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1. INTRODUCAO

O método de avaliacdo de alteracbes cromossémicas em raizes de Allium
cepa (cebola) é validado pelo Programa Internacional de Seguranca Quimica
(IPCS, OMS) e o Programa Ambiental das Nacdes Unidas (UNEP) como um
eficiente teste para analise e monitoramento in situ da genotoxicidade e
citotoxidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999). Esse
teste € muito utilizado devido a sensibilidade, pela facilidade de obtencédo do
material biolégico e manipulacdo, baixo custo, curto periodo de tempo de
germinagcdo das sementes e brotamento das raizes nos bulbos, e por possuir
cromossomos grandes e em pequena guantidade, o que facilita a visualizac&o
(CUCHIARA; BORGES; BOBROWSKI, 2012).

De acordo com CONSTANTIN, OWENS (1983), os bioensaios que utilizam
plantas apresentam muitas vantagens, tais como: equipamentos e materiais mais
baratos, a similaridade na morfologia dos cromossomos das plantas com os de
mamiferos, a resposta aos agentes mutagénicos semelhantes aos animais.

Dentre os controles positivos utilizados em bioensaios com plantas, a
literatura tem registrado o uso de diferentes substancias como cloreto de niquel,
sulfato de cobre, paracetamol, etilmetanosulfonato, glifosato, trifuralina, etc.,
visando induzir anormalidades cromoss6micas e distarbios no ciclo mitotico
(BRAGA; LOPES, 2015; SANTOS et al., 2018; HISTER et al., 2017). A trifluralina
€ um herbicida amplamente utilizado e atua sobre plantas sensiveis causando a
inibicdo da mitose na prometéafase, pela interferéncia na polimerizacao da tubulina
e na formacgao de microtubulos (OVIDI et al, 2001; HESS; BAYER, 1974 e 1977).

O trabalho visa identificar a concentracdo adequada de trifuralina a ser
utilizada como controle positivo na analise de divisdes mitéticas e alteragbes
citogenéticas nas células meristematicas radiculares de bulbos de cebola.

2. METODOLOGIA

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

Foram utilizados 40 bulbos de cebola de tamanhos similares, adquiridos no
comércio local, e mantidos em geladeira por sete dias. A parte basal de cada
bulbo foi imersa em recipiente contendo agua destilada para o crescimento das
raizes durante 72 horas. Em seguida, os bulbos foram transferidos para os
tratamentos, sendo utilizado como controle negativo a 4gua destilada e solucdes
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de trifluralina nas concentracdes de 0,12; 0,18; e 0,24 mL/L. Para cada tratamento
foram destinados dez bulbos (dez repeti¢cdes/tratamento), distribuidos de forma
aleatéria e mantidos em temperatura ambiente, por 72 horas.

Apéds, os bulbos foram removidos dos tratamentos, as raizes lavadas em
agua destilada, seccionadas, e fixadas em Carnoy 3:1 (alcool etilico e acido
aceético) até o momento das analises citogenéticas: indice mitotico (IM) e indice de
alteracdes cromossoémicas (IAC).

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 &gua destilada e coradas com orceina acética 2%. Para
cada tratamento foram analisadas cinco laminas e observadas 1000
células/lamina pela técnica de varredura, totalizando 5000 células/tratamento. O
delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado. Os dados
foram submetidos a andlise da normalidade residual. Atendendo as
pressuposicoes 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

Apés analisadas as laminas, observou-se que o controle negativo nao diferiu
estatisticamente dos trés tratamentos com trifluralina, para o indice mitotico.
Porém, para o indice de alteracdes cromossémicas houve diferenga significativa
entre todos os tratamentos. Os resultados da acao da trifluralina, sobre bulbos de
cebola, mostram que a variavel IAC apresentou uma relacdo quadratica com as
diferentes concentracbes desse herbicida, ou seja, as concentracdes de
trifluralina acarretaram aumento progressivo na quantidade de alteracdes
cromossomicas (Figura 1).
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Figura 1. Gréafico da curva ajustada e das médias observadas para a variavel
indice de alterac6es cromossdmicas para tecidos meristematicos radiculares de
cebola tratados com diferentes concentragdes do herbicida trifluralina.

O IM é considerado um parametro que permite que se estime a frequéncia
de divisdo celular e a inibicdo dessa atividade mitética é frequentemente usada
para rastreamento de substancias toxicas (MUSTAFA; ARIKAN, 2008). Segundo
GRIPPA et al. (2010), a inibicdo do crescimento da raiz € resultado da inibicdo da
divisao celular, o que leva a diminuicédo do indice mitético. Assim como os autores
citados, neste trabalho ndo foi observada inibicdo do indice mitético em A. cepa, e
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assim como os autores podemos sugerir que a auséncia de inibicdo pode estar
relacionada as raizes j4 estarem em crescimento quando expostas ao agente
toxico e o tempo de exposicao nao ter sido suficiente para gerar inibicao.

Dentre as alterag6es cromossOmicas observadas, numa andlise qualitativa,
foram encontradas em ordem decrescente a presenca de microndcleos, de pontes
anafasicas, cromossomos perdidos e cromossomos em anel (Figura 2).
Resultados similares foram observados KARAISMAILOGLU (2014) em células de
girassol, e de acordo com o autor anormalidades como disturbios na profase,
Cromossomos pegajosos e pontes cromatidicas podem ser resultados da eroséao
de cromatides e quebras de cromatides ou cromossomos, e representam o efeito
toxico e danos irreversiveis causados pelo agente testado. Por outro lado, c-
mitose e cromossomo retardatarios sdo produzidos como resultado da inibicdo da
formacéo das fibras do fuso acromatico. JA os micronucleos séo originados de
fragmentos acéntricos ou tardios, os quais sdo excluidos do préprio nucleo
durante a mitose.

Figura 2. Células meristematicas de raizes de bulbos de cebola tratadas com
trifluralina apresentando micronucleo (A), ponte anafasica (B), anafase multipolar
(C) (400x).

4. CONCLUSOES

Pode-se inferir que para a variavel IM todas as doses de trifluralina testadas
ndo inibiram o crescimento das raizes dos bulbos de cebola, porém para a
variavel IAC houve aumento significativo na quantidade de anomalias
cromossOémicas nas células meristematicas submetidas a acao do herbicida.
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