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Resumo

Os bioindicadores sdo usados para avaliar mudangas no ambiente aquatico. Substancias quimicas incorporadas em ambientes
naturais interferem no desenvolvimento desses organismos. A pesquisa teve como objetivo avaliar a qualidade da agua da
represa Cocais, em Patrocinio, Minas Gerais, utilizando parametros fisico-quimico da agua e teste de micronucleo em peixes.
Nesse estudo, foram utilizados peixes da espécie Oreochromis niloticus L. (Tilapia-do-nilo) introduzidos na represa ap6s a sua
construcdo. Material genético de vinte e oito individuos foi coletado em dois pontos, P1 na nascente e P2 na represa. A analise
citolégica foi realizada utilizando-se microscopio 6ptico, sendo examinados 4000 eritrdcitos por peixe. Para a caracterizacéo
fisico-quimica das amostras de agua foram realizadas duas coletas no periodo de chuva e de seca, tanto na nascente como na
represa. Os parametros analisados (turbiez, pH, oxigénio dissolvido - OD, sélidos totais dissolvidos - SDT), nitrato e nitrogénio
amoniacal foram inferiores aos limites estabelecidos na legislacdo. A condutividade apresentou valores superiores ao indicado
pela CETESB, caracterizando uma medida indireta da concentracdo de poluentes. Com os resultados obtidos no teste de
microndcleos pode-se observar uma maior frequéncia de microndcleos nas células dos peixes capturados na represa, sugerindo
que a dgua esta contaminada por genotoxicos, que alteraram o material genético desses bioindicadores.

Palavras-chave: Eritrdcitos de peixes, parametros de qualidade, ecossistema lentico.

Micronucleus test in fish and physicochemical parameters in water at Cocais
dam, Minas Gerais

Abstract

The organisms known as bioindicators are used to assess changes in the aquatic environment. Incorporated chemical substances
in natural environment interfere in the development of these organisms. The research had as objective to avaluate the water
quality of the Cocais dam, in Patrocinio, Minas Gerais, using physical-chemical parameters of water and micronucleus test in
fish. In this study were used fish of the species Oreochromis niloticus L. (Tilapia-do-nilo) introduced in the dam after its
construction. Genetic material from twenty-eight individuals was collected at two points, P1 at the dam and P2 at the source.
The cytological analysis was performed using an optical microscope and 4000 erythrocytes were examined per fish. For the
physico-chemical characterization of the water samples were performed two collections during the rainy and dry periods, both
in the dam and in the source. The parameters analyzed (turbidity, pH, Dissolved oxygen - OD, total dissolved solids — SDT),
nitrate ammoniacal Nitrogen values were lower than those established in the legislation. The conductivity was higher than value
indicated by CETESB, characterizing an indirect measure of the concentration of pollutants. Whit the results obtained in the
micronucleus test a higher frequency of micronucleus can be observed in the cells of the fish captured in the dam, suggesting
that the water is contaminated by genotoxics, that altered the genetic material of these bioindicators.

Keywords: Erythrocytes of fish, quality parameter, lentic ecosystem.

Introduco qualidade da agua, solo e ar. nesse sentido, o setor agric_o.la se

destaca, uma vez que as monoculturas utilizam
excessivamente de agroquimicos produzindo residuos, 0s
quais podem conter substancias muitos poluentes (Correia et

As acOes antrépicas vém causando grandes prejuizos
ambientais nas Gltimas décadas, influenciando diretamente a
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al., 2017). Os corpos d’agua sdo expostos a pressdo continua
das atividades humanas, assim realizar o monitoramento
ambiental destes locais é essencial para manter o seu estado
natural (Zalewska e Danowska, 2017).

No biomonitoramento, os bioindicadores sdo organismos
como plantas, animais, fungos, bactérias, entre outros, que
mostram respostas biolégicas em longo prazo das condicfes
ambientais e também de mudancas subitas dos fatores
intrinsecos ao ambiente. Os bioindicadores ndo apresentam
informacdes sobre o grau de efeito adverso causado por estas
alteracGes. Desses organismos, os peixes sdo frequentemente
0S mais convenientes para 0 monitoramento da polui¢cdo em
ecossistemas aquaticos (Ramsdorf et al., 2012).

Os peixes sdo comumente utilizados como sentinelas
devido ao seu papel na nutricdo humana, e seu potencial de
bioacumulacdo de substancias genotdxicas, bem como a sua
sensibilidade a baixas concentragdes de mutagénicos
(Deutschmann et al., 2016). Os peixes podem acumular
poluentes diretamente da agua contamina ou indiretamente
pela ingestdo de organismos aquaticos contaminados. Assim
0 poluente genotoxico pode afetar toda a cadeia alimentar
aquatica e por consequéncia o homem (Vasconcelos, 2012).

Uma forma de detectar a presenga dos agentes
genotoxicos é o teste de microntcleos (MN), que vem sendo
utilizado por ser uma técnica confiavel, rapida e menos
exigente tecnicamente do que a pontuacdo de aberracGes
cromossOmicas. Assim, a utilizacdo desse teste tem se tornado
recorrente em programas de pesquisas ambientais para
determinar alteracBes genéticas nos organismos em aguas
contaminadas e misturas complexas (Arslan et al., 2015).

De acordo com (Obiakor et al., 2012) os microntcleos sdo
corpos citoplasmaticos contendo cromatina, formados quando
os fragmentos cromossdmicos acéntricos se atrasam durante a
anafase e ndo se tornam incorporados nos nucleos das células
filhas no processo de divisdo celular. As alteracbes genéticas

surgem como resultado de anormalidades cromossémicas ou
do fuso, levando a formagdo de micronucleos, que tendem a
ser irreversiveis e continuam a se manifestar nas futuras
geracbes por meio da hereditariedade, podendo levar a
reducédo na diversidade de espécies do ecossistema impactado.

Estudos nessa area sdo importantes, pois 0s peixes servem
de alimento e alternativa de renda para a populagdo em muitas
regides do pais, sendo parte das tradi¢des culturais de muitas
comunidades, por serem fonte de proteina, minerais,
oligoelementos, elementos essenciais, acidos graxos, e
O6mega-3. No entanto, 0 consumo de peixe contaminado pode
causar riscos a salde humana devido as substancias toxicas
presente em sua composi¢do, como poluentes organicos
persistentes (Silva, et al., 2016).

Nesse sentido, a pesquisa foi conduzida para avaliar a
qualidade da agua na represa Cocais, usando parametros
fisico-quimicos de amostras de agua e teste de micronucleos
em peixes, dentro de uma escala espacial e temporal.

Material e Métodos

Area de estudo

A represa Cocais (Figura 1) esta localizada na Fazenda Cocais
no municipio de Patrocinio, Minas Gerais, situada a 19 Km da
BR 365. A é&rea total da fazenda (coordenada geograficas
19°2°2”S e 47°18°1”W) é de aproximadamente 20 ha sendo
utilizada para a plantacéo e pastagem. Nos limites da fazenda
foi construida a represa Cocais com objetivo de abastecer o
pivot central, que irriga 29 ha da fazenda vizinha, onde sdo
cultivados milho, feijdo e soja ao longo do ano. Além da
irrigacao, as aguas da represa estdo sendo utilizadas para a
criacdo de peixes que sdo comercializados na regiao.

Figura 1. Localizagdo da area de estudo na represa Cocais, Patrocinio, Minas Gerias.
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A represa tem aproximadamente uma area de 38 m2e 8 m
de profundidade, com suas aguas desaguando no reservatorio
da Usina Hidrelétrica de Nova Ponte. A Figura 1 apresenta a
localizacdo dos pontos de coleta de amostras de agua e
eritrocitos de peixe.

Parametros fisico-quimicos das amostras de agua

Para caracterizacdo fisico-quimica da agua, duas coletas
foram realizadas, em cada ponto de coleta (P1: nascente e P2:
represa). As coletas das amostras de dgua ocorreram no
periodo de seca (outubro de 2016) e no periodo chuvoso
(marco de 2017). Foram avaliados, emtriplicata, os seguintes
parametros: condutividade,  temperatura, potencial
Hidrogenibnico (pH), turbidez, Oxigénio Dissolvido (OD) e
Solidos Dissolvidos Totais (SDT), sendo utilizado um
Multiparametros ( U-50, HORIBA). Essas analises visaram
identificar espécies ibnicas e elementos presentes no
composto de andlise, quantificando-os a fim de verificar os
efeitos causados nos processos naturais € no meio ambiente
(Parron et al., 2011).

Amostras de agua coletadas na represa foram acondicionas
em caixa térmica refrigerada para transporte e até serem
armazenadas no laboratorio. As analises de nitrato, nitrogénio
amoniacal e nitrito foram realizadas de acordo com APHA
(2012). Essas analises foram realizadas apenas no periodo de
seca, por ser a época do ano em que as concentragdes dos
pardmetros alcangam os valores mais elevados.

Teste de micronucleos em peixes

Para as analises biologicas de MN, o protocolo de pesquisa
foi submetido a0 Comité de Etica para o Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia, aprovado e
registrado sob andlise final n°® 100/15 e 210/16. As coletas
foram realizadas com o auxilio de varas de bambu, sob
Liceng¢a de Pesca Cientifica, categoria “D” autorizada pelo
Instituto Estadual de Florestas.

Os testes de micronicleos foram realizados em peixes da
espécie O. niloticus, conhecido como Tilapia do Nilo
identificada pelo zo6logo taxonomista Francisco Langeani. Os
peixes foram introduzidos no local, ap6s a construgdo da
represa, no ano de 2000. O material genético foi extraido de
vinte e oito individuos em duas coletas. Na represa foram
coletadas amostras de oito peixes no periodo de seca e oito
peixes no periodo de chuva. Na nascente foram avaliados seis
individuos em cada periodo.

O teste de microntcleo foi realizado de acordo com os
critérios descritos por Countryman e Heddle (1976) e Fenech
(1993). Os peixes foram submetidos a extragdo de uma
amostra de sangue, por meio de puncdo da veia caudal com
auxilio de seringa heparinizada, para realizacdo de esfregaco
em laminas, cinco lAminas por peixe. Em cada lamina foi
pingado cerca de 40 uL de sangue, as mesmas foram secas a
temperatura ambiente e ap6s 24 horas fixadas em metanol
100% por 20 minutos. Em seguida, as laminas foram coradas
com solucdo Giemsa 4% diluida em tampao fosfato, 60 mM
KH,PO,4 e 60 mM Na;HPO, com pH 6.8, por 15 minutos. As
laminas foram lavadas com dagua destilada e secas em
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temperatura ambiente, e posteriormente preparadas para uso.
A andlise citoldgica foi realizada em microscépio Gptico,
magnificacdo de 1000x. Cerca de 4000 células de eritrdcitos
mononucleadas foram examinadas por peixe em cada lamina
(Vasconcelos, 2012). A Figura 2 apresenta MN de eritrdcito
de peixe, que sem alteragdo genética seria mononucleado.

Figura 2. Exemplo de Micronicleo de O. niloticus sem

alteracdo genética.

.l

Fonte: Bueno, A. P. M.

Anéalise estatistica

A Andlise de Variancia (ANOVA two way) foi
utilizada para avaliar possiveis diferencas entre os locais de
amostragem e variagcdo de periodo, associada ao teste de
Tukey e considerando o nivel de significancia de p<0,05. Os
dados foram obtidos utilizando-se software Microsoft Excel
2007.

Resultados e Discussao

Os resultados das analises obtidas com o uso de
Multiparametros estdo apresentados na Tabela 1. Os
pardmetros analisados, foram comparados com os valores
estabelecidos na Resolugdo CONAMA 357/2005, para dguas
doces de Classe 2. Resultados semelhantes foram observados
por Janior (2014), em alguns pontos no rio Uberabinha, para
pH e SDT, classificando esses valores como sendo de boa
qualidade. Comportamento analogo se verificou, também,
para a temperatura.

O OD variou de 8,39 49,80 mg L™, ndo havendo tendéncia
de variacéo espacial (represa e nascente) significativa entre as
amostras. Segundo Azevedo (2014), em seu estudo usando
Multiparametros, em corpo hidrico na fazenda S&o Gongalo
(Paraty, Rio de Janeiro), essa variagdo pode ocorrer por terem
sidos aferidos em nivel mais superficial da coluna d’agua,
onde os niveis de concentragdo sdo maiores, sendo que este
elemento quimico pode apresentar grandes variacbes em
relacdo a profundidade e as estagdes anuais.

As concentragdes de OD foram superiores aos limites
estabelecidos pelo CONAMA, caracterizando um ambiente
bem oxigenado e favoravel a manutencéo da vida aquética.

Acta Brasiliensis 1(3): 32-36, 2017
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Tabela 1. Valores (médiatDesvio Padrdo) de parametros fisico-quimicos de amostras de 4gua coletadas na represa

Cocais, Minas Gerais (2016).

Resolucao Periodo Seco Periodo Chuvoso
Par&metro Unidade ~CONAMA

357/2005 Represa* Nascente* Represa * Nascente *
Condutividade  pS cm’? - 163,67+18,99¢ 348,67+7,572 220,00£2,83¢ 241,33+4,93°
Temperatura °C - 21,21+0,01° 17,73+0,014 22,430,007 19,25+0,03¢
Turbidez NTU 100 19,57+0,46° 13,200,304 30,950,072 17,50+0,44°
pH - 6a9 7,84+0,172 6,33+0,14°%° 6,41+0,01° 6,17+0,10%
oD mg L* >5 9,80+0,472 9,43+0,09% 8,39+0,21 9,52+0,02%
SDT mg L* 500 10,00+0,00¢ 15,33+0,58° 11,00+0,00° 21,003,367

Letras diferentes, na mesma linha, indicam médias significativamente diferentes pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey

(p<0,05).

A turbidez apresentou valores significativamente maiores
na represa. No periodo chuvoso, meses de novembro a abril, é
esperado turbidez mais altas devido aos processos naturais
como as caracteristicas geoldgicas, onde as chuvas podem
carrear particulas de areia, silte e argila. Deve-se também,
levar em consideracdo a possivel auséncia do manejo
adequado do solo na agricultura, que acentua oS processos
naturais.

A condutividade variou na represa de 157 uS cm™ a 218
uS cm?, sendo maior no periodo chuvoso. A condutividade
indica a quantidade de sais existentes na coluna d’agua,
representa uma medida indireta da concentracéo de poluentes.
Valores superiores a 100 pS/cm indicam ambientes
impactados (CETESB, 2009).

O nitrato variou de 1,4 mg L%, na represa, e 6,6 mg L*
(Tabela 2), na nascente. Enquanto que, o nitrogénio variou de
0,46 mg L™ na nascente a 0,65 mg L na represa, mas sem
superarem o valor estabelecido pelo CONAMA.

Tabela 2. Concentracdes, em mg L™, de no nitrato, nitrogénio
(N) amoniacal, nitrito e DGO de amostras de agua coletadas
na represa Cocais, Minas Gerais (2016) e os limites maximos
(LM) estabelecidos pela Resolugdo CONAMA (357/2005).

Periodo Seco

Parametros LM

Represa Nascente
Nitrato 10,0 1,4 6,6
N Amoniacal 3,7 0,7 0,5
Nitrito 1,0 4,0 3,0

Para o nitrito observou-se valores bem elevados em
relacdo aos limites estabelecidos pela Resolugdo CONAMA
357/2005. Segundo Costa (2016), o nitrogénio sofre processos
oxidativos tendo como subproduto os nitritos e nitratos. O
nitrito € um elemento instavel que se transforma em nitrato
com rapidez e seu aumento se da devido ao uso excessivo de
fertilizantes a base de nitrogénio provocando a lixiviagao deste
elemento ameagando a qualidade da agua, especialmente em
areas agricolas, onde as elevadas concentra¢@es sdo comuns.

Os resultados obtidos para os testes de MN nos dois pontos
analisados, P1 na nascente e P2 na represa, nas estacdes seca
e chuvosa, estdo descritos na Tabela 3. No total, 112.000
eritrécitos de sangue de 28 peixes foram analisados. O ponto
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de coleta P2, localizado na represa, apresentou nimero
superior de microndcleos nas células analisadas em
comparagdo ao ponto P1, na nascente, para ambas as estacoes.
A Figura 1 ilustra que a nascente estd localizada acima da
represa, em uma area relativamente mais preservada, com
mata ciliar no entorno.

Silva et al. (2015) em seu trabalho sobre o impacto da
poluicdo na dgua em espécies de peixes no sudeste do Estado
do Goias, para pontos em condigdes similares, obteve
resultados semelhantes aos dos pontos P1 e P2 do presente
estudo.

A andlise de variancia revelou que as frequéncias de MN
ndo houve diferengas temporal significantes, estacdes seca e
chuvosas do mesmo ponto de coleta. No entanto, houve
diferencas nas frequéncias em relacdo a escala espacial, entre
0s pontos de coleta (P1, Py).

Pimenta (2012) encontrou resultados estatisticos
semelhantes para dois pontos amostrados em seus estudos no
rio Paraguai, demostrando assim que a escala espacial foi mais
significativa que a temporal.

Tabela 3. Total de microndcleo (MN) em eritrdcitos de peixes
coletados (n), no periodo seco e chuvoso, na represa Cocais,
Minas Gerais (2016).

Ponto de n Totalde Totalde Média = Desvio
coleta células MN Padrédo
P1Seca 8 32000 2 4,12 +1,46°
P1Chuva 8 32000 1 3,25+ 1,492
P2 Seca 6 24000 33 0,33 +£0,52°
P2Chuvas 6 24000 26 0,17 + 0,41°

Letras diferentes, na coluna, indicam médias significativamente
diferentes pelo teste ANOVA, seguido pelo teste de Tukey (p<0,05).

A elevada frequéncia de micronucleos encontrados em
células dos peixes sugere que a exposicdo a estes agentes
genotoxicos esta causando alteragBes genéticas nos peixes. O
ponto de coleta P1, utilizado como controle negativo, consiste
em uma regido de natureza preservada, apresentando
quantidades de MN significativamente reduzidas ao comparar
com o ponto P2, o que indica que as aguas, neste ponto, estdo
sem grande influéncia da acdo de poluentes e sdo de melhor
qualidade. Ainda segundo Silva et al. (2015), a alimentacéo
dos individuos considerados onivoros pode interferir nos
resultados.
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Conclustes

N&o foram encontrados valores significativos para o0s
parametros fisico-quimicos se mantiveram a maioria dentro da
Resolucdo CONAMA 357/2007. No entanto, um numero
significativo de MN foi encontrado nos eritrocitos de peixes.
O teste de microntcleos mostrou-se adequado para a avaliacdo
da qualidade da agua. Estudos complementares, como
inclusdo da analise de sedimentos e metais sdo recomendados,
para caracterizar a contaminagdo difusa e a extensdo do
problema na represa.
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