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1. INTRODUCAO

A atividade antropica tem aumentado a presenca de agentes quimicos no
meio ambiente, poluindo terra, agua e ar, prejudicando iniUmeras espécies
animais e vegetais. A 4gua é um elemento de extrema importancia para a
dindmica de sobrevivéncia do planeta. No entanto, sdo lancados diariamente nos
diferentes mananciais residuos que sao considerados téxicos por afetarem o
equilibrio do meio ambiente.

Testes de monitoramento genotéxico voltados ao ambiente tém sido
utiizados por diferentes autores, permitindo avaliar anormalidades
cromossémicas e distlrbios no ciclo mitético (GRANT,1994; CUCHIARA et al.,
2012; FERREIRA, et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012).

Estudos recentes tém utilizado espécies do género Eichhornia (kunth) como
bioindicadoras, pois ocupam diversos ambientes aquaticos naturais como rios,
lagos, reservatoérios, pantanos e piscinas sazonais, assim como também sao
capazes de colonizar lugares modificados pelo homem como lavouras de arroz,
canais de irrigacéo e valas de drenagem (BARRETT, 1988).

A espécie E. crassipes (Mart.) tem sido usada no tratamento bioldgico de
aguas contaminadas por poluentes devido a sua capacidade de adsorver,
principalmente metais, estabelecendo uma forte ligacao entre o sistema aquatico
e o ambiente terrestre que o circunda. Autores relatam que a espécie é
apropriada para avaliar substancias com potencial genotéxico em amostras de
agua, através da frequéncia de micronlucleos e analise do indice mitdtico
(MISHRA; GUPTA; RAI, 2009; OLIVEIRA et al., 2012). Para determinar o efeito
mutagénico de aguas na cidade de Pelotas, foi feito um monitoramento com a
espécie macréfita Hydrocotyle ranunculoides, cronicamente exposta, por
determinacdo do indice mitotico, anomalias mitéticas, anomalias interfasicas,
entre outras analises (SANTOS et al., 2009)

Portanto, o objetivo deste trabalho foi otimizar metodologia empregada em
citogenética vegetal para avaliar a divisdo celular em espécimes de Eichhornia
spp., visando a utilizagdo no biomonitoramento ambiental.

2. METODOLOGIA

O experimento foi conduzido no periodo de maio a junho de 2015, no
Laboratério de Genética, localizado no Departamento de Ecologia, Zoologia e
Genética, do Instituto de Biologia, no Campus da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), no municipio de Capao do Leéao, RS.

Plantas do género Eichhornia foram coletadas na Avenida Adolfo Fetter —
Recanto de Portugal (Coordenadas S 31945'26.802” W 52°15’56.484”), nas
proximidades da Praia do Laranjal, e mantidas por aproximadamente duas horas
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em agua até o momento da remocao de raizes. Posteriormente a classificacéo
das raizes por comprimento em sete grupos: 0,5 a 1,4cm; 1,5 a 2,4cm; 2,5 a
3,4cm; 3,5 a 4,4cm; 4,5 a 5,4cm; 5,5 a 10cm e 10 a 20cm, as mesmas foram
cortadas e fixadas em Carnoy (3:1, alcool etilico:acido acético) por 12 horas em
temperatura ambiente e transferidas para geladeira (4° a 6°C), no proprio fixador,
até o momento da preparagao das amostras.

Para a analise citogenética foi usada a técnica de esmagamento de Guerra e
Souza (2002), sendo as raizes lavadas duas vezes em agua destilada, 5
minutos/cada, para a eliminacdo do fixador, hidrolisadas em HCL 5N, a
temperatura ambiente, por 10 e 20 minutos. Apds a hidrélise foram novamente
lavadas em agua destilada durante 5 minutos antes da coloragao.

Com o auxilio de microscoépio estereoscépico, pincas e seringas de insulina,
sobre lamina, houve a retirada da coifa e das capas mais externas de cada raiz
para apos a coloracdo do tecido meristematico com os respectivos corantes:
orceina acética 2%, carmim acético 1% e carmim propiénico 1%, nos tempos de 5
e 10 minutos, em laminas individualizadas.

Apés a aplicacédo do corante as amostras foram maceradas e cobertas com
uma laminula, sendo o excesso de corante retirado com papel filtro. As laminas
para analise do ciclo mitético foram analisadas qualitativamente, ao microscopio
otico, em aumento de 400x, pelo método da varredura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacao ao comprimento das raizes da macrofita ndo houve diferenca
qualitativa até 5,4cm, com as laminas apresentando um maior numero de células
em divisdo. Nas raizes maiores as células apresentavam maior tamanho, com
boa visualizacdo, contudo com reducdo do numero de divisdo celular. Segundo
Guerra; Souza (2002), na analise cromoss6mica mitdtica, o maior numero de
células em divisdo é encontrado no tecido meristematico. Esse tecido estd em
diferentes 6rgaos das plantas e caracteriza-se por nao apresentar células
diferenciadas (meristemas de raizes, brotos foliares, anteras, paredes de ovario,
gavinhas e pétalas).

A hidrélise € uma etapa importante no processo de preparagao citogenética,
que objetiva 0 amaciamento da parede celular, sendo o melhor resultado obtido
neste trabalho com HCL 5N durante 20 minutos, a temperatura ambiente.

Para a coloracdo, resultados satisfatérios foram os obtidos pelo
esmagamento com orceina acética 2%, por 5min, pois com o tempo de 10min os
citoplasmas das células coraram excessivamente, dificultando o contraste, a
distincdo clara do nucleo (Figura 1). Vieira et al. (2005), visando adequar
metodologia para andlise citogenética de mamona analisaram diferentes corantes
e recomendaram o0 emprego da orceina acética 2% para andlise de divisdo
celular.

Na figura 2 estdo representadas as fases da divisdo celular, cuja
visualizagdo é importante para o teste de biomonitoramento ambiental, onde
interferéncias no ciclo mitético causadas por substancias genotéxicas podem ser
detectadas.
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Figura 1. Células meristematicas radiculares de Eichhornia (Kunth) em diferentes tempos de
imersdo no corante orceina acética 2%, em raizes de 4,4 a 5,4cm de comprimento. (A) Imersao
por 5 minutos. (B) Imersao por 10 minutos.

Figura 2. Fases do processo de divisdo mitdtica em células meristematicas radiculares de
Eichhornia (Kunth), hidrolisadas com HCI 5N por 20min, coradas com orceina acética 2% por 5
minutos, com 4,4 a 5,4cm de comprimento. A — Préfase, B — Metafase, C — Anafase e D —

Telofase.
4. CONCLUSOES

A melhor visualizagdo das fases da divisdo celular em células
meristematicas radiculares de Eichhornia spp. € obtida com raizes de até 5,4cm
de comprimento, com tempo de hidrélise de 20 minutos e coloragcdo com orceina
aceética 2% por 5 minutos.
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