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RESUMO

A gestdo dos recursos hidricos necessita da integracdo entre os critérios fisicos e
quimicos, e o0s aspectos bidticos, os quais possibilitam identificar os efeitos combinados
de substincias e avaliar suas influéncias. Os sistemas testes Allium cepa e
Tradescantia pallida, sao utilizados para o estudo da poluigdo aquatica a partir de
aspectos citogenéticos. Além destes biomarcadores, os teores de clorofila também sao
utiizados em estudos de estresse devido ao reflexo a multiplos fatores. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a qualidade da &4gua da lagoa Juara (Municipio de
Serra/ES) pela andlise integrada de aspectos fisicos, quimicos e ecotoxicolégicos a
partir de estudos citogenéticos em A. cepa e T. pallida, e fotossintéticos nesta ultima
espécie. Foram definidas trés estagdes amostrais ao longo da lagoa e a partir de
amostras de agua foram analisados parametros tais como condutividade, oxigénio
dissolvido, concentracdo de nutrientes e metais. A determinacédo dos metais ocorreu por
analises de espectrometria de massa. O teste do A. cepa foi realizado a partir sementes
germinadas em amostras de agua da lagoa. Com plantas de T. pallida, foi realizado o
ensaio da mitose em ponta de raiz de T. pallida e dosado os teores de pigmentos
cloroplastidicos em folhas totalmente expandidas. Para tanto, foi realizado ensaio
utilizando-se a agua da lagoa como solvente para solu¢cdo de Hoagland onde estacas
previamente enraizadas de T. pallida foram expostas durante 24 horas e 40 dias para
as avaliagoes citogenéticas e fotossintéticas, respectivamente. Foi realizado novo teste
do A. cepa nas aguas da lagoa apds os 40 dias de ensaio para aferir a manutencao das
propriedades quimicas das amostras. A avaliagdo citogenética nas duas espécies
envolveu a analise dos indice mitético (IM), indice de aberragdes cromossémicas (AC) e
frequéncia de micronucleos (MN). Para a analise estatistica foi utilizada a anélise de
variancia seguida pelo teste de Tukey (p < 0.05) para a comparacao dos tratamentos
durante a mesma campanha, e teste de Bonferroni (p < 0,05) para a comparagéo entre
as campanhas. Os resultados fisicos e quimicos mensurados demonstram que a lagoa
Juara apresenta indicios de eutroficacao artificial. Duas estac6es amostrais, em pelo
menos uma campanha amostral, apresentaram potenciais citotéxico, genotdxico e
mutagénico. Todavia, esses potenciais ndo demonstram relagcdo com os teores de Fe e
Mn quantificados, levando a crer que tais pontos apresentam outros potenciais
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poluentes. Os danos citogenéticos observados apresentaram efeitos maximizados
durante a segunda campanha, demostrando o efeito do periodo de chuva na
intensificacdo da poluicdo nesse ambiente. O estudo do metabolismo fotossintético em
T. pallida, demonstrou os teores de pigmentos cloroplastidicos relacionados ao elevado
aporte de nutrientes presentes nas estacées J2 e J3. Sendo o excesso destes, o
provavel responsavel pelo teor inferior de pigmentos em J3. Observa-se que 0s ensaios
com A. cepa e T. pallida responderam de maneira fidedigna ao risco potencial do
ambiente, complementando as analises fisicas e quimicas usualmente utilizadas na

avaliagdo da qualidade da agua de ambientes lacustres.

Palavras-chave: Allium cepa; Tradescantia pallida; citotoxicidade; genotoxicidade;

mutagénicidade; pigmentos cloroplastidicos.
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ABSTRACT

The management of water resources requires the integration of the physical and
chemical parameters, and biotic features, which make it possible, identify the combined
effects of substances and their influences. The Allium cepa and Tradescatia pallida test
systems are used for the study of water pollution from cytogenetic aspects. In addition to
these biomarkers, the contents of chlorophyll also are use in studies of stress due to
reflection to the single or combined factors. The objective of this study was to evaluate
the water quality of the Juara pond (Municipality of Serra / ES) by the integrated analysis
of physical, chemical and ecotoxicological aspects through cytogenetic studies in A.
cepa and T. pallida, and photosynthetic metabolism in this last specie. Three sampling
stations were established along the lagoon. And from water samples, parameters such
as conductivity, dissolved oxygen, concentration of nutrients and metals were analyzed.
The determination of the metal has occurred by mass spectrometry analysis. The A.
cepa test was conducted from seeds germinated in water samples from the pond. With
plants of T. pallida, was conducted the test of mitosis in root tip of T. pallida and dosed
the pigment contents in fully expanded leaves. For that, assay was performed using the
pond water as a solvent for Hoagland solution where previously rooted cuttings of T.
pallida were exposed for 24 hours and 40 days for cytogenetic and photosynthetic
evaluation, respectively. New test of A. cepa was conducted in the waters of the pond,
after 40 days of testing, to assess the maintenance of the chemical properties of the
samples. Cytogenetic evaluation in the both species involved the analysis of mitotic
index (M), index of chromosomal aberrations (CA) and frequency of micronuclei (MN).
For statistical analysis, analysis of variance followed by Tukey (p <0.05) for the
comparison of treatments during the same campaign, and Bonferroni test (p <0.05) for
comparison between the campaigns, were used. The measured physical and chemical
results show that Juara pond presents evidence of artificial eutrophication. The
cytogenetic assays show that two sampling stations, in at least one sampling campaign,
showed cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials. However, these potentials do not
relate to the contents of Fe and Mn quantified, leading to the idea that these points have
other potential pollutants. Cytogenetic damage had maximized effects observed during
the second campaign, demonstrating the effect of period of rain on the intensification of
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pollution in that environment. The study of photosynthetic metabolism in T. pallida
showed that the chloroplastidic pigment contents are related to the high input of
nutrients on J2 and J3 stations. Being the excess of these, the probable responsible for
the less content of pigments in J3. It is observed that the A. cepa and T. pallida tests
responded faithfully to the potential environmental risk, complementing the physical and
chemical analyzes commonly used in assessing the quality of the lake water

environments.

Keywords: Allium cepa; Tradescantia pallida; cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity;

chloroplastidic pigments.
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1 INTRODUGAO

A gestdo e protecdo dos recursos hidricos ndo devem ser baseadas apenas nos
critérios fisicos e quimicos, pois estes, realizados longe da fonte poluidora podem ser
insensiveis a perturbag¢des do ecossistema. Por outro lado, os organismos respondem e
integram as condi¢des ambientais durante toda sua vida, e por isso também devem ser
levados em consideracdo (BEKAERT, 2002; BUSS et al., 2003; BUSS et al., 2008). Os
critérios bidticos refletem diretamente a condicdo de risco do recurso, detectam
problemas que outros métodos podem subestimar ou ndo diagnosticar, porém nao
substituem abordagens quimicas e fisicas, e sim as complementam (KARR, 1981;
BARSIENE et al., 2006).

Os parametros fisicos e quimicos possibilitam a avaliagao pontual, necessitando-se de
numerosas analises para se realizar eficientemente o monitoramento temporal dos
cursos d’agua (METCALFE, 1989; BUSS et al.,, 2008). Entretanto, ressalta-se que
essas analises refletem diversas influéncias como a litologia do local, influéncia
atmosférica e das condi¢gbes climéaticas e antropicas. Logo, identificar e quantificar
estas, por meio de analises fisicas e quimicas, torna-se importante para o
gerenciamento dos recursos hidricos (MARKICH e BROWN, 1998). Assim, € necessario

integrar ao método tradicional, os aspectos bidticos (BUSS et al., 2008).

As plantas fornecem o6timos sistemas de ensaios genéticos e sdo bastante sensiveis
aos poluentes ambientais (KURAS, 2006), sendo usualmente utilizadas na avaliacao da
qualidade da agua e no monitoramento de rios, lagos e efluentes industriais e
domésticos (GRISOLIA et al., 2005; EGITO et al., 2007; LEME e MARIN-MORALES,
2008; CERETTI et al., 2010; GRIPPA et al., 2012).

Os espécimes de Allium cepa L., familia Liliaceae, séo utilizados como sistema-teste
para a investigacdo de danos nos cromossOmicos € no aparato mitético a partir das
células meristematicas de suas raizes, o que possibilita a determinagdo de potenciais

citotéxicos, genotéxicos e mutagénicos (FERNANDES et al., 2007; CARITA e MARIN-
14



MORALES, 2008; ROBERTO, 2009; GRIPPA et al., 2012). Diante disso, o sistema-
teste A. cepa é indicado para a analise da poluigao de recursos hidricos devido sua alta

sensibilidade a substancias quimicas (RADIC et al., 2010).

As plantas do género Tradescantia L., familia Commelinaceae, como relatado por
Carvalho (2005), também tem sido bastante utilizadas em estudos de toxicologia
genética, destacando-se o ensaio da formagdo de micronucleos em células mée de
graos de pdlen e o ensaio da mitose em ponta de raiz, possibilitando a investigacao da
genotoxicidade e mutagenicidade. Além disso, essa espécie tem como vantagem na
avaliacdo da poluicdo aquatica, a capacidade de detectar baixos niveis de toxicidade

genética em amostras nao concentradas (RODRIGUES, 2011).

Além dos testes de genética toxicoldgica, as avaliagoes fisiologicas também sao de
grande importancia, onde se destacam os estudos envolvendo os pigmentos
fotossintetizantes de plantas expostas a poluentes ambientais, sobretudo metais, ja que
o sistema fotossintético € extremamente sensivel aos mesmos (PONGRAC et al.,
2009). O decréscimo de clorofila ja foi relatado em estudos envolvendo a contaminacao
de espécies de plantas por elementos traco (ONCEI et al., 2000; MOBIN E KHAN
2007). Por outro lado, o excesso de adubacdo organica também pode provocar
alteracoes no sistema fotossintético das plantas. Corréa et al. (2009) observaram que
diminuicéo nos teores de clorofila em Origanum vulgare L.

expostos a elevadas concentracédo de adubos organicos.

A lagoa Juara é um dos mais importantes corpos hidricos da regidao metropolitana de
Vitéria e localiza-se no Municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. Apresenta 2,9 Km? de
superficie e microbacia que se estende da zona rural ao litoral. A lagoa apresenta
importante funcéo ecolbgica e socioeconémica, sendo utilizada para lazer, recreacao e
pesca. Desde o ano de 2000, a Associagdo de Pescadores da lagoa Juara pratica a
piscicultura intensiva na lagoa, cultivando tilapias (Oreochromis sp.) em tanques rede

(OLIVEIRA, 2011). Com isso, 0 aumento da pressao antrépica sobre esse corpo d’agua
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tem aumentado, como por exemplo, 0 assoreamento e degradacdo de margens devido

a agricultura e pastagens, e a deteccao de efluentes domésticos.

Diante da importancia desse ambiente, a realizagdo do biomonitoramento de maneira
integrada, contemplando aspectos ecotoxicolégicos, citogenéticos e fisiolégicos, torna-
se imprescindivel devido sua alta sensibilidade e integracdo de fatores presentes no
meio, que atrelado a andlise de parametros fisicos e quimicos usualmente realizadas,
pode promover avaliagdo integrada da qualidade da agua da lagoa Juara, abrangendo
tanto aspectos abidticos quanto bidticos desse ecossistema lacustre.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMONITORAMENTO AMBIENTAL E BIOMARCADORES

Gerenciar os recursos hidricos, intervir na saude publica e realizar as medidas
necessarias para mitigar o impacto ambiental devido ao desordenado crescimento
populacional, exige estudos interdisciplinares que abranjam todos os aspectos dos
ecossistemas. Tais atividades tém sido auxiliadas pelo emprego do biomonitoramento
(MUGNAI e GATTI, 2008). O monitoramento bem como a avaliagdo do risco dos
ambientes impactados ndo podem ser baseados apenas em analises quimicas, pois
essas sao ineficiéntes para a indicagao e predicao de efeitos deletérios causados por
contaminantes na biota (CAJARAVILLE et al.,, 2000; BARSIENE et al., 2006). Assim,
para aumentar a eficiéncia dos sistemas de deteccdo dos impactos ambientais € de
suma importancia a integracdo de abordagens fisicas e quimicas com caracteristicas
biéticas dos ecossistemas (ROSENBERG e RESH, 1993; BUSS et al., 2003; BUSS et
al., 2008).

Segundo Buss et al. (2008), a necessidade de integracdo entre os métodos fisicos e
quimicos tradicionais com a andlise biodtica é importante, pois 0 monitoramento por meio
de métodos fisicos e quimicos aborda o tipo e a intensidade de fatores, inferindo
indiretamente sobre os efeitos nos organismos. Por outro lado, o biomonitoramento
fornece informagdes sobre os efeitos de estressores no sistema biolégico,
eventualmente possibilitando inferéncias a respeito da qualidade e quantidade do
distarbio. Logo, com a integragao dessas ferramentas, hd o aumento do potencial da
identificacdo das causas e avaliacao dos efeitos de estressores sobre 0s ecossistemas

aquaticos.

Sendo assim, o monitoramento ambiental define-se como uma série temporal de
medicées de varidveis fisicas, quimicas e bibticas utilizadas para responder as
mudancas dos ecossistemas (LOVETT et al., 2007). Mais especificamente, o
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biomonitoramento mensura os atributos de organismos vivos como consequéncia das
alteracées ocorridas no ambiente (MATTHEWS et al., 1982). Neste contexto, os
marcadores bioldgicos ou biomarcadores sdo uUteis na determinacédo do grau de impacto
sobre a biota, além de permitirem a identificacdo de estressores ou poluentes
responsaveis por tais efeitos (FUENTES-RIOS et al., 2005).

Os biomarcadores podem ser definidos como alteragdes bioquimicas, celulares,
moleculares ou mudancas fisiologicas em células, fluidos corpéreos, tecidos e 6rgaos
de organismo, sendo indicativos da exposicao ou efeito a xenobiéticos (LAM e GRAY,
2003). Dentre os biomarcadores, aqueles baseados na resposta ao nivel molecular e
celular refletem respostas sobre os primeiros sinais de perturbacao ambiental (NIGRO
et al., 2006).

De acordo com Cajaraville et al. (2000), a utilizacdo de biomarcadores ao nivel celular
ou molecular tem sido proposta como ferramenta sensivel de alerta para efeitos
biolégicos medidos em avaliagdes de qualidade ambiental. Assim, estes podem ser
utilizados em estudos de campo que buscam caracterizar areas impactadas onde uma

complexa mistura de poluentes estd normalmente presente (MONSERRAT et al., 2007).

Dentre os biomarcadores, a nivel celular e molecular para a avaliacdo dos potenciais
genotéxicos e mutagénicos, destacam-se as anormalidades nucleares e o0s
micronucleos (MN) respectivamente. Estes ultimos sdo formados por fragmentos de
cromossomos acéntricos (efeito clastogénico) ou por cromossomos inteiros que nao
completaram a migragao anafasica da divisdo celular (efeito aneugénico) (PANTALEAO
et al., 2006), deixando de ser incorporados ao nucleo das células filhas. Esses
fragmentos de cromatina, separados do nucleo principal, permanecem durante toda a
vida da célula e indicam quebra cromossémica ou disfuncées do fuso mitético, que

podem ser ocasionadas por compostos toxicos (BOLOGNESI et al., 2006).

2.2 ESTUDOS CITOGENETICOS EM Allium cepa E Tradescantia pallida

18



De acordo com BARBERIO (2013), as preocupacdes referentes aos riscos que 0s
agentes quimicos introduzidos no ambiente podem levar a alteracées genéticas nos
organismos foi uma das razées fundamentais para o desenvolvimento de métodos para
avaliar a genotoxicidade de produtos quimicos. Assim, estudos colaborativos acerca do
uso de bioensaios com plantas para biomonitoramento da genotoxicidade de poluentes
ambientais foram iniciados e organizados, como o “International Program Chemical
Safety (IPCS), o “United Nations Environmental Program (UNEP)” e o “World Health
Organization (WHO)".

Com relacdo aos ensaios citogenéticos, as plantas superiores mesmo apresentando
baixas concentracées de enzimas oxidase e limitacbes quanto a especificacdo de
substrato em relacdo a outros grupos de organismos, podem ser utilizadas como
modelos uma vez que o alvo é o DNA, comuns a todos os organismos (LEME e MARIN-
MORALES, 2009). Além disso, por sua capacidade de bioacumulagdo, as plantas
podem ainda indicar a presenca de substancias toxicas no meio ambiente mesmo em
concentracdes muito baixas. As raizes, em particular, por terem contato direto com os
metais, usualmente atuam como uma barreira contra a sua translocacgéo, justificando o
maior nivel de danos no DNA em suas células (SANTOS e RODRIGUEZ, 2011).

Os agentes genotéxicos podem provocar lesdes primarias no DNA, como a formacéao
de aductos de DNA, oxidacédo de bases, dimerizagdo de bases ou ligacdes cruzadas, as
quais podem ser reparadas ou nao, levando a alteracdes irreversiveis ou causar morte
celular. Além disso, as mutagdes podem ocorrer em nivel de genes (mutacdes do gene)
ou a nivel cromossdémico (aberracdes estruturais e numéricas) (MAJER et al., 2005).
Sendo assim, os testes de toxicidade e genotoxicidade sdo necessarios para a
avaliacdo das reacbdes dos organismos vivos a poluicdo ambiental bem como para a
identificagdo de possiveis efeitos sinergéticos de varios poluentes sobre os mesmos
(GRANT e OWENS, 2006).

Dentre as plantas superiores utilizadas para detecgdo de substancias genotoxicas no
ambiente, destacam-se a Allium cepa, Tradescantia sp., Arabidopsis thaliana, Hordeum
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vulgare, Pisum sativum, Crepis capillaris, Vicia faba e Zea mays. Tais sistemas-testes,
além de correlacionarem-se a outros sistemas bibticos, sdo altamente sensiveis a
muitos poluentes ambientais e Uteis para o monitoramento dos potenciais efeitos
sinérgicos da mistura de poluentes (BARBERIO, 2013).

O Ensaio de aberragdes cromossémicas em raiz de Allium cepa é considerado
eficiente, sendo utilizado na avaliacdo do potencial genotéxico de compostos quimicos
no meio ambiente, devido sua sensibilidade e boa correlagdo com sistemas de teste de
animais e vegetais (GRANT, 1982; CHAUHAN et al., 1999; MA et al., 2005; LEMOS et
al., 2007; BOLOGNESI et al., 2011; BOLOGNESI e HAYASHI, 2011).

Os estudos de aberracées cromossémicas em ponta da raiz de Allium foi adotado pelo
International Program on Plant Bioassay (IPPB), para monitorar ou testar poluentes
ambientais (MA, 1999). De acordo com Firbas e Amon (2013), o Allium cepa L. é muito
apropriado para os estudos genotoxicos tendo em vista suas diversas caracteristicas. A
sua dindmica de crescimento radicular € muito rapida e sensivel aos poluentes, sua
divisdo celular é facilmente observadas, possui cari6tipo € numero de cromossomos
estavel (2n = 16), apresenta diversidade na morfologia dos cromossomos, apresenta
resposta clara e rapida para as substancias quimicas, e danos espontaneos no DNA

ocorrem raramente.

O teste A. cepa permite também a avaliacdo de diferentes endpoints como as
aberrac6es cromossémicas utilizadas na deteccdo da genotoxicidade, o indice mitético
na deteccao da citotoxicidade e a frequéncia de micronucleos para a verificacdo da
mutagenicidade (LEME e MARIN-MORALES, 2009; GRIPPA et al., 2012). O sistema
teste Allium cepa € um método padronizado e sensivel, sendo amplamente utilizado
para testar a qualidade da 4gua (RANK, 2003). Tal método tem sido util na pesquisa da
contaminacdo dos cursos d'agua como rios (MAJER et al., 2005, BARBERIO et al.,
2009), solo (WATANABE e HIRAYAMA, 2001; POHREN et al., 2013), na resposta a
pesticidas e herbicidas (BOLLE et al., 2004; FERNANDES et al., 2009; VENTURA-
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CAMARGO et al., 2011), e nos efeitos de efluentes farmacéuticos e de hospitais (ABU e
MBA, 2011; BAGATINI et al., 2011).

Com a finalidade de avaliacdo do recurso hidrico pelo teste do Allium cepa, Hoshina e
Marin-Morales (2009) identificaram aberracées cromossémicas e micronucleos,
sugerindo a interferéncia de efluentes de refinarias de petréleo sobre a qualidade da
agua do Rio Atibaia. J4 Barbosa et al. (2010), avaliaram o potencial genotéxico de
amostras de agua da Lagoa de Extremoz e observaram mudangas significativas na
frequéncia de aberracbes cromossOmicas e no indice mitotico no teste do A. cepa.
Neste caso, tais alteragdes foram relacionadas a contaminag&o da lagoa por metais

como cadmio, cromo e cobre.

As plantas do género Tradescantia sdo herbaceas que possuem ampla adaptacdo em
regides tropicais ou subtropicais. Devido ao seu tamanho pequeno e por possuirem seis
pares de cromossomos (2n = 12) relativamente grandes em suas células somaticas,
essas plantas s&o favoraveis para a utilizagdo em estudos citogenéticos (MA, 1981).
Dentre os ensaios realizados com as plantas desse género, o Trad-MCN utiliza os
danos cromossdmicos em tétrades florais como indicador de propriedades
carcinogénicas de substancias nas formas gasosa, liquida e soélida. Os resultados do
teste podem ser obtidos no periodo de 24-48 h apdés a exposicao in situ ou em
laboratorio (MA, 2001).

Ja o ensaio da mitose em ponta de raiz de Tradescantia torna-se interessante, pois
apresenta carateristicas também encontradas em meristemas radiculares de Allium
cepa (MA, 1982). Segundo Ma et al. 1995, as células meristematicas das raizes de
Tradescantia sdo apropriadas e eficientes para a deteccdo da clastogenicidade de
poluentes ambientais, especialmente no monitoramento aquatico. Os estudos com
Tradecantia pallida especificamente, tem sido realizados na avaliacdo radiacédo
ionizante (CARVALHO, 2005) e residuos solidos (MIELLI et al., 2009) e de corpos
hidricos (GARCIA et al., 2011; MERLO et al., 2011), e efluentes como o estudo de
Thewes et al. (2011) o qual avaliou efluentes de estagdes de tratamento, enquanto
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Elezaj et al. (2011) investigaram os possiveis efeitos genotoxicos e mutagénicos de
efluentes de termoelétrica sobre o ecossistema aquéatico, fomentando os ensaios com

meristemas de raizes de T. pallida como método para a avaliacao de aguas.

2.3 ASPECTOS FOTOSSINTETICOS

Durante o seu ciclo de vida, as plantas estdo sujeitas a varios estressores ambientais.
Para tanto, elas desenvolvem mecanismos que as possibilitam aumentar a sua
tolerancia. Esses mecanismos podem se remeter a adaptagdes fisicas, alteracdes
moleculares e celulares que ocorrem apds o inicio do stress (KNIGHT e KNIGHT,
2001).

Com relacao a poluentes como os metais, as plantas apresentam singularidades quanto
a sua capacidade de retirar, acumular e tolerar tais metais, podendo ocorrer diferencas
marcantes entre espécies, variedades ou tecidos de um mesmo espécime (SANTOS et
al., 2006). Plantas tolerantes aos elementos tragcos apresentam mecanismos para
restricdo do excesso de metais nos compartimentos celulares (PONGRAC et al., 2009).
Estes envolvem a exclusdo do metal, a quelagcéo por acidos organicos e aminoacidos e
a compartimentalizagdo do metal em estruturas subcelulares (CLEMENS et al., 2001).
Tais processos sao importantes para a manuntegdo do metabolismo da planta tendo
em vista que esse € extremamente sensivel (KUPPER et al., 1999; PONGRAC et al.,
2009).

Os metais, exemplo do cobre, manganés, niquel e zinco, sdo microelementos
essenciais para as plantas. E alguns, como cadmio, sdo encontrados em sitios ativos
de algumas enzimas (LANE e MOREL, 2000). No entanto, em elevadas concentragbes
0s metais induzem a inibicdo de varios processos metabdlicos das plantas (JOSHI e
MOHANTY, 2004; KUPPER e KRONECK, 2005). As reacgdes fotossintéticas, como
relatado por KUPPER et al. (2007), € um dos mecanismos metabdlicos mais
importantes com relagcdo a inibicdo de atividade pelos metais sob concentracbes
relevantes, sendo o fotossistema Il identificado como o principal alvo. Vestigios de
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metais podem substituir o ion magnésio da molécula de clorofila, impossibilitando sua
atividade, e ocasionando a diminuicdo da atividade fotossintética (FERRAT et al.,
2003).

Dentre os metais, o cobre em concentragcdes toxicas promove danos oxidativos, devido
a sua propriedade redox e interfere nos processos celulares como a fotossintese,
sintese de pigmentos e a permeabilidade da membrana plasmatica (KUPPER et al.,
2003; PILON et al., 2006; BURKHEAD et al., 2009). O aluminio, afeta o crescimento
das plantas como consequéncia secundaria, ou seja, a redug¢do do crescimento pode
ser resultado das alteragdes bioquimicas desencadeadas pelo aluminio em
concentracdes toxicas nas plantas. Dentre essas, destacam-se as alteragdes nos
processos fotossintéticos e estomaticos (PEIXOTO et al., 2002; KONRAD et al., 2005).
Em estudos realizados com espécimes de café, a presenca de aluminio resultou em
degradacao das membranas dos tilacéides, prejudicando os processos de captacao e
fixacdo de CO:2 durante a fotossintese (KONRAD et al., 2005).

O cadmio, quando acumulado nos cloroplastos, inibe a atividade enzimatica da
biossintese de clorofila e afeta a fixacdo de CO2 (KRUPA E BASZYNSKI, 1995;
SIEDLECKA et al., 1997) ou ainda inibe a agregacdo dos complexos proteicos dos
pigmentos ao aparato molecular do fotossistema (HORVATH et al., 1996). Nesse
aspecto, Mobin e Khan (2007) demostraram diminui¢cdo dose-dependente de clorofila a,
clorofila b e clorofila total em Brassica juncea apds exposi¢ao ao cadmio. Assim, como
o cadmio, o cromo também inibe a biossintese de clorofila, levando ao crescimento
reduzido, clorose, prejuizos na fotossintese, nanismo e até a morte da planta (SHARMA
et al., 1995). Em estudos com Ocimum tenuiflorum, esse metal reduziu os teores

foliares de clorofila total, clorofila a e clorofila b (RAI et al., 2004).

O decréscimo de clorofila é relatado em estudos envolvendo a contaminacdo de
espécies de plantas por metais (ONCEL et al., 2000; MOBIN E KHAN., 2007). Por outro
lado, 0 excesso de adubacao organica também pode provocar alteragdes no sistema
fotossintético das plantas. Corréa et al. (2009) observaram que os maiores valores

23



clorofila foram obtidos em funcdo de doses crescentes de adubacdo organica em
exeperimento com Origanum vulgare L.. Isso pode ser explicado pela maior
disponibilidade de nutrientes como nitrogénio e magnésio, os quais fazem parte da
molécula de clorofila. Todavia, o decréscimo no teor de clorofila, a partir do ponto de
maxima da curva, pode ser atribuido ao excesso de nutrientes no substrato, causando

reducao do pigmento.

Variacbes no metabolismo fotossintético também relacionam-se a presenca de
substancias quimicas tais como herbicidas e inseticidas. Girotto et al. (2010)
observaram diferencas entre as respostas de cana-de-agucar expostas aos herbicidas
S-metolachor e atrazine. O estudo dos efeitos de herbicida sobre Ananas comossus
demostrou reducdo nos teores de pigmentos fotossintéticos apods exposicdo ao
herbicida amicarbazone, enquanto o diuron + paraquat apresentou-se letal para esta
espécie, tendo em vista a grande reducéo dos teores de clorofila a e b e carotenoides
(CATUNGA et al., 2005). Assim, os teores de clorofila podem ser utilizados como
biomarcadores em estudos de estresse devido a fatores ambientais Unicos ou
combinados sobre as plantas (FERRAT et al., 2003).

2.4 LAGOA JUARA

A lagoa Juara € um ambiente lacustre localizado na regido metropolitana de Vitéria, no
municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. Sua area superficial apresenta em torno de
2,9 Km2. Sua microbacia de drenagem se estende da zona rural ao litoral. E um
ambiente de importancia tanto ecoldgica quanto socioeconémica, sendo local de lazer,
recreagao, pesca e cultivo intensivo de tildpias pela Associagdo de Pescadores da
lagoa Juara. Para essa finalidade, conta com 150 tanques rede, com aproximadamente
400 peixes em cada tanque para comercializacao e fornecimento para os restaurantes
locais e atraindo o turismo (OLIVEIRA, 2011).

Jutamente com a sub-bacia da lagoa Jacuném (32,06 Km?), a sub-bacia da lagoa Juara
(193,34 Km?) constitui, juntamente com os cérregos que saem das respectivas lagoas
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(7, 54 Km?) a bacia hidrografica do rio Jacaraipe, ocupando uma area aproximada de
200,6 Km?2. A despeito de sua area, esses ambientes sofrem tendo em vista o acelerado
crescimento industrial da regidao Metropolitana da Grande Vitéria nas décadas de 1970
e 1980, que aliados a falta de planejamento urbano, resultou na degradacdo dos

recursos naturais (Léllis, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a qualidade da agua da lagoa Juara a partir da analise integrada de aspectos
fisicos, quimicos e ecotoxicoldgicos, a partir de estudos citogenéticos em ensaios com
Allium cepa, e citogenéticos e fotossintéticos em ensaios com espécimes de
Tradescantia pallida.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a. Analisar os parametros fisicos e quimicos das aguas da lagoa Juara;
b. Avaliar os potenciais citotdxicos, genotdoxicos e mutagénicos das aguas da lagoa

Juara a partir de testes citogenéticos em ensaios com espécimes de Allium cepa e
Tradescantia pallida;

c. Avaliar alteracbes no metabolismo fotossintético de Tradescantia pallida expostas as

aguas da lagoa Juara;

d. Analisar as alteracbes citogenéticas e fisioldgicas entre as estagcdes amostrais e
campanhas realizadas.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 AREA DE ESTUDO E ESTACOES AMOSTRAIS

A lagoa Juara localiza-se no municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. Apresenta 2,9
Km? de superficie e microbacia que se estende da zona rural ao litoral. Para
caracterizar as condicdes da lagoa Juara foram definidas trés estacbes amostrais ao
longo da lagoa por meio de aparelho de GPS (Garmin Etrex): J1 - considerado ponto
referéncia de qualidade da agua da lagoa, localizado a montante das outras estacées
amostrais (S 20° 06. 415’/ H 40° 15. 041°); J2 - local de instalagao dos tanques redes
pela Associacao de Pescadores da lagoa Juara (S 20° 06. 381’/ HO 40° 13. 949’) e J3 -
localizado préximo ao centro de vivéncia da comunidade, nas proximidades da foz do
Cérrego Laranjeiras, e localizado a jusante das estac¢des J2 e J1. (S 20° 07. 660’/ H 40°
12. 748).

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

As coletas consistiram de amostragem de agua subsuperficial, realizadas em duas
campanhas amostrais, setembro de 2012 e margo de 2013, buscando compreender
estacdes de baixa precipitagdo e chuva, respectivamente. Durante as campanhas
amostrais, foram aferidos parametros fisicos e quimicos em campo e laboratério, e
coletadas amostras de agua para os ensaios in vivo com Allium cepa e Tradescantia
pallida.

As amostras de agua coletadas, nas estacbes amostrais de ambas as campanhas para
a realizagdo do Teste do Allium cepa, foram armazenadas em frascos de polietileno e
posteriormente armazenadas em refrigeracdo até a realizagdo dos ensaios. Sementes
de A. cepa da variedade Baia periforme de mesmo lote (TOPSEED - Lote 026111,
Germinacao 85%, Pureza 99%) foram utilizadas tendo em vista a homogeneidade
genética e fisiologica, além de estarem disponiveis durante todo o ano, garantindo a
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confiabilidade do ensaio (LEME e MARIN-MORALES, 2008). Sementes foram
germinadas diretamente nas aguas correspondentes as estagdes amostrais J1, J2 e J3.
O controle negativo (CON) foi realizado com sementes germinadas em agua destilada e
o controle positivo (CON+) em solucdo de Metil Metano Sulfonato (MMS) na
concentracéo final de 4x104 mM

Para a realizacdo dos ensaios citogenéticos e fisioldgicos em Tradescantia pallida,
inicialmente foi realizado o enraizamento de estacas em solugcédo nutritiva de Hoagland
12 forca (KH2PO4 — 4x103 mol.L"; KNOs - 4 x10® mol.L™'; MgCl2.6H20 - 1 x10°3 mol.L";
MgSQ04.7H20 - 3 x10° mol.L-'; CaCl2.2H20 - 3 x10° mol.L-'; CaS04.2H20 - 1x103
mol.L'"; NaNOs - 2 x10° mol.L""; NHsNOs - 1 x10° mol.L""; Micronutrientes: H3sBOs -
61,83x10° mol.L", ZnS04.7H20 - 1,5 x10® mol.L-", CuS0O4.5H20 - 0,3 x10% mol.L ",
MnCl2.4H20 - 1,8x10¢ mol.L", Na2M0QO4.2H20 - 0,6 x10°® mol.L"; Fe-EDTA: Na2EDTA -
3,8 x10® mol.L!, FeClz.6H20 - 3,8 x10° mol.L™").

Para tanto, para cada campanha realizada, 75 estacas apresentando 30+5 cm de
comprimento com trés a cinco nés foliares e trés a cinco nos expostos a solugdo de
Hoagland foram dispostas em tanques de hidroponia de polietileno (10 litros), com
aeracao constante e ph mantido entre a faixa 6,0-6,5 por meio da adicdo de NaOH —
0.1N ou HCI — 0.1N. Ao final de 23 dias de enraizamento os comprimentos radiculares

apresentavam 2 a 5 cm de comprimento.

O experimento com as estacas de T. pallida foi inteiramente casualizado. Apds o
enraizamento, 25 estacas divididas em cinco grupos foram aleatoriamente coletadas
para o inicio da exposigcdo aguda de 24 horas (Ma, 1982). Essas estacas foram
dispostas em novos tanques de hidroponia (7,5 litros) contendo amostras de agua
correspondentes as estagcdes amostrais enriquecida com os nutrientes da solugao de
Hoagland 2 forga para o inicio da exposi¢cdo. Para o controle negativo (CON) as
estacas foram expostas em nova solugao nutritiva de Hoagland "2 forga e o controle
positivo (CON+) em solucdo nutritiva de Hoagland acrescida do herbicida Trifluralina
(0,84 mg/L) (FERNANDES et al., 2009).
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Com o término da exposicdo aguda, novamente, 25 estacas foram aleatoriamente
coletadas e divididas em cinco grupos para o inicio da exposicao cronica de 40 dias.
Tanto a exposicao aguda quanto a crbnica, a aeracao foi mantida constante, o volume
de solucao foi mantido em 7,5 litros e o ph regulado para a faixa de 6,0 a 6,5.

Com as plantas expostas nos diferentes grupos experimentais (J1, J2, J3, CON e
CON+) durante 24 horas, foi realizado o Ensaio em ponta de raiz de T. pallida de
acordo com Ma (1982), com modificagdes. Enquanto as plantas expostas durante 40
dias foram utilizadas na investigacdo de possiveis alteracées sobre o metabolismo
fotossintético.

Amostras das solugbes utilizadas durante o ensaio de 40 dias com os espécimes de T.
pallida foram coletadas e armazenadas em frascos de polietileno em refrigeracéo para
a realizacao do Teste do Allium cepa para constatar a manutengédo das propriedades
das amostras de agua e os efeitos sobre as plantas ao longo do experimento. As
sementes foram germinadas diretamente nas solucdes utilizadas durante a exposicéao
de 40 dias em T. pallida, correspondentes as estagdes amostrais J1, J2, J3, ao controle
negativo (CON) e ao controle positivo (CON+) com Trifluralina.

4.3 PARAMENTROS FiSICOS E QUIMICOS

Durante as amostragens foram aferidos a temperatura da agua (°C) bem como os
teores de oxigénio dissolvido (% saturacdo), a condutividade elétrica (uS/cm) e a
salinidade (ppt), sendo determinados em cada estacdo amostral a partir do medidor
multiparamétrico YSI 85 em subsuperficie. O pH foi determinado por meio do pHmetro
Micronal.

A turbidez foi determinada por meio de turbidimetro digital Plus ALFAKIT. A
determinacao dos sélidos totais em suspensao (STS) ocorreu conforme Apha (1992).

Filtros Millipore de fibra de vidro GF1 foram secos em estufas a 60°C durante 24 horas
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antes da coleta e pesados em da filtragem para evitar absorcdo de umidade. As
amostras coletadas foram armazenadas refrigeradas e posteriormente filtradas a vacuo.
Apos filtragem, os filtros foram acondicionados em estufa a 60°C por 48 horas e
posteriormente pesados para o calculo dos resultados conforme a formula STS (mg/L) =
(Pf — Pi) / V, onde: STS: sélidos totais suspensos (mg/L); Pf = peso final do filtro em

miligramas; Pi = peso inicial do filtro em miligramas e V = volume da amostra em L.

Para a andlise da concentracdo de nutrientes as amostras foram logo refrigeradas,
sendo uma parcela congelada para a quantificacdo de fésforo total e outra filtrada em
filtros Millipore de fibra de vidro GF1, a vacuo, e congeladas para determinacédo de
nitrito, silicatos, nitrogénio amoniacal, ortofosfato e, conforme os métodos de
Valderrama (1981), Golterman et al. (1978), Koroleff (1976) e Strickland e Parsons
(1960).

Para a quantificacao dos elementos Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn e
Pb, foram utilizados frascos de polietileno previamente lavados com sabdo neutro,
detergente EXTRAN (2%) e solugdo de Acido nitrico (HNOs 10%) respectivamente. As
amostras foram acidificada em campo com Acido nitrico concentrado (2,5 ml de HNOs
para 500 ml de amostra) e posteriormente armazenadas refrigeradas em caixas
térmicas (RIETZLER et al., 2001). A quantificagao foi baseada no método descrito por
U.S. EPA 200.8 a partir de espectrometria de massas com plasma indutivamente
acoplado (ICP-MS) em aparelho Varian - Modelo AA 240 FS.

4.4 TESTE DO Allium cepa E ENSAIO DA MITOSE EM PONTA DE RAIZ DE
Tradescantia pallida

O Teste do A. cepa, utilizando células meristematicas de raiz foi realizado de acordo
com Grant (1982), com modificagbes. Sendo, as raizes das sementes submetidas aos
tratamentos coletadas apés atingirem aproximadamente 2 cm de comprimento. O
Ensaio da mitose em ponta de raiz de T. pallida foi realizado conforme Ma (1982), com

modificacdes. Sendo utilizadas raizes apresentando de 2 cm a 5 cm de comprimento.
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Para a confeccdo das laminas, tanto as raizes de A. cepa quanto T. pallida, foram
fixadas em Carnoy 3:1 (trés partes de etanol para uma de acido acético) por 24 horas.
Os meristemas foram submetidos a hidrélise acida em HCI 1N (60°C) por 8 minutos,
seguidos por lavagem em agua destilada. A coloragdo foi realizada pelo método
tradicional de Feulgen e as laminas foram confeccionadas pelo método comum de
esmagamento suave com uma gota de carmim acético (2%) e recobertas com
laminulas, sendo posteriormente destacadas em nitrogénio liquido e por fim montadas

com balsamo do Canada para anélise.

Foram analisadas cinco laminas por tratamento (J1, J2, J3, CON+ e CON) em ambos
0s ensaios citogenéticos, sendo avaliadas aproximadamente 5000 células em cada
tratamento em microscopio de luz. As fases celulares, bem como as alteracdes
cromossémicas, foram listadas e as frequéncias utilizadas para se calcular o indice
mitético (IM), o indice de aberracbes cromossémicas (AC) e a frequéncia de

micronucleos (MN).

A andlise de citotoxicidade, aferida pelo indice mitético, foi obtida a partir da razdo do
namero total de células em divisdo com o numero total de células analisadas. Para a
analise da genotoxicidade por meio do indice de aberragdes cromossémicas, diferentes
tipos de alteracbes foram considerados nos diferentes estagios da divisdo celular
(profase, metafase, anafase e teléfase), como ponte, quebra, c-metafase, anafase
multipolar, atraso, aderéncia, perda, nucleo lobulado, nucleo fragmentado, brotamento e

célula bi-nucleada.

A avaliagdo da mutagenicidade por meio da frequéncia de micronucleos foram
consideradas as células portadoras de micronucleos em relacdo ao numero total de
células observadas (LEME e MARIN-MORALES, 2008). IM, AC e MN foram calculados
de acordo com a férmula: frequéncia = (A/B)X100, onde A equivale ao total de células

do parametro analisado, e B ao total de células analisadas.

4.5 PIGMENTOS CLOROPLASTIDICOS EM Tradescantia pallida
31



A realizacdo de dosagens dos pigmentos cloroplastidicos em folhas jovens totalmente
expandidas ocorreu conforme protocolo de Hiscox e Israeltam (1979). Para isso pesou-
se 100 mg de massa fresca dos discos foliares com o auxilio do perfurador de 1cm?. Os
discos foram imediatamente colocados em tubos de ensaio contendo 7 mL de dimetil
sulféxido (DMSO) e incubados no escuro em banho-maria a #65°C. Ap6s 24 horas
(para a extragdo completa dos pigmentos) o volume de DMSO foi completado para 10
ml e foram feitas as leituras das absorbancias nos comprimentos de onda de 470, 645,
663 nm em espectofotbmetro Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis
Spectrophotometer, e calculados as concentracbes dos pigmentos segundo
Lichtenthaler e Wellburn (1983) pelas seguintes féormulas:

Chl a=[(12,7.Aes3) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)
Chl b =[(22,9.A645) — (4,68.A663)].V/(1000.MS)
Chl total = [(20,2.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)

Carot = [(1000.A470) — (1,82.Chl a — 85,02.Chl b)].V/(198.1000.MS)

Onde: Chl e Carot significam clorofila e carotendides respectivamente. A663, A645 e
A470 representam os valores das absorbancias; V é o volume da amostra (em mL)
utilizado e MS é a massa seca dos discos. Também foi calculada a razéo clorofila a /
clorofila b e razdo clorofila total / carotenoides. Para a obtencdo da massa seca, 0s
discos foram secos em estufa a 70°C até obtencdo de massa constante.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

Dispondo do numero de cada alteracéo celular, dos indices citogenéticos (IM, AC e
MN), das concentragdes de pigmentos cloroplastidicos foram realizadas a analise de
variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacao Multipla de Tukey (p < 0.05), a
fim de se comparar as estacdes amostrais e controles em cada campanha. Para a

comparagédo das estacbes entre as campanhas amostrais foi realizada a analise de
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variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacdo Multipla de Bonferroni (p <
0.05).
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6 RESULTADOS

Os resultados obtidos foram utilizados na producéao de dois artigos cientificos, conforme

apresentados a seguir.
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Resumo

A gestdo dos recursos hidricos necessita da integrac@o entre os critérios fisicos e quimicos, € os
aspectos bidticos, os quais possibilitam identificar os efeitos combinados de substancias e avaliar
suas influéncias. Os objetivos deste estudo foram avaliar a qualidade da dgua da lagoa Juara
(Municipio de Serra/ES) por meio dos parametros fisicos, quimicos e as respostas citogenéticas
em espécimes de Allium cepa apds serem submetidas a tratamento com amostras de 4gua
coletadas em periodos de chuva e baixa precipitagdo. Para tanto, foram definidas trés estagcdes
amostrais ao longo da lagoa. A partir de amostras de d4gua foram analisados parametros tais como
condutividade, oxigénio dissolvido, concentracdo de nutrientes e metais. A partir do teste do
Allium cepa, foram analisados o0s potenciais citotoxicos, genotéxicos e mutagénicos. Os
resultados fisicos e quimicos mensurados demonstraram que a lagoa Juara apresenta indicios de
eutrofizacdo artificial. Duas estacdes amostrais, em pelo menos uma campanha amostral,
apresentaram potenciais citotéxico, genotéxico e mutagénico. Os danos citogenéticos observados
apresentaram efeitos maximizados durante a segunda campanha, demostrando o efeito do periodo
de chuva na intensificacdo da poluicdo nesse ambiente. Observa-se que o sistema teste A. cepa
respondeu de maneira fidedigna ao risco potencial do ambiente, € complementa as andlises fisicas

e quimicas, ressaltando a necessidade da integracao de métodos bidticos, fisicos e quimicos.

Palavras-chaves: Allium cepa, citotoxicidade, genotoxicidade, mutagenicidade, eutrofizacao.
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Abstract

The management of water resources requires the integration of the physical and chemical
parameters, and biotic features, which make it possible to identify the combined effects of
substances and their influences. The objectives of this study were to evaluate the quality water
from Juara pond (Municipality of Serra / ES) through the physical, chemical parameters and
cytogenetic responses in specimens of Allium cepa after be submitted to treatment with samples
of water from the Juara pond collected in periods of rainy and drought. To this end, three
sampling stations were established along the pond. From water samples, parameters such as
conductivity, dissolved oxygen, concentration of nutrients and metals were analyzed. From the
test of Allium cepa, the cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials were analyzed. The
physical and chemical parameters measured showed that the Juara pond show evidence of
artificial eutrophication. Two sampling stations, in at least one sampling campaign, showed
cytotoxic, genotoxic and mutagenic potentials. The cytogenetic damage showed maximized
effects observed during the second campaign, demonstrating the effect of rainfall on the
intensification of pollution in this environment. It is observed that the Allium cepa test responded
reliably to the potential of the environment, and complements the physical and chemical

analyzes, highlightening the need for integration of the biotic, physical and chemical methods.

Keywords: Allium cepa, cytotoxicity, genotoxicity, mutagenicity, eutrophication.
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1 Introducao

As alteragdes nos ecossistemas aquaticos, decorrentes da expansao das fronteiras agricolas
e do aumento desordenado das demais atividades humanas, t€ém gerado grande preocupagdo em
relacdo a disponibilidade e qualidade dos recursos hidricos (Callisto et al. 2001). Nesse aspecto, €
necessaria a implementacdo de critérios adequados e rigorosos para o monitoramento da
qualidade da dgua (Buss et al. 2008). Estes critérios devem aliar o tradicional método fisico e
quimico ao monitoramento bidtico, o qual possibilita adquirir dados das condi¢des bidticas dos
ambientes (Cairns e Pratt 1993).

O monitoramento ambiental pode ser definido como uma série temporal de medi¢des de
varidveis fisicas, quimicas e bioldgicas para responder questdes sobre mudangas no ecossistema
(Lovett et al. 2007). Biomonitoramento € a medicdo do comportamento de atributos de
organismos vivos a fim de avaliar as alteracOes ocorridas no ambiente (Matthews et al. 1982).
Nesse aspecto, os biomarcadores moleculares e celulares sdo importantes, tendo em vista seu
potencial de avaliacdo antecipada de mudangas nos altos niveis de organizacdo bioldgica, isto &,
populacdo, comunidade ou ecossistema. Logo, os organismos podem responder ao stress por
meio de alteracdes moleculares e celulares antes de serem acometido por doencas ou morte. Os
biomarcadores podem ser ferramentas em estudos de campo cujas dreas impactadas apresentam
mistura complexa de poluentes (Monserrat et al. 2003).

Nesse cendrio, as plantas compdem Otimos sistemas de ensaios genéticos por serem
sensiveis a poluentes ambientais e tém sido utilizadas no monitoramento de ambientes aquaticos
e efluentes industriais ou domésticos (Grippa et al. 2012; Gupta e Ahmad 2012; Firbas ¢ Amon
2013; Mesi e Kopliku 2013). Dentre as plantas, o Allium cepa L., da familia Liliaceae, é

amplamente utilizada como sistema-teste para a avaliacdo de danos cromossdmicos € no aparato
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mitético, devido a facilidade de andlise bem como a alta sensibilidade na detec¢do de quimicos e
compostos toxicos (Leme e Marin-Morales 2008), sendo eficaz na andlise da poluicdo de
recursos hidricos pela avalia¢do da qualidade da dgua (Radic et al. 2010).

Gerenciar os recursos hidricos e realizar as medidas necessdrias para mitigar o impacto
ambiental devido ao desordenado crescimento populacional, exige estudos interdisciplinares que
abranjam todos os aspectos dos ecossistemas (Mugnai e Gatti 2008). A lagoa Juara é um dos
corpos hidricos mais importantes da regido metropolitana de Vitéria. Localizada no municipio de
Serra, Espirito Santo, Brasil. Tal corpo d’dgua apresenta importante func¢do ecoldgica e
socioecondmica, sendo utilizada para lazer, recreacdo, pesca e local para pratica de piscicultura
intensiva pela Associacdo de Pescadores da lagoa Juara (Oliveira 2011). Todavia esse ambiente
lacustre tem sido submetido a diversos impactos antrépicos, como assoreamento, degradacdo de
suas margens devido a agricultura e pastagens, bem como o aporte de efluentes domésticos.

Tendo em vista a degradacdo desse ambiente e a sua importdncia ecoldgica e
socioecondmica, faz-se necessdrio o seu monitoramento tanto por meio dos métodos fisicos e
quimicos tradicionais quanto por testes bidticos que sejam rdpidos e sensiveis. Assim, este
trabalho teve como objetivos avaliar a qualidade da dgua da lagoa Juara por meio dos parametros
fisicos, quimicos e as respostas citogenéticas em Allium cepa apds tratamento com amostras de

dgua da lagoa Juara coletadas em periodos de chuva e baixa precipitacao.
2 Material e Métodos

2.1 Area de estudo e estagdes amostrais
A lagoa Juara localiza-se no municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. Apresenta 2,9
Km? de superficie e microbacia que se estende da zona rural ao litoral. Para caracterizar suas

condi¢cdes foram definidas trés estagdes amostrais (Figura 1) por meio de aparelho de GPS
51



(Garmin Etrex): J1 — estabelecido como ponto referéncia de qualidade da dgua da lagoa, situado a
montante das outras estagdes amostrais (S 20 ° 06. 415’/ H 40° 15. 041°); J2 - local de instalacdo
dos tanques redes pela Associa¢do de Pescadores da lagoa Juara (S 20° 06. 381°/ HO 40° 13.
949’) e J3 - localizado nas proximidades da foz do Cérrego Laranjeiras, a jusante de J2 e J1 (S
20° 07. 660’/ H 40° 12. 748’). As coletas consistiram de amostragem de dgua subsuperficial,

realizadas durante duas campanhas amostrais em setembro de 2012 e margo de 2013.

2.2 Andlises fisicas e quimicas

Durante as amostragens, foram aferidos a temperatura da dgua (°C), os teores de oxigénio
dissolvido (% saturag¢do), a condutividade elétrica (uS/cm) e a salinidade (ppt) a partir do
medidor multiparamétrico YSI 85. O pH foi determinado por meio do pHmetro Micronal e a
turbidez foi determinada pelo turbidimetro digital Plus ALFAKIT.

Amostras foram coletadas e armazenadas em caixa térmica refrigeradas, sendo
posteriormente filtradas em Millipore de fibra de vidro GF1 a vacuo para a determinacdo de
sOlidos totais em suspensdo (STS), conforme Apha (1992).A andlise da concentracdo de
nutrientes nas estacOes amostrais consistiu de coleta de dgua em frascos, refrigerados
posteriormente, sendo parte congelada para a quantificacdo de fésforo total enquanto a outra
parcela foi filtrada em filtros Millipore de fibra de vidro GF1, a vécuo, sendo posteriormente
congeladas para determinacdo de nitrito, silicato, nitrogénio amoniacal, ortofosfato e silicatos,
conforme os métodos de Valderrama (1981), Golterman et al. (1978), Koroleff (1976) e
Strickland e Parsons (1960).

Para a quantificagcdo dos elementos Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn e
Pb, amostras de dgua superficial de cada estacdo amostral, em ambas as campanhas, foram
coletadas e armazenadas em frascos de polietileno previamente lavados com sabdao neutro,
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detergente EXTRAN (2%) e solucdo de Acido nitrico (HNO3 10%) respectivamente. Cada
amostra de dgua foi acidificada em campo com Acido nitrico concentrado (2,5 ml de HNO3 para
500 ml de amostra) e posteriormente armazenadas eem caixa térmica refrigerada (Rietzler et al.
2001). A quantificacdo foi baseada no método descrito por U.S. EPA 200.8 a partir de
espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) em aparelho Varian -

Modelo AA 240 FS.

2.3 Teste do Allium cepa

As amostras de dgua coletadas para a realizacio do Teste do Allium cepa foram
armazenadas em frascos de polietileno e posteriormente conservadas em refrigeracdo até a
realizacdo dos ensaios. Sementes de A. cepa, variedade Baia periforme (TOPSEED - Lote
026111, Germinacdo 85%, Pureza 99%.) foram utilizadas tendo em vista a homogeneidade
genética e fisioldgica, além de estarem disponiveis durante todo o ano, garantindo a
confiabilidade do ensaio (Leme e Marin-Morales 2008). O Teste do A. cepa, utilizando células
meristemdticas de raiz foi realizado de acordo com Grant (1982), com modificagdes. Sementes
foram germinadas diretamente nas dguas correspondentes as estacdes amostrais J1, J2 e J3. O
controle negativo (CON) foi realizado com sementes germinadas em dgua destilada e o controle
positivo (CON+) em solucdo de Metil Metano Sulfonato (4x10* mM).

As raizes das sementes foram coletadas apds atingirem aproximadamente 2 cm de
comprimento, e fixadas em Carnoy (3 etanol:1 4cido acético) por 24 horas. Os meristemas foram
submetidos a hidrélise dcida em HCl IN (60°C). A coloragdo foi realizada pelo método
tradicional de Feulgen e as laminas foram confeccionadas por esmagamento com carmim acético

(2%).
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Foram analisadas cinco laminas por tratamento (J1, J2, J3, CON+ e CON), sendo
avaliadas aproximadamente 5000 células em cada tratamento em microscopio de luz. As fases
celulares, bem como as alteracdes cromossdmicas, foram listadas e as frequéncias utilizadas para
se calcular o indice mitético (IM), o indice de aberracdes cromossdmicas (AC) e a frequéncia de
micronucleos (MN).

A andlise de citotoxicidade, aferida por IM, foi obtida a partir da razao do ndmero total de
células em divisao com o nimero total de células analisadas. Para a anélise da genotoxicidade por
meio de AC, alteracdes foram consideradas nos estdgios da divisao celular (préfase, metéafase,
anafase e tel6fase), como ponte, quebra, c-metafase, andfase multipolar, atraso, aderéncia, perda,
nucleo lobulado, nicleo fragmentado, brotamento e célula bi-nucleada (Figura 3). J4 para a
avaliacdo da mutagenicidade por meio de MN foram consideradas as células portadoras de
microntcleos em relagdo ao nimero total de células observadas (Figura 3) (Leme e Marin-
Morales 2008).

Os indices IM, AC e MN foram calculados de acordo com a férmula: frequéncia =
(A/B)X100, onde A equivale ao total de células do parametro analisado, e B ao total de células
analisadas. Foi realizada a anédlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacao
Multipla de Tukey (p < 0.05) a fim de se comparar as estagdes amostrais € controles em cada
campanha. Para a comparacdo das estacdes entre as campanhas amostrais foi realizada a andlise

de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacdo Multipla de Bonferroni (p < 0.05).

3 Resultados e Discussao

Os dados pluviométricos apontam que a primeira campanha amostral caracterizou-se
como periodo de baixa precipitacdo, apresentando indice de 36,4 mm de precipitacao (Figura 2).
Ja a segunda campanha, apesar de apresentar o més antecedente marcado por baixa precipitagao,
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foi caracterizada como periodo de alta precipitagdo no més de ocorréncia, apresentando indice de
448.8 mm.

Dentre as andlises fisicas e quimicas (Tabela 1), destacam-se os valores de
condutividade elétrica, nitrogénio amoniacal, e fésforo total. Os valores de condutividade
(uS/cm) apresentaram-se superiores em J2 e J3, sobretudo durante a segunda campanha com
maximas de 133,60 (uS/cm) em J2 e 198,40 (uS/cm) em J3. Essa varidvel indica a quantidade de
fons dissolvidos presentes na coluna d’4dgua, representando uma medida indireta da concentragdo
de poluentes, possibilitando a detec¢do de fontes poluidoras e o fornecimento de dados sobre o
ecossistema aqudtico e sua bacia de drenagem (Esteves 1998). De acordo com Cetesb (2011),
valores superiores a 100 uS/cm sdo indicativos de ambientes impactados.

Com relagdo ao nitrogénio amoniacal, foi observado o aumento relativo dos niveis
durante o periodo de alta precipitacdo, sobretudo em J2 (6,81 pug/L) e J3 (33,05 pg/L), sendo este
dltimo o de maior nivel (Tabela 1). Na estagcdo J2 os niveis elevados podem estar relacionados ao
aporte de racdo e excretas oriundos da piscicultura intensiva de tildpias. Em J3 os niveis podem
se remeter ao cOrrego Laranjeiras que € um tributério da lagoa rico em efluentes domésticos nao
tratados. Os niveis de fons de amodnia referem-se ao alto grau de poluicao organica em ambientes
aqudticos, como posto por Wetzel (2001) e observado por Oliveira (2011) em estudo pretérito na
lagoa Juara.

Os indices de fosforo total, principal fator determinante para o estado tréfico da lagoa,
foi elevado em J3 durante ambas campanhas, apresentando o maior valor (69,3 ug/L) durante o
periodo de alta precipitacdo (Tabela 1). As altas concentracdes de fosforo estdo associadas com a

eutrofizacdo, pois o fosforo € considerado nutriente limitante para a produ¢do primdaria em lagos
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tropicais (Huzsar 2006). Grandes quantidades de fésforo s@o oriundas, provavelmente, de
descargas de esgotos sanitdrios, efluentes industriais e drenagem agricola (Cetesb 2011).

Dentre os metais quantificados (Tabela 2), os metais Ca, Fe, Mg e Mn foram
detectados. Com relagdo aos mesmos, o Conselho Nacional do Meio Ambiente, Brasil, em sua
resolug@o n® 357 estabelece para as dguas doces os valores médximos tolerados para os manganés
(0,1 pg/mL) e ferro (0,3 ug/mL). Na lagoa Juara, com relacdo ao manganés, nao foi observado
valores acima do estabelecido pela resolu¢do, tendo os niveis variando entre 0,040 a 0,056 pg/mL
nas estagdes avaliadas, em ambas as campanhas. Por outro lado, as concentra¢des de ferro
ultrapassaram o estabelecido por tal resolu¢do, com niveis variando de 1,237 a 2,614 pg/mL.

Essa quantificacdo de Fe sugere uma relacdo da concentragdo deste elemento com a
composi¢do orginica das estacdes amostrais, de modo que J3, em ambas as campanhas,
apresentou os menores niveis de ferro e em contrapartida os maiores niveis de nitrogénio
amoniacal e fésforo total. Neste aspecto, segundo Costa et al. (2008), hd processos capazes de
reduzir a concentra¢io dos ifons metalicos livres como, por exemplo, as reacdes de complexacao.
No ambiente aquético, metais podem se complexar com a matéria organica dissolvida, como por
exemplo, as substincias himicas que podem representar 80% da matéria organica dissolvida nas
dguas naturais e influenciar numerosos processos biogeoquimicos (Corami et al. 2007; Lamelas e
Slaveykova. 2007).

As andlises fisicas e quimicas quando integradas aos estudos de biomonitoramento
detectam a presenca de agentes quimicos potencialmente nocivos ao ambiente aqudtico e a saude
humana. De acordo com Markich e Brown (1998), a andlise da agua superficial a partir

parametros fisicos e quimicos reflete influéncias da litologia do local da amostragem, da
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atmosfera e das condicdes climdticas e antrdpicas. Identificar e quantificar estas sio uma forma
importante de gerenciamento dos recursos hidricos.

Todavia, a caracterizagdo de possiveis consequéncias da exposi¢do da biota aos agentes
téxicos apenas com base em procedimentos quimicos € ineficiente, apresentando limitagcdes no
método em prever os efeitos sinérgicos e antagdnicos de contaminantes em misturas ambientais
complexas (Helma et al. 1998). Por outro lado, os ensaios bidticos sdo capazes de caracterizar os
efeitos de contaminantes ambientais em exposicdes cronica e aguda (Ohe 2004). Logo, é
necessdrio avaliar o impacto potencial causado pela exposicdo desses agentes em diferentes
organismos (Van der Oost et al. 2003).

Os resultados das andlises pelo teste do A. cepa apds exposicdo as amostras de dgua das
diferentes estacOes amostrais revelaram que durante a primeira campanha a esta¢do amostral J3
apresentou valores de IM menores, e AC e MN significativamente maiores do que o controle
negativo e outras estagdes amostrais (Tabela 3). O valor inferior de IM em J3 (0,061 + 0,005)
remete-se ao potencial citotoxico das amostras avaliadas, o qual reduz substancialmente a
frequéncia do ciclo de divisao celular. J4 o valor superior de AC (0,029 + 0,002) refere-se ao
potencial genotéxico das amostras e decorre da frequéncia de aberragdes cromossdmicas,
sobretudo aderéncia e brotamento que foram as aberragdes de frequéncia significativamente
superiores em relacdo ao controle negativo (Figura 3 e Tabela 4). A frequéncia de microntcleo
em J3 (0,003 + 0,001) também foi significativamente superior ao controle negativo, porém sem
diferenca significativa em rela¢do ao controle positivo (Tabela 3).

Os resultados do teste de A.cepa referentes as amostras de dgua do periodo de alta
precipitacdo demostraram que além da estacdo amostral J3, a estacdo J2 também apresentou

valores de IM, AC e MN significativamente diferentes em relacdo ao observado no controle
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negativo. Sendo que nos indices AC e MN, J2 e J3 ndo apresentaram diferenca significativa entre
si (Tabela 3). Em relacdo ao IM, os valores observados em J2 (0,094 + 0,004) e J3 (0,059 +
0,001) foram inferiores ao controle negativo e a estagdo referéncia J1, por outro lado, os indices
AC e MN apresentaram-se significativamente superiores (Tabela 3). As andlises das aberracdes
cromossOmicas revelaram que os elevados indices em J2 (0,020 + 0,002) e J3 (0,021 £ 0,002)
decorreram dos elevados nimeros de c-metéafases, aderéncia e brotamentos (Figura 3 e Tabela 4).
A frequéncia de microntcleo apresentou-se significativamente superior a CN, em J2 e J3 (Tabela
3).

As andlises de comparagdo de IM, AC e MN entre as mesmas estagdes amostrais em
diferentes campanhas, revelaram que o indice mitético mostrou-se significativamente superior em
J1 durante o periodo de alta precipitacdo. J4 o indice de aberragdes cromossOmicas apresentou
valor superior em J2 e inferiores em J3 durante a segunda campanha, enquanto que a frequéncia
de micronicleos apresentaram valores mais acentuados nessas estacdes durante a segunda
campanha (Tabela 3). Isso demonstra que durante o periodo de alta precipitacdo na lagoa Juara
ocorre os maiores niveis de danos ndo reversiveis ao DNA levando a formacao de microntcleos.
A presenca de compostos toxicos podem levar a formagdo dos microndcleos que sdo formados
por fragmentos de cromossomos acéntricos (efeito clastogénico) ou por cromossomos inteiros
que nao completaram a migracdo anafésica da divisdo celular (efeito aneugénico) (Bolognesi et
al. 2006; Pantaledo et al. 2000).

A interferéncia da precipitacdo sobre ambientes lacustres e sua consequéncia nas
frequéncias de danos observado nos resultados citogenéticos na lagoa Juara, também foi
observada nos estudos de Christofoletti (2008) e Duarte et al. (2011), onde foi observada

intensificacdo dos danos citogenéticos durante o periodo de chuva. Nesse aspecto, Ergene et al.
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(2007) relatam que as concentracdes dos poluentes nas dguas geralmente dependem do fendmeno
de enriquecimento ou diluicdo causado, por exemplo, pela chuva. Nesses casos, a alta
precipitacdo pode promover a dilui¢do dos poluentes ou ainda agravar os efeitos pela maior
lixiviagdo dos poluentes provenientes do solo e redes de esgoto. Ainda segundo Esteves (1998),
em lagos muito rasos € possivel que ocorra maior interacio dos elementos presentes no
sedimento com a coluna d’dgua durante periodos de chuva. A lagoa Juara, apresentou
profundidade média de 2,55 mem J1, 2,40 mem J2 e 1,60 m em J3.

Diversos estudos relacionam a presenca de alteracdes reversiveis e ndo reversiveis ao
DNA devido a presenga de metais tais como o cromo (Kopliku e Mesi 2013), chumbo (Carruyo
et al. 2008), cadmio (Seth et al. 2008) e aluminio (Achary et al. 2007). Todavia, na lagoa Juara,
apesar da presenca de alguns metais tais como Fe e Mg, os elevados niveis de ACe MN em J2 e
sobretudo em J3, ndo parece estar relacionada a esses contaminantes. A toxicidade dos metais
depende da forma quimica que assumem nos ambientes aquéticos, todavia hd processos como a
complexacdo em matéria organica que podem alterar a concentragao dos ions metalicos livres e
diminuir significativamente sua toxicidade (Costa et al. 2008).

A lagoa Juara, apresenta bacia hidrogrifica ocupada por areas residenciais e rurais. Tal
ocupacdo aliada aos processos de lixiviacdo e despejo de efluentes pode resultar numa mistura
complexa de poluentes, seja de origem inorganica ou organica. Nesse aspecto, destacam-se 0s
efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de substancias como fertilizantes (Bhatta e Sakya
2008), herbicidas (Jabee et al. 2008; Fernandes et al. 2009; Ventura-Camargo et al. 2011),
hidrocarbonetos de petréleo (Leme et al. 2008; Mazzeo et al. 2010), conservantes alimenticios

(Palani-Kumar e Panneerselvam 2007; Turkoglu 2007), fungicidas (Celik et al. 2005) e
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inseticidas (Soliman et al. 2001), ou até mesmo de misturas complexas como efluentes de

industrias (Matsumoto et al. 2006; Sik et al.2009) e domésticos (Grover e Kaur 1999).

4 Conclusao

Os parametros fisicos e quimicos mensurados demonstram indicios de processos de
eutroficacdo na lagoa Juara, principalmente em J3, tendo em vista o lancamento de efluentes
nesta estagdo amostral. Durante o periodo de baixa precipitacdo, a estagdo que apresentou niveis
significativos de citotoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade foi J3. Enquanto que durante o
periodo de alta precipitacdo, J2 e J3 apresentaram valores significativos de tais potencias. Dentre
as aberragdes citogenéticas, foram observadas com maior frequéncia, as alteracdes c-metafase,
brotamento e aderéncia. Apesar dos danos citogenéticos observados em Allium cepa, estes ndo
parecem relacionar-se a presenca de Fe e Mn. Todavia, observou-se que o sistema teste A. cepa
respondeu de maneira a ao risco potencial deste ambiente aqudtico, complementando as andlises

fisicas e quimicas usualmente realizadas para o monitoramento da qualidade da dgua.
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Figura 1. Estagdes amostrais na lagoa Juara, sendo 1: J1 (referéncia); 2: J2 (piscicultura) e

3: J3 (préximo a foz do Coérrego Laranjeiras).
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Figura 2. Precipitacdo durante margo de 2012 (mar/12) a marco de 2013 (mar/13) -
Estacdo meteoroldgica localizada no municipio de Vitéria-ES, Coordenadas: S
20,300° / W 40,317°, 36 m.
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Figura 3. Danos citogenéticos em
Allium cepa. A: aderéncia; B:
brotamento; C: C-metafase; D:
microndcleo. As setas indicam os
danos citogenéticos.
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Tabela 3: Resultados de IM, AC e MN no ensaio Allium cepa apds exposi¢do as amostras de dgua coletadas da
Lagoa Juara no ano de 2012 e 2013 referentes as 1* Campanha (periodo de baixa precipitagdo) e 2* Campanha

(periodo de alta precipitagdo) nas estagdes amostrais J1, J2 e J3, e controles negativo (CON) e positivo (CON+).

Diferenca entre as

Indices Campanha Controles/Estacdes MédiazEPM
campanhas

CON 0,084 + 0,006 nc
CON+ 0,049 £ 0,00482 nc
1* Campanha n 0,093 + 0,006"° Rk

2 0,099 + 0,0044° -

J3 0,061 £ 0,00582 -

M

CON 0,111 +0,0044 nc
CON+ 0,060 £ 0,00382 nc
2* Campanha n 0,140 + 0,004 HokK

2 0,094 + 0,0048 -

J3 0,059 £ 00,0018 -
CON 0,003 = 0,0014 nc
CON+ 0,026 £ 0,00282 nc

1 Campanha n 0,002 + 0,0004° -
2 0,005 £ 0,0014° koK
AC J3 0,029 + 0,002B2 *ok
CON 0,002 £ 0,0014 nc
CON+ 0,026 £ 0,00282 nc

2* Campanha n 0,004 + 0,000* -
2 0,020 £ 0,00282 otk
J3 0,021 £ 0,002B2 *ok
CON 0,000 + 0,0004 nc
CON+ 0,004 £ 0,00182 nc

1 Campanha n 0,000 + 0,0004° -
2 0,001 % 0,0004° otk
J3 0,003 £ 00,0018 koK

MN

CON 0,002 £ 0,0004 nc
CON+ 0,006 + 0,001® nc

2* Campanha n 0,001 + 0,000* -
2 0,011 £0,00182 otk
J3 0,013 £0,00182 otk

Meédias seguidas por diferentes letras matsculas diferem significativamente de CON, enquanto médias seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si (p < 0.05), de acordo com ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey. * Diferenga significante entre estagdes amostrais nas diferentes campanhas (p < 0.05), de acordo
com ANOVA seguido pelo Teste de Bonferronii's. nc: Nao comparado. EPM: Erro padrao da média.
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Resumo

As plantas sdo sensiveis aos poluentes ambientais, sendo 6timos organismos para ensaios
genéticos e fisioldgicos. Os sistemas testes Allium cepa e Tradescatia pallida, sao utilizados para
o estudo da polui¢do aqudtica, aérea e terrestre. Dentre os biomarcadores, danos citogenéticos e
teores de clorofila sao utilizados em estudos de estresse devido as suas respostas a fatores tinicos
ou combinados. Sendo assim, este trabalho teve como objetivos avaliar as respostas citogenéticas
e fotossintéticas em 7. pallida, e citogenéticas em A. cepa expostas as dguas de trés estagcdes
amostrais da lagoa Juara (Municipio de Serra/ES), coletadas em duas campanhas amostrais. A
partir de amostras de dgua superficial, foram analisadas as concentracdes de metais e realizados
os ensaios com o0s espécimes vegetais. Os potenciais citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos
foram analisados pelo do teste do Allium cepa e ensaio da mitose em ponta de raiz de 7. pallida.
Enquanto que os teores de pigmentos cloroplastidicos foram dosados em folhas de 7. pallida ap6s
exposi¢do cronica as dguas da lagoa. Os ensaios citogenéticos demostram que duas estagdes
amostrais, em pelo menos uma campanha amostral, apresentaram danos citogenéticos. Isso
sugere a presenca de potenciais poluentes os quais apresentaram seus efeitos maximizados
durante o periodo de chuva. O estudo do metabolismo fotossintético em 7. pallida, demonstrou
que os teores de pigmentos cloroplastidicos estdo relacionados ao elevado aporte de nutrientes
presentes nas estacdes. Sendo o excesso destes, o provavel responsavel pelo teor inferior

pigmentos em uma delas.

Palavras-chaves: Allium cepa, Tradescantia pallida, citotoxicidade, genotoxicidade,

mutaénicidade, pigmentos cloroplastidicos.
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Abstract

Plants are sensitive to environmental pollutants, so they are great organisms for genetic and
fisiologic testing. The Allium cepa and Tradescatia pallida test systems, are used for the study of
water, air and land pollution. Among the biomarkers, cytogenetic damage and chlorophyll levels
are used in studies of stress due to their responses to single or combined factors. Thus, this study
aimed to evaluate the cytogenetic and photosynthetic responses in 7. pallida, and cytogenetic in
A. cepa exposed to waters from three sampling stations of Juara pond (Municipality of Serra /
ES), collected in two sampling campaigns. From surface water samples were analyzed metal
concentrations and tests with plant specimens were performed. Cytotoxic, genotoxic and
mutagenic potentials were analyzed by the A. cepa test and mitosis in root tip 7. pallida test.
While the chloroplastidic pigment contents were measured in leaves of 7. pallida after
chronically exposed at the waters of the pond.

The cytogenetic assays show that two sampling stations, in at least one sampling campaign,
showed cytogenetic damage. This suggests the presence of potential pollutants which have their
effects maximized during period of rain. The study of photosynthetic metabolism in 7. pallida
showed that the chloroplastidic pigment contents are related to the high presence of nutrients
stations. Being the excess of these, the probable responsible for the less content of pigments in

one station.

Keywords: Allium cepa, Tradescantia pallida, cytotoxicity, genotoxicity, mutaénicidade,

chloroplastidic pigments.
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Introducao

A utilizacdo de substincias quimicas com fins sociais e econdmicos, aliado a auséncia da
devida gestao, faz com que dejetos humanos e industriais de complexa mistura sejam lancados
nos ambientes aquaticos, comprometendo a qualidade da 4dgua. Indmeras substancias quimicas
potencialmente mutagénicas podem ser encontradas em pesticidas e efluentes industriais ou
domésticos (Barbério 2013).

A lagoa Juara € um dos corpos hidricos mais importantes da regido metropolitana de
Vitéria e estd localizada no municipio de Serra, Espirito Santo, Brasil. A lagoa apresenta
importante funcio ecoldgica bem como socioecondmica, sendo utilizada para lazer, recreagao,
pesca e local para prética de piscicultura intensiva pela Associa¢do de Pescadores da lagoa Juara
(Oliveira 2011). Todavia, esse ambiente lacustre tem sido submetido a diversos impactos
antrépicos, como assoreamento, degradacdo de suas margens devido a agricultura e pastagens,
bem como o aporte de efluentes domésticos.

As plantas sdo consideradas 6timos sistemas de ensaios genéticos e sdo bastante
sensiveis aos poluentes ambientais (Kuras 2006; Leme e Marin-Morales 2008). Dentre elas
destacam-se as plantas do género Tradescantia L., familia Commelinacea, usualmente utilizadas
na avalia¢do da qualidade do ar, da dgua e de compostos quimicos (Alves et al 2008; De Souza
Lima et al. 2009; Elezaj et al. 2011; Merlo et al. 2011; Thewes et al. 2011). De acordo com
Carvalho (2005), Tradescantia sp. t€m sido utilizadas em estudos de toxicologia genética,
destacando-se o ensaio da formac¢ao de micronicleos em células mae de graos de pdlen e o ensaio
da mitose em ponta de raiz (Ma 1982). O que permite a investigagdo da genotoxicidade e
mutagenicidade, sendo vantajoso na avaliagdo da poluicdo aquética por detectar baixos niveis de

toxicidade genética em amostras ndo concentradas (Rodrigues 2011).
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Os espécimes de Allium cepa L., familia Liliaceae, s@o utilizados como sistema-teste para
a investigacdo de danos nos cromossomos € no aparato mitético a partir das células
meristemdticas de suas raizes, o que possibilita a determinacdo de potenciais citotoxicos,
genotoxicos e mutagénicos (Fernandes et al. 2007; Caritd e Marin-Morales 2008; Roberto 2009;
Grippa et al. 2012).

Além dos ensaios em genética toxicoldgica, as avaliagdes fisioldgicas sao de grande
importancia, e nesse ambito se destacam os estudos envolvendo os pigmentos fotossintéticos de
plantas expostas a poluentes ambientais, sobretudo metais, j4 que o sistema fotossintético €
extremamente sensivel aos mesmos (Pongrac et al. 2009). Dos Santos et al. (2011) observaram
danos ao sistema fotossintético em espécimes de Brachiaria decumbens Stapf apds contaminacao
por Cd e Zn, principalmente pela reducdo dos niveis de clorofila e B-caroteno. Por outro lado, o
excesso de adubacdo organica também pode provocar alteragdes no sistema fotossintético das
plantas. Corréa et al. (2009).

Devido a importancia da lagoa Juara/ES para a comunidade que faz seu uso, € necessario
seu monitoramento por testes sensiveis e de respostas rdpidas. Diante disso, este trabalho teve
como objetivos avaliar a qualidade da dgua da lagoa Juara por meio das respostas citogenéticas e
fotossintéticas em espécimes de Tradescantia pallida, e citogenéticas em espécimes de Allium
cepa expostos a amostras de dgua da lagoa Juara coletadas em periodos de chuva e baixa

precipitacao.

Material e Métodos

EstacOes amostrais
Foram coletadas amostras de dgua em trés estacdes amostrais ao longo da lagoa Juara,

Municipio de Serra/ES (Figura 1), onde: J1 - ponto referéncia da lagoa (S 20 ° 06. 415°/ H 40° 15.
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041°); J2 — piscicultura (S 20° 06. 381’/ HO 40° 13. 949’) e J3 — regido da foz do Cdrrego
Laranjeiras (S 20° 07. 660’/ H 40° 12. 748’). As coletas consistiram de amostragem de dgua
subsuperficial, realizadas durante duas campanhas, setembro de 2012 que compreende o periodo

de baixa precipitagdo e margo de 2013, o periodo de chuva.

Desenho experimental

Para a realizagdo dos ensaios citogenéticos e fisioldgicos em Tradescantia pallida,
inicialmente foi realizado o enraizamento de estacas em solu¢do nutritiva de Hoagland Y2 forca
(KH,POs — 4x10° mol.L'; KNOs - 4 x10® molL'; MgCh.6H,O - 1 x10° mol.L'};
MgS04.7H,0 - 3 x10° mol.L'!; CaCl,.2H,0 - 3 x10° mol.L!; CaS04.2H20 - 1x10* mol.L';
NaNO; - 2 x102 mol.L'; NHsNO3 - 1 x10° mol.L'!; Micronutrientes: H3BO3 - 61,83x107
mol.L'!, ZnS04.7H,0 - 1,5 x10° mol.L'!, CuS04.5H,0 - 0,3 x10° mol.L"!, MnCl,.4H,O -
1,8x10° mol.L'!, Na;M004.2H,0 - 0,6 x10°® mol.L"!; Fe-EDTA: Na;EDTA - 3,8 x10°® mol.L"!,
FeCl3.6H,0 - 3,8 x10°® mol.L!).

Para tanto, para cada campanha realizada, 75 estacas apresentando 30+5 cm de
comprimento com trés a cinco nds foliares e trés a cinco nds expostos a solucdo de Hoagland
foram dispostas em tanques de hidroponia de polietileno (10 litros), com aeracdo constante e ph
mantido entre a faixa 6,0-6,5 por meio da adicao de NaOH — 0.1N ou HCI — 0.IN. Apo6s 23 dias
de enraizamento os comprimentos radiculares apresentavam 2 a 5 cm.

O experimento com as estacas de 7. pallida foi inteiramente casualizado. Apds o
enraizamento, 25 estacas divididas em cinco grupos foram aleatoriamente coletadas para o inicio
da exposicao aguda de 24 horas (Ma 1982). Essas estacas foram dispostas em novos tanques de
hidroponia (7,5 litros) contendo amostras de 4dgua correspondentes as estagdes amostrais
enriquecida com os nutrientes da solucao de Hoagland %2 for¢a para o inicio da exposi¢do. Para o
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controle negativo (CON) as estacas foram expostas em nova solucdo nutritiva de Hoagland Y2
for¢a e o controle positivo (CON+) em solu¢do nutritiva de Hoagland acrescida do herbicida
Trifluralina (0,84 mg/L) (Fernandes et al. 2009).

Com o término da exposi¢do aguda, novamente, 25 estacas foram aleatoriamente
coletadas e divididas em cinco grupos para o inicio da exposi¢do cronica de 40 dias. Tanto a
exposi¢do aguda quanto a crOnica, a aeracdo foi mantida constante, o volume de solugdo foi
mantido em 7,5 litros e o ph regulado para a faixa de 6,0 a 6,5.

Com as plantas expostas nos diferentes grupos experimentais (J1, J2, J3, CON e CON+)
durante 24 horas, foi realizado o Ensaio em ponta de raiz de 7. pallida de acordo com Ma (1982),
com modifica¢des. Enquanto as plantas expostas durante 40 dias foram utilizadas na investigacao
de possiveis alteracdes sobre o metabolismo fotossintético.

Amostras das solucdes utilizadas durante o ensaio de 40 dias com 7. pallida foram
coletadas e armazenadas em frascos de polietileno em refrigeragdo para a realizacdo do Teste do
Allium cepa para constatar a manuten¢do das propriedades das amostras de dgua e os efeitos
sobre as plantas ao longo do experimento. As sementes foram germinadas diretamente nas
solucdes utilizadas durante a exposicao de 40 dias em 7. pallida, correspondentes as estagoes

amostrais J1, J2, J3, ao controle negativo (CON) e ao controle positivo (CON+) com Trifluralina.

Ensaios citogenéticos em Tradescantia pallida e Allium cepa

O Teste do A. cepa, utilizando células meristeméticas de raiz foi realizado de acordo
com Grant (1982), com modificagdes. Sendo, as raizes das sementes submetidas aos tratamentos
coletadas apds atingirem aproximadamente 2 cm de comprimento. O Ensaio da mitose em ponta
de raiz de T. pallida foi realizado conforme Ma (1982), com modificagdes. Sendo utilizadas
raizes apresentando de 2 cm a 5 cm de comprimento.
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Para a confec¢do das laminas, tanto as raizes de A. cepa quanto T. pallida, foram
fixadas em Carnoy 3:1 (trés partes de etanol para uma de dcido acético) por 24 horas. Os
meristemas foram submetidos a hidrélise dcida em HCI 1N (60°C) por 8 minutos, seguidos por
lavagem em &4gua destilada. A coloracdo foi realizada pelo método tradicional de Feulgen e as
laminas foram confeccionadas pelo método comum de esmagamento suave com uma gota de
carmim acético (2%) e recobertas com laminulas, sendo posteriormente destacadas em nitrogénio
liquido e por fim montadas com bdlsamo do Canad4 para andlise.

Foram analisadas cinco laminas por tratamento (J1, J2, J3, CON+ e CON) em ambos 0s
ensaios citogenéticos, sendo avaliadas aproximadamente 5000 células em cada tratamento em
microscopio de luz. As fases celulares, bem como as alteragdes cromossdmicas, foram listadas e
as frequéncias utilizadas para se calcular o indice mitético (IM), o indice de aberragcdes
cromossdmicas (AC) e a frequéncia de micronicleos (MN).

Para a andlise do indice mitético (IM), foram consideradas a frequéncia de células de

cada fase da divisdo celular, como segue:

IM = n° de células em d1V1.sao % 100
n° total de células analisadas

Para a avaliacdo do potencial genotdxico pelo indice de aberracdes cromossdmicas
(AC), foram consideradas as seguintes aberracdes cromossOmicas: ponte, quebra, c-metéfase,
anafase multipolar, atraso, aderéncia, perda, ndcleo lobulado, nicleo fragmentado, brotamento e

célula bi-nucleada. De modo que:

AC = n° de células com aberragdes cromossdmicas

x 100
n° total de células analisadas
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E para a andlise do potencial mutagénico foi considerado a frequéncia células com
micronucleos (MN), onde:

n° de células com micronucleo
MN = ~ - x 100
n° total de células analisadas

Pigmentos cloroplastidicos em 7. pallida

A avaliagdo do metabolismo fotossintético foi realizada com os espécimes de 7. pallida
expostos durante 40 dias por meio de dosagens dos pigmentos cloroplastidicos em folhas jovens
totalmente expandidas segundo protocolo de extracdo de Hiscox e Israeltam (1979). Foram feitas
leituras das absorancias nos comprimentos de onda de 470, 645, 663 nm em espectofotdmetro
Thermo Scientific GENESYS 10S UV-Vis Spectrophotometer, e calculados as concentragdes dos
pigmentos segundo Lichtenthaler e Wellburn (1983) pelas seguintes férmulas:
Chl a =[(12,7.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)
Chl b = [(22,9.A645) — (4,68.A663)].V/(1000.MS)
Chl tora1 = [(20,2.A663) — (2,69.A645)].V/(1000.MS)
Carot = [(1000.A470) — (1,82.Chl a — 85,02.Chl b)].V/(198.1000.MS)

Onde: Chl e Carot significam clorofila e carotenoides, respectivamente. A663, A645 e
A470 representam os valores das absorbancias; V € o volume da amostra (em mL) utilizado e MS
¢ a massa seca dos discos (g). Também foi calculada a razao clorofila a / clorofila b e razao

clorofila total / carotenoides.

Andlises estatisticas
Foram realizadas a andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacio

Muiltipla de Tukey (p < 0.05), a fim de se comparar as estacdes amostrais e controles em cada
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campanha, e para a comparagdo das estacdes entre as campanhas amostrais foi realizada a andlise

de variancia (ANOVA) seguida pelo Teste de Comparacao Multipla de Bonferroni (p < 0.05).

Metais

Para a quantificagdo dos metais (Al, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Ni, Pb, Zn e Pb),
as amostras de dgua superficial foram coletadas em J1, J2 e J3, durante os periodos de chuva e
baixa precipitacdo em frascos de polietileno e acidificada em Acido nitrico concentrado (2,5 ml
de HNO3 para 500 ml de amostra) (Rietzler et al. 2001). A quantificacdo foi baseada no método
descrito por U.S. EPA 200.8 a partir de espectrometria de massas com plasma indutivamente

acoplado (ICP-MS) em aparelho Varian - Modelo AA 240 FS.

Resultados e Discussao

Os resultados das andlises pelo ensaio em ponta de raiz de 7. pallida ap6s exposi¢ao
aguda, as amostras de 4dgua na forma de solug@o nutritiva, revelam que durante a primeira
campanha, periodo de baixa precipitagao (Figura 2), a estacdo amostral J3 apresentou IM inferior
(0,062 £ 0,004) em relacdo ao controle negativo (0,129 + 0,005) e as outras estacdes amostrais
(Tabela 1), o que caracteriza, conforme Leme e Marin-Morales (2008), o seu potencial de
citotoxicidade elevado. Nessa mesma estacdo amostral, foi observado que AC (0,016 + 0,001) e
MN (0,005 £+ 0,000) foram superiores ao controle negativo. As aberracdes cromossomicas
observadas com maior frequéncia foram aderéncia, nicleo lobulado e brotamento (Tabela 2).

Durante o periodo de chuva (Figura 2), as analises citogenéticas em 7. pallida
demonstraram que o IM de J2 (0,081 £+ 0,004) e J3 (0,093 + 0,003) foram significativamente
inferiores ao encontrado no CON. Quanto ao potencial genotéxico, J2 e J3 apresentam indices de
AC superiores ao controle negativo, sendo J2 apresentando indice de 0,012 + 0,001 e J3 de 0,020

+ 0,002. As andlises das aberragdes cromossOmicas revelaram que os elevados indices de AC
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nessas estacdes amostrais decorreram dos elevados nimeros de c-metifases, aderéncia e
brotamentos (Tabela 2). Quanto ao indice MN, apesar de J2 (0,002 £+ 0,001) nao ter diferido do
CON, como J3 (0,004 + 0,001), J2 também nao apresentou diferenca significativa em relacao a
J3, o que demonstra tendéncia a acentuadas frequéncias de micronucleo (Tabela 2).

A andlise comparativa entre as campanhas revelou que o IM das estagdes J2 foi
significativamente inferior e o de J3, superior durante a segunda campanha (periodo de chuva)
(Tabela 2). Ja o indice de aberragdes cromossdmicas apresentou valor superior em J2 e J3 durante
a segunda campanha, enquanto as frequéncias de micronicleos ndo apresentaram diferencas
significativas entre as campanhas amostrais (Tabela 2). Assim, foi observado que no periodo de
alta precipitacdo, a lagoa Juara apresenta os maiores potenciais genotéxicos. Segundo Ergene et
al. (2007), a alta concentracdo dos poluentes nas dguas relaciona-se com o fendmeno de
concentracdo ou dilui¢do promovido pela chuva. Christofoletti (2008) e Duarte et al. (2011),
relatam a interferéncia da sazonalidade em ambientes lacustres, com intensificacdo dos danos no
material genético durante o periodo de chuva

Os resultados das andlises pelo teste do A. cepa expostos as amostras de dgua das
diferentes estacdoes amostrais na forma de solug@o nutritiva, apds exposi¢do cronica de 40 dias em
T. pallida, revelaram que na primeira campanha a estagao amostral J3, assim como em 7. pallida,
apresentou os indices IM, AC e MN significativamente diferentes dos indices referentes ao CON
e as outras estacoes amostrais (Tabela 3). Sendo AC (0,037 + 0,004) determinado principalmente
pelas aberragdes de quebra, c-metafases, atraso, aderéncia (Tabela 4). Na segunda campanha, os
indices AC e MN, tanto em J2 quanto em J3 apresentaram valores superiores em comparagdo ao
CON de forma que AC de J2 (0,023 + 0,001) e J3 (0,019 £ 0,002) foi determinado, sobretudo,

por quebra, aderéncia, perda e brotamento. Quanto a frequéncia de microntcleos, J2 e J3
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apresentaram valores superiores a0 CON, com indices 0,009 + 0,001 e 0,015 £ 0,002,
respectivamente.

As andlises de comparacdo de IM, AC e MN entre as mesmas estagcdes amostrais nas
diferentes campanhas revelaram que ao contrdrio de 7. pallida, as respostas com relagdo ao IM
no teste do Allium cepa mostraram-se inferiores em J3 durante o periodo de alta precipitacio
(Tabela 3), indicando maior sensibilidade deste quanto a danos citotéxicos. Com rela¢do a AC, as
observagdes de intensificacdo de danos com a chuva mantiveram-se para J2 enquanto que para J3
foram inferiores na segunda campanha. E quanto ao MN, J2 e J3 apresentaram expressivo
aumento da frequéncia de microndcleo durante a segunda campanha, sobretudo J3, sugerindo o
grande aumento dos danos nao reversiveis (MN).

Apesar de algumas distingdes observa-se que as repostas de A. cepa e T. pallida
corresponderam-se, sugerindo similaridades quanto a sensibilidade e a manutencao dos potenciais
citotoxicos, genotéxicos e mutagénicos das amostras de dgua durante as exposi¢cdes aguda e
cronica em Tradescantia pallida. Os estudos citogenéticos relacionam a ocorréncia de alteragdes
citogenéticas devido a presenca de metais tais como o chumbo (El-Shahaby et al. 2003), arsénio
(Yietal. 2007), cadmio (Seth et al. 2008) e boro (Konuk et al. 2007).

Nas amostras de dgua da lagoa Juara foram detectados os metais Ca, Fe, Mg e Mn (Tabela
5), onde a concentra¢do de Fe (1,237 a 2,614 pug/mL) foi superior ao estabelecido pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente, Brasil, em sua resolucao n° 357 (0,3 mg/l ou 0,3 pg/mL). Apesar da
presenca desse metal, os elevados niveis de AC e MN em J2 e J3 demonstram ndo estar
relacionados ao mesmo. A partir da anélise dos estudos realizados por Silva (2013), desenvolvido
com amostras coletadas mesmas estagdes amostrais durante mesmas campanhas, observa-se que

os niveis de Fe nas estacdes J1, J2 e J3 em ambas as campanhas parece apresentar relacdo entre a
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sua concentracdo e a composicdo organica das estacdes. A estacdo amostral J3, por exemplo,
apresentou os menores niveis de ferro e em contrapartida os maiores niveis de nitrogé€nio
amoniacal e fosforo total durante os periodos de baixa precipitagdo e chuva.

Com relagdo a fisiologia do metabolismo fotossintético de 7. pallida, a quantificagdo dos

pigmentos cloroplastidicos demonstrou que a estacdo amostral J2, durante o periodo de baixa

H+

precipitacdo, apresentou os e teores (mg.g'MS, MS = massa seca) de clorofila a (30,141
1,601), clorofila b (8,290 + 0,438), clorofila total (49,347 + 2,619) e carotendides (30,382 +
1,943) significativamente superiores a0 CON. Com relacido a Clorofila b, ndo houve diferenca
significativa entre J2 e J3, apesar de J3 ndo ter apresentado valor significativamente superior em
compara¢do ao CON (Tabelas 6a e 6b).

Durante a segunda campanha, J2 novamente apresentou os maiores niveis (mg.g-1MS) de
clorofila a (44,179 + 1,182), clorofila b (11,785 + 0,350), clorofila total (72,304 + 1,932) e
carotendides (62,487 + 1,898) em relacdo controle negativo. A razao clorofila a/b ndo apresentou
diferencas entre as estagdes amostrais € o controle em ambas as campanhas, assim como a razao
clorofila total / carotendides (Tabelas 6a e 6b). J4 a comparacdo das mesmas estagdes amostrais
entre os periodos de baixa precipitacdo e chuva revelaram que em J2 os niveis de clorofila a,
clorofila b, clorofila total e carotenoides foram significativamente superiores durante a segunda
campanha, enquanto a razdo clorofila total / carotenoide apresentou-se inferior (Tabelas 6a e 6b).

Estudos relatam a relagdo entre os metais e a deturpacdo do metabolismo fotossintético
(Oncel et al. 2000; Mobin e Khan 2007), destacando-se metais como Cu (Pilon et al. 2006;
Burkhead et al 2009), Al (Peixoto et al. 2002) e Cd (Mobin e Khan 2007). Todavia, assim como
observado nas andlises citogenéticas, os resultados da avaliacdo fotossintética ndo demonstram

apresentar influéncia da presenca dos metais Fe, Ca, Mn e Mg quantificados nas dguas da lagoa
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Juara. Por outro lado, Silva (2013) relata que as concentragdes de nitrogénio amoniacal e fésforo
total durante o periodo de chuva foram elevados nas estacdes amostrais J2 e J3 em ambas as
campanhas, sendo os niveis em J3 mais acentuados. Nesse panorama, os estudos de Backes et al.
(2008) com bulbos de alho demonstraram que a aplicacdo de doses crescentes de nitrogénio
elevou os niveis de clorofila e consequentemente o desenvolvimento das plantas. Ferreira et al.
(2006) com estudos em tomateiros e Kitajima e Hogan (2003) em espécies da familia
Bignoniacea, também observaram aumento da concentracdo de clorofila com a adubacdo
nitrogenada.

Estudos realizados por Silva (2013) em estacdes correspondentes a J1, J2 e J3 da lagoa
Juara, revelaram que a esta¢do correspondente a J2, piscicultura, e J3 apresentaram as maiores
concentracdes de nutrientes, sendo esta ultima apresentando os maiores valores. Com relagdo J3,
as concentragdes dosadas de pigmentos cloroplastidicos em 7. pallida nao apresentaram niveis
significantes tal como observado em J2, o que diverge com a relagao de que maiores niveis de
pigmentos refletem a maior concentracdo de nutrientes no meio.

Corréa et al. (2009), ao submeter espécimes de Oruganum vulgare L. a diferentes niveis
de adubacdo organica, observaram que as maiores concentragdes de clorofila foram obtidos com
doses crescentes de adubo orginico até o ponto maximo da curva. A partir deste, os maiores
niveis de adubacgdo resultaram em decréscimo da concentracdo de clorofila, sendo tal efeito
atribuido ao excesso de nutrientes.

Logo os teores de nutrientes presentes na estacdo amostral J3, em ambos os periodos
avaliados pode ter influenciado nos niveis de pigmentos cloroplastidicos apresentados por T.
pallida expostos as dguas desta estacdo. Além disso, possivelmente ha relacdo com a presenca de

potenciais poluentes tendo em vista o lancamento de efluentes pelo corrego Laranjeiras na
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estacdo amostral J3, o que refletiu nos elevados indices de danos no DNA observados tanto nos
ensaios com 7. pallida apds exposicdo aguda, quanto em A. cepa exposto as amostras da

exposi¢ao cronica.

Conclusao

Os ensaios citogenéticos em 7. pallida e A. cepa apontam potenciais citotoxico,
genotoxico e mutagénico nas estacdes amostrais J2 e J3 em pelo menos uma capmnha amostral,
sugerindo a presenca de poluentes cujos efeitos sdo maximizados no periodo de chuva. Quanto
aos potenciais citotoxicos, genotoxicos e mutagénico, foram observadas similaridades entre as
respostas de A. cepa e T. pallida.

A investigacdo fotossintética em 7. pallida, por meio dos teores de pigmentos
cloroplastidicos, demonstra relagao ao elevado aporte de nutrientes presentes nas estacdes J2 e J3,
sendo nesta ultima, o excesso de nutrientes, o provavel responsavel pelo valor inferior do teor
mensurado. A presenca de Fe e Mn ndo parece relacionar-se as respostas observadas
citogenéticas e fisiologicas observadas. O excesso de nutrientes parece ter toxicidade sobre o
metabolismo fotossintético, enquanto que os danos citogenéticos podem ter sido provocados por

outros poluentes tais como herbicidas.
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Figura 1. Estacdes amostrais na lagoa Juara, sendo 1: J1 (referéncia); 2: J2 (piscicultura)
e 3: J3 (préximo a foz do Corrego Laranjeiras).
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Figura 2. Precipitagdo durante marco de 2012 (mar/12) a marco de 2013 (mar/13) -
Estacdo meteoroldgica localizada no municipio de Vitéria-ES, Coordenadas: S
20,300° / W 40,317°, 36 m.
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Tabelas

Tabela 1: Resultados de IM, AC e MN no ensaio Tradescantia pallida ap6s exposicdo em Solu¢do de Hoagland
derivadas das amostras de dgua coletadas da Lagoa Juara no ano de 2012 e 2013 referentes as 1* Campanha (periodo
de baixa precipita¢@o) e 2* Campanha (periodo de alta precipitacdo) nas estacdes amostrais J1, J2 e J3.

Diferenca entre as

Indices Campanha Controles/Estacdes MédiazEPM
campanhas

CON 0,129 + 0,0054 nc

CON+ 0,029 £ 0,0028 nc

1* Campanha J1 0,124 + 0,00442 -
12 0,129 + 0,00342 oAk
I3 0,062 + 0,0048 ok

M

CON 0,121 £0,0014 nc

CON+ 0,015 £ 0,0028 nc

2* Campanha n 0,113 +£0,003* -
12 0,081 £ 0,0048 oAk
13 0,093 £ 0,0038 oAk

CON 0,006 + 0,0004 nc

CON+ 0,026 + 0,0028 nc

1* Campanha n 0,002 + 0,00142 -
12 0,003 £ 0,00142 oAk

AC 13 0,016 £ 0,0018 *
CON 0,002 + 0,0014 nc

CONT 0,016 + 0,002B2 nc

2* Campanha n 0,003 £ 0,0014 -
12 0,012 + 0,001 otk

13 0,020 + 0,0025° *

CON 0,001 = 0,000 nc

CON+ 0,006 + 0,00182 nc

1* Campanha n 0,001 + 0,0004° -

12 0,002 =+ 0,0004° -

MN I3 0,005 =+ 0,0008 -
CON 0,001 = 0,000 nc

CON+ 0,005 £ 0,00182 nc

2* Campanha n 0,001 £ 0,0004° -

12 0,002 £ 0,0014% -

I3 0,004 + 0,001 -

Médias seguidas por diferentes letras matisculas diferem significativamente de CON, enquanto médias seguidas pela
mesma letra mindscula nio diferem significativamente entre si (p < 0.05), de acordo com ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey. * Diferenca significante entre estacdes amostrais nas diferentes campanhas (p < 0.05), de acordo
com ANOVA seguido pelo Teste de Bonferronii's. nc: Nao comparado. EPM: Erro padrdo da média.
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Tabela 3: Resultados de IM, AC e MN no ensaio Allium cepa apds exposicdo em Solucdo de Hoagland derivadas
das amostras de dgua coletadas da Lagoa Juara no ano de 2012 e 2013 referentes as 1* Campanha (periodo de baixa
precipitagdo) e 2* Campanha (periodo de alta precipitacdo) nas estagdes amostrais J1, J2 e J3, e controles negativo
(CON) e positivo (CON+).

Diferenca entre as

Indices Campanha Controles/Estacgdes MédiazEPM
campanhas

CON 0,100 + 0,0024 nc

CON+ 0,080 + 0,003B nc

1* Campanha n 0,095 + 0,00340 -

J2 0,102 + 0,0034° -

M I3 0,081 + 0,004B2 Hk
CON 0,097 + 0,004 nc

CON+ 0,059 + 0,002B2 nc

2* Campanha n 0,099 + 0,0064° -

J2 0,103 £ 0,0034° -

J3 0,060 + 0,001B2 *k

CON 0,005 + 0,0004 nc

CON+ 0,051 + 0,004 nc

1* Campanha n 0,006 + 0,000%2 -
J2 0,005 + 0,00142 wkE
AC J3 0,037 + 0,004 wkE
CON 0,005 + 0,0004 nc

CONT 0,055 + 0,004 nc

2* Campanha n 0,006 + 0,0014 -
J2 0,023 +0,001B2 wkE
J3 0,019 + 0,002B2 wkE

CON 0,001 + 0,000~ nc

CON+ 0,009 + 0,001 nc

1* Campanha n 0,001 + 0,000%2 -
12 0,001 + 0,00042 wokok
MN J3 0,003 + 0,000 wkE
CON 0,001 + 0,000~ nc

CON+ 0,015 + 0,0028B2 nc

2* Campanha n 0,002 + 0,000% -
12 0,009 + 0,001 wokok
J3 0,015 + 0,002B2 wkE

Médias seguidas por diferentes letras madsculas diferem significativamente de CON, enquanto médias seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si (p < 0.05), de acordo com ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey. * Diferenga significante entre estacdes amostrais nas diferentes campanhas (p < 0.05), de acordo
com ANOVA seguido pelo Teste de Bonferronii's. nc: Ndo comparado. EPM: Erro padrdo da média.
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Tabela 6a: Resultados de Chl a, Chl b, Chl w (mg.g'MS) em Tradescantia pallida apds exposi¢io cronica em
Solucdo de Hoagland derivadas das amostras de dgua coletadas da Lagoa Juara no ano de 2012 e 2013 referente as
1* Campanha (periodo de baixa precipitaciio) e 2* Campanha (periodo de alta precipitagdo) nas estagdes amostrais
J1,J2 e J3, e controles negativo (CON) e positivo (CON+).

Campanha Controles/Estacdes MédiazEPM Diferenca entre as campanhas
CON 22,381 % 1,1324 nc
0 J1 21,722 + 1,136 -
Campanha ) 30,141 + 1,6018 ok
13 25,016 +0,9344 ]
Chl a
CON 22,087 +2,7394 nc
o J1 22,748 + 3,126 -
Campanha 1) 44,179 + 1,1828 ok
13 26,512 +3,9184 -
CON 6,610 +0,3914 nc
8 jl 6,015 + 0,313 -
Campanha b 8,290 + 0,4388" Hohk
13 7,178 +0,188A® -
Chl b
CON 5,861 +0,8234 nc
2 J1 6,187 % 0,868 -
Campanha APl 11,785 +0,350® ok
13 7,341 £ 1,236 -
CON 36,675 + 1,8544 nc
8 J1 35,566 % 1,859 -
Campanha 1) 49,347 +2,619® ok
13 40,979 + 1,5244 -
Chl total
CON 36,146 + 4,4894 nc
o jl 37,237 £5,1184 -
Campanha APl 72,304 +1,9328 ok
13 43,410 % 6,4264 -

Médias seguidas por diferentes letras matisculas diferem significativamente de CON, enquanto médias seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si (p < 0.05), de acordo com ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey. * Diferenca significante entre estacdes amostrais nas diferentes campanhas (p < 0.05), de acordo
com ANOVA seguido pelo Teste de Bonferronii's. nc: Nao comparado. EPM: Erro padrdo da média.
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Tabela 6b: Resultados de Razdo Chl a/b, Carotendides (mg.g"'MS) e Razio Chl/Carot em Tradescantia pallida ap6s
exposicdo cronica em Solu¢do de Hoagland derivadas das amostras de dgua coletadas da Lagoa Juara no ano de
2012 e 2013 referente as 1* Campanha (periodo de baixa precipitacdo) e 2* Campanha (periodo de alta precipitacdo)
nas estagdes amostrais J1, J2 e J3, e controles negativo (CON) e positivo (CON+).

Campanha  Controles/Estacdes ~ Média+EPM Diferenca entre as campanhas
CON 3,402 £0,1254 nc
J1 3,612 +£0,04148 -
1* Campanha
2 3,639 + 0,06844 -
J3 3,481 £ 0,0424¢ -
Razdo Chl a/b
CON 3,803 +£ 0,0944 nc
J1 3,686 + 0,066 -
2* Campanha
12 3,752 0,068 -
J3 3,657 £ 0,09442 -
CON 20,571+ 1,566 nc
1 20,326 +2,05842 -
1* Campanha
2 30,382 + 1,9438 Rk
J3 22,796 + 1,4194 -
Carot
CON 23,019+ 6,061 nc
J1 26,797 + 6,6854¢ -
2* Campanha
2 62,487 + 1,898" Rk
J3 32,179 + 8,79044 -
CON 1,806 + 0,108* nc
J1 1,784 £ 0,08942 -
1* Campanha
12 1,636 + 0,0774 *
J3 1,818 £ 0,10242 -
Razdo Chl/ Carot
CON 1,728 £ 0,150* nc
Aj 1,559 + 00,1734 -
2* Campanha
12 1,158 £ 0,01942 *
J3 1,542 £ 0,17842 -

Médias seguidas por diferentes letras madsculas diferem significativamente de CON, enquanto médias seguidas pela
mesma letra mindscula ndo diferem significativamente entre si (p < 0.05), de acordo com ANOVA seguido pelo
Teste de Tukey. * Diferenca significante entre estacdes amostrais nas diferentes campanhas (p < 0.05), de acordo
com ANOVA seguido pelo Teste de Bonferronii's. nc: Ndo comparado. EPM: Erro padrdo da média.
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7 CONCLUSOES GERAIS

As analises dos parametros fisicos e quimicos apontam para sinais de eutroficacdo
artificial na lagoa Juara, sobretudo na estacao amostral J3;

Apesar da presenca de metais, tais como Fe e Mn, estes ndo parecem resultarem em
danos citogenéticos ou fotossintéticos. Sugere-se a presengca de outros potenciais
poluentes tais como herbicidas e compostos organicos como fatores promotores dos
danos citogenéticos.

A partir dos ensaios citogenéticos realizados em Allium cepa e Tradecantia pallida, foi
possivel observar que a estacdo amostral J3 apresentou os maiores niveis de
citoxicidade, genotoxicidade e mutagenicidade.

Foi observada a maximizagdo dos danos citogenéticos durante o periodo de chuva.
Foi constatado que as respostas citogenéticas em A. cepa e T. pallida corresponderam-
se, sugerindo similaridades quanto a sensibilidade apds exposicao as aguas da lagoa

Juara.

A avaliacdo do metabolismo fotossintético em T. pallida, demonstra que os teores de

pigmentos cloroplastidicos estédo relacionados ao elevado aporte de nutrientes.
A relacdo entre os danos citogenéticos e os teores pigmentos cloroplastidicos mostrou-

se préoxima em J3, apensar dos distintos potenciais estressores e respostas dos

biomarcadores.
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