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INTRODUCAO

A saude dos individuos é influenciada por fatores hereditarios, nutricionais,
mutacionais e ambientais, com os quais eles vivem. Populacdes expostas a agentes fisicos,
quimicos ou ambientais podem sofrer mutacdes, cancer e defeitos congénitos (ARNAIZ,
1997). A preocupacdo com a salde humana, atrelado ao conhecimento de que muitas espécies
sdo excelentes fontes de vitaminas, sais minerais e substancias antioxidantes, entre outras
contribuicdes, tornaram o consumo de alguns alimentos crescente em nosso meio (KADER,
2001), destacando-se 0 consumo de hortalicas.

O repolho (Brassica oleracea var. capitata) é uma planta da familia das
Brassicaceae, herbacea, com folhas arredondadas e cerosas formando uma cabeca compacta,
possui grande aplicabilidade, apresenta um alto valor nutritivo, alta concentracdo de célcio,
proteinas e &cido ascérbico (CARVALHO et al., 2008), sendo uma planta cultivada
essencialmente por pequenos agricultores.

A rucula (Eruca sativa L.) € uma hortalica herbacea anual, de porte baixo, possuindo

normalmente altura de 15 a 20 cm, com folhas verdes e recortadas, também pertencente a
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familia Brassicaceae. Apesar de ser produzida melhor sob temperaturas amenas, essa hortalica
tem sido cultivada ao longo do ano, em diversas regides do pais (MEDEIROS, 2005).

Com base na crescente demanda de hortalicas, buscam-se formas mais rapidas e
eficazes para a producéo exacerbada das mesmas, utilizando métodos comuns que na maioria
das vezes sdo toxicos as plantas. Dentre esses métodos destaca-se utilizacdo de adubos
nitrogenados (N) citados por Filgueira (2008) como um promotor no aumento da
produtividade quando se refere a hortali¢as folhosas.

A toxicidade desses nutrientes quando em contato com material genético ainda é
pouco discutida, mas ja se sabe que especialmente no DNA, eles podem causar alteracdes no
seu codigo, ou seja, genotoxicidade ou mutagénese (ARNAIZ, 1997). Deste modo, a
realizacdo de ensaios de toxicidade tem sido incluida em programas de monitoramento,
constituindo uma das analises indispensaveis (LACERDA et al., 2011).

Anélise de alteraces cromossdmicas serve como teste de mutagenicidade e € um dos
poucos métodos diretos para mensurar danos em sistemas expostos a mutagénicos ou
carcinogénicos potenciais (BAGATINE et al., 2007). Para possibilitar a avaliacdo dos efeitos
ou danos que agentes mutagénicos podem causar, é necessario que a amostra esteja em
constante divisdo mitotica, objetivando identificar os efeitos toxicos e alteragdes ocorridas ao
longo de um ciclo celular. O teste de Allium cepa tem sido amplamente empregado com esse
proposito (SILVA et al., 2003).

O indice mitdtico e indice de replicacédo sdo usados como indicadores de proliferacao
adequada das células (GADANO et al., 2002), o que pode ser observado também atraves do
sistema teste vegetal de Allium cepa.

OBJETIVOS

Avaliar por meio do teste de Allium cepa o efeito de diferentes dosagens de N
recomendadas para repolho e rucula e relacionar se tais aplica¢fes influenciam na formacéo
de micronucleos.

METODOLOGIA
O experimento foi implantado no laboratério do Campus de Ipameri da Universidade

Estadual de Goias — UEG, no municipio de Ipameri-GO e teve parceria com o Laboratério de
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Citogenética do Instituto de Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia -
UFU.

O experimento foi conduzido em sistema de blocos ao acaso, utilizando duas fontes
de nitrogénio, sendo elas, ureia normal, 45% de N, e ureia revestida, 46% de N para cada
cultura, com quatro tratamentos cada e cinco repeticdes por tratamento. As doses de N
utilizadas foram as recomendadas para a cultura do repolho, 75, 150, 225 e 300 kg.ha™ de N,
para cultura da racula, 60, 120, 180 e 240 kg.ha™ de N, utilizou-se também azida sodica como
controle positivo e dgua destilada como controle negativo, para comparagdo na realizacdo de
analises citotoxicas.

Os tratamentos foram aplicados em forma de solucdo, a ureia foi triturada e
dissolvida em agua destilada. Foi feita a conversdo das doses de N para serem colocadas nos
recipientes. Para realizacdo dos experimentos utilizou-se bulbos de cebolas do tipo caixa 2.
Estes foram colocados nos recipientes plasticos com a parte inferior dos bulbos, anteriormente
raspada com auxilio de uma lamina, em contato com a agua destilada por 24 horas para
emersao das radiculas. Depois de emergidas, as radiculas foram submetidas ao tratamento por
48 horas, durante esse periodo manteve-se temperatura e luminosidade estaveis entre os
tratamentos.

Apo0s 48 horas na solucgdo as raizes foram cortadas e medidas para posterior analise
de comprimento, em seguida mergulhadas em Carnoy 3:1, onde permaneceram no proprio
fixador no freezer por no minimo 24 horas. Para preparo das laminas, as raizes foram retiradas
do fixador mergulhadas trés vezes em agua destilada (5 minutos cada) enxugadas rapidamente
em papel de filtro, hidrolisadas em HCI 5N a temperatura ambiente por 20 minutos, e lavadas
duas vezes em agua destilada. Em seguida a ponta da raiz foi transferida para a lamina,
enxugada cuidadosamente com papel filtro e acrescentou-se uma gota de acido acético a 45%.
Com o auxilio de um estereomicroscopio, a coifa foi retirada procurando deixar apenas o
meristema.

O meristema foi fragmentado em pedacos pequenos com auxilio de agulhas, depois
0s mesmos foram cobertos com uma laminula e com uma agulha de ponta rombuda procedeu-

se a separacao das células. A verificacdo foi acompanhada em microscopio comum, com o
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diafragma do condensador parcialmente fechado ou com o condensador do microscépio
deslocado para baixo.

Apobs a preparacdo da lamina, a mesma foi colocada em nitrogénio liquido para
posterior retirada da laminula. A coloracdo foi feita com Giensa a 10%, o tempo de coloracéo
variou de 5 a 20 minutos. Apoés coloracao as laminas foram analisadas, contando 5000 células
por tratamento para determinar o indice Mit6tico (IM) e a presenca de microndcleos.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e, nos casos em que o teste F foi
significativo, realizou-se o teste de Scott-Knott para comparacdo multipla das médias dos
tratamentos (ambos com p<0,05). Adicionalmente, procedeu-se a analise de regressao linear
ou polinomial, utilizando os dados obtidos com as diferentes doses de nitrogénio avaliadas.
Essas analises estatisticas foram conduzidas utilizando o software SISVAR 5.3 (FERREIRA,
2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste com Allium cepa foi utilizado para avaliar o efeito de diferentes doses de N
recomendadas para repolho e rdcula, como forma de estudo inicial de parametros
macroscopicos, determinando o crescimento de raizes e parametros citologicos avaliando a
presenca de micronucleos e possiveis aberracfes celulares e inibicdo de células em divisao
(FISKESJO, 1988; VESNA et al., 1996; BARBERIO et al., 2011).

Os biotestes utilizando o Allium cepa nas diferentes fontes e doses de ureia,
comparando com controle negativo (agua destilada), em observacdo macroscopica,
apresentaram crescimento normal e regular de suas raizes, ndo havendo necrose, ma formacéo
e ndo verificou citoxicidade nas diferentes doses de N.

Anaélise de variancia indicou efeito significativo (p<0,01) para a interacdo entre fonte
de ureia e doses utilizadas somente para a cultura do repolho, para salsa a interacdo ndo foi
significativa (p>0,05).

Quando avaliou as fontes de ureia normal e revestida para repolho, percebeu-se que
0s maiores desenvolvimentos foram obtidos na fonte de ureia normal, sendo que as doses de
75 e 150 kg.ha® N foram as melhores, visualizada de seguida que o aumento da dose
provocou diminui¢do do comprimento das raizes. Para ureia revestida o crescimento de raizes
ndo apresentou resultados significativos entre as diferentes doses, porém, percebe-se que as
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doses de 75 a 225 kg.ha™ N houve diminuicdo no comprimento de raiz em relacdo a dose 0
kg.ha™ N. Os resultados indicam que as doses que apresentaram menor desenvolvimento de
raiz podem apresentar efeito toxico (Tabela 1).

Tabela 1. Médias de comprimento de raizes de Allium cepa tratadas com diferentes doses de
N recomendadas para cultura do repolho, Ipameri-GO, 2014.

Doses de Nitrogénio (Kg.ha™) Fontes de Nitrogénio
Repolho Ureia Normal Ureia Revestida
0 0,92 bA 0,90 aA
75 1,60 aA 0,82 aB
150 1,03 bA 0,80 aB
225 0,92 bA 0,85 aA
300 0,84 bA 0,98 aA

Meédias seguidas da mesma letra minGscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferiram significativamente
pelo Teste Scott-Knott ao nivel de significancia de 5% de probabilidade.

Para racula ao comparar as duas fontes ureia normal e revestida, pode-se observar
resultados significativos, demonstrando que utilizando ureia revestida como fonte de N
obteve-se menor comprimento de raizes (Tabela 2).

Tabela 2. Fontes de N aplicadas a cultura da rucula, Ipameri-GO, 2014.

Fontes Cultura
Rdcula

Ureia Normal 0,90 a
Ureia Revestida 0,83 b

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferiram significativamente pelo Teste Scott-Knott ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade.

As analises avaliando a variavel comprimento de raizes, quando realizada utilizando
as doses recomendadas para cultura da rucula ndo apresentaram resultados significativos
(Tabela 3).

Tabela 3. Médias das diferentes doses de N recomendadas para cultura da rdcula, Ipameri-
GO, 2014.

Doses (Kg.ha™) e Médias

0 0,84 a
60 0,87a
120 0,92a
180 0,88a
240 0,82a

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo diferiram significativamente pelo Teste Scott-Knott ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade.
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Quanto a capacidade de resposta a doses de N, Mendonca (2003) e Morreira (2011)
relatam que esse elemento contribui marcadamente para melhor desenvolvimento e
produtividade da cultura da cebola.

Cecilio Filho et al. (2009) relata que a cebola apresenta respostas menores no
desenvolvimento e produtividade quando se tém incrementos somente nos niveis de N, do que
quando ha uma disponibilidade maior de outros nutrientes, principalmente fosforo e potassio.
Singh (2004) verificou que a cebola responde bem a aplicacdo de 80 kg.ha™ de N, ndo
havendo diferencas significativas na aplicacdo da dose de 120 kg.ha™ de N.

Resultados semelhantes quanto a resposta da cebola a adubacgdo nitrogenada foram
observados por Farias e Perreira (1992), que identificaram a dose de 115 kg.ha™ como a mais
expressiva para as condigdes do Vale do Sao Francisco, Petrolina-PE; enquanto Vachchani e
Patel (1996), na india, ndo verificaram diferencas entre as doses de 100 e 150kg.ha™de N,
evidenciando assim que a resposta da cebola a adubagdo nitrogenada pode variar de acordo
com as condigdes, e esse comportamento vale para qualquer espécie.

De acordo Batal et al., (1994) e Vidigal (2000), ndo encontraram respostas positivas
quando variaram as doses de N de 318 a 480 kg.ha™ de N, evidenciando assim que a cultura
da cebola ndo responde bem a altas concentracGes de N.

Segundo KURTZ et al., (2012), a cultura da cebola normalmente responde a adigéo
de fertilizantes nitrogenados, e a dose de N que proporciona o melhor desenvolvimento
depende da cultivar, das condi¢des de cultivo e normalmente situa-se entre 100 e 200 kg.ha-t.
Isso talvez explique a diminui¢do do comprimento da raiz da cebola em doses acima de 225
kg.ha™ de recomendadas para a cultura do repolho.

O que se percebe na grande maioria dos estudos, como mostra as referéncias citadas
anteriormente, é que os resultados sdo controversos, a quantidade ideal de N aplicada em
cebola ainda é uma incognita. Os resultados obtidos nesse trabalho com doses recomendadas
para a cultura do repolho mostram que tanto fonte de N como a dose pode apresenta efeitos
toxicos em biotestes utilizando o Allium cepa. Da mesma forma a fonte ureia revestida para a
cultura da salsa.

Analise de indice mitotico (IM) e presenca de micronucleos
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Apos coloracdo, as l1aminas foram analisadas, contando 5000 células por tratamento
para determinar o indice mitotico (IM) e verificar a presenga de micronucleos. O indice
mitético foi determinado dividindo o nimero de células em mitose pelo nimero total de
células observadas, multiplicando por cem para se obter o valor em porcentagem. A presenga
de microndcleos foi avaliada nas Iaminas em células em diviséo celular.

A boa qualidade das laminas facilitou a analise das células, sendo possivel visualizar
todas as fases da mitose, com isto, indicando que o material em questdo estava em constante
divisdo, caracterizando uma regido meristematica.

Em relacdo ao IM, observou que houve diferencas significativas quando os
tratamentos foram comparados com o controle negativo para a cultura do repolho na fonte
ureia revestida e para rucula nas duas fontes utilizadas, havendo aumento no IM, isso significa
que as doses usadas néo interferiram no nimero de divisdes mitoticas. Para repolho na fonte
ureia normal ndo apresentou diferencas significativas.

Tabela 1. indice Mitético de células meristematicas de raiz de Allium cepa tratadas com uréia
normal e revestida nas doses recomendadas para as culturas estudadas, Ipameri-GO, 2014.
Indice Mitético (%) e Doses (kg.ha™ N)

Repolho Controle Negativo Tratamentos (média)
Ureia Normal 5,2° 5,62
Ureia Revestida 3,8° 7,58

Rdcula Controle Negativo Tratamentos (média)
Ureia Normal 3,1° 4,92
Ureia Revestida 4,2° 5,42

Mesmas letras minudsculas e nimeros na linha ndo diferiram significativamente pelo Teste Tukey ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade.

Na anélise das laminas foi possivel notar tanto a presenca de micronucleos na dose de
240 kg.ha™ de N em rdcula, quanto a presenca de algumas anomalias no processo de divisdo
celular, como cromossomos fora do eixo equatorial e pontes anaféasicas na dose de 150 kg.ha™
de N em repolho (Figura 1).

A presenca de micronlcleo e anomalias revela que essas doses foram capazes de

causar efeitos genotoxicos em células meristematicas de raiz de A. cepa.
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Figura 1. (A) Presencga de microntcleo em células de raiz de A. cepa tratada com a dose de 240 kg.ha’

! de N em ricula; (B) Metafase com cromossomo fora da regido equatorial; (C) Ponte anaféasica em
células meristematicas tratadas com a dose de 150 kg.ha™ de N em repolho.

Fenech (1998) cita o  teste de micronicleo como  importante  técnica
para identificar eventual aumento na frequéncia de mutacdo em células que séo expostas
auma gamavariadade agentes genotoxicos, expressando 0s danos no cromossomo
como micronucleos. Neste trabalho a realizacdo do teste de micronucleo demonstrou efeito
genotoxico do N em raizes de Allium cepa na dose 240 kg.ha™ de N em rdcula, abrindo espaco
para futuras analises na area.

CONSIDERACOES FINAIS

A partir das andlises citologicas realizadas pode-se observar que o teste vegetal com
Allium cepa atua como bom bioindicador de atividades mutagénicas em tecidos vegetais,
revelando o qudo toxico um nutriente pode se apresentar decorrente de suas concentragoes.
Né&o verificou efeito citotoxico nas diferentes doses de N recomendadas para as culturas. Os
resultados obtidos nesse trabalho com doses recomendadas para a cultura do repolho mostram
que tanto fonte de N como a dose pode apresenta efeitos toxicos em biotestes utilizando o
Allium cepa. Da mesma forma a fonte ureia revestida para a cultura da salsa. A realizacdo do
teste de micronucleo e presenca de anomalias demonstrou efeito genotdxico do N em raizes
de Allium cepa na dose 240 kg.ha’ de N em ricula e na dose de 150 kg.ha™ de N em repolho,
respectivamente. Esses resultados abrem espaco para futuras analises nesta area.
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