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1. Objetivo

Estabelecer critérios para realizacado de andlise citotoxica por meio do método de germinacao de raiz da
cebola Allium cepa L e pela estimativa do indice mitético das raizes.

2. Abrangéncia

Todos os envolvidos em analises citotdxicas.

3. Importancia de analise citotéxica por meio do teste Allium Cepa

O Allium cepa L. é utilizado rotineiramente em todo o mundo em laboratérios que trabalham com testes de
genética toxicoldgica, considerado uma ferramenta valiosa quanto a determinagdo da contaminagao
ambiental, havendo extenso banco de dados de substancias quimicas ja testadas. Em geral, os metais
induzem sintomas mais severos nas raizes do que nas folhas, uma vez que as raizes estdo em contato
direto com o solo e geralmente com o contaminante téxico.

Os bioensaios em plantas levam em conta diferengas relevantes, incluindo a presengca de uma parede
celular rigida nas células vegetais, presencas localizadas em regides meristematicas caracteristicas (por
exemplo, a concentragdo de células altamente divididas no apice radicular) e o fato de a raiz ser
normalmente o 6rgéo diretamente em contato com solo e agua contaminados, devido a sua eficacia em
medir a toxicidade de diferentes classes de compostos quimicos e sua correlagdo com outros sistemas de
teste, como linfécitos humanos e de camundongos. Esse protocolo foi adaptado e aprimorado segundo
Fiskesjo, 1993.

Ap0s a exposicao dos bulbos de cebola a solugao teste por um determinado periodo € possivel avaliar os
efeitos citotoxicos como diminuigcao do crescimento das raizes e indice mitético.
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4. Material
4.1. Vidraria e diversos
e Bisturi;
Provetas de 100ml;
Laminas microscopicas de boa qualidade;
Laminulas;
Régua;
Peneira;

L]

e o o o

4.2. Reagentes

Fixador de Carnoy (3:1 alcool etilico e acido acético);
Alcool 70%;

HCI 5N;

Acido acético 45%;

Corante Giemsa 20%;

Xilol;

Balsamo do Canadg;

e o o o o o o

5. Equipamentos
o Estufa;
e Microscopio estereoscopico;
e Microscopio binocular primo star ZEISS;

6. Procedimento

6.1. Selegao das cebolas

6.1.1. A escolha das cebolas deve ser padronizada em tipo e peso;
6.1.2. Observar o bulbo de cada cebola para verificar se é saudavel (Figura 1);

Figura 1. Cebola com deficiéncia para germinacao (A) e cebola saudavel (B)

6.1.3. Selecionar pelo menos trés cebolas por amostra;

6.1.4. Cortar as raizes rente ao bulbo com auxilio de um bisturi e retirar toda a parte marrom do bulbo
da Cebola;

6.1.5. Imergir o bulbo da cebola na amostra teste e no controle;

6.1.6. As raizes devem permanecer em imersao por 72h, sendo acompanhado a cada 24h o nivel da
agua e o crescimento das raizes.
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6.2. Analise Macroscoépica da raiz

6.2.1.
6.2.2.
6.2.3.

6.2.4.
6.2.5.

6.2.6.
6.2.7.
6.2.8.

6.4.
6.4.1.

6.4.2.
6.4.3.
6.4.4.
6.4.5.
6.4.6.
6.4.7.

6.4.8.
6.4.9.

6.4.10.

6.4.11.
6.4.12.
6.4.13.
6.4.14.

Medir o comprimento médio entre as raizes;

Avaliar o numero de raizes;

Observar se ha alguma pigmentagéo na ponta da raiz, pontas com coloragdo marrom sao indicios
toxicos;

Observar se as raizes estao fracas e finas;

Avaliar a rigidez nas pontas; (Nos tratamentos causando alta toxicidade, as raizes véo ficar menos
rigidas e morrer);

Avaliar se ha formagao de tumor ou inchago na ponta da raiz (fendmeno observado de 3 a 5 dias);
Metais podem deixar as raizes curvadas e com a cor do metal em evidéncia.

Exemplos de analises (Figura 2).

Comprimento: 4 cm Comprimento: 0,6 cm

Raiz: Firme Raiz: Firme

N° de raizes: 14 unidades N° de raizes: 12 unidades

Bulbo e raiz: Brancas e firmes. Bulbo e raiz: Amarronzados e
fraca.

Figura 2. Analises macroscépicas das raizes das cebolas
Preparo das laminas

Coletar pelo menos 1,5 cm e imergir no diretamente no fixador de Carnoy (3:1 alcool etilico e acido
acético) por 24h a temperatura ambiente;

Lavar com agua destilada em abundancia;

Estocar em frasco ambar, com solugao de alcool 70% em freezer até o preparo das laminas;
Retirar do freezer e lavar em agua destilada corrente em abundancia com o auxilio de uma peneira;
Hidrolisar em HCI 5N devidamente padronizado até a concentragéo real por 10 min;

Lavar em agua destilada corrente em abundancia com auxilio de uma peneira;

Transferir para solugdo de acido acético 45% e aquecer em estufa com circulagdo de ar e
temperatura controlada a 70°C por 3 min; Sempre conferir a temperatura da estufa utilizando
termémetro;

Lavar em agua destilada corrente em abundancia com auxilio de uma peneira;

Transferir individualmente para uma lamina;

Com o auxilio de um microscopio estereoscopico Quimis fazer o corte com média de 2 mm da
area meristematica da raiz;

Gotejar até imergir a raiz em corante Giemsa 20% por 5 min;

Retirar o excesso de corante com agua destilada;

Dar 1 banhos de xilol por 1 min (para retirar o excesso de corante);

Adicionar 1 gota de balsamo do canada;
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6.4.15. Fechar com a laminula com a técnica de esmagamento;
6.4.16. Identificar as laminas;

6.5. Analise das mitoses ao Microscépio

6.5.1. Analisar da esquerda para direita no microscopio binocular primo star ZEISS com a objetiva de
40X para pessoas experientes, e na objetiva de 100x para iniciantes;
6.5.2. Contar as células e marcar as que estdo em mitose;

6.5.3. Contar em média 100 células por lamina num total de 400 Células por amostra;
Férmula indice Mitético (IM%)

IM% = Numero de células em mitose x 100
Nudmero de células analisadas

6.5.4. Manual da mitose (Figura 3):

Marcacéo do nucleo, Marcacdo da mitose Marcacao da mitose Marcacgédo da
como ainda ndo entrou em profase onde o em Metafase. mitose em
em mitose é apenas nucleo ja esta Quando ja ndo tem Anéafase.
contado como célula condensado. o formato circular. Quando ocorre
na contagem geral. a separagao

em duas células
porém ainda
ndo tem o
formato circular.

Figura 3. Manual da mitose.
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