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RESUMO

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de avaliar os efeitos da ag@o antropica sobre os recursos hidricos. Diante
disso, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial citotéxico das aguas superficiais da Nascente, da Confluéncia e
da Jusante do Ribeirdo Atlantico, um afluente do Rio Pirapd, localizado no Municipio de Mandaguagu-PR, em sistema teste
vegetal, com células meristeméaticas de raiz de Allium cepa L. Para tanto, foi avaliado o efeito das 4guas sobre o ciclo de
divisdo celular. Raizes de bulbos de Allium cepa, foram preparados pela rea¢éo de Fleugen e corados com o reativo de Schiff.
Os dados foram obtidos a partir da analise de 5.000 células por grupo, nos tempos de Oh-controle, 24h de tratamento com as
aguas do ribeirdo e 24h de recuperagdo em agua filtrada. A andlise estatistica, pelo teste do Qui-quadrado, demonstrou que
os resultados de nenhum dos pontos avaliados foi estatisticamente diferente do controle negativo, feito com agua filtrada, ou
seja, as aguas superficiais dos trés pontos amostrados ndo apresentaram potencial citotdxico neste sistema teste. Apesar de
ndo terem sido encontrados resultados positivos para citotoxicidade é de vital importancia que estudos de monitoramento
continuem sendo realizados neste ribeirdo, ja que se trata de uma regido com intensa atividade agricola.

Palavras-chave: mutagénese ambiental; citotoxicidade; Allium cepa L.; dguas de rio.

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC POTENTIAL OF SURFACE WAT ER OF ATLANTIC RIVER (MADAGUAGCU-PR) in Allium
cepal.

ABSTRACT

Many studies have been conducted in order to evaluate the effects of human activity on water resources. Thus, the aim of the
present study was to evaluate the cytotoxic potential of surface water in source, confluence and downstream of Atlantic river, a
tributary of Pirapo river, placed in Mandaguacgu-PR. The plant test system with meristematic root cells of Allium cepa L was
carried out. The effect of water on the cell division cycle was evaluated. Onion roots were prepared by Feulgen reaction and
stained with Schiff's reagent. Data were obtained from analysis of 5000 cells per group in three different times: a) 0 hours
(control); b) 24 hours of treatment with the river waters; c) 24 hours of recovery in filtered water. Statistical analysis by chi-
square show that none of the points assessed was statistically different from control, i.e., the surface waters of three sampling
sites showed no cytotoxic potential. Although positive results for cytotoxicity have not been found it is of vital importance that
monitoring studies continue to be performed at this stream, since it is a region with intensive agriculture.

Keywords: environmental mutagenesis; cytotoxicity; Allium cepa L.; river water.

advindos de atividades antrépicas, tais como:
mineracdo, construcdo de barragens, desvio
do curso natural de rios, lancamento de
efluentes domésticos e industriais néo
tratados, desmatamento e uso inadequado do

INTRODUGAO |

O crescimento das cidades e a

necessidade da agricultura fornecer alimentos
estdo entre os fatores que tém sido
responsaveis pelo aumento da pressdo das
atividades antropicas sobre o0s recursos
naturais nas Ultimas décadas. Em todo o
planeta, praticamente ndo existe um
ecossistema que ndo tenha sofrido influéncia
direta e/ou indireta do homem (1).

Os ecossistemas aquaticos também tém
sido alterados de maneira significativa em
funcdo de multiplos impactos ambientais
€ necessario conhecer o relacionamento entre
0s componentes do  sistema, para

solo em regides riparias e em planicies de
inundacdo (1). Como consequéncia destas
atividades, tem-se observado uma expressiva
gueda da qualidade da agua e perda de
biodiversidade aquéatica, em funcdo da
desestruturacdo do ambiente fisico, quimico e
alteracdo da  dindmica  natural das
comunidades bioldgicas. Isso por que a
principal caracteristica dos ecossistemas
aquaticos é a complexa interacéo entre fatores
destes trés ambientes, motivo pelo qual

compreender sua resposta a uma substancia
xenobidtica (2).

1 Departamento de Biotecnologia, Biologia Celular e Genética. Universidade Estadual de Maringa - PR.
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Durante as dUltimas trés décadas tém
aumentado o interesse da comunidade
cientifica e das agéncias regulatérias em
relagdo a detecgdo, conhecimento e controle
sobre agentes ambientais responsaveis por
danos a salde humana e a sustentabilidade
dos ecossistemas (3).

Segundo Silva e Fonseca (3), apesar da
dificuldade em se estabelecer ligacdes diretas
entre os efeitos ecolédgicos e a salide humana,
0 uso de espécies sentinelas para o
monitoramento dos problemas ambientais € a
base para esta conexdo. Em razéo disso, hoje
em dia a comunidade cientifica admite que a
saude humana depende da salde ambiental, e
gque a continua degradacdo do ambiente
ameaca a qualidade de vida humana, em
virtude das interconexdes entre o estado dos
ecossistemas (3-4).

Varios sao o0s tipos e espécies de
organismos (vegetais, peixes, mamiferos entre
outros) que séo utilizados como
biomarcadores para avaliar possiveis efeitos e
riscos naturais ou de origem antropogénica.
Dentre os vegetais superiores, Allium cepa L.
tem se mostrado como eficiente organismo no
teste de citotoxicidade e genotoxicidade,
devido as caracteristicas que possui,
principalmente, em questbes de
monitoramento ambiental (5).

A bacia do rio Pirapé é a Unica no Estado
do Parana que se encontra totalmente inserida
na regidao de dominio da Floresta Estacional
Semidecidual e foi a mais antropizada,
correspondendo, atualmente, a menos de 4%
de sua superficie original. A colonizacéo dessa
regido é relativamente recente e esta vinculada
a um intenso processo de desflorestamento,
com o proposito de expandir as regides
agricolas no noroeste paranaense. O Ribeirdo
Atlantico, um afluente do rio Pirap0, é de suma
importancia para 113 propriedades rurais do
Municipio de Mandaguacgu-PR, as quais sao
abastecidas pelo mesmo. Destas
propriedades, 100 apresentam area de
preservacdo permanente (APPs), no entanto,
16 necessitam de recomposicdo florestal, e
das 51 nascentes, deste ribeirdo, 38 foram
exploradas para consumo humano (6)

Dada a relevancia dos recursos hidricos
para a manutencdo dos ecossistemas, 0
objetivo do presente trabalho foi avaliar o
potencial citotoxico das aguas superficiais do
Ribeirdo Atlantico, um afluente do Rio Pirapd,
localizado no Municipio de Mandaguagu-PR,

em sistema teste vegetal, com células
meristematicas de raiz de Allium cepa L.

MATERIAL E METODOS

Pontos de Coleta

As aguas do Ribeirdo Atlantico, localizado
no Municipio de Mandaguagu-PR, foram
obtidas em 3 pontos, éagua da mina
(Nascente), agua da Confluéncia (Ponto 1) e
agua da Jusante (Ponto 2) (Figura 1). Uma
amostra, de agua, de cada um dos pontos foi
coletada no periodo da tarde, no més de
marco, todas na mesma data, com tempo
bom, com sol, temperatura minima de 20°C e
méaxima de 32°C, umidade relativa do ar em
32%, ventos de 9Km/h e pressédo (hPa) de
1009, sendo a média de chuva do més de
marco de 25-120 mm, e nos dias que
antecederam as coletas ndo foram observadas
chuvas (7).

Descricao dos pontos de coleta

Nascente (Mina): localizada em uma
propriedade rural particular dentro da area
agricola do Municipio de Mandaguacu—PR.
Apresenta pouca vegetacdo, do tipo mata
ciliar, sendo observados entulhos arrastados
pela chuva e pela acéo direta do homem.

Ponto 1 (Confluéncia): localizada na
principal area agricola, e existindo préximo ao
ponto de coleta uma propriedade rural
constituida da monocultura da cana de aguUcar.
Nas proximidades ha grande trafego de
automoveis e de pessoas, ponto de pesca e
lazer em dias quentes, por isso, apresenta um
grande acumulo de entulhos. Apresenta
vegetacao diversa.

Ponto 2 (Jusante): dentro da area rural da
Vila  Pulinépolis  (Mandaguacu), situado
proximo a propriedades produtoras da cana de
acucar e de outras culturas, e neste ponto o
Ribeirdo Atlantico liga-se com o Rio Pirapo.
Um barranco constituido de terra e cascalho
serve como estrada e local de pesca e lazer.
Apresenta mata ciliar.
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Figura 1. Localizagéo dos pontos de coleta das aguas superficiais do Ribeirdo Atlantico/ Mandaguagu-PR.

Fonte: Base Cartografica da Copel.

Teste com Allium cepaL.

A técnica aplicada no presente estudo foi
descrita por Kihiman (8), com modificagfes,
usando a reacdo de Feulgen e coloragdo com
o reativo de Schiff. Pequenos bulbos de
cebolas foram adquiridos de uma fonte
comercial e colocados para enraizar em
frascos com agua a temperatura ambiente
(x25°C), aerada, até a obtencao de raizes com
cercade 1 al,5cm de comprimento.

Antes de cada tratamento, algumas raizes
(3 a 5) foram coletadas e colocadas em
solucao fixadora (3 metanol: 1 acido acético),
para servirem de controle do préprio bulbo,
sendo considerado o tempo inicial como Oh.
Em seguida, as raizes destes bulbos foram
colocadas nas respectivas solucdes
tratamento, aguas do Ribeirdo Atlantico, por
24h. Apés o tempo de tratamento, foram
retiradas algumas raizes (3 a 5) de cada bulbo

e acrescentadas a solucdo fixadora. As raizes
restantes nos bulbos foram lavadas com agua
filtrada, para retirar possiveis residuos
presentes nas aguas do ribeirdo, e 0s mesmos
colocados em agua filtrada, para recuperacao,
de eventuais danos ocorridos, por mais 24h, e
posteriormente coletadas e fixadas. No grupo
controle negativo as cebolas permaneceram
durante todo o tempo das amostragens, em
agua filtrada, sendo também coletadas a cada
24h.,

Posteriormente, as  laminas  foram
confeccionadas pelo método de esmagamento
da regido meristematica mais corada das
raizes e montadas permanentes.

A andlise das laminas foi realizada em “teste
cego” em microscépio de luz com objetiva de
40X. Para avaliar as células com alteracdes
morfologicas, estruturais e determinacao do
indice Mitdtico (IM) foram utilizados cinco
bulbos para cada controle, tratamento (dgua
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da Nascente, Ponto 1 e Ponto 2) e
recuperacdo, sendo analisadas 1.000 células
por bulbo, totalizando 5.000 células por grupo.
A andlise estatistica foi realizada pelo teste do
Qui-quadrado  (0=0,05), com auxilio do
programa GrafPad Instat versédo 3.02.

RESULTADOS E DISCUSSAO |

Perfil da amostra

No presente trabalho, em nenhum dos
tratamentos com as amostras das Aaguas
superficiais do Ribeirdo Atlantico, Mandaguacu

- PR, da Nascente, Ponto 1 (Confluéncia) e
Ponto 2 (Jusante) foram observadas
alteracdes celulares e nem cromossémicas
das células meristematicas de raiz de Allium
cepalL.

Os resultados obtidos para o indice de
diviséo celular dos tratamentos com as aguas
do Ribeirdo Atlantico e controle negativo, feito
com agua filtrada, encontrados nos trés
periodos amostrais, apresentam-se na Figura
2.

14 -

Nascente

Controle
Negativo

Grupos
B Co-Oh DBTr-24h ORe-24h

Ponto 1 Ponto 2

Figura 2. indices Mitéticos (IM) médios das células meristematicas de raiz de Allium cepa L., obtidos para cada Controle (Co-Oh), Tratamento (Tr-24h),

com as aguas superficiais da Nascente, Ponto 1 (Confluéncia) e Ponto 2 (Jusante), do Ribeirdo Atlantico de Mandaguagu-PR, e respectiva Recuperagao

(Re-24h).

a- Resultado estatisticamente significativo em relagéo a Re-24h do Ponto 1.

b- Resultado estatisticamente significativo em relagéo ao Tr-24h da Nascente.

Estudos de monitoramento ambiental tém
mostrado efeitos danosos da aplicacédo
indiscriminada de substéncias resultantes de
processos antropogénicos no ambiente
natural, sejam eles efluentes urbanos,
industriais ou da agricultura, tendo levado a
realizagdo de avaliagdes cito e genotdxicas em
diversos ambientes aquaticos poluidos como
mares, rios e lagos, utilizando, para isso,
varios métodos. Em razdo da grande
complexidade envolvida no meio ambiente que
inclui variados modelos de ecossistemas, cada
um deles apresenta-se e responde de forma
diferente, devido as interacdes dos

componentes biéticos e abidticos que o
compde.

Neste estudo, para os indices de divisédo
celular das células de Allium cepa L., a andlise
estatistica mostrou que os resultados obtidos
ndo apresentaram diferencas, estatisticamente
significativas, entre os grupos tratados com as
aguas da Nascente, Ponto 1 (Confluéncia) e
Ponto 2 (Jusante), em relacdo ao controle
negativo em todos os tempos amostrais, ou
seja, as aguas nao apresentaram acao
citotéxica (Figura 2).
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Segundo Smaka-Kincl et al. (9), a andlise
do indice mitético constitui uma ferramenta
confiavel para estudos de monitoramento de
aguas superficiais, pois o nivel de
citotoxicidade de &guas poluidas pode ser
determinado pela taxa de redugdo do indice
mitético. No presente trabalho nado foi
verificado a redugdo do indice de divisdo
celular, por essa razdao as aguas nao
apresentaram potencial citotoxico. Pode-se
verificar ainda, que o Ponto 1 (Confluéncia)
apresentou diferenca, estatisticamente
significativa, entre o tempo de tratamento
(12,4) e a sua respectiva recuperacao (6,9), e
também, quando comparado com o tratamento
com a agua da Nascente (7,5), apresentando
indice mitético mais elevado.

Segundo Cassaro (10), mais de 40% da
regido que compreende o Ribeirdo Pirap6 € de
areas agriculturaveis, o que demonstra que a
vulnerabilidade ambiental esta concentrada
NOS processos erosivos e escoamentos
superficiais, devido ao uso indevido de areas
riparias. O Ponto 1 (Confluéncia) esta
localizado na principal éarea agricola de
Mandaguacu-PR, préximo ao ponto de coleta
existe uma propriedade rural constituida da
monocultura da cana de acucar, podendo
colaborar com o deflavio superficial,
arrastando componentes organicos,
provenientes do processo de adubacéo, nas
aguas do ribeirdo, o que pode ter estimulado
as divisdes celulares mitéticas nas raizes de
cebola apés o tratamento. No entanto, apos as
raizes voltarem para a agua filtrada, o indice
mitético deste grupo diminuiu no periodo da
recuperacdo, tornando-se semelhante ao
resultado do controle, reforcando a hipétese da
acdo efetiva sobre a divisdo celular, em
presenca de compostos organicos.

Esta constatacdo pode explicar o aumento
do indice de divisdo celular no Ponto 1,
durante o tempo de tratamento com a agua do
Ribeirdo Atlantico, além da escassez de mata
ciliar. Quando a mata ciliar esta presente,
reduz significativamente a possibilidade de
contaminacdo das aguas de rios por
sedimentos, residuos agricolas, industriais e
domésticos, conduzidos pelo escoamento
superficial da agua no terreno. Segundo
Piacente (11), uma regido de monocultura da
cana de acUcar, pode provocar inimeros
impactos ambientais oriundos de sua
producéo, tais como, reducéo da
biodiversidade, causada pelo desmatamento e
pela implantacdo da monocultura, a
contaminacdo das aguas superficiais e
subterrdneas e do solo, por meio da pratica

excessiva de adubacdo quimica, corretivos
minerais e aplicacdo de herbicidas e
defensivos agricolas, e o assoreamento de
corpos d'agua, devido a erosdo do solo em
areas de reforma. Além disso, nas
proximidades do local da coleta de agua no
Ponto 1, existe grande trafego de automéveis
e de pessoas, ponto de pesca e lazer em dias
guentes, contribuindo para a deposicao de lixo,
dentre eles compostos organicos, que
somados aos residuos carregados para o leito
do coérrego, podem servir de fonte de
nutrientes para a inducdo da divisao celular,
observada no tratamento com a amostragem
deste local.

Corrobora com os resultados encontrados,
um estudo realizado por Disman et al. (12),
gue avaliou amostras das aguas dos Ribeir6es
Mandacaru, Maringa, Miosotis e Nazareth,
localizados na regido urbana da cidade de
Maringa-PR, pelo mesmo sistema-teste, onde
as aguas também ndo apresentaram atividade
citotoxica. No entanto, verificaram um aumento
do indice de divisédo celular das raizes dos
bulbos tratados com as aguas dos Ribeirdes
Mandacaru e Maringa. De acordo com os
autores, este aumento pode estar relacionado
com a maior descarga de poluentes de origem
organica, observada nesses pontos de coleta.

Sang e Li (13) avaliaram a
genotoxicidade do lixiviado proveniente de um
aterro municipal em células meristematicas de
raizes de Vicia fava, e verificaram que
amostras coletadas em estacdo quente e
chuvosa, ndo apresentaram ac&o citotoxica,
diferente das coletas em estacao fria e seca.
Segundo os autores, em estagfes quentes, 0s
processos de degradacdo microbiolégica séo
mais acelerados e, além disso, ocorre a
diluicdo dos compostos pela precipitacdo de
chuvas. Esses resultados corroboram com os
do presente estudo, apesar de ndo terem sido
verificadas precipitagbes pluviométricas nos
dias que antecederam a coleta, estas
ocorreram em estagdo quente e chuvosa,
consequentemente tem-se a diluicdo de
compostos que poderiam apresentar efeito
toxico sobre as células. Resultados
semelhantes foram encontrados por Peron et
al. (14), e também demonstram essa
correlacao entre periodos quentes e chuvosos
e periodos frios e secos, ao avaliar o potencial
mutagénico e citotdxico das aguas superficiais
do rio Pirapé (Apucarana-PR), em teste com
Allium cepa, estes verificaram que somente as
aguas coletadas no periodo de outono
reduziram, de forma  estatisticamente
significativa, o indice mitético. Contudo, as
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aguas coletadas na primavera nao
apresentaram potencial citotdxico, assim como
no presente estudo. Diusman et al. (15)
verificaram que as aguas dos corregos
Corregozinho, lIsalto, Morangueira e Ozério,
localizados na area urbana de Maringa-PR,
também ndo apresentaram potencial ciotoxico,
pelo sistema-teste das células de Allium cepa
L. Em um trabalho realizado por Mariucci (16),
visando a avaliagdo da qualidade das aguas
do pesqueiro Sao José, localizado na éarea
urbana de Maringa-PR, avaliadas pelo mesmo

sistema-teste, estas também nao
apresentaram efeito  citotdxico, e nem
induziram alteracdes celulares e

cromossdmicas. Utilizando outro sistema-
teste, Silva et al. (17), observaram que as
aguas do pogo, e dos rios Ficha e Minas
Gerais, localizados préoximos a Ubiratd-PR, no
sistema-teste de células da medula 6ssea de
ratos Wistar (Rattus norvegicus) néao
provocaram aumento no ndmero de
aberragcfes cromossdmicas e ndo alteraram o
ciclo de diviséo celular dos ratos.

Muitas sdo as variaveis que podem
influenciar no contexto aquatico e em suas
reacbes com as substancias xenobiodticas.
Variaveis ambientais como potencial
hidrogénico (pH), oxigénio dissolvido (OD),
temperatura da agua e do ar, transparéncia,
turbidez, salinidade e presenca de matéria
organica, podem interferir nas reacfes dos
agentes toxicos com o componente bidtico e
abiotico, influenciando na toxidez dos
compostos quimicos. Também influenciam
nestas reac6es a ocorréncia de chuvas e seu
efeito sobre a profundidade total do rio, bem

como, a possibilidade de arraste de solos,
alterando a composicdo fisico-quimica da
agua.

Segundo Rocha et al. (18), as
estratégias de reducdo da poluicdo de
ambientes aquaticos, devem ter como metas a
diminuicdo do deflivio superficial proveniente
tanto de atividades de natureza urbana quanto
rural, por meio de praticas de manejo que
garantam a qualidade do solo e da agua e a
protecdo das zonas riparias, uma vez que
estas tém um papel relevante na diminui¢cdo do
escoamento superficial.

Mesmo ndo tendo apresentado
potencial citotoxico, o Ribeirdo Atlantico sofre
constante degradacdo por meio de processos
antropogénicos, principalmente da atividade
agricola. Sendo assim, é de extrema
importancia que estudos periddicos de
monitoramento ambiental sejam desenvolvidos
na regido com intuito de preservacdo e
manutencdo da qualidade da agua, tendo
como consequéncia a manutencdo dos
ecossistemas.
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