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Ciclo Celular e Mitose Ne USP:

» Descricao da Atividade

Serd apresentado um método padrdo de preparacdo de cromossomos mitdticos para
estudos citogenéticos. Serd conduzida uma coloracdo quimica estequiométrica, con-
hecida como Coloragdo pelo Método de Feulgen. As |aminas serdo preparadas pelo
método do esmagamento. Serdo preparadas laminas a partir de pontas de raizes ape-
nas fixadas para observacao das fases do ciclo celular e pré-tratadas com agentes anti-
mitogénicos e sua agdo devera ser considerada no relatério. O objetivo desta prética é
introduzir os estudantes aos métodos de tratamento para obtencao de material para
estudos citogenéticos e de coloragdo de cromossomos, bem como o de entender o
que é uma metafase mitdtica de alta qualidade que permita o estudo citogenético, de-
screvendo a estrutura dos cromossomos e permitindo a elaboracdo de cariétipos e a
contagem precisa do nimero de cromossomos.

» Questoes

Sobre pré-tratamento
O que é e para que serve um pré-tratamento no estudo citogenético?

O que é um agente anti-mitogénico? Cite alguns exemplos de drogas com esta pro-

priedade
Como agem os agentes anti-mitogénicos?

Como deve ser feito o descarte de um agente anti-mitogénico e porque?

Sobre a observacao das preparacoes citolégicas

Qual é a principal diferenca entre a lamina preparada a partir de pontas de raizes ape-

nas fixadas, daquelas que passaram pelo processo de pré-tratamento?
Ao que se deve o espalhamento dos cromossomos?

Quais estruturas cromossdmicas podem ser observadas?
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Qual é a importancia da observagao destas estruturas?

Qual fase seria a mais indicada para o estudo dos cromossomos?

Sobre a espécie observada com pré-tratamento com anti-mitogénico [Zea mays -
milho]

Qual é o nimero de cromossomos desta espécie?

Que estruturas cromossdmicas puderam ser observadas e quais sdo suas fungdes?

[considere apenas as metafases mitdticas]

Esquematize a metéfase mitdtica observada

Sobre a Coloracao pelo Método de Feulgen

Descreva o procedimento utilizado para a Coloracdo do Método de Feulgen.
Qual é o processo quimico envolvido na coloracdo por este método?

Por que esta coloracdo é considerada estequiométrica?

Por que esta coloracdo é importante para os estudo citogenéticos?
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» Apéndice

Obtencao de raizes

= Sementes de milho :

Embeber as sementes em dgua destilada (use uma placa de Petri pequena).

Germinar as sementes em Sphagnun umedecido, em banho-maria a 280 C, em sala
climatizada (280C).

= Bulbo ou sementes de cebola:

Colocar bulbos de cebola sobre um recipiente contendo dgua, para germinacéo das
raizes ou germinar sementes como no item a.

Cortar as raizes com 1 cm e trata-las com solugdo aquosa de colchicina 0,1%, durante 5
horas em temperatura ambiente (26 - 28 oC).

= [Estacas de Passiflora:

Para a obtengdo de um grande ndmero de raizes para a rotina de trabalho as estacas
sdo cultivadas em copos de plasticos contendo o substrato Plantmax composto de ver-
miculita, turfa e cascas vegetais processadas, e apds 15 a 20 dias as primeiras raizes
emergentes sdo coletadas. As estacas sdo desenvolvidas em telado.

Pré-Tratamentos de raizes

Milho: Apds 2-3 dias, coletar raizes, com 1 cm de comprimento em:
Hidroxiquinolina a 300ppm (0,03%), por 2:30 horas ou

Hidroxiquinolina a 600ppm + Cicloheximida a 6,25 ppm, por 2:30 horas (Concentragao
final da solucdo : Ha 300ppm + C a 3,12ppm).

Passiflora: Apds 15 a 20 dias as primeiras raizes emergentes sdo coletadas em Hidrox-
iquinolina a 600 ppm + Cicloheximida a 6,25 ppm, por 2:30 horas (Concentracéo final
da solugdo: H a 300ppm + Ca 3,12 ppm).
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Cebola: Cortar as raizes com 1 cm e tratd-las com solucdo aquosa de colchicina 0,1%,

durante 5 horas em temperatura ambiente (26 - 28 °C).

Fixacao

Transferir as raizes para fixador de Carnoy (3 partes em alcool etilico absoluto: 1 parte

de acido acético glacial P.A) deixando pernoitar em temperatura ambiente .

Transferir o material para alcool a 70% (duas trocas) e manter em geladeira (para col-
oragao pelo método de Feulgen).

Coloracao pelo método de Feulgen

1.Retirar o material (raizes conservadas em alcool a 70%) da geladeira com antecedén-
cia, deixando atingir a temperatura ambiente.

2.Lavar as raizes em agua destilada por 5 minutos.
3.Hidrélise Acida: colocar o material em HCL 1 N, 60°C durante 8 minutos.
4.Lavar o material em dgua destilada por 5 minutos.

5.Colocar as raizes em Reativo de Schiff, em frascos escuros, tampados. Conservar o

frasco em ambiente escuro, deixando corar por 45 minutos.

6.Lavar as raizes em agua corrente, por 10 minutos.
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