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ANALISE DE CELULAS DE CEBOLA: OBSEVAGAO
DO CICLO CELULAR E DE CELULAS TRATADAS
COM COLCHICINA.

O processo mitdtico nos organismos
unicelulares estd intimamente relacionado
com a reproducdo. Contudo, nos organismos
multicelulares, as multiplicacdes celulares sdo
responsaveis pelo crescimento corporal,
desenvolvimento e reposicdo das células de
Orgdos e tecidos.

Os eventos relacionados com a
multiplicagdo celular devem ser precedidos
por aqueles da replicacdo do DNA durante a
interfase (fase S) e podem ser didaticamente
divididos em dois momentos distintos: a)
mitose (mitos = filamento) que envolve a
duplicacdo do nudcleo; e b) citocinese,
relacionada as modificacdes citoplasmaticas
que resultam na divisdo da célula.

As principais diferengas entre as
células animais e vegetais em relacdo a
multiplicacdo celular incluem a auséncia de
centriolos dos quais surgem as fibras do aster
ou fusos acrométicos. Nas células vegetais ha
a presenca de centros de organizacédo polar do
fuso chamados de MTOCs, os centros de
organizacdo dos microtubulos.

As fases da mitose ndo diferem entre
as células vegetais e animas e podem ser
citadas e brevemente comentadas:

v’ profase — os cromossomos, constituidos
por duas cromatides irmds idénticas
iniciam o processo de condensacao.

v metafase — desaparecimento da membrana
nuclear; a condensacdo cromossémica
alcanga 0 seu apice e 0S Cromossomos
estdo posicionados na placa equatorial da
célula.

v andfase - inicio da separacdo dos
cinetocoros, separacdo das cromatides
irmds e tracdo dos cromossomos para 0S
polos da célula.

v’ teléfase — reconstituicdo do envoltorio
nuclear e descondensacao dos
Cromossomos.

O processo da citocinese difere entre
as células animais e vegetais,

fundamentalmente devido a presenca da
parede celular. Nas células animais, a divisdo
entre células ocorre por meio da constricdo
mediana que acaba por separar as duas
celulas filhas; nas células vegetais se forma
uma placa celular ou particdo na qual se
deposita celulose de modo a reconstituir
completamente as duas células.

As mudancas principais que ocorrem
durante o ciclo celular podem ser observadas
superficialmente por meio de preparacdes
obtidas de tecidos com células em divisdo e
coradas com Giemsa. Os tecidos que podem
ser usados sdo 0 meristema da ponta das
raizes das plantas ou brotos. As raizes podem
ser obtidas dos bulbos ou das sementes em
germinacdo. Empregam-se, com freqiiéncia
as pontas das raizes dos bulbos de cebola
Allium cepa ou Allium sativum. Os
procedimentos para se obterem boas
preparacOes incluem:

1. Obtencdo das pontas de raizes — devem
ser preferencialmente jovens (até 3 cm),
coletadas pela manh& entre as 10 horas e 10
horas e 30 minutos ou as 22 horas. Essa
material pode ou ndo ter sido submetido a
pré-tratamento.

3 centimetros _
(méaximo) '/

2. Pré-tratamento

Finalidade:

a) aumentar o numero de células em divisao,
através do bloqueio do ciclo mitético

b) provocar maior contracdo cromossdmica,
permitindo  visualizar ~ constrigdes e
cromatides
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¢) destruir ou inibir a formacéo das fibras do
fuso acromatico, produzindo mais
espalhamento cromossdmico

Agentes:

a) Colchicina 0,2 % (0,125 — 2%) em é&gua
destilada, a temperatura ambiente, durante 4h
(7 min — 72h);

b) Paradiclorobenzeno (PDB): solucdo
aquosa saturada, ~24h a 4° C ou 4 — 8h a 16-
20° C;

c) 8-hidroxiquinoleina (8-HQ): solucéo
aquosa 0,002M, 3 a 6 h a temperatura de 16-
18° C (acima de 18 ° C pode causar aderéncia
dos cromossomos);

d) agua destilada a + 1°C, durante 6 a 24h
(um vidrinho contendo material imerso em
dgua mantém  aproximadamente  essa
temperatura, quando colocado em uma forma
com agua e cubos de gelo na bandeja abaixo
do congelador em um refrigerador).

3. Fixacao

Finalidade:

a) coagulacdo dos constituintes da célula,
evitando desintegracdo ou alteracdo da sua
estrutura interna;

b) producdo de condicdes ideais na superficie
das estruturas fixadas tornando-as receptivas
ao corante a ser utilizado;

c) enrijecer (no caso dos materiais que serao
incluidos para cortes histoldgicos) ou amaciar
(no caso dos materiais que serdo esmagados
em laminas) os tecidos.

Agentes:

a) alcool etilico absoluto (6): cloroférmio (3):
acido acético glacial (1) ou

b) alcool etilico ou metilico absoluto (3):
acido acetico glacial (1)

4. Estocagem

Pode ser feita guardando o material fixado no
freezer, no préprio fixador usado, ou
transferindo o material para etanol 70% e
guardando no freezer ou na geladeira.

5. Hidrdlise

Finalidade:

a) destruir as membranas de celulose que
envolvem as células;

b) formar grupos aldeidos livres, que reagirdo
com o corante de Schiff na técnica de
Feulgen.

Métodos:

a) emergir o material em HCI 5N a
temperatura ambiente por 5-20 minutos

b) emergir o material em HCI 1N a 60 °C por
7-12 minutos

c) a conjugacdo de hidrolise acida com
maceragdo em enzimas oferece excelentes
resultados em materiais mais resistentes. Uma
solucdo de celulose- pectinase a 2% a
temperatura de aproximadamente 35°C por
um periodo de 15 min a 2h pode ser utilizada
com Gtimos resultados

6. Coloracéo

Agente:

a) orceina acética ou carmim acético a 1-2%
b) corante de Schiff

7. Obtencéao da preparacdo cromossomica:
a) por meio de esmagamento de 1 ou 2
pontas de raiz.

Procedimentos na prética:

Duas fontes de células: com e sem pre-

tratamento:

a. mergulhar as pontas das raizes cortadas
em HO destilada durante 3 minutos.

b. fazer a hidrdlise das raizes durante 8-12
minutos com HCI 5N.

c. mergulhar em H,O destilada durante 3
minutos para interromper a hidrolise.

d. transferir as raizes para uma lamina limpa
e pingar uma gota de &cido acético a 45 %.

e. cortar a extremidade final da raiz
desprezando o restante do material.
Dissociar o material tomando o cuidado
para na deixar secar.

f. colocar uma ou duas pequenas gotas de
corante orceina acética esperar 3 minutos e
cobrir com laminula.
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g. fazer o esmagamento sobre um papel filtro
ou outro absorvente, tendo o cuidado para

a laminula nao se deslocar
horizontalmente.

h. analisar ao microscépio.

Exercicios:

a) Desenhe as fases da mitose: profase, metafase e anafase.
b) Qual é o nimero cromossémico da Allium cepa?




