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RESUMO: O potencial lesivo ao DNA que alguns contaminantes de origem antrépica podem
desempenhar, evidencia o risco proporcionado aos ecossistemas aquaticos, quando de alguma
forma estes compostos atingem os cursos d’agua. O presente estudo apresenta-se como parte do
monitoramento das 4guas da sub-bacia do Rio Siriri (SE), consistindo na verificacdo da presenca
de contaminantes com potencial mutagénico e/ou recombinogénico, por meio do Teste SMART
em células da asa de Drosophila melanogaster. Foram delimitados quatro sitios para coleta de
agua, realizada no periodo correspondente a estacdo chuvosa do ano de 2013. Linhagens de
D.melanogaster portadoras dos genes para pelos mutantes foram submetidas a dois tipos de
cruzamentos: Cruzamento padrdo (ST) e cruzamento com alta capacidade de bioativacdo (HB),
sendo a progénie resultante tratada em meio de cultura contendo 5 ml das amostras de agua. Os
resultados, mostraram-se positivos em trés dos quatro pontos de amostragem para o cruzamento
ST. As frequéncias encontradas para manchas simples pequenas (MSP) e total de manchas (TM),
nos pontos 1, 2 e 4 apresentaram valores significativamente maiores que os encontrados no
tratamento com agua ultra-pura. Os dados obtidos fornecem um indicativo de impacto nas
localidades e evidenciam a presenga de contaminantes com acao direta sobre o DNA.

Palavras-chave: Impacto ambiental, Mutagénese, mosca das frutas.

INTRODUCAO

Os ambientes aquéaticos tém sido deposito de diferentes tipos de descargas antropogénicas,
uma vez que sao 0s primeiros a receber dejetos contendo poluentes de varias fontes (Ohe et al.,
2004). A descarga, acumulo e persisténcia de efluentes constituem uma ameaca a vida biologica,
uma vez que eles sdo frequentemente toxicos e sua presenca pode degradar seriamente o
ambiente (White & Rasmussen, 1998; Fleeger et al., 2003; Andrade et al., 2010). Como efeito,
esses agentes podem interferir em varios niveis do sistema bioldgico de organismos, promovendo
alteracdes no desenvolvimento, inducéo a carcinogénese e reducgdo da variabilidade genética que
podem surgir como danos individuais ou transferiveis as geragfes futuras (Dickmann et al., 2004;
Azevedo et al., 2011). A exposicdo a um genotdxico compromete primeiramente a integridade do
DNA celular o que torna o monitoramento por meio de testes biomarcadores eficiente na deteccéo
de alteracbes como mutagfes, anormalidades cromossémicas grosseiras, erros na sintese do
DNA, aductos de DNA e quebras de fitas simples ou duplas, tendo cada um deles sensibilidade e
especificidade variaveis (Savva, 1998).

O Teste para detecgdo de Mutacdo e Recombinagdo Soméatica (Somatic Mutation And
Recombination Test - SMART), em células de asas de Drosophila melanogaster apresenta-se
como um teste capaz de detectar agentes indutores de mutagenicidade, bem como de acéo
recombinogénica, prémutagenos e procarcindgenos (Dihl et al., 2014).Seu emprego em amostras
ambientais tem mostrado alta sensibilidade para detectar agentes genotdxicos ambientais em
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particulas aéreas, amostras de agua (Delgado-Rodriguez et al.,1999; Amaral et al., 2005) e
sedimento (Pantaledo, 2007).

A sub-bacia do Rio Siriri, localizado no Estado de Sergipe — Brasil € um importante afluente
do Rio Japaratuba, situando-se na sua porcao oeste. A ocupacao das margens ao longo de toda a
sub-bacia, principalmente pela expansdo habitacional, agricultura e agropecuaria tem sido
responsavel pela alteracdo da paisagem e introducdo de compostos de diversas origens, o que
durante anos vem conferindo a area um quadro visivel de degradacdo. O presente estudo teve
como objetivo avaliar o potencial de possiveis agentes genotdxicos disponiveis na dgua do Rio
Siriri por meio teste SMART em células de asas de D. melanogaster.

MATERIAIS E METODO

A coleta de agua concentrou-se na sub-bacia do Rio Siriri — SE no més de abril de 2013,
sendo quatro, os pontos de amostragem delimitados ao longo da sub-bacia: Ponto 1 (10° 31' 46.4"
S e 37° 6' 18.9" W), Ponto 2 (10° 36' 34.2" S e 37° 5' 54.6" W), Ponto 3 (10° 38' 15.4" Se 37° &'
18.5" W) e Ponto 4 (10° 41' 2.2" S e 37° 4' 45.6" W). ApOs a coleta as amostras foram
acondicionadas em recipiente fechado e transportadas para o Laboratério de Genética e
Conservagdo de Recursos Naturais — UFS, onde foram armazenadas até a realizagcdo dos
tratamentos.

Na execucdo do teste SMART de asa foram utilizadas trés linhagens mutantes de
Drosophila melanogaster 1) multiple wing hairs (mwh):mwh/mwh; 2) flare-3 (fir*/In (3LR)TM3, rip®
sep 1(3)89Aabx**® e Bd®; e 3) ORR; flare-3 (ORR/ORR; flr¥/In (3LR)TM3, rip® sep 1(3)89Aabx>*® e
Bd®). Considerando-se uma proporcéo de 2:1 para fémeas e machos, foram realizados dois tipos
de cruzamento: cruzamento padrdo (ST) que identifica compostos de acao direta e cruzamento de
alta capacidade de bioativacdo (HB) capaz de identificar compostos que exigem metabolizacdo
para o desempenho de atividade mutagénica (Graf & Van Schaik, 1992; Graf et al.,1989). As
larvas resultantes destes cruzamentos foram entdo, submetidas a tratamento em meio contendo
1,59 de puré de batata e 5ml da amostra de 4gua para cada sitio do rio Siriri, até o fim do
desenvolvimento larval.

Apods este periodo, os adultos emergentes foram coletados e armazenados em etanol 70%.
Em seguida as laminas foram confeccionadas a partir das asas de 30 individuos para cada ponto,
utilizando-se como fixador a solugdo de Faure (30g de goma arabica, 20mL de glicerol, 50g de
hidrato de cloral e 50mL de &gua). As asas foram entdo, submetidas a secagem em placa
aguecedora a 25°C por um periodo de quatro dias (1h/dia). Para a andlise dos pelos mutantes,
utilizou-se o microscoépio éptico (400x). Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por
meio do teste binomial condicional de Kastenbaum e Bowman.
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Figura 1. Pontos de coleta. Eharea a jusante de usina de alcool e ac@cérea sob influéncia da estacéo
Siriri (ANA); 3 e 4 areas com pogos de petroleo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A frequéncia de mutacdo em D. melanogaster para os cruzamentos ST e HB esta
demonstrada na Tabela 1. As frequéncias de manchas obtidas nos controles negativo e positivo



VII Encontro de Recursos Hidricos em Sergipe - 19 e 20 de marco de 2014, Aracaju-SE

de ambos os cruzamentos apresentaram valores dentro do esperado por Graf & Van Schaik
(1992).

Dentre os pontos de amostragem, os valores demonstraram-se positivos para os pontos 1,
2, e 4, apenas no cruzamento padrdo (ST) o que indica a presenca de genotoxinas nestas areas.
Como descrito por Andrade & Lehmann (2003) valores positivos expressos pelo numero total de
manchas (TM) fornecem dados quantitativos sobre o potencial genotéxico do composto; ja os
valores positivos para manchas simples pequenas (MSP) caracterizam tanto eventos
recombinogénicos quanto muta¢gdes pontuais, mutacdes cromossdmicas do tipo aneuploidia e/ou
grandes delec¢bes, assim como indica um efeito tardio do composto, que promove danos ao DNA
apenas no estégio final do desenvolvimento da pupa.

Tabela 1. Frequéncia de manchas nas asas de D. melanogaster , descendentes do tipo trans-
heterozigotos (mwh/flr3) originarios do cruzamento padréo (ST) e cruzamento com alta capacidade
de bioativagéo (HB).

Tabda de resultados com diagnostico estatistico pelo teste binomial condicional (Kastembaun e Bowman)

Gendtipos N. de Manchas por individuo ( no. de manchas ) diag. estatistico® Total
e Conc. Indiv. AMSP ARG MG ™I manchas
( mM) (N) (1-2 cds)® (=2 cds)” mwh*
m=2 m =5 m =5 m =2 (n)
Cruzamento padrio
nwhifir
Contr. Neg 20 0.05 (01} 0.05 (01) 0,00 (00) 0.10 (02) 2
URETANO 20 1,70 (34) + 0.35 (07) + 0,20 (04) i 225(45) + 45
P1 30 0.37 (11)+ 0.10 (03} i 0.03 (01 i 0.50(15) + 15
P2 30 0.43 (13} + 0.10 (03) i 0.00 (00) i 053 (16) =+ 16
P3 30 0.20 (06) i 0,10 (03) i 0.03  (01)i 0.33 (10} i 10
P4 a0 0,37 (11) + 0,07 (02)i 003 (01})i 0.47 (14) ~+ 14

Cruzamento com alia
capacidade de bioatrvacio

w3
Contr. Neg. 20 0.30 (06} 0.10 (02) 0.05 (01} 0.45 (09) 9
URETANO 10 5.30 (83)+ 2.90 (29) + 1.60 (16) + 12.80 (128) = 128
Pi 27 041 (1134 0.04 (01)4 0.00 (00} 4 044 (12) i 12
B2 30 0.20 gﬂﬁ:} i 0.00 ([]l'}) i 0.03 \(E}l:} i 0.23 ';D-"‘)_ - 7
P3 30 0.13 (04) - 0.00 (00) 1 0.00 (0D) i 0.13 (04) - 4
P4 a0 0,07 {02y - 0,10 (03)1i 0,03 (01)1i 020 (06) - 6

Diagnostico estatistico de acordo com Frei e Wiirgler (1988): +, positivo; -, negativo; i, inconclusivo. m, fator
de multiplicagéo para a avaliacdo de resultados significativamente negativos. Niveis de significanciaa =b =
0,05; "Incluindo manchas simples fIr3 raras; “Considerando os clones mwh para as manchas simples mwh e
para as manchas gémeas.

CONCLUSOES

1. A avaliagdo por meio do teste SMART demonstra a presenca de compostos com
potencial lesivo ao DNA na area em estudo.

2. A atividade mutagénica verificada pode ser origindria de um composto isolado ou do
efeito sinérgico entre os contaminantes disponiveis.

3. Com a continuidade do monitoramento da area, espera-se que 0s proximos resultados
confirmem e/ou esclaregam a presenga de genotoxinas.
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