Revista Brasileira de Biociéncias
Brazilian Journal of Biosciences

ISSN 1980-4849 (on-line) / 1679-2343 (print)

http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs

ARTIGO

Potencial mutagénico das aguas do Rio Pirapoé (Apucarana, Parana, Brasil)
em células meristematicas de raiz de Allium cepa L.
Ana Paula Peron'*, Edmilson Anténio Canesin' e Cristiano Marcelo Viana Cardoso'

Submetido em: 29 de outubro de 2008 Aceito em: 27 de maio de 2009
Disponivel em: http://www.ufrgs.br/seerbio/ojs/index.php/rbb/article/view/1127

Recebido apds revisdo em: 05 de maio de 2009

RESUMO: (Potencial mutagénico das aguas do Rio Pirap6 (Apucarana, Parand, Brasil) em células meristematicas de raiz de
Allium cepa L.). Muitos estudos tém sido realizados para avaliar os efeitos dos agentes toxicos que provocam poluigdo dos
rios. Para analise destes efeitos aplicam-se testes de mutagenicidade. Neste estudo foi utilizado como sistema teste as células
meristematicas de raiz de Allium cepa, para a investigacao dos possiveis efeitos mutagénicos de seis pontos de agua localizados
no Rio Pirap6 (Apucarana, Parana, Brasil). Foram realizadas duas coletas, uma em dezembro de 2006 (final da primavera) e outra
em abril de 2007 (inicio do outono). Neste trabalho foram analisadas alteragdes no indice mitético e o aparecimento de aberragdes
cromossOmicas. A analise estatistica foi feita pelo teste do Qui-quadrado (¢=0,05). Os resultados obtidos demonstraram que
somente as aguas coletadas no periodo de outono reduziram, de forma estatisticamente significativa, o indice de divisao celular
das células das raizes de cebola. Nao foram verificadas alteragdes cromossdmicas em nenhum dos pontos de agua avaliados.
Palavras-chave: mutagénese, 4gua natural, sistema-teste vegetal.

ABSTRACT: (Mutagenic potential of the Pirapo River (Apucarana, Parana, Brazil) water in meristematic root cells of A//ium
cepa L). Many studies have evaluated the effects of toxic agents that cause river pollution. To analyze these effects mutagenicity
tests are used. In this study the meristematics cells of Allium cepa roots were used as a medium for the investigation of possible
mutagenic effects of water that was collected in six locations of the Pirapo River, in Apucarana,Parana, Brazil. Collections
were made during two time periods; one in December 2006 (late spring) and another in April 2007 (beginning fall). This
research studied the modification on the mitotic index and the appearance of chromosomal aberrations. Statistical analysis was
performed by chi-square (0=0,05). Statistical analysis revealed that only the water collected in April 2007 showed a statistically
significant reduction of the quantity of cell division in onion root cells. Chromosome modifications were not identified in any
of the collection samples.

Key words: mutagenesis, natural water, plant test systems.

(Costa & Menk 2000).

O Municipio de Apucarana localiza-se na regido cen-
tro-norte do estado do Parana (microrregiao Norte Central
do estado, a 370 km da capital), a 23°31°30” de latitude
sul e 51°24°20” de longitude oeste, a uma altitude média
de 983 m acima do nivel do mar. O municipio possui
uma area de 563.000 km?, com populagdo de 107.819
habitantes (Prefeitura Municipal de Apucarana 2008). O
clima caracteristico da regido € o tropical semi-umido,
com uma média anual de temperatura de 20,3°C. Os re-

INTRODUCAO

A acdo antropogénica tem permitindo a liberacdo
indiscriminada de agentes poluidores, como agrotoxi-
cos, efluentes industriais e domésticos, com alta carga
de matéria organica, além de substincias eutrofizantes
(Aratijo et al. 2001). A contaminag¢@o dos varios ambien-
tes por meio dessa acdo pode resultar em conseqiiéncias,
muitas vezes irreversiveis, para os biomas que habitam
estes ambientes.

Estando todos os seres vivos em intera¢cao com o meio
ambiente, os mesmos sofrem influéncia desse meio e
esta influéncia pode ocasionar modificagdes no material
genético desses organimos (Minissi & Lombi 1997,
Pascalicchio 2002, Matsumoto et al. 2006). Estas mo-
dificagdes no indice de divisdo celular e/ou na estrutura
do DNA séo prejudiciais as células, uma vez que podem
prejudicar processos vitais, tais como a duplica¢do do
DNA e a transcri¢do génica. Elas também podem causar
mutagdes génicas e aberracdes cromossomicas, eventos
estes que podem levar ao desenvolvimento de processos
cancerosos ou morte celular. A detecc¢ao destes produtos
poluentes e seus provaveis efeitos nos organismos sao
importantes no estudo do impacto que eles podem trazer
as populagdes animal, vegetal e, principalmente, humana

cursos hidricos dessa cidade pertencem a tributarios de
trés bacias hidrograficas: a do rio Pirapo, do rio Tibagi e
do rio Ivai, sendo as aguas da bacia hidrografica do alto
rio Pirap6 de grande importancia com relagdo a capta-
¢do de aguas para abastecimento, desenvolvimento de
atividades agropecudrias e turismo ecoldgico da grande
maioria das cidades da regido.

O rio Pirap6 enquadra-se no grande sistema do rio Pa-
rand, sendo importante afluente da margem sul (esquerda)
do rio Paranapanema (Maack 2002). As 4guas dessa bacia
hidrografica sdo de grande importancia com relagdo a cap-
tagdo de dguas para o abastecimento, desenvolvimento de
atividades agropecudrias e turismo ecoldgico da grande
maioria das cidades da regido. Nesse ambiente, devido
ao desmatamento desenfreado, conseqiiéncia da rapida
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colonizagdo e do continuo crescimento urbano, tem-se
registrado gradativas altera¢des climdticas, as quais sdo
refletidas sobre o ciclo hidrologico local (Perugo 2004).
Ao mesmo tempo, inimeros fatores responsaveis por
degradagdes ambientais encontram-se cada vez mais
pronunciados na presente localidade.

Os impactos causados por agentes toxicos no ambiente
e saide humana, muitas vezes, ndo podem ser observados
e medidos diretamente e, portanto, devem ser analisados
através de metodologias de deteccao eficientes (Buss
2002, Silva & Fonseca 2003). Os bioensaios com plan-
tas tém sido considerados bastantes sensiveis e simples
e tém sido validados por institui¢des internacionais,
como a United Nations Environmental Program (UNEP),
World Health Organization (WHO) e US Environmen-
tal Protection Agency (USEPA), pela sua eficiéncia no
monitoramento dos efeitos genotdxicos e mutagénicos
induzidos por poluentes ambientais (Grant 1999).

Dentre as plantas superiores, Allium cepa L. (cebola)
tem sido indicada como um importante organismo-teste
de mutagenicidade (Morais et al. 2002, Fernandes et al.
2007, Leme & Marin-Morales 2008). Este sistema tem
sido amplamente utilizado na avalia¢do do potencial ci-
totoxico de efluentes, e considerado eficiente na detecgao
de alteragdes no indice de divisdo celular e presenga de
aberragdes cromossdmicas em resposta a estes agentes.
A eficiéncia do sistema Allium cepa se deve as suas
caracteristicas cinéticas de proliferagdo, ao rapido cres-
cimento de suas raizes, ao grande niimero de células em
divisdo, a sua alta tolerancia a diferentes condigoes de
cultivo, a sua disponibilidade durante o ano todo, pelo seu
facil manuseio e por possuir cromossomos em numero
reduzido (2n=16) (Fiskejo 1994, Mitteregger-Junior et
al. 2006, Carita & Marin-Morales 2008).

Portanto, sabendo-se da grande importancia dos
recursos hidricos para a manutengdo da qualidade de
vida biolégica, torna-se indispensavel o monitoramen-
to desses recursos, avaliando-se os impactos gerados
nesses ambientes. Diante disso, este estudo objetivou
avaliar a acdo mutagénica das aguas superficiais do Rio
Pirap9, localizado no Municipio de Apucarana, Parana,
através da utilizacdo das células meristematicas de raiz
de Allium cepa.

MATERIAIS E METODOS

Local de Coleta

As amostras de dgua foram coletadas em afluentes do
Rio Pirap6 em dezembro de 2006 (fim da primavera)
e em abril de 2007 (inicio do outono), em seis pontos
pré-estabelecidos, descritos a seguir: P1, corrego do
papagaio; P2, corrego tangara; P3, corrego indaia; P4,
corrego jurema; P5, dgua do ipigud e P6, corrego jurema
(Fig. 1). Os pontos de coleta P2, P3 ¢ P4 localizam-se
em regides tipicamente agricolas, ja os pontos P1, P5
e P6, estdo localizados em regides urbanas, com aguas
provenientes de pequenos corregos que recebem efluentes

de industrias dos mais variados tipos. A distancia média
entre cada ponto estudado ¢ de 4 km.

A coleta realizada em dezembro de 2006 foi feita em
dia ensolarado, com temperatura em torno de 30°C, sem a
presenga de chuva nos dias que a antecederam. Ja a coleta
realizada em abril de 2007, foi feita em dia ensolarado,
com temperatura em torno dos 25°C e com a presenca
de chuva em alguns dias anteriores a coleta (aguardou-se
48h sem a presenca de chuva para se realizar essa coleta).
As amostras de agua foram coletadas superficialmente
nos pontos em estudo nos dois periodos avaliados.

Avalia¢do da A¢do Mutagénica

Para arealizacdo deste estudo foram adquiridas cebolas
de uma fonte comercial e colocadas para enraizar em
frascos com agua destilada, a temperatura ambiente (+
25°C), aerada, até obtencdo de raizes com cerca de 1 a
1,5 cm de comprimento.

Para a coleta de d4gua em cada ponto estabelecido no
Rio Pirap¢ foi utilizada uma garrafa plastica transparente
com tampa previamente desinfectada. Uma vez colhida a
amostra, a mesma era acomodada no gelo para transporte
e levada imediatamente para o laboratorio, e em seguida
dividida em seis frascos menores (em cada frasco menor
foi colocado 40 mL da agua de coleta). Antes de iniciar
o experimento, foram retiradas algumas raizes para
servirem de controle do proprio bulbo (0h) e em seguida
os mesmos foram colocados nos frascos menores em

Figura 1. Localizagdo dos pontos avaliados no Rio Pirapd, Apucarana,
Parana. 1, corrego do papagaio; 2, corrego tangara; 3, corrego indaia;
4, corrego jurema; 5, agua do apigua; 6, corrego jurema. Fonte:
IPARDES (1995).
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contato com a agua em estudo. Para analise da agua de
cada ponto foram utilizadas cinco cebolas e o tempo em
que cada bulbo ficou em contato com a agua de coleta
foi chamado de tratamento.

Apds 24h do tratamento, foram retiradas algumas
raizes de cada cebola e fixadas. As raizes restantes foram
lavadas e os bulbos novamente colocados em agua
destilada, a temperatura ambiente (+ 25°C), acrada para
recuperar (tempo esse chamado de recuperagio) por mais
24h, sendo as raizes restantes retiradas ¢ fixadas. As raizes
foram fixadas em Carnoy 3:1 (etanol: acido acético).

O pH das amostras de 4gua coletadas em dezembro de
2006 foi 6,8, para P1, P2 e P6, enquanto que foi igual a
6,5, para P3, P4 e P5. Para as amostras coletadas em abril
de 2007, o pH foi 7,5 para todos os pontos.

Analise dos dados

A técnica aplicada para este experimento foi a de
Kihlman (1971) com modificagdes, onde foi usada a
reacdo de Feulgen e a coloragdo foi feita com o reativo
de Shiff. As ldminas foram confeccionadas pelo método
de esmagamento suave e analisadas em “teste cego”
ao microscopio optico (EK 2000) em objetiva de 40X.
Foram avaliadas 1.000 células por bulbo, totalizando
5.000 células para cada grupo controle, tratamento
e recuperacdo. Foram avaliadas altera¢des no indice
mitético e anomalias no ciclo mitético: mitoses C
(problemas no fuso), pontes anafésicas e telofasicas
(cromossomos dicéntricos ou intertrocas, Cromossomos
ou fragmentos livres). O calculo do indice mitotico em
porcentagem foi feito pelo nimero de células em divisdo
dividido pela soma do ntimero das células em interfase
e das células em divisdo. Foi utilizado o teste estatistico
Qui-quadrado para a andlise dos dados (0=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAQO

Os resultados mostraram que o grupo tratamento teve
uma reducdo drastica, estatisticamente significativa, do
indice de divisdo celular em relagdo aos seus respectivos
controles (Tab. 1). Essa diminui¢do do indice mitdtico se
manteve mesmo apds o tempo de recuperagdo em todos
os pontos analisados (¢=0,05). Na tabela 2, os resultados
obtidos tanto no tratamento como na recuperagdo nao
foram significativos em relacdo aos valores dos seus

respectivos controles (a=0,05). Em nenhum dos pontos
analisados foi verificado a presenca de alteragdes
cromossomicas.

As principais causas da polui¢do do alto Rio
Pirap6 (local onde as coletas foram realizadas) sdo
o desenvolvimento agroindustrial ¢ o crescimento
populacional. Em Apucarana este rio recebe efluentes
industriais de varias origens, principalmente de
lavanderias dos mais variados tipos, de pequeno a grande
porte (jeans, malharias em geral e bonés), abatedouros de
animais, fundi¢des e industrias de rac¢io animal. E fato
que o desenvolvimento tecnologico tende a provocar
incremento no consumo de agua, aumento significativo
no langamento de efluentes, e conseqliente aumento
da carga de matéria orgénica e inorganica. De acordo
com Cassaro (1999) mais de 40% de toda esta regido ¢é
de areas agriculturaveis, o que permite constatar que a
vulnerabilidade ambiental estd também concentrada nos
processos erosivos e escoamentos superficiais, devido ao
uso indevido de areas riparias.

O més de dezembro de 2006 na cidade de Apucarana
caracterizou-se como um periodo de escassez de chuvas,
com altas temperaturas e de clima seco. Portanto os
resultados encontrados caracterizam-se por eutrofizagado
artificial dos pontos de agua avaliados, decorrida da
industrializacdo e do uso de fertilizantes quimicos
utilizados na agricultura. Em fun¢do do pH acido
verificados nesses pontos € provavel que tenha ocorrido
grande concentragdo de cianobactérias toxicas o que
segundo Lopes et al. (2007) gera impacto negativo
na qualidade da 4gua. Segundo esta mesma autora a
eutrofizacdo de corpos d’agua aumenta em muito a
concentra¢do de CO, e também esta associada a presenga
de nutrientes, especialmente fosforo e nitrogénio,
em concentragdes acima dos niveis encontrados nas
condi¢des naturais. Ja o més de abril de 2007, més em
que foi realizada a segunda coleta, caracterizou-se como
um periodo de grande volume de chuvas. Isto pode
explicar os resultados obtidos na tabela 2, ou seja, com
o grande volume de chuvas ocorreu uma dilui¢do dos
nutrientes ¢ diminuig¢do da concentragdo de CO, nos
pontos avaliados.

Os resultados obtidos nesse trabalho ndo indicaram
uma agdo mutagénica. Apesar da diminuicao significativa
do indice de divisdo celular obtidos nos grupos

Tabela 1. Indices Mitoticos (IM) médios totais obtidos para o controle, tratamento e recuperagdo em células meristematicas de raiz de Allium

cepa, de seis pontos de coleta de agua no Rio Pirapo. Coleta realizada em dezembro (final da primavera) de 2006.

Grupos Tempo de amostragem
Co (0h) Tr (24h) Re (24h)
PONTO 01 9,1 2,5% 2,4%
PONTO 02 9,3 2,7% 2,0%
PONTO 03 9,3 2,2% 2,4%
PONTO 04 9,0 2,0% 2,0%
PONTO 05 9,7 1,9% 2,5%
PONTO 06 9,5 2,6% 2,0%

IM de 5.000 células/grupo. Abrevisaturas: Co (0h), Controle; Tr (24h), Tratamento com a agua de coleta; Rec (24h), Recuperag@o. (0=0,05).

*Valor estatisticamente significativo em relagdo ao controle.
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Tabela 2. Indices Mit6ticos (IM) médios totais obtidos para o controle, tratamento e recuperagdo em células meristematicas de raiz de Allium

cepa de seis pontos de coleta de agua no Rio Pirap6. Coleta realizada em abril (inicio do outono) de 2007. (a=0,05).

Grupos Tempo de amostragem
Co (0h) Tr (24h) Re (24h)
PONTO 01 91 7,5 9,4
PONTO 02 9,3 7,7 9,0
PONTO 03 9,3 72 9,4
PONTO 04 9,0 7,0 9,5
PONTO 05 9,7 79 9,0
PONTO 06 9,5 7,1 9,0

IM de 5.000 células/grupo. Abreviaturas: Co (Oh), Controle; Tr (24h), Tratamento com a agua de coleta; Rec (24h), Recuperagdo. P=0,05.

*Valor estatisticamente significativo em relagdo ao controle.

tratamentos da coleta realizada em dezembro de 2006,
ndo foram encontradas nenhuma classe de alteracdes
cromossOmicas. Porém os resultados da tabela 1 podem
representar uma toxicidade aguda e ser um dos primeiros
niveis de impacto, em nivel celular, nesse ecossistema
aquatico estudado.

Segundo Houk (1992) e Silva et al. (2004), descargas
industriais contém muitas substincias que podem ter
efeito agudo, e que sdo capazes de reduzir, em longo
prazo, a sobrevida de organismos via danos em células
somaticas e germinativas. Tais danos celulares podem
estar relacionados a desordens genéticas hereditarias
e alteragdes no indice de divisdo celular. Estes danos
celulares podem conseqiientemente levar ao inicio do
desenvolvimento do cancer.

Intimeras pesquisas tém detectado freqiiéncia
anormalmente alta de neoplasias em peixes em regides
industrializadas e agricultaveis (Wrege 2000). Alguns
estudos em plantas e animais selvagens de ambientes
impactados por despejos perigosos ou efluentes
industriais proporcionam evidéncia adicional dos efeitos
citotoxicos proporcionado por esses locais. Aumento de
mutagdes cromossomicas ¢ alteragdes no indice de divisao
celulares estatisticamente significativas foram verificados
em plantas coletadas ao longo de rios contaminados,
quando comparadas a plantas crescendo em regides nao
contaminadas (Moraes & Quinzani-Jordao 2002).

Esses dados, aliados aos resultados obtidos neste
trabalho, despertam cada vez mais preocupacao do ponto
de vista ambiental em relacdo ao organismo humano,
pois resultados provenientes de bioensaios genéticos
sdo relevantes a saide humana em fung¢do do alvo
toxicoldgico ser a célula. Em geral, perturbagdes no
indice de divisao celular e do material genético podem ser
deletérias para o organismo ¢ podem leva a conseqiiéncias
severas e irreversiveis a saude.

Portanto, ha necessidade de estudos adicionais e de
maior investigagado das matas ciliares, de monitoramento
dos efluentes langados por instalagdes, legais ou
irregulares, préximos aos pontos analisados no rio
Pirapd.
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