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RESUMO

Diante da problematica da poluicdo ambiental se tem reconhecido a importancia
de levantar todas as informacGes sobre a composicdo quimica e o efeito que o0s
poluentes tém nos organismos vivos. Dentre os bioensaios realizados para tal fim,
aqueles que utilizam vegetais como modelo bioldgico se destacam, pois sdo de
facil realizacdo e de baixo custo. Allium cepa L. (cebola) é o vegetal
mundialmente difundido como modelo para estudos citogenotdxicos e Lactuca
sativa L. (alface) é especialmente utilizada em estudos fitotoxicos. Sabendo que
cebola e alface sdo dois modelos conhecidos entre pesquisadores do mundo inteiro
e, tendo em vista que ndo existem abordagens comparativas da eficiéncia desses
dois vegetais nos bioensaios para fins de avaliagdo de risco de contaminantes
ambientais, o objetivo deste trabalho foi comparar (1) o desenvolvimento inicial
da plantula e indice mitdtico sem a presenca de compostos quimicos; (2) o
complemento cromossémico das duas espécies modelos e (3) as respostas obtidas
entre as duas espécies em testes de crescimento da pléntula, alteracdes
cromossdmicas e nucleares, morte celular e fragmentacdo do DNA, apds
exposicdo das raizes a diferentes poluentes ambientais. Quanto ao
desenvolvimento inicial das plantulas (1) foi observado que a alface possui rapida
e padronizada germinagdo, rpido desenvolvimento inicial das plantulas e alto 1M,
guando comprado a cebola, se destacando nos estudos em toxicologia ambiental
por possibilitar a analise destes parametros com rapidez, simplicidade e eficiéncia.
Em uma segunda abordagem (2), o cari6tipo destas duas espécies foi revisitado,
onde os cromossomos de cebola variaram de 7,13 a 10,54 um de comprimento
quando tratados com Colchicina e 6,26 a 9,18 um para 8Hq; enquanto em alface
0 comprimento variou de 3,21 a 6,04 um (Colchicina) e 1,85 a 3,33 um (8Hq),
tendo sido afirmada a importancia deste tipo de dado para os grupos que estudam
a prospeccdo dos efeitos toxicos de poluentes ambientais. Em um terceiro
momento (3), as raizes de cebola e alface foram expostas ao agente alquilante de
DNA, MMS e aos poluentes ambientais: Cadmio, SPL e Atrazina, para analise do
crescimento radicular, do ciclo celular e fragmentacdo do DNA via teste de
TUNEL e Cometa. Ambas espécies responderam de forma sensivel e eficiente aos
testes aplicados. De modo geral, a cebola foi mais eficiente para detec¢do das
alteracdes provenientes de quebras no DNA, clastogénicas; e alface de alteragdes
relacionadas a segregacao dos cromossomos na mitose, aneugénicas. Nas analises
de fragmentagdo do DNA, a cebola apresentou maior sensibilidade no Cometa e
no TUNEL. Em conclusdo ambos os vegetais sdo eficientes para fins de avaliacéo
de riscos toxicoldgicos de poluentes ambientais.

Palavras-chave: Ciclo Celular. Ensaio Cometa. Germinacdo. Teste de TUNEL.






ABSTRACT

In view of the environmental pollution issue, the importance of raising all
information on the chemical composition and the effect of pollutants on living
organisms has been recognized. Among the bioassays available for this purpose,
those using plants as biological models can be highlighted, owing to their low
costs and ease of performance. Allium cepa L. (onion) is the plant model most
broadly used in cytogenotoxic studies worldwide, while Lactuca sativa (lettuce)
is especially employed in phytotoxic studies. Because onion and lettuce are
models well known among researchers around the world, and given that no
approaches exist so far comparing their efficiency in bioassays to assess the risk
of environmental pollutants, the present study aimed to compare (1) the early
onion and lettuce seedling development and mitotic index without presence of
chemical compounds, (2) the chromosome set of these two model species, and (3)
the responses of both species in assays of seedling growth, chromosome and
nuclear alterations, cell death and DNA fragmentation after exposure of the roots
to different environmental pollutants. In the first approach (1), it was observed
that lettuce has fast and standardized germination, rapid initial seedling
development and high MI in comparison to onion, standing out in studies of
environmental toxicology due to enabling simple, rapid and efficient analysis of
these parameters. Further, revisiting the karyotypes of both model species (2)
revealed length of onion chromosomes ranging from 7.13 to 10.54 pum when
treated with colchicine and from 6.26 to 9.18 pum when treated with 8HQ, whereas
the length of lettuce chromosomes varied from 3.21 to 6.04 um with colchicine
and 1.85 to 3.33 um with 8HQ, attesting the importance of such data for research
groups investigating the toxic effects of environmental pollutants. In the third
experiment (3), onion and lettuce roots were exposed to the DNA-alkylating agent
MMS and to environmental pollutants (Cadmium, SPL and Atrazine) for analysis
of root growth, cell cycle and DNA fragmentation via TUNEL and comet assays.
Both species showed sensitive and efficient response to the tests. Overall, the
onion model was more efficient in detecting clastogenic changes, arising from
DNA breakage, while the lettuce model rather detected aneugenic alterations,
related to chromosome segregation in mitosis. In the DNA fragmentation analysis,
onion showed higher sensitivity in the comet assay and in the TUNEL test. In
conclusion, both plants are efficient to evaluate toxicological risks of
environmental pollutants.

Keywords: Cell Cycle. Comet Assay. Germination. TUNEL assay.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

A problemética da poluicdo ambiental em decorréncia das atividades
antrdpicas, impulsionadas pelo aumento das industrias, da populacdo e da
necessidade de maior producdo de alimentos em menor area, tem sido uma
preocupagdo emergente na sociedade atual. Frente ao problema, tem-se
reconhecido nos Gltimos anos, a importancia de levantar todas as informacdes
sobre os residuos ambientais para assegurar a qualidade e a saide ambiental, tanto
em curto como em longo prazo.

Além das caracteristicas fisico-quimicas dos agentes poluidores, o
conhecimento sobre os efeitos que eles podem ter nos organismos vivos é de
extrema importancia (ANDRADE-VIEIRA, 2012). Essa abordagem
interdisciplinar de explicar os efeitos toxicos de determinado complexo quimico,
ou de uma substancia simples qualquer através de bioensaios em modelos
biolégicos tem sido apontada como excelente ferramenta para complementar 0s
dados fisico-quimicos conhecidos dos compostos (BADERNA et al., 2011). Além
disso, é usada com sucesso na toxicologia e mutagénese ambiental no Brasil e no
mundo.

As avaliagOes ecotoxicoldgicas que objetivam estudar a acéo bioldgica de
compostos quimicos (ALTENBURGER e SCHMITT-JANSEM, 2003) sdo
realizadas por meio de bioensaios in situ ou ex situ, com uso de diferentes
organismos-teste (in vivo ou in vitro). Os bioensaios permitem avaliar o potencial
toxico do agente poluidor, em diferentes aspectos e niveis de organizacdo, tais
como: comportamento, fisiologia, anatomia, célula, DNA, etc; sendo que cada

tipo de teste apresenta a resposta de um determinado endpoint citado.
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Dentre os diferentes bioensaios realizados com organismos vivos, aqueles
que utilizam plantas como modelos se destacam por serem simples, de baixo custo
(FISKESJO, 1985; GRANT, 1982), por ndo necessitar de aprovacdo em
comissdes éticas (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014) e ainda por apresentarem
resultados que permitem inferir o real risco que o agente poluidor causa ao
ambiente, inclusive mostrando-se tdo eficientes quanto aos ensaios realizados em
modelos animais (CELIK e ASLANTURK, 2007), incluindo células humanas
(PALMIE|RI et al., 2016).

Dos ensaios descritos, o teste de Allium é, sem davida, o mais difundido
entre os laboratérios que prospectam a citotoxicidade e genotoxicidade de
poluentes ambientais. Fiskesjo (1985) afirma que o teste foi descrito e
desenvolvido em 1938 por Levan. Ele consiste na avaliacdo das alteracdes nas
fases mitdticas das células do meristema radicular de Allium cepa L., que sdo
decorrentes da exposicdo do propagulo vegetal aos agentes potencialmente
toxicos testados (LEME e MARIN-MORALES, 2009; MALUSZYNSKA e
JUCHIMIUK, 2005). Os parametros citogenéticos avaliados no teste Allium
podem ser aplicados a qualquer espécie vegetal modelo listada pela US EPA
(GRANT, 1994, 1999), dentre elas, a espécie Lactuca sativa L., que € amplamente
utilizada nos ensaios que avaliam o efeito toxico de substancias sobre a
germinagdo e o desenvolvimento inicial da plantula (ANDRADE; DAVIDE;
GEDRAITE, 2010; VALERIO; GARCIA; PEINADO, 2007).

Embora A. cepa e L. sativa sejam espécies modelo comumente utilizadas
para avaliar o efeito toxico de poluentes ambientais, ndo ha relatos sobre
abordagens comparativas entre estes dois vegetais. Portanto este trabalho foi
desenvolvido com o objetivo de comparar 0 complemento cromossémico das duas
espécies e as repostas sem exposi¢cdo a compostos quimicos e apos exposicao das
raizes a compostos quimicos com atividade citogenotdxica conhecida, a fim de

maximizar a eficiéncia dos bioensaios propostos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Importancia dos Ensaios Bioldgicos na Toxicologia Ambiental

O crescimento urbano desordenado ocasiona a formacao de cidades sem
infraestrutura adequada e muitas vezes, sem a disponibilidade de servicos urbanos
essenciais capazes de comportar a populacdo. Neste contexto, 0s grandes centros
urbanos sdo 0s que concentram 0s maiores problemas ambientais, produzindo
diversos residuos que frequentemente sdo acumulados no ambiente sem o
adequado tratamento, impossibilitando sua reciclagem (NASCIMENTO et al.,
2004).

Residuos industriais e domésticos gerados pela atividade humana
geralmente contém misturas complexas de quimicos que ndo sdo degradados
durante o tratamento de efluentes e persistem na natureza, poluindo solo, ar e as
fontes de agua potavel (CHANDRA et al., 2005). Sao residuos de composicao
quimica variada que podem ser sélidos, gasosos ou liquidos, o que dificulta muito
0 seu manejo e a implantacdo de medidas mitigadoras, ja que seus mecanismos de
acdo sdo altamente diversificados e, as vezes, até desconhecidos (PALMIERI,
2012).

Os agrotéxicos ou agroquimicos sdo compostos que possuem grande
diversidade de substancias quimicas ou produtos bioldgicos com agéo biocida,
usados em atividades agropecuarias, com a finalidade de aumentar ou melhorar a
produtividade agricola e pecudria, para controle de pragas. S80 compostos
classificados como toxicos para 0s organismos vivos e possuem propriedades
genotdxicas, mutagénicas e carcinogénicas, mesmo quando em baixas
concentragdes (BOLOGNESI E MORASSO, 2000; FERNANDES; MAZZEO;
MARIN-MORALES, 2007, 2009), representando, portanto, um grave risco a

salide de muitos organismos, inclusive do homem.
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O uso excessivo de agrotoxicos potencializa o risco de contaminag&o,
pois, apds aplicados, podem lixiviar e afetar dguas superficiais e len¢ois freaticos.
Como consequéncia, a biota local também é afetada, o que pode acarretar danos a
organismos ndo alvos destes defensivos. Além disso, tragos desses defensivos
podem permanecer nos alimentos, mesmo apos a colheita, o que pode levar a
ingestdo humana de substancias potencialmente toxicas (CARSON, 2010).

Devido ao potencial toxico apresentado pelos residuos industriais,
domésticos e agricolas, nos tltimos 20 anos tem se desenvolvido e se tornado cada
vez mais importantes técnicas para avaliacdo dos efeitos ecotoxicologicos e
toxicoldgicos dos mesmos (BADERNA et al., 2011). Essas técnicas envolvem
testes tanto biolégicos, quanto de determinacdo da sua composi¢do quimica, para
que se possa ter uma real dimensdo dos riscos apresentados ao ambiente
(ANDRADE-VIEIRA, 2012; PALMIERI, 2012).

No Brasil as normas federais classificam um residuo ou composto
quimico quanto a sua toxicidade, com base nos seus constituintes quimicos e em
testes de solubilidade e de lixiviagdo (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE
NORMAS TECNICAS — ABNT, 2004). O método de classificagdo brasileiro
descrito é semelhante ao adotado nos Estados Unidos, enquanto a Unido Europeia
adota uma série de diretrizes muito mais complexas, incluindo o potencial
ecotoxicoldgico dos residuos, para determinar seu risco téxico (PALMIERI,
2012).

O uso de diferentes organismos em bioensaios para testar a toxicidade de
residuos ambientais pode fornecer informacdes importantes acerca do mecanismo
de acdo dos mesmos, sendo uma ferramenta valiosa na identificacdo dos riscos
potenciais aos seres vivos. Os ensaios bioldgicos, para avaliar efeitos toxicos e
genotdxicos de diferentes residuos e poluentes ambientais, podem ser realizados
em diferentes organismos, tanto procariontes (como bactérias, por exemplo),

como eucariontes (linhagens celulares, animais e plantas), o que possibilita
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detectar uma amplitude maior de danos, incluindo mutacfes génicas, danos
cromossémicos estruturais e numericos (HOUK, 1992).

Os bioensaios disponiveis para fins de prospeccdo de toxicidade
ambiental envolvem avaliagc6es in vivo (in situ e ex situ) e in vitro, permitindo
avaliar o potencial téxico do residuo de forma rapida e eficaz, com custo
relativamente reduzido. Esses bioensaios tém sido usados em todo 0 mundo para
a avaliagdo toxicoldgica de residuos e compostos quimicos diversos, bem como
para avaliar a agdo de agroquimicos lancados no meio ambiente (CARITA e
MARIN-MORALES, 2008; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2007, 2009; IVANOVA e UHLIG, 2008; KAMMANN et al., 2005; LEME e
MARIN-MORALES, 2008, 2009; MAZZEO et al., 2010, 2011; PLAZA et al.,
2005).

Diante da problematica ambiental dos residuos industriais, domésticos e
agricolas lancados sem tratamento ou com tratamento inadequado no meio
ambiente, surgem os estudos de toxicologia ambiental, uma area multidisciplinar
que objetiva estudar os efeitos biologicos destes residuos em organismos testes,
denominados de organismos modelos, dentre os quais 0s vegetais se destacam por
apresentarem diversas vantagens, entre elas, como ja relatado em trabalhos como
de Rank e Nielsen (1997) e Sandhu et al. (1994), possiveis relacbes com

organismos animais.

2.2 Vegetais como Modelos para Estudos de Prospeccdo de Toxicidade de

Poluentes Ambientais

As plantas séo sistemas excelentes para indicar os efeitos genotoxicos de
misturas complexas, proporcionando vantagens Gnicas no monitoramento in situ
e na deteccdo de possiveis danos genéticos resultantes da exposicdo a produtos
quimicos em seu ambiente (GRANT, 1999; MONTEIRO et al., 2007). Elas
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compdem um sistema de grande importancia como bioindicadoras de poluigéo e
vém sendo utilizadas hé bastante tempo para este fim, uma vez que propiciam a
avaliacdo da toxicidade e mutagenicidade no ambiente natural (in situ)
(SANDALIO et al., 2001). Além disso, os testes ex situ, que sdo realizados em
laboratério com os vegetais, se sobressaem daqueles realizados in situ, pois
apresentam uma maior facilidade no monitoramento da germinacéo e crescimento
dos vegetais avaliados. Ensaios ex situ sdo também excelentes ferramentas para
complementar a analise fisico-quimica de compostos, pois permitem uma
confirmagdo prética da teoria desenvolvida em estudos sobre as propriedades
fisico-quimicas dos materiais potencialmente perigosos (BADERNA et al., 2011;
PALMIERI et al., 2014).

Segundo relato de Fiskesjo (1985), o primeiro teste com plantas, que se
tem registro, na identificacdo dos efeitos bioldgicos de poluidores ambientais foi
em 1938, e o responsavel foi o cientista Levan, que utilizou as pontas de raizes do
género Allium para identificar os efeitos citologicos da colchicina.

O sistema de teste usando vegetais possui muitas vantagens, sendo uma
das principais o seu baixo custo (FISKESJO, 1985). Outras vantagens que as
caracterizam é que as plantas sdo eucariotos e apresentam mecanismos que
processam moléculas complexas, tendo boa correlagdo com outros organismos
modelos, como o animal (SANDERMANN, 1994), e até mesmo células humanas
(PALMIERI et al, 2016). Sendo assim, se uma substancia quimica provoca danos
ao DNA de uma planta, esta substancia deve ser considerada como tendo o
potencial de danificar o DNA de outros organismos (RANK e NIELSEN, 1997).

As instituicbes internacionais como a United Nations Environmental
Program (UNEP), World Health Organization (WHO) e US Environmental
Protection Agency (US EPA) aprovam a utilizacdo dos bioensaios com plantas,
para a prospecc¢do de efeitos toxicos de agentes quimicos lancados no ambiente
(GRANT, 1999). Na década de 90, Grant (1994) apresentou uma relacdo de
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modelos vegetais e 0s respectivos endpoints acessados a partir dos ensaios

realizados com cada espécie (Tabela 1), os quais foram relatados no Programa

Gene-Tox da US EPA, que tinha por objetivo, avaliar o status dos bioensaios na

toxicologia genética.

Tabela 1 — Principais modelos vegetais usados na Toxicologia Ambiental até a
década de 90 e os respectivos ensaios realizados.

Vegetal Classificagéo Tipo de Ensaio Referéncia
modelo
Allium cepa Monocotiledénea Ensaios de aberragdo Grant,
cromossomica 1982
Arabidopsis Eudicotiledénea  Ensaios de mutagéo Rédei,
thaliana 1982
Hordeum Monocotiledénea Ensaios de aberragdo Constantin
vulgare cromossomica e Nilan
19822
Ensaio de clorofila mutante  Constantin
deficiente e Nilan
1982b
Glycine max  Eudicotiledébnea  Mutagdes pontuais de Vig, 1982
clorofila
Tradescantia  Monocotiledonea Ensaio para agentes Van’t Hof
mutagénicos gasosos e Schairer,
1982
Testes citogenéticos Ma, 1982a
Vicia faba Eudicotiledbnea  Testes citogenéticos Ma, 1982b
Zea mays Monocotiledénea Ensaios de mutagdo em Plewa,
locus especifico 1982

Fonte: Adaptada de Grant (1994).
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Desde entéo, estudos sobre 0 efeito de contaminantes ambientais tem sido
realizados nestas espécies vegetais listadas por Grant (1994), dentre outras, uma
vez que ensaios de aberracdo cromossdmica podem ser realizados em qualquer
espécie vegetal de facil aquisicdo. Neste sentido, embora A. cepa seja a espéecie
mais comumente utilizada como modelo para avaliacBes citogenotdxicas, L.
sativa se destaca em biotestes para a caracterizacdo ecotoxicoldgica de
contaminantes ambientais (FJALLBORG e GUSTAFSSON, 2006; PANDARD
etal., 2006).

2.2.1 Allium cepa versus Lactuca sativa

Dentre os modelos utilizados nos bioensaios de citogenotoxicidade
destaca-se a espécie Allium cepa L. (cebola), uma monocotileddnea pertencente a
familia Amaryllidaceae.

A. cepa é bastante empregada em estudos de genotoxicidade por
apresentar um namero reduzido de cromossomos (2n = 2x = 16), e a eficiéncia
nos resultados esta associada a sua sensibilidade e ao fato de possuir cromossomos
grandes, facilitando as analises do ciclo celular e a visualizacdo das alteragdes
cromossdmicas (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Além disso, os efeitos
observados nas células de A. cepa demonstram boa correlacdo com os efeitos em
células de mamiferos, incluindo o homem (FISKESJO, 1985; GRANT, 1982;
MAURO et al., 2014; PALMIERI et al., 2016).

O teste Allium pode ser empregado para a avaliagdo de diversos agentes
como metais pesados, pesticidas, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos,
residuos industriais e domésticos, extratos bioldgicos, entre outros (LEME e
MARIN-MORALES, 2009). Nos ultimos seis anos, 132 trabalhos foram

publicados na rea da toxicologia ambiental, utilizando A. cepa como modelo para
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0 acesso a toxicidade de compostos quimicos diversos e residuos ambientais
(Quadro 1).

A Lactuca sativa L. (alface), eudicotiledénea que pertence a familia
Asteraceae, € um modelo vegetal mais comumente utilizado em analises
macroscépicas dos efeitos tdxicos de compostos quimicos e residuos ambientais.
Segundo Valerio, Garcia e Peinado (2007), bioensaios de germinacdo e
crescimento da plantula de L. sativa sdo definidos como estaticos e podem ser
usados para avaliar a toxicidade aguda de residuos ambientais. No entanto, sua
aplicagdo destaca-se, principalmente, em estudos de interagdes alelopaticas, onde
o efeito de um composto originado de outra planta ou fungo é investigado sobre
o desenvolvimento inicial da plantula (ARAGAO et al., 2015; BARATELLI et
al., 2012; BATISH et al., 2008).

Comparado a cebola, poucos sdo os trabalhos que utilizam o modelo L.
sativa para avaliacdo de efeitos citogenotoxicos de um composto quimico ou
residuo ambiental (Quadro 1).

Em relagdo as caracteristicas cromossémicas, L sativa, assim como A.
cepa, apresenta um nimero pequeno de cromossomos (2n = 2x = 18), que variam
de 2,8 a5,5 pm de tamanho (MATOBA et al., 2007) e sdo facilmente visualizados
ao microscopio. Produz um grande nimero de sementes, as quais S0 pequenas, 0
que contribui para uma maior area de superficie de contato com a substancia
avaliada, apresentando ainda alta sensibilidade, facil e rapida germinacéo,
(CAMPOS et al., 2008a). Se comparado com outros vegetais modelos, a semente
de alface é comercializada por um baixo custo e diversas variedades estdo
disponiveis no mercado. Em pesquisa realizada nos sites das quatro principais
fornecedoras de sementes de hortalicas no Brasil (Isla® Sementes, Top
Seed/Agristar®, Feltrin® Sementes e Horticeres® Sementes), foi observado que
existe um nimero maior de variedades de sementes de alface disponiveis para

compra do que de cebola (Figura 1).
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Figura 1 — Numero de variedades de sementes de cebola e alface disponiveis no
mercado brasileiro, das quatro principais fornecedoras de sementes de
hortalicas.

40

w
u

w
o

N
w

[Eny
o
|

w
|

O T S T S T S 1
Isla Sementes Top Seed/Agristar Feltrin Sementes Horticeres

o Alface 111 Cebola Sementes

Legenda: Pesquisa realizada no site das empresas Isla® Sementes, Top Seed/Agristar®,
Feltrin® Sementes e Horticeres® Sementes, em 10/08/2015. Fonte: Do autor (2016).

A eficiéncia na utilizacdo da L. sativa, para avaliar a genotoxicidade de
compostos ja vem sendo comprovada em grupos de pesquisa que comegaram a
utilizar a avaliacdo do ciclo celular e de suas alteracbes para complementar a
analise de germinacdo e crescimento da plantula, tanto em estudos sobre a
alelopatia como em estudos envolvendo residuos industriais, tendo resultados tdo
confiaveis e reproduziveis quanto os obtidos em testes com A. cepa, como por
exemplo os trabalhos de Andrade-Viera et al. (2014); Aragdo et al. (2015);
Campos et al. (2008a); Hou et al. (2014a); Palmieri et al. (2014) e Sousa et al.
(2009).

Comparando quatro espécies vegetais modelo quanto as respostas na
germinacéo e crescimento das plantulas, Barbosa (2014) observou que L. sativa,

sob efeito do tratamento controle (dgua), possui uma média de sementes
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germinadas maior do que A. cepa; e sob exposicdo ao MMS e aluminio, em
comparagdo com o tratamento controle, L. sativa foi mais eficiente e sensivel que

A. cepa para os parametros avaliados.

Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram

andlise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
. Analise x Akdeniz e
Oxymatrine citogenética Reducéo do IM. Ozmen, 2011
S?S:ﬁtgs Anélise, _ Reducdo do IM; | Abu e Mba,
f - citogenética AC; AN. 2011
armacéuticos
Aumento do
comprimento
- radicular; AC;
Avaliagdo do Redugéio do IM
Efluentes téxteis | crescimento da fluent Alvimetal.,
bruto e tratado | raiz, e analise no etiuente 2011
citogenética tratado e
aumento do IM
no efluente
bruto.
Nucleos
condensados;
fragmentacdo do
Analise DNA; cromatina
SPL citogenética, condensada; Andrade-Vieira
Eletroforese e nucleos etal., 2011
Teste de TUNEL | esféricos;
formacao de
corpos
apoptaticos.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Efeito de ~ | Bianchi,
efluentes Anélise Red.ugao_do IM; Espindola e
5 . . " AC; MN; morte .
lancados no Rio | citogenética celular Marin-Morales,
Monjolinho ' 2011
Avaliacdo do Reducéo do
6 Metabissulfeto | crescimento da comprimento Carvalho et al.,
de sédio raiz, e analise radicular; 2011
citogenética reducéo do IM.
Alteracfes na
- germinacéo das
Avall_agaq da sementes:
germinagéo das x
reducéo do o
7 | Glifosato sementes, comprimento da Gavusogluetal,
crescimento da . 2011
: - raiz; aumento na
raiz, e analise .
citoaenética frequéncia de
g MN; AC;
reducdo do IM.
AgL.Ja ¢ Aumento na
sedimento de - . b
8 | areas nos- Analise frequéncia de Geras’kin et al.,
eas pos citogenética AC; reducéo do |2011
mineragao
. IM.
(Polbnia)
Alteracfes na
Avaliagdo da germinacéo das
Nanoparticulas germinagéo das sementes;
P sementes, reducédo do Ghodake, Seo e
9 |de cobaltoe - .
- . crescimento da comprimento da |Lee, 2011
oxido de zinco ; - . x
raiz, e analise raiz; reducdo do

citogenética

IM; danos
celulares.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
N&o houve
alteracdo no
Avaliagdo do ndamero e no
. crescimento da raiz | crescimento das | Klan¢nik et al.,
10 | NanoTi02 e analise raizes; leve 2011
citogenética aumento do I1M;
baixa frequéncia
de AC e MN.
. Anélise Reduc¢do do IM; | Kumar et al.,
11 | Raios gama citogenética AC: AN: MN. | 2011
Nanoparticulas | Analise u _ .
12 | de Oxido de citogenética e Teste i‘?uﬁ\i’, cli\sl),:IM, |2<0uln2ar| etal,
Zinco (ZnO NP) | de Micronucleo e '
Avaliagdo do Inibicdo do
Fenaminosulf crescimento da crescimento da .
- . e g Limanetal.,
13 | (fungicida e raiz, analise raiz; aumento do 2011
micro-biocida) | citogenética e IM e dos danos
Ensaio Cometa no DNA
BTEX puro:
Reducéo do 1M;
Anélise AC; AN; MN. A g’éﬁiﬁes .
14 |BTEX citogenética e Teste | biodegradacéao de .
X , .2 7 | Marin-Morales,
de Microndcleo BTEX diminuiu
P 2011
a frequéncia de
AC e MN.
Analise Aumento do IM;
15 Ozonizagéo de citogenética e Teste frequéncia de Misik et al.,
aguas residuais g MN néo 2011

de Microntcleo

significativa.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca

sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
N&o houve
Agua do Rio Anéalise 2i|tenrizi°(i;s;)tiva do Oliveira,
16 | Paraiba do Sul, g Voltolini e

Tremembé-SP

citogenética

IM; aumento na
frequéncia de

Barbério, 2011

MN e AC.
) Avaliagdo do Inibicio do
Agua do Rio dos | crescimento da ¢
. . MR crescimento da | Nunes et al.,
17 | Sinos, Rio raiz; analise o x
- " raiz; reducdo do |2011
Grande do Sul | citogenética e Teste ]
i . IM; MN.
de Microndcleo
18 Curcumina e Anélise Reducéo do IM; | Palanikumar et
aloina citogenética AC. al., 2011
Nanoparticulas | Analise ~
. " Alteracfes do Panda et al.,
19 |de prata (AgNP- citogenética e IM. AM e MN. | 2011
P) Ensaio Cometa
Analise Aumento na Phuoare et al
20 |Efluente téxtil | citogenética e frequéncia de AC g B

Ensaio Cometa

e Danos ao DNA

2011

Morte celular;

Corante téxtil | 2Vallagdodo 1y ias do
crescimento da raiz d Jadhav et al.,
21 | Remazol red " crescimento da
e analise o 2011
(RR) citogenética raiz; aumento do
9 IM: AC: MN.
Gombe: maior
Cebolas Gombe, IM. Kano e .
- . . Olorunfemi e
Kano, Analise Maiduguri:
22 . . . - . Ogunsanwo,
Maiduguri, e citogenética maiores
N 2011
Sokoto frequéncias de
AC.
Avaliagéo do Inibicdo do .
. . d Olorunfemi
Efluentes crescimento da raiz | crescimento da . .
23 |. L - o x Ogieseri e
industriais e analise raiz; reducdo do

citogenética

IM; AC.

Akinboro, 2011
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio

| Endpoint

| Referéncia

A. cepa

24

Nanoparticulas
de prata

Anélise
citogenética

Reducéo do 1M;
AC; AM.

Pulate, Ghurde e
Deshmukh,
2011

25

Aguas residuais
industriais e de
um rio da India

Anélise
citogenética

Reducdo do 1M;
AC.

Siddiqui, Tabrez
e Ahmad, 2011

26 | Aquas residuais Anélise AlteracGes no Tabrez e
9 citogenética IM; MN; AC Ahmad, 2011
Anélise
Corante Azo citogenética, banda | Morte celular; Ventura-
(BDCP - C, banda NOR, AC; AN; MN; Camargo,

27 | Produto bandas de alteracdes Maltempi e
Comercial fluorocromo celulares e Marin-Morales,
Corante Preto) |especifico-base e | nucleolares. 2011

FISH
Aguas dos
Ribeirdes N&o houve

28 Varginha Analise alteracdes Ferreira et al.,
(Califérnia-PR) | citogenética significativas no |2012
e Tabatinga IM.

(Tabatinga-PR)
Alteracfes na
Avaliacéo da germmag_ao das
. erminacéo das semerltes,
Tiametoxam g reducéo do -
i sementes, . Cavusoglu et al.,

29 | (Inseticida - comprimento da

. crescimento da . 2012
Eforia) ) 1 raiz; aumento na
raiz, e anlise

citogenética

frequéncia de
MN; AC;
reducéo do IM.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
x Reducéo do 1M;
Formulagéo
. - Aumento na
comercial do Analise o
- . A frequéncia de .
30 fungicida citogenética; AC: interferéncia Andrioli et al.,
Azzurro® Imudeteccéo de ' 2012
. . na montagem dos
contendo zinebe | tubulina . ,
(70% zinebe) mlcrotubulo_s
durante a mitose.
. Analise Reducdo do IM; | Asita e Hatane,
31 | Agropesticidas | .. ontica AC; AN. 2012
Amostra de Analise Aumento do IM; Chrlst_ofolettl,
- biossolido citogenética AC; brotos Francisco e
9 nucleares; MN. | Fontanetti, 2012
Agua intersticial o AUMento na taxa
e extratos Avaliacdo da q o
. L e germinacao
33 |Organicos de germinagéo da’s_ das sementes: Costa et al.,
sedimentos do | sementes e analise AC: MN: ! 2012
Rio Taquari citogenética L
(RS) reducdo do IM.
Anélise n
Crémio citogenética e Pe_rtubq(;ao dgs Eleftheriou,
. : microtubulos; .
34 | hexavalente [Cr | microscopia AC- reducio do Adamakis e
(VD] confocal de IM ’ ¢ Melissa, 2012
varredura a laser '
Dioxido de
cloro, Analise ] ) )
35 |hipoclorito de | citogenética e Teste AC; 'YIN’ Feretti etal.,
S ; , redugdo do IM. | 2012
sodio e acido de Microntcleo
peracético
Residuos de Anélise Geremias et al
36 | mineragéo de citogenética e Danos no DNA. N

carvao calcinado

Eletroforese

2012
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Nanoparticulas A_nallse, . AC, . Ghosh et al.,
37 de prata (Ag-np) citogenética e fragmentacéao do 2012
P 9"'P) | Ensaio Cometa DNA.
Nanocépsulas de Nanocapsulas
E;) I>r/c()iactona) contendo os
38 coﬁtendo Analise herbicidas foram | Grillo et al.,
ametrvn citogenética menos téxicos do | 2012
yn, que os herbicidas
atrazina, livres
simazina '
) Avaliagdo do Inibicio do
Aguas residuais |crescimento da ¢
L ) . crescimento da | Gupta e Ahmad,
39 |da refinaria raiz, analise raiz: AC: MN: 2012
Mathura citogenética e Teste redlj %0 ao IN’I
de Microntcleo ¢ '
Hipoclorito de
sadio, dioxido AC em
40 de cloro e &cido | Analise temperaturas Gustavino et al.,
peracético em citogenética mais altas (20 e | 2012
diferentes 30°C)
temperaturas
Di(2-etilhexil) ?r‘éi'c'i?ﬁf;ﬁtgo o | mibigao do
ftalato, . L) crescimento da | Herrero et al.,
41 |, raiz, analise g ~
triclosane - " raiz; alteragbes | 2012
. citogenetica e Teste . i
propilparabeno de Microndcleo no IM; AC; MN.
Amostras de s Inibicdo do
Avaliacdo do :
solo . ._ | crescimento da
. crescimentodaraiz | " Kataeva et al.,
42 | contaminado e Teste de raiz; alta 2012
com metais Microndcleo frequéncia de
pesados MN; AN.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa

Fontes de 4gua o Inibicdo do
da planicie Avall_agao do ._ | crescimento da . .

X - crescimentodaraiz |~ .” ~ Kopliku e Mesi

43 |agricola Nén- - raiz; Reducéo do s
. e analise . o (Dizdari), 2012

Shkodra, apés citogenética IM; inducédo de
inundagdes g AC e AM.
Lixiviados

44 |8Quosos Anélise AlteracGes no Kwasnhiewska et
(chorume) de citogenética IM; MN; AC al., 2012
aterro
Solo ,
contaminado por | Anélise Aumento _do ”V!’ Leme et al.,

45 . . AC; leve inducdo
derramamento | citogenética 2012

- de MN.
de biodiesel
Nanofibras de | Analise AlteracGes do .

46 celulose citogenética IM; AC. Lima etal., 2012
Efluentes de Avah_agao do . Inlblgao do Olorunfemi,
o crescimento da raiz | crescimento da

47 |industria de Ali . x Omo-Ataga e
laticinios € analise. raiz; redugao do Ofomata, 2012

citogenética IM; AC. '
Metabissulfito Onvemaobi
de sédio e Analise Reducéo do I1M; y€ '
48 benzoato de citogenética AC Williams e
. g ' Adekoya, 2012
sodio
Panneerselvam,
. Anélise Reducdo do IM; |Palanikumar e
49 | Glicidol citogenética AC. Gopinathan,
2012
Analise Alteracfes no Pedrazzani et al.,

50 | Detergentes citogenética IM; MN 2012
Efluentes de Avaliacdo do Inibicdo do
branqueamento | crescimento da raiz | crescimento da | Roa, Yeber e

51 - o N
de celulose e analise raiz; alteragbes | Venegas, 2012

(ECF)

citogenética

no IM; AC; MN.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
52 Diclorofena e Analise Reduc¢do do IM; | Shaikh et al.,
diclorovos citogenética AC. 2012
53 Tricloroetileno | Andlise Reducdo do IM; | Tabrez e
(TCE) citogenética AC Ahmad, 2012
Analise Reducdo do 1M;

54

Clorfenvinfos e
fembuconazol

citogenética e
Ensaio Cometa

AC; MN; AM;
danos no DNA.

Tiirkoglu, 2012

55 E:g((ij(rp\ligs)z) é?jéiesr?ética iecogugéo M z0uetal, 2012
Reducdo do 1M;
Anélise, . AC; MN; nl?cleo Andrade-Vieira,
56 |5pL. clogeélia, |condenste | Canpose
’ Davide, 2012.

citometria de fluxo

fragmentacédo do
DNA.

Ozonizagéo de
efluente

Analise

Machado et al.,

57 contammadq citogenética AC. 2012
com Rodamina
B
cg Agua do Rio Teste de MN Meneguetti et
Jamari, AM Micronucleo ' al., 2012
Avaliacio do Inibiu o r_u'Jmero
- e 0 crescimento
59 Glutama,tto_ cr_esmmer)t(_) da das raizes: Ade_yemo e
monossodico raiz, e analise ’ Farinmade, 2013

citogenética

reducéo do IM;
AC.

60

Furadan e
Enodosulphan

Anélise
citogenética

Reducdo do 1M;
aumento na
frequéncia de
AC.

Ananthakrishnan
, Kumarasam e
Antony, 2013
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Pesticidas
utilizados para o
61 controle de Anélise Reducédo do IM; | Asitae
insetos/pragas | citogenética AC. Mokhobo, 2013
de produtos
armazenados
Aumentou o
Avaliacio do crescimento da
6 ._ | raiz; ndo houve
Compostos crescimento da raiz alteracses Bertanza et al
62 |enddcrino- andlise citogenética | . . GOES N
significativas no |2013
pertubadores e Teste de IM
. . e na
Micronucleo A
frequéncia de
MN.
Biossélido de . .
ETE apds Avaliacéo AC; MN; Christofoletti,
63 - . ~ Pedro-Escher e
processamento | citogenética alteractes do IM.

por diplépodos

Fontanetti, 2013

Reducéo do I1M;
aumentou a
frequéncia de AC

Analise < Ditika e Anila,
64 [Cr (V) citogenética e MN; red¢éo do 2013
volume nuclear e
do conteudo de
DNA
Diclofop-metil Reducéo do I1M;
65 (herbicida) e Anélise aumento na Dizdari e
lindane citogenética frequéncia de Kopliku, 2013

(inseticida)

AC.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio

| Endpoint

| Referéncia

A. cepa

Desintoxicagao

Agua sem
tratamento: alta
frequéncia de

de aguas Analise AC. Apobs Firbas e Amon,
66 | residuais por citogenética tratamento: 2013
"LIMNOWET® reducio da.
frequéncia de
AC.
Chorume antes e Q:?Sr:(;)ﬁue\;e
67 Sri?grﬁeiio _I?Qszzgometa ¢ significativas na | Garaj-Vrhovac
. A ! frequéncia de etal., 2013
guimico e Microntcleo MN ou de danos
eletroquimico no DNA
68 Corantes Analise Reducédo do IM; | Gomes et al.,
alimentares citogenética AC. 2013
e
lavanderia de - )
69 | hospital tratado Anallse, . de M.N aE)OS Kern et al., 2013
com ozonizacdo citogenética 0Z0Nizagdo
.\ fotocatalitica dos
fotocatalitica ofluentes
dNeagi?;;t;ceulas Anélise Aumento do IM;
70 : citogenética e Teste | AC; danos no Liman, 2013
Bismuto (Il1) - | 10 Cometa DNA
BONPs '
71 gc()):t):mina dos Analise Reducdo do IM; | Masood e Malik,
citogenética AC; AN. 2013
por curtume
) Avaliacdo do Inibicdo do
79 lon Sr?* (Cloreto | crescimento da raiz | crescimento da Meena, Singh e

de estréncio)

e andlise
citogenética

raiz; reducéo do
IM; AC; AN.

Chaudari, 2013
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
73 | Alprazolam Anélise _ Alteracfes do Musanovic et
citogenética IM; AC. al., 2013
74 Acetamipride Anélise Reducédo do IM; | Nag, Dutta e
(Inseticida) citogenética AC. Pal, 2013
Drenagem Inibicdo do
acidade mina | Avaliagdo do crescimento da N
. . - ettoetal.,
75 | (AMD) de crescimento da raiz | raiz e danos no 2013

carvdo tratada e
ndo tratada

e Ensaio Cometa

DNA na AMD
nao tratada.

Reducdo do 1M;

76 Flusilazol Analise morte celular; Ozakca e Silah,
(Fungicida) citogenética e PCR | AC; danos no 2013
DNA.
Analise de Sriigigrzc;r?tg das
Cromo crescimento das M .
P . raizes; Danos ao | Patnaik, Achary
77 | hexavalente raizes; Ensaio DNA: Reducio | e Panda. 2013
(Cr(V1)) Cometa; Anélise , reducac '
citogenética do IM e indugao
g de AC e MN
78 Blitox Analise Reducédo do IM; | Paul, Nag e
(Fungicida) citogenética AC. Sinha, 2013
Particulas alfa
de plutonio-239 | ;e Aumento do IM; | -esnyae
79 | e radiacdo de citoqenética AC: AM: MN " | Romanovsky,
telefone movel g ' ' ' 2013
GSM 900
Hidrocarbonetos
80 aromaticos Anélise Alteragdes do Rainho et al.,
policiclicos citogenética IM; AC; MN. 2013
(PAH)
81 zzrlrSg:;Zt%m PO | Analise Reduc¢do do IM; | Renjana, Anjana

monossodico

citogenética

AC; AM; AN.

e Thoppil, 2013
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram

analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Solo
contaminado -
Analise Souza et al.,
82 tr_atado com citogenética ACe AM. 2013
vinhaca de cana
de agUcar
Intensificadores Anlise AlteracGes do
83 | de sabor citogenética IM; AM; AC; Tirkoglu, 2015
(Glutamatos) MN; AN.
Chumbo:
aumento do IM.
Acido salicilico:
84 Chumbo e acido | Analise reducdo do IM. | Trushin et al.,
salicilico citogenética AC nos 2013
xenobioticos
sozinhos ou
juntos.
Aguas residuais
de industria de
farmh_a de Anélise Alteracfes do Vla_na, D_u:c,man
85 | mandioca e . " e Vicentini,
solucio de citogenética IM. 2013
tiossulfato de
sédio
Anélise .
B-lapachone e ciftogenética,_ Redugdo do IM; %?;)all(saléoma e
86 hi - Citofotometria, AC AM; MN; .
idroxiurea N Maszewski,
Detecga_o morte celular. 2013
Imunocitoquimica
Nao houve
87 Nanotubos de Analise :;Sitigzo de Andrade et al.,
carbono citogenética 2014

genotoxicos ou
mutagénicos.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Formulacdes Anlise Reducdo do 1M;
farmacéuticas de | . - AC; AN; Andrioli et al.,
88 tiabendazol e citogenetica & erturbacGes nos | 2014
. . Imunofluorescéncia pe ag
griseofulvina microtabulos.
Aguas de Aumento na

89 superficie em Anélise frequéncia de AC | Athanasio, Pra e
corregos citogenética e MN; reducdo | Rieger, 2014
urbanos do IM.

90 gg;?ofzoemo Analise Alteracoes no Disman et al.,

e citogenética IM. 2014
Parana-Brasil
Efluentes N0 houve
tratados com alteracies
lodo ativadoe | Analise 1 Eracoes .
. . . significativas no | Goldoni et al.,
91 |um filtro citogenética e Teste
; p IM, nem na 2014
emergente de de Microntcleo f N
> o requéncia de
macrofitas
MN e AC.
flutuantes
Herb|C|_da Analise Reducéo do IM; | Goujon et al.,
92 | Sulcotriona e . .
citogenética AC. 2014
fotopodrutos
Anéalise Rgd_u({ao do IM;
. . inibicdo da
citogenética; sonda Seareaacso e
93 | Chumbo fluorescente, gregac Jiang et al., 2014
. .. | motilidade
imunofluorescéncia o
e Ensaio Cometa cromossomica,
danos no DNA.

94 Efluentes de Anélise Alteracfes do Magdaleno et
hospital citogenética IM; AC. al., 2014
Compostos Avall'agao do . Inlblgao do Michalska-

) . crescimento da raiz | crescimento da .
95 |inorganicos de " o ~ Kacymirow et
e e analise raiz; alteracbes
selénio al., 2014

citogenética

do IM
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
96 Drenagem &cida | Analise Reducdo do IM; |Radi¢ et al.,
de mina (AMD) | citogenética AM; AC. 2014
Reducdo do 1M;
Anilise aumento na
97 |Rodamina B . - frequéncia de Tan etal., 2014
citogenética
MN, pontes e
brotos.
?rli‘l'iarﬁiﬁtﬂ"da Alteragges _
Efluentes de ) o morfoldgicas nas | Singh et al.,
% estaleiros navais rg:z, ang:!se Test raizes; reducdo |2014
criogenetica € 1€ste | 45 \m: AC; MIN,
de Microndcleo
Novos
complexos de
nano-prata com Analise Né&o exibiu efeito Velluti et al
99 |difracdo de raio- citogenética citotoxico, nem 2014 N
X de AC.
sulfamoxole
(SMX)
Nanoparticulas | Analise Indugdo de AC e Pakrashi et al
100 | de Diéxido de | citogenética e AN; Danos ao 2014 N
Titanio (TiO;) | Ensaio Cometa DNA
Reducéo no

101

Corantes téxteis

Analise de
crescimento das
raizes; Ensaio
Cometa; Analise
citogenética

crescimento das
raizes; Danos ao
DNA:; Aumento
do IM e indugéo

Watharkar e
Jadhav, 2014

de ACe MN
Analise mduu%iodclo A lgle
102 | Chumbo (Pb) | citogenética e ¢ Kaur et al. 2014

Ensaio Cometa

AN:; Danos ao
DNA
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca

sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
. Analise Reducédo do IM; | Mohammed et
103 | Forskolin citogenética AC; MN. al., 2015
Agua potavel na Reducdo do IM;
gua p Analise aumento na Abdaetal.,
104 | regido Guelma - (e o
i citogenética frequéncia de 2015
(Argélia) AC
Oxido de Analise Reduco do IM; Ciserci et al
105 |indiume citogenética e AC; AN; danos 20‘(’1{5 N
estanho Ensaio Cometa no DNA.
Solos . Inibiu o
. Avaliagdo do .
contaminados . ._ | crescimento da
. crescimentodaraiz | ." ~ Ghosh et al.,
106 | com cinzas e analise raiz; alteracoes 2015
volantes de citoenética do IM; AC; MN;
centrais térmicas g AN.
Avaliagdo do Inlblgao do
) crescimento da
. crescimento da . N . .
107 Imaze_ta_plr raiz analise raiz; re_dugao do Liman, Cigerci,
(Herbicida) B IM; baixa Oztirk, 2015
citogenética e fequéncia de AC:
Ensaio Cometa d4anos no DNA.
108 Efluentes Analise Reducdo do IM; | Tabet et al.,
urbanos citogenética AC. 2015
Aguas do . «
> Analise AlteracGes do Maceda et al.,
109 E:/Iosrrego Arara, citogenética IM; AC. 2015
Rio que recebe
efluentes Bandeamento Mazzeo e
110 | urbanos e AGNOR AC; AN; MN. Marin-Morales,
trifluralina 9 2015
(Herbicida)
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
s Inibicdo da
Avall_agaq da germinagao das
germinagéo das sementes e
sementes, .
. . crescimento da
Difenoconazol e | crescimento da o N Bernardes et al.,
111 tebuconazol raiz, analise raiz; reducdo do 2015
L IM; AC; AN;
citogenética e
P perda e ganho de
analises ~
moleculares bandas/alteracoes
no DNA.
Avaliacdo do In'b'9a0 do
) ._ | crescimento da
Efluentes crescimentodaraiz | " N Hemachandra e
112 industriais e analise raiz; redugdo do Pathiratne, 2015
citogenética IM; AC; MN; ,
g AN.
- AlteracGes no
113 | Lodo de esgoto g?j'gsﬁética IM: AC; MN: gﬂoizszeo etal,
g danos no DNA.
Inibicdo do
crescimento da
Avaliacdo do raiz; AC; MN;
crescimento da reducéo do IM;
raiz, analise danos no DNA; .
114 | Cobre (Cu) citogenética, ensaio | prejudicou o Qinetal., 2015
cometa e arranjo dos
imufluorescéncia microtubulos;
reducdo de a-
tubulina.
115 dNeag?(E);;t:jceulas Anéalise Reducdo do IM; | Rajeshwari et
e citogenética AC; AN. al., 2015
aluminio
116 Nanoparticulas | Analise Reducéo do IM; | Taranath et al.,
de Zinco citogenética AC 2015
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Nanoparticulas

117 de oxido de Anélise Reducdo do IM; | Kumar et al.,
crémio Il citogenética inducdo de AC. |2015
(Cr203)

118 Herbicida Analise Reducdo do IM; | Ozkaraetal.,
Anilofos citogenética indugdo de AC. |2015
Agrotoxicos Bianchi,
imidaclopride e Anlise Alteracdo do IM; | Casimiro-

119 | sulfentrazona e citogenética Inducéo de AC e |Fernandes e
mistura de MN. Marin-Morales,
ambos 2016

120 | spL Anélise’ _ ﬁ%ﬂ%%%odioplyé Palmieri et al.,

citogenética NC. 2016
- Reducao do IM; .
121 |cCMBAe xpD | Analise indug%o de MN ¢ | Souon etal,
citogenética 2015
AC.
Reducéo no
crescimento
Amidoamina Cfrescimento radicular dos
(hydroxyl- . - bulbos; Reducgéo | Freire etal.,

122 . radicular e analise ;
andamine- - " do IM associado |2016
terminatedpoly) citogenetica a defeitos na

segregacdo
cromossdmica.

123 Tintura para Anélise Reducdo do IM; | Maiti et al.,
cabelo citogenética inducdo de AC. |2016
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa
Pesticidas:
Endosri-ES
(endosulfan), - Reducéo do I1M; .
124 | Nuvan-NU é?gl:esﬁética indugdo de MN e Ezrﬂm \é\(/)f’llné w
(dichlorvos) e g AC. ’
Kvistin-KS
(carbendazim)
Fungicida: Anélise x Akyil et al.,
125 Benodanil citogenética Redugao do IM. 2016
126 Efluente de Anélise Reducéo do IM; | Teena, Soumya
esgoto citogenética indugdo de AC. |e Sudha, 2016
127 l;leagafgrtlculas Anélise Reducdo do IM; | Rajeshwari et
(HAUCI4) citogenética inducdo de AC. |al., 2016
Sementes ndo
Germinacao das gﬁ:)nd]:)ng:zg com Martins, de
128 | Lodo de esgoto | sementes e anélise x v | Souza e da Silva
citogenética Redugdo do IM; Souza, 2016
g inducio de AC, ’
AN e MN.
Reducéo do IM;
) indugdo de AC.
Acido 2, 4- Anélise Danos ao DNA Ozkul et al
129 | dichlorophenox | citogenética e na maior 2016 N
yacetic (2, 4-D) |ensaio Cometa concentragdo e
maior tempo de
exposicao.
Avaliagéo de N&o afetou a
Efluente da CE L
A germinagao e germinacdoe o | Da Rosa et al.,
130 | inddstria de . . 201
bebidas cresa_mentg, teste cresu[nento. 5
do Micronucleo Indugéo de MN.
- Reducéo do 1M;
131 Efluentes de Anélise inducio de AC e Hemachandra e

industria téxtil

citogenética

AN.

Pathiratne, 2016
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa

Azocorante

comercial Ventura-

132 BDCP (Black | Analise Inducéo de AC e | Camargo, de
Dye citogenética AN. Angelis e Marin-
Commercial Morales, 2016
Product)

A. cepace L. sativa

Aguas residuais
do

Avaliacdo da
germinagéo e do

Inibicdo da
germinacgéo e
crescimento da
raiz em L. sativa;

Pierantozzi et

processamento | crescimento, e reducdodo IM e |al., 2011
de azeitona andlise citogenética | aumento na
frequéncia de AC
em A. cepa.
Reducéo da
Benzofurano Avaliacdo da germinacao;
9 (2R) -6- germinagéo e do inibicdo do Romano et al.,
hydroxytremeto | crescimento, e crescimento das | 2011
ne andlise citogenética | raizes; reducao
do IM.
Aumento do IM;
Aumento na
- Avaliacdo da germinacdo e no | Cuchiara,
Avaliacéo da R X
3 | qualidade da germinagéo e do crgsmento das |Borgese .
4gua creIS(_:lme_nto, e - rqlzes e da p_arte Bobrowski,
andlise citogenética | aérea. L. sativa | 2012

apresentou maior
sensibilidade.
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Continua)

Agente testado | Ensaio |

Endpoint

| Referéncia

A. cepa e L. sativa

Efluentes de
4 | lavanderia de
hospital

Avaliacdo do
crescimento da raiz
e analise
citogenética

L. sativa:
inibicéo do
crescimento da
raiz. A. cepa:
inibicdo do
crescimento da
raiz; reducédo do
IM; AC; MN

Kern et al., 2015

L. sativa

Ensaio Cometa e

Fragmentacédo do

Monteiro et al.,

1 |Cd (Cadmio) Teste do DNA e indugao 2012
Microntcleo de MN
Inibicdo da
Avaliacdo da germinacéo e

germinagéo e do

crescimento da

crescimento, raiz; alteracbes |Pereiraetal.,
2 | Chumbo (Pb) analise da anatomia | na anatomia 2013
radicular e analise |radicular;
citogenética reducdo do IM;
AC; MN.
Inibicdo da

Agua e
3 |sedimento de
cdrrego urbano

Avaliagdo da
germinagéo e do
crescimento, e
analise citogenética

germinacéo e
crescimento da
raiz; reducdo do
IM; AC.

Rodrigues et al.,
2013

4 | Cromo (Cr)

Avaliagdo do
crescimento da
raiz, analise
citogenética e Teste
do Micronucleo

Inibicdo do
crescimento da
raiz; alteracbes
do IM; MN.

Hou et al.,
2014a
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Quadro 1 — Trabalhos publicados entre os anos de 2011 e 2016 que utilizaram
analise citogenética para avaliar a toxicidade de compostos quimicos
e residuos ambientais nos modelos vegetais Allium cepa L. e Lactuca
sativa L. (Conclusao)

Agente testado | Ensaio | Endpoint | Referéncia
A. cepa e L. sativa

Avaliacdo da Inibicdo da

germinagéo e do germinacéo das

crescimento, sementes e Hou et al.,

5 | Chumbo (Pb) analise citogenética | crescimento da | 2014b
e Teste do raiz; alteracoes
Microntcleo do IM; MN.

Reducdo da taxa
de germinag&o e

Avall_agaq da do alongamento o
6 |spL germinagédo e do da raiz: reduco Palmieri et al.,
crescimento, e e 2014
A .. _|doIM; AC;
andlise citogenética | _-
nucleos
condensados
Avaliacdo da In'b'9a0 no q
erminacgdo e do crgsmmento as
g . raizes; AM; .
7 lspL cre;c_:nme_nto, .| inibicdo da Freitas et al.,
andlise citogenética 2016

fosforilacdo da
Histona H3 na
Serina 10.

e analises
moleculares

Legenda: IM - Indice Mitético; AC - Alteragdes Cromossdmicas; AN - Alteracdes
Nucleares; AM - Alteracfes Mitoticas; MN - Micronucleo; NC - Nucleo Condensado.
Fonte: Do autor (2016).

2.3 Analises Citogenéticas Aplicadas a Toxicologia Ambiental

A primeira parte de um vegetal a ser exposta aos agentes toxicos dispersos
no solo e na dgua é a raiz, por isso esta parte da planta é muito utilizada em estudos
de toxicidade ambiental (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; FISKEJO, 1988). E
na ponta da raiz que encontramos uma regido denominada de meristema,

composta por células em intensa divisdo celular. Este tecido possibilita as




49

avaliagdes do indice mitético e da frequéncia de alteragdes no ciclo celular quando
as raizes sdo expostas a algum composto quimico ou residuo ambiental
(GUERRA, 1988).

A avaliacdo do ciclo celular, que compreende a inférfase (G1,Se G2) e a
mitose, permite o conhecimento sobre a estrutura organizacional dos
cromossomos e como eles se comportam durante a divisdo celular, e pode ser
empregada para determinar a toxicidade de algum composto quimico que possa
estar degradando o meio ambiente (GRANT, 1994). O indice mit6tico refere-se
ao namero total de células em divisdo durante o ciclo celular, e qualquer alteracéo
neste indice, aumento ou reducdo, auxilia na determinagdo do grau de
citotoxicidade de um agente (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-MORALES,
2007). Alteragbes como esta sdo utilizadas para prospectar o potencial téxico de
diferentes compostos quimicos e residuos ambientais (ANDRADE; CAMPOS;
DAVIDE, 2008).

Agentes genotoxicos causam danos no DNA, que podem ser reparados
pelos mecanismos de reparo da célula, ou serem fixados levando ao
comprometimento celular (ANDRADE-VIEIRA, 2012), as quais podem ser
expressas como alteracdes cromossémicas observadas no ciclo celular (MAURO
etal., 2014). Estas alterac6es podem ter como consequéncia a formacao de células
poliploides (Figura 2A e 3A) e a eliminacdo do material genético, resultando na
formacdo de anomalias nucleares (FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2007).

Varios compostos quimicos sdo mutagénicos e produzem modificacdes
no material genético, como alteracGes no nimero e estrutura do cromossomo, e
nas estruturas individuais do gene (CAMPOS et al., 2008b). Segundo Migid, Azab
e Ibrahim (2007), vérios endpoints podem ser monitorados na divisao das células
meristematicas, como aberracdes cromossdmicas e formacdo de micronucleos.

Leme e Marin-Morales (2009) ressaltam que os micronucleos sdo considerados
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por muitos autores como o mais efetivo e simples endpoint para a analise de
efeitos mutagénicos provocados por compostos quimicos, devido ao fato de
resultarem de danos ndo reparados ou reparados incorretamente nas células
parentais, sendo facilmente observados em células filhas como uma estrutura
similar ao ndcleo principal, mas em tamanho reduzido (Figura 21, 2J, 3B e 3C).

O fuso mitético é formado pelos microtibulos que executam funcdes
celulares importantes durante o ciclo celular (CAMPQOS et al., 2008b; JORDAN
e WILSON, 1999). Altera¢des na dindmica de polimerizacdo e despolimerizagédo
dos microtabulos, bem como a ndo ligagdo destes aos cromossomos por
problemas na regido centromérica (FREITAS et al., 2016), afetam a segregacao
dos cromossomos para as células filhas e tem como consequéncia, a formacéo de
células poliploides; a interrupc¢do no ciclo celular em metafase, originando as c-
metafases (Figura 2B e 3D); e anafase multipolar (Figura 2H e 3E) ou segrega¢édo
anormal/tardia dos cromossomos/cromatides em anafase/tel6fase (Figura 3F)
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; CAMPOS et al., 2008b; FERNANDES;
MAZZEQO; MARIN-MORALES, 2009).

Quando ha interferéncias na polimerizacdo e despolimerizacdo dos
microtubulos, pode ocorrer a paralisacdo do ciclo celular em metafase e os
cromossomos séo Vvistos bem condensados, com o centrdmero bem definido e
espalhados no interior da célula (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012). Em
laboratorio, esta situacdo é provocada com substdncias denominadas de
bloqueadoras de ciclo celular, como é o caso da Colchicina, que é a responsavel
pelo nome desta alteracdo. Estes cromossomos extremamente condensados e
separados sdo utilizados para estudos do cariGtipo das espécies, pois permitem
observar a morfologia de cada cromossomo, individualmente (GUERRA, 1988).

A anéafase multipolar e a segregacdo anormal das cromaétides em
anéfase/telofase também é uma consequéncia da acdo de substancias quimicas

sobre a organizacdo dos microtibulos. Essas alteracBes sdo observadas como
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consequéncia da ligagdo incorreta ou ndo ligacdo do fuso mitdtico ao centrémero
dos cromossomos (FREITAS et al., 2016); ou do encurtamento e alongamento de
alguns microtubulos do fuso mitético, sem sincronia com os demais, o que pode
provocar a disjuncdo desigual de cromossomos (cromossomos nao orientados,
Figura 3G), originando os micronucleos (Figura 21, 2J, 3B e 3C) (ANDRADE-
VIEIRA, 2012; CAMPOS et al., 2008b; FERNANDES; MAZZEO; MARIN-
MORALES, 2009; LEME e MARIN-MORALES, 2009).

A acdo de substancias toxicas diretamente no cromossomo pode provocar
quebras (Figura 2D, 2E, 2F e 3H). Em geral, uma das consequéncias da quebra é
a perda dos teldmeros, regido na extremidade terminal do cromossomo, que tem
como uma das fungdes garantir a protecdo e estabilidade cromossémica
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012). Com a perda dessa estabilidade, pode ocorrer
a fusdo da parte terminal de dois cromossomos. Na ocasido da diviséo,
cromossomos com dois centrémeros, sdo observados como pontes em
anafase/tel6fase (Figura 2C, 31 e 3J), onde cada um dos centrémeros que 0s
constitui é ligado ao fuso de um dos polos da célula (CAMPOS et al., 2008b).
Ciclos sucessivos de quebra-fusdo-ponte podem acarretar irregularidades na
celulas filhas por varias geracoes.

A regido cromossdmica decorrente da quebra que fica sem centrémero, é
denominada fragmento acéntrico (Figura 2D, 2E, 2F e 3H). Esses fragmentos
cromossdmicos, por conterem partes do material genético, sdo reconhecidos pela
célula e envoltos por membrana na ocasido da divisdo celular, originando os
microndcleos, que sdo facilmente observados nas células da geracéo F1.

Outra evidéncia da toxicidade de um composto quimico ou residuo
ambiental é a formag&o de nlcleos condensados (Figura 3K), os quais apresentam
a cromatina heterocromatinizada, e sdo evidenciados por uma coloragdo mais
intensa, pelo formato arredondado e de tamanho menor que os nlcleos interfasicos
normais (ANDRADE-VIEIRA et al. 2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS;
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DAVIDE, 2012). A presenca de nucleos condensados é um indicativo que as
celulas estdo entrando em processo de morte celular (ANDRADE-VIEIRA et al.
2011; ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS; DAVIDE, 2012). O processo de morte
das células é caracterizado pela condensac¢do da cromatina, reducgéo do citoplasma
e alteragcBes nucleares e no citoesqueleto (ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE,
2010; AMEISEN, 2002; BEHBOOD e SAMADI, 2004; SAVILL e FADOK,
2000; UEDA e SHAH, 2000), e pela fragmentacdo do DNA observado em gel de
agarose (ANDRADE-VIEIRA et al.,, 2011). Tal mecanismo de morte esta
relacionado a destruicdo de células danificadas, a fim de elimina-las (DANON et
al., 2000).

Substancias tdxicas também podem desencadear a formacdo de
cromossomos aderentes (Figura 3L), que sdo caracterizados por alteragdes na
estrutura fisico-quimica do DNA, de proteinas ou de ambos, formadas a partir de
complexos com grupos fosfato no DNA, ligacdes inter e intra cromatidicas e
condensagdo do DNA (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; EL-GHAMERY; EL-
KHOLY; EL-YOUSSER, 2003). Estes fatores promovem a perda das
caracteristicas normais de condensagdo causando a formacdo de aglomerados
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2012; BABICH; SEGALL; FOX, 1997). A aderéncia
cromossémica é considerada uma alteragdo altamente tdxica (ANDRADE;
CAMPOS; DAVIDE, 2008), que impede a segregacdo das cromatides e o
prosseguimento normal da diviséo celular, o que pode desencadear o processo de
morte celular, evitando que o efeito toxico passe para a geragao seguinte.

Todas essas alteragcbes cromossdmicas (Figura 2) observadas como
consequéncia da acdo de um agente toxico nas células tém sido avaliadas ndo
apenas para prospectar o efeito genotoxico dos poluentes, mas também para
avaliar seus mecanismos de agéo. Logo, os agentes podem ser classificados como
clastogénicos e aneugénicos em funcdo do(s) tipo(s) de alteracdo(des) que
induzem com maior frequéncia (LEME; ANGELIS; MARIN-MORALES, 2008).
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Substancias classificadas como clastogénicas induzem quebras cromossémicas,
enguanto que as aneugénicas inativam a estrutura celular, como por exemplo, o
aparato do fuso, levando a perdas cromossdmicas (FENECH, 2000) ou a
inativacdo da regido centromérica (FREITAS et al., 2016). De um modo geral, as
aberracBes cromossdmicas, como pontes e quebras, indicam acdo clastogénica,
enguanto que cromossomos ndo orientados, atrasados, multipolaridade e c-
metafases, sdo consequéncia de efeitos aneugénicos (LEME e MARIN-
MORALES, 2009).
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Figura 2 — Exemplos de alteracbes que podem ser observadas nas analises
citogenéticas aplicadas a toxicologia ambiental no modelo Allium
cepa L.
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Legenda: A: Célula poliploide; B: C-Metéafase; C: Anéafase tardia com ponte
cromossdmica; D, E, F: Quebra cromossémica; G: Perda cromossdmica; H: Anafase
multipolar com perda cromossémica; |: Broto nuclear e Microndcleos; J: Micronicleo; K:
Célula binucleada; L: Mini célula Fonte: Imagens capturadas e gentilmente cedidas por
estudantes de Iniciacdo Cientifica e de P6s-graduacdo do grupo de pesquisa do Laboratério
de Mutagénese-IB-UNESP, Rio Claro-SP, usando como modelo Allium cepa L (2015).




55

Figura 3 — Exemplos de alteracbes que podem ser observadas nas analises
citogenéticas aplicadas a toxicologia ambiental no modelo Lactuca

sativa L.
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Legenda: A: Poliploidia; B, C: Micronucleo; D: C-metéfase; E: Anafase multipolar; F:
Cromossomo perdido em tel6fase; G: Cromossomo ndo orientado em metafase; H:
Fragmentos/quebras em anafase; I, J: Ponte em anafase/tel6fase; K: Ndcleo condensado;
L: Aderéncia cromossdmica. Fonte: Estudantes de Iniciagdo Cientifica integrantes da linha
de pesquisa “Prospec¢do de Efeitos Biologicos” do Laboratério de Citogenética-DBI-
UFLA, usando como modelo Lactuca sativa L (2015).
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2.4 Prospeccdo dos mecanismos de morte celular e de danos ao DNA
aplicados a Toxicologia Ambiental

O teste de TUNEL (TdT-mediated deoxy-uracil nick end labeling) é
utilizado para analise da fragmentacdo do DNA e prospec¢do dos mecanismos de
morte celular. Se baseia na incorporacdo de nucleotideos (d-UTP = 2’-
desoxiuridina 5’ trifosfato) marcados com um fluorocromo (Isotiocianato de
fluorescéncia-FITC) na regido livre 3’0OH das quebras da cadeia de DNA
(ANDRADE-VIEIRA et al., 2011; BEHBOODI E SAMADI, 2004). Esta reagao
baseia-se na capacidade da enzima “terminal deoxynucleotidyl transferase” (TdT)
em acoplar uma desoxi-uracilo-fluoresceina (d-UTP) conjugada ao final 3’OH do
DNA quebrado (BEHBOODI E SAMADI, 2004; GAVERIELI; SHERMAN;
BEM-SASSON, 1992). A incorporacdo da fluoresceina-12-dUTP ¢é entdo
amplificada por vérias reacdes enzimaticas secundarias e analisada em
microscopia de fluorescéncia ou citometria de fluxo (MARTINS et al., 2007).

As células analisadas sdo contra coradas com DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) de forma que todos os ndcleos das células do campo em anélise
aparece emitem fluorescéncia azul (Figura 4A) e aqueles marcadas de TUNEL-
positivo emitem fluorescéncia verde (Figura 4B). A sobreposi¢do das imagens
obtidas no comprimento de onda de cada fluorocromo do teste (Figura 4C)
permite contabilizar a frequéncia de células com DNA danificado.

O Ensaio cometa ou eletrofrese de gel de célula Unica, é outra técnica
muito atil para deteccdo de danos ao DNA. Ele é caracterizado por ser um teste
altamente sensivel além de rapido, econémico e de alta especificidade, que tem
sido utilizado para detectar um amplo espectro de danos no material genético
(AZQUETA et al. 2011; YILDIZ et al., 2009).

O Ensaio Cometa pode ser utilizado para complementar os dados

citogenéticos obtidos com as andlises de ciclo celular, pois detecta lesdes
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gendmicas causadas ao DNA em decorréncia da acdo de mutagenos. Diferente das
mutacles, as lesdes detectadas pelo Ensaio Cometa sdo passiveis de correcéo.
Assim, 0 ensaio pode ser também utilizado para estudos de reparo do DNA,
trazendo informacdes importantes sobre a cinética e o tipo de lesdo reparada,
embora ndo possibilite inferir a fidedignidade do processo de reparo
(ALBERTINI et al., 2000). A técnica consiste na imersao de células viaveis em
gel de agarose, lise da membrana celular por detergentes e sais alcalinos, e
posterior eletroforese. Sob condicGes alcalinas de eletroforese, os DNAs celulares
que sofreram danos apresentam maior taxa de migragdo em dire¢do ao anodo,
devido a quebras de fita simples ou duplas e sitios labeis alcalinos simulando a
aparéncia de um cometa (cabeca e cauda) (PAVAO et al., 2007).

A quantificacdo da frequéncia de danos ao DNA se da por meio da
classificagdo em scores (0 a 4) dos nucleiodes avaliados conforme a Figura 5.
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Figura 4 — Células meristematicas de L. sativa tratadas com SPL visualizadas em Microscopio de Fluorescéncia (Olympux
BX 60).

Legenda: A: Nucleos com coloragdo azul evidenciados apenas no filtro com comprimento de onda para o DAPI (345 a 358 nm). B:
Imagem capturada com filtro no comprimento de onda de 488 a 495 nm. C: Resultado da sobreposicao das imagens A e B feita através
do programa AxioVision. Os nicleos evidenciados em verde (seta fina branca) representam os danos graves (ntcleo inteiro TUNEL
positivo); os nicleos corados parcialmente em verde (seta larga vermelha) representam os danos leves (nlcleo parcialmente TUNEL
positivo); e os nicleos sem coloragdo verde (seta larga amarela) ndo apresentam danos ao DNA (TUNEL negativo). Fonte: Do autor
(2016).
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Figura 5 — Scores 0 a 4 segundo analise visual para nucledides obtidos a partir de
células de A. cepa (cebola) e L. sativa (alface) expostas a poluentes
ambientais.

Scores  Allium cepa L. Lactuca sativa L.

Legenda: Laminas preparadas com as pontas das raizes de cebola e alface expostas as
solugdes de MMS (Metil Metano Sulfonato), SPL (Spent Pot Liner), Cd (Cadmio) e ATZ
(Atrazina). Fonte: Do autor (2016).
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2.5 Compostos quimicos utilizados no presente estudo para comparar a
eficiéncia de Lactuca sativa L. e Allium cepa L. nos testes propostos

2.5.1 SPL (Spent Pot Liner)

O Spent Pot Liner (SPL) é um residuo sélido da producdo de aluminio
formado por uma série de substancias que se acumula nas cubas de reducéo da
alumina durante os processos de purificacdo e refino da bauxita (PALMIERI et
al., 2014; SILVEIRA et al., 2002). Esse composto é comprovadamente toxico,
provocando reducéo significativa no indice mit6tico, no crescimento radicular e
retardo no enraizamento de sementes de modelos vegetais testados (ANDRADE;
DAVIDE; GEDRAITE, 2010; ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE, 2008), além de
alteragdes no ciclo celular, tanto em A. cepa (ANDRADE; CAMPOS; DAVIDE,
2008; ANDRADE-VIEIRA; CAMPOS; DAVIDE, 2012) como em L. sativa
(ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; PALMIERI et al., 2014). Palmieri et
al. (2014) determinou a concentragdo de 26,5 g L™ como a concentragdo téxica
suficiente para induzir alteragdes macroscopicas e microscopicas sem inibir
completamente o desenvolvimento da plantula exposta, referente ao ICso
(concentragdo que inibe 50% do crescimento das raizes expostas, em comparagao

com o controle negativo).

2.5.2 Cadmio (Cd)

O Céadmio (Cd) € um metal pesado e um poluente industrial, que é
absorvido rapidamente pelas raizes das plantas e armazenado em apoplastos ou
vacuolos, inibindo o crescimento da raiz, além de poder induzir a fragmentacéao
da cromatina e provocar altera¢es no nucléolo (BEHBOODI e SAMADI, 2004).

No estudo realizado por Behboodi e Samadi (2004), uma solucéo preparada com
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25 pM de Cd ocasionou fragmentacdo do DNA (eletroforese em gel de agarose)
e apresentou caracteristicas de morte celular (Teste de TUNEL) em células
meristematicas da raiz de A. cepa L., concentrages menores nao apresentaram
danos ao DNA e concentragBes maiores ocasionaram alta fragmentacdo do DNA

e uma maior porcentagem de morte celular.

2.5.3 Atrazina (ATZ2)

O herbicida conhecido comercialmente como Atrazina, faz parte de uma
classe de herbicidas denominada triazinas, a qual é largamente utilizada no
controle pré-emergente de ervas daninhas; esses herbicidas sdo toxicos,
persistentes no ambiente e potencialmente carcinogénicos para 0 homem, sendo
também importantes contaminadores dos corpos d’agua e ja foram detectados
inclusive na dgua de abastecimento publico (BESPLUG et al., 2004; PATUSSI e
BUNDCHEN, 2013). Em estudos realizados pelos participantes da linha de
pesquisa “Prospecgio de efeitos biologicos” do Laboratdrio de Citogenética-DBI-
UFLA, foi observado que a Atrazina, numa concentracdo de 0,003 g L7,
ocasionou varias alterag@es no ciclo celular de Lactuca sativa L. (VENCESLAU,
2016).

2.5.4 MMS (Metil Metano Sulfonato)

O Metil Metano Sulfonato (MMS) é utilizado como controle positivo em
alguns testes de citotoxicidade, o qual pode induzir alteracbes nucleares como
observado por Tan et al. (2014. Segundo Mauro et al. (2014), 0o MMS é um agente
indutor de danos no DNA porque atua como um agente alquilante de DNA,
provocando uma série de lesdes, incluindo rupturas na cadeia do DNA. Essas

alteracGes podem ser observadas como endpoints no ciclo celular.
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RESUMO

Devido ao potencial toxico apresentado pelos residuos industriais, domésticos e
agricolas, estudos que objetivam prospectar o efeito destes poluentes ambientais
nos seres vivos, sao de extrema importancia. Dentre 0s testes disponiveis para este
fim, agueles que utilizam vegetais como organismo modelo se destacam: séo
rapidos, confiaveis e de baixo custo. Allium cepa L. é um vegetal modelo utilizado
mundialmente em anélises microscépicas, enquanto que Lactuca sativa L. é
amplamente empregada em analises macroscdpicas, em especial nos estudos de
alelopatia. O objetivo do presente estudo foi comparar a germinacdo e o
desenvolvimento inicial de A. cepa e L. sativa e determinar o melhor horario de
coleta das raizes para analises microscdpicas, importante para obtencéo de células
com intensa divisdo, permitindo uma adequada avaliacdo do ciclo celular. Para
isso, sementes das duas espécies foram dispostas em placas de Petri e levadas a
BOD. Durante 120h foi acompanhada a germinagéo e o desenvolvimento inicial
das plantulas. Também foram coletadas raizes em cinco diferentes horarios do dia
(10h as 14h) para se determinar o melhor horério para coleta em relacéo ao indice
mitético (IM). L. sativa apresentou uma rapida e padronizada germinagdo, um
rapido desenvolvimento inicial da plantula e IM superior quando comparado a A.
cepa. Esses resultados demonstram que L. sativa € um modelo mais eficiente para
fins de ensaios macroscopicos e microscopicos, pois permite a analise destes
pardmetros em conjunto, com rapidez, simplicidade e eficiéncia.

Palavras Chave: Analise macroscopica. indice Mittico. Bioensaios vegetais
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ABSTRACT

Due the toxic potential presented by industrial, household and agricultural waste,
studies that aimed exploring the effect of these environmental pollutants in living
organisms are extremely important. Among the available tests, those that have
used plant as a model organism stand out once they are fast, reliable and low cost.
Allium cepa L. is a worldwide plant model used in microscopic analysis, while
Lactuca sativa L. stands out in macroscopic analysis, especially in studies of
allelopathy. The aim of this study was to compare the germination and early
development of A. cepa and L. sativa and to determine the best time to collect the
roots for microscopic analysis, which is important to obtain cells with intense
division, allowing a quick and proper assessment of the cell cycle. For this, seeds
of both species were placed in Petri dishes and carried to the BOD, in order to
monitor the germination and early seedling development. Roots were also
collected at five different times to determine the best time for collecting. L. sativa
showed a rapid and standard germination, early seedling development and a high
MI, when compared to A.cepa. These results demonstrate that L. sativa is a more
efficient model for the purpose of macroscopic and microscopic tests, because it
allows the analysis of these parameters together with speed, simplicity and
efficiency.

Keywords: Macroscopic analysis. Mitotic Index. Plant bioassays.
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1 INTRODUCAO

Devido ao potencial toxico apresentado pelos residuos industriais,
domésticos e agricolas, nos tltimos 20 anos tem se desenvolvido e se tornado cada
vez mais importantes técnicas para avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos e
toxicoldgicos dos mesmos (BADERNA et al., 2011), envolvendo testes tanto
bioldgicos, quanto de determinagdo da composigdo quimica destes residuos
(ANDRADE-VIEIRA, 2012; PALMIERI et al., 2014).

Os bioensaios utilizados para avaliar os efeitos tdxicos e genotdxicos de
diferentes compostos quimicos podem ser realizados em diferentes organismos:
desde de procariontes (como bactérias) a eucariontes (como leveduras, linhagens
celulares, células e tecidos de animais e vegetais) (ANDRADE-VIERA et al.,
2012). Dentre os organismos apresentados, as plantas se destacam como modelos
em bioensaios para prospeccdo de toxicidade por serem sensiveis, de facil acesso
e 0s bioensaios serem simples e de baixo custo (FISKESJO, 1985). Rank e Nielsen
(1997) também afirmam que se uma substancia quimica que é capaz de provocar
danos ao DNA de uma planta, também apresenta potencial de danificar o DNA de
outros organismos. Neste sentido, tem sido demonstrado que 0s ensaios com
vegetais sdo tdo eficientes quanto os ensaios realizados em modelos animais,
corroborando ainda com os resultados encontrados para células humanas
(MAURO et al., 2014; PALMIERI et al., 2016).

Adicionalmente, os testes realizados em laboratério com vegetais sdo
excelentes ferramentas para complementar a analise fisico-quimica dos
compostos ou misturas em estudo. Eles permitem uma confirmacdo prética da
teoria desenvolvida em estudos sobre as propriedades fisico-quimicas dos
materiais potencialmente perigosos (BADERNA et al., 2011; PALMIERI et al.,

2014), e séo validados como eficientes na identificacdo de poluentes ambientais
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por agéncias como a US EPA (United State Environmental Protection Agency)
(GRANT, 1999).

Comumente o0s bioensaios com vegetais compreendem testes
macroscopicos, que envolvem avaliacBes de germinacdo e desenvolvimento
inicial da plantula (crescimento radicular e da parte aérea) e avaliagdes
microscopicas, que envolvem a observacdo do ciclo celular (BERNARDES et al.,
2015).

Ademais, a raiz é o 6rgdo vegetal comumente utilizado para os testes
toxicoldgicos, pois é a primeira parte da planta a ser exposta a poluentes
ambientais tanto na &gua como no solo (ANDRADE-VIEIRA et al., 2012). Logo,
a observacdo do seu crescimento € um método rapido e sensivel para o
monitoramento ambiental (FISKEJO, 1988). Além disso as células
meristematicas, as quais apresentam intensa divisdo mitética, sdo utilizadas para
avaliacdo do ciclo celular.

Dentre os vegetais modelos utilizados em bioensaios de prospec¢do de
efeitos bioldgicos de poluentes ambientais a hortalica Allium cepa L. (cebola) se
destaca por apresentar um pequeno nimero cromossémico (2n=16) e por estes
serem grandes, além de exibir alta sensibilidade nos testes, facilitando as analises
do ciclo celular (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Recentemente, outra hortalica, Lactuca sativa L. (alface) tem se destacado
como modelo para bioensaios de prospec¢édo de efeitos de poluentes ambientais
(PALMIERI et al., 2014). Historicamente, a espécie é utilizada como modelo em
ensaios que avaliam a germinacdo e o desenvolvimento inicial da plantula
(ANDRADE; DAVIDE; GEDRAITE, 2010; VALERIO; GARCIA; PEINADO,
2007), particularmente sob efeitos de compostos de origem vegetal ou flngica,
determinando a fitotoxicidade de compostos naturais (ARAGAO et al., 2015),
caracterizando a alelopatia. L. sativa também tem sido utilizada, , como modelo

por alguns grupos de pesquisa que prospectam atividade alelopatica através de
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testes microscopicos (CAMPOS et al., 2008; SOUSA et al., 2009) uma vez que,
assim como a cebola, apresenta um pequeno nimero cromossémico (2n=18), cujo
tamanho varia de 2,8 a 5,5 um (MATOBA et al. 2007) sendo considerados de
tamanho adequado para observacao das alteracGes decorrentes de agentes toXicos.

N&o ha relatos de trabalhos que comparem as caracteristicas importantes
destas duas hortalicas modelo (A. cepa e L. sativa), como facilidade de acesso a
materiais de propagulos e prolificidade, as quais sdo premissas para escolha de
um vegetal modelo para bioensaios de toxicidade, bem como de procedimentos
protocolares (por exemplo, horério de coleta do material vegetal a ser analisado)
gue maximizem a eficiéncia dos bioensaios aplicados. Neste sentido, o presente
estudo surgiu como uma proposta para comparar a germinacdo e o
desenvolvimento inicial destas duas espécies modelos, e determinar o melhor
horério de coleta de raizes para avaliagbes microscopicas das mesmas, a fim de
auxiliar o pesquisador na escolha do material vegetal para uso nos bioensaios de

prospecc¢do de toxicidade de poluentes ambientais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencdo do material vegetal

Sementes de Allium cepa L. var. baia periforme (cebola), da Isla®
Sementes, e Lactuca sativa L. var. verdnica (alface), foram usadas como material
bioldgico.

As sementes foram dispostas em placas de Petri de polietileno de 9 cm de
didmetro contendo papel filtro embebido em 3 mL &gua destilada. As placas de
Petri foram acondicionadas em estufa tipo B.O.D. (Biochemestry Oxigen
Demand) a 24 °C, no escuro (NARWAL; SAMPIETRO; CATALAN, 2009),

durante o periodo necessario para cada metodologia aplicada.
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2.2 Testes Macroscopicos

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com cinco
repeticdes. Para cada espécie os dados (germinacdo e desenvolvimento inicial)
foram coletados a partir de 5 placas de Petri (repeti¢do), cada placa contendo 30
sementes da espécie modelo. A germinacdo das sementes das duas espécies
vegetais foi avaliada anotando o nimero de sementes germinadas (que tiveram a
protrusdo da raiz) a cada 8 h até completar um total de 96 h. Concomitantemente,
a cada 24 h, até um total de 120 h o comprimento das raizes e da parte aérea

emitidas foi aferido com o auxilio de um paquimetro digital.

2.3 Teste Microscépico

Para determinacdo do melhor horario para coleta das raizes de cebola e
alface, a fim de obter um indice mitético (IM) étimo para estudos de ciclo celular,
as raizes de cada espécie foram coletadas apds 48 h da protrusdo da raiz, nos
horérios de 10 h, 11 h, 12 h, 13 h e 14 h. Apos coleta, as raizes foram fixadas em
solucdo de Alcool: Acido Acético (3:1) e armazenadas a -4 °C, por pelo menos 24
h. Para cada horéario de coleta de cada espécie foram preparadas e avaliadas 6
laminas. As laminas foram preparadas utilizando hidrélise com HCI AN a 60 °C e
a técnica de esmagamento (BELLING, 1921) com Orceina acética 2%. As
andlises foram realizadas em Microscopio de luz, na objetiva de 40X sendo que
cerca de 1000 células por lamina foram contabilizadas. Foi registrado o nimero
de células em cada fase do ciclo celular (Intérfase, Profase, Metéfase, Anafase e
Telo6fase), obtendo-se o IM (razdo entre nimero total de células em diviséo pelo

numero total de células observadas).
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2.4 Andlise Estatistica

Os dados obtidos nas analises macroscépicas e microscdpicas foram
submetidos a analise de variancia (o = 0,05) e as médias foram comparadas pelo
teste de Duncan ou de t-Student ao nivel de 5% de significancia, seguindo o
melhor teste para cada parametro. As analises estatisticas foram realizadas no
programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A temperatura de 24 °C foi escolhida acondicionamento das sementes
durante o periodo do experimento com base em informacdes da literatura. Embora
nas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) a temperatura indicada
como Gtima para a germinacdo de sementes de cebola e alface seja de 20 °C,
Narwal, Sampietro e Catalan (2009), descrevendo o teste de germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de alface, indicam a temperatura de 25 °C
para 0 ensaio, enquanto que trabalhos de pesquisadores da EMBRAPA
(NASCIMENTO e CANTLIFFE, 2002; PINHEIRO et al., 2014) mostram que
temperaturas logo acima de 20 °C sdo as mais favoraveis para de ambas as
espécies.

No presente estudo a cebola exibiu uma germinacgdo lenta e gradual,
alcangando 27,97% de germinagdo com 48 horas e 87,25% com 96 horas,
enquanto que a alface apresentou uma germinagdo rapida e homogénea, tendo
protrusdo de raiz em 98% das sementes com apenas 24 horas ap6s o inicio dos
experimentos (Figura 1A). Tal homogeneidade para germinagédo das sementes de
alface ja é relatada na literatura. Tigre et al. (2012) afirmam que o modelo é
amplamente utilizado em estudos de alelopatia por apresentar uma germinacao

répida e uniforme.
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Ap6s 120 horas, plantulas de cebola apresentaram raizes com um
comprimento médio de 13,93 mm e n&o exibiram desenvolvimento da parte aérea,
enguanto que para alface foi observado raizes com um comprimento médio de
33,35 mm e parte aérea com 17,41 mm (Figura 1B). Estes dados demonstram que
a alface apresenta um desenvolvimento inicial da plantula de 2,39 vezes mais
rapido gue a cebola. Na area de prospeccao de toxicidade de poluentes ambientais,
esta caracteristica é considerada vantajosa, pois possibilita a determinacdo de
compostos toxicos, em curto espago de tempo, ndo necessitando exceder 72h.

A semelhanca do que é observado sobre a germinagao, ha relatos que para
testes de fitotoxicidade, onde o desenvolvimento inicial da plantula é considerado,
gue o modelo alface é eficiente. Valério, Garcia e Peinado (2009), afirmam que a
alface € sensivel a contaminantes ambientais, principalmente os relacionados ao
solo, e que o teste de fitotoxicidade tem vantagens por ser rapido uma vez que 0s
resultados séo obtidos nas primeiras 120 h de desenvolvimento da plantula.
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Figura 1 — Germinagdo e desenvolvimento inicial das plantulas de A. cepa e L.

sativa.
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Legenda: A: Germinagdo das sementes de A. cepa e L. sativa monitoradas de 8 em 8 h,
durante 96 h; B: desenvolvimento inicial das plantulas de cebola e alface mensuradas de
24 em 24 h, até 120 h. O asterisco (*) indica diferenca estatistica (T-Student, p<0,05) na
porcentagem de germinacdo das sementes de cebola e alface a partir de 16 h. As letras
indicam diferenga estatistica (T-Student, p<0,05) entre cebola e alface em relagdo ao
desenvolvimento da raiz (R) apds 24 h e da parte aérea (A) apés 72 h. Fonte: Do autor
(2016)
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Neste sentido, observa-se, dentre trabalhos realizados com alface, que a
porcentagem de germinacdo das sementes € superior a 90% apds 24h de
embebicdo em &gua (PEREIRA et al., 2013), e as plantulas tem um rapido
crescimento, podendo atingir, apds 72 h, 12 mm (PEREIRA et al., 2013), 25 mm,
como observado no presente trabalho e até 30 mm (SOUSA e VICCINI, 2011),
dados estes que dependem da cultivar utilizada. Outras caracteristicas que podem
influenciar neste pardmetro de velocidade de crescimento é o tempo de
armazenamento das sementes. Recomenda-se utilizar lotes cuja data de anélise
apresentada pelo fabricante seja inferior a 6 meses da data de utilizacdo das
mesmas nos experimentos.

Ensaios de germinacédo e crescimento utilizando a cebola como modelo
vegetal sdo pouco comuns. Geralmente o material de propagulo utilizado para os
testes toxicoldgicos é o bulbo da cebola, impossibilitando a anélise de germinacéao
e dificultando as medicgBes para fins de obtencdo de taxas de crescimento das
raizes. Alvim et al. (2011), utilizando sementes de cebola, demonstraram que ap6s
5 dias, o crescimento médio das raizes quando expostas a agua foi de 3 cm. Outro
exemplo de estudo utilizando sementes de cebola é o de Da Rosa et al. (2015),
que observaram uma germinacao de 37% das sementes ap0s 5 dias de exposi¢do
a agua.

Diante do exposto, tanto os trabalhos da literatura quanto com o0s
resultados apresentados no presente trabalho (Figura 1A e 1B) demonstram que a
alface apresenta vantagens em relacdo a cebola quanto ao rapido desenvolvimento
e taxa de germinac&o superior.

A avaliacdo microscopica foi realizada para determinar qual o melhor
horério de coleta de raizes, visto que os testes para deteccdo de alteracGes
cromossémicas, para determinacdo da cigenotoxicidade de determinado
composto, requerem taxas de divisdes celulares maiores possiveis. Em cebola, o

horério de coleta é relatado em alguns trabalhos em torno de meio dia (MAURO
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et al., 2014). Dentre os cinco tempos de coleta (10, 11, 12, 13 e 14 h) testados, foi
demonstrado que a cebola possui maior indice mitético as 10 horas, com média
de 11,17% (Figura 2A), e a alface as 14 horas, com média de 15,55% (Figura 2B),
sendo estes valores estatisticamente diferentes e maiores dos demais segundo teste
de Duncan (p<0.05).

Ao se comparar todas as médias do IM obtidas em todos os horérios
avaliados para as duas espécies, é possivel observar que a alface apresenta um IM
com média de 11,03%, sendo estatisticamente maior (teste de Duncan (p<0,05))
gue a média do IM da cebola, de 8,87% (Figura 2C).
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Figura 2 — Gréficos do tipo box plot demonstrando o IM observado nos cinco
horérios de coleta das raizes de A. cepa e L. sativa.
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Legenda: A: IM observado nos cinco horarios de coleta das raizes de A. cepa; B: IM
observado nos cinco horérios de coleta das raizes de L. sativa; C: Média do IM observado
para A. cepa e L. sativa. Fonte: Do autor (2016).

A maior sensibilidade do alface em relacdo a cebola quando considerados
0s parametros germinacdo, crescimento das raizes e o IM foi relatada por
Cuchiara, Borges e Bobrowski (2012). Os autores compararam as respostas a tais
parametros em sementes, raizes e células de cebola e de alface expostas a 4gua
destilada (controle negativo) e amostras de &gua do Arroio do Padre Doutor
(Capéo do Ledo-RS), e observaram maior sensibilidade do alface em relacéo a
cebola para os parametros analisados.

As avaliagbes macroscopicas e microscopicas sdo importantes no

contexto das analises de toxicologia ambiental uma vez que o uso destas
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avaliagdes, em conjunto, possibilita explicar melhor os mecanismos de acéo da
substancia testado no vegetal modelo, pois os resultados de um teste
complementam e justificam os resultados do outro (ARAGAO et al., 2015). O IM
que reflete a proliferagdo celular e € um parametro importante na determinacéo da
taxa de crescimento da raiz (BARBERIO, VOLTOLINI E MELLO, 2011; LIU,
JIANG E LI, 1992). Além disso, em plantas 0 aumento do nimero de células a
cada ciclo mit6tico é um dos fatores que contribui para o crescimento de um dado
o0rgdo (ANDRADE-VIEIRA et al., 2014). Logo, esses dois pardmetros
(crescimento e diviséo celular) estdo intimamente relacionados (HARASHIMA,
SCHNITTGER, 2010).

Todo o conhecimento aqui apresentado sobre a germinagdo, o
desenvolvimento inicial da plantula e o IM da espécie vegetal modelo que se
pretende trabalhar em estudos de prospeccdo de toxicidade de poluentes
ambientais é importante. Estes fatores podem influenciar no delineamento do
experimento e na rapidez com que os resultados serdo obtidos. Neste sentido faz-
se recomendacdo de antes de iniciar 0s experimentos na area, realizar uma previa
pesquisa das variedades do modelo a ser utilizado no mercado local, ou via
internet. Dependendo da regido, do clima e da época do ano, as sementes e nimero
de variedades de algumas espécies se tornam dificeis de adquirir ou tem sua taxa
de germinagdo mais baixa que a usual.

Dentro deste contexto, além dos testes aqui apresentados, foi realizada
uma rapida pesquisa nos sites das quatro principais fornecedoras de sementes de
hortali¢as no Brasil (Isla® Sementes, Top Seed/Agristar®, Feltrin® Sementes e
Horticeres® Sementes), e foi observado um nimero maior de variedades de

sementes de alface disponiveis para compra do que de cebola (Figura 3).
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Figura 3 — NUmero de variedades de sementes de A. cepa e L. sativa disponiveis

no mercado brasileiro, das quatro principais fornecedoras de sementes

de hortalicas.
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Legenda: Pesquisa realizada no site das empresas Isla® Sementes, Top Seed/Agristar®,

Feltrin® Sementes e Horticeres® Sementes, em 10/08/2015. Fonte: Do autor (2016).
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Sendo assim, nas condicBes experimentais descritas

que a alface é um vegetal modelo mais eficiente que a cebola para testes aplicados
namero maior de variedades disponivel para aquisicdo no mercado, apresenta uma

a toxicologia ambiental, pois além de ter um material de propagulo com um

ida e de forma padronizada, com um rapido desenvolvimento

germinacdo rapi

inicial da plantula, e um IM alto, permitindo a andlise destes parametros em

conjunto com rapidez, simplicidade e eficiéncia.
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4 CONCLUSAO

De acordo com as condi¢6es adotadas no experimento, a alface apresenta
uma germinacdo rapida e homogénea, bem como um crescimento rapido,
demonstrando uma maior eficiéncia em relacdo a estes pardmetros do que a
cebola.

Células de alface apresentaram um IM maior em relagdo as células de
cebola. A avaliagdo do IM permitiu determinar o melhor horério para coleta das
raizes de cebola (10 h) e de alface (14 h).

A alface é mais indicada em relagdo a cebola para testes aplicados a
Toxicologia Ambiental, principalmente quando se considera 0 uso de compostos
volateis, pois este modelo permite o delineamento e a execugdo de experimentos

em um menor periodo de tempo.
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REVISITANDO O CARIOTIPO DE Allium cepa L. E Lactuca sativa L.:
DUAS ESPECIES MODELO PARA ESTUDOS DE TOXICOLOGIA
AMBIENTAL

REVISITING THE KARYOTYPE OF Allium cepa L. AND Lactuca sativa
L.: TWO MODEL PLANTS FOR ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY
RESEARCHES
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RESUMO

O conhecimento do complemento cromossdmico da espécie modelo utilizada em
estudos aplicados a toxicologia ambiental é importante para a identificacdo e
classificagéo das alteragdes que podem ser visualizadas. Sendo assim, o presente
trabalho teve por objetivo revisitar o complemento cromossdmico de Allium cepa
L. e Lactuca sativa L., duas espécies vegetais modelo utilizadas em estudos de
prospeccdo de risco de poluentes ambientais. Para obtengdo das c-metéfases,
sementes de A. cepa e L. sativa foram germinadas em temperatura controlada, sem
fotoperiodo, e suas raizes foram tratadas com os antimit6ticos Colchicina ou 8-
hidroxiquinoleina (8Hq). Imagens de c-metéfases com cromossomos bem
individualizados e com centrdmero bem definido, para cada espécie, foram
capturadas e submetidas a analise morfométrica. Os cromossomos de A. cepa
variaram o tamanho de 7,13 a 10,54 um (Colchicina) e 6,26 a 9,18 um (8Hq) e de
L. sativa de 3,21 a 6,04 um (Colchicina) e 1,85 a 3,33 um (8Hq). Sabendo que
informacdes sobre o complemento cromossdémico destas duas espécies s&o pouco
exploradas e publicadas, trabalhos como este sdo guias importantes para 0s grupos
que estudam a prospeccao dos efeitos tdxicos de poluentes ambientais.

Palavras-chave: Complemento cromossdémico. Modelos vegetais. Anélise
morfométrica. Prospeccao de efeitos toxicos.
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ABSTRACT

The knowledge of the chromosome complement of the model species used in
applied environmental toxicology studies is important for the identification and
classification of the changes that can be observed. Therefore, this study aimed to
revisit the chromosome complement of Allium cepa L. and Lactuca sativa L., two
species model used in research studies of risk of environmental pollutants. To
obtain the c-metaphases, seeds of A. cepa and L. sativa were germinated under
controlled temperature without photoperiod, and their roots were treated with
antimitotic colchicine or 8-hydroxyquinoline (8HQ). C-metaphase images with
well-individualized chromosomes and well-defined centromere, for each species
were captured and subjected to morphometric analysis. The chromosomes of A.
cepa strain varied size from 7.13 to 10.54 micrometre (Colchicine) and 6.26 to
9.18 micrometre (8HQ) and L. sativa 3.21 to 6.04 micrometre (Colchicine) and
1.85 to 3.33 micrometre (8HQ). Knowing that information on the chromosome
complement of these two species are poorly explored and published, works such
as this are important guides for groups studying the prospect of the toxic effects
of environmental pollutants.

Keywords: Chromosome complement. Plant models. Morphometric analysis.
Prospecting for toxic effects.
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1 INTRODUCAO

A avaliacdo de riscos de poluentes ambientais requer a aplicacdo de testes
eficientes para determinar a acdo dos toxicos nos seres vivos (ANDRADE-
VIEIRA et al., 2012). Dentre os ensaios disponiveis para este fim, destaca-se a
avaliagdo de alteracOes no ciclo celular de espécies vegetais modelo (FISKEJO,
1985; GRANT, 1994; LEME e MARIN-MORALES, 2009). Para tanto, o
conhecimento do complemento cromossémico da espécie modelo é importante
para a identificagdo e classificacdo das alteracbes que podem estar relacionadas
com a incorreta orientacdo dos cromossomos na placa metafasica, atrasos na
segregacdo dos cromossomos em anafase e telofase, inducdo de c-metafases e
fragmentos cromossomicos.

Allium cepa L., a “cebola de cabega”, ¢ uma monocotiledonea da familia
Amaryllidaceae e uma espécie modelo amplamente utilizada em anélises dos
efeitos tdxicos de poluentes ambientais sobre o ciclo celular, desde a década de
1930. Dentre as vantagens apontadas para o uso da cebola no teste de aberragédo
cromossOmica, destaca-se a caracteristica de seu complemento cromossémico,
que, segundo Fiskesjo (1985), apresenta cromossomos de “bom tamanho”, ¢ em
pequeno numero (2n = 2x = 16 cromossomos). Seu cariotipo foi descrito por Sato
(1981), consistindo de seis pares metacéntricos, um par submetacéntrico e um par
subtelocéntrico (IM+1sm+2m+1M+1st+1M+1m).

Lactuca sativa L., alface, é uma eudicotiledonea da familia Asteraceae, e
é uma espécie modelo muito utilizada em estudos tanto macroscépicos, que
envolvem anélises de germinacéo e desenvolvimento inicial da plantula, como os
microscopicos, que envolvem a avaliacdo dos efeitos citogenotoxicos dos
poluentes ambientais. Matoba et al. (2007) descreveram o complemento
cromossémico da espécie, a qual possui 2n = 2x = 18 cromossomos, que variam

de 2,8 a 5,5 um de tamanho, consistindo de quatro pares submetacéntricos, um
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par submetacéntrico/subtelocéntrico, um par metacéntrico/submetacéntrico e trés
pares metacéntricos (2sm + 1sm/st + 2sm + 1m/sm + 3m).

Estudos sobre as caracteristicas do complemento cromossomico de A.
cepa e L. sativa sdo pouco publicados, e trabalhos neste sentido sdo importantes
para auxiliar grupos de pesquisa na busca por um vegetal modelo mais adequado
para as avaliagOes citogenotdxicas.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo revisitar o

complemento cromossémico de A. cepa L. e L. sativa L.

2 MATERIAL E METODOS

Sementes de A. cepa L. var. baia periforme (cebola) e L. sativa L. var.
verdnica (alface), foram colocadas para germinar em placas de Petri umedecidas
com 3 mL de agua destilada, e mantidas em BOD (Demanda Bioquimica de
Oxigénio) a 24 °C, sem fotoperiodo, até as raizes atingirem de 1 a 2 cm de
comprimento. As raizes de cebola foram coletadas as 10 h e as de alface as 14 h,
conforme descrito por Silveira (2016 — Artigo 1), como sendo o horério que estas
espécies apresentam o maior IM. As raizes foram tratadas, no escuro, por 3 h com
Colchicina 0,01%, a 10 °C ou por 24 h com 8Hg 2 mM, a 10 °C. As raizes foram
lavadas e fixadas em Carnoy (Alcool: Acido Acético, 3:1), por 48 horas em
temperatura ambiente, seguindo lavagem e fixacdo em &lcool 70%, tendo sido
armazenadas a -4 °C.

Para preparo das laminas, as raizes foram hidrolisadas com HCI 1N
durante 9-10 min a 60° (Banho-Maria) e expostas ao Reativo de Shiff, no escuro,
por 1 h e 30 min. As ldminas foram preparadas pela técnica de esmagamento
(BELLING, 1921), montadas com Carmim Acético 2%, e a laminula foi retirada

em nitrogénio liquido. Apbs secarem, foram preparadas l&minas permanentes
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adicionando Enttelan® sobre a prepara¢do microscopica, cobrindo com uma nova
laminula.

As laminas foram avaliadas em Microscopio de campo claro (Carl Zeiss,
Axio Lab Al), na objetiva de 100X, e imagens das c-metafases foram capturadas
com a micro-camera (AxioCam ERc 5s) acoplada ao microscopio, atraves do
programa AxioVision.

A avaliacdo morfométrica foi realizada em 15 c-metéfases selecionadas
(5 com Colchicina e 10 com 8Hq) para cada espécie, com C€romossomos
espalhados e centrdbmero bem definido. As medi¢Bes dos comprimentos dos
bragos dos cromossomos foram realizadas no programa livre MicroMeasure 3.3.
A partir das medidas do brago longo (BL) e braco curto (BC) obtidas, foram
calculados o Comprimento Total (CTi = BL + BC)) dos cromossomos, 0
Comprimento Total do Lote Haploide (CTLH = XCTi), o Comprimento Relativo
(CR = Cti / CTLH x 100), a Relacio entre Bracos (RB = BL / BC) e o Iindice
Centromérico (IC = BC x 100 / CTi).

A morfologia dos cromossomos foi definida segundo a classificacdo de
Levan, Fredga e Sandberg (1964). Cariogramas representativos de cada
substancia antimitotica aplicada, foram construidos usando o programa Adobe
Photoshop CS6 (Adobe Systems Incorporated). Os idiogramas foram obtidos a

partir das médias de cada par de cromossomos das c-metafases avaliadas.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O CTLH médio dos 16 cromossomos da cebola foi de 146,30 um para 0s
cromossomos tratados com Colchicina e 124,82 pm para 0s cromossomos tratados
com 8Hq (Tabela 1). Para os pares cromossémicos de cebola tratados com
Colchicina foi observado um CTi médio que variou de 7,13 a 10,54 um, enquanto

que com 8Hqg o CTi médio variou de 6,26 a 9,18 um (Tabela 1), podendo ser
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considerados de tamanho médio a grande (Tipo L), segundo a categoria
cromossdmica descrita por Fukui (1996): cromossomos grandes, tipo L, com
tamanho variando de 8 a 10 um; e cromossomos pequenos, tipo S, com tamanho
variando de 2 a 3 um; espécies com cromossomos entre esses intervalos, tém
cromossomos com tamanho mediano.

Para ambos antimitoticos, observou-se a presenca de satélite apenas no
sexto par cromossémico (Figura 1), corroborando o trabalho de Sato (1981). Este
autor obteve cromossomos de quatro bulbos de cebola, e descreve em seu estudo
a ocorréncia de um bulbo com satélite em apenas um cromossomo do sexto par e
a presencga de satélite no oitavo par do complemento cromossémico de dois
bulbos, sugerindo que este polimorfismo € devido a duplicacdo, seguida de
delecéo e translocacao do satélite. Em nosso estudo, c-metafase obtida com 8Hq
apresentou polimorfismo do satélite no sexto par cromossomico (Figura 1)
concordando com as observacdes de Sato (1981).

Sato (1981) obteve cromossomos de raizes de bulbos de cebola tratadas
com Colchicina na concentracdo de 0,05% durante 3 h e 30 min, a 20 °C, e
descreveu o complemento cromossémico da cebola como consistindo de seis
pares metacéntricos, um par submetacéntrico e um par subtelocéntrico
(IM+1sm+2m+1M+1st+1M+1m), seguindo a classificacdo de Levan, Fredga e
Sandberg (1964). No presente estudo, a partir de medidas consistentes dos bragos
longo e curto de cada cromossomo, foi obtida a relagdo entre bracos (RB) e o
complemento cromossdmico foi classificado, também de acordo com Levan,
Fredga e Sandberg (1964), sendo observado sete pares metacéntricos e um par
submetacéntrico (5m+1sm+2m) nas metafases tratadas com Colchicina e com
8Hq (Tabela 1).
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Tabela 1 — Medigbes cromossomicas de A. cepa. (Continua)

Colchicina

Pares

Cti

BL

BC

RB

1IC%

Tipo

10,54 + 8,55
10,35+ 8,25
9,88 +£7,95
9,57+7.81
8,82+ 6,88
9,09 +7,86
7,77 £ 6,96
7,13 +5,82
146,30

5,88 4,46
6,37 £5,23
5,67 +4,04
5,60+4,71
5,07 +3,91
6,58 + 5,66
4,40 + 3,61
4,48 £4,00

4,67 +4,10
3,98 + 3,03
4,21 +3,93
3,97 £ 3,12
3,75+3,00
251+2721
3,36 + 3,40
2,66 + 1,86

1,39+0,19
1,58 + 0,09
1,66 + 0,61
1,42 +0,18
1,35+0,16
2,65+0,35
1,45+ 0,45
1,61+0,32

42,79 £ 0,03
39,06 + 0,02
39,73+ 0,06
41,63 £ 0,03
42,85+ 0,03
28,00 + 0,03
41,99 + 0,07
39,01 +£0,05

S *

33333333

8Hq

Cti

BL

BC

RB

1IC%

Tipo

CTLH

9,18 + 0,85
8,51+1,13
8,38 £ 0,99
8,07 + 0,57
7,79 +0,98
7,40 £ 0,83
6,82 + 0,81
6,26 + 0,69
124,82

5,00 + 0,50
5,07+0,73
4,88 +0,74
4,76 £ 0,56
4,66 £ 0,70
5,10+0,68
3,83+£0,48
3,80+£0,51

4,18 £ 0,54
3,44+0,51
3,49 £ 0,50
3,31+£0,39
3,13+£0,54
2,30 £ 0,54
3,00 £0,48
2,46 + 0,37

1,21 +0,18
1,49+ 0,19
1,42 + 0,26
1,47 +0,28
1,52 +0,31
2,32+0,64
1,29 + 0,20
1,58 + 0,32

45,25+ 0,03
40,40 + 0,03
41,73+ 0,04
41,08 = 0,05
40,24 = 0,04
31,19+ 0,06
43,73 £ 0,04
39,20+ 0,05

S *

33333333

Legenda: Média seguida do desvio padrdo. O asterisco (*) na coluna “Tipo”, indica a
presenca de satélite no par cromossémico. CTLH: Comprimento total do lote haploide;
Cti: Comprimento do par cromossdmico; BL: Braco longo; BC: Brago curto; RB: Relacdo
entre bragos; IC: indice centromérico; m: metacéntrico; sm: submetacéntrico. Fonte: Do
autor (2016).
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Figura 1 — C-metéfases de A. cepa obtidas através do uso dos bloqueadores
Colchicina e 8Hg.
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Legenda: A: C-metafase de cebola obtida com o uso do bloqueador Colchicina; B: C-
metafase de cebola obtida com o uso do bloqueador 8Hg (A1/B1: Imagens de c-metafase
ou cariotipo de cebola obtidas através de micro-camera acoplada ao microscépio de campo
claro (objetiva de 100X); A2/B2: Cariograma de cebola feito através do uso do programa
Photoshop CS6, dispostos em ordem crescente do par cromossdmico da esquerda para a
direita, alinhados pela regido centromérica (Seta em B2 indica o polimorfismo observado
no satélite do sexto par cromossémico); A3/B3: Idiograma feito a partir do comprimento
médio dos pares cromossdmicos, em ordem crescente do par cromossémico da esquerda
para a direita, alinhados pela regido centromérica). Barra: 10 um. Fonte: Do autor (2016).
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Alface também possui cromossomos de facil visualizacdo com CTLH
médio observado de 79,86 pum para os cromossomos tratados com Colchicina, e
44,36 um para 0s cromossomos tratados com 8Hg (Tabela 2).

O CTi dos pares cromossémicos de alface tratados com Colchicina variou
de 3,21 a 6,04 um, enquanto que para 0s pares cromossémicos tratados com 8Hq
o CTi variou de 1,85 a 3,33 um (Tabela 2). Matoba et al. (2007) descreve que 0s
cromossomos de alface, tratados com 8Hg 2 mM durante 3 h, em temperatura
ambiente, possuem CTi de 2,8 a 5,5 um, sem considerar a média do par
cromossémico. Levando em consideragdo as categorias cromossémicas descritas
por Fukui (1996), os cromossomos de alface podem ser classificados como de
tamanho pequeno a médio (Tipo S).

Nos cromossomos de alface tratados com Colchicina e com 8Hq foi
observada a ocorréncia de satélite no terceiro e no quinto par cromossémico
(Figura 2). A ocorréncia de satélites estd de acordo com Matoba et al. (2007), que
através da utilizacdo de citogenética classica e da técnica de hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH, sigla em inglés), com sondas de rDNA 5S e 18S,
observou que os pares trés e cinco que possuem satélites também séo portadores
dos genes de rDNA 18S.

Seguindo a classificacdo de Levan, Fredga e Sandberg (1964), foi
observado que os complementos cromossdmicos de alface tratados com
Conchicina e com 8 Hq, consistem de seis pares submetacéntricos e dois pares
metacéntricos (6sm + 2m) (Tabela 2).

Os resultados observados para o complemento cromossdémico de alface
diferiram de Matoba et al. (2007), que classificaram os cromossomos, segundo
Levan, Fredga e Sandberg (1964), como consistindo de quatro pares
submetacéntricos, um  par submetacéntrico/subtelocéntrico, um  par
metacéntrico/submetacéntrico e trés pares metacéntricos (2sm + 1sm/st + 2sm +

Im/sm + 3m). No presente estudo, em ambos antimitoticos, o par 7 ficou com
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classificagdo diferente da feita por Matoba et al. (2007), porque o valor obtido

para RB, ficou préximo da zona de transi¢do entre metacéntrico e submetacéntrico
(Tabela 2).

Tabela 2 — Medi¢bes cromossémicas de L. sativa.

Colchicina

Pares Cti BL BC RB 1C% Tipo
1 6,04+237 408+165 197+0,73 2,08+0,24 32,76+0,02 sm
2 543+239 368+160 1,74+083 2,21+057 3219+0,06 sm
3 532+192 361+1,18 171+075 2,22+034 31,49+0,03 sm*
4 487+1,76 344+108 143+060 257+0,38 28,96+0,02 sm
5 394+136 256+081 138+059 203+052 34,78+0,05 sm*
6 394+128 252+0,78 142+051 181+0,18 3587+0,02 sm
7 366+1,11 230+061 127+056 2,12+0,77 34,08+0,06 sm
8 352+106 2,18+061 135+050 169+043 38,02+005 m
9 321+100 191+069 130+033 145+0,18 41,01+003 m

CTLH 79,86

8Hq

Pares Cti BL BC RB 1C% Tipo
1 3,33+1,13 232+0,76 101+039 236+0,29 30,30+0,02 sm
2 3,10+£103 214+062 096+043 2,37+0,38 3060+0,03 sm
3 3,03£090 202+0,72 101+024 196+050 3504+005 sm*
4 259+107 179+0,86 080+023 211+050 33,39+0,05 sm
5 227+046 140+029 087+024 189+055 36,21+006 sm*
6 2,12+062 134+042 0,78+0,22 194+0,62 3557+0,06 sm
7 204+069 126+042 0,77+031 189+0,68 36,48+0,07 sm
8 185+063 1,11+030 0,75+0,34 167+033 38,16+0,04 m
9 185+059 1,13+0,35 0,72+0,27 162+0,32 3894+0,05 m

CTLH 44,36

Legenda: Média seguida do desvio padrdo. O asterisco (*) na coluna “Tipo”, indica a
presenca de satélite no par cromossémico. CTLH: Comprimento total do lote haploide;
Cti: Comprimento do par cromossdmico; BL: Braco longo; BC: Brago curto; RB: Relacdo
entre bragos; IC: Indice centromérico; m: metacéntrico; sm: submetacéntrico; sm/m:

submetacéntrico/metacéntrico. Fonte: Do autor (2016).



116

Figura 2 — C-metéafases de L. sativa obtidas através do uso dos bloqueadores
Colchicina e 8Hg.
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Legenda: A: C-metéfase de alface obtida com o uso do blogueador Colchicina; B: C-
metafase de alface obtida com o uso do bloqueador 8Hq (A1/B1: Imagens de c-metafase
ou cariotipo de alface obtidas através de micro-camera acoplada ao microscopio de campo
claro (objetiva de 100X); A2/B2: Cariograma de alface feito através do uso do programa
Photoshop CS6, dispostos em ordem crescente do par cromossdmico da esquerda para a
direita, alinhados pela regido centromérica; A3/B3: Idiograma feito a partir do
comprimento médio dos pares cromossdmicos, em ordem crescente do par cromossomico
da esquerda para a direita, alinhados pela regido centromérica). Barra: 10 um. Fonte: Do
autor (2016).
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Em relacdo ao uso das substancias antimitoticas, assim como relatado por
Tjio, Levan e Stalfelt (1950), foi observado, nas condicGes experimentais
descritas, para os dois vegetais modelo, que o 8Hq em relacdo a Colchicina,
possibilitou uma maior condensacao dos cromossomos e consequentemente, uma
melhor defini¢do da sua morfologia e do centrémero, o que facilitou as medi¢6es
dos bracos curto e longo.

A cebola se destacou em relacdo ao alface por possuir uma simetria
morfol6gica em seus cromossomos, permitindo uma margem de erro menor ao se
classificar alteracfes como fragmentos, cromossomos ndo orientados, atrasados
ou perdidos. No entanto, quando se tem o conhecimento adequado do cari6tipo de
alface, é possivel distinguir fragmentos de cromossomos inteiros com
confiabilidade.

Trabalhos como este sdo importantes guias para grupos de pesquisas da
area de prospeccdo de efeitos bioldgicos através de bioensaios de aberragdes
cromossdmicas, pois informagdes sobre o complemento cromossémico de cebola
sdo escassos, e ha poucas publicagdes explorando o complemento cromossémico

de alface.

4 CONCLUSAO

O ndmero de cromossomos da cebola é 2n = 2x =16 cromossomos que
variam em tamanho de 7,13 a 10,54 um (Colchicina) e 6,26 a 9,18 um (8Hq) e de
alface é 2n = 2x =18 cromossomos que variam em tamanho de 3,21 a 6,04 pm
(Colchicina) e 1,85 a 3,33 um (8Hq).

O complemento cromossdmico da cebola é composto por cromossomos
de tamanho médio a grande (Tipo L), com simetria morfologica e de féacil

visualizagdo, enquanto que a alface possui cromossomos pequenos a médios (Tipo
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S) e de facil visualizacdo, mas que ndo possuem uma simetria, tendo o primeiro
par cromossdmico quase o dobro do tamanho do Gltimo par.

Considerando apenas o complemento cromossémico, a cebola se destaca
em estudos citogenotdxicos por possibilitar uma melhor e mais rapida distincao
entre um cromossomo quebrado e um cromossomo desalinhado/perdido ou

mesmo um micronucleo.
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TOXICIDADE DE POLUENTES AMBIENTAIS: ANALISE
COMPARATIVA ENTRE Allium cepa L. E Lactuca sativa L.

TOXIC EFFECTS OF ENVIRONMENTAL POLLUTANTS:
COMPARATIVE INVESTIGATION WITH Allium cepa L. AND Lactuca

sativa L.
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RESUMO

Estudos que auxiliam na compreensdo dos mecanismos de acdo de poluentes
ambientais sdo de extrema importancia dentro da toxicologia ambiental. Neste
contexto, 0s ensaios que utilizam vegetais como modelos se destacam pela
simplicidade e baixo custo na sua realizacdo. Dentre os vegetais utilizados Allium
cepa L. é o modelo mais difundido para testes citogenotdxicos, e Lactuca sativa
L., apesar de ser amplamente utilizada em testes fitotoxicos, vem se destacando
em analises citotdxicas. O presente estudo teve o objetivo de comparar as
respostas de A. cepa e L. sativa através de analises macroscopicas (crescimento
radicular) e microscopicas (analise do ciclo celular e fragmentacdo do DNA via
teste de TUNEL e ensaio Cometa) ap0s exposicao das raizes dos modelos em
questdo a poluentes ambientais com mecanismos citogenotdxicos conhecidos.
Ambas espécies responderam de forma sensivel e eficiente aos testes aplicados
apos exposicdo ao agente alquilante de DNA, MMS (Metil Metano Sulfonato); ao
metal pesado, Cadmio; ao residuo da industria de aluminio, SPL (Spent Pot
Linner); e ao herbicida Atrazina. No entanto, diferiram quanto as respostas aos
endpoints avaliados. De modo geral, A. cepa foi mais eficiente em detectar
alteragdes provenientes de quebras no DNA, clastogénicas; e L. sativa de
alterages relacionadas & segregacdo dos cromossomos na mitose, aneugénicas.
Para os testes aplicados para verificar fragmentacdo no DNA, Cometa e TUNEL,
A. cepa apresentou maior sensibilidade. Em conclusdo ambos os modelos séo
eficientes para fins de avaliagdo de riscos toxicoldgicos de poluentes ambientais.

Palavras-chave: Cadmio. SPL. Atrazina. Ciclo Celular. Teste de TUNEL. Ensaio
Cometa.
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ABSTRACT

Studies that help understand the mechanisms of action of environmental pollutants
are extremely important in environmental toxicology. In this context, assays using
plants as models stand out for their simplicity and low performance cost. Among
the used plants, Allium cepa L. is the model most commonly used for
cytogenotoxic tests, while Lactuca sativa L., already widely used in phytotoxic
investigations, has been gaining prominence in cytotoxic analyses. The present
study aimed to compare the responses of A. cepa and L. sativa via macroscopic
(root growth) and microscopic analyses (cell cycle and DNA fragmentation via
TUNEL and comet assays) after exposure of their roots to environmental
pollutants with known cytogenotoxic mechanisms. Both species presented
sensitive and efficient response to the applied tests after exposure to the DNA-
alkylating agent MMS (Methyl Methanesulfonate), the heavy metal Cadmium, the
aluminum industry waste SPL (Spent Potliner) and the herbicide Atrazine.
However, they differed regarding the responses to the evaluated endpoints.
Overall, A. cepa was more efficient in detecting clastogenic changes, arising from
DNA breakage, while L. sativa rather detected aneugenic alterations, related to
chromosome segregation in mitosis. In the tests applied to verify DNA
fragmentation (comet and TUNEL assays), A. cepa presented higher sensitivity.
In conclusion, both models are efficient to evaluate toxicological risks of
environmental pollutants.

Keywords: Cadmium. SPL. Atrazine. TUNEL test. Comet assay.
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1 INTRODUCAO

Residuos industriais, agricolas e domésticos, decorrentes do crescimento
urbano desordenado, contém misturas complexas de quimicos que ndo sao
degradados pelo processo de tratamento de efluentes, persistindo na natureza,
poluindo o solo, o ar e as fontes de agua potavel (CHANDRA et al., 2005). Neste
sentido, estudos que auxiliam no entendimento sobre 0s mecanismos de
toxicidade desses poluentes nos seres vivos sdo de extrema importancia
(BIANCHI et al., 2015a).

Logo, nos ultimos anos tem se desenvolvido e dado mais atencdo as
técnicas disponiveis para avaliagdo dos efeitos ecotoxicoldgicos de poluentes
ambientais (BADERNA et al., 2011). Dentre os ensaios bioldgicos propostos para
prospecc¢do da toxicidade de poluentes ambientais, aqueles que utilizam vegetais
como modelos se destacam por serem simples, baratos (GRANT, 1999),
apresentarem correlagdo com outros modelos e sistemas de teste, incluindo
modelos animais (BIANCHI et al., 2015b), e até mesmo células humanas
(PALMIERI et al., 2016).

Dos ensaios descritos por Grant (1999), o teste de aberragdes em Allium
cepa L. (cebola) é o mais difundido entre os laboratérios que prospectam a
citotoxicidade e genotoxicidade de compostos quimicos e poluentes ambientais.
O teste foi descrito e desenvolvido em 1938 por Levan (FISKESJO, 1985) e
consiste na avaliagdo das alteragdes nas fases mitoticas em células do meristema
radicular expostos aos agentes potencialmente téxicos (LEME & MARIN-
MORALES, 2009; MALUSZYNSKA e JUCHIMIUK, 2005). Além da
observacdo de alteragfes cromossdmicas o teste de micronucleo (MA et al., 1995)
para deteccdo de mutagenos ambientais também é aplicado

Adicionalmente outros vegetais tém sido utilizados como modelo para

realizacdo do teste de aberragdo cromossémica ou microndcleo descrito para A.
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cepa, dentre esses modelos pode-se destacar a Lactuca sativa L. (alface).
Historicamente a espécie € modelo em estudos de efeitos alelopaticos em fungéo
da rapida germinacao, uniformidade e sensibilidade (TIGRE et al., 2012).

No que diz respeito as caracteristicas cariotipicas, tanto A. cepa como L.
sativa apresentam cromossomos de facil visualizacdo ao microscopio e em
pequeno numero que permitem identificar facilmente as alteracdes
cromossémicas decorrentes da exposicdo a agentes toxicos. Logo, L. sativa tem
sido utilizada, assim como A. cepa, em estudos de prospecgdo de efeitos de
substancias no ciclo celular. Esses trabalhos tém demonstrado a possibilidade de
realizacdo de ensaios macroscopico (germinagdo e desenvolvimento inicial da
plantula) e microscopicos (analises de alteracbes no ciclo celular, no arcabouco
proteico cromossémico e no nlcleo, de forma geral) simultaneamente, o que
amplia o entendimento dos mecanismos de acdo das substancias, misturas ou
residuos estudados (ANDRADE et al., 2010; ARAGAO et al., 2015; FREITAS et
al, 2016; PALMIERI et al, 2014).

Diante do exposto o presente estudo foi delineado para comparar as
respostas obtidas em A. cepa e L. sativa através dos testes de desenvolvimento
inicial das plantulas, alteragcbes cromossdmicas e nucleares, morte celular e
fragmentacdo do DNA, apds exposicdo a poluentes ambientais com mecanismos

citogenéticos conhecidos.
2 MATERIAL E METODOS
2.1 Poluentes testados
Foram utilizados compostos quimicos com ag¢do conhecidamente toxica e

mutagénica, oriundos de diferentes fontes de polui¢do ambiental: SPL (Spent Pot

Liner) (na concentracdo de 26,5 g L™, segundo Palmieri et al. (2014)), um residuo
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solido formado por uma mistura de substancias que se acumula nas cubas de
reducdo da alumina durante os processos de purificacdo e refino da bauxita na
industria de producdo do aluminio (PALMIERI et al., 2014; SILVEIRA et al.,
2002); Cadmio (Cd) (solugéo preparada a partir do sal Cd(NO3)2 na concentracao
de 25 UM, segundo Behboodi e Samadi (2004)), um metal pesado presente em
efluentes industriais e domésticos; Atrazina (ATZ) (na concentracdo de 0,003 g
L), um herbicida amplamente empregado em atividades agricolas, considerado
poluente emergente; e MMS (Metil Metano Sulfonato) (na concentracdo de 4x10°
“mol L segundo Carita e Marin-Morales (2008)), um composto quimico simples,
gue atua como agente alquilante no DNA, induzindo quebras e rupturas na
molécula (MAURO, et al. 2014), utilizado como controle positivo nos testes de
citogenotoxicidade.

A 4gua destilada foi usada como controle negativo para fins de
comparagdo dos efeitos dos poluentes aplicados.

2.2 Exposi¢do dos modelos aos compostos quimicos

Sementes de Allium cepa L. var. baia periforme (cebola) e Lactuca sativa
L. var. veronica (alface) foram dispostas em placas de Petri de 9 cm de didmetro
contendo papel filtro embebido em 3 mL de &gua destilada. As placas foram
acondicionadas a temperatura controlada de 24 °C, sem fotoperiodo, em Estufa
Incubadora B.O.D. (Demanda Bioquimica de Oxigénio).

O experimento foi montado em delineamento experimental inteiramente
ao acaso, com cinco repeticfes (placas de Petri) de cada poluente para cada

modelo (cebola e alface).
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2.3 Comparagcdo das espécies modelo através de anélise macroscopica

Para comparar o desenvolvimento inicial das plantulas de cebola e alface,
30 sementes germinadas, de cada modelo, com raizes de 1 a 2 mm, foram tratadas
com 3 mL das solugdes teste (item 2.1). As raizes e a parte area foram medidas

com auxilio de um paquimetro digital, a cada 24 h, num periodo de 5 dias (120 h).

2.4 Comparacao das espécies modelo através de analise microscopica

Para a analise microscopica, as raizes emitidas de sementes germinadas
em agua destilada (1-2 mm), foram tratadas com as solugdes teste (item 2.1), por
48 h. As raizes de cebola e alface foram coletadas as 10 e 14 h, respectivamente,
fixadas em Carnoy (Etanol: Acido Acético, 3:1), e armazenadas em freezer (-4
°C) por um periodo minimo de 24 horas.

As raizes foram hidrolisadas em HCI 1N durante 9-10 min a 60 °C e
expostas ao Reativo de Shiff, no escuro, por 1 h e 30 min. As laminas foram
preparadas pela técnica de esmagamento (BELLING, 1921) e coradas com
Carmim Acético 2%. A laminula foi retirada em nitrogénio liquido. Apds
secarem, adicionou-se Enttelan® as laminas, cobrindo com laminula, obtendo-se
laminas permanentes.

Foram avaliadas 1.000 células meristematicas por l1amina, e 10 laminas
por tratamento (item 2.1), totalizando 10.000 células. As diferentes fases da
divisdo mitotica, possiveis alteragdes cromossémicas e nucleares observadas
foram anotadas. Com os dados obtidos foi calculado o indice mitético (IM), razéo
entre o numero de células em divisdo (profase, metafase, anéfase e teldfase) e total
de células avaliadas em cada tratamento; a frequéncia de alteracOes
cromossomicas (AC) e de nucleos condensados, microndcloes e brotos a cada mil

células observadas.
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Imagens representativas das AC (pontes, fragmentos, c-metéfases,
aderéncias, cromossomos perdidos em tel6fase, atrasados em anafase e nédo
orientados em metéafase) e nucleos condensados, micronucleos e brotos
observadas em cada espécie modelo, foram capturadas na objetiva de 100x com
Oleo de imersdo no Microscopio de campo claro Carl Zeiss, Axio Lab Al,

equipado com a micro-camera AxioCam ERc 5s, através do software AxioVision.

2.5 Teste de TUNEL

Ap0s 48h de exposicdo aos poluentes (item 2.1) as raizes foram coletadas
e hidrolisadas em HCI 1N a 60 °C por 9-10 min.

Foram preparadas trés laminas de cada tratamento separando 0s
meristemas das raizes em uma gota do tampédo PBS 1X (Tampao fosfato-salino),
e utilizando a técnica de esmagamento (BELLING, 1921). A laminula foi
removida em nitrogénio liquido e as laminas foram secas ao ar.

O preparo da reacdo de marcacdo e deteccdo de fragmentos com
extremidades 3’OH livres foi conduzido de acordo com o protocolo recomendado
pelo fabricante do kit aplicado: DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System
(Promega®).

As laminas preparadas receberam uma aliquota de Vectashield® com 1
ug mL?* de DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole), foram cobertas com laminula
de vidro e analisadas em Microscépio de Fluorescéncia (Olympux BX 60), sob o
comprimento de onda de 488 a 495 nm para a fluoresceina e de 345 a 358 nm para
0 DAPI. Imagens representativas de cada tratamento foram capturadas na micro-
camera (AxioCam HRm — ZEISS) acoplada ao microscopio através do programa
AxioVision.

Foram contabilizados 100 nucleos por [amina, que foram classificados em

danos graves (nucleo inteiro TUNEL positivo - verde), danos leves (nucleo
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parcialmente TUNEL positivo — parcialmente verde) e sem danos (ntcleo TUNEL

negativo - azul).

2.6 Ensaio Cometa

ApoOs 48 h de exposicdo as solucBes teste (item 2.1), as raizes foram
coletadas e seguiu-se o protocolo descrito por Jovtchev et al. (2008), com algumas
adaptacoes.

Foram preparadas 3 laminas por tratamento a partir das pontas (5-10 mm)
das raizes tratadas. Elas foram picotadas em 300 pL de tampédo PBS 1X a 4°C
com auxilio de uma lamina de barbear nova, e os ntcleos foram filtrados em uma
rede de nylon com poros de 50 pm.

Laminas para microscopia cobertas com uma camada de 1% de gel de
agarose de ponto de fusdo normal receberam 30 pL da mistura (1:1) da suspensao
nuclear com 1% de agarose de baixo ponto de fusdo. A gota foi espalhada com
auxilio de uma laminula e as Iaminas foram mantidas sob refrigeracdo por 5 min.

As laminas foram cuidadosamente colocadas em uma cuba vertical com
solucéo de lise (30 mM NaOH, 0,5 mM EDTA, pH 11,8) por 10 minutos, em
temperatura ambiente. Posteriormente, foram lavadas em TBE 1X (90 mM Tris-
borato, 2 mM EDTA, pH 8.4) gelado, durante 5 min, por 3 vezes e dispostas em
cuba de eletroforese horizontal, preenchida com solucédo de corrida (300 mM
NaOH and 1 mM EDTA, pH 13). A eletroforese foi conduzida por 15 min em
uma corrente de 25 V (15-17 mA), em temperatura ambiente.

Apos corrida, as laminas foram desidratadas em alcool 96% durante 5 min
e secas ao ar. Foi acrescentada uma aliquota (15 L) de iodeto de propidio sobre
cada lamina, cobrindo-as com laminula de vidro.

As laminas foram avaliadas em Microscépio de Fluorescéncia (Olympux

BX 60) sob comprimento de onda de 520 a 560 nm. Imagens representativas de
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cada tratamento foram capturadas na micro-camera AxioCam HRm (ZEISS)
acoplada ao microscépio através do programa AxioVision.

Foram avaliados 300 nucledides por tratamento, e classificados com score
visual, de 0 a 4, de acordo com o grau de danos do DNA, considerando o tamanho
da cauda e o tamanho da cabega do cometa. A porcentagem de danos e os valores
de Unidade Arbitréaria (UA) de cada tratamento em cada modelo, foram calculados
de acordo com Colins (2004).

2.7 Analises estatisticas

Os dados obtidos nos itens 2.3 a 2.6 foram submetidos a andlise de
variancia (a = 0,05) e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel
de 5 % de significancia. As analises estatisticas foram realizadas no programa R
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito fitotoxico e mitodepressivo de MMS, SPL, Cadmio, e Atrazina

Apo0s 24 h de exposicdo aos poluentes testados redugdes significativas no
crescimento da raiz, em relacdo ao controle (dgua destilada), foram observadas
para pléantulas de cebola expostas ao SPL e de alface expostas ao Cd (Tabela 1).
Para o periodo maximo de exposi¢do avaliado (120 h), reduces significativas no
comprimento das raizes em relacdo ao controle foram observadas para 0s
tratamentos com SPL e Cd, em alface; e, SPL e ATZ, em cebola (Figura 1). A
ATZ em alface aumentou significativamente o tamanho das raizes (Figura 1).

O MMS apresentou reducdes significativas em relacdo ao controle apenas

para as raizes de cebola ap6s 96 h de exposicao (Tabela 1). O efeito conhecido do
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MMS esté relacionado a indugdo de quebras no DNA (MAURO et al., 2014), ndo
havendo relatos de inibicdo de crescimento da raiz. Segundo Harashima e
Schnittger (2010), em plantas, o crescimento de um 0Orgdo estd intimamente
relacionado com sucessivos ciclos de divisdo celular. Neste sentido, se 0 agente
ndo interfere na transicdo das fases do ciclo mitético, a proliferacao celular ocorre
normalmente, ndo afetando o comprimento da raiz. Tal fato esta em consonéncia
com o que foi observado para o MMS, ja que este ndo apresentou efeito
mitodepressivo nas células de cebola e alface expostas (Figura 1). Para cebola, o
MMS apresentou aumento da frequéncia de células em divisao, fato que néo esta
relacionado ao crescimento da raiz propriamente e sera discutido mais adiante.

Por outro lado, poluentes ambientais como SPL, que é composto por uma
mistura de substancias, apresenta efeitos conhecidos de inibicdo do
desenvolvimento radicular (ANDRADE et al., 2008 e 2010), o qual é explicado
pelo seu efeito mitodepressivo dentre outros fatores. No presente trabalho, o SPL
reduziu significativamente o comprimento das raizes de cebola, em todos os
tempos avaliados, e de alface a partir de 48h de exposicdo (Tabela 1). Dentre os
tratamentos avaliados, para ambos os modelos, raizes tratadas com SPL
apresentaram as maiores reducfes para os dois modelos. Segundo as analises
microscopicas, o SPL apresentou efeito mitodepressivo em alface (Figura 1),
enquanto para cebola, apresentou um aumento no IM. Efeitos do SPL em relagéo
a reducédo na frequéncia de células no ciclo mitético foi relatado por Palmieri et
al. (2014) em células de alface, enquanto que o aumento do IM observado em
células de cebola, corrobora os resultados observados por Andrade-Vieira et al.
(2012) em células provenientes de bulbos de cebola expostos ao SPL.

O Cd, escolhido como poluente representante dos metais pesados, reduziu
significativamente, em relacdo ao controle, o crescimento radicular apenas de
pléntulas de alface, para todos os tempos avaliados (Tabela 1). Tal fato corrobora

o efeito mitodepressivo observado em células de alface expostas ao Cd (Figura 1).
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Para cebola, ndo foi observada fitotoxicidade do Cd, estando em consonéncia com
0 IM, o qual ndo diferiu do controle. Efeitos fitotoxico do Cd ocasionando reducéo
significativa no desenvolvimento das raizes e da parte aérea da alface foi
observada por Monteiro et al. (2010). Além disso, dentre as trés espécies modelos
utilizadas no estudo (L. sativa L., Thlaspi caerulescens J. Presl & C. Presl,e T.
arvense L.) a alface mostrou-se mais sensivel.

O herbicida atrazina (ATZ) induziu respostas diferentes nos dois modelos
avaliados. Enquanto que em cebola foi observada inibicdo do crescimento
radicular, para alface, na mesma proporcéo (proxima a 20%), foi observado
aumento no tamanho da raiz (Figura 1). Em relacdo a analise microscépica, o IM
de células de cebola expostas a ATZ ndo diferiu do controle, enquanto que, para
alface foi observado efeito mitodepressivo da ATZ. Segundo o que foi
apresentado anteriormente sobre a relacdo entre a proliferacdo celular e o
crescimento da raiz, era de se esperar um aumento no nimero de células em
divisdo para as raizes de alface tratadas com ATZ. No entanto, o crescimento da
raiz ndo envolve simplesmente a proliferacdo celular, mas é funcdo também do
alongamento das células (HARASHIMA E SCHNITTGER, 2010), o qual
depende da ativacdo de enzimas que promovem o alongamento e afrouxamento
da parede celular no processo de diferenciagéo.

Durante o periodo de observacdo (até 120 h) a cebola ndo exibiu
desenvolvimento de parte aérea, nem mesmo para o controle, enquanto que as
plantulas de alface, mesmo tratadas, exibiram a parte aérea (Tabela 1). Tal fato
pode estar relacionado com uma maior sensibilidade da cebola em relagéo aos
agentes testados, no entanto, como a parte aérea ndo é observada nem mesmo no
tratamento controle e h4 relatos que a cebola possui um crescimento mais lento
em relacdo a alface (dados ndo publicados), podemos atribuir a auséncia da parte

aérea a uma caracteristica fisiolégica do desenvolvimento das plantulas de cebola.
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Neste sentido, analisando as respostas obtidas apds 120 h de exposicéo as
solugdes teste, verifica-se que as plantulas de alface apresentaram sensibilidade
significativa a um maior nimero de compostos quimicos do que as plantulas de
cebola (Figura 1). A maior eficiéncia, neste caso, da alface para demonstrar a
fitotoxicidade de poluentes ambientais estd em consonéncia com a afirmacéo de
Tigre et al. (2012) sobre a sensibilidade da alface na deteccédo de fitotoxicidade de
compostos derivados de plantas. Na area da toxicidade de poluentes ambientais
também hé relatos da sensibilidade da alface em relacéo a outros quatro modelos,
couve (Brassica oleracea L.), pepino (Cucumis sativus L.), trigo (Triticum
aestivum L.), e milho (Zea mays L.), utilizados por Hou et al. (2014), em um

estudo sobre os efeitos de solo contaminado com crémio (Cr).



Tabela 1 — Desenvolvimento das plantulas de A. cepa e L. sativa expostas a poluentes ambientais.
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Espécie 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h
s % A. cepa 5,36 £ 0,99¢c; 10,74 = 0,59¢; 16,47 + 1,26¢, 24,62 + 2,95¢; 29,60 + 3,82¢c;
£ < L sativa 12,81 + 0,992, 20,11 + 2,96a; 22,97 + 3,49a; 24,82 + 3,36al 24,89 + 3,53a;
NS A. cepa 5,02 £ 0,75¢; 10,22 0,96¢1 15,03 £ 2,44c, 19,35 £ 2,54c¢, 25,46 = 2,41¢cy
§ = L.sativa 12,05+ 1,17a; 19,12 + 1,68a; 24,40 = 3,19a; 25,21 + 3,32a; 25,89 + 3,19a;
3 i A. cepa 3,79 £0,87c; 6,32 £ 1,31¢C; 7,74 £ 2,22¢; 8,30 £ 2,12¢; 8,59 * 2,08cy+
8 o L.sativa 10,42 £ 1,18a; 11,65 £ 0,29a, 13,31+ 1,18a, 14,02 £ 1,74a, 14,74 + 1,78a;
S ©— A cepa 5,38 £ 0,84c; 10,93 £ 1,14¢, 16,24 £ 1,67¢c, 22,96 = 2,14c; 29,10 + 3,11c;
g O L. sativa 9,80 + 1,144, 13,00 + 0,89a, 14,57 £ 1,80a, 15,04 £ 1,94a, 15,39 + 1,93a,
@ {:1 A. cepa 4,86 £ 0,42¢c; 9,95 £ 0,98¢c; 14,66 + 2,18c; 19,05 £ 2,84c¢; 24,08 + 4,48c;
O < L.sativa 1558 £ 2,17a; 23,60 * 2,65a; 27,66 = 2,28a; 28,85 + 2,57a; 30,60 + 2,80a3
S A cepa - - - - -
£ f(” L. sativa - 7,64 +1 523, 11,3+ 1,43a; 15,18 £ 2,72a; 17,13 + 2,958,
S _. =, Acepa - - - - -
8 E = L.sativa - 6,23 £ 1,23a; 8,79 £ 1,25a; 11,84 + 090a; 12,12 + 0,98a;
= E " Acepa - - - - -
S8 & Lsativa - 565+134a  1065+0,60a;  13,95+1,99 14,68+ 2,08a
% 2 5 Acepa - - - - -
g O L. sativa - 7,15 +0,96a; 12,06 £ 1,76a; 15,59 + 1,30a; 17,62 + 1,02a;
O {:l A. cepa - - - - -
< L.sativa - 7,52 +1,01a; 10,72+ 1,11 13,78 + 2,48a; 15,16 + 1,56a;

Legenda: Média seguida do desvio padrdo. Médias com trago (-): auséncia de parte aérea. Médias seguidas de asterisco (*) referem-se
a diferencas estatisticas (Tukey p<0,05) entre cebola e alface. Médias seguidas de letra “a” referem-se a diferengas dentro da espécie
alface e médias seguidas de letra “c” para diferengas dentro de cebola, ambas para um mesmo tempo de exposic¢do. Letras acompanhadas
de numero diferente, indica diferencas estatisticas (Tukey, p<0.05) entre os tratamentos com MMS (Metil Metano Sulfonato), SPL
(Spent Pot Liner), Cd (Cadmio) e ATZ (Atrazina), de uma mesma espécie em relagdo ao controle negativo (agua). Fonte: Do autor
(2016).
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Figura 1 — Inibicdo do desenvolvimento radicular, da parte aérea e do indice mitético das plantulas de A. cepa e L. sativa
expostas a poluentes ambientais.
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3.2 AlteracBes no ciclo celular observadas em decorréncia a exposi¢ao aos
poluentes

Dentre as alteracBes cromossémicas (AC) induzidas pela exposicado das
células de alface e cebola aos poluentes testados, observou-se a presenca de
cromossomos ndo orientados em metafase (Figura 2A), atrasados em anafase
(Figura 2B), perdidos em teléfase (Figura 2C), anafase multipolar (Figura 2D), c-
metafase (Figura 2E) e poliploidia (Figura 2F), todas elas relacionadas a
problemas na segregacdo dos cromossomos na mitose em funcdo da agdo dos
poluentes; caracterizadas como aneugénicas (FERNANDES et al., 2009). Além
disso, foram observadas pontes (Figura 2G) e fragmentos (Figura 2H), decorrentes
da acédo dos poluentes sobre 0 DNA; ambas AC classificadas como clastogéncias,
segundo Fernandes et al. (2009). A aderéncia cromossémica (Figura 21) também
foi observada entre as células tratadas, tendo sido considerada tanto aneugénica,
em funcéo de ser relacionada a poliploidia, como relatado por Fernandes et al.,
(2009), como clastogénica, pela possibilidade de estar associada a pontes e
ligacdes inter- ou intracromtidicas, segundo EI-Ghamery et al. (2003). A soma de
todas essas alteracdes observados esta relacionada a frequéncia total de AC,
apresentada na tabela 2.

O controle negativo apresentou AC em ambos os modelos. As frequéncias
de AC total neste caso foram baixas e ndo diferiram entre os modelos (Tabela 2).
Diferencas significativas para AC entre a cebola e o alface foram observadas nas
células expostas a0 MMS, SPL e Cd (Tabela 2).

Raizes de cebola e de alface tratadas com SPL apresentaram aderéncia
cromossémica como a AC mais frequente (Tabela 2). Segundo Andrade et al
(2008) este tipo de AC pode acionar os mecanismos de morte das células. Logo,
as celulas entram em divisdo, mas ndo concluem o ciclo mitético, ja que a

aderéncia ndo € passivel de reparo, tendo como consequéncia a
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heterocromatinizag&o do ndcleo, uma evidéncia da ocorréncia de morte celular em
observacdes citolégicas (ANDRADE et al., 2011). A inducdo da morte das células
expostas explica a reducdo no crescimento das raizes de cebola e alface expostas
ao SPL. Estes resultados estdo em consonancia com trabalhos de Andrade-Vieira
et al. (2011, 2012a) e de Andrade et al. (2010), que observaram em células de
cebola e alface, respectivamente, expostas a solugdo de 25% de SPL, reducdo do
IM e a ocorréncia de AC, dentre elas, aderéncia cromossémica.

Células de cebola tratadas com Cd, ndo apresentaram efeito
mitodepressivo (Figura 1) e exibiram a maior frequéncia de AC (Tabela 2), dentre
as quais aderéncia cromossdmica, ponte e c-metéafase foram as mais frequentes
(Tabela 2). Os resultados observados estdo em consonancia com o estudo de
Hemachandra e Pathiratne (2015), onde bulbos de cebola foram utilizados para
avaliar os efeitos toxicos de trés metais pesados (Cu, Cr e Cd) comumente
encontrados em efluentes industriais. Estes autores observaram que a exposicao
ao Cd reduziu o crescimento das raizes, sem apresentar efeito mitodepressivo, mas
induzindo alta frequéncia de AC.

As células de alface expostas ao Cd apresentaram reducdo do IM e alta
frequéncia de c-metafase e aderéncia cromossdémica (Tabela 2). Considerando o
estudo de Andrade et al. (2008) e o que foi explicado para o SPL anteriormente, a
alta frequéncia de aderéncia cromossomica pode ativar os mecanismos de morte
celular, explicando a redugdo no crescimento das raizes de alface tratadas com
Cd, pois isso demonstra que as células ndo estdo concluindo o ciclo mit6tico.

No presente estudo, apesar do IM ndo ter sido reduzido em células de
cebola tratadas com ATZ, a frequéncia de AC foi alta em relacdo ao controle
negativo, sendo aderéncia cromossdmica e ponte as AC mais frequentes (Tabela
2). Grillo et al. (2012) trataram raizes de cebola obtidas a partir de sementes
durante 24 h com diferentes concentracdes de ATZ (1, 10, e 100 mg L}), e

observaram redugdes no IM e inducdo de AC.
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O tratamento com ATZ induziu a maior frequéncia de AC em células de
alface (Tabela 2), sendo aderéncia cromossdmica, cromossomo atrasado em
anafase e c-metéfase as AC mais frequentes (Tabela 2). Resultados semelhantes
foram descritos por Grillo et al. (2010) ao tratarem raizes de alface com trés
concentracdes de ATZ (1, 5 e 10%), durante 24 h, tendo observado reducéo
significativa no IM e inducdo de AC, como pontes, fragmentos € cromossomos
atrasados.

Para o tratamento com MMS, foi observada a maior frequéncia de
fragmento e a ocorréncia de ponte em células de cebola, e alta frequéncia de ponte
e c-metafase em células de alface (Tabela 2), comprovando que este agente
alquilante apresenta efeito clastogénico, induzindo quebras no DNA (MAURO et
al. (2014). Além disso, as quebras ndo diminuem o ndmero de células em divisdo
0 que explica a ndo observacdo de efeito mitodepressivo nas células dos dois
vegetais modelo (Tabela 2). Estes resultados estdo de acordo com Carita e Marin-
Morales (2008), que ndo observaram efeito mitodepressivo em células de cebola
tratadas com MMS, mas observaram a ocorréncia de quebras cromossdmicas.

Diante dos resultados expostos, é possivel observar que ambos os vegetais
responderam de forma sensivel ao agente alquilante de DNA, MMS, e aos
poluentes ambientais, SPL, Cd e ATZ, comprovando gque sdo excelentes modelos
para testar a citotoxicidade de compostos quimicos diversos.

Considerando que as AC observadas indicam os efeitos aneugénicos e
clastogénicos que as substancias testadas induzem no ciclo celular, a cebola foi
mais sensivel as substancias com efeito clastogénico (fragmentacdes e pontes),
enquanto a alface tendeu a ser mais sensivel aos efeitos aneugénicos
(cromossomos ndo  orientados, atrasados, perdidos, c-metéfases e

multipolaridades) (Tabela 2).
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Figura 2 — AlteragBes cromossdmicas observadas em células de A. cepae L. sativa
expostas a0 MMS (Metil Metano Sulfonato), SPL (Spent Pot Liner),
Cd (Cadmio) e ATZ (Atrazina).
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Legenda: A: Célula de alface em metafase com cromossomo néo orientado (seta fina); B:
Célula de cebola em anafase com cromossomo atrasado (seta fina); C: Célula de cebola
em teléfase com cromossomo perdido (seta fina) e microndcleo (seta grossa); D: Célula
de alface com anafase multipolar; E: Célula de alface com c-metéfase; F: Célula de cebola
com poliploidia; G: Célula de cebola em anafase com ponte e microntcleo (seta grossa);
H: Célula de alface em anafase com fragmento (seta fina); I: Célula de alface com
aderéncia. Imagens capturadas em microscopio de campo claro com a objetiva de 100X.
Barras: 10 pum. Fonte: Do autor (2016).
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Tabela 2 — Alteragdes cromossémicas (AC) observadas através de analise citogenética classica realizada nas células
meristematicas de Lactuca sativa L. e Allium cepa L. tratadas durante 48 h com as solugdes teste.

Frequéncia de

C. nédo

C.

C.

Espécie AC orientado atrasado perdido C-met. Poli. Multi. Frag. Ponte Ade.
S A.cepa  0,80+1,25¢c 0,00 0,00 0,00 0,00 000 0,00 000 050 0,30
< L. sativa 1,90 + 0,55a; 0,30 0,10 0,00 050 000 000 000 050 0,50
g A.cepa 6,30 +4,16*C, 0,20 0,50 0,10 0,00 000 000 330 220 040
= L.sativa 9,80 +2,86a, 1,90 0,10 0,40 250 020 010 040 2,70 150
= A.cepa 13,70 +4,60*c; 0,30 0,30 0,10 0,70 020 000 040 1,00 11,20
» L.sativa 6,80 +4,09a, 0,40 0,10 0,10 080 000 000 030 200 3,10
< A.cepa 18,60 £ 4,44%c; 0,20 0,00 0,10 1,10 0,10 050 0,30 1,80 14,50
O L sativa 8,00 + 2,47a, 0,60 0,60 0,10 340 000 000 010 030 290
}l:l A.cepa 10,80+ 2,86¢ 0,10 0,10 0,00 090 030 020 050 3,00 5,70
< L.sativa 14,90 £ 6,92a; 1,10 2,70 0,30 250 000 050 010 120 6,50

Legenda: Frequéncia média de AC seguida do desvio padrdo. Médias seguidas de asterisco (*) referem-se a diferengas estatisticas
(Tukey p<0,05) entre cebola e alface. Médias seguidas de letra “a” referem-se a diferencas dentro da espécie alface e médias seguidas
de letra “c” para diferencas dentro de cebola, ambas para um mesmo tempo de exposi¢do. Letras acompanhadas de namero diferente,
indicam diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos de uma mesma espécie em relacdo ao controle negativo (dgua).
Média das alteracBes visualizadas a cada 1.000 células analisadas. MMS: Metil Metano Sulfonato; SPL: Spent Pot Liner; Cd: Cadmio;
ATZ: Atrazina; Frag.: Fragmento; Ade.: Aderéncia; C-met.: C-metafase; Multi.: Multipolar; Poli.: Poliploidia. Fonte: Do autor (2016).
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3.3 Prospeccdo de morte celular e de danos ao DNA

No presente estudo, o processo de morte nas células expostas aos
diferentes poluentes e/ou substancias testadas foi verificado através da observacao
de nlcleos condensados (NC), picnéticos e heterocromaticos (Figura 3) e também
do teste de TUNEL (Figura 4), o qual tem sido utilizado na prospeccdo dos
mecanismos de morte celular (BREHODDI e SAMADI, 2004).

Os NC ocorreram com maior frequéncia em células de cebola tratadas
com ATZ, e alface tratadas com Cd (Figura 3), enquanto que as células TUNEL
positivo foram mais frequentes em células de cebola tratadas com MMS e alface
expostas a ATZ (Figura 4). No presente trabalho foram consideradas trés classes
de células no teste de TUNEL, em funcédo da intensidade da marcacao observada
apos a reacao (Figura 4). Com base nos resultados as células de cebola sdo mais
sensiveis que a alface dentre os tratamentos testados uma vez que a cebola
demonstrou maior frequéncia de danos leves em todos os tratamentos (com
variacdo de 47,67% para SPL a 51% para MMS), enquanto a alface demonstrou
maior sensibilidade apenas aos danos graves (com variacdo de 44,33% para Cd a
62,67% para MMS) (Figura 4),

Ao se comparar um vegetal modelo com o outro, os tratamentos que
apresentaram as maiores frequéncias de aderéncia cromossdmica e NC,
observadas pela andlise citogenética, tiveram uma tendéncia a apresentar as
maiores porcentagens de danos (danos leves + danos graves) aos nuicleos,
observada pelo teste de TUNEL (Figura 5A). A comparacdo destas alteractes
juntamente com as porcentagens de danos observadas pelo teste de TUNEL, esta
de acordo com o estudo de Andrade-Vieira et al. (2011, 2012a), onde foi
observada a ocorréncia de NC em células de cebola tratadas com uma solucéo de
25% de SPL durante 36 h, bem como uma alta frequéncia de nacleos marcados

como TUNEL positivo, mesmo ap6s o tratamento de recuperacéo de 24 h.
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A morte celular estid associada também com danos ndo reparados a
molécula de DNA das células expostas. Em observagdes citoldgicas a presenca de
cromossomos perdidos e fragmentos associados a brotos (Figura 3) e
micronucleos (Figura 3) demonstram a inducdo de danos ao DNA pelos agentes
testados, enquanto que o ensaio Cometa demonstra a instabilidade do DNA
exposto através da quantificacdo da fragmentacao.

Os brotos, observados em maior frequéncia em células de cebola tratadas
com ATZ e SPL (Figura 3), sdo explicados por Serrano e Monteiro-Montoya
(2001) como sendo originados por cromossomos atrasados que sdo envoltos por
membrana nuclear antes de serem incorporados aos cromossomaos que ja estdo no
polo. Autores como Fenech et al. (2011), relatam que os brotos sdo consequéncia
da poliploidizacdo, originada da amplicagdo do material genético, que sdo
eliminados do nucleo e ficam ligados a membrana nuclear. De acordo com
Fernandes et al. (2009), esta alteragdo nuclear ndo constitui uma anormalidade,
pois o envelope nuclear ainda pode se reconstituir e englobar o broto.

Os MCN, que foram observados com maior frequéncia em células de
cebola e alface tratadas com MMS (Figura 3), sdo visualizados em diferentes
tamanhos na célula, e podem ser originados de cromossomos perdidos (inteiros),
de fragmentos cromossémicos acéntricos (FENECHI et al., 2011; FERNANDES
et al., 2007), ou assim como os brotos, de material genético que foi amplificado e
eliminado do nacleo (FENECH et al., 2011).

No ensaio cometa os valores de Unidade Arbitraria (UA), propostos por
Collins et al (2004) sdo considerados mais sensiveis em detectar as diferengas
entre os tratamentos, pois considera ponderadamente a frequéncia de danos ao
DNA em relagdo a gravidade do mesmo, enquanto a porcentagem de danos
considera todos os danos na mesma proporcdo. No presente estudo, a cebola
apresentou uma maior sensibilidade em relag&o ao alface para os danos ao DNA

observados pelo ensaio Cometa, tanto para a porcentagem de danos como para 0s
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valores de UA (Tabela 3), pois, como observado na tabela 3, nucleoides
classificados como score 3 e 4 foram mais frequentes em cebola do que em alface.

Os tratamentos que provocaram os maiores danos ao DNA observados
pelo ensaio Cometa, tanto em relacdo a porcentagem de danos como aos valores
de UA obtidos, apresentaram uma tendéncia em induzir as maiores frequéncias de
perdas cromossdmicas (cromossomos nao orientados, atrasados e perdidos,
juntamente com os fragmentos, brotos e MCN) observadas através da andlise
citogenética em células de ambos os modelos (Figura 5B).

A relagdo do presente estudo entre a ocorréncia de perdas cromossémicas
com os danos ao DNA esta de acordo com Reis et al. (2016), que ao estudar a
instabilidade gen6mica provocada pela micronucleacdo de hibridos
interespecificos sintéticos de Pennisetum purpureum (capim elefante) e
Pennisetum glaucum (milheto) observaram uma alta frequéncia de formacéo de
microntcleos e de valores de UA para os hibridos que tendem a eliminar
cromossomos. No trabalho de Monteiro et al. (2012) com folhas e raizes de alface
tratadas com Cd (0, 1, 10 e 50 uM) também foi estabelecida a comparacéo entre
a observacdo de MCN em analise microscopica e de danos ao DNA pelo ensaio
Cometa. Estes autores observaram para as raizes, além de reducGes no seu
desenvolvimento, alta frequéncia de MCN nas concentracfes de 10 e 50 uM, e
alta porcentagem de danos ao DNA na concentracdo de 10 pM. O que mostra mais
uma vez que a comparacao realizada no presente estudo é de grande valia para a
analise dos efeitos toxicos de poluentes ambientais. Adicionalmente, em modelos
animais, os testes de MCN e Cometa sdo amplamente utilizados em conjunto para

a deteccdo de mutagenicidade de poluentes ambientais (BIANCHI et al., 2015).
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Figura 3 — Nucleos condensados, Micronucleos e Brotos observados em células
de A. cepa e L. sativa expostas a0 MMS (Metil Metano Sulfonato),
SPL (Spent Pot Liner), Cd (Cadmio) e ATZ (Atrazina).
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Legenda: Al: Grafico mostrando a frequéncia de ndcleos condensados observados em
ceélulas de cebola e alface; A2: Ndcleos condensados observados em células de alface,
imagem capturada em microscépio de campo claro com a objetiva de 40X; B1: Grafico
mostrando a frequéncia de micronlcleos observados em células de cebola e alface; B2:
Microncleo observado em célula de cebola, imagem capturada em microscopio de campo
claro com a objetiva de 100X; C1: Grafico mostrando a frequéncia de brotos observados
em células de cebola e alface; C2: Brotos observado em células de cebola, imagem
capturada em microscopio de campo claro com a objetiva de 100X. Barras: 10 pm. Fonte:
Do autor (2016).
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Figura 4 — Danos ao DNA observados através da marcacdo positiva pelo de TUNEL em células de A. cepa e L. sativa
expostas a poluentes ambientais.
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Legenda: Células de cebola e alface expostas as solu¢des de MMS (Metil Metano Sulfonato), SPL (Spent Pot Liner), Cd (Cadmio) e
ATZ (Atrazina). Os asteriscos (*) referem-se a diferengas estatisticas (Tukey p<0,05) entre alface e cebola. Letra “a” refere-se a espécie
alface e letra “c” a espécie cebola. Letras acompanhadas de ndmero diferente, indica diferencas estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os
tratamentos de uma mesma espécie em relagdo ao controle negativo (adgua). Fonte: Do autor (2016).
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Figura 5 — Danos ao DNA em células de A. cepa e L. sativa expostas as solucdes
teste, observados pelo teste de TUNEL e ensaio Cometa comparados
as alteracOes observadas pela analise citogenética.
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Legenda: A: Danos ao DNA observados através do teste de TUNEL (porcentagem de
danos: danos graves + danos leves) comparados aos resultados da andlise citogenética
(frequéncia média de aderéncia cromossdmica e nucleo condensado e visualizados a cada
1000 células analisadas); B: Danos ao DNA observados através do ensaio Cometa
(porcentagem de danos e UA: unidade arbitraria) comparados aos resultados da analise
citogenética (perdas cromossdmicas: frequéncia média de cromossomos ndo orientados,
atrasados e perdidos, fragmentos, brotos e MCN visualizados a cada 1000 células
analisadas). MMS (Metil Metano Sulfonato), SPL (Spent Pot Liner), Cd (Cadmio) e ATZ
(Atrazina). Fonte: do autor (2016).
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Tabela 3 — Danos observados através do ensaio Cometa em células de cebola e alface tratadas durante 48 h com as solugdes

teste.
Espécie 5 : 2SCOI"eS 5 . POI(’jCaerl;];?g(g/:; de UA
© Acepa 8433 1567 0,00 0,00 0,00 15,67 + 4,04c; 15,67 + 4,04c;
& L. sativa 86,67 9,67 1,67 2,33 0,00 13,67 + 3,06a; 20,00 * 6,56a1
g A. cepa 1,67 4,67 12,00 29,33 52,67 98,67 +1,53c, 327,33 = 64,50*C
= L.sativa 10,00 31,00 34,67 21,67 3,00 90,33 +3,06a, 177,33 17,564,
- A.cepa 0,00 2,33 4,33 8,67 84,67 100,00 £ 0,00*%c3 375,67 = 32,62*Cs3
& L.sativa 12,67 18,00 37,33 217,67 4,33 87,33+ 3,79a3 193,00 + 20,664,
= A cepa 2,67 4,00 51,00 20,33 22,33 97,67 +2,52c, 256,33 + 25,93c,
© L sativa 8,33 8,00 16,33 21,67 45,67 91,67 +5,03a; 288,33 + 29,74a3
}r:l A. cepa 1,67 10,00 14,67 44,67 29,67 99,00 £2,65c; 292,00 + 8,72*Cs
< L.sativa 6,67 1533 52,33 19,67 6,67 94,00 £ 2,652, 205,67 + 13,65a,

Legenda: Média seguida do desvio padrdo. Médias seguidas de asterisco (*) referem-se a diferencas estatisticas (Tukey p<0,05) entre

[IP%1]

cebola e alface. Médias seguidas de letra “a” referem-se a diferengas dentro da espécie alface e médias seguidas de letra “c” para
diferencas dentro de cebola, ambas para um mesmo tempo de exposi¢do. Letras acompanhadas de nimero diferente, indica diferencas
estatisticas (Tukey, p<0,05) entre os tratamentos de uma mesma espécie em relacdo ao controle negativo (dgua). UA: Unidade
Arbitraria. MMS: Metil Metano Sulfonato; SPL: Spent Pot Liner; Cd: Cadmio; ATZ: Atrazina. Fonte: Do autor (2016).
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4 CONCLUSAO

Os resultados obtidos com o ensaio Cometa e o teste de TUNEL estéo de
acordo com as observagGes das analises microscdpicas, que por sua vez, estdo de
acordo com os resultados encontrados na analise macroscopica, mostrando que a
realizacdo destes testes em conjunto sdo de grande valia, pois ajudam na
comprovagdo e melhor compreenséo dos mecanismos envolvidos na agdo toxica
das substéancias testadas.

O répido desenvolvimento inicial das plantulas e alto IM observado para
as plantulas de alface, sdo quesitos que deixam este vegetal a frente da cebola, no
entanto, nos testes aplicados para avaliar morte celular e fragmentagdo do DNA
(teste de TUNEL e ensaio Cometa), a cebola apresentou maior sensibilidade aos
efeitos toxicos das substancias testadas.

As respostas obtidas com as substancias testadas e as diferentes analises
propostas neste estudo, permitem concluir que cebola e alface s&o excelentes
modelos vegetais, pois permitem a analise de diferentes parametros em conjunto
de forma simples com rapidez e eficiéncia na obtencgdo dos resultados.

Diante disso, € possivel concluir que a escolha entre um destes vegetais modelo
para a realizacdo de testes aplicados a toxicologia ambiental vai depender

principalmente do endpoint avaliado.
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