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Qualidade fisiolégica de sementes de Allium cepa exposta a mix de contaminantes em

concentragoes ambientais relevantes

Resumo

O uso de Allium cepa para identificacdo do potencial de contaminantes ja ¢ realizado para
estudos em diversas regides com inumeras formas de poluicdo. A utilizagdo de defensivos
agricolas, farmacos, residuos industriais, dentre outros formam um mix de contaminantes de
efeito ainda pouco conhecido no ambiente. Assim, objetivou-se com a pesquisa, determinar se

a exposicao das sementes a agua contendo mix de contaminantes em concentragdes ambientais
preditivas causa danos fisioldgicos na germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de
Allium cepa. O estudo foi realizado com cinco tratamentos para umedecimento do substrato
sendo eles: 4gua destilada (controle), reagente citotoxico (ciclofosfamida, 10 mg/mL); e trés
concentragdes de um mix de 15 contaminantes (Grupo Mix 1x — 100%, Grupo Mix Y2 x- dilui¢ao
de 50% da mistura e Grupo Mix Y x- dilui¢@o sera de 25% da mistura). O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des de 50 de sementes
de A. cepa. Foram avaliados germinagdo, primeira contagem de germinagdo, indice de
velocidade de germinagdo e comprimento de raiz de plantulas. A exposi¢do das sementes a dgua
contendo um mix de contaminantes em concentragdes ambientais preditivas causa danos

fisiologicos na germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de A. cepa.

Palavras chave: genotoxidade, anormalidades, contaminantes, germinacdo, desenvolvimento
radicular.



1. Introdugao

Atualmente ¢ alta a demanda pelo manejo de residuos agroindustriais, a fim de evitar a
contaminagdo do meio ambiente. As substancias produzidas por industrias de forma geral, e a
aplicacdo de defensivos pela agropecuaria podem colocar em risco a fauna e a flora, além da
propria saude humana (Barganska & Namiesnik, 2010; Mesnage et al., 2015; Van Bruggen et
al., 2018).

A toxidez de inimeras substiancias quimicas de residuos industriais e atividades
agricolas vem sendo alertado e registrado na literatura nos ultimos anos com efeitos
relacionados principalmente com distlrbios fisiologicos e neuroldgicos, como compostos de
industria de cortume, fungicidas e herbicidas (Estrela et al., 2017; Mendes, Sousa, & Reis, 2017,
Mesnage et al., 2015).

Além destas substancias também ¢ possivel encontrar residuos de farmacos, hormonios
sintéticos, dentre outros. Essa quantidade e tipos de contaminantes formam um mix de
contaminantes que pouco se conhece sobre seus efeitos na natureza, principalmente quando
estdo atuando mutualmente. Em estudo realizado por Souza (2018) trabalhando com sete grupos
de contaminantes de origem farmacéutica, hidrocarboneto, residuo agroindustrial, hormoénio
sintético, fertilizante, pesticida e surfactante, demonstrou que este mix de contaminantes em
concentracdes ambientais relevantes € mesmo em curto prazo causou disturbios fisioldgicos e
neurologicos em mamiferos.

Para o monitoramento ambiental ¢ essencial estudar os efeitos deste mix de
contaminantes para diagnosticar se determinados impactos ambientais estdo ocorrendo. Além
disso ¢ importante a simulacao dos estudos em diferentes cenarios de contaminagao, a fim de
mensurar os efeitos reais em um ambiente (Rosa et al., 2015). Os efeitos dos contaminantes

sobre as plantas, podem ser observados em diferentes niveis, sendo que a maioria dessas reacdes



pode ser utilizada como critérios para auxiliar na avaliagdo das alteracdes ambientais em
estudos de monitoramento ambiental (Souza & Fontanetti, 2006; Rosa et al., 2015)

Algumas plantas podem ser utilizadas em bioensaios para avaliar os efeitos dos diversos
produtos contaminantes, por serem considerados mais sensiveis e mais simples, quando
comparados aos que utilizam animais (Fernandes, Mazzeo, & Marin-Morales, 2007). Dentre
estes bioensaios podemos destacar ensaios de anormalidades cromossdmicas, testes
citogenéticos, germinagdo de sementes e analise de crescimento (Rank et al., 2002).

No caso de germinagao de sementes, estas sao mais tolerantes a condi¢des de estresse e
sdao altamente influenciadas pelo ambiente, podendo fornecer subsidios para entender sua
condigdo (Carita & Marin-Morales, 2008). Um exemplo de espécies superiores ¢ Allium cepa,
esta espécie ¢ utilizada como modelo para andlise citotdxica e genotdxica, sendo Uteis para
estudos de monitoramento ambiental. Esta espécie ¢ comumente utilizada para avaliar os efeitos
de diversos produtos xenobidticos, ¢ simples € com um baixo custo economico. A espécie
modelo ¢ reconhecida e validada em no ambito do United Nations Environment Program
(UNEP), World Health Organization (WHO) e US Environmental Protection Agency (US
EPA).

Ensaios com Allium cepa sao realizados visando um menor tempo para obtengao de
respostas, mas com alta reprodutividade (Romero & Cantu, 2008). Apesar de serem utilizados
comumente os bulbos desta espécie, principalmente na avaliacdo genotdxica e teste de toxidade
de efluentes, ensaios com sementes sdo também indicados para a analise de compostos puros
ou misturas compostas em agua (Leles, 2017)

Assim, objetivou-se com a pesquisa determinar se a exposi¢do das sementes a agua
contendo mix de contaminantes em concentragdes ambientais preditivas causa danos

fisiologicos na germinagdo e desenvolvimento inicial de plantulas de Allium cepa.



2. Material e Métodos
2.1.Local de estudo
O experimento foi conduzido no Laboratorio de Sementes — Semear, do Instituto Federal

Goiano, Campus de Urutai.

2.2 Material de estudo
A pesquisa foi conduzida com sementes de cebola (Allium cepa) da cultivar Crioula,

colhidas na safra 2020, com pureza inicial de 99% e teor de 4gua de 5%.

2.3. Procedimento experimental

A pesquisa foi conduzida em delineamento inteiramente casualizado, para avaliacdo da
toxicidade dos contaminantes nas sementes de cebola. O estudo foi realizado com cinco
tratamentos para umedecimento do substrato sendo eles: d4gua destilada (controle), reagente
citotoxico (ciclofosfamida, 10 mg/mL); e trés concentragdes de um mix de 15 contaminantes
representantes da classe de residuos farmacéuticos; hidrocarboneto; de residuos agroindustriais;
de hormonio sintético; de fertilizantes agricolas, pesticidas e de residuos surfactantes, em
concentracdes encontradas em aguas superficiais conforme utilizado por Souza (2018), sendo
eles: Grupo Mix 1x (Tabela 1); Grupo Mix %2x — representado pela diluigdo de 50% da mistura
de contaminantes definida no grupo Mix 1x, e Grupo Mix Yax, no qual a diluigdo sera de 25%
da concentragdo do grupo Mix 1x, foi utilizado volume de solucao de 2,5 vezes a massa seca
do papel utilizado para os testes de qualidade fisioldgica.

Os papéis foram autoclavados e umedecidos com os tratamentos e a testemunha antes
da semeadura. A semeadura foi conduzida utilizando duas folhas de papel tipo mata borrao
foram acondicionadas dentro de caixas de plastico transparente (11,0 x 11,0 x 3,5 cm) com

tampa e semeadas quatro repeticdes de 50 sementes sobre o papel umedecido.



Tabela 1. Descri¢do e concentragdo dos contaminantes utilizados na mistura (1x).

Contaminantes Concentragao ambientalmente Referéncia para
encontrada (1x) concentracao
Amoxicilina 0,0045 pg.L! Sodré et al. (2010)
Acido acetilsalicilico 0,34 pg.L! Ternes (1998)
Diclofenaco sodico 1,8 ng.L! Hoeger et al. (2005)
Ibuprofeno 2,7 ng.L! Flippin et al. (2007)
Fluoxetina 0,030 pg.L! Perreault et al. (2003)
Clonazepan 0,053 pg.L! Ternes et al. (2001)
Dipirona monoidratada 5ug.L! Pamplona et al. (2011)
Ranitidina 10 ng.L! Boxall (2004)
Benzeno 0,005 mg/L Ministério da Saude (2004)
Efluente de curtume 1% Rabelo et al. (2016)
Ciprionato de Estradiol 2,6 ng.L-1 Jardim et al. (2006)
Nitrogénio 2,4 mg.L-1 Xu et al. (2014)
Glifosato 0,70 mg.L-1 Peruzzo et al. (2008)
Abamectina 0,004 mg.L-1 Vasconcelos et al. (2016)
Detergente 740 pg.L-1 Mortatti et al., (2012)

Germinagdo e primeira contagem: as sementes de cebola foram expostas a baixas
temperaturas (entre 5 ¢ 10 °C) por sete dias pra superagao da dorméncia (Brasil, 2009). Apos
isso o teste de germinagao foi conduzido em cdmara de germinagdo regulada a temperatura de
15 °C e fotoperiodo de 12 horas. Foi avaliada a primeira contagem de germinagao no sexto dia
apos a semeadura computando-se a porcentagem de plantulas normais. A contagem final das
plantulas normais foi realizada no 12° dia apds a semeadura e os dados foram expressos em
porcentagem (Brasil, 2009).

Indice de velocidade de germinagéo: realizado conjuntamente com o teste de
germinagdo computando-se diariamente as plantulas normais até o 12° dia ap6s a semeadura e
aplicado a férmula proposta por Maguire (1962).

Comprimento de plantula: realizado ao final do teste de germinagdo, medindo parte
aérea e sistema radicular de 20 plantulas normais de cada repeti¢do, com auxilio de um

paquimetro digital e os resultados foram expressos em cm.plantula™!.

2.4. Analises estatisticas



Os residuos dos dados de germinagdo e desenvolvimento inicial foram testados quanto a
normalidade e homocedasticidade. Quando atendidos os pressupostos foi realizada analise de

variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

3. Resultados
Houve uma redugdo de 75% na germinagao de sementes de cebola quando as sementes

estiveram em contato com 100% do mix de contaminantes, enquanto para os demais tratamentos

nao foi observada diferenca em relagao a testemunha (Tabela 2).

Tabela 2. Germinagao, primeira contagem de germinacao, indice de velocidade de germinagdo
e comprimento de plantulas de Allium cepa submetidas a diferentes niveis de contaminantes.

Germinagao Primeira indice de Comprimento
Tratamentos (%) contagem velocidade de de plantula

(%) germinagao (cm)

Ciclofosfamida 80 a 64 a 13,6 a 5,09 a

Agua 79 a 66 a 13,6 a 3,98 b

Mix 25% 77 a 65 a 13,1 ab 2,52 ¢

Mix 50% 69 a 44 b 11,1b 1,37d

Mix 100% 20b I1¢ 32c¢ 1,13d

Quadrado médio 2637,30%* 2234,00%** 79,74%* 11,52%%*

CV (%) 7,88 12,13 9,34 8,42

**significativo ao nivel de 1% de probabilidade conforme o teste F. Na coluna, médias
seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A velocidade de germinagao foi afetada significativamente com a aplicacao a partir de
50% do mix de contaminantes no substrato, caracterizado pelas variaveis de primeira contagem
e indice de velocidade de germinacao.

A variavel mais afetada foi o comprimento de plantulas, que apresentou redugao do
tamanho a partir da utilizagdo de 25% do mix de contaminantes, com reduc¢do gradual do
tamanho das plantulas conforme aumento da concentracdo (Figura 1). Foi observado que o
tratamento com ciclofosfamida possibilitou a formacdo de plantulas com sistema radicular

superior em relagdo a testemunha.



Figura 1. Germinagao de sementes de Allium cepa apods 12 dias da semeadura submetidas a
25% (a), 50% (b), 100% do mix de contaminantes (€), Ciclofosfamida (d) ¢ agua destilada (e).



4. Discussao

O teste de citotoxidade conduzido com a germinagao de sementes e crescimento de raiz
de plantulas de Allium cepa é um indicativo do potencial contaminante dos produtos langados
no ambiente, entretanto o dano ou efeito causado depende da concentracdo destes componentes.
Isso pode ser explicado pois, sabe-se que a deterioracao das sementes pode ocorrer desde a
maturidade fisiologica até no momento pds semeadura e ela depende principalmente das
caracteristicas do genotipo e das condi¢des do ambiente (Marcos-Filho, 2015).

As concentragdes criticas dos contaminantes variaram de acordo com o parametro
analisado, sendo ele germinacdo, velocidade de germinacdo e comprimento de plantulas,
evidenciando que o crescimento total das plantulas e a velocidade de ocorréncia deste processo
¢ mais afetado pela concentragdo de contaminantes do que a capacidade de formagdo de uma
plantula normal (germinagdo). O efeito dependente do parametro analisado pode ser explicado
pelo fato de que existe uma sequéncia de eventos do processo de deterioragdo que ¢ continuo,
inevitavel e irreversivel (Marcos-Filho, 2015), sequéncia esta que, de acordo com Delouche e
Baskin (1973) inicia com a degeneracdo das membranas, evolui para a reducdo da velocidade
de germinag¢do e da taxa de crescimento e culmina com a perda do poder germinativo.

No ambiente isto pode ser refletir na maior capacidade das plantas iniciarem seu
desenvolvimento, porém ndo completarem, de forma rapida e uniforme, devido a absorcao de
agentes contaminantes. A germina¢do de sementes ocorre apenas na presenca de umidade, em
trés fases, sendo elas, embebi¢ao da semente na presenca de agua, transporte de substancias de
reservas e protusdo da radicula (Marcos Filho, 2015). Assim espera-se que a qualidade desta
agua embebida afete a eficiéncia da embebicao e dos eventos metabdlicos subsequentes.

A germinagdo dentro de um processo de deterioracdo € o ultimo estagio a ser afetado,

uma vez que esta relacionado a viabilidade da semente, ou seja, o vigor pode ser afetado, mas



mesmo em condig¢des adversas, havendo a presenca de umidade, temperatura e luz a germinagao
pode ocorrer (Carvalho e Nakagawa, 2012).

A formagao da plantula ocorrera apenas na presenca de dgua, assim possivelmente o
potencial hidrico pode ter diminuido com a presenca dos sais dos agentes contaminantes, uma
vez que a salinidade pode levar a solucdo a potenciais hidricos muito negativos que,
especialmente no inicio da embebic¢do, influenciam a absor¢do de dgua, podendo inviabilizar a
sequéncia dos eventos relacionados ao processo germinativo das sementes (Bansal, Bhati &
Sen, 1980), ou afeta-los de forma a prejudicar a velocidade ou a eficiéncia deste processo,
especialmente quando a altas concentragdes como no caso do mix a 100%. Isso foi observado
em sementes de alface (Franco et al., 2017; Thode Filho et al., 2019).

Entretanto, quando as sementes sdo expostas a condi¢des que ainda ha dgua livre no
sistema, 0 processo germinativo pode ocorrer sem afetar a porcentagem final. Este mesmo
comportamento foi observado por Rosa et al. (2015), que ao avaliarem a exposi¢ao de sementes
de A. cepa aos efluentes bruto e tratado, nas concentragdes 25%, 50%, 75% e 100%,
identificaram que a germinago foi pouco influenciada pelas concentragdes do poluente.

Pela anélise do comprimento das plantulas (Figura 1) foi possivel verificar o menor
crescimento quando expostas aos contaminantes, em relagdo a testemunha e a ciclofosfamida
confirmando a posicdo de Alvin et al. (2011) que relataram que mudanga nas condi¢des
ambientais, associadas a poluicdo, podem causar redugdo do crescimento radicular. A
ciclofosfamida ¢ um agente que intensifica a divisdo celular em plantas, e acelera o nimero de
mutagoes das células (Akinboro et al., 2011). Neste caso, esta substancia foi utilizada a fim de
verificar a comparagdo com possiveis mutagdes das plantas quando expostas aos agentes
contaminantes. Entretanto o efeito observado foi apenas o maior crescimento radicular,

atribuido ao potencial de mitose da substancia (Akinboro et al., 2011).



Essa reducdo do comprimento a partir das menores concentracdes de contaminantes
pode estar relacionada a dificuldade de absor¢ao de dgua pela semente, uma vez que apesar de
ter havido a protrusdo da radicula, pela umidade do meio, ndo houve condi¢des hidricas
necessarias para a ativacdo de enzimas e transporte de reservas para o desenvolvimento
completo da plantula. Este cenario deve ter ocorrido devido a presenga principalmente de sais
que compdem os contaminantes, causando uma tensao osmotica provocado pela diminuigao
do potencial de 4gua no meio e, por conseguinte, pela restricdo de absor¢ao de agua pelas raizes
e transporte de reservas (Thode Filho et al., 2020).

Esta condi¢do, além de causar toxidez, quando se acumulam nos tecidos vegetais, pode
acarretar mudancas na capacidade da planta em absorver, transportar e utilizar os ions essenciais
ao seu crescimento (Lacerda et al. 2004). Thode Filho et al. (2019), comenta que a insercao de
contaminantes no substrato para a germinacdo de sementes tem efeito deletério sobre as
caracteristicas morfologicas da plantula a ser formada. Portanto, que a reduc¢do do
desenvolvimento vegetativo provocado pela presenga dos contaminantes, pode comprometer
seriamente o desenvolvimento vegetativo desta planta ou de outras espécies vegetais em
condig¢des de campo.

A velocidade de germinagédo foi afetada a partir de 50% da concentragdo do mix de
contaminantes. Ferreira & Borghetti (2004) explicam que em muitas vezes o efeito toxico das
substancias ndo ¢ sobre a germinagdo, mas sobre a velocidade de germinacdo ou outro
parametro do processo, como exemplo o comprimento. Resultados similares foram encontrados
por Cuchiara, Borges, & Bobrowski (2012) ao testarem sementes de alface e cebola como
bioindicadores de qualidade da agua de acordo com as estagdes do ano e por Moraes et al.
(2002) ao estudarem o efeito de contaminantes na germinagao e no vigor de sementes de arroz.

Os testes que avaliam a velocidade de germinacgao, como a primeira contagem e indice

de velocidade de germinagao foram menos sensiveis aos efeitos de substancias quimicas que o



crescimento da plantula. Segundo Rodrigues, Rodrigues & Reis (1992), diferentes compostos
quimicos agem diretamente na velocidade de emissdo das estruturas das plantulas, pois
interferem na divisao celular, na permeabilidade das membranas e na ativacao de enzimas.
Cuchiara, Borges, & Bobrowski (2012), atribuem esta redu¢@o da velocidade e do crescimento

a interferéncia na divisao celular, observada em aberracdes cromossomicas observadas em
c¢lulas meristematicas radiculares de cebola, submetidas a tratamento com 4gua contaminada
com contaminantes.

Moraes et al. (2002) em estudos com sementes de arroz submetidas a cloreto de amodnio
(NH4Cl) observaram ainda que contaminantes como este podem ter afetado negativamente a
composi¢do ¢ manutencdo das membranas celulares durante a exposi¢cdo as substancias,
permitindo a lixiviacao de sais minerais, agticares, proteinas € outros componentes da semente
levando ao processo de deterioracao e perda do vigor. Rodrigues et al. (2013) ainda verificaram
que essa diminui¢ao de comprimento e de velocidade pode estar relacionada a redugdo da
capacidade de conversdo destas reservas na presenca dos poluentes. Pois, o aumento da
salinidade, fator presente no mix de contaminantes, pode prejudicar a permeabilidade aos ions
de sddio e potassio, por exemplo, que sdo fatores importantes no ganho de biomassa e seu

influxo por meio de vias metabolicas.

5. Conclusao
A exposicao das sementes a agua contendo um mix de contaminantes em concentragdes
ambientais preditivas causa danos fisiologicos na germinagdo e desenvolvimento inicial de

plantulas de A. cepa.
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