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RESUMO

O sistema teste com Allium cepa colabora na avaliacdo do cenario de poluicdo
ambiental e contaminacdo por substancias quimicas em ecossistemas aquaticos. A
indicacdo de toxicidade pode ser observada pela inibicdo do crescimento das raizes
e pelos efeitos adversos causados aos cromossomos celulares no vegetal.
Alteracdes técnicas no teste Allium cepa foram feitas, ao longo dos anos, com a
finalidade de se permitir uma avaliagdo mais abrangente de produtos quimicos,
como por exemplo, a de misturas complexas, que sdo a maioria das amostras
ambientais, e de substancias puras. Assim, o monitoramento ambiental torna-se
uma ferramenta fundamental através do qual se pode avaliar o estado de
preservacao e/ou grau de degradacao dos ecossistemas, fornecendo subsidios para
a proposicdo de estratégias de conservacdo de areas naturais e planos de
recuperacdo dos ecossistemas degradados. O método aqui proposto visa a
otimizacao dos trabalhos experimentais com o uso de Allium cepa como organismo
teste e a obtencdo de resultados confiaveis. O mesmo mostrou-se satisfatorio
quanto ao objetivo de se buscar a eficiéncia nos resultados e eficacia na parte
experimental.
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OPTIMIZATION OF TOXICITY TEST USING Allium cepa AS TEST ORGANISM

ABSTRACT

The Allium cepa test system supports a scenario of environmental pollution and
contamination by chemicals in aquatic ecosystems. The indication of toxicity is
observed by the inhibition of root growth and the adverse effects caused to the plant
cell chromosomes. Technical changes in the Allium cepa were made over the years,
with the purpose of allowing a more comprehensive assessment of chemicals, for
example, complex mixtures, which are the most environmental samples, and pure
substances. Thus, environmental monitoring becomes an essential tool, through
which one can evaluate the state of preservation and/or degree of degradation of
ecosystems, supporting the proposal of strategies for the conservation of natural
areas and recovery plans degraded ecosystems. The proposed method aims at
optimizing the experimental studies on the use of Allium cepa and reliable results.
The same was satisfactory as to its objective of seeking efficiency and efficacy
results in experimental part.

KEYWORDS: Allium cepa, toxicity, test system, optimization.
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1 INTRODUCAO

As consequéncias dos impactos ambientais promovidas por a¢des antropicas
podem ser verificadas pelas alteracdes na qualidade das aguas naturais e na perda
da biodiversidade aquatica, assim, as avaliacbes de concentracdes dos agentes
quimicos presentes em um meio que se dao normalmente via de analises fisicas e
guimicas podem, na busca de respostas mais precisas e rapidas sobre o cenario
dos ecossistemas, serem apoiadas pelo uso de bioindicadores de qualidade que se
mostrem eficazes tendo-se observado seu uso cada vez mais frequente.

Os organismos vivos sdo capazes de produzir um conjunto de informacdes
sobre biodisponibilidade de substancias contaminantes assim como sobre sua
transferéncia para a cadeia alimentar, o que faz dos biossensores 6timas referéncias
para avaliagéo da toxicidade.

A Associacdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT, 2004) define que a
toxicidade € uma propriedade inerente a substancia que produz efeitos danosos aos
organismos expostos durante um determinado tempo, a uma concentracao
especifica; esses efeitos adversos podem ser imobilidade, mortalidade, inibicdo da
reproducéo e reducéo do crescimento dos organismos teste.

Os ensaios toxicoldgicos sao realizados com o objetivo de se determinar o
efeito nocivo de agentes fisicos, quimicos e bioldégicos a diversos organismos
avaliando-se assim o potencial de risco a saude humana e a vida aquatica,
possibilitando um melhor controle e monitoramento da qualidade dos ecossistemas.
Os testes toxicoldgicos com organismos aquaticos usados em estudos de efluentes
liquidos e corpos receptores tem sido um importante instrumento para os 0rgaos
publicos e privados de controle ambiental identificarem problemas de langamento de
misturas de substancias toxicas, estabelecerem prioridades de controle em regides
criticas e viabilizar as a¢des corretivas apropriadas.

O Allium cepa é um vegetal superior muito utilizado por pesquisadores em
ensaios toxicologicos por meio da avaliacdo de parametros macroscopicos como
alteracdo de cor, formato, tamanho da raiz e deformidade e ainda microscopicos
como aberracdes cromossOmicas, pois sao testes praticos, rapidos e eficientes
(LONGHIN, 2008).

O presente estudo propde uma otimizacdo do método de analise experimental
de ensaios de toxicidade com o bioindicador Allium cepa, por meio de observacéo
do aspecto visual do crescimento radicular utilizando-se de imagens e com a
medicdo deste crescimento acompanhada por um método computacional obtendo-
se assim resultados confiaveis e em curto espaco de tempo, garantindo a
integridade do organismo teste.

2 QUESTOES AMBIENTAIS E BIOENSAIOS

A realidade socio-ambiental brasileira dentro do cenario do crescimento do
setor produtivo possui caracteristicas como devastacdo ambiental afetando a
biodiversidade; consciéncia ambiental bastante limitada da sociedade como um
todo; fiscalizagdo ineficiente e muita abertura nos parametros das leis ambientais;
pouca eficiéncia nas medidas mitigadoras de degradacdo ambiental; distribuicdo de
renda desigual agravando a miséria de alguns e gerando graves problemas
ambientais (GOULART & CALLISTO, 2003).

Nas Ultimas décadas, os ecossistemas aquaticos tém sido modificados em
escalas diferenciadas devido a consequéncia negativa de atividades antropicas como
construgbes de represas, mineracdo, eutrofizacdo artificial, introducdo de espécies
exoticas, dentre outros (CALLISTO et al.,, 2005). A contaminacdo a partir destas
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atividades que produzem metais pesados € preocupante, pois muitos Sao
considerados poluentes, e alguns, mesmo em pequenas quantidades sao importantes
para a manutencao da vida; o que os torna ainda mais perigosos a saude humana e
dos animais aquéticos devido ao processo de bioacumulacdo que ocorre ao longo da
cadeia alimentar, o que pode levar a, por exemplo, efeitos bioquimicos ou patologicos
em peixes como reducdo do crescimento, fecundidade e sobrevivéncia, declinio na
reproducdo e abundancia em nivel populacional (SOUZA, 2010). Segundo
MATSUMOTO & MARIN-MORALES (2004) apud AMARAL et al. (2007) certos metais
em solucdo aquosa, podem atravessar a membrana celular ou entrar por processos de
fagocitose ou pinocitose podendo causar danos a estrutura da molécula de DNA.

A cadeia produtiva da industria petroquimica ligada a producéo de derivados,
em expansdo a cada dia, deve considerar a seguranca do meio ambiente j4 que
estas atividades sdo altamente impactantes desde a extracdo até o refino dos
produtos. Neste contexto, 0 meio aquatico € o que causa maior preocupacao pelos
impactos de grande escala causados por vazamentos de oOleos e efluentes das
refinarias. Os organismos expostos aos derivados de petrleo podem ter seu
material genético comprometido, além dos riscos a saude humana e do meio bidtico
(LEME & MARIN-MORALES, 2007).

Os efluentes tratados ineficientemente e descartados no ambiente com alta
carga poluidora mostram que ainda hoje ndo se tém um método adequado de
tratamento estabelecido para residuos liquidos ou efluentes industriais. Algumas
substancias toxicas e persistentes tiveram seu uso proibido e foram substituidas por
outras menos poluentes. Na industria téxtil, por exemplo, aproximadamente 3.000
corantes azos comerciais foram considerados cancerigenos e ndo mais séo
fabricados, contudo alguns paises ainda fazem uso de alguns destes corantes
devido ao seu valor comercial (DELLAMATRICE, 2005).

O estudo das comunidades bioldgicas € importante pelo fato de que permite
gue se constate a saude dos ecossistemas aquaticos e dimensao dos impactos bem
como seus agentes impactantes (GOULART & CALLISTO, 2003).

Por tradicéo a avaliacdo de impactos ambientais de ecossistemas aquaticos é
medida através das concentracdes fisicas e quimicas podendo-se avaliar também os
coliformes totais e fecais (microbiologicos) sendo essas ferramentas instrumentos
importantes para a classificacdo da qualidade das aguas. As vantagens destes tipos
de monitoramento séo a identificacdo de alteracdes das propriedades; deteccdo da
variavel modificada e determinacdo das concentracdes alteradas. O problema esté
na descontinuidade temporal e espacial das amostragens. Os efluentes sélidos
podem ser transferidos para dentro do ecossistema de forma diluida devido a
capacidade de autodepuracdo e do fluxo unidirecional das aguas loticas. Uma
desvantagem deste monitoramento é a dificuldade da deteccdo das alteracbes da
diversidade de habitats e micro-habitats e nas consequentes alteracbes da
qualidade das &aguas sobre as comunidades biolégicas entre si (GOULART &
CALLISTO, 2003).

Os problemas ambientais se intensificaram com o desenvolvimento industrial
ocorrido nas ultimas décadas concomitantemente com o crescimento da demanda
de produtos quimicos, que estdo presentes em elevadas quantidades nos efluentes
domeésticos e principalmente industriais. Essa variedade de substancias quimicas
existentes e a composicao indefinida presentes nos efluentes dificultam a avaliagcéo
dos seus possiveis efeitos toxicos somente pelos métodos fisico-quimicos, o que
deu inicio ao desenvolvimento de métodos mais eficientes para caracterizar essa
mistura de complexos quimicos (REGINATTO, 1998).
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Pesquisas com sementes da espécie de Allium cepa (variedade baia
periforme) sdo usadas como organismo-teste pelo fato de ser um material de anélise
homogéneo (genética e fisiologicamente) e acessivel o ano inteiro, proporcionando
maior confiabilidade para os ensaios realizados (LEME & MARIN-MORALES, 2007).
Segundo CESAR et al. (1997) pode-se determinar o tempo e as concentracdes em
gue o agente quimico ou poluente é potencialmente prejudicial através dos testes
toxicolégicos com organismos vivos. Se a concentracdo do produto for baixa ou o
tempo de contato for insuficiente o efeito pode ndo ser adverso, sendo que altas
concentracbes poderdo ter efeitos prejudiciais em tempos de exposicédo
extremamente curtos (CARNIATO et al, 2007) ao passo que pequenas
concentracfes geralmente produzem efeitos cronicos sub-letais e, até mesmo, letais
durante longos periodos de exposicao.

As desvantagens do uso somente das analises fisicas e quimicas em relagcéo
as respostas biolégicas do bioindicadores de degradagdo ambiental, sdo que os
resultados mostram somente 0 registro momentaneo da biota aquatica,
necessitando de grande quantidade de andlises; as medi¢cdes quimicas nao
conseguem detectar perturbacdes sutis no ecossistema quando realizadas distante
da fonte poluidora (BUSS et al., 2003). Sendo que as metodologias biol6gicas séo
eficazes na avaliagcdo de poluicdo ndo pontual, trazendo beneficios para avaliagdes
em escala regional.

CALLISTO et al. (2001) afirmam que desde o inicio do século XX, tém-se
intensificado a difusdo do uso de organismos aquaticos em avalia¢cdes de qualidade
da 4gua devido a sua capacidade em acumular poluentes, mostrando a longo prazo
valores reais da concentracdo dos mesmos, diferentemente das afericdes fisico-
quimicas. A primeira abordagem com o objetivo de determinar indicadores biologicos
da qualidade das aguas com base cientifica foi realizada na Alemanha. Os primeiros
experimentos foram feitos com bactérias, fungos e protozoarios por Kolkwitz e
Marsson (BUSS et al.,, 2003). Segundo esses autores o0s bioindicadores sao
espécies escolhidas por sua sensibilidade ou tolerancia a varios parametros, como
poluicdo organica ou outros tipos de poluentes.

Para JOHSON et al. (1993) apud BUSS et al. (2003), um indicador bioldgico
ideal deve possuir diversas caracteristicas dentre elas: ser taxonomicamente bem
definido e facilmente reconhecivel pela sociedade comum; possuir distribuicdo
geografica ampla; ser abundante ou de facil coleta; ter baixa variabilidade genética e
ecoldgica; primar por tamanho grande; ter baixa mobilidade e longo ciclo de vida;
dispor de caracteristicas ecologicas bem conhecidas e poder ser usado em estudos
laboratoriais. O uso de macréfitas aquaticas, peixes e macroinvertebrados sao
partes de metodologias desenvolvidas no uso de programas de monitoramento,
porém, varios autores afirmam que o grupo de macroinvertebrados benténicos é o
mais testado e utilizado (BARBOUR et al., 1999), mesmo podendo se usar varios
organismos diferentes.

O monitoramento bioldgico € uma importante ferramenta na avaliacdo da
relacdo das comunidades bioldgicas com as modificagbes originais do meio. A
realizacdo do mesmo deve ser por meio de aplicacdo de protocolos de avaliacao,
indices biolégicos e multimétricos, usando os bioindicadores de qualidade de agua e
habitat. BARBOUR et al. (1999) indicam os métodos de levantamento e avaliacdo de
alteracbes das espécies e indices de diversidade; abundancia de organismos
resistentes; perda de espécies sensiveis; medidas de produtividade primaria e
secundéria e sensibilidade as concentracdes de substancias toxicas como 0s mais
utilizados.
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2.1 ORGANISMOS BIOINDICADORES
Na Europa, a pouco mais de um século, surgiu a ideia de utilizar os
organismos existentes nos ecossistemas aquaticos como bioindicadores de
qualidade de agua, associando-se a poluicdo do meio. Segundo PASQUALETTO
(2004) as normas técnicas no Brasil que regem o uso de bioindicadores foram
baseadas nos paises europeus, porém aqui é pouco difundida. O mesmo autor cita
0S organismos vivos indicadores de qualidade de aguas conforme o quadro 1.

Quadro 1: Organismos bioindicadores de qualidade de aguas.

Intolerantes a poluicédo Tolerantes a poluicdo
Fitoplanctons e zooplanctons: Pompholux
Besouros (Coleoptera) sulcata, Filinia logiseta e Anabaena
circinalis
Libélulas (Odonata) Moscas

Algas microscopicas (Microcystis
aeroginosa)

Grupo: Ephemeroptera, Plecoptera
e Tricoptera

Fonte: PASQUALETTO (2004).

Mosquitos (Diptera)

Minhocas d’agua (Oligochaeta)

A elevada sensibilidade as alteracdes ocorridas no meio ambiente e o ciclo de
vida relativamente curto (observacdo de efeitos tdxicos em vérias geracdes) sédo
algumas das vantagens em se utilizar algas em testes de toxicidade. As algas,
produtores primarios, situam-se na base da cadeia alimentar, sendo que qualquer
alteracdo na dinamica de suas comunidades afeta os niveis troficos superiores do
ecossistema fazendo com que seja um importante indicador biolégico. Como
exemplos de algas utilizadas em testes toxicolégicos destacam-se: as algas verdes
e as uni-celulares de agua doce Chlorella vulgaris, Scenedesmus subspicatus e
Pseudokirchneriella subcapitata (COSTA et al., 2008).

O uso de crustaceos de agua doce também é bastante difundido nos testes
ecotoxicoldgicos isso se deve ao fato do uso desses organismos apresentarem
inmeras vantagens, como: a) importancia em varias cadeias alimentares; b) fonte de
alimento para peixes; c) ciclo de vida relativamente curto; d) facilidade para cultivos em
laboratério; e) sensibilidade a varios contaminantes do ambiente aquético; f)
reproducéo assexuada garantindo a producéo de organismos geneticamente idénticos,
permitindo assim, a obtencdo de organismos-teste com sensibilidade constante e Q)
serem organismos de tamanho pequeno, com necessidade de menores volumes de
amostras-teste e dgua de diluicdo do que os testes realizados com algas e peixes
(COSTA et al., 2008).

Outros animais que tém sido considerados promissores como bioindicadores,
por serem abundantes em muitos ecossistemas terrestres e aquaticos, sendo
facilmente disponiveis para coleta, sdo os moluscos, que, além disso, sdo altamente
tolerantes a diferentes poluentes e exibem altas taxas de acumulacdo destes,
particularmente de metais pesados. Da mesma forma, as aves tém sido largamente
utilizadas como bioindicadores, por estarem no topo da cadeia alimentar, serem
sensiveis a produtos téxicos, por responderem a mudancas sutis no ambiente, e
também por causa da sua alta taxa metabolica (SOUZA, 2010).
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Os principais bioindicadores utilizados na avaliacdo de impactos ambientais
de ecossistemas aquaticos sdo macroinvertebrados benténicos (organismos com
corpo de tamanho superior a 0,25 mm que vivem em sedimentos de ecossistemas
aquaticos) peixes e comunidades perifitica (OLIVEIRA et al., 2005).

Em se tratando dos peixes, para POWERS (1989) apud FERNANDES (2005),
esses animais reunem caracteristicas que o0s tornam excelentes modelos
experimentais para estudos de toxicologia aquatica, onde sado utilizaveis, para
indicarem o perigo de substancias quimicas em potencial ou a possivel poluigdo
ambiental. Esses organismos aquaticos acumulam substancias quimicas por
exposicdo direta ou através da cadeia alimentar do ecossistema de maneira indireta
como afirma ATEEQ et al. (2002) apud FERNANDES (2005).

Os peixes sdo o0s principais representantes dos consumidores secundarios
nas cadeias alimentares. Diversas espécies sao utilizadas como bioindicadores. No
Brasil a espécie mais utilizada é o Danio rerio (peixe paulistinha ou peixe zebra). O
Danio rerio € um peixe pertencente a familia Ciprinidae; também utilizado na
avaliacdo da qualidade de sedimentos, pode ser empregado tanto no estagio larval
quanto no adulto (PASQUALETTO, 2004).

Para se avaliar a presenca de substancias com potencial causador de efeitos
teratogénicos e carcinogénicos em humanos, permitir-se utilizar peixes mantidos em
laborat6rio e que sao facilmente expostos a substancias téxicas, € o que relata
HARSHBARGER & CLARK (1990) apud FERNANDES (2005).

2.1.1 Allium cepa COMO ORGANISMO TESTE

As plantas superiores sdo excelentes modelos genéticos para detectar
mutagénicos ambientais e sdo usados em estudos de monitoramento
(FERNANDES, 2005). Dentre os vegetais superiores utilizados como modelos-teste,
a espécie de Allium cepa vem se destacando como um eficiente modelo genético de
monitoramento ambiental. A espécie é indicada pela sua elevada sensibilidade e
excelente correlacdo com outros sistemas-teste, principalmente com os de
mamiferos. Estes fatores sdo relevantes para avaliagdo mais minuciosa de riscos
ambientais, bem como para andlise de outros organismos alvos, como, por exemplo,
o0 homem (FISKESJO, 1985). Para FISKESJO (1985), o sistema teste com Allium é
bastante recomendado como um teste padrao para a toxicidade pelo fato de o0 mesmo
ser de facil execucao e os resultados obtidos serem rapidamente reprodutiveis.

O teste com Allium cepa evidencia um cenario de poluicio ambiental e
contaminacgao por substancias quimicas em ecossistemas aquaticos. A indicacéo de
toxicidade é observada pela inibicdo do crescimento das raizes e pelos efeitos
adversos causados aos cromossomos (FISKESJO, 1995).

O Allium cepa vem sendo usado para avaliar danos no DNA (aberracbes
cromossoOmicas e disturbios no ciclo mitético) para determinados tipos de bioensaios.
O vegetal é usado para este tipo de andlise desde a década de 40 até os dias
atuais, avaliando agentes quimicos, contribuindo para a sua aplicacédo crescente no
monitoramento ambiental. Os testes com essa espécie tém mostrado uma
correlacdo de 82% deste teste com o de carcinogenicidade em roedores devido a
sua alta sensibilidade (LEME & MARIN-MORALES, 2007). Além disso, estudos de
sensibilidades entre vegetais superiores tém mostrado maior sensibilidade da
espécie Allium cepa em relacdo a outros organismos teste.

Segundo MATSUMOTO & MARIN-MORALES (2004) apud AMARAL (2007) o
uso de Allium cepa se da pelo fato de que séo faceis de serem armazenadas,
manuseadas e as ceélulas da raiz constituem um sistema conveniente tanto para

ENCICLOPEDIA BIOSFERA, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.8, N.14; p. 1963 - 2012



parametros macroscopicos (crescimento, deformidade), quanto para parametros
microscoépicos (aberragbes cromossémicas).

Segundo FISKESJO (1995), a raiz € comumente a parte da planta que entra
em contato com os poluentes do solo ou da agua. A observacédo do sistema teste do
crescimento radicular tem mostrado que essa planta é bastante sensitiva quando da
presenca de contaminantes ambientais (substancias soltveis em agua).

Para LEME & MARIN-MORALES (2009), dois conceitos S0 necessarios ao
entendimento dos estudos de monitoramento com Allium cepa, a) aberracdes
cromossOmicas (AC) sao alteragcbes cromossémicas em qualquer estrutura ou no
ndamero total de cromossomos, podendo ocorrer tanto espontaneamente, como
resultado da exposicéo fisica ou de agentes quimicos; b) indice mitotico (IM) € o
namero total de divisdo de células no ciclo celular. Tanto a redugdo como o aumento
do IM sdo indicadores importantes no monitoramento da poluicdo ambiental,
especialmente para a avaliacdo de contaminantes toxicos que apresentam potencial
citotoxico. De acordo com estudos epidemioldgicos, pessoas com elevadas
frequéncias de AC apresentam maiores riscos de desenvolvimento de céancer.
Assim, para que se garanta um ambiente seguro e saudavel, testes bioldgicos para
avaliacdo de AC como endpoint de agentes quimicos tém sido aperfeicoados.
Dentre estes sistemas-teste, o teste de Allium cepa tem se caracterizado como um
modelo rapido e eficiente na avaliacdo da genotoxicidade causada por poluentes
ambientais, como para a avaliacdo de qualidades de aguas (LEME & MARIN-
MORALES, 2007).

Os testes ecotoxicoldgicos com Allium cepa sdo de baixo custo, facilmente
manipulado e tem vantagens sobre outros testes de curto prazo, que exigem
preparacdo prévia das amostras testadas. Além disso, esse sistema fornece
informagdes importantes para avaliar os mecanismos de acdo de um agente em
relacdo aos efeitos sobre a genética material (efeitos clastogénicos e/ou
aneugénicos) (FERNANDES, 2005). Outra vantagem do teste de Allium cepa € a
possibilidade de expor o organismo teste diretamente para misturas complexas sem
tratamento prévio da amostra (LEME & MARIN-MORALES, 2009).

Ao longo dos anos, alteracdes técnicas no teste Allium cepa foram feitas a fim
de permitir uma avaliacdo mais abrangente de produtos quimicos, como a de
misturas complexas, que compreendem a maioria das amostras ambientais, e as de
substancias puras. Segundo LEME & MARIN-MORALES (2009) as adaptacdes do
teste de Allium cepa foram feitas por FISKESJO (1985) visando tornd-lo um
organismo teste para sistema de monitoramento. As modificacbes propostas
permitem a avaliacdo de compostos sollveis e insolliveis em agua e dos efeitos do
complexo de misturas.

2.2 DESENVOLVIMENTO DO BIOMONITORAMENTO E PERSPECTIVAS DE
APLICACAO

Apesar de o Brasil possuir uma das legislacdes mais rigida do mundo, néo
possui em seu quadro de leis sobre o0s recursos hidricos que menciona o uso de
biomonitoramento para avaliagdo da qualidade das aguas. Alguns trabalhos vém
sendo desenvolvidos nas regibes sudeste e sul, nessa linha de uso de
bioindicadores para avaliar a qualidade dos recursos hidricos, porém estao restritos
a ecossistemas lénticos. Os trabalhos desenvolvidos em ecossistemas l6ticos na
maioria das vezes ndo recebem infraestrutura adequada para analise ambiental,
levando a programas de biomonitoramento incompletos. O que por vezes funciona
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de forma mais eficaz sdo as parcerias entre agéncias ambientais com universidades
através das pesquisas académicas (BUSS et al., 2003).

A aplicacdo do biomonitoramento no Brasil contribui para a reducdo de
custos, o aumento da eficiéncia de analise e a simplificacdo dos resultados, e
consequentemente colabora com os gestores de bacias hidrograficas, permitindo a
participagcdo comunitaria por intermédio de grupos de voluntarios (BUSS et al.,
2003).

No Brasil ainda ndo é muito difundido a utilizacdo de macroinvertebrados
bentonicos em estudos de impacto ambiental, porém no Estado de Minas Gerais
essa realidade é um pouco diferenciada. A consciéncia em relacdo a estes métodos
de avaliacdo de impactos existentes € maior. Apesar de recente no pais (menos de
20 anos), o estudo ecoldgico destes organismos como bioindicadores de qualidade
de agua, é amplamente utilizado em paises da Europa (Inglaterra e Espanha),
Australia, Estados Unidos e Canada. Os Estados Unidos apresentam-se em um
estagio mais avancado no que concerne a utilizacdo dos macroinvertebrados e
outros grupos de organismos na avaliacdo de impactos ambientais. Essa realidade &
notada pelo fato de que 42 dois dos 50 estados que constituem o pais, utilizam
indices biolégicos multimétricos (GOULART & CALLISTO, 2003).

Um aspecto fundamental a ser considerado em um programa de
monitoramento € a habilidade em traduzir a informacgéo tanto para os gestores
ambientais quanto para o publico em geral. Assim, torna-se estritamente necessario
0 uso das ferramentas originadas por programas de biomonitoramento que permitem
a formacdo de grupos de monitores ambientais voluntarios nas comunidades, pois
por vezes sao estes que realizam o levantamento de dados com qualidade (BUSS et
al., 2003).

As agéncias ambientais tém apresentado algumas sugestdes para 0 uso de
biomonitoramento, mas a falta de estudos que estabelecam padrées de coleta,
identificacdo, avaliacdo e classificacdo reduz a aplicabilidade dessas metodologias.
Para BUSS et al., (2003), o desafio primordial para os paises em desenvolvimento
encontra-se na necessidade urgente de instalacio de programas de
biomonitoramento, tanto a etapa ‘basica’ quanto a ‘aplicada’ devem ser realizadas
simultaneamente, 0 que pode acarretar alguns problemas em sua fase inicial, sem
no entanto impedir sua aplicacao.

A saude dos ecossistemas aquaticos esta intimamente ligada a preservacéo
dos mesmos. Assim, um estudo realizado em determinado momento num rio deve
ser uma base para se levar adiante a criagdo de um programa de monitoramento a
longo prazo do ecossistema (CALLISTO et al., 2001).

3 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados no periodo de agosto a novembro de 2010,
em dois momentos diferentes, sendo um de observacdo e o outro de registro
fotografico do crescimento radicular de Allium cepa. O método de andlise do
crescimento das raizes foi realizado por meio de registro fotografico e posterior
medicdo em programa de computador (Adobe Photoshop versao CS2).

No primeiro experimento foram utilizadas dez réplicas do organismo Allium
cepa de tamanhos médios adquiridas em comércio local. As réplicas foram
descascadas e a parte da raiz cortada superficialmente. Em seguida foram
colocadas em recipientes com agua de abastecimento publico, onde uma parte da
raiz ficou em imersdo nesse liquido para garantir o crescimento de novas raizes.
ApoOs quatro dias, com a utilizacdo de um suporte, foi realizado um registro
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fotografico para todas Allium cepa de duas formas distintas, frontal e lateral (Figura
1).

G | (B)
Figura 1 : Aspecto visual frontal (A) e lateral (B).
Foto: A.I.O.M. Arraes, 2010

A partir da definicdo da melhor técnica para a realizacdo das imagens, um
segundo sistema foi montado o que permitiu a realizacdo das observacfes do
crescimento radicular. A avaliacdo transcorreu por um periodo de cinco dias em
agua tratada de abastecimento publico. A metodologia baseou-se no método padréo
proposto por FISKESJO (1985) o qual enfatiza que o parametro macroscopico mais
importante a ser analisado € o crescimento das raizes, mas que outros parametros
podem ser considerados no processo de andlise, como a mudanca de cor da cebola,
a turgescéncia, o formato da raiz e a medicdo da raiz. O autor ainda recomenda a
montagem do sistema com o minimo de 20 (vinte) % maior de unidades, pois se
ocorrer necrose ou 0 ndo desenvolvimento, poderéo ser descartadas no primeiro ou
segundo dia as unidades problematicas e ainda se trabalhar com quantidade
suficiente para a obtencao dos resultados.

O experimento consistiu de dez unidades de Allium cepa, colocadas em
recipientes plasticos de 200 mL com a parte da raiz em contato com agua, sendo
gue todas foram estacadas. O equipamento fotogréafico foi encaixado de forma que a
altura se mantivesse constante, um papel milimetrado foi colocado na base, munido
de uma régua permitindo uma melhor visualizacdo das medidas. Apartir do segundo
dia acrescentou-se agua permitindo a manutencdo do volume nos recipientes. O
equipamento fotogréafico utilizado foi de marca Samsung modelo CB 550, as fotos
foram realizadas em intervalos de vinte e quatro horas. Ao final do processo, as
unidades do vegetal foram destruidas e descartadas em lixo comum.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um modelo padrao de testes de toxicidade deve apresentar boa performace,
resultados rapidos e reprodutiveis. O bioindicador Allium cepa, como sistema teste
para medicdo de ensaios ecotoxicolégicos propicia esta performance além da
vantagem de poder se evitar o uso de animais mamiferos e posteriormente sacrifica-
los.

O gquadro 2 descreve os apectos visuais das unidades de Allium cepa apés
48h de realizacdo do primeiro experimento. Nesta etapa n&do foram realizadas
observagbes quanto ao comprimento radicular maximo atingido pelos 10 diferentes
organismos e aspecto fisiologico.
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Quadro 2 : Aspectos observados para o primeiro conjunto experimental
Unidade Aspectos visuais observados

Pouco crescimento e quantidade significativa de raizes

Baixo crescimento e disforme

Bulbo necrosado

Crescimento disforme e quantidade significativa de raizes

Crescimento disforme e pequena quantidade de raizes

Crescimento disforme e quantidade significativa de raizes

Crescimento mediano e disforme

Pouquissimo desenvolvimento e de forma irregular

Crescimento mediano e disforme

Pouquissimo desenvolvimento e de forma irregular

Blolo~No o swNk

A partir dos resultados discrepantes no crescimento radicular do primeiro
experimento, observou-se a necessidade de uma homogeinizacdo de tamanho e
massa dos organismos testes para melhor eficiéncia no contato com a agua. No
segundo experimento as amostras foram selecionadas e observou-se um
crescimento radicular homogéneo apds 24 horas de experimentacdo. Nesta etapa os
organismos ndo apresentaram necrose nos bulbos sendo entdo o crescimneto
radicular acompanhado por meio de imagens (fotos) coletadas a cada 24 h e tempo
maximo de 120 h.

Para a determinacdo do comprimento radicular foi utilizado o programa de
computador Adobe Photoshop versdo CS2 no tratamento das imagens obtidas, pois
este programa permite o registro das medidas de linha reta em pixels sendo que um
pixel € o menor ponto que forma uma imagem digital.

A observacédo da imagem no programa permitiu a constatacdo de que um
pixel equivale a 12,56 mm (milimetros), esta medida foi realizada utilizando-se uma
régua como base (Figura 2). Para 10 cm (100 mm) encontrou-se 1.256,00 pixels;
portanto 1 pixel equivale a 12,56 mm.

medida =
em pixels

o

Figura 2: Determinacdo da relagao
unidade meétrica
(cm)/pixel.

Foto: A.l.LO.M. Arraes, 2010

Para o calculo do comprimento das raizes procedeu-se da mesma maneira.
Apos tracada a linha reta na raiz, encontra-se 0 niumero em pixel e entdo se faz a
divisdo por 12,56 mm para encontrar a medida da raiz em milimetro (Figura 3). As
etapas executadas séo:
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Etapa 1: Apdés a abertura do programa acessa-se a ferramenta de medicao
localizada na lateral esquerda da tela;

Etapa 2: A seguir faz-se o tracejamento da linha de medi¢cao na raiz de um ponto a
outro;

Etapa 3: Posteriormente acessa-se a opcao “info” pela barra de ferramenta window;
Etapa 4: Para concluir, a janela do painel de informacdes € aberta trazendo a
medida da raiz em pixel.

medidado \ .
comprimento
da raiz

[E=]

linha de
medigdo

T

() e
Figura 3: (A) e Tracejamento da linha de medigédo na raiz (B) janela

do painel de informac6es com a medida da raiz em pixel.
Foto: A.l.O.M. Arraes, 2010

As medidas do comprimento radicular das dez unidades de Allium cepa,
foram registradas por meio de imagem fotografica (Figura 4) do primeiro ao quinto
dia perfazendo um total de 120 horas e registradas na (Tabela 1).

© 0 NG A WN =
BN o v o o~ w NS

1)35,81 mm 4)29,23 mm 7)32,25 mm 1) 36,54 mm _4) 55,4@“
2)31,91 mm 59,37 mm 8 10,92 mm 220,05 mm 5 33,86'mm 512
3)29,55 mm 6) 34,13 mm 9)22,65 mm 3)55,5 mm _QA% mm ahlg

(A) (B)

Figura 4: Allium cepa ap0s 96 h (A) e 120 h de ensaio (B).
Foto: A.l.O.M. Arraes, 2010

Para efeito de comparacdo e comprovagdo da validade da metodologia
proposta, foram realizadas também medidas dos mesmos organismos teste com o
equipamento tradicional, paquimetro ou régua, sobre papel milimetrado. O estudo
mostrou que as medidas obtidas pelo método proposto ndo difere da medida
referéncia (régua), pois as médias obtidas para ambos ndo apresentaram variacao
significativa.

ApGs a montagem e treinamento da técnica para coleta da imagem, observou-
se que o tempo gasto era em média de um minuto para cada posicao (frontal e
lateral). Na realizacdo da medi¢cdo com a régua o tempo minimo é de cinco minutos,
0 que é consideravel tendo em vista a exposicao do organismo ao ar, 0 que traz
riscos para as raizes que além de se desidratarem devido estarem sem contato
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direto com o0 meio nutriente de crescimento, ficam expostas aos intemperes do clima
compromento os resultados subsequentes.

Outra dificuldade observada é com relacdo ao angulo em que se fez o registro
fotogréfico. Focou-se somente em um lado do organismo, dificultando a visualizagéo
das raizes na parte inferior. Para melhor rastreamento da quantidade e tamanhos de
cada raiz é necessario que seja feito o registro em mais de um angulo e com
atencao para nao se registrar raizes em duplicidade.

A amplitude do uso de Allium cepa combina analise de toxicidade e
mutagenicidade, aspectos macroscopicos e microscopicos; sendo mais um motivo
pela grande aceitacdo desse sistema teste. Caso 0s resultados da substancia
quimica testada forem positivos sdo considerados como 6tima indicacdo de que
existe um risco bioldgico aos organismos expostos.

TABELA 1: Comprimentos das raizes dos organismos teste Allium cepa apés 120
horas de ensaio.

Comprimento (mm)

Unidade / 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tempo (h) | n=8 | n=22 | n=14 | n=3 | n=23 | n=16 | n=15 | n=22 | n=12 | n=23

120 12,87 51,02 144,98 52,12 37,16 | 51,94 | 19,53 | 43,12 | 36,54 | 46,35
13,30 56,17 (55,14 | 38,89 | 49,18 | 39,96 | 52,51 | 54,42 | 20,05 | 27,63
3,75 44,19 24,46 | 23,77 | 39,45|31,82 66,59 28,11 | 55,5 | 25,74
48,75 (49,20 | 56,67 | 47,00 43,54 |37,55|61,95|16,45| 55,76 | 39,49
6,57 56,09 56,58 | 7,99 |37,29[39,90 52,79 54,19 | 33,86 | 15,36
1,54 | 5,31 | 16,61 | 48,44 | 48,37 | 37,36 | 59,25 | 54,86 | 48,42 | 45,15
7,88 | 6,27 | 22,89 |55,23 40,64 | 48,98 | 58,80 | 18,84 | 43,9 | 54,39
1,14 145,82 |50,71|25,80|16,96 | 55,22 | 58,59 | 50,54 | 45,47 | 6,31
38,00 55,41 /12,49| 25,41 56,08 | 10,88 | 23,77 | 13,62 | 53,79
59,05[15,29 |51,69|35,36| 6,01 |34,00|47,96 | 55,06 |45,46
32,81 15,76 /11,30 14,31 [43,50|58,92 20,12 | 26,27 | 2,57
8,54 [11,70|32,50|35,67|18,83|32,19 | 54,56 | 33,8 | 56,05

60,29 | 46,08 | 40,29 | 30,61 | 57,78 | 48,67 | 53,84 11,46
26,47 | 9,47 38,31 59,48 | 54,34 | 6,94 19,03

16,09 27,86 | 44,96 | 34,43 | 50,13 42,96

53,18 36,04 | 59,45 69,18 21,40

16,09 41,78 60,98 69,27

58,82 47,47 41,75 62,16

53,12 49,49 30,09 51,77

24,03 47,97 61,01 39,36

26,59 46,06 35,02 43,07

62,86 27,81 29,98 61,25

36,33 54,04

Média |11,97 | 38,64 | 34,41 |34,42 | 37,09 | 43,05 | 46,90 | 41,17 | 39,02 | 38,87

Desvio
Padrdao |15,56 (19,37 |19,16|16,73|9,764 14,96 |16,69|17,11|14,11 19,04
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5 CONCLUSAO

O modelo proposto de otimizacdo de ensaios de toxicidade de ecossistemas
aguaticos com o bioindicador Allium cepa, como objeto de estudo desta pesquisa,
mostrou-se recomendavel, aceitavel e de facil operagédo. Os estudos para avaliacdo
de toxicidade de efluentes ou residuos em vegetais superiores medindo-se 0
desenvolvimento de raizes ou a inibicdo do crescimento através de um nutriente por
determinado tempo tem sido de grande utilidade e valia no meio académico e de
pesquisadores.

A observacdo visual das raizes de Allium cepa com o método otimizado
mostrou que a medi¢cdo do comprimento radicular ndo difere com relacdo a medicao
tradicional. O método de observacdo e medicdo do aspecto macro, crescimento
radicular tradicional pode gerar consequéncias negativas ao vegetal pois expde a
planta as variacbes do clima. Este aspecto compromete seu desenvolvimento
(necrose do bulbo) podendo ser agravado em ambientes de clima seco e de
umidade baixa como acontece na cidade de Goiania em alguns periodos do ano.

Durante o periodo de estudo pode-se comparar o tempo do trabalho pratico
em relacdo aos registros visuais com a medicdo pela régua das raizes e pelo
método otimizado. Ficou evidente que a pratica experimental proposta reduziu o
tempo de analise devido a técnica de imagem utilizada para a determinacdo do
comprimento radicular ser simples e extremamente rapida. A metodologia levou a
resultados confiaveis em um menor tempo. Assim, o método de medicdo do
comprimento das raizes por meio de imagens vem ao encontro de minimizacdo de
erros e eficiéncia no processo experimental.
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