Acta Toxicol. Argent. (2016) 24 (2): 97-104

Uso do bioensaio com Allium cepa L. e analises fisico-quimicas e microbiolégicas
para avaliacao da qualidade do Rio da llha, RS, Brasil
Allium cepa L. bioassay and physicochemical and microbiological analysis to evaluate
the water quality of the llha River, RS, Brazil

Zimmermann Prado Rodrigues, Gabriela; Dalzochio, Thais; Gehlen, Gunther

Universidade Feevale — ERS- 239, 2755, CEP: 93525-075 Novo Hamburgo, Rio Grande do Sul, Brasil.
gabizpr@gmail.com

Recibido: 10 de julio de 2015
Aceptado: 13 de septiembre de 2016

Resumo. O estudo avalia a toxicidade, citotoxicidade, genotoxicidade e andlises fisico-quimicas e microbioldgicas de amostras
de aguas coletadas em dois pontos (nascente e foz) do Rio da llha - um dos principais afluentes do Rio dos Sinos, RS, Brasil - em
dois periodos: inverno (2014) e verao (2015), através do bioensaio com Allium cepa que fornece esses dados através da men-
suracgéo das raizes dos bulbos, indice mitético e presenga de aberragdes cromossémicas. Os resultados demonstraram niveis
de citotoxicidade principalmente na foz do rio, e alguns parametros (DBO,, fésforo, aluminio, chumbo, ferro, niquel e coliformes
termotolerantes) acima da legislagéo estabelecida, mesmo a regido sofrendo pouco impacto de origem antropica.
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Abstract. This study evaluates the toxicity, cytotoxicity, genotoxicity and physicochemical and microbiological analysis of water
samples collected at sites (source and mouth) of the llha River —one of the main tributaries of the Sinos River, RS, Brazil - in winter
(2014) and summer (2015), by Allium cepa bioassay which provided the data by measuring the roots of the bulbs, mitotic index
and presence of chromosomal aberrations. The results show levels of cytotoxicity especially at the mouth of the river, and some
parameters (DBO,, phosphorus, aluminum, lead, iron, nickel and fecal coliforms) above the limits established by the Brazilian
legislation, despite the localization of the region in an area under minor anthropic impact.
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Introducao

A agua representa o principal constituinte
de todos os organismos vivos, no entanto, o
crescimento populacional associado a inten-
sa utilizacao de agua acarreta na geracao de
fontes poluidoras (Santos e Mohr 2013), como
principalmente o lancamento indiscriminado
de esgotos domeésticos, controle inadequado
dos efluentes industriais e praticas agricolas
errbneas (Mordes e Jordao 2002). Cabe res-
saltar também, que o uso e manejo do solo
em areas agricolas acarretam em alteragdes
na qualidade das aguas superficiais (Andra-
de et al. 2007). Feitosa e Manoel Filho (2000)
relatam que nessas situacdes, o uso de ferti-
lizantes e pesticidas constituem os principais
contaminantes.

Frente a intensa poluicao dos corpos hidricos
buscam-se estratégias eficazes para a identifi-
cacao do quao poluidos estdo os rios (Almeida
e Schwarzbold 2003), visto que estes sao uni-
dades fundamentais das bacias hidrograficas

e ecossistemas continuos que interagem com
os terrestres adjacentes, de tal maneira que as
caracteristicas fisicas e quimicas das aguas
estdo diretamente relacionadas as areas dre-
nadas (Payne 1986). Um controle ineficiente
na qualidade e tratamento das aguas pode
acarretar em varios problemas relacionados a
saude da populagao (Santos e Mohr 2013).

A Bacia Hidrografica do Rio dos Sinos esta lo-
calizada a nordeste do Estado do Rio Grande
do Sul, entre as coordenadas geograficas de
29° 20’ a 30° 10’ de latitude Sul e de 50° 15’
a 51° 20’ de longitude Oeste (Fundagédo Es-
tadual de Protecdo Ambietal - FEPAM 2009),
sendo um dos rios mais impactados da bacia
do Guaiba e do Brasil (Fontanella et al. 2008;
Rechenmacher 2010). O Rio da llha é um dos
principais afluentes do Rio dos Sinos, estan-
do localizado no trecho médio da bacia, no
municipio de Taquara, e sendo caracteriza-
do por baixa densidade populacional, uso do
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solo predominantemente rural com pequenas
propriedades, drenando uma area de 318 km2,
que representa 8,6 % da bacia.

As analises fisico-quimicas e microbioldgicas
determinam caracteristicas necessarias pa-
ra o monitoramento ambiental (Santos e Mohr
2013). No entanto, além dessas analises, a uti-
lizacdo integrada a outros testes como bioen-
saios, pode fornecer dados mais precisos sobre
os efeitos toxicos dos contaminantes na biota
aquatica e possibilitar a aplicacdo precoce de
medidas para a preservacdo do ambiente dos
organismos que nele vivem (Lacerda 2009).

O teste de toxicidade com a espécie Allium
cepa L. foi introduzido por Levan em 1938 (Fis-
kesjo 1985), e tem sido utilizado como ferra-
menta para o biomonitoramento ambiental
(Leme e Marin-Morales 2009). O teste apresen-
ta uma correlacédo de 82 % com testes de car-
cinogenicidade em roedores devido a sua alta
sensibilidade (Leme e Marin-Morales 2007), e
superioridade em relacdo a outros organismos
teste (Arraes e Longhin 2012). O seu numero
reduzido de cromossomos de grande tamanho
(2n=16) e muitas células em divisdo (Ateeq et
al. 2002) facilitam a observacdo de mutacoes
resultantes da acdo de compostos quimicos,
ambientais e radioativos, que também podem
alterar o ciclo celular (Vieira e Vicentini 1997).
Neste contexto, o objetivo do estudo foi ava-
liar a qualidade da agua do Rio da llha através
do bioensaio com A. cepa e analises fisico-
quimicas e microbiologias da agua em duas
estacdes do ano (inverno e verao) a fim de ve-
rificar o potencial téxico, citotéxico e genoto-
xico de substancias presentes na agua.

Materiais e metédos

Amostragem

As amostras de agua foram coletadas em dois
pontos do Rio da llha: nascente (20° 33’ 21.
16”S; 50° 37’ 45.55”0) e foz (29° 40’ 56. 42”'S;
50° 44’ 22. 86” O) nos meses de julho de 2014
(inverno) e marco de 2015 (verao), e realiza-
das de acordo com o Methods for the Exami-
nation of Water and Wastewater (APHA 1998).
Todas as amostras foram acondicionadas em
recipiente térmico, preservadas com gelo e
transportadas ao laboratério num periodo nao
superior a trés horas apés a coleta.

Analise de parametros fisico-quimicos e
microbiologicos

Foram analisados os seguintes parametros:
demanda bioquimica de oxigénio (DBO,), ni-

trogénio amoniacal, fésforo total, sélidos sus-
pensos, aluminio, chumbo, cobre, cromo, fer-
ro, niquel, zinco, coliformes totais e colifor-
mes termotolerantes, pela Central Analitica
da Universidade Feevale, credenciada junto a
FEPAM. A analise dos parametros e sua com-
paracao com os valores de referéncia da Re-
solugdo 357/2005 do Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA), serve para auxi-
liar na avaliacdo da qualidade da agua cole-
tada em cada ponto de amostragem em cada
periodo.

Bioensaios

Para a realizagcdo do estudo, 30 bulbos de A.
cepa foram colocados em agua da torneira
durante 48 horas para estimular o crescimento
radicular (Arraes e Longhin 2012). Posterior-
mente, os mesmos foram expostos as amos-
tras de aguas coletadas no Rio da llha duran-
te 48 horas (Silva e Nascimento 2013), sendo
que um grupo considerado controle foi manti-
do em agua da torneira pelo mesmo periodo.
Para analise de toxicidade, apds o periodo de
exposicao, as trés maiores raizes de cada bul-
bo foram medidas pra observagcao de possivel
inibicao do crescimento das raizes por conta-
minantes (Fiskesjoé 1995).

Quanto a analise de citotoxicidade e genoto-
xicidade, utilizou-se o protocolo proposto por
Guerra e Souza (2002). Brevemente, quatro
raizes de cada bulbo foram coletadas, fixadas
em solugcdo Carnoy durante 6 horas e arma-
zenadas em etanol 70 % a 4 °C para posterior
preparo das laminas. Para a preparacao das
laminas as raizes foram lavadas em agua des-
tilada, submetidas a hidrélise acida (HCI 1 N),
lavadas novamente, coradas em orceina acé-
tica 1 % e entdo montadas em lamina através
de esmagamento manual, conservando-as em
geladeira até a analise.

Foram utilizadas duas raizes de cada bulbo
para a preparacdo das laminas. A avaliacao
da citotoxicidadade foi registrada a partir do
numero de células em divisdo a cada 1000 cé-
lulas (Silva et al. 2010). A genotoxicidade foi
avaliada através da frequéncia de aberragoes
cromossémicas em 100 células em anafase ou
telofase (Dias et al., 2013). As aberragoes fo-
ram consideradas de acordo com Tedesco e
Laughinghouse (2012).

Para a analise estatistica dos dados, foi utiliza-
da a andlise de variancia ANOVA, seguida do
teste de Tukey. As diferencas foram considera-
das significativas quando p<0.05.
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Resultados

A tabela 1 mostra os parametros fisico-quimi-
cos e microbioldégicos medidos para ambos os
locais amostrados. Foram observados valores
de ferro, aluminio e coliformes termotolerantes
acima do limite estabelecido pelo CONAMA
para aguas de classe | nos dois pontos em am-
bos os periodos de coleta, além do aumento
de chumbo nos dois pontos da coleta de inver-
no, e na nascente do rio na coleta de verao, de
niquel na nascente do rio na coleta de verao,
de DBO, na foz (inverno) e nascente (veréo), e
de cobre na nascente do rio na coleta de verao.
Para a analise de toxicidade ndo foram encon-
tradas diferencas significativas entre os pontos
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e grupo controle em ambos os periodos amos-
trados (Tabela 2). Quanto a andlise de geno-
toxicidade ndo foram encontradas aberracdes
cromossémicas em nenhuma das amostras.
Quanto a andlise de citotoxicidade, na cole-
ta de inverno, foi observada uma diminuicdo
significativa do indice mitético para a foz do
Rio da llha quando comparado ao controle e
nascente (p<0.05) (Figura 1), enquanto que
na coleta de verdo, houve um aumento sig-
nificativo do indice mitdtico para ambos os
pontos amostrados em comparagao ao grupo
controle (p<0.001) (Figura 2). A figura 3 mos-
tra as células encontradas durante a analise
microscopica.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos e microbiologicos de amostras de aguas superficiais
coletadas em dois pontos do Rio da llha em julho de 2014 (inverno) e marco de 2015 (verao), em
comparacao com valores limitantes estabelecidos pelo CONAMA para aguas de classe |.

Inverno Verao

Parametro Unidade llha llha foz llha llha foz Legislacao

nascente nascente (CONAMA)
DBO, mg O, L <5 12,0 6,0 n.d. 3
DQO mg O, L 52 16,2 6,1 12,4 -
Fosforo total mg L™ 0,09 0,10 n.d. 0,10 0,1
Nitrogénio amoniacal mg L™ n.d. n.d. n.d. n.d. 3,7
Solidos suspensos totais mg L7 5,7 12,3 15,8 43,4 -
Aluminio mg L7 1,600 1,977 1,57 1,30 0,1
Chumbo mg L7 0,043 0,037 0,012 0,007 0,01
Cobre mg L7 n.d. n.d. 0,011 n.d. 0,009
Cromo total mg L7 n.d. n.d. n.d. n.d. 0,05
Ferro mg L7 1,685 2,713 1,212 2,462 0,3
Niguel mg L7 0,010 0,008 0,038 n.d. 0,025
Zinco mg L7 0,008 0,006 0,047 0,064 0,18
Coliformes totais NMP/100 mL 2490 9320 11194 15531 -
Coliformes termotolerantes NMP/100 mL 980 4260 738 1553 200

n.d.- Nao detectado pelo método.

Tabela 2. Comprimento (cm) das raizes de Allium cepa expostas as amostras de
aguas superficiais coletadas em dois pontos do Rio da llha em julho de 2014 (inverno)
e margo de 2015 (verdo). Dados expressos como médiatdesvio padrdo.

Verao Inverno
Controle 2,62+0,49 3,76+1,41
lIha nascente 2,53+0,49 4,77+0,47
llha foz 2,98+0,37 4,48+1,04
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Figura 1. indice mitético em 1000 células em meristeméticas de Allium cepa
expostas as amostras de aguas superficiais coletadas em dois pontos do Rio da
llha em julho de 2014 (inverno). Dados expressos como média+desvio padrao.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 2. Indice mitético em 1000 células em meristematicas de Allium cepa
expostas as amostras de aguas superficiais coletadas em dois pontos do Rio da
llha em margo de 2015 (verdo). Dados expressos como média+desvio padrao.
Letras diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).
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Figura 3. Células normais de Allium cepa visualizadas em
microscopio optico e fotografadas pelo préprio autor
(1- Células em anafase; 2- Células em interfase; 3- imagem de um campo em
menor aumento com células em metafase (*) e outras fases da divisao celular)

Discussao

De acordo com a PortariaN°2.914 de 12 de de-
zembro de 2011 do Ministério da Saude (Brasil
2011), agua potavel é aquela agua para o con-
sumo humano cujos parametros microbioldgi-
cos, fisicos, quimicos e radioativos atendam
ao padréo de potabilidade e ndo ofereca ris-
cos a saude. Essas condicdes sdo alteradas
por fontes poluidoras como o langamento in-
discriminado de esgotos domésticos, controle
inadequado dos efluentes industriais e prati-
cas agricolas inadequadas (Moraes e Jordao
2002). A resolucao N° 357/ 2005 do CONAMA,
que dispde sobre a classificacdo dos corpos
de agua, classifica as aguas doces em Clas-
ses 1, 2, 3 e 4, sendo a classe 1 destinada ao
abastecimento para consumo humano, apos
tratamento simplificado, e classe 4 somente a
navegacdo. Tendo em vista que para o traba-
Iho foram realizadas coletas no Rio da llha em
duas estacdes, mais coletas com uma menor
periodicidade seriam necessarias para avaliar
o nivel de coliformes termotolerantes e assim,
classifica-lo.

Para melhor embasamento dos parametros
fisico-quimicos e microbioldgicos, foram con-
sultados os dados de pluviosidade da regido
(através do Accuweather), e verificou-se que a
incidéncia de chuva foi maior nos dez dias que
antecederam a coleta de verao (94,5 mm) do
que nos dez dias que antecederam a coleta de
inverno (79,1 mm), o que pode justificar os va-

lores diminuidos de metais na coleta de verao
quando comparados a de inverno. Sanchez-
Chardi et al. (2008), afirmam que metais em
elevadas concentracdes possuem efeitos no-
civos, como alta toxicidade, genotoxicidade, e
também um efeito carcinogénico em humanos
e animais de laboratério, destaca-se que os
maiores valores de metais observados foram
na coleta de inverno. Ressalta-se também um
aumento consideravel dos niveis de coliformes
totais e termotolerantes em ambas as coletas
quando comparados com o estudo realizado
por Fontanella et al. (2008), onde cinco pon-
tos do Rio da llha foram amostrados. Quan-
to a DBO, (que é definida como a quantidade
de oxigénio necessaria para oxidar a matéria
organica biodegradavel sob condi¢cbes aerdbi-
cas, em 05 dias) em elevadas concentragdes
num corpo de agua, sao provocados por des-
pejos de origem predominantemente organica
(Macedo, 2010).

Em relacdo aos resultados obtidos a partir
do bioensaio com A. cepa, o presente estu-
do obteve resultados similares a outros es-
tudos quanto a auséncia de aberracbes cro-
mossoOmicas (Barberio et al. (2009) analisaram
amostras de agua do Rio Paraiba do Sul (Sao
Paulo), Amaral et al. (2007) usaram amostras
do Rio Tapanhon (também no Estado de Sao
Paulo), Junior et al. (2007) coletaram amostras
de um arroio de Estancia Velha, RS). Em con-
trapartida, outros autores encontraram aberra-
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¢oes cromossémicas em rios conhecidamente
poluidos, como Silva e Nascimento (2013) que
avaliaram a citogenotoxicidade de amostras
do Rio Tieté (importante rio do Estado de Sao
Paulo e exemplo de polui¢éo hidrica), e Olivei-
ra et al. (2012) que avaliaram a genotoxicidade
da agua do Rio dos Sinos, com pontos de co-
leta nos municipio de Novo Hamburgo e Sao
Leopoldo.

Apesar do Rio da llha ndo ter demonstrado re-
sultados genotoxicos, apresentou dados sig-
nificativos de citotoxicidade no periodo amos-
tral de inverno na foz do Rio da llha, corro-
borando com dados da literatura que também
foram realizados na bacia do Rio dos Sinos
(Junior et al. 2007; Nunes et al. 2011). Na co-
leta de verdao, houve um aumento significativo
do indice mitético em ambos os pontos do rio
quando comparados ao grupo controle, a li-
teratura sugere que o aumento do indice mi-
totico possa ser tdo prejudicial quanto a di-
minuicao (Odeigah et al. 1997; Marcano et al.
2004; Chandra et al. 2005), inclusive podendo
gerar uma proliferagcéo celular desordenada e,
eventualmente, a formacao de tumores (Leme
e Marin- Morales 2009).

De modo geral, a foz do Rio da Ilha foi o pon-
to que mais obteve dados de citotoxicidade
nos periodos amostrados, o que pode ser jus-
tificado pela maior proximidade aos impactos
antropogénicos. Além disso, mesmo que nao
tenham sido encontrados dados de genotoxi-
cidade e toxicidade, as analises fisico-quimi-
cas e microbiolégicas demonstraram alguns
parametros elevados em ambos os pontos e
periodos amostrados. A avaliacdo deste re-
curso hidrico faz-se relevante por sua proximi-
dade ao principal rio da regido, no entanto, ou-
tros estudos sdo necessarios a fim de verificar
a origem ou possibilidade desses compostos
serem edaficos.
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