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INTRODUÇÃO

O Programa Internacional de Bioensaios com Plantas
(IPPB) estabelecido em 1993, dentro do Programa Ambien-
tal das Nações Unidas, envolve 14 Páıses de quatro Conti-
nentes; o Brasil é membro deste grupo. O objetivo do IPPB
é continuar monitorando o meio ambiente em escala global,
tendo como grandes missões: a promoção de metodologia
de uso simples, rápido e de baixo custo para monitora-
mento ambiental e o estabelecimento de uma cadeia inter-
nacional de trabalhos para monitorar e identificar condições
perigosas que existem em diferentes áreas do mundo; com a
ajuda de análises qúımicas e f́ısicas poderão ser identificadas
as fontes de poluição e sugerir a remediação do processo

Dentro deste contexto, os bioensaios em plantas fornecem
parâmetros significativos para avaliar a toxicidade de mis-
turas complexas tais como dejetos industriais, mesmo sem
conhecimento de sua composição qúımica (Odeigah et al.,
997). Atualmente, muitos trabalhos têm empregado com
sucesso bioensaios com plantas, assim como: Allium cepa,
Vicia faba, e Tradescantia pallida como bioferramentas
rápidas e sensitivas para o monitoramento de contaminantes
ambientais em solos, águas superficiais e subterrâneas,
depósitos de lixo urbanos e efluentes de esgoto doméstico
e industrial. Análises de partes vegetativas e reprodutivas
destes vegetais têm sido largamente utilizadas para deter-
minação dos efeitos biológicos de agentes qúımicos (Ma e
Grant, 1982)

Avaliações da toxicidade de poluentes ambientais com plan-
tas foram enfatizadas em diversos workshops e programas
Gene - Tox. Conseqüentemente, muitos estudos de curto
prazo baseados em testes in vitro e in vivo foram realizados
com sucesso na detecção e monitoramento de uma grande
variedade de agentes qúımicos ambientais com potencial
mutagênico e carcinogênico. Entretanto, com a crescente
lista desses agentes, muitos não foram testados ou ainda
esperam confirmação de seus efeitos (ATEEQ et al., 002)

Experimentos que avaliam o impacto ecológico e genético da
poluição nuclear em populações de plantas são necessários,
já que plantas são produtos comerciais importantes e são

consumı́veis pelas pessoas. Além disso, plantas podem ser
utilizadas como biossensores da toxicidade genética de polu-
entes ambientais (Kovalchuk et al., 998)

É estabelecido que a poluição diminui a qualidade de vida
em vários aspectos, afetando a saúde e a longevidade dos
seres humanos. Além dos efeitos diretos sobre a saúde, o
perigo inerente dos poluentes está no fato que eles podem
levar a diversas condições patológicas como câncer, arte-
riosclerose, doenças cardiovasculares e envelhecimento pre-
coce. De tempos em tempos, agências verificam o estado
de poluição do ar, água e solos em cidades e unidades in-
dustriais. Porém esta verificação diária da mutagenicidade
e carcinogenicidade de poluentes não é realizada (Grover e
Kaur, 1999)

Assim, as indústrias destacam - se por representar os prin-
cipais emissores de poluentes no meio ambiente. Os deje-
tos industriais geralmente contêm misturas complexas de
qúımicos que substancialmente contaminam reservatórios
superficiais e subterrâneos de água potável (Mumtaz, 1995;
Dewhurst et al., 002), e podem tornar - se extremamente
perigosos para a saúde humana, induzindo a alterações
genéticas, sendo que metais pesados são os toxicantes mais
comumente encontrados em dejetos de esgoto (Rank e
Nielsen, 1998)

Portanto, metais pesados como o ńıquel, mercúrio e cádmio
têm mostrado elevada genotoxicidade em diferentes testes
de detecção. Além dos metais pesados, diversos qúımicos
orgânicos têm sido detectados em lodo e águas de dejetos
industriais e esgoto doméstico, alguns destes já conhecidos
como mutágenos tais como nitrosaminas, bifenis policlo-
rados (PCBs), dibenzo - p - dioxinas policloradas e fura-
nos (PCDD/F), e hidrocarbonetos poliaromáticos (PAHs)
(Rank e Nielsen, 1998)

Ainda sobre os reśıduos de processos industriais e esgoto
doméstico lançados no ambiente, estes, contêm qúımicos
genotóxicos que não se submeterão à degradação du-
rante o tratamento, devido seu alto grau de persistência.
Como esses qúımicos freqüentemente apresentam natureza
lipof́ılica, eles irão depositar - se predominantemente no lodo
dos esgotos. Devido ao crescimento da aplicação de lodo
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de esgoto tratado na fertilização de campos agŕıcolas, há
um sério interesse considerando a possibilidade de qúımicos
genotóxicos danificarem organismos e ecossistemas, assim
como humanos durante sua acumulação na cadeia alimen-
tar. Conseqüentemente, é importante conhecer a ocorrência
desses qúımicos no lodo, portanto, várias análises qúımicas
têm sido realizadas com este propósito (Rank e Nielsen,
1998)

Os efeitos de agentes qúımicos integrantes de desejos indus-
triais, que representam importantes mutágenos, podem at-
uar no material genético dos núcleos eucarióticos e ser avali-
ados citologicamente pela observação da inibição do cresci-
mento ou divisão celular, interrupção da metáfase, indução
de aberrações cromossômicas numéricas ou estruturais e al-
terações ao longo das cromátides irmãs e outras cromátides
(Knoll et al., 006)

Quanto ao biomonitoramento ambiental de reśıduos indus-
triais e de esgoto, pode ser realizado por testes em animais
e também por meio de bioensaios com plantas indicadoras.
Entretanto, a maioria dos ensaios em animais apresenta el-
evado custo e assim as agências de regulamentação não os
utilizam para a realização do monitoramento. Tendo isso em
vista, bioensaios com plantas indicadoras, que são consider-
avelmente menos onerosos, têm sido propostos para a mon-
itoração rotineira da poluição. Alguns bioensaios com plan-
tas, por exemplo, Tradescantia pallida, Vicia faba, e Allium
cepa, têm sido utilizados por mais de 60 anos, inicialmente
para os estudos dos efeitos mutagênicos da radiação ion-
izante e mutágenos qúımicos, mas, recentemente, também
para a avaliação da mutagenicidade/clastogenicidade de
poluentes ambientais (Grover e Kaur, 1999)

No que se diz respeito aos testes realizados com V. faba e
A. cepa, têm - se reportado significantes efeitos genotóxicos
em suas células somáticas expostas a águas de esgotos
provenientes de indústrias de curtume (Chandra e Gupta,
2002; Chandra et al., 004). Os testes de micronúcleo em
ápices de raiz de Allium cepa substitúıram os experimen-
tos de aberração cromossômica previamente realizados em
células de plantas (MA et al., 995). A contagem de mi-
cronúcleos em populações de células sincronizadas, as quais
são localizadas na vizinhança da secção meristemática do
ápice da raiz, é mais eficiente que o teste de aberração
cromossômica, que normalmente é realizado com uma pe-
quena fração de núcleos metafásicos acumulados mediante
utilização de colchicina ou outro inibidor das fibras do fuso
mitótico. Tais agentes podem por si só afetar os resultados
do teste (Majer et al., 003)

Em relação a citotoxicidade e poluição ambiental, têm sido
avaliadas in vivo por testes em ápice de ráızes de cebola,
fornecendo resultados similares aos testes in vitro de cito-
toxicidade em animais. Os testes de citotoxicidade em
ápice de raiz de cebola são baseados nas análises de vários
parâmetros incluindo padrões de núcleos at́ıpicos (por exem-
plo, emparelhamento de núcleos heteromórficos) e o aparec-
imento de micronúcleos como conseqüência de mitose des-
ordenada e quebra cromossomal (Knoll et al., 006)

Inúmeros estudos têm demonstrado a importância do
biomonitoramento ambiental em situações de poluição por
diferentes meios de dispersão, como por exemplo: in-
cidências elevadas de aberrações cromossômicas em células,

assim como inibição do desenvolvimento de ráızes foram
documentadas utilizando bulbos e sementes de cebola ex-
postos à radiação. Entretanto, ainda existe uma grande
necessidade de quantificar as alterações no genoma de plan-
tas após sua exposição crônica à radiação, metais pesados
e agentes qúımicos, sendo que muitas áreas cultivadas sofr-
eram tais influências pela ação do homem. O teste em Al-
lium pode ser uma ferramenta útil para a medida quanti-
tativa das alterações no genoma de cebolas e desse modo,
monitorar os efeitosnte, a eficiência do teste de M cito e
genotóxicos de solos polúıdos (Kovalchuk et al., 998)

Portanto, o teste em Allium é um simples, sensitivo e
rápido bioensaio que tem sido largamente utilizado como
padrão para o biomonitoramento de contaminantes ambi-
entais, utilizando vários parâmetros genotóxicos. O teste
em Allium geralmente fornece uma estimativa muito útil
do efeito tóxico total resultante do tratamento das células
do ápice das ráızes por agentes potencialmente mutagênicos
(DeMarini, 1991; Fiskesjo, 1993)

OBJETIVOS

Verificar através do teste de Allium cepa a toxicidade dos
contaminantes ambientais proveniente da água de efluentes
doméstico/industrial da cidade Patos de Minas - MG em
comparação com o extrato de óleo sintético para ret́ıfica
Ultracorte 2000®

MATERIAL E MÉTODOS

Foram utilizados 12 bulbos de cebola (Allium cepa, 2n =
16) saudáveis, de tamanhos uniformes (3,0 - 3,5 cm de
diâmetro) e massas equivalentes (15g ± 400 mg) obtidos
de uma população comercial. As camadas mais externas da
casca dos bulbos foram removidas cuidadosamente antes do
tratamento. Os bulbos de Allium cepa foram adaptados em
béqueres de vidro com suas extremidades inferiores imersas
em água destilada aerada e originaram ráızes a uma tem-
peratura controlada (22 ± 2ºC) após 48h. Quando as novas
ráızes atingiram um comprimento médio de 2,0 cm foram
utilizadas no teste

Os extratos de óleo solúvel foram preparados utilizando - se
o óleo sintético para ret́ıfica Ultracorte 2000®, fabricado
pela DNC Industrial Campinas Ltda., Hortolândia - SP.
Para a preparação dos extratos, foram realizadas diluições
do óleo em água destilada, nas concentrações de 25 e 75%
respectivamente

A amostra de água proveniente de efluente
doméstico/industrial da cidade Patos de Minas - MG foi
coletada em recipiente de vidro âmbar limpo e com tampa,
não propiciando condições de contaminação da amostra até
o momento em que foi utilizada no tratamento experimen-
tal. No momento do tratamento a amostra de água foi
dilúıda em água destilada, obtendo - se três concentrações
diferentes: 25, 50 e 100%. Dois bulbos de Allium cepa
foram expostos aos extratos preparados com óleo solúvel.
Seis bulbos foram expostos às amostras de água de efluente
doméstico/industrial, dois para cada concentração. Grupos
Controle Positivo e Controle Negativo foram preparados
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utilizando - se Cloridrato de Doxorrubicina (Doxolem®)
na concentração de 0,125 mg/mL de água destilada, e água
destilada respectivamente, sendo utilizados dois bulbos de
Allium cepa para exposição em cada grupo controle. As ex-
posições foram realizadas por um peŕıodo fixo de 48h para
todos os tratamentos, exceto para o grupo Controle Posi-
tivo que foi realizado por 6h, procedimento este, utilizada
para evitar o aparecimento de resultado falso negativo, de
acordo com metodologia descrita por Majer e colaboradores
(2003)

Após o peŕıodo de exposição das ráızes, 0,5 cm do ápice de
três ráızes foi coletado e imediatamente fixado em solução
de ácido acético e etanol (1:3) por 24h. Após a fixação, as
ráızes foram transferidas para uma solução de etanol 70%
e mantidas em refrigerador à temperatura média de 2 ºC
por 72h. Solução de ácido acético 45% (9 partes) e HCl 1
N (1 parte) foi utilizada para promover a hidrólise e mac-
eração das ráızes. As ráızes foram então dispostas sobre
uma lâmina e o primeiro miĺımetro do ápice das ráızes re-
movido, de forma que os 2 mm correspondentes à região
meristemática ou geração de células F1 foram isolados para
análise em microscópio óptico. A identificação dos mi-
cronúcleos foi feita com solução de Carmim 2% em ácido
acético 45%, sendo que 300 células em média por lâmina
foram contadas em um aumento de 400x e a freqüência de
micronúcleos determinada. Para as análises estat́ısticas foi
realizado o teste do Qui - Quadrado para identificar uma
reposta positiva entre os grupos experimentais e controle

RESULTADOS

Dejetos industriais e urbanos depositam - se no meio am-
biente principalmente através dos sistemas fluviais recep-
tores dos efluentes de esgoto doméstico e industrial, con-
tendo predominantemente misturas complexas qúımicas de
especificidade desconhecida, eliminados de forma não se-
gura, podendo infligir sérios danos aos seres vivos. Portanto,
o tratamento adequado dos dejetos é essencial para que
seja realizado seu descarte no ambiente. Adicionalmente,
a utilização de bioensaios senśıveis realizados com plantas
podem ser importantes ferramentas para o monitoramento
sistemático da genotoxicidade de tais efluentes

De acordo com as freqüências de micronúcleos encontra-
dos nas ráızes de Allium cepa tratadas é posśıvel eviden-
ciar que a Doxorrubicina, utilizada como controle positivo,
induziu uma quantidade significativamente mais elevada
de micronúcleos (5,168 MN/100 células), porém, ao com-
pararmos individualmente o efluente doméstico/industrial
com o controle positivo, o tratamento 100% não apre-
sentou diferença estatisticamente significativa (P <0,5%).
O número de micronúcleos induzidos pelos tratamentos
com óleo solúvel não foi elevado (1,426 ± 1,63 MN/100
células), apresentou diferença estatisticamente significativa
quando comparado com o controle negativo (água des-
tilada). No entanto, ao compararmos com o efluente
doméstico/industrial nas concentrações de 25 e 50%, não ap-
resentou diferença estatisticamente significante, embora ex-
ista diferença significativa entre os tratamentos óleo solúvel
e efluente doméstico/industrial na concentração 100%. En-
tretanto, os resultados dos tratamentos com a amostra de

efluente doméstico/industrial nas concentrações 25 e 50%
comparadas com o controle negativo apresentaram diferença
significante, da mesma forma que as freqüências de mi-
cronúcleos do óleo solúvel quando comparado com o con-
trole positivo

De acordo com Grover e Kaur (1999) a indução de mi-
cronúcleos em ápices de células meristemáticas de raiz de
A. cepa ou em qualquer célula de outro organismo é a man-
ifestação de um dano cromossomal ou de algum distúrbio
no processo mitótico. Os micronúcleos são formados pelo
desenvolvimento de uma nova membrana envolvendo o ma-
terial da cromatina que não foi capaz de migrar para um dos
pólos da célula durante a anáfase na mitose. Tais materi-
ais cromáticos surgem tanto de disjunções cromossômicas
defeituosas devido a anormalidades ou quebra cromosso-
mal resultando na formação de fragmentos acêntricos, cro-
mossomos dicêntricos e pontes cromossômicas (bridges).
Portanto, a indução de micronúcleos pode sugerir que al-
guns compostos agem como inibidores das fibras do fuso ou
mesmo como clastógenos

Como observado nos resultados, a amostra de água do
efluente doméstico/industrial causou uma maior indução
de micronúcleos nas ráızes de A. cepa que o óleo solúvel
isoladamente, sendo assim, podemos inferir que outros
componentes presentes no efluente apresentam atividade
genotóxica e provavelmente são os responsáveis pelos efeitos
mutagênicos observados. Conforme Claxton, Houk e
Hughes (1998) os compostos tóxicos predominantemente
relacionados com a genotoxicidade ambiental são principal-
mente os PCBs (Polychlorinated Biphenyls), PAHs (Poly-
cyclic Aromatic Hydrocarbons), NCPs (Non Conventional
Pollutants), metais pesados e corantes utilizados em cur-
tumes. Traços de bifenis policlorados ou simplesmente
PCBs no ambiente (ar e água) são detectados por todo o
planeta, incluindo áreas remotas. De acordo com um lev-
antamento realizado pelo Ministério da Saúde do Canadá
(2005), liberações acidentais e também práticas impróprias
de descarte destes compostos são causas já antigas desta
contaminação. Atualmente, os PCBs são dispersos no am-
biente por correntes de ar, acumulando - se nas células de
animais, sendo que as concentrações mais elevadas são en-
contradas nos organismos que estão no ápice da cadeia ali-
mentar, incluindo humanos

Atualmente, PCBs fazem parte da composição de vários
óleos industriais e inseticidas organoclorados, e são conheci-
dos principalmente por persistirem intactos no ambiente por
longos peŕıodos. Da mesma forma que os PCBs, os hidro-
carbonetos poliaromáticos (PAHs) também estão dispersos
no ambiente e apresentam atividade mutagênica relatada
em vários estudos ecotoxicológicos (Riffat e Masood, 2006),
derivados predominantemente da combustão incompleta de
produtos petroqúımicos, óleos, gorduras, tabaco e carvão

CONCLUSÃO

Pode - se concluir que nos resultados, a amostra de água
do efluente doméstico/industrial causou uma maior indução
de micronúcleos nas ráızes de A. cepa que o óleo solúvel
isoladamente, sendo assim, podemos inferir que outros
componentes presentes no efluente apresentam atividade
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genotóxica e provavelmente são os responsáveis pelos efeitos
mutagênicos observados

REFERÊNCIAS
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