a célula, que podem ser reparados pela propria célula,
mas originam mutacgdes cromossdmicas e génicas quando reparadas erroneamente ou nao
reparadas. Nota-se no estagio de teléfase (Figura 3H) a existéncia de um micronucleo, que
configura o resultado de mutagdo cromossdmica pela qual gera a criagdo de um nucleo
pequeno ao lado do nucleo original da célula (UMBUZEIRO & ROUBIECEK, 2003).
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Fonte: Luiza Bulhdes (2018)

A fase de préfase apresentou maior percentual das células em mitose nas amostras A e B
(Tabela 4), sendo também a de maior porcentagem de anormalidades cromossOmicas. Fato
possivelmente explicado por ser a fase de maior expansao no processo mitético e pelo
momento do crescimento em que foram feitas as coletas das raizes (MONARCA et al.,
2000). Para Leme & Martin-Morales (2009), as aberragdes cromossOmicas em células de
Allium cepa sao parametros eficazes para a apuragédo do potencial citotéxico nas aguas
contaminadas, uma vez que fornecem informacdes essenciais que devem ser destacadas
no biomonitoramento ambiental.

Tabela 4 - Percentual por fase da divisdo mitotica de células normais e anomalas de cada tratamento

s Profase (%) Metafase (%0) Anifase (%0) Telofase (%)
Normais  Anomalas Normais Anomalas Normais Andmalas Normais  Anomalas
Controle 8935 = 33 - 2,3 - 3,0 -
A 883 41 33 2,3 0,5 0,2 13 -
B 982 02 02 01 0,2 0,1 0,4 0,6

Fonte: Fernanda Barbarioli, 2018.
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Conforme ja evidenciado em bibliografia (FISKEJO, 1993), o teste Allium cepa mostrou ser
um procedimento eficiente, de baixo custo e rapido na realizacdo dos bioensaios, visto que
os tratamentos analisados permitiram a identificagdo de anomalias cromossOmicas. Os
tratamentos apontaram efeito citotoxico, mutagénico e aumento no indice mitotico em
relacdo ao tratamento de controle nas células meristematica de Allium cepa, possibilitando
verificar possiveis evidéncias da existéncia de substancias quimicas capazes de provocar
alteragdes em organismos vivos, além de representarem riscos ambientais. Os efeitos
toéxicos e mutagénicos verificados para o organismo teste do estudo funcionam como um
alerta para os possiveis efeitos aos demais organismos vivos e seres humanos na area
estudada. Em especial por tratar-se de area povoada que convive com descarte irregular de
residuos.

CONCLUSOES

Os dados observados nesta pesquisa possibilitam concluir que os bioensaios realizados,
utilizando-se do teste Allium cepa, mostraram-se eficientes para identificar o potencial de
citotoxicidade nas amostras ambientais coletadas. Eles sdo evidenciados pela porcentagem
de anomalias registradas e o aumento do indice mitético das amostras analisadas em
comparacgao ao tratamento de controle. Cabe ressaltar que o presente trabalho aponta para
a necessidade de estudos complementares para se chegar a verdadeira magnitude dos
impactos ocasionados aos diferentes ambientes em que a Allium cepa estava exposto, bem
como para identificar quais os agentes causadores da toxicidade dos tratamentos,
principalmente do corrego.
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