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RESUMO GERAL

As espécies Lactuca sativa L. e Allium cepa L. estdo entre as mais utilizadas como
organismo-teste em bioensaios vegetais. O conhecimento dos cultivares acerca dos aspectos
fisioldgicos e genéticos ¢ um passo fundamental para a padronizagdo e selecao dos melhores
gendtipos para bioensaios. O objetivo desse trabalho foi caracterizar, ranquear e,
posteriormente, validar com Sulfato de Cadmio (CdSOs) as cultivares de Alface (Lactuca
sativa L.) e Cebola (Allium cepa L.) quanto aos parametros germinativos, de crescimento
inicial e citogenéticos. Para essa finalidade, sementes de 14 cultivares de Alface e 13 de
Cebola obtidos comercialmente foram germinadas em placas de Petri (70 mm) com 3 mL de
agua destilada. As Placas foram montadas em B.O.D (24 °C) com fotoperiodo de 12 horas.
Os parametros avaliados consistiram em: percentual de germinagdo, indice de velocidade de
germinagdo, numero de plantulas normais, comprimento de raiz e de parte aérea, biomassa
fresca e seca, indice mitotico, anormalidades cromossomicas e conteido de DNA. Os dados
foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas por meio do teste
Scott-Knott (p<0,05), e a andlise multicritérios, utilizando Technique for Order Preference
by Similarity (TOPSIS) para a obtencdo de um ranking dessas cultivares. De acordo com a
analise estatistica dos dados, as cultivares de Lactuca sativa L. mais adequadas aos
bioensaios vegetais, foram Baba de Verdo, Grandes Lagos e Grand Rapids enquanto que
para Allium cepa L. se destacaram Baia Periforme, Vale Ouro, White Creole. Do ranking
obtido pelo TOPSIS, Baba de Verao e Baia Periforme foram as melhores cultivares para
Alface e Cebola, respectivamente. Ambas apresentaram maior frequéncia de anormalidades
cromossdmicas, sendo cromossomo perdido e stickiness as anomalias predominantes em L.
sativa L. e A. cepa L. respectivamente nos controles. No teste de toxicidade com a presenga
do metal Cadmio, as cultivares de ambas as espécies se mostraram sensiveis, visto que o
metal interferiu no alongamento de raiz e parte aérea, na biomassa fresca e no indice
mitotico e aumentou a frequéncia de anormalidades cromossomicas, exceto para Crioula,

uma vez que o Cadmio estimulou o IM.

Palavras chave: Fitotoxicidade. Bioensaio. Alface. Cebola. Citogenética.



ABSTRACT

The species Lactuca sativa L. and Allium cepa L. are among the most used as test organisms
in plant bioassays. The knowledge of the cultivars about the physiological and genetic aspects
is a fundamental step for the standardization and selection of the best genotypes for bioassays.
The objective of this work was to characterize, classify and later validate with CdSO4 the
cultivars of Lettuce (Lactuca sativa L.) and Cebola (Allium cepa L.) on germination, initial
growth and cytogenetic parameters. For this purpose, seeds of 14 cultivars of Lettuce and 13
of commercially obtained Onion were germinated in Petri dishes (70 mm) with 3 mL of
distilled water. Plates were mounted in B.O.D (24 ° C) with photoperiod of 12 hours. The
evaluated parameters consisted of: percentage of germination, rate of germination, number of
normal seedlings, root and shoot length, fresh and dry biomass, mitotic index, chromosomal
abnormalities and DNA content. The data were submitted to analysis of variance, the averages
being compared by means of the Scott-Knott test (p <0.05), and to the multi-criteria analysis,
using Technique for Order Preference by Similarity (TOPSIS) to obtain a ranking of these
Cultivars. According to the statistical analysis of the data, the cultivars of Lactuca sativa L.
more suitable to the plant bioassays were Summer Babysitter, Great Lakes and Grand Rapids,
while for Allium cepa L. Periform Bay, Gold Valley and White Creole were highlighted. From
the ranking obtained by TOPSIS, Summer Babysitter and Periform Bay were the best
cultivars for Lettuce and Onion, respectively. Both presented higher frequency of
chromosomal abnormalities, being chromosome lost and stickiness the predominant
anomalies in L. sativa L. and A. cepa L. respectively in the controls. In the toxicity test with
the presence of Cadmium metal, the cultivars of both species were sensitive, since the metal
interfered in the root and shoot extension, fresh biomass and mitotic index, and increased the
frequency of chromosomal abnormalities except For Creole, since Cadmium stimulated the

IM.

Keywords: Phytotoxicity. Bioassay. Lettuce. Onion. Cytogenetics.
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1 INTRODUCAO

Os bioensaios constituem-se em procedimentos que para mediar a resposta dos
organismos que sdo expostos aos contaminantes em relacdo a um determinado controle. Dessa
maneira, estes ensaios biologicos possuem a finalidade de detectar e quantificar os efeitos
toxicos das substancias quimicas, isoladas ou em misturas, ¢ dessa maneira, caracterizar e
determinar seus efeitos negativos e os niveis de toxicidade diferentes (MAGALHAES;
FERRAO-FILHO, 2008). Os testes que envolvem vegetais (bioensaios vegetais) tém sido
amplamente utilizados para avaliar a toxicidade de amostras ambientais e/ou principios
bioativos de plantas (aleloquimicos) (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA, et al., 2014; MA et
al. 2015; ZHAO, YUAN E ZHANG, 2016).

As espécies Lactuca sativa L. (Alface) e Allium cepa L. (Cebola) sdo amplamente
citadas na literatura como organismos-teste em bioensaios vegetais (OLIVEIRA, et al., 2014;
MA et al. 2015; MORAES et al., 2015; TANG et al., 2016; ZHAO; YUAN; ZHANG, 2016).
Ambas possuem caracteristicas vantajosas que possibilitam e facilitam a utilizagdo para essa
finalidade como germinagdo rapida e uniforme, crescimento linear em ampla faixa de
variacdo de pH, baixa sensibilidade aos potenciais osmoticos, facilidade de manuseio e
acesso, zona meristematica radicular com grande nimero de células em divisdo, nimero e
tamanho cromossomico que facilitam andlises citogenéticas, além de alto grau de
sensibilidade aos toxicantes (RICE,1984; GRIPPA et al., 2010; CUCHIARA, 2012; SIMOES
etal., 2013).

As espécies em questdo apresentam populacBes com caracteristicas bem definidas
denominadas cultivares que estdo agrupadas de acordo com seus descritores fenotipicos e
genotipicos. Considera-se cultivar a variedade de qualquer género ou espécie vegetal superior
que seja claramente distinguivel de outras cultivares conhecidas por margem minima de
descritores. Assim, devem se distinguir por denominacao propria, apresentar homogeneidade
e estabilidade quanto aos descritores atraves das geracOes sucessivas e ser passivel de uso
agroflorestal. Além disso, devem também ser descritas em publicacdo especializada
disponivel e acessivel ao publico, bem como a linhagem componente dos hibridos (BRASIL,
1997). Portanto, cultivares sdo genotipos e fenotipos selecionados e registrados com base em
suas caracteristicas que as tornam interessantes para cultivo (XAVIER et al., 1995). Tanto a
manifestacdo do potencial de produgdo como a utilizagdo de uma cultivar como planta-alvo

em bioensaios, depende da interacdo de seu genoma com o ambiente. Desta maneira a escolha
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do material genético adequado constitui uma ferramenta decisiva para o sucesso do sistema de
cultivo e dos bioensaios vegetais (LIMA et al., 2004).

Os parametros avaliados em bioensaios vegetais permitem a visualizacdo dos efeitos
sobre a germinagio e crescimento da planta-alvo (FERREIRA; AQUILA, 2000). Contudo,
fazem-se necessarios estudos que objetivem conhecer o comportamento das espécies, assim
como as cultivares quanto aos aspectos germinativos, de crescimento inicial e do
comportamento do complemento cromossdmico. Embora os bioensaios vegetais utilizando
Alface e Cebola sejam amplamente relatados na literatura e exista registros de estudos sobre o
desempenho de diferentes espécies na execucdo dos bioensaios, ndo foram encontrados
registros sobre a padronizagdo para tal procedimento, como também ndo ha comparacdo das
cultivares dessas espécies frente a uma substancia toxica.

Dessa maneira, padronizar e aperfeicoar a conducdo dos bioensaios vegetais, assim
como avancgar no conhecimento das cultivares das espécies quanto a fisiologia, constituicdo e
caracterizacdo do complemento cromossomico constitui um passo fundamental para as
pesquisas que utilizam Alface e Cebola como organismos-teste em ensaios fitotoxicos. 1sso
possibilitard o aumento da precisdo das analises de alteracGes provenientes da exposicdo a
agentes toxicos. O objetivo desse trabalho foi caracterizar, ranquear e validar com metal
toxico, as cultivares de Alface (Lactuca sativa L.) e Cebola (Allium cepa L.) quanto aos
parametros germinativos, de crescimento inicial e citogenéticos para uso em bioensaios

vegetais.
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2 DESENVOLVIMENTO

A seguir, ¢ apresentada uma revisao da literatura atualizada acerca dos temas
abordados neste estudo, com a finalidade de gerar embasamento e conhecimento tedrico para

a analise e discussdo dos resultados encontrados.

2.1. Bioensaios

Os testes biologicos possuem como finalidade a deteccdo e a quantificacdo das
substancias quimicas isoladas ou em misturas, assim como a caracterizacdo e determinacdo de
seus efeitos nocivos sinérgicos ou antagbnicos. A contaminacdo ambiental resultante de
substancias tdxicas pode ocorrer por diversas fontes poluidoras, tais como: efluentes
agricolas, industriais e domésticos, medicamentos e produtos quimicos em geral
(MAGALHAES; FERRAO-FILHO, 2008; RIZZO0, 2011).

Portanto, em sua concepcao, os bioensaios constituem um procedimento experimental
para mediar a resposta dos organismos quando séo expostos aos contaminantes em relacdo a
um controle, sdo realizados em laboratério sob condi¢des especificas e controladas, onde os
organismos-teste sdo expostos a diferentes concentraces de uma amostra e os efeitos
produzidos sobre estes sdo observados e quantificados (CANDIDO et al., 2010). E um recurso
muito eficiente, rdpido e com baixo custo, principalmente em regifes onde outras
metodologias que utilizam aparelhos de alta precisdo sdo muito caras (PAULINO;
MAZANTI; GAETA, 1992). Sdo abundantemente utilizados para estabelecer niveis de
toxicidade de contaminantes e matrizes aquosas, como aguas superficiais, subterraneas e
residuais (R1ZZ0O, 2011).

Estes experimentos, sdo realizados com organismos que sejam bioindicadores, devido
suas caracteristicas peculiares de sensibilidade ou tolerdncia a determinadas substancias
quimicas. Assim, esses organismos respondem de forma integral com reacdes especificas, seja
por meio de perturbacbGes diretas e/ou indiretas ou por alguma alteragdo nos aspectos
morfologicos, fisiologicos, comportamentais e genéticos quando expostos a substancias
nocivas. A exposi¢do dos bioindicadores a substancia ou composto quimico sdo realizadas em
diferentes concentraces por um determinado tempo (BETTINARDI, 2009; CANDIDO et al.,
2010; SOUZA FILHO et al., 2010).
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Os bioensaios que utilizam plantas como organismos-testes sdo caracterizados por
possuirem baixo custo e diferentes avaliacbes de endpoints, tais como taxa de germinacao,
alongamento de raiz, peso da biomassa e atividade enzimatica (R1ZZO, 2011). Alem disso,
Mazzeo (2013) destaca que 0s vegetais sdo considerados importantes materiais bioldgicos por
permitirem a avaliagdo de danos induzidos por contaminantes ambientais constituindo
excelentes bioindicadores de efeitos citotoxicos, genotdxicos e mutagénicos de ambientes
contaminados com substancias quimicas. Assim, 0s vegetais, tém sido utilizados em estudos
sobre fitotoxicidade de compostos organicos e inorganicos (DI SALVATORE et al., 2008),
em afluentes contaminados (CAVALCANTI, 2014), de compostos secundarios de plantas
com possivel potencial alelopatico (aleloquimicos) (OLIVEIRA et al., 2013; OLIVEIRA, et
al.,, 2014; MA et al. 2015; ZHAO, YUAN; ZHANG, 2016) e de solos contaminados
(MAZZEOQO, 2013). Prichoa et al. (2013) mencionam que 0s bioensaios fornecem informacdes
para analise do efeito alelopéatico, quando se trata da germinacdo de sementes em meio a
extratos vegetais. Segundo Buzar et al. (2007) os bioensaios vegetais tém sido amplamente
utilizados nas andlises de efeito biolégico com plantas superiores, além de serem indicados
para monitoramento da bioatividade de extratos, fracdes e compostos isolados, assim como
monitoramento de substancias potencialmente toxicas.

Existem diversos parametros que podem ser avaliados pelos bioensaios vegetais com a
finalidade de averiguar os efeitos toxicos dos compostos e/ou substancias quimicas testadas.
Na literatura € comum a citacdo de pardmetros como: taxa de germinacdo, indice de
velocidade de germinacdo e alongamento de raiz (SILVEIRA et al., 2014, MORAES et al.,
2015;). Todavia, existem outros parametros que sdo avaliados, como exemplo pode-se citar a
biomassa fresca, biomassa seca, tempo médio de germinagdo, taxa de plantulas normais
desenvolvidas, alongamento da parte aérea, alongamento do hipocoétilo, niUmero de sementes
mortas e sementes ndo germinadas, indice de velocidade de emergéncia, percentagem de
emergéncia, além de aspectos micromorfolégicos de plantulas e pardmetros genéticos como
indice mitotico e anormalidades cromossomicas (JUCHEM et al., 2013; NUNES et al., 2014;
SILVEIRA et al., 2014; MORAES et al., 2015).

Os parametros avaliados em bioensaios podem ser visualizados nos efeitos sobre a
germinacdo e crescimento da planta-alvo, porém estas visualizacbes sdo manifestacoes
secundarias de modificacdes ocorridas em nivel molecular (FERREIRA; AQUILA, 2000).
Contudo, é necesséria a realizacdo de estudos que objetivem conhecer o0 comportamento das
espécies utilizadas como organismos-teste, assim como combinag¢fes genotipicas quanto aos

aspectos germinativos, desenvolvimento inicial e o comportamento do complemento
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cromossomico. Além do mais, de acordo com Andrade et al. (2008) as analises
cromossdmicas possibilitam a identificacdo de polimorfismos cromossdmicos e fornecem
informacdes a respeito de possiveis alteracGes na estrutura ou no numero dos cromossomos.

E preciso observar que para se utilizar o bioensaio vegetal é necessario ter
conhecimento das condi¢bes em que os individuos serdo submetidos, bem como das
condigbes naturais e intrinsecas de resposta dos mesmos, proporcionem a correta
discriminacao entre individuos resistentes e suscetiveis, que podem variar conforme as
condigdes de crescimento das plantas, do toxicante e da espécie a ser avaliada (ROSO;
MEROTTO; DELATORRE, 2010). Assim, o conhecimento acerca do organismo-teste e seu
comportamento quanto aos diversos aspectos genéticos e fisioldgicos € imprescindivel e, para
tanto, faz-se necessario o uso de metodologias que possibilitem a caracterizacdo dos materiais

geneticamente distintos dentro da espécie-alvo.

2.2. Descricao das principais caracteristicas de Lactuca sativa L.

Lactuca sativa L. (Alface) pertence a familia Asteraceae, a mesma familia das
chicorias e almeirdes. Caracteriza-se por ser uma hortalica folhosa, herbacea, autégama e
dicotiledonea. Originou-se de espécies silvestres na regido do Mediterraneo e ja era utilizada
como planta medicinal desde 4500 a.C (MAGALHAES, 2006; COSTA; SALA, 2012). Alvim
et al. (2011) destacam que a hortalica além de ser mundialmente conhecida, pode ser utilizada
tanto na alimentagdo quanto na medicina e em experimentos cientificos. E encontrada em
regides de clima temperado, sendo, portanto, cultivada em quase todas as regides do globo
terrestre (LIMA, 2007).

Com relagéo a sua morfologia, de acordo com Costa e Sala (2012) e Filgueira (2000)
possui caule diminuto, no qual as folhas sdo presas. Estas sdo largas, justapostas, flexiveis e
crescem em formas de rosetas, séo lisas ou crespas formando ou ndo uma cabeca repolhuda.
Sua coloragéo varia de acordo com o teor de clorofila de cada cultivar e vai do verde claro, ao
verde escuro até cultivares de coloracdo mais arroxeada. Suas flores sdo vistas na fase
reprodutiva e possuem coloracdo amarelada, disposta em inflorescéncia do tipo capitulo, que
possuem entre 10 e 25 flores, denominadas floretes. O ovario de cada florete é unilocular e

produz somente uma semente. O sistema radicular é ramificado e superficial.
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A Alface foi introduzida no Brasil pelos portugueses em 1650 (MACHADO et al.,
2011; PINHEIRO et al., 2012; EMBRAPA, 2014), tornando-se uma das hortalicas de maior
importancia no pais, principalmente por sua facilidade de aquisicdo e producdo durante todo
ano (HENZ; SUINAGA, 2009; COSTA; SALA, 2012). Além disso, de acordo com Lima
(2007) a hortalica possui grande importancia alimentar, por apresentar baixo teor de calorias
além de elevada fonte de vitaminas (A, B1, B2 e C) e sais minerais como célcio e ferro.
Segundo Associacdo de Brasileira do Comércio de Sementes e Mudas (ABCSM) (2012) e
Guimaraes (2011), o agronegocio de Alface no Brasil atinge R$ 2,1 bilhdes/ano, com &rea
cultivada de aproximadamente 35 mil ha.

Os produtores focados na ampliacdo da competitividade do agronegécio de Alface tém
buscado novos cultivares obtidos atraves do melhoramento genético que sejam mais tolerantes
as condicOes edafoclimaticas, ja que altas temperaturas e altas pluviosidades sdo responsaveis
por 60 % da perda de producdo. Além disso, buscam gendtipos tolerantes ao pendoamento
precoce e também resistentes as doencas e pragas, com menor custo de producdo e alta
produtividade (GUIMARAES et al., 2011; COSTA; SALA, 2012). Costa e Sala (2012)
afirmam que existem no mercado e na comercializacdo da espécie no Brasil cerca de seis
variedades (crespa, lisa, americana, mimosa, romana e vermelha), sendo os mais consumidos
a variedade do tipo crespa, representando cerca de 70 % da producdo, destacando-se cultivar
Grand Rapids, e do tipo lisa (10 %) com destaque das cultivares Boston Branca, Baba de
Verdo e Regina de Verdo. A diversidade nas caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas entre
as variedades e cultivares de Alface determina grandes diferencas na conservacdo poés-
colheita, nos aspectos de manuseio e na preferéncia dos consumidores (HENZ; SUINAGA,
2009).

A espécie em questdo ¢ amplamente citada como planta-alvo em ensaios biologicos
vegetais para avaliacdo da fitotoxicidade e citogenotoxicidade de substincias quimicas
derivadas do metabolismo secundario dos vegetais (RIBEIRO et al., 2012; OLIVEIRA et al.,
2014; MARTIN — PUZON; RIVERA, 2015), assim como amostras ambientais, efluentes
domésticos e industriais (RAMOS et al., 2013; CARVALHO et al., 2014; MORAES et al.,
2015; TANG et al., 2016). A Alface possui caracteristicas peculiares que viabilizam seu uso
para tal finalidade, tais como a germinacdo rapida (24 horas) e uniforme, crescimento linear
pouco sensivel as diferengas de pH e potenciais osmaticos, € um alto grau de sensibilidade a
agentes toxicos, mesmo em baixas concentragdes (RICE, 1984; SOUZA et. al, 2007;

CARVALHO et al., 2014). Além do mais, os aquénios de alface sdo encontrados no comércio
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durante o ano todo, sdo faceis de manipular, demandam de metodologias simples e possuem
um baixo custo.

Segundo Lebeda et al. (2009) e Mousavi et al. (2013), dentre as espécies do género
Lactuca ha diferengas quanto a forma, tamanho e nimero cromossémico. A Lactuca sativa L.
apresenta formula cariotipica 2n=2x=18, e a avaliacdo de danos provocados por toxicantes
sobre o complemento cromossdmico da Alface ¢ favorecida pelo fato da espécie possuir
caracteristicas citogenéticas estaveis e bem definidas, como grande numero de células em

divisdo, cromossomos grandes e em niumero reduzido.

2.3 Descricao das principais caracteristicas de Allium cepa L.

A Cebola (Allium cepa L.) ¢ uma monocotiledonea da familia Alliaceae, e ¢ uma das
espécies mais cultivadas dessa familia, devido essencialmente ao volume e valor econémico
de seus bulbos, os quais possuem também acdo medicinal como atividade antioxidante,
antiinflamatéria, antitumoral, antiviral e cardiovascular (CASTELLANE et al., 1990;
LORENZI; MATOS, 2002). E uma espécie originaria da Asia Central, principalmente do
noroeste da India e do Afeganistdo (ACOSTA et al., 1993). De acordo com Garcia (1990), a
Cebola foi introduzida no Brasil no Estado do Rio Grande do Sul no século XVIII, sendo as

primeiras produgdes das cultivares Baia Periforme e Crioula (WAMSER et al., 2014).

Segundo Boiteux e Melo (2004), Allium cepa L. ¢ uma das hortalicas mais cultivadas
no mundo, sendo a segunda de maior importancia econdmica, com valor estimado em US$ 6
bilhdes anuais. Pesquisas realizadas recentemente (IBGE, 2016) estimam que a produgdo
nacional da espécie em 2016 ¢ de 1,5 milhdes de toneladas, destacando Santa Catarina como o

estado brasileiro com maior produtividade com 432,4 mil toneladas de cebola e rendimento de

22,350 kg/ha.

Os produtores de Cebola devem considerar, dentre as diversas cultivares, exigéncias
para luz, temperatura e luminosidade das regides (exigéncias de fotoperiodo), padrao genético
e preferéncia para o consumo (BOITEUX; MELO, 2004; LONGO, 2009). Na busca de
cultivares que atendam a esses requisitos, ¢ considerando o efeito da interagdo genotipo-
ambiente na cultura da Cebola, o ideal ¢ a identificacdo de hibridos adaptados e produtivos e a

sele¢do das linhagens para produgdo de hibridos superiores na regido de cultivo. No estado do
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Rio Grande do Norte, o plantio significativo de cebola é recente, com produtores buscando
alternativas como forma de reduzir as perdas utilizando cultivares hibridos, uma vez que
consiste em uma das tecnologias para o aumento da produtividade (FARIA et al., 2012).

Quanto as diferentes cultivares, Boiteux ¢ Melo (2004) citam que os grupos sao
classificados como populagdes geneticamente heterogéneas como “Baia Periforme”, “Péra” e
“Crioula”, mantidas em colecdes de germoplasmas por produtores. As cultivares brasileiras
geralmente possuem bulbos globulares e alongados, pelicula amarela, marrom, vermelha ou
arroxeada. As cultivares hibridas, possuem efeitos benéficos da heterose e alto padrdo
genético, tais como maior uniformidade de bulbificagdo, maior capacidade de adaptacdo por
tolerar maior diversidade de plantio e maior produtividade em relacdo as cultivares de
polinizagado livre, por isso, sdo as preferidas dos produtores médios e de grandes portes.

Uma das formas de se agrupar as cultivares de Cebola ¢ devido ao seu padrdo
genético. O nimero basico de cromossomos da Cebola ¢ 2n=2x=16 (BOITEUX; MELO,
2004), os autores Paknia e Karimzadeh (2010) citam ainda, que os gendtipos de populagdes
Iranianas de Allium cepa possuem diferengas entre o tamanho do maior cromossomo,
cromossomos mais curtos, comprimento total de cromossomos e indice centromérico.

A. cepa L. também ¢ comumente utilizada como organismo-teste em bioensaios
vegetais e considerada um organismo eficiente em testes de citoxicidade e genotoxicidade
(GOMES et al., 2015; BIANCHI, MONTOVANI, MARIN-MORALES, 2015; NEVES et al.,
2016). A espécie ¢ utilizada para a andlise de substancias com possivel potencial mutagénico
(CUCHIARA et al., 2012; MACHADO, 2013) estimado pela frequéncia de anormalidades
cromossomicas indicando riscos de aneuploidia (LEME; MARIN-MORALES, 2007).
Fornece também valiosas informagdes em relagdo a avaliagdo de amostras ambientais,
constituindo, portanto, uma grande ferramenta para a pesquisa do potencial genotoxico e
citotoxico de produtos quimicos, misturas complexas tais como extratos de plantas, residuos

industriais e dguas contaminadas (CUCHIARA et al., 2012).

De acordo com Cuchiara et al. (2012) e Gripa et al. (2010), o teste com Allium cepa L.
¢ recomendado para uma rapida avaliagdo da genotoxicidade de efluentes devido sua elevada
sensibilidade, baixo custo, disponibilidade durante o ano todo, cinética de proliferacdo e
crescimento rapido das raizes, alta tolerancia a diferentes condigdes de cultivo, facilidade de
manipulacdo e grande nimero de células em divisdo com numero de cromossomos reduzido
(2n=16) e tamanho grande que sdo facilmente corados e observados (KURAS, 2006). Os

testes utilizando A4. cepa sdo autorizados e validados pelo Programa Internacional de
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Seguranca Quimica e pelo Programa das Nagdes Unidas (GROVER; SATWINDERIJEET,
1999)

Os testes de citogenotoxicidade realizados com Allium cepa baseiam-se em inumeros
parametros de analise que se resumem aos parametros macroscopicos como a formagdo de
tumores e avaliagdo de crescimento de raizes, e microscopicos tais como: indice mitotico e
anormalidades no ciclo celular como, por exemplo: cromossomos em anel, pontes
cromossdmicas, Cromossomos pegajosos (Stickiness), retardos cromossdmicos, que ocorrem
principalmente nas fases de metafase e anafase e formagdo de micronucleos, como
indicadores de anormalidades no DNA (BAGATINI, 2007).

A Cebola mostrou-se sensivel também nas andlises de hidrocarbonetos do petroleo,
representando um modelo eficiente para detectar tais combinagdes (LEME; MARIN-
MORALES, 2007; MACHADO, 2013), utilizado em conjunto com outros sistemas-testes
para avaliar a contaminacdo de aguas superficiais por esgotos, lodos de esgotos domésticos e
industriais, poluentes provenientes de plantacdes agricolas e em extratos aquosos de solos
(OLIVEIRA et al., 2012; MAZZEO, 2013; MAZZEOQO, 2015; MARTINS; SOUZA; SOUZA,
2016).

2.4. Métodos de Analises Multicritérios

Conforme Junior, Osiro e Carpinetti (2013), a modelagem de um problema que
envolve decisdo pode contar com a participacdo de um ou mais agentes decisorios e utilizar
um ou mais critérios durante a avaliacdo. Cada agente decisorio € responsavel por definir
valores de julgamento pessoal a alguns atributos, tais como o grau de desempenho das
alternativas em relacdo a cada critério e o peso dos critérios de decisao.

Os métodos que envolvem uma decisdo considerando mais de um critério sao
denominados métodos de decisdo multicritério (MDMC) ou analises de decisdes
multicritérios (MCDA). Os MCDA, s3ao métodos que foram desenvolvidos para alicercar o
decisor no seu processo de decisdo unico e pessoal (ISHIZAKA; NEMERY, 2013), ou seja,
os MCDA providenciam passos € técnicas para encontrar a melhor solucdo. Nestes, algumas
alternativas sdo avaliadas segundo um numero de critérios definidos. Assim, cada critério

induz a uma ordenagdo particular das alternativas, sendo necesséria a ado¢do de mecanismos
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capazes de construir uma ordenagdo geral de preferéncias, denominada ranking ou
classificagdo (KAHRAMAN, 2008).

De acordo com Gomes, Gomes e Almeida (2006), estes métodos proveem um maior
entendimento do contexto multidisciplinar do processo decisdrio, além de efetuar a analise da
decisdo e testar a sua precisdo. Também recomendam um curso de a¢des ou selecionam a
melhor acdo a ser implementada, assim como validam a anédlise da decisdo e organizam as
informacdes para decisdes futuras. Estas técnicas em conjunto, por conseguinte, sao utilizadas
para: (a) identificar a melhor opg¢ao, (b) ordenar as opgdes, (c) listar um numero limitado de
alternativas para uma subsequente avaliacdo detalhada, ou (d) simplesmente distinguir as
possibilidades aceitaveis das inaceitaveis.

Na literatura ¢ possivel encontrar trabalhos recentes que envolvam métodos de decisao
multicritérios na tomada de decisdes ambientais (SORVARI et al., 2013, JIANG et al, 2015,
TOPUZ; GESTEL, 2016), além de ja serem aplicados em varios outros campos de pesquisa
como ciéncia nanomaterial (TERVONEN et al., 2009), para diminuicdo do impacto das
mudangas climaticas (QUIN et al, 2009), producdo agricola (OLIVEIRA et al, 2015), para
remediacdo de locais contaminados por petréleo (QUIN et al., 2008) e aterros contaminados
(SORVARTI et al., 2013).

Existem diversos MCDA que podem ser utilizados em modelos simples ou
combinados, tais como Analise por Envoltorio de Dados (Data Envelopment Analysis- DEA)
(CHARNES; COOPER; RHODES, 1978), Método Analitico Hierarquico (Analytic Hierarchy
Process- AHP) (SAATY, 1980) e TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity)
(HWANG E YOON, 1995).

A Technique for Order Preference by Similarity (TOPSIS) tém sido uma técnica
bastante promissora (CRITTO et al., 2007; QIN et al., 2008; HUANG et al., 2011; SAMVEDI
et al., 2012) e trata-se da avaliacdo do desempenho das alternativas através da similaridade
com uma solugdo ideal. Dessa maneira, essa técnica se baseia na comparacdo de um conjunto
de alternativas baseada no calculo da distancia de uma alternativa ideal positiva e uma
alternativa ideal negativa, os melhores e piores valores, respectivamente (HUANG et al,
2011), ou seja, a melhor alternativa seria aquela que ¢ mais proxima da solucdo ideal positiva
e mais distante da solugdo ideal negativa (HUANG, 2008; ERTUGRUL; KARAKASOGLU,
2009).

O TOPSIS utiliza critérios de avaliagdo classificados em beneficio e custo, ou seja, o
beneficio significa que um valor maior ¢ melhor e o critério custo significa o inverso. De

acordo com Ishizaka e Nemery (2013) o algoritmo para o calculo da melhor alternativa



23

segundo essa técnica ¢ baseado em cinco etapas. A primeira delas é a organizagdo das
alternativas sobre os diferentes critérios em uma matriz. Em seguida essa matriz ¢
normalizada em uma segunda etapa. Os resultados da normalizagdo sdo ponderados e entdo €
calculado as distancias da solucao ideal positiva e da negativa. Finalmente, ¢ realizado o
calculo da proximidade. Essas etapas sdo explicas detalhadamente a seguir (HUANG, 2008;
ISHIZAKA; NEMERY, 2013; DU et al., 2014;):

a)  As performances de m alternativas j com relagdo a critérios i sdo coletados em
uma matriz de decisdo X = (Xia). Os critérios sdo normalizados com a finalidade de
comparar unidades diferentes. Essa etapa transforma varias dimensdes de atributos
para atributos nao-dimensionais, 0o que permite a comparagdo entre critérios de
diferentes unidades. A normalizag¢do distributiva requer que os desempenhos sejam

divididos pela raiz quadrada da soma do quadrado cada elemento em uma coluna.

Xia

n 2
,/ a=1xia

Paraa=1,...,nei=1,..,m

Tia =

A normalizagdo ideal ¢ calculada dividindo cada desempenho pelo mais alto valor em
cada coluna, quando o critério deve ser maximizado. Se o critério precisa ser minimizado,

cada desempenho ¢ dividido pelo resultado mais baixo em cada coluna

b) A decisdo normalizada da matriz é construida através da multiplicagdo da

pontuacdo ajj normalizada pelo seu correspondente pesos wi:

Vi = Wi a4

Assim as pontuagoes resultado deste calculo serdo utilizadas para comparar cada acao
a uma acao ideal (positiva) e anti-ideal (negativo) que € calculada coletando o melhor e o pior
desempenho em cada critério da matriz de decis@o normalizada. Confirma-se as solugdes ideal
positiva indicadas por A" (beneficios) e as solugdes ideal negativa indicadas por A~ (custos).

Que sdo definidas a seguir:

AT = {b", by, ... by"} = {(max; byl j € K») (min; by)j € Ko)}
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A- = (b1, by, ... by} = {(max; by|j € Kb) (min; bylj € Kc)}

Onde K} sdo os critérios beneficio e K. os critérios de custo.

c) Calculo das medidas de separagdo para cada alternativa:

Obtém-se as medidas de separagdo das alternativas existentes das solugdes ideal
positivo e negativo. As medidas de separagdo s3o calculadas com base na distancia

Euclidiana, Si" e Si, respectivamente, que sdo derivadas a partir do seguinte modo:

n
Sl+ = Z(b]+ - bij)zai = 1""'m;j = 1' M
j=1

n
Sp = Z(bj_ —bpti=1.,mj=1.,n
=1

d) E por ultimo calcula-se a proximidade relativa a solucéo ideal:

Ci = S—l_,l = 1,...,m.
ST+ S;

As posigdes das alternativas sdo de acordo com a proximidade em relagdo ao ideal,
assim, as alternativas com maior C; supostamente sdo mais importantes e devem ser
consideradas prioritarias.

O Método Analitico Hierarquico (Analytic Hierarchy Process- AHP) ¢ talvez o mais
conhecido e amplamente utilizado método multicriterial (MARIMIN et. al, 2014;
FERREIRA, 2015; SINGH; NACHTNEBEL, 2016). O método tem sido aplicado para
resolver problemas em diferentes areas de interesses das necessidades humanas, tais como nas
areas sociais, politicas, econdmicas e de pesquisa operacional, além disso tem sido adotado
em dareas de educagdo, engenharia, governo, industria, manufatura, gestdo e até esportes

(VAIDYA E KUMAR, 2006). O AHP ainda ndo ¢ tio aplicado na area ambiental, porém tem se mostrado
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bastante ascendente na mesma (TOPUZ; GESTEL, 2016; LUTHRA, et al, 2016;
ABDOLLAHZADEH et. al, 2016).

O AHP, foi desenvolvido na década de 1970 com a finalidade de resolver a alocagao
de recursos escassos e necessidades de planejamento para os militares (SAATY, 2000).
Atualmente, sua principal proposta ¢ auxiliar na tomada de decisdo e selecionar a melhor
alternativa a ser adotada partindo de um objetivo bem definido com a presenga de multiplos
critérios distribuidos em niveis hierarquicos. A escolha pelo método se deu devido a sua
eficadcia ao selecionar uma opg¢do dentre as alternativas possiveis, considerando aspectos
qualitativos e quantitativos através de comparagdes paritarias entre os critérios propostos.

Saaty (2000) afirma que o AHP ¢ um método sistematico de sintetizar prioridades,
estruturalmente representadas por uma hierarquia. O problema ¢ assim decomposto na forma
hierarquica, para que as pessoas envolvidas possam visualizar o problema como um todo, de
forma completa, facilitando a compreensao do mesmo e permitir uma visao mais ampla dos
critérios, que serdo comparados posteriormente (FERREIRA, 2015). Salgado et al. (2012) cita
que na pratica, uma aplicacdo pode requisitar mas niveis no AHP, como por exemplo, a
inclusdo de sub-critérios. A figura 1 apresenta uma estrutura hierarquica composta por trés

niveis: objetivos, critérios e alternativas.

Objetivos
Critério 1 Critério 2 Critério m
Alternativa 1 | Alternativa 1 Alternativa 1
Alternativa 2 Alternativa 2 Alternativa 2
Alternativa n Alternativa » Alternativa n

Figura 1- Estrutura Hierdrquica

Fonte: SALGADO et al. (2012)

De acordo com Ho (2007), a técnica de utilizagdo do AHP consiste em trés operagdes
principais para obter o ranking das alternativas: a definicdo do problema assim como, a
indicacdo dos objetivos e resultados que se quer alcangar e a constru¢ao da hierarquia através

da realizacdo de comparagdes. E por ultimo ha a andlise de prioridade e a verificagdao de
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consisténcia. As etapas do processo estdo escritas detalhadamente a seguir de acordo com

Salgado et al. (2014).

Em uma planilha de Excel, os pesos para os critérios e prioridades para as alternativas

sao obtidos com os julgamentos previstos por especialistas. Estes julgamentos devem ser

inseridos em matrizes de comparagdo em pares. Os julgamentos, inseridos nas matrizes de

comparag¢do sao muitas vezes baseadas na Escala Fundamental de numeros absolutos de Saaty

(2010) (Tabela 1). Ou seja, numa escala linear de 1 a 9, o valor 1, a partir dessa escala, ¢

usado quando foi julgado que ambos os objetos tém a mesma prioridade. Uma das

implicagdes da utilizagdo da Escala fundamental ¢ que a matriz de comparagdo vai ser uma

matriz reciproca positiva.

Tabela 1- Escala Fundamental de nimero absolutos utilizada no Analytic Hierarchy Process- AHP.

Explicacio

Valor \ Definicio
1 Igual importancia
3 Pouco mais importante
5 Muito mais importante
7 Bastante mais importante
9 Extremamente mais
importante

2,4,6,8 Valores
reciprocos dos
anteriores

Valores intermediarios

Os dois critérios contribuem de forma idéntica
para o objetivo

A andlise e a experiéncia mostram que um
critério € um pouco mais importante que o outro
A andlise e a experiéncia mostram que um
critério € claramente mais importante que outro
A anadlise e a experiéncia mostram que um dos
critérios € predominante para o objetivo

Sem qualquer davida um dos critérios ¢
absolutamente predominante para o objetivo
Também podem ser utilizados

Fonte: Adaptado de Saaty (1980)

Sabendo que Ai, A,
critérios com seus pesos Wi, Wa,

abaixo.

wi
W == —]
wj

.., An seja o

n_n

n" o nimero comparavel das alternativas ou

..., Wn. A matriz de proporgdes de todos os pesos ¢ dada

wl wil W1'|
wl w2 wn
wn wn  wn
wl w2 wn

A matriz de comparagdo em par A = [ajj] representa as intensidades de preferéncia

entre pares individuais de alternativas (A; vs Aj, paratodo i,j = 1,2, ..., n).
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Com n alternativas {Ai1, Az, ..., An}, um decisor compara pares de alternativas para

todos os pares possiveis € uma matriz de comparacao A obtida, em que o elemento aj; mostra

preferéncia de A; obtida por comparacdo com A;.

i 1 A1y - Qqj o Qi ]
—1 1
Azj ... an
iz
-_— aij e Ain
alj azj
1 1 1
_ — ..—.. 1
L Qqn Azn  Qin .

No entanto, no método AHP, geralmente, a verificagdo das comparacdes de matrizes

de consisténcia, toma como base o indice de consisténcia, p, de acordo com a equacao abaixo:
p=@A-n)/(n-1)

Assim, para uma matriz de comparagdes 100 % consistentes, temos m = 0, para A = n.

Na aplicacdo do AHP presente nesta tese, foi utilizado o software AHP Excel.
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3 JUSTIFICATIVA

Os bioensaios vegetais permitem que uma série de parametros relacionados a
germinagdo e crescimento inicial da planta-alvo sejam avaliados com o intuito de caracterizar
os efeitos toxicos dos compostos testados. No entanto, a visualiza¢do destes efeitos sobre a
germinagdo e/ou crescimento sdo manifestagdes secundarias de modificagdes ocorridas em
nivel molecular e celular. Portanto, estudos que visem caracterizar o comportamento
fisiologico e genético das espécies utilizadas como modelo sdo essenciais para determinar
combinagdes genotipicas adequadas para bioensaios vegetais.

Neste contexto, é importante caracterizar e selecionar dentre os cultivares de Alface e de
Cebola, aqueles que possuem melhor resposta quanto aos aspectos germinativos e de
crescimento inicial, bem como quantificar o indice mitdtico, o conteldo de DNA desses
cultivares para assim, recomenda-los como organismos-teste para bioensaios vegetais.

Para a tomada de decisdo dos melhores cultivares do ranqueamento, recorre-se aos
métodos estatisticos como Métodos de Analises Multicritérios com o uso da ferramenta
TOPSIS (Technique for Order Preference by Similarity), AHP ((Analytic Hierarchy Process)
e andlise de variancia (ANOVA) (0=5 %) com comparacdo de médias por meio de testes
especificos, como Scott-Knott, com o auxilio do software Sisvar (5.6).

N&do foram encontrados na literatura registros da padronizacdo das cultivares dessas
duas espécies para estudos de alelopatia/fitotoxicidade, sendo que alguns trabalhos nem citam
a cultivar utilizada e, dentre aqueles que citam, ha divergéncias no uso das diferentes
cultivares. Sendo assim, faz-se necessério um levantamento bibliografico das principais
cultivares de L. sativa e A. cepa utilizadas em bioensaios vegetais, bem como o ranqueamento
destas quantos aos parametros fisioldgicos e citogenéticos.

O presente trabalho pretende ainda avancar na validagdo do comportamento germinativo
e do crescimento inicial dos gendtipos de Lactuca sativa L. e Allium cepa L., visando a
utilizacdo das melhores cultivares das espécies em questdo, adequadas as metodologias de
bioensaios vegetais aplicados em pesquisas de alelopatia, genotoxicidade e fitotoxicidade de
substancias quimicas isoladas ou em misturas, efluentes, residuos agricolas, industriais ou

domeésticos, sedimentos, medicamentos e produtos quimicos em geral.
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4 OBJETIVOS

A sessao a seguir trata dos objetivos gerais e especificos pretendidos neste trabalho.

4.1 Objetivo geral

Caracterizar, ranquear e validar cultivares de Alface (Lactuca sativa L.) e Cebola
(Allium cepa L.) quanto aos parametros germinativos, de desenvolvimento inicial e

parametros citogenéticos.

4.2 Objetivos especificos

Avaliar o percentual de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo de
diferentes cultivares das espécies em estudo.

Avaliar o crescimento inicial das plantas-alvo por meio da analise de crescimento de
raiz, comprimento da parte aérea, nimero de plantulas normais, biomassa fresca e seca.

Avaliar os parametros citogenéticos por meio da quantificacdo do indice mitético,
anormalidades cromossdmicas, conteido de DNA das diferentes cultivares de Alface e
Cebola.

Validar as melhores cultivares das espécies selecionadas ap0s 0 ranqueamento

utilizando uma substancia de reconhecido efeito alelopatico / fitotdxico.
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Abstract

Biological assays can be used to identify and/or prove the interference of various compounds, natural or
synthetic, in the physiology and karyology of a living organism. Plant bioassays are considered an efficient,
quick and inexpensive tool to monitor environmental interference caused by anthropogenic actions, as well as to
test the biological action of chemical substances. Lactuca sativa L. (Lettuce) and Allium cepa L. (Onion) are
among the most used test organisms in plant bioassays; however, little is known about the behavior of different
genotypes of these species within the bioassay dynamics. In this context, it is necessary to characterize and rank
cultivars of these species that better respond to germination tests, initial growth and cytogenetic parameters for
greater efficiency and reliability of the results from plant bioassays. 30 seeds were seeded into Petri dishes,
moistened with 3.0 mL distilled water, brought to a germination chamber at 24 °C, with a 12-hour photoperiod.
Germination percentage, germination speed index, number of normal seedlings, root length, shoot length, fresh
and dry biomass, mitotic index, frequency of chromosomal abnormalities and DNA content were evaluated. Data
were submitted to analysis of variance (ANOVA) at 5% and to multicriteria analysis with the aid of TOPSIS.
The most suitable cultivars for phytotoxicity and cytotoxotoxicity studies, in descending order, are Baba de
Verdo, Grand Rapids and Grandes Lagos (Lettuce) and Baia Periforme, Crioula and Vale Ouro (Onion). These

genotypes were highly sensitive to characterize the toxicity of a chemical substance.
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Introduction

Biological assays can be used to identify and/or prove the interference of various chemical substances
and thus characterize and quantify their positive or negative effects (Rizzo, 2011). Higher plants are excellent
bioindicators of toxic activities, once they allow the evaluation of physiological, cytotoxic, genotoxic and
mutagenic effects of environments contaminated by chemical substances. Among the species most suitable for
plant bioassays are Lactuca sativa L. and Allium cepa L., due to peculiarities such as rapid and uniform
germination, linear growth in a wide range of pH variation, low sensitivity to osmotic potentials, ease of
handling, material availability during the year, large number of dividing cells in the meristematic zone, small
number of chromosomes, visible and large, besides exhibiting rapid responses to treatments and a high degree of
sensitivity to toxicants (Cuchiara, 2012; Simdes et al., 2013; Carvalho, 2014).

Bioassays using these plants as a test organism allow to evaluate phytotoxicity through the analysis of
germination and initial growth (Ribeiro ef al., 2012; Carvalho et al., 2014; Moraes et al., 2015), as well as the
cytotoxotoxicity estimated by the increase or reduction in mitotic index and frequency of chromosomal
abnormalities (Grippa et al., 2010; Dias et al., 2013; Neves et al., 2016). These analyses may indicate aneugenic
and/or clastogenic effects of chemical substances derived from the plant secondary metabolism (Martin-Puzon &
Rivera, 2015; Bianchi, Montovani & Marin-Morales, 2015), as well as contaminated water and industrial waste
(Gomes et al., 2015; Aguiar et al., 2016).

The species in question have populations with well-defined characteristics denominated cultivars, which
are grouped according to their phenotypic and genotypic descriptors. According to Xavier et al. (1995), cultivar
is the designation corresponding to a genotype/phenotype, selected and properly registered, based on the
characteristics that make it interesting for cultivation. Both the manifestation of production potential and the use
of a cultivar as a target plant in bioassays depend on the interaction of its genome with the environment.
Therefore, according to Lima (2004), the selection of the appropriate genetic material is a decisive tool for the
success of the cultivation system and bioassays. Thus, it is of great relevance to identify and characterize, among
Lettuce and Onion cultivars, those that have the best response regarding the endpoints used in bioassays with
plants.

No records of the standardization of cultivars of these species were found in the literature for
allelopathy/toxicity studies; some studies do not record the cultivar used and, among those who mention them,

there are differences in the use of different cultivars. Knowledge about the test organism (target species) and its
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behavior regarding the various genetic and physiological aspects is essential and, therefore, it is necessary to use

methodologies that allow the characterization of genetically distinct materials within the target species.
Therefore, the objective of this study was to characterize, standardize, classify and validate, with a toxic

substance, cultivars of Lettuce (Lactuca sativa L.) and Onion (Allium cepa L.) regarding germination, initial

growth and cytogenetic parameters.

Material and methods

Fourteen Lactuca sativa L. cultivars and 13 Allium cepa L. cultivars, obtained commercially, were
selected; they were investigated in the literature for their use in plant bioassays (Table 1 and Table 2).

Table 1

Table 2

For each cultivar, 30 seeds were seeded in 70-mm Petri dishes, containing two disks of no. 2 Whitmann
filter paper, moistened with 3 mL distilled water. The dishes were kept in a B.O.D. germination chamber (Solab
Cientifica®), at 24 °C, with a 12-hour photoperiod. The percentage of germination (%G) and germination speed
index (GSI) were obtained by counting seeds with radicle protrusion. Thus, %G was evaluated with 24 and 48
hours for Lettuce and on the 3rd and 12th days for Onion, after the experiment was set. The GSI was analyzed
every 4 hours up to 48 hours for Lettuce and, for Onion, every 8 hours up to 120 hours.

On the seventh day, the number of normal seedlings, that is, those with root and shoot, were determined,
besides fresh biomass, using an analytical balance (Marte, AY 220). Root length (RL) and shoot length (SL)
were measured from 10 visibly larger seedlings, with the aid of a digital caliper (Digimess, LR44). The seedlings
were dried in a forced air oven (Nova Etica 400 ND) at 65 °C for approximately 72 hours, until a constant mass
was obtained and they were weighed for the obtention of the dry biomass.

For cytogenetic analyses, blades were prepared by the crushing method, adapted from Moraes et al.
(2015) and Alvim ef al. (2011). Root tips were collected with 24 hours (Lettuce) and 72 hours (Onion),
respectively, fixed in Carnoy 3:1 and stored at -18 °C. A total of 6000 cells were analyzed for each cultivar, and
they were quantified at the different stages of the cell cycle to calculate mitotic index and chromosomal
abnormalities (CA): micronucleus (MN), anaphase bridge (AB), telophase bridge (TB), C-metaphase (CM),

stickiness (S) and lost chromosome (LC).
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For quantification of the DNA content, totally expanded Lettuce young leaves and Onion roots were
used. To estimate 2C DNA values, 20-30 mg of plant material, together with a reference standard (Pisum sativum
cv. Ctirad for Lettuce and Vicia faba L. cv Inovec for Onion), were ground in the presence of LBO1 buffer (1mL)
to release the nuclei, according to the methodology cited by Dolezel et al. (1989). The crushed tissue was filtered
and the removed nuclear suspension was stained with 25 pL of a solution consisting of propidium iodide and
RNase. About 10,000 nuclei were analyzed for each sample using a FACSalibur cytometer (Becton Dickson).
Each histogram generated in the cytometry was analyzed using the software WinMDI 2.8 Cell Quest. The values
of 2C DNA for each sample were calculated by the relative fluorescence intensity of the sample relative to the
internal reference standard.

Ranking data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means were compared by the
Scott-Knott test at 5% significance, using the software Sisvar (Ferreira, 2013).

A ranking of cultivars was also determined using the multicriteria analysis TOPSIS (Technique for
Order Preference by Similarity), presented by Huang ef al. (2011). The calculation involved in the analysis is
described below:

Constructing a normalized matrix and the weighted normalized decision matrix (Equation 1). Thus,

considering a normalized decision matrix, where D = X, :

Thus, the scores resulting from this calculation will be used to compare each action to an ideal
(positive) and anti-ideal (negative) action, which is calculated by collecting the best and the worst performance

in each criterion of the normalized decision matrix (Equation 2).

AT ={b1", by, ... by} = {(max; byl j € K;) (min; bylj € K.)}
A- ={br, by, ... by} = {(max; by|j € Ky) (min; bylj € K} (2)

Where, K}, are the benefit criteria and K., the cost criteria.

Finally, the proximity to the ideal solution is calculated (Equation 3):

i
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The positions of the alternatives are in accordance with the proximity to the ideal; therefore, the
alternatives with greater C; are supposedly more important and should be considered as priorities.

After ranking, the three best cultivars of L. sativa and A. cepa were submitted to validation, to evaluate
their behavior in the presence of a known toxic substance (CdSQOs). Therefore, 30 seeds of each cultivar were
seeded into Petri dishes on a double layer of no. 2 Whitmann paper, containing 3 mL of CdSO4 solution (500
uM) and distilled water as a negative control. The plates were distributed in B.O.D (Solab Cientifica®) and
maintained at 24 °C with a 12-hour photoperiod. Evaluations regarding germination, initial growth and
cytogenetic parameters were the same as those described in ranking and data were submitted to analysis of

variance (ANOVA) at 5% significance.
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Results

The results of germinative, initial growth and cytogenetic parameters, as well as the ranking obtained
from the TOPSIS analysis of Lactuca sativa L. and Allium cepa L. cultivars, are described in Tables 3 and 4,

respectively.

Table 3

Table 4

There was a significant difference (p<0.05) among Lactuca sativa L. cultivars for the percentage of
germination (%G) at both 24 and 48 hours after culture (Table 3). It is observed that Baba de Verdo, Grandes
Lagos and Grand Rapids had a better performance at both 24 hours (about 93% to 98% germination), and 48
hours, totaling almost 100% germination. However, for %G, two cultivars did not present satisfactory
germination: Maravilha de Inverno exhibited 14% and Mimosa, with only 2% germinated seeds at the first 48
hours. For 4. cepa L. (Table 4), there was also a significant difference among cultivars, and Baia Periforme was
statistically more significant than the others, obtaining a result of 59% germination on the third day. On the
twelfth day, Baia Periforme, along with Vale Ouro, Crioula and White Creole were the most responsive to this
parameter, with averages of approximately 90% germination. Cultivars Roxa Red Criole and Granex did not
present germination on the third day. However, on the twelfth day, about 24% and 0.8% germination was
observed, respectively.

For Germination Speed Index (GSI) of lettuce cultivars, Grand Rapids showed a higher average (17.6),
while Mimosa and Maravilha de Inverno presented results statistically equal, with very low averages (0.09 and
0.66, respectively): they were, therefore, the latest ones. On the other hand, for Onion, it was found that the
highest GSI values were obtained for Baia Periforme, Crioula, Diamantina, Vale Ouro and White Creole, which
did not differ statistically, with indices of approximately 4 to 5. Cultivar Granex had the lowest GSI, with an
average of 0.03.

In Lettuce, Grand Rapids, Grandes Lagos and Baba de Verdo, as in the previous parameters, presented a
greater percentage of normal seedlings (NS), with about 95%. The NS for Mimosa and Maravilha de Inverno

was the lowest observed (1.6%), fact already predicted due to the low germinability. In Onion, Baia Periforme,
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Vale Ouro, Crioula and White Creole presented the highest NS values. Cultivar Granex presented NS equal to
zero and was, therefore, the less responsive for this parameter.

It can be observed that, among L. sativa cultivars, Grand Rapids is the one with the highest root length
(37.3 mm) and shoot length (30.6 mm), and that cultivar Maravilha de Inverno did not present growth. In A.
cepa, Baia Periforme, Bola Precoce and Vale Ouro were statistically equal to each other, exhibiting the highest
root length averages (8.8 to 9.9 mm). Baia Periforme, Bola Precoce and Crioula were statistically equal,
presenting the highest shoot lengths (35 to 38 mm). Granex did not show root and shoot growth.

Lactuca sativa cv Baba de Verdo stood out, showing the highest value (0.588g) for fresh biomass (FB).
Mimosa and Maravilha de Inverno, as well as in the other variables, had very low FB values (0.091 and 0.094¢g,
respectively). In relation to dry biomass (DB), Baba de Verdao and Grand Rapids were statistically equal, with the
highest averages (0.028g and 0.030g, respectively), and Maravilha de Inverno exhibited the lowest average
(0.01g). For Allium cepa L., Baia Periforme and White Creole did not differ statistically, presenting the highest
FB averages. Granex and Roxa Red Creole were also less responsive to this parameter, with the lowest values
(0.19g). Ibiapaba was the cultivar with the highest DB accumulation (0.101g) and Primavera had the lowest
value (0.058g).

Regarding the mitotic index (MI), lettuce cultivars Boston Branca, Baba de Verdo, Grandes Lagos and
Grand Rapids showed the highest cell division rate (34 to 36%). In Onion, the cultivar with the highest MI was
Baia Periforme, with 14.8% cells in division.

The results obtained by flow cytometry for the quantification of DNA content (pg) showed that there
was no statistical difference between the values for Lactuca sativa L. and Allium cepa L. cultivars, ranging from
6.10 to 6.33 and 34.5 to 34.8; respectively.

In the multicriteria analysis (Technique for Order Preference by Similarity - TOPSIS), a ranking of
Lettuce and Onion cultivars was obtained, in which Baba de Verdo and Baia Periforme presented results closest
to the ideal positive solution (0.99589 and 0.91064, respectively). Cultivars Mimosa (Lettuce) and Granex
(Onion) obtained the worst performance in the evaluated criteria, approaching the ideal negative solution, with
0.75256 and 0.07399, respectively.

In the analysis of chromosomal abnormalities (Tables 5 and 6), cultivar Baba de Verdo (Alface)
presented the highest frequency of abnormalities (FCA), 1.08%, with a predominance of lost chromosome, while
Baia Periforme (Onion) presented the highest FCA (0.57%), with the highest percentage of stickiness. The

abnormalities of each species are identified in Figure 1.
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Table 5

Table 6

Figure 1

From the ranking obtained in the analysis of variance and TOPSIS, the three cultivars most responsive
to the tested variables were: Baba de Verdo, Grandes Lagos and Grand Rapids for Lactuca sativa L., and Baia
Periforme, Vale Ouro and White Creole for Allium cepa L. They were validated by exposure to a known toxic
substance, CdSOs, tested in previous studies at a concentration of 500uM (Tables 7 and 8). Cultivar White
Creole was not found commercially during experiment setting, making it impossible to include it in the analyses.

Therefore, Crioula (4th best in the ranking) was chosen to proceed in the validation experiments.

Table 7

Table 8

For Lactuca sativa L., there was no significant difference between %G of cultivars exposed to the
control and CdSOs, both at 24 and 48 hours. There was a delay in the germination speed of Baba de Verdo and
Grandes Lagos submitted to the treatment in relation to the control, which was not observed for Grand Rapids.
For the other parameters, except DB, there was a significant reduction in cultivar average, when exposed to
CdSOy in relation to the control. Therefore, the treatment with Cadmium influenced the growth of Lettuce
seedlings (Figure 2A).

For the three Allium cepa cultivars, the seeds exposed to Cadmium presented a reduction in %G in
relation to the control, both at 72 and 96 hours. Baia Periforme and Crioula exposed to the metal had reduced
GSI, compared to the control, whereas for Vale Ouro, the metal accelerated seed germination.

Only cultivar Crioula presented sensitivity to Cadmium for RL, since the metal inhibited root growth,
when compared to the control. On the other hand, the exposure to the metal did not influence the SL of Crioula,
whereas for the other cultivars, there was a difference between the treatment with the metal and the control

(Figure 2B).
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Figure 2

For FB and DB, there was no statistical difference between the treatment with Cadmium and the control
for A. cepa.

For Baia Periforme and Vale Ouro, Cadmium inhibited cell division in relation to the control, a fact not
observed in cultivar Crioula, in which the metal stimulated cell division, resulting in a MI higher than the
control.

Regarding chromosomal abnormalities (Table 9 and 10), the treatment with Cadmium did not alter the
number of CA in Baba de Verdo and Grandes Lagos in relation to the control. However, for Grand Rapids, the
control had a higher percentage of abnormalities (0.47%), since the number of dividing cells in roots exposed to
Cadmium was very low. It is also emphasized that C-metaphases and Stickiness were the most frequent
abnormalities.

In A. cepa cv Baia Periforme, the frequency of chromosomal abnormalities was not influenced by
Cadmium. In Crioula, the exposure to CdSOs led to an increase in FCA while, in Vale Ouro, the treatment

reduced this frequency.

Table 9

Table 10

Discussion

Lettuce cultivar Grand Rapids is among the genotypes most used in the literature as a test organism in
plant assays (Catdo et al., 2014; Paula et al., 2015, Santos et al., 2015), compared to other cultivars. From a total
of 178 articles analyzed (from 2004 to 2016), 48 cite the use of Grand Rapids in phytotoxicity experiments. In
this study, this cultivar presented excellent performance, especially for germination percentage (%G), which was
considered early, according to articles that evaluate %G with 24 and 48 hours (Moraes et al., 2015; Mecina et
al., 2016). Although Grand Rapids is the most cited, Baba de Verdo obtained the highest averages for most

parameters in the analysis of variance and stood out first in the TOPSIS ranking.
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Allium cepa L. is one of the most used species in plant bioassays. However, few articles identify the
genotype used as a target plant. From 120 articles selected (from 2004 to 2016), 25 cite Baia Periforme in
research. This cultivar stands out from the others, once it allows a homogeneous analysis, both from a genetic
and a physiological point of view, which provides greater reliability for the performed bioassays (Santos et al.,
2011; Grisi et al. 2013; Lacerda, MALAQUIAS & Peron, 2014; Peres et al., 2015; Rodrigues et al., 2015;
Martins, Souza & Souza, 2016). In this paper, this cultivar stood out in all parameters analyzed, and was superior
to the others for %G on the 3rd day, as well as for mitotic index (MI). Ragassi et al. (2012) point out that some
Brazilian Onion cultivars have contributions from Baia Periforme in their genetic basis. Cultivars such as Vale
Ouro IPA 11, Crioula, Bola Precoce, included in this study, are the result of breeding programs that used Baia
Periforme in the cross breeds (Leite et al., 2009), which corroborates some of these genotypes among the first in
rankings.

A high %G, as well as high values of germination speed index (GSI), are important parameters to be
considered, especially in the negative control, in studies evaluating the influence of allelochemicals and/or
potentially toxic substances (Kikuti & Marcos Filho, 2012; Carvalho et al., 2014; Catéo et al., 2014; Peres et al.,
2015). The high germinative capacity (rate equal to or higher than 80%) of the seeds in the control group of an
experiment allows greater precision, reliability and validation of the data. Nascimento (2002) states that such
parameters provide the researcher with a better knowledge of the physiological performance of species in
phytotoxicity bioassays, allowing more consistent and rapid responses. Vieira and Carvalho (1994) point out that
experimental results from the use of genotypes with low percentage of germination exposed to a toxic agent can
be underestimated. Therefore, toxicity experiments using a suitable cultivar allow to infer that the low %G and
GSI values found in the treatments are most often associated with the toxic effect of the tested substance.
Therefore, even with the essential use of the negative control, the use of cultivars with a high percentage of
germination is essential.

The cultivars that obtained the worst performance for %G and GSI in L. sativa were Mimosa and
Maravilha de Inverno and, in Allium cepa L., Granex and Roxa Red Creole; thus, they are not suitable for plant
bioassays. They did not correspond to the %G indicated by the supplier and, according to Nascimento (2002),
this may be related to seed vigor, which is defined as properties that determine the potential for a rapid and
uniform emergence, providing a normal seedling development under different cultivation conditions. Therefore,

vigor is also related to GSlI, since it calculates the average number of seeds germinated in a time interval. It is
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noteworthy that optimal germination conditions were given to these Lettuce and Onion genotypes and, probably
due to the low vigor of their seeds, their performance in the experiments was compromised.

The cultivars that stood out for root length (RL) and shoot length (SL) were Grand Rapids (Lettuce) and
Baia Periforme, Bola Precoce and Vale Ouro (Onion). In a plant bioassay, RL is one of the most cited endpoints
(Lutterbeck et al., 2015; Freitas et al., 2016; Verdejo et al., 2016), due to its simplicity, speed and sensitivity.
Park et al. (2016) studied lettuce cultivated in hydroponics, and reported the importance of RL as an appropriate
endpoint in the evaluation of toxic substances at different concentrations in bioassays for the effect of metals,
wastewater and other complex substances. According to Taiz and Zeiger (2013), it is known that the root
function is the support and absorption of nutrients by the plant, which are used for its development. Thus, it can
be inferred that the larger the root length, the larger its absorption surface. Ratsch (1986) states that the
physiological effects of metals on plants are closely linked to the absorption and accumulation of toxic
substances, and the first organ affected is the root, once it is more in contact with the tested substance. Therefore,
a significant reduction in root length is considered to be a valid and sensitive response to the effects of toxicants,
when compared to the initial germination process (imbibition) and shoot growth. However, SL analysis is also
important, since toxic agents may not affect root germination and growth, but may alter leaf growth and
development patterns, and consequently alter photosynthetic (carbon allocation) and/or respiratory rates in the
test plant. In a study on the growth of volatile organic compounds emitted by bacteria in L. sativa conducted by
Fincheira et al. (2016), SL of lettuce seedlings was more affected than RL, when submitted to one of the
treatments.

Normal seedlings were those with functional root and shoot, and cultivars Grandes Lagos, Baba de
Verao and Grand Rapids (Lettuce) and Baia Periforme, Crioula, Vale Ouro and White Creole (Onion) were the
most outstanding in this parameter. Mimosa and Maravilha de Inverno (L. sativa L.) and Granex (4. cepa L.)
presented low frequencies of normal seedlings, which was already expected, due to the low %G. This is
corroborated by Nascimento (2002), since seeds with low vigor can provide an increase in the number of
abnormal seedlings.

Leme, Marin-Morales (2009) report that meristematic plant root cells are excellent indicators of
cytogenotoxic effects and several researchers have used mitotic index (MI) as one of the main endpoints in this
type of evaluation, since the cytotoxicity of a substance can be determined on the basis of the increase or
reduction in the cell division rate in relation to the control group (Kumar et al., 2015; Bianchi, Fernandes &

Marin-Morales, 2016; Martins, Souza & Souza, 2016). According to Gadano et al. (2002), if there is a significant
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reduction in MI, this can be caused by the inhibition of DNA synthesis or blockage in the G2 phase of the cell
cycle. According to the same authors, the reduction of up to 22% in MI in relation to the negative control may
indicate lethal effects of the substances tested on the test organism. Thus, cultivars with a high MI are suitable
for biological assays to assess toxicity at the cytogenetic level when exposed to chemical substances. The
cultivars used in this study, Boston Branca, Baba de Verdo, Grandes Lagos and Grand Rapids in L. sativa and
Baia Periforme in 4. cepa stand out as the cultivars with the highest cell division rates.

According to Bagatini, Silva and Tedesco (2007), the evaluation of chromosomal abnormalities (CA) is
constantly used in cytogenotoxicity tests, which are one of the few direct methods to measure damage in target
organisms exposed to toxic substances. The effects of these substances can be detected cytologically by
inhibition of the cell cycle, interruption of metaphases and induction of numerical and structural chromosomal
changes (Leme & Marin-Morales 2009). Mutations may also be due to the intrinsic instability of nucleic acids,
and the observation of CA as micronuclei, chromosomal bridges, C-metaphases, stickiness and lost chromosome
is common, even at low frequencies, in cells not exposed to toxic agents. Thus, in this study, the importance of
quantifying CA inherent in each cultivar exposed only to water commonly used as a negative control in
bioassays is justified (Aragdo et al., 2015; Palmieri ef al., 2016). In this study, it was possible to observe that
Baba de Verdo (Lettuce) and Baia Periforme (Onion) were the cultivars that had the highest frequency of CA,
and are among those that presented the highest MI values, and it is possible to suggest that the cell cycle of these
genotypes occurs irregularly and lacks appropriate studies to understand the reasons for these disorders.

Lactuca sativa L. and Allium cepa L. cultivars that obtained the highest average values for the highest
number of parameters tested were considered the most suitable for plant assays. Thus, Baba de Verao, Grandes
Lagos and Grand Rapids (Lettuce) and Baia Periforme, Crioula and Vale Ouro (Onion) were selected for
validation tests with CdSO4, a substance of recognized toxicity in plants (Benavides, Gallego & Tomaro, 2005).

Effects of Cadmium toxicity on higher plants have been widely reported in the literature (Bauddh &
Singh, 2015; Matraszek et al., 2016; Park et al., 2016; Zhu et al. 2016). Vieira et al. (2015) report that plant
exposure to high Cadmium concentrations causes morphological, physiological and biochemical changes. These
changes can lead to a marked decline in the absorption capacity and accumulation of essential elements by the
roots, mainly due to the general reduction in the metabolism owing to mineral deficiencies, in addition to the
reduction in biomass. Similar results were found in this study, in which the toxic action of Cadmium was

observed especially for NS, RL, SL, FB and MI.
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The exposure of Lettuce cultivars to the metal did not influence %G. However, the germination of
Onion cultivars showed to be sensitive to this parameter. Similar results were found by Bavi et al. (2011), when
studying the effect of Cadmium on Cicer arietinum, in which it did not influence plant germination, and Ali et
al. (2015), where Cadmium significantly reduced the %G of Brassica nabus.

Monteiro et al. (2009) report the influence of Cadmium on the growth and development of Lettuce, and
RL and SL were the endpoints that showed the greatest inhibition. The significant reduction in FB for Lettuce
and Onion cultivars exposed to Cadmium corroborate the studies conducted by Aslan et al. (2014) in Capsicum
annum and by Ali et al. (2015) in Brassica nabus.

Regarding cytogenotoxic effects, the responses found in this study for Lactuca sativa show a mean
reduction of 92% in cell division when exposed to CdSO4, compared to the negative control (distilled water).
According to Gadano et al. (2002), if the reduction in MI is higher than 22% of the MI of the negative control, it
may indicate lethal effects of the substances tested on the test organism, corroborating the idea that the Lettuce
genotypes selected for the validation experiments are highly sensitive to toxicity assays.

The results obtained for Baia Periforme and Vale Ouro (Onion) are similar to those presented by Seth et al.
(2008), in which Cadmium significantly reduced MI in Onion roots, indicating the cytotoxic potential of this
metal. Allium cepa cv. Crioula is an exception since, in addition to being little mentioned in the literature as a test
plant in plant bioassays, was highly sensitive to CdSOs, once a stimulus in its cell division was observed, when
compared to the control, besides the high frequency of CA, with predominance of micronucleus and stickiness.

According to Leme, Marin-Morales (2009) and Oliveira ef al. (2012), the occurrence of abnormalities in
the cell cycle and/or in the chromosomal complement are indicative of the mutagenic action of toxic substances.
The highest frequency of micronuclei and stickiness may indicate that CdSO4 has an aneugenic effect, and that

both L. sativa and A. cepa cultivars selected for validation assays were highly sensitive to cytogenotoxicity tests.

Conclusions

The cultivars of Lactuca sativa L. and Allium cepa L. most suitable for phytotoxicity and
cytogenotoxicity studies, in descending order of germination, initial growth and cytogenetic parameters,
according to statistical analyses (ANOVA and TOPSIS), are Baba de Verdo, Grand Rapids and Grandes Lagos

(Lettuce) and Baia Periforme, Vale Ouro and Crioula (Onion).
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In addition to being the most responsive to the parameters used in ranking, these genotypes were also

highly sensitive to characterize the toxicity of a chemical substance.
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Table 1. Lactuca sativa L. cultivars obtained commercially.
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Cultivar Acronym  %G* Shelf life Purity (%) Literature
Baba de Verdo BV 97 nov/16 100 4
Boston Branca BB 83 oct/16 99.8 3
Delicia Del 93 oct/16 100 1
Grand Rapids GR 97 feb/16 100 48
Grandes Lagos GL 98 dec/16 100 5
Maravilha de Inverno Ml 80 jul/16 99.8 1
Mimosa (Salad Bown) Mi 94 nov/16 99.7 4
Mbnica Mo 98 jun/16 100 8
Quatro Estagdes QE 90 dec/16 99.9 1
Rainha de Maio RM 82 nov/16 99.8 6
Regina de Verdo RV 98 sep/16 99.8 1
Romana Branca de Paris RBP 96 oct/16 99.9 1
Simpson Semente Preta SSP 93 oct/16 99.9 3
Vitoria de Verdo \A% 93 sep/16 99.7 1
* Indication of germination according to supplier.
Table 2. Allium cepa L. cultivars obtained commercially.
Cultivar Acronym %G* Shelf life Purity % Literature
Baia Periforme BP 80 feb/16 100 25
Baia Periforme Precoce BPP 85 oct/16 100 0
Bola Precoce BoP 80 feb/16 100 2
Conquista Co 83 oct/16 100 0
Crioula Cr 89 dec/16 99.9 0
Diamantina hibrida Di 81 jun/16 99.9 0
Granex (hibrida) Gr 80 jul/16 100 0
Ibiapaba (hibrida roxa) Ib 80 jun/16 100 0
Primavera Pr 85 jun/16 99.8 0
Roxa (Red Creole) RRC 88 feb/16 100 0
Texas Grana 502 Te 85 jul/16 99.9 1
Vale Ouro IPA 11 VO 96 nov/16 100 0
White Creole WC 82 apr/16 100 0

* Indication of germination according to supplier.



Table 3. Ranking of Lettuce cultivars obtained from germination, initial growth, cytogenetic parameters and TOPSIS analysis.

Cult.  G24h(%) G48h(%) GSI NS(%) RL(mm) SL(mm) FB(g DB(g MI(%) DNA(pg TOPSIS R.

BV 98¢ 100° 13.68° 95* 28.79° 24.15°¢ 0.588? 0.028" 35.8° 6.18" 0.99589 1°
GR 98¢ 97% 17.6* 942 37.3* 30.61° 0.398¢ 0.030° 36" 6.10° 0.99561 2°
GL 93# 99? 16.13° 95.8¢ 25.83¢ 22.40¢ 0.544° 0.020° 34.9% 6.23% 0.99382 3°
BB 79° 88° 9.79¢ 82.5° 28.51° 24.10¢ 0.452¢ 0.020° 34.5° 6.20° 0.98955 4°
\'AY 74° 90° 9.92¢ 80° 21.47¢ 30.46° 0.420¢ 0.020° 29.5° 6.23% 0.98816 5°
RM 158 69° 3.71F 53¢ 17.49¢ 19.79¢ 0.237% 0.018° 21.6° 6.26" 0.98071 6°
Mo 544 85.8° 6.98¢ 83 24.50°¢ 21.30¢ 0.320¢ 0.020° 154 6.11* 0.97833 7°
RV 22.5° 63°¢ 3.77° 334 12.91% 19.75¢ 0.198" 0.018° 27° 6.33% 0.97761 8°
SSP 30f 62°¢ 4.19° 404 16.28° 20.84¢ 0.275° 0.022° 26° 6.21* 0.95797 9°
Del 22.5° 55¢ 4.03f 37.5¢ 16.74¢ 17.95¢ 0.200" 0.018° 29.7° 6.207 0.95252 10°
RBP 44¢ 85° 6.29¢ 79° 20.67¢ 23.00° 0.443¢ 0.023° 28.5° 6.33% 0.94701 11°
QE 62.5¢ 90.8° 7.19¢ 87.5° 19.90¢ 26.93° 0.448° 0.020° 19¢ 6.24* 0.94403 12°
MI 1.6" 144 0.668 1.6° 0.00" 0.00¢ 0.090 0.010°¢ 8¢ 6.24° 0.78038 13°
Mi oh 2.5¢ 0.09s 1.6° 4.82¢ 0.00¢ 0.095 0.023° 14.74 6.10° 0.75256 14°
cv 11.18 9.69 12.17 10.9 8.38 9.34 7.09 19.63 12.66 - - -

*Columns followed by distinct letters differ by the Scott-Knott test at 5% significance. Cult. - Cultivars, G - Percentage of Germination, GSI - Germination
Speed Index, NS - Number of Normal Seedlings, RL - Root Length, SL - Shoot length, FB - Fresh Biomass, DB - Dry Biomass, MI - Mitotic Index, DNA -
DNA Content, TOPSIS - Technique for Order Preference by Similarity, R. - Ranking, CV - Coefficient of Variation.
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Table 4. Ranking of Onion cultivars obtained from germination, initial growth, cytogenetic parameters and TOPSIS analysis.

Cult. G3°d(%) GI12°d(%) GSI  NS(%) RL(mm) SL (mm) FB(g DB(g MI(%) DNA (pg) TOPSIS R.
BP 59 93¢ 5.18° 86.7° 8.85 37.47° 0.507° 0.083¢ 14.8° 34.78° 091064  1°
VO 41° 91.7° 4.72° 85.8° 9.92 31.93° 0.438Y 0.074¢ 10 34.80° 0.80149  2°
wC 31 89 @ 433 81.7% 5.11° 29.53b 0.493¢ 0.086" 9.9b - 0.72115  3°
Cr 45b 90 4.68° 770 4.35¢ 35.44° 0.389° 0.070¢ 8.6° 34,57 0.68723  4°

Pr 420 81.7b 4.70° 70 4.99¢ 30.74° 0.355° 0.058f 6¢ 34.80° 0.62817  5°
Di 49.7° 85.8b 4.58 70.8° 7.360 28.52° 0.371° 0.087° 4e 34.76* 051374  6°

BPP 32¢ 72.3¢ 3.65 58¢ 4.12¢ 26.29¢ 0.332¢ 0.066¢ 2f 34.83 047722  7°
Co 13¢ 67.5¢ 2.88¢ 62 5.77¢ 20.31¢ 0.307¢ 0.080° 2.8 34.60° 043495  §°
BoP 4¢ 45¢ 0.95¢ 31.7¢ 9.29° 38.64 0.306¢ 0.069° 3f 34.70° 0.40835  9°
TG 234 55¢ 2.88¢ 304 5.20¢ 17.00¢ 0.304¢ 0.0744 2of 34.67* 0.39306  10°

Ib 13¢ 31f 1.31¢ 12f 6.84b 16.58¢ 0.256° 0.101° 0.3¢ 34.54 027213  1I°

RRC 0¢ 24¢ 0.93¢ 19¢ 3.55¢ 11.17°F 0.192f  0.080¢ 0¢ 34.78° 0.18025  12°
Gr 0¢ 0.8" 0.03¢ 0¢ 0.00¢ 0.00¢ 0.197°  0.090 0¢ 34.67° 0.07399  13°
CcV 12.5 6.42 11.22 12.17 12.34 9.63 9.91 3.6 13.05 - - -

*Columns followed by distinct letters differ by the Scott-Knott test at 5% significance. Cult. - Cultivars, G - Percentage of Germination, GSI - Germination Speed Index,
NS - Number of Normal Seedlings, RL - Root Length, SL - Shoot length, FB - Fresh Biomass, DB - Dry Biomass, MI - Mitotic Index, DNA - DNA Content, TOPSIS -
Technique for Order Preference by Similarity, R. - Ranking, CV - Coefficient of Variation.



Table 5. Chromosomal abnormalities in root cells from Lactuca sativa L.
seeds exposed to distilled water.

Cultivars MN AB TB CM S LC FCA (%)

BB 0 TG 13 14 10 0.73
BV 6 18 13 16 21 1.08
Del 8 1 4 14 8 4 0.65
GL 3 0 0 8 8 7 0.43
GR 4 115 7 717 0.85
MI 3 0o 2 1 23 0.18
Mi 0 0 0 0 1 1 0.03
Mo 12 1 12 2 7 9 0.71
QE 13 2 12 6 1 6 0.66

RBP 2 1 1 12 16 9 0.68
RM 4 1 1 5 18 0.33
RV 0 10 6 4 4 0.25
SSP 0 0 9 1 17 17 0.90
VvV 0 2 2 5 21 9 0.65

MN - Micronucleus; AB - Anaphase bridge; TB - Telophase bridge; CM - C-
metaphase; S - Stickiness; LC - Lost chromosomes; FCA (%) - Frequency of
chromosomal abnormalities. Cytogenetic analyses were performed counting
6000 cells per treatment.

Table 6. Chromosomal abnormalities in root cells from A/lium cepa L. seeds
exposed to distilled water.

Cultivars MN AB TB CM S LC FCA (%)
BP 10 0 1 2 20 1 0.57
BPP 8 0 0 1 11 2 0.37
BoP 0 0 0 0 4 0 0.07
Co 4 0 0 1 5 0 0.17
Cr 9 0 0 5 13 0 0.45
Di 2 1 0 1 0 2 0.10
Gr 0 0 0 0 0 0 0
Ib 0 0 0 0 2 0 0.03
Pr 5 2 0 6 14 1 0.47
RRC 0 0 0 0 0 0 0
TG 12 0 0 0 3 2 0.28
VO 6 1 1 2 14 4 0.47
WC 2 0 2 3 6 0 0.38

MN - Micronucleus; AB - Anaphase bridge; TB - Telophase bridge; CM - C-
metaphase; S - Stickiness; LC - Lost chromosomes; FCA (%) - Frequency of
chromosomal abnormalities. Cytogenetic analyses were performed counting
6000 cells per treatment.



Table 7. Germination, initial growth and cytogenetic variables for different Lactuca sativa L. cultivars exposed to distilled water as a negative control
and to CdSOj solution (500 uM).

Cultivar G24h (%)  G48h (%)  GSI NS (%)  RL(mm) SL (mm) FB(g) DB(g) MI (%)
. Control 942 98.9° 21.24° 93 23.13° 21.15° 0.430°  0.023 23
CdSO, 942 97.8 16.89° 12 2.62b 9.28 0.230°  0.020° 3.4
oL Control 950 100° 22.56" 950 26.03 20.69° 0473  0.026" 28
CdSO, 96 100° 17.38° 10° 3.00° 7.94 0.240°  0.020° 1.8
GR Control 938 97.8% 16.46* 942 37.85° 15.45° 0.413*  0.030° 31
CdSO, 922 97.8 16.28° 3.3 3.43b 7.59° 0.203°  0.030° 0.03
CV 6.10 4.04 7.53 8.04 15.46 12.43 4.44 10.6 13.54

*Columns followed by distinct letters differ by the Scott-Knott test at 5% significance. G - Percentage of Germination, GSI - Germination Speed Index,

NS - Number of Normal Seedlings, RL - Root Length, SL - Shoot length, FB - Fresh Biomass, DB - Dry Biomass, MI - Mitotic Index, CV -
Coefficient of Variation.

Table 8. Germination, initial growth and cytogenetic variables for different Allium cepa L. cultivars exposed to distilled water as a negative control and to
CdSOy solution (500 uM).

Cultivar G72h (%)  G96h (%) GSI NS (%) RL (mm) SL (mm) FB(g) DB(g) MI (%)
ap Control 53¢ 728 2.16° 81 11.18 35.68° 0.380°  0.090° 22
CdSO, 31° 38° 1.22b 74P 10.112 26.43 0.335¢  0.090° 17°
o Control 38 520 1.80° 20 7.89° 24.84 0.267°  0.060° 8.9°
CdSO, 310 35P 1.38° 15 6.15 2435 0.235¢  0.060° 13
Vo Control 23 35 1.10 18 5.992 17.69* 0.200°  0.063% 140
CdSO, 16° 19 1312 11° 5.03 11.01° 0.229°  0.080° 2.04b
CV 8.88 10.46 6.50 11.16 7.77 7.89 11.73 3.19 543

*Columns followed by distinct letters differ by the Scott-Knott test at 5% significance. G - Percentage of Germination, GSI - Germination Speed Index, NS -

Number of Normal Seedlings, RL - Root Length, SL - Shoot length, FB - Fresh Biomass, DB - Dry Biomass, MI - Mitotic Index, CV - Coefficient of
Variation.
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Table 9. Chromosomal abnormalities in root cells from Lactuca sativa L. seeds exposed
to 500 uM cadmium solution and distilled water as a negative control.

Cultivar MN AB TB CM S LC FCA (%)
BV Control 0 0 0 3 9 1 0.22
CdSOq4 0 0 2 12 1 1 0.27
GL Control 1 0 0 1 7 5 0.23
CdSOq4 0 0 0 9 7 0 0.27
GR Control 0 1 0 0 26 1 0.47
CdSOq4 1 0 0 1 0 0 0.03

MN - Micronucleus; AB - Anaphase bridge; TB - Telophase bridge; CM - C-metaphase;
S - Stickiness; LC - Lost chromosomes; FCA (%) - Frequency of chromosomal
abnormalities. Cytogenetic analyses were performed counting 6000 cells per treatment.

Table 10. Chromosomal abnormalities in root cells from A/lium cepa L. seeds exposed to
500 uM cadmium solution and distilled water as a negative control.

Cultivar MN AB TB CM S LC FCA (%)
BP Control 10 1 0 0 17 2 0.50
CdSOq4 4 0 1 0 21 4 0.50
Cr Control 12 2 2 0 16 1 0.52
CdSOq4 32 0 0 1 31 2 1.12
VO Control 44 2 4 2 15 23 1.50
CdSOq4 1 0 0 0 3 0 0.07

MN - Micronucleus; AB - Anaphase bridge; TB - Telophase bridge; CM - C-metaphase;
S - Stickiness; LC - Lost chromosomes; FCA (%) - Frequency of chromosomal
abnormalities. Cytogenetic analyses were performed counting 6000 cells per treatment.
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Figure 1. Chromosomal abnormalities observed in meristematic cells of L. sativa (1) and 4. cepa (2) exposed to
distilled water. (A1 and A2) Micronucleus; (B1 and B2) Anaphase Bridge; (C1 and C2) Telophase Bridge; (D1
and D2) C-Methaphase; (E1 and E2) Stickiness; (F1 and F2) Lost Chromosome.
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Figure 2. Action of a toxic substance in the plant bioassay. A) Lettuce exposed to distilled water (control) and
CdSOy4 solution. B) Onion exposed to distilled water (control) and CdSO4 solution.



