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SHEDDING LIGHT SOBRE A TOXICIDADE DE MISTURA DE POLUENTES NA
BIOTA AQUATICA VEGETAL: UM ESTUDO ENVOLVENDO Allium cepa L.

RESUMO

Embora a toxicidade de diferentes poluentes (isoladamente), seja bem retratada na literatura, a
exposicao do modelo vegetal Allium cepa L. a um “mix” de diferentes classes de
contaminantes/poluentes ainda nao havia sido avaliado. Logo, avaliamos os efeitos da exposicio
de Alllum cepa L. a um “mix” de poluentes em concentracdoes ambientais, a partir de
biomarcadores preditivos de alteracoes desenvolvimental e cito-genotoxicas. Para isso, foram
estabelecidos os grupos: “controle”, “mix 1x” (compostos de individuos expostos a 15 poluentes
identificados em dguas superficiais em concentracoes ambientais), “mix 1/4x” e “mix 1/2x”
(concentracoes 25 e 50 vezes inferiores a concentracio 1x, respectivamente). Nossos dados
demonstraram que o “mix” de poluentes causou citotoxicidade, genotoxicidade e danos a
qualidade fisiologica na germinacio e desenvolvimento inicial de plantulas de A. cepa L., devido
aos danos celulares, disfuncoes comportamentais nos cromossomos de células meristematicas
em raizes de A. cepa L. em todos os tempos de exposiciao e danos fisioldgicos observados nas
sementes de A. cepa L. expostas ao “mix” de poluentes em concentracoes ambientais relevantes.
Logo, nosso estudo “shedding light” sobre a toxicidade do mix de poluentes sobre a biota vegetal
aquatica é um alerta para a preservacao da mesma, devendo estudos posteriores serem feitos para
ampliar nosso conhecimento sobre a magnitude dos impactos observados em nivel populacional

€ eCcossIstémico.

Palavras-chave: Allium cepa L., Citogenotoxico, Qualidade fisioldgica, “Mix” de poluentes.
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Shedding light on toxicity of mix of pollutants in vegetal aquatic biota: A
study involving Allilum cepa L.

ABSTRACT

Although the toxicity of different pollutants (alone) 1s well portrayed in the literature, the exposure
of the Allium cepa L. plant model to a “mix” of different classes of contaminants/pollutants had
not yet been evaluated. Therefore, we evaluated the effects of exposure of Allium cepa L. to a
“mix” of contaminants at environmental concentrations from predictive biomarkers of
developmental and cytogenotoxic alterations. For this, the following groups were established:
"control”, "mix 1x" (composed of individuals exposed to 15 pollutants identified in surface water
at environmental concentrations), 'mix 1/4x" and "mix 1/2x" (concentrations 25 and 50 times lower
than the 1x concentration, respectively). Our data demonstrated that the "mix" of contaminants
caused cytotoxicity, genotoxicity and damage to the physiological quality in germination and early
development of A. cepa L. seedlings, due to cell damage, behavioral dysfunctions in the
chromosomes of meristematic cells in A. cepa L. roots at all times of exposure and physiological
damage observed m A. cepa L. seeds exposed to the “mix” of contaminants at relevant
environmental concentrations. Therefore, our "shedding light" study on the toxicity of the
pollutants mix on aquatic plant biota, further studies should be continued to expand our
knowledge of the magnitude of impacts observed at the population and ecosystem level.

Keywords: Allium cepa L., Cytogenotoxic, Physiological quality, “Mix” of pollutants.



INTRODUCAO

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, sendo considerado com um dos biomas
com maior biodiversidade do planeta apresentando uma elevada riqueza de espécies vegetais,
totalizando 11.627 espécies vasculares nativas (MMA, 2009), dentre essas se destacam as “plantas
aqudticas” nomenclatura que abrange também as espécies que ocorrem em dreas timidas (Amaral
et al., 2008; Pivari et al., 2018) que desempenham importantes funcoes ecologicas, tals como
fornecimento de locais de abrigo e reftgio para a fauna aquatica, reproducao e alimentacao para
mvertebrados e vertebrados, filtragem/reten¢ao de nutrientes e protecao das margens (Thomaz
& Bini 1998; Pott, 2007; Trindade et al., 2010)

Porém o atual cenirio ambiental é preocupante para essas plantas aquaticas, uma vez
que, a projecao de crescimento populacional prevé 11 bilhoes de pessoas habitando o planeta até
o ano de 2050, com 1sso espera-se avancos nos sistemas agricolas o que levaria a maior producao
e produtividade em ambientes que ja vém sofrendo forte pressao antropogénica (Laurance et al.,
2014). Consequentemente, o aumento do consumo de produtos variados, levara,
mevitavelmente, ao incremento na geracao de residuos que, quase sempre, sio descartados nos
mais variados ambientes, principalmente nos ecossistemas aquaticos (Alteri, 1992; Vieira Filho,
2016; Fereres & Villalobos, 2016; Laurance et al., 2014).

A ocupacao agricola, em particular, vem se expandido ao longo dos ultimos anos,
principalmente impulsionada pelos avancos tecnologicos (Altert, 1992; Vieira Filho, 2016). Entre
os anos 2000 e 2016, por exemplo, a ocupacao agricola no bioma Cerrado expandiu de 7,4
milhoes para 20,5 milhoes de hectares em area de cultivo e a area ocupada pela pecuaria cresceu
de 76 milhoes para 90 milhoes de hectares (Mapbiomas, 2018). Aliado a isso, observa-se o
aumento da demanda de préticas de manejo, que devido a falta de suporte técnico e fiscalizacio,
leva ao extensivo e idiscriminado uso de insumos agricolas na agricultura convencional e
residuos industriais, causando diferentes impactos ambientais (Fereres & Villalobos, 2016;
Laurance et al., 2014).

O potencial toxicologico de diversas substancias quimicas agravadas por sua persisténcia
e longevidade no ambiente, podem afetar a biota em distintos ecossistemas, tais como nascentes,
fragmentos de mata nativa, reservas ambientais (Van Bruggen et al., 2018; Mesnage et al., 2015).
Além disso, muitos compostos agricolas (tais como herbicidas e inseticidas) podem ser

bioacumulados, expondo organismos nido-alvos a diferentes efeitos, além de permitir sua



transferéncia entre os mais variados nivels troficos das cadeias alimentares (Barganska &
Namiesnik, 2010; Mesnage et al., 201)5).

O mancozebe, por exemplo, ¢ um fungicida pertencente a classe etileno-bis-
ditiocarbamatos, amplamente usado em frutas, algodio, batata, milho, sorgo, amendoim, tomate
e hortalica, que tem uma acao clastogénica, causando anormalidade na condensacao do DNA e
mativacao do fuso (Fatma et al., 2017). Ja dentre os herbicidas, se destaca a formulacio comercial
baseada no glifosato, nio apenas por ser o pesticida mais utilizado no mundo, mas por seu efeito
teratogénico, tumorigénico e hepatorrenal em diferentes modelos experimentals, mesmo em
concentracoes abaixo dos limites regulatorios como evidenciado na revisao realizada por
Mesnage et al., (201)5).

Outro agravante refere-se ao aumento das atividades agroindustriais que vem sendo
notado nos daltimos anos. O efluente de curtume (EC), por exemplo, gerado durante a producio
do couro bovino nas industrias de curtume (localizadas principalmente na América do Sul e da
Asia) sio compostos de diversos componentes toxicos. Ja foram evidenciados efeitos da
exposicao a esses efluentes em diferentes organismos, tais como nos mamiferos (Estrela et al.,
2017; Mendes et al., 2017), répteis (Montalvao et al., 2017), peixes (Chagas et al., 2019) aves
(Sampaio et al., 2019) e anfibios (Do Amaral et al., 2018) o que reforca a preocupacio de
ecotoxicologistas do mundo todo sobre os impactos desses efluentes nos ecossistemas aquaticos
€ terrestres.

Preocupacio semelhante tem motivado o desenvolvimento de estudos a respeito dos
immpactos causados por desreguladores ou disruptores endocrinos em baixas concentracoes, os
quais constituem substincias quimicas presentes no ambiente, naturais ou sintéticas, que podem
alterar o funcionamento do sistema endocrino (hormonal) humano ou de outros animais, além
de vegetais (Bila et al., 2007). Viarias sao as substincias que possuem a capacidade de afetar o
sistema endocrino, tais como, substancias sintéticas (alquilfendis, pesticidas, ftalatos, policlorados
de bifenilas (PCD), bisfenol A, substincias farmacéuticas), entre outras.

Conforme discutido por Pinto et al., (2015) e Pinto et al., (2015) o elevado consumo de
produtos de higiene e beleza, surfactantes e medicamentos faz com que o esgoto doméstico seja
uma das principais vias de acesso destes compostos ao meio ambiente e principalmente nas aguas
superficiais (Fickhoff et al., 2009). Portanto, diversas substancias quimicas podem ser dispersas
no ambiente, abrangendo diferentes grupos de poluentes, que incluem os farmacos,
hidrocarbonetos, residuos agroindustriais, residuos industriais, hormonios sintéticos e

agroquimicos entre outros.
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Podendo-se dizer que esses poluentes nio sio encontrados na natureza individualmente,
mas sim misturados. Todavia, pouco se conhece sobre os efeitos negativos causados a partir do
“mix” de diferentes poluentes encontrados em dguas superficiais na biota. Souza et al., (2018)
constitul o tnico estudo que reuniu 15 diferentes componentes de sete grupos de poluentes,
tendo demonstrado que este “mix” de poluentes, em concentracoes ambientais e em curto prazo,
fol suficiente para causar distirbios fisiologicos em camundongos.

Mas, quais seriam os impactos as plantas aqudticas, expostas a dgua contendo esse mix
de poluentes? As plantas, a exemplo da espécie Allium cepa L., sio modelos ecotoxicoldgicos
tteis para estudos de monitoramento ambiental e 1dentificacio de impactos precoces de uma
variedade de poluentes. Além disso, o A. cepa L. é uma espécie indicadora para
biomonitoramento genotéxico de poluentes ambientais reconhecida e validada no ambito do
United Nations Environment Program (UNEP), World Health Organization (WHQO) ¢ US
Environmental Protection Agency (US EPA).

Desta forma, testou-se nesse estudo a hipotese que a exposicao de A. cepa L. a dgua
contendo “mix” de poluentes em concentracdoes ambientals relevantes causa fragmentacao
nuclear, aumento de anomalias mitoticas em células meristematicas, assim como danos na
qualidade fisioldgica de sementes e prejuizos no desenvolvimento icial. Acredita-se que estudos
como esse permitem que seja avaliado de forma mais realista a magnitude dos mmpactos de

diferentes poluentes disponivels nos ambientes aquaticos.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Mistura de poluentes: componentes e caracterizagio quimica

O mix de poluentes utilizado fo1 preparado com 15 poluentes comumente 1dentificados
em dguas superficiais. O mtuito fo1 simular o que normalmente pode ser encontrado em cursos
d’dgua, ou seja, um mix de poluentes, que servem de forte de dgua para as plantas quando siao
descartados nos esgotos domésticos, industriais e agroindustriais nestes ambientes aquaticos. No
presente estudo, as concentracoes utilizadas foram definidas com base em estudos prévios que
identificaram cada um dos poluentes em aguas superficiais, de rios em diferentes localidades
(Tabela 1).

Os medicamentos representantes dos residuos farmacéuticos foram selecionados de
acordo com o alto e crescente consumo pela populagio humana (vide alguns estudos
mencionados na Tabela 1) e devido a presenca de residuos desses medicamentos em esgotos
domésticos e, consequentemente, em aguas superficiais, identificados por estudos atuais (Quadra
et al.; 2016; Chiavola et al., 2017; Zorpas et al., 2017). Por outro lado, o glifosato e a abamectina
foram escolhidos como representantes dos defensivos agricolas por serem pesticidas utilizados
amplamente na agricultura convencional. O glifosato ¢ o herbicida mais utilizado mundialmente
(Ba1 & Ogbourne, 2016), enquanto a abamectina pertence a familia das avermectinas, a qual é
produzida naturalmente pela fermentacio de uma cultura de bactérias, Streptomyces avermililis
(Bai & Ogbourne, 2016);

O benzeno foi escolhido como representante dos hidrocarbonetos, uma vez que é um
dos hidrocarbonetos aromiticos mais largamente utilizados como matéria-prima para diversos
produtos, tais como detergentes, gasolina e plasticos (Barata-Silva et al., 2014). Ja o nitrogénio e
o detergente doméstico foram escolhidos como representantes da classe dos fertilizantes e
surfactantes, uma vez que sao aqueles mais utilizados na agricultura convencional (Lu & Tian,
2017) e na limpeza em geral, em residéncias domésticas (Scheibel, 2004), respectivamente.

Por outro lado, o estradiol foi escolhido como representante dos horménios sintéticos,
pois estudos prévios demonstram o aumento crescente deste hormonio pela populacio humana
nos ultimos anos (Louw-du Toit et al., 2017; Yang et al., 2017), em diferentes regides do mundo.
O EC, por sua vez, fol escolhido como representante da classe dos residuos agroindustriais, pois
se trata de um residuo liquido altamente toxico e de alta complexidade quimica produzido em
grande quantidade por indastrias curtumeiras que processam a pele bovina. Tal residuo
normalmente é descartado em cursos d’agua, ilegalmente, sem qualquer tratamento prévio,

especialmente por industrias curtumeiras rudimentares ¢ de pequeno porte, espalhadas em



paises em desenvolvimento, localizados especialmente na Asia e na América do Sul (Sabumon,
2016).

Todos os medicamentos (similarmente ao estudo de Abreu et al.,, 2016), estradiol,
glifosato, nitrogénio, abamectina e detergente foram adquiridos em estabelecimentos comerciais
comuns (vide marcas na Tabela 1). A fonte de nitrogénio utilizada for a ureia, pois esta ¢ a mais
utilizada na agricultura convencional. Ji o EC utilizado fo1 obtido de uma industria curtumeira
localizada na cidade de Inhumas/Goids - Brasil, tendo sido o mesmo utilizado recentemente por

Souza et al. (2017).



Tabela 1. Concentracoes utilizadas de cada contaminante para a composicao do “mix” de poluentes.

POLUENTES CONCENTRACAO ~ REFERENCIA PARA CONCENTRACAO CONCENTRACAO
AMBIENTAL (CA-III) CONCENTRACAO AMBIENTAL (CA-II) AMBIENTAL (CA-I)
ENCONTRADA (1X) ENCONTRADA % x ENCONTRADA Y x
Amoxicilina (Antibiético) 0,0045 pg.L" Sodré et al., (2010) 0,00225 pg.L! 0,001125 pg.L
Acido acetilsalicilico (Anti-inflamatorio) 0,34 pg.L" Ternes (1998) 0,17 pg.L 0,085 pg.L!
Diclofenaco sédico (Anti-inflamatério) 1,8 ug.L" Hoeger et al., (2005) 0,9 pg.L! 0,45 pg.L'
Ibuprofeno (Anti-inflamatério) 2,7 ug.L" Flippin et al., (2007) 1,35 pg.L! 0,675 pg.L!
Fluoxetina (Antidepressivo) 0,030 pg.L! Perreault et al., (2003) 0,015 pg.L! 0,0075 pg.L!
Clonazepan (Ansiolitico) 0,053 pg.L" Ternes et al., (2001) 0,0265 pg.L! 0,01325 pg.L!
Dipirona monoidratada (Analgésico) 5 pg.L! Pamplona et al., (2011) 2,5 pg. L' 1,25 ug.L!
R e 0) 10 ng L Boxall (2004) 5 gL’ 95 pel
Benzeno (Benzeno) 0,005 mg/L Ministério da Satde (2004) 0,0025 mg/L 0,00125 mg/L
- (Efluente de curtume) 1% Rabelo et al., (2016) 0,5 % 0,25 %
Ciprionato de Estradiol (Estradiol) 2,6 ug.L-1 Jardim et al., (2006) 1,3 gL' 0,65 ug.L'
N (N o) 9,4 mg.L-1 Xu et al., (2014) 1,2 ug L 0,6 pgL’
Glifosato (Glifosato) 0,70 mg.I-1 Peruzzo et al., (2008) 0,35 ug.L' 0,175 pg.L'
Abamectina (Kraft® 36EC 0,004 mg.1-1 Vasconcelos et al., (2016) 0,002 ug.L! 0,001 pg.L'
- (Detergente) 740 pg.I-1 Mortatti et al., (2012) 370 pg.L' 185 pg.Lt!




2.2. Modelo Experimental A. cepa L. (Sementes)

A andlise for conduzida em delineamento mteiramente casualizado, para avaliacio da
toxicidade dos poluentes nas sementes de A. cepa L., for utilizado cultivar crioula, colhidas na
safra 2020, com pureza inicial de 99% e teor de dgua de 5% conforme descrito pelo fabricante.
Foram utilizadas cinco concentracdes para o umedecimento do substrato, sendo eles: Agua
deilonizada (Controle Negativo - CN) e trés Concentracoes Ambientais (CA) de um “Mix” de 15
poluentes representantes da classe de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos
agroindustriais; de hormonio sintético; de fertihzantes agricolas, pesticidas e de residuos
surfactantes, em concentracoes encontradas em aguas superficiais conforme descrito no subitem
2.1. Neste processo de umedecimento foi utilizado volume de solucao de 2,5 vezes a massa seca
do papel utilizado para os testes de qualidade fisiologica conforme as Regras para Andlises de
Sementes (Brasil, 2009). Os papéis foram autoclavados e umedecidos com as concentracoes e o
Controle Negativo (CN) antes da semeadura. A semeadura foi conduzida utilizando duas folhas
de papel tipo mata borrao em caixas de plastico transparente Gerbox (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) com

tampa com quatro repeticoes de 50 sementes (Brasil, 2009).
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Figura 1. Design experimental para as analises de qualidade fisiologica de sementes de A. cepa
L. expostas ou nao as concentracoes ambientais do “mix” de poluentes formado a partir de
representantes da classe de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agroindustriais;
de hormonio sintético; de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN-
Controle Negativo (dgua deionizada); CAIII- Concentracio Ambiental III (Concentracio 1x);
CAIlI- Concentracio Ambiental II (Diluicio de ' da concentracio 1x); CAl- Concentracio

Ambiental ¥ da concentracio 1x).

2.3. Anélise da qualidade fisiol6gica

Para a avaliacdo do efeito do “mix” de poluentes sobre qualidade fisiologica das sementes

de A. cepa L. foram desenvolvidos os seguintes testes:

Germinagio e primeira contagem. as sementes de A. cepa L. foram expostas a baixas
temperaturas (entre 5 e 10 °C) por sete dias para a superacio da dorméncia (Brasil, 2009). Apos
1550 o teste de germinacao for conduzido em camara de germinacao regulada a temperatura de
15 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foi avaliada a primeira contagem de germinacio no sexto dia
apos a semeadura computando-se a porcentagem de plantulas normais. A contagem final das
plantulas normais fo1 realizada no 12° dia apos a semeadura e os dados foram expressos em

porcentagem (Brasil, 2009).



Tndice de velocidade de germinagio (IVG): realizado conjuntamente com o teste de germinacio
computando-se diariamente as plantulas normais até o 12° dia apos a semeadura e aplicado a
formula proposta por Maguire (1962).
G G
2 L on

Gy
G = —+—+,
Ny N Npn

Onde;
G, Gy, G, = numero de plantulas na primeira, na segunda e na daltima contagem.

N, N;, N. = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda e ultima contagem.

Comprimento de plantula: realizado ao final do teste de germinacio, medindo parte aérea e
sistema radicular de 20 plantulas normais de cada repeticio, com auxilio de um paquimetro
digital e os resultados foram expressos em cm.plantula’.

2.4. Modelo experimental Allium cepa L. (Bulbo)

Para o delineamento experimental da avaliacio genotoxica e mutagénica foram utilizados
bulbos de cebolas integros com cerca de 20-30g. Estes foram cuidadosamente limpos com a
retirada do catifilo externo (casca) e enraizados em dgua purificada (via osmose reversa) por 48
horas, sendo que as mesmas apresentaram crescimento de 1-2 cm de raizes. Setenta e cinco
bulbos de cebola foram distribuidos em cinco grupos experimentais sendo expostos as
concentracoes aquosas do “mix” de contaminante por 24, 48 e 72 h, sendo n=5 bulbos por
grupo/tempo. Os grupos experimentais foram distribuidos da seguinte forma: (Figura 2) - Grupo
Controle Negativo, em que a area radicular do bulbo da cebola foi exposta apenas a dgua sem
poluentes; - Grupo Controle Positivo, em que a drea radicular do bulbo da cebola foi exposta a
um composto conhecidamente citotoxico para o mesmo modelo experimental em diferentes
concentracoes (Akinboro etal., 2011) (ciclofostamida, 10 mg/mL); - Grupo “Mix” Concentracio
Ambiental - III (CA-III) 1x, em que a area radicular do bulbo da cebola foi exposto a dgua
contendo “mix” de 15 poluentes representantes da classe de residuos farmacéuticos;
hidrocarboneto; de residuos agroindustriais; de hormoénio sintético; de fertilizantes agricolas,
pesticidas e de residuos surfactantes, em concentracoes encontradas em aguas superficiais
conforme utilizado por Souza et al., (2018) (Tabela 1); - Grupo “Mix” Concentracio Ambiental
- II (CA-II) 1/2x, em que a area radicular do bulbo da cebola foi exposto a uma diluicio de 50%
da mustura de poluentes definida no grupo “Mix” CA-III, e por fim; - “Grupo “Mix”
Concentracio Ambiental - I (CA-I) 1/4x, no qual a diluicio foi de 25% da concentracio do grupo
“Mix” CA-III. Desta maneira, grupos de cinco bulbos de cebola foram suspensos de forma que

o prato de cada bulbo ficasse exposto as concentracoes (Controles, CA-III, CA-II ¢ CA-I,



separadamente) depositado em uma caixa de polietileno (41 cm comprimento x 25 cm largura x
16 cm altura).

Os bulbos das cebolas foram expostos aos tempos de 24, 48 e 72 horas para a obtencao
das raizes, as quais todas foram medidas (mm) com auxilio de um paquimetro digital. Em seguida,
as raizes foram cortadas com auxilio de um bisturi e, entio, transferidas para microtubos de 2
mL, que continham uma soluciao de fixacao Carnoy 3:1 (etanol PA: acido acético glacial PA, v/v)
por 6 horas em temperatura a 4 °C. Depois deste periodo, a solucao de fixacao Carnoy foi

renovada e novamente armazenados a 4 °C até o uso (Babich et al., 2001).

2.5. Analise do Potencial Citogenotoxico e Mutagénico

A avaliacao do potencial genotoxico e mutagénico foi baseada na identificacio e contagem
de anormalidades nucleares de células meristematicas de A. cepa L. Desta maneira, laminas para
observacao em microscopia optica foram preparadas conforme Kumari et al., (2009; 2011) com
modificacoes. Para 1sso0, as raizes foram tiradas do microtubos aleatoriamente e hidrolisadas em
HCI (1IM) a 60 °C por 10 mim e, entao, corada com Saffranin a 45% por 10 mim. Em seguida,
aregiao meristematica da raiz (aproximadamente 2-3 mm da ponta) foi seccionada e levada sobre
a lamina, a qual fol1 macerada com auxilio da laminula e examinada em microscopia 6ptica com
aumento de 1000x. No total, 5000 células foram analisadas para cada concentragao e tempo de
exposicao, sendo 1000 células para cada raiz/bulbo, incluindo o controle positivo e o negativo. A
citotoxicidade for quantificada através do indice mitético (IM), calculado pela proporcao entre o
nimero de células em divisio e o namero total de células observadas. A genotoxicidade foi
avaliada com base no indice de genotoxicidade (IGen) estabelecido pela relacio do nimero de
células com anormalidade cromossdémica (IAC) e o nimero total de células observadas e, por
fim, a mutagenicidade analisada através do indice de microntcleo (IMN), defimda pela
propor¢io do namero de células com micronucleo (MN) sobre o nuimero total de células

observadas (Kumari et al., 2011).
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Figura 2. Design experimental da exposi¢cao dos bulbos de Allium cepa L. expostos ou nao as
concentracoes ambientais do “mix” de poluentes formado a partir de representantes da classe de
residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agroindustriais; de horménio sintético; de
fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN- Controle Negativo (igua
deionizada); CP- Controle Positivo (ciclofosfamida, 10 mg/mL); CAIII- Concentracio Ambiental
IIT (Concentracio 1x); CAII- Concentracio Ambiental II (Diluicao de % da concentracao 1x);
CAI- Concentracio Ambiental 4 da concentracio 1x) em trés tempos de exposi¢ao (24, 48 e 72

horas).

2.6. Anilises Estatisticas

Os dados de contagem de células (para Indice Mitotico, Indice de Micronucleo e Indice
de Anormalidades Cromossomicas) foram submetidos a anilise de deviance de acordo com o
modelo hnear generalizado (MLG) binomial negativo com funcio de ligacio logaritmica, para
teste (qui-quadrado) dos efeitos de tratamento dentro de tempo com nivel nominal de 5% de
significancia. Para os dados de crescimento radicular um MLG Gama foi ajustado. O ajuste geral
do modelo for avaliado por meio do AIC (Akaike’s Information Criterion), da estatistica qui-
quadrado de Pearson para avaliar superdispersao e erro médio absoluto percentual (EMAP). Em
seguida foram construidos mtervalos de 95% de confianca para comparacao das médias de
tratamentos e apresentadas as equacoes de regressio ajustadas para o efeito da concentracao do
“mix” de poluentes em cada tempo. Ja os residuos dos dados de germinacao e desenvolvimento

micial foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade. Quando atendidos os
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pressupostos foi realizada andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. As andlises foram realizadas com o software R versio 3.5.3 (R

Core Team, 2019).

3. RESULTADOS
3.1 Qualidade Fisiologica

Houve uma reducao de 75% na germinacio de sementes de Allium cepa L. quando as
sementes estiveram em contato com a CA-IIT do “mix” de poluentes, enquanto para os demais

tratamentos nao foi observada diferenca em relacio ao CN (Tabela 7).

Tabela 2. Germinacio, primeira contagem de germinacio, indice de velocidade de germinacio

e comprimento de plantulas de A/lium cepa L. submetidas a diferentes niveis de poluentes.

Grupos . Primeira fndice de Compljmento
experimentais Germinagio (%) contagem veloqdade de de plantula
(%) germinagio (cm)

CN 79 a 66 a 13,6 a 3,98 a
CA-1 77 a 65 a 13,1 ab 2,52b
CA-I1 69 a 44 b 11,1 b 1,37 ¢
CA-IIT 20 b I1c¢ 3,2 ¢ 1,13 ¢
Quadrado médio 2637,30** 2234,00** 79,74 11,62**
CV (%) 7,88 12,13 9,34 8,42

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade conforme o teste F. Na coluna, médias seguidas

pela mesma letra, ndao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A velocidade de germinacao for afetada significativamente com a aplicacio a partir da CA-
IT do “mix” de poluentes no substrato, caracterizado pelas variavels de primeira contagem e
indice de velocidade de germinacao. A variavel mais afetada for o comprimento de plantulas, que
apresentou reducao do tamanho a partir da utihizacio da CA-I do “mix” de poluentes, com

reducao gradual do tamanho das plantulas conforme aumento da concentracao.



3.2. Comprimento Radicular do modelo experimental Allium cepa L. (bulbo)

As andlises do crescimento radicular indicaram que o “mix” de poluentes na maior
concentracio (CA-III) induziu um efeito fitotoéxico, devido a reducao significativa no
comprimento das raizes em todos os tempos de exposicio avaliados quando comparados ao
controle negativo (Figura 3). O comprimento das raizes foi reduzido com o aumento da
concentracio do “mix” de poluentes (Tabela 2; Figura 3). O grupo controle negativo (CN)
apresentou maiores médias apds 48 e 72 horas de exposicio, nao se diferenciando nestes dois
tempos. As raizes expostas a CA-I e II ndo se diferenciaram em nenhum dos tempos testados se
mostrando estatisticamente diferentes do CN, nos tempos de 48 ¢ 72 horas. Ja o comprimento
das raizes da CA-I no tempo 24 horas se diferenciou estatisticamente apenas da maior
concentracio (CA-III), e apds 48 ¢ 72 horas se diferenciaram em todas as concentracoes, exceto
da CA-II que apresentou comprimento estatisticamente igual as 24, 48 e¢ 72 horas, nao se
diferenciando apenas da CA-I nos tempos analisados. Na CA-III as raizes nio apresentaram
diferenca estatistica de comprimento entre os tempos, se diferindo de todas as concentracoes e
do CN, mostrando estatisticamente que nao houve alteracio no comprimento radicular em

relacao ao tempo de exposicao e sim em consequéncia das concentracoes do “mix” de poluentes.

Tabela 3. Resumo da andlise de deviance para a variavel crescimento radicular e equacoes de

regressao ajustadas em funcao da concentracao (0 a 1x) do “Mix” de Poluentes.

Modelo Grau de Lll)erdade Dewviance Residual p-valor
Residual
Nulo 59 23,1
Tempo 57 18,8 <0,01
Tratamentos no tempo 48 4,6 <0,01
AIC 293,4
Tempo (h) Equacio ajustada EMAP
24 y=1/(0,1101 + 0,1419x) 6,26
48 y =1/(0,0471 + 0,1748x) 6,26
72 y = 1/(0,0459 + 0,1492x) 6,26
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Figura 1. indice do comprimento total do sistema radicular dos bulbos de Allium cepa L.
expostos ou nio as concentracoes ambientais do “mix” de poluentes, formado a partir de
representantes da classe de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agromdustriais;
de hormonio sintético; de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN-
Controle Negativo (dgua deionizada); CAIII- Concentracio Ambiental III (Concentracio 1x);
CAIlI- Concentracio Ambiental II (Diluicio de %2 da concentracio 1x); CAl- Concentragao
Ambiental ¥4 da concentracio 1x), em trés tempos de exposicio (24, 48 e 72 horas). Analise com
Intervalos de 95% de confianca para as médias de comprimento radicular por tratamentos ao

longo do tempo.

3.3. Anilise do potencial Citogenotéxico e Mutagénico

E possivel observar a reducio do indice mitético com o aumento da concentracio do
“mix” de poluentes, observando assim que as CA-I, II e III diferiram significativamente em todos
os tempos de exposicio em relacio ao CN (Tabela 3; Figura 4). O IM das raizes expostas a CA-
I ndo diferiu-se estatisticamente do IM da CA-II em nenhum dos tempos de exposi¢io, assim
como a CA-I e CA-II nao diferiram-se da CA-III nos tempos de 48 e 72 horas. Na figura 4 ainda

¢ possivel verificar que o CP causou efeito de reduciao do IM no tempo de exposicao de 72 horas
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em relacio ao tempo de 24 e 48 horas, observa se também que no tempo de 72 horas o IM do
CP sofreu efeito reducio, estatisticamente igual do IM das concentracoes do “mix” de poluentes,
diferindo do CN. O IM nos tempos de 48 ¢ 72 horas diferiram estatisticamente do tempo de 24
horas na CA-I e CA-II sendo observado reduciao significativa do IM nessas concentracoes e
tempos, revelando que nio sé as concentracoes do “mix” de poluentes afetaram o IM, mas sim

a associacao das mesmas com o tempo de exposi¢ao.

Tabela 4. Resumo da andlise de deviance para a variavel indice mitotico e equacoes de regressio
ajustadas em func¢ao da concentracio (0 a 1x) do “mix” de poluentes.

Grau de Liberdade

Modelo Residual Deviance Residual p-valor
Nulo 74 394,3
Tempo 72 346,3 <0,01
Tratamentos no tempo 60 76,6 <0,01
AIC 814,1
Tempo (h) Equacao ajustada EMAP
24 y =exp(6,33 + 0,2357x + 0,0919x™) 1,47
48 y = exp(6,29 - 0,6955x + 0,9919x™) 1,47
72 y = exp(6,37 - 0,6626x + 0,8944x™) 1,47

10



500 — Tempo (h)
—-— 24
—— 48
—A— 72

400 —

300 —

200 — }

100 —

Indice Mitdtico (IM)

s

I I I I |
CN CAl CAll CAlll CP
Tratamentos
Figura 2. Indice Mitético estimado a partir de 5 mil células (para cada concentragio e tempo
de exposi¢cdo) meristematicas das raizes dos bulbos de Allium cepa L. expostos ou nio as
concentracoes ambientais do “mix” de poluentes, formado a partir de representantes da classe
de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agroindustriais; de hormoénio sintético;
de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN- Controle Negativo (igua
delonizada); CP- Controle Positivo (ciclofosfamida, 10 mg/ml); CAIII- Concentracaio Ambiental
IIT (Concentracio 1x); CAII- Concentracio Ambiental IT (Diluicio de % da concentragao 1x);
CAI- Concentracio Ambiental %4 da concentracio 1x), em trés tempos de exposi¢ao (24, 48 ¢ 72
horas). Andlise com Intervalos de 95% de confianga para as médias de indice mitdtico por

tratamentos ao longo do tempo.
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38.4. Indice de Anormalidade Cromossémica (IAC)

Um efeito de induc¢iao de anormalidades cromossomicas foi constatado de acordo com
que hd um aumento das concentracoes e tempo de exposicio ao “mix” de poluentes (Tabela 4
Figura 5). Como observou-se na figura 6 e tabela 5, houve um efeito de indu¢ao niao apenas em
numero de anormalidades, mas em variacao de tipos de anormalidades em todas as fases da
divisao celular. No tempo de 24 horas de exposi¢ao na CA-II, o IAC diferiu estatisicamente do
observado nas CA-I e CP. Ja o IAC do tempo de 48 horas de exposicao ao “mix” houve diferenca
estatistica da CA-I para a CA-III. Observou-se ainda que no tempo de 72 horas todas as
concentracoes ambientais do “mix” de poluentes ¢ CP diferiram do CN, sendo importante
ressaltar ainda que a maior concentracao (CA-III) também diferiu estatisticamente do CP e da
menor concentracio do “mix” de poluentes (CA-I), sugerindo um alto indice de anormalidades

cromossomicas observadas.

Tabela 5. Resumo da andlise de deviance para a variavel anormalidades e equacoes de regressio
ajustadas em funcao da concentracio (0 a 1x) do “mix” de poluentes.

Modelo Grau de leerdade Deviance Residual p-valor
Residual
Nulo 74 433,4
Tempo 72 421,0 <0,01
Tratamentos no tempo 60 63,9 <0,01
AIC 497,0
Tempo (h) Equacao ajustada EMAP
24 y =exp(-4,51 - 5,8166x + 13,49x") 5,94
48 y =exp(-2,65 - 3,7153x + 10,05x") 5,94
72 y =exp(-0,47 - 2,2414x + 6,54x") 5,94
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Figura 3. indice de Anormalidade Cromossdmica estimado a partir de 5 mil células (para cada

concentracdo e tempo de exposicdo) meristematicas das raizes dos bulbos de Allium cepa L.

expostos ou nio as concentracoes ambientais do “mix” de poluentes, formado a partir de

representantes da classe de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agromdustriais;

de hormonio sintético; de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN-

Controle Negativo (dgua delonizada); CP- Controle Positivo (ciclofosfamida, 10 mg/mlL); CAIII-

Concentracao Ambiental III (Concentracio 1x); CAII- Concentracio Ambiental IT (Dilui¢ao de

Y da concentracao 1x); CAI- Concentracao Ambiental ¥4 da concentracao 1x), em trés tempos

de exposicio (24, 48 e 72 horas). Analise com Intervalos de 95% de confianca para as médias

de indice de anormalidade cromossdmica por tratamentos ao longo do tempo.
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Tabela 6. Numero real de anormalidades observadas para cada fase da divisio celular, para as concentracoes do “mix” de poluentes e controles, nos

tempos de exposi¢ao testados (24, 48, 72 horas).

Anormalidades Anormalidades Anormalidades Anormalidades Anormalidades Total de
Cromossomicas Cromossomicas Cromossomicas (1) Cromossomicas Cromossomicas Anormalidades
(n?) (n?) (n9) () por fase de

divisio e
tempo de

EexXposICAO
Tipos de AC por fases da | Tempo de CN CpP CA-1 CA-II C-1II
divisio celular exposICio
(horas)
AC em Profase 24 - 06 09 07 06 28
AC em Profase 48 - 03 15 11 11 40
AC em Profase 72 - 13 06 18 12 49
AC em Metilase 24 - 44 51 62 45 202
AC em Metilase 48 - 53 58 95 90 296
AC em Metifase 72 01 74 83 86 114 358
AC em Andfase 24 - 34 36 50 31 151
AC em Andfase 48 - H2 41 44 69 206
AC em Andfase 72 02 27 37 54 98 218
AC em Telofase 24 - 10 11 17 22 60
AC em Telofase 48 - 07 22 21 24 74
AC em Telofase 72 - 17 20 18 21 76
Microntcleo 24 - - 03 - 05 8
Microniicleo 48 - 08 - 03 03 14
Microniicleo 72 - 08 06 08 08 30
Célula Necrotica 24 - - - 40 32 72
Célula Necrotica 48 - 15 06 07 35 63
Célula Necrotica 72 - 03 08 30 03 44
Total de Anormalidade 03 374 412 571 629 1989
por Concentracao




Figura 4. Anormalidades cromossomicas nas células meristematicas de raizes de Allium cepa L.

expostas a concentracoes ambientals do “mix” de poluentes. A: célula fantasma; B: célula
necrotica; C - Cl: microntcleo; D - D1: préfase perturbada com fragmentos cromossémicos; E
final da préfase com perturbacio no fuso; F: final da profase com poliploidia; G: Metafase
fragmentada com perturbacao no fuso; H: c-metafases; I: metifase com cromossomo colhido; J:
metifase com aderéncia cromossdémica; K: Metifase poliploide; L: anidfase retardatiria com
fragmento cromossomico; M: anafase com cromossomo retardatirio e M 1: inicio da anafase com
varios cromossomos retardatarios; N: anafase com varios fragmentos cromossoémicos; O: anafase
multipolar; P: anormalidade nao identificada em anafase; Q: anafase fragmentada com ponte
cromossomica; R: anafase diagonal; S: telofase com cromossomo retardatiario; T: telofase
aderente com fragmento e cromossomos retardatarios. As laminas foram coradas com Saffranin,
apos a fixacdao. No entanto, um filtro preto e branco foi aplicado as fotomicrografias para permitir

uma melhor visualizaciao da estrutura nuclear.



3.5. Microniicleo

O indice de micronicleo nao apresentou diferenca estatistica em relacio as
concentracoes e tempos de exposicao, mas fol possivel observar na figura 7 uma tendéncia
ascendente da curva de dispersio dos dados em consequéncia do aumento das Concentracoes
Ambientais e tempos de exposicio ao “mix” de poluentes. Fol possivel observar ainda pelo
mtervalo de confianca uma grande variacio dentro dos tratamentos a partir da CA-I

principalmente no tempo de 72 horas.

Tabela 7. Resumo da anélise de deviance para a varidvel microndcleo e equacgdes de regressao

ajustadas em funcdo da concentracdo (0 a 1X) do “mix” de poluentes.

Modelo Grau de leerdade Deviance Residual p-valor
Residual
Nulo 74 107,4
Tempo 72 101,6 0,05
Tratamentos no tempo 60 57,5 <0,01
AIC 497,0
Tempo (h) Equacio ajustada EMAP
24 y = exp(2,43 - 0,0943x) 31,5
48 y =exp(2,73 - 0,5995x) 31,5
72 y = exp(2,68 - 0,4495x) 31,5
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Figura 5. Indice de Micron(cleo estimado a partir de 5 mil células (para cada concentragio e
tempo de exposicdo) meristematicas das raizes dos bulbos de Allium cepa L. expostos ou niao
as concentracoes ambientais do “mix” de poluentes, formado a partir de representantes da classe
de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agroindustriais; de hormoénio sintético;
de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes. CN- Controle Negativo (igua
delonizada); CP- Controle Positivo (ciclofosfamida, 10 mg/ml); CAIII- Concentracaio Ambiental
III (Concentracio 1x); CAII- Concentracio Ambiental IT (Diluicio de ' da concentragao 1x);
CAI- Concentracio Ambiental %4 da concentracio 1x), em trés tempos de exposi¢ao (24, 48 e 72
horas). Andlise com Intervalos de 95% de confianca para as médias de micronucleo por

tratamentos ao longo do tempo.
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4. DISCUSSAO

4.1 Qualidade Fisiologica

O teste conduzido com a germinacao de sementes e crescimento de raiz de plantulas de
A. cepa L. é um indicativo do potencial contaminante dos produtos lancados no ambiente,
entretanto o dano ou efeito causado depende da concentracao destes componentes. Isso pode
ser explicado pois, sabe-se que a deterioracao das sementes pode ocorrer desde a maturidade
fisiologica até no momento pos semeadura e ela depende principalmente das caracteristicas do
genotipo e das condicoes do ambiente (Marcos-Filho, 2015).

As concentracoes criticas dos poluentes variaram de acordo com o parametro analisado,
sendo ele germinacao, velocidade de germinacio e comprimento de plantulas, evidenciando que
o crescimento total das plantulas e a velocidade de ocorréncia deste processo é mais afetado pela
concentracao de poluentes do que a capacidade de formacio de uma plantula normal
(germinacido). O efeito dependente do paraimetro analisado pode ser explicado pelo fato de que
existe uma sequéncia de eventos do processo de deterioracio que é continuo, nevitavel e
irreversivel (Marcos-Filho, 2015), sequéncia esta que, de acordo com Delouche & Baskin (1973)
micia com a degeneracao das membranas, evolul para a reducao da velocidade de germinacao e
da taxa de crescimento e culmina com a perda do poder germinativo.

No ambiente isto pode ser refletir na maior capacidade de as plantas miciarem seu
desenvolvimento, porém nao completarem, de forma rapida e uniforme, devido a absorcao dos
poluentes. A germinacao de sementes ocorre apenas na presenca de umidade, em trés fases,
sendo elas, embebi¢io da semente na presenca de agua, transporte de substincias de reservas e
protusio da radicula (Marcos Filho, 2015). Assim espera-se que a qualidade desta dgua embebida
afete a eficiéncia da embebicio e dos eventos metabolicos subsequentes.

A germinacio dentro de um processo de deterioracao é o ultimo estigio a ser afetado,
uma vez que esta relacionado a viabilidade da semente, ou seja, o vigor pode ser afetado, mas
mesmo em condicoes adversas, havendo a presenca de umidade, temperatura e luz a germinacao
pode ocorrer (Carvalho & Nakagawa, 2012). A formacao da plantula ocorrera apenas na presenca
de agua, assim possivelmente o potencial hidrico pode ter diminuido com a presenca dos sais
dos poluentes, uma vez que a salinldade pode levar a solucio a potenciais hidricos muito
negativos que, especialmente no inicio da embebicio, influenciam a absor¢ao de dgua, podendo
mviabilizar a sequéncia dos eventos relacionados ao processo germinativo das sementes (Bansal,
Bhati & Sen, 1980), ou afeta-los de forma a prejudicar a velocidade ou a eficiéncia deste processo,
especialmente quando a altas concentracoes como no caso do “mix” na CA-II1.
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Isso fo1 observado em sementes de alface (Franco et al., 2017; Thode Filho et al., 2019).
Entretanto, quando as sementes sao expostas a condi¢oes que ainda ha dgua livre no sistema, o
processo germinativo pode ocorrer sem afetar a porcentagem final. Este mesmo comportamento
for observado por Rosa et al., (2015), que ao avaliarem a exposicao de sementes de A. cepa L.
aos efluentes bruto e tratado, nas concentracoes 25%, 50%, 75% e 100%, 1dentificaram que a
germinacao for pouco fluenciada pelas concentracoes do poluente.

Pela andlise do comprimento das plantulas (Tabela 7) for possivel verificar o menor
crescimento quando expostas aos poluentes, em relacao ao CN, confirmando a posiciao de Alvin
etal., (2011) que relataram que mudanca nas condi¢oes ambientais, associadas a poluicio, podem
causar reducio do crescimento radicular. Essa reducao do comprimento a partir das menores
concentracoes de poluentes pode estar relacionada a dificuldade de absorcio de dgua pela
semente, uma vez que apesar de ter havido a protrusao da radicula, pela umidade do meio, nao
houve condicoes hidricas necessarias para a ativacao de enzimas e transporte de reservas para o
desenvolvimento completo da plantula. Este cendrio deve ter ocorrido devido a presenca
principalmente de sais que compdem os poluentes, causando uma tensao osmotica provocada
pela diminuicio do potencial de dgua no meio e, por conseguinte, pela restricio de absorcio de
agua pelas raizes e transporte de reservas (Thode Filho et al., 2020).

Esta condi¢ao, além de causar toxidez, quando se acumulam nos tecidos vegetais, pode
acarretar mudancas na capacidade da planta em absorver, transportar e utilizar os ions essenciais
ao seu crescimento (Lacerda et al., 2004). Thode Filho et al., (2019), comenta que a insercao de
poluentes no substrato para a germinacao de sementes tem efeito deletério sobre as caracteristicas
morfoldgicas da plantula a ser formada. Portanto, que a reducio do desenvolvimento vegetativo
provocado pela presenca dos poluentes, pode comprometer seriamente o desenvolvimento
vegetativo desta planta ou de outras espécies vegetais em condicoes de campo.

A velocidade de germinacio foi afetada a partir da CA-IT do “mix” de poluentes. Ferreira
& Borghetti (2004) explicam que em muitas vezes o efeito toxico das substancias nao é sobre a
germina¢ao, mas sobre a velocidade de germinacao ou outro parametro do processo, como
exemplo o comprimento. Resultados similares foram encontrados por Cuchiara, Borges &
Bobrowski (2012) ao testarem sementes de alface e cebola como bioindicadores de qualidade da
agua de acordo com as estacoes do ano e por Moraes et al., (2002) ao estudarem o efeito de
contaminantes na germinacao e no vigor de sementes de arroz. Os testes que avaliam a velocidade
de germinacao, como a primeira contagem e indice de velocidade de germinacao foram menos

sensivels aos efeitos de substancias quimicas que o crescimento da plantula.
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Segundo Rodrigues & Reis (1992), diferentes compostos quimicos agem diretamente na
velocidade de emissiao das estruturas das plantulas, pois interferem na divisio celular, na
permeabilidade das membranas e na ativacao de enzimas. Cuchiara Borges, & Bobrowski (2012),
atribuem esta reducao da velocidade e do crescimento a interferéncia na divisao celular, como as
aberracoes cromossomicas observadas em células meristemadticas radiculares de cebola,
submetidas a tratamento com 4gua contaminada.

Moraes et al., (2002) em estudos com sementes de arroz submetidas a cloreto de amonio
(NH4Cl) observaram ainda que contaminantes como este podem ter afetado negativamente a
composicao e manutencao das membranas celulares durante a exposicao as substancias,
permitindo a lixiviacao de sais minerais, actcares, proteinas e outros componentes da semente
levando ao processo de deterioracio e perda do vigor. Rodrigues et al., (2013) ainda verificaram
que essa diminuicao de comprimento e de velocidade pode estar relacionada a reducio da
capacidade de conversao destas reservas na presenca dos poluentes. Pois, o aumento da
salinidade, fator presente no “mix” de poluentes, pode prejudicar a permeabilidade aos ions de
sodio e potassio, por exemplo, que sio fatores importantes no ganho de biomassa e seu influxo

por meio de vias metabolicas.

4.2 Citogenotéxico € Mutagénico

E fundamental a combinacio das analises macroscopicas e microscopicas para determinar
os efeitos toxicos de compostos lancados no ambiente (Andrade et al., 2010), exatamente como
observado neste trabalho, onde a diminuicao do IM (Figura 4) ¢ o aumento do IAC (Figura 5)
devido ao aumento das concentracoes do “mix” de poluentes corroboraram a reducao
significativa no sistema radicular dos bulbos de A. cepa L. (Figura 3).

De acordo com Sobrero & Ronco (2004) mesmo que as concentracoes nao sejam tio
nocivas a ponto de mibir a germinacio, podem retardarem o crescimento da raiz, sendo assim
um indicador de efeito subletal, pois a fase inicial do desenvolvimento das raizes ¢ muito sensivel
a substiancias estranhas ao metabolismo da planta, podendo acarretar em plantulas anormais
(Ferreira & Borghetti, 2004). Outro importante parametro para se avaliar os efeitos que agentes
quimicos causam no ciclo celular é o indice mitético (Smaka-Kincl et al., 1996; Sobral et al.,
2013), o qual constitul um indicador de divisao celular adequada, sendo sua diminuicao utilizada
para inferir sobre efeitos citotoxicos (Leme & Marin-Morales, 2009; Tedesco & Laughinghouse,
2012; Souza, 2006; Hoshina, 2002), como observado neste trabalho e também por Silva et al.,
(2020) onde as concentracoes do farmaco (paracetamol) mibiu a divisao celular causando efeito

citotoxico em A. cepa L.
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Exposicoes a substincias quimicas podem causar alteracdes cromossomicas
caracterizadas por modificacoes estruturais, sendo observadas pelas quebras, mibicao da sintese
ou replicacio do DNA ou as alteracoes cromossdémicas numéricas como poliploidia e
aneuploidia que sao consequéncia da divisio incorreta dos cromossomos (Leme & Marine-
Morels, 2009). Neste trabalho observou-se diferentes anormalidades cromossomicas, tais como
os cromossomos retardatarios (Figura 6. L, M, S, T) que resultam da falha dos cromossomos em
mover-se para qualquer um dos polos, ou de fragmentos cromosséomicos acéntricos (Figura 6. L,
M, M,, S, T) que permanecem como retardatirios (Turkoglu, 2007).

J4 a poliploidia cromossémica na metifase (Figura 6. K) (anormalidade nao reversivel)
fol observada em todas as concentracoes e tempos de teste, exceto para ambos os controles (CP
e CN). Esta anormalidade pode ter sido causada pela nio ligacio dos microtibulos aos
cromossomos por problemas na regiao dos centromeros (Freitas et al.,, 2016), afetando a
segregacao dos cromossomos para as células filhas levando a formacio de células poliploides,
fazendo que haja a parada do ciclo celular em metafase, originando assim as c-metafases (Figura
6. H) que s6 nao foi evidenciada na CAII no tempo de 48 horas e no controle negativo (CN) de
todos os tempos, assim como observado por Fernandes et al., (2007) onde apds a exposicao das
raizes de A. cepa L. as concentracoes do herbicida trifluralina for observado células poliploides e
consequentemente c-metafases.

As pontes cromossdémicas na anafase (Figura 6. Q) foram observadas no CP e em todas
as concentracoes do “mix” e tempos de exposiciao exceto na CAl no tempo de 48 horas, essas
ACs resultaram da fusao e quebra de cromossomos devido a processos mutacionais estruturais,
algumas podem levar a morte celular, podendo assim ter causado a necrose devido ao estresse
induzido por agentes quimicos toxicos, sendo essa anormalidade observada nas concentracoes
do “mix” de poluentes nos trés tempos de exposicao testados, anormalidade essa que envolve
simultaneamente muitas células e € resultado de lesoes celulares, um processo que leva a danos
metabolicos e, por fim, a morte celular, como relatado por Zaken & Lockshin, (2002). Ja a
anafase multipolar (Figura.6. O) é resultado da segregacio incorreta das cromatides, podendo ser
devido ao encurtamento e alongamento de alguns microtibulos do fuso mitético, levando a
desorientacao dos cromossomos e consequentemente podendo vir a originar os microntcleos.

O “mix” de poluentes testado além de possuir efeito citotoxico evidenciado pelo IM em
relacao ao CN, possui efeito clastogénico que induziu as quebras e pontes cromossoémicas e efeito
aneugénico que ativou a estrutura celular como por exemplo as funcoes do fuso levando a
perdas cromossomicas (Figura 6. I), cromossomos desorientados, atrasados, multipolaridades e

c-metafases (Leme & Marin-Morales, 2009). Resultados semelhantes de efeito genotoxico e
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citotoxicos foram registrados para A. cepa L. exposto a diferentes substancias quimicas, como no
estudo de Parvan, et al., (2020) onde o herbicida flumioxazina causou citotoxicidade na menor
concentracio testada e genotoxicidade em todas as concentracoes utilizadas. EE como também
observado por De Alencar et al.,, (2019) que evidenciou genotoxicidade em todas as

concentracoes testadas do antisséptico bucal gluconato de clorexidina 0,12 %.

5. CONCLUSAO

A partir do modelo experimental A/ium cepa L., considerando diferentes concentracoes
ambientalmente relevantes do “mix” de poluentes e tempos de exposicao, é evidenciado
citotoxicidade devido ao efeito de reduciao do comprimento radicular e reducio significativa do
Indice Mitotico (IM). O “mix” de poluentes também causa efeito inducio de anormalidades
cromossomicas, evidenciando a genotoxicidade além de danos fisiologicos na germinacio e
desenvolvimento micial de plantulas de A. cepa L., que sugerem danos na qualidade fisiologica
das sementes expostas ao “mix” de poluentes. Logo, nosso estudo corrobora nossa hipotese
micial de “shedding light” sobre a toxicidade do “mix” de poluentes sobre a biota vegetal aquatica,
ja que ainda sdo insuficientes as informacgdes da nocividade do “mix” de intimeros poluentes
lancados no ambiente, que afetam as plantas aquaticas do bioma Cerrado, sendo preocupante ja
que a fixacao do dano na geracao subsequente de células divididas por erros pode afetar o
organismo como um todo e até mesmo o ambiente onde esses componentes do “mix” sao

encontrados.
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