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1. INTRODUCAO

Os biomarcadores podem ser definidos como sistemas indicadores que
geralmente incluem subsistemas de um organismo completo, usados para
identificagdo de um alvo especifico (SILVA et al., 2003). Esses sistemas tém
importancia no monitoramento da poluicdo ambiental e avaliagdo do potencial
mutagénico de muitos compostos quimicos, dentre esses o teste de Allium cepa
tem sido amplamente empregado para a deteccdo de genotoxicidade,
citotoxicidade e mutagenicidade, aléem de fornecer informacdes importantes para
avaliar os mecanismos de acdo de agentes clastogénicos e/ou aneugénicos
(LEME; MARIN-MORALES, 2009; SILVA et al., 2003). A analise de alteracbes
cromossOmicas serve como teste de mutagenicidade e € um dos poucos métodos
diretos para mensurar danos em sistemas expostos a mutagénicos ou
carcinogénicos potenciais, porém para possibilitar a avaliacdo dos efeitos desses
agentes, faz-se necessario que a amostra esteja em constante divisdo mitética.

Além da cebola, pesquisadores tém utilizado outras espécies vegetais em
bioensaios, o Allium sativum L. (alho), Lactuca sativa L. (alface) e a Vicia faba L.
(feijao fava), por serem altamente sensiveis e simples, e o0s resultados
reprodutiveis em estudos de genotoxicidade (YI; MENG, 2014; SILVA et al.,
2003).

As principais classes de contaminantes emergentes incluem produtos
farmacéuticos e de cuidado pessoal, plastificantes, retardantes de chama,
surfactantes, nanomateriais e pesticidas (PEREIRA et al., 2015). Pesticidas é o
termo internacional utilizado pra agrupar classes de compostos que atuam como
herbicidas (controlam plantas daninhas), inseticidas (usado no controle de
insetos), fungicidas (controlam fungos), dentre outros, sendo no Brasil
denominados de agrotoxicos (LIMA et al., 2016).

De acordo com MAGALHAES; FERRAO FILHO (2008) nos testes de
biomonitoramento, procedimentos padronizados devem ser seguidos como a
insercao de controle negativo, positivo e série de diluicbes. O controle negativo é
uma populacéo preexistente igual a que se encontra em teste, mas sem adicao do
contaminante, para determinar se os efeitos podem ter acontecido por outro fator
gualquer. No controle positivo, utiliza-se um agente téxico de efeito conhecido
para assegurar que O organismo responde adequadamente. Em testes com
bioindicadores vegetais encontramos na bibliografia diferentes controles positivos
como trifuralina, cloreto de niquel, sulfato de cobre, paracetamol,
etilmetanosulfonato, glifosato, etc. (BRAGA; LOPES, 2015; SANTOS et al., 2018;
HISTER et al., 2017).



43 SEMANA XXVII CONGRESSO DE
L)
‘;\k ey COCI INICIACAQ CIENTIFICA

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi identificar alteracdes
citogenéticas de produtos téxicos sobre células radiculares do bioindicador Allium
sativum L., visando determinar um eficiente controle positivo para esse bioensaio.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi conduzido no Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética
do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Pelotas, durante o ano de
2018.

Foram preparados cinco repeticdes por tratamento, sendo utilizada como
controle negativo agua destilada e testados como possiveis controles positivos o
herbicida trifluralina, nas concentragbes de 1,2; 1,4, 1,8; 2,4 mL/L; o fungicida
sulfato de cobre, nas concentragdes de 0,08; 0,10; 0,12 mL/L; e os medicamentos
paracetamol (400mg) e dipirona sodica (400 mg) nas concentracfes de 0,4 e 0,8
mL/L.

Para o teste foram selecionados bulbilhos de alho, usado como bioindicador,
para cada concentracdo dos cinco tratamentos. Posteriormente, cada bulbilho foi
disposto em recipientes de 25 mL, nomeados de acordo com a dose e 0
tratamento correspondente. Os recipientes foram organizados de forma aleatoria
e mantidos em uma sala de crescimento a temperatura de 25 °C.

Os efeitos cito e genotdxico dos tratamentos foram verificados pela analise
do ciclo mitético e calculados os indices mitético (IM), metafasico (IMet) e
anafasico (IAf), e das anormalidades cromossomicas (IAC). ApéGs o periodo de
guatro dias as amostras do controle negativo apresentaram emissao radicular
superior as demais, logo, foram retiradas e as raizes fixadas em Carnoy (3:1,
alcool etilico: acido acético) por um periodo de 48h a temperatura ambiente. Os
outros tratamentos foram retirados sete dias ap0s o inicio do experimento e,
assim como o controle negativo, foram fixados por um periodo de 48h em Carnoy.

Para proceder a andlise das laminas foi utilizada a técnica de esmagamento
das raizes (GUERRA; SOUZA, 2002), hidrolisadas em HCL 5 N durante dez
minutos, lavadas em agua destilada e coradas com orceina acética 2%. Para
cada tratamento foram analisadas 10 laminas e observadas 250 células/lamina
pela técnica de varredura, em microscopio optico a uma magnitude de 400x,
sendo contadas 2500 células por tratamento, observando-se o numero de células
em cada fase da mitose e alteracBes cromossbmicas nos tratamentos usados
como controle positivo.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os
dados foram submetidos a andlise da normalidade residual. Atendendo as
pressuposicdes foi realizada a analise de variancia e de regresséo linear a 5 % de
probabilidade de erro utilizando o programa Statistix 9.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Em testes com Allium cepa o uso de diferentes controles positivos tem sido
descritos na literatura, como sulfato de cobre, paracetamol, dipirona sodica,
trifuralina, etc, porém nesse trabalho ao utilizarmos como bioindicador o Allium
sativum as concentracdes testadas de sulfato de cobre, paracetamol e dipirona
sodica foram muito toxicas, sendo observadas somente células em interfase. No
tratamento de trifuralina, com a concentracdo de 2,4 mL/L ndo houve a emissao
de raizes, as concentracfes de 1,2; 1,4 e 1,8 mL/L possibilitaram a anélise das
fases da diviséo celular mitotica.
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A andlise estatistica permitiu verificar que para todas as variaveis analisadas
conforme o aumento das concentragdes de trifuralina ocorreu uma diminuigdo dos
valores observados (Fig.1). Os indices de fases sdo sensiveis as varias
modificagBes fisioldgicas/bioquimicas celulares no periodo entre as divisbes da
mesma, as quais podem promover um atraso na entrada das células em diviséo,
ocasionando baixos IM ou um adiantamento na divisédo celular, gerando IM mais
elevados do que os do controle. Quando as células do tecido se encontram em
equilibrio proliferativo a duracdo de cada fase do ciclo de divisdo permanece
constante, sendo o numero de células em cada fase também constante e
proporcional ao tempo de duragcdo das mesmas. Todavia, quando sob efeito de
substancias toxicas esse equilibrio pode romper-se (GRIPPA et al., 2009).

O IM é avaliado por meio da contagem de células em divisdo pelo niumero
total de células analisadas, sendo que a reducdo desse indice pode ser
ocasionada devido a exposicdo do organismo a substancia toxica, causando
danos ao crescimento e desenvolvimento do organismo, como observado neste
trabalho. ILBAS et al. (2012), mencionam que isso pode ocorrer devido a um
bloqueio na fase G1 ou inibicdo da sintese de DNA na fase S.
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Figura 1. Graficos das curvas ajustadas e dos valores observados para as
variaveis: A - Indice metafésico, B - indice anafésico, C - indice mittico em
células meristematicas radiculares de alho sob efeito de diferentes concentracfes
de trifuralina.

4. CONCLUSOES

A trifuralina demonstra ser eficiente controle positivo para bioensaios com
Allium sativum causando altera¢des no ciclo de vida da célula, porém devido a
sua toxicidade devem ser testadas concentracdes menores deste herbicida assim
como para os demais produtos utilizados neste trabalho.
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