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1- INTRODUGAO

O Brasil € um pais que apresenta uma diversidade enorme de espécies de
minhocas. Segundo Brown e James (2007), existem aproximadamente 305
espécies/subespécies de minhocas, das quais 85% sdo nativas e 15% séo exoticas.
Dentre estas, esta a espécie Eisenia andrei.

Segundo Dominguez (2004), as espeécies E. andrei Bouché e E. fetida
Savigny sao muito utilizadas para manejo de residuos orgénicos e estudos
ecotoxicoldgicos por se adaptarem facilmente a diferentes ambientes, serem de facil
criacdo em cativeiro, apresentarem uma grande distribuicdo regional e terem ciclo de
vida curto. Entretanto, essas duas espécies sdo muito semelhantes em sua
morfologia externa, o que acaba dificultando a identificacdo da espécie
(DOMINGUEZ et al., 2005).

A citogenética fornece dados que colaboram para a identificacdo e
diferenciacdo de espécies, uma vez que esta baseada em caracteristicas dos
cromossomos (WHITE, 1973). Os primeiros dados citogenéticos de minhocas
publicados datam da metade do século XX (MULDAL, 1952; BULATOVA et al.,
1987), mas ainda ndo ha uma técnica padronizada para obtencédo de cromossomos
em metafase, com cada autor utilizando metodologias diferenciadas.

O objetivo do presente trabalho foi testar diferentes técnicas citogenéticas em
minhocas da espécie Eisenia andrei Bouché, no intuito de estabelecer uma diretriz
para novos estudos que proporcionem a obtencdo de material com maior niumero de
metafases com menos custo e tempo de desenvolvimento.

2- MATERIAIS E METODOS

Para obtencdo de cromossomos mitéticos metafasicos foram testadas quatro
regides do corpo da minhoca: vesicula seminal (BAKHTADZE et al, 2008, GARBAR
et al. 2009), intestino, compreendendo da boca até o inicio do clitelo (BAKHTADZE
et al, 2008, HONGELL & TERHIVUO, 1989), regido do clitelo (HONGELL &
TERHIVUO, 1989, BAKHTADZE et al, 2008) e a regido da cauda (SHEN et al 2011),
sendo que, nas 24h anteriores a disseccdo, 0s segmentos terminais foram
amputados.

Foram testadas duas concentracdes de colchicina, 0,05% e 0,5%, sendo essa
droga injetada 24 horas antes da disseccdo (SHEN et al 2011, GARBAR &
VLASENKO, 2007). Apés a disseccao, os 6rgdos ficaram incubados em solucéo
hipotbnica por um tempo variando de 1 a 24 horas.

Para o processo de fixacdo do material, foram testados trés diferentes
fixadores: i) &cido acético 45%, ii) uma combinacdo de trés fixadores com ordem
crescente de concentracdo de acido acético (fixador 1: 1 mL de &cido acético/1,5 mL



CIC s

l UFPELOTAS 21° Congresso de Iniciacao Cientifica | 42 Mostra Cientifica | Universidade Federal de Pelotas
f——— 200 ——

de etanol/2 mL de 4gua destilada, fixador 2: 1 mL de &cido acético/1,5 mL de etanol,
fixador 3: acido acético 100%) e iii) Carnoy (GARBAR et al. 2009, GARBAR &
VLASENKO, 2007).

Os 6rgdos foram esmagados e corados com orceina ou dissociados e
corados com Giemsa (KASHMENSKAYA & POLYAKOV, 2008, HONGELL &
TERHIVUO, 1989, VITTURI et al 2000, SHEN et al 2011).

O material foi observado em microscépio Optico e o nimero de metafases foi
contabilizado por regido.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

A regido que apresentou o maior nimero de metafases foi a regidao caudal
(Tab.1). O numero de metéfases utilizando 0,05% de colchicina foi baixo, sendo
obtidos melhores resultados com a concentracédo de 0,5%. O tempo na colchicina no
organismo de no minimo 24 horas apresentou melhores resultados. O tempo de
solugéo hipotonica ideal foi de 3 a 5 horas. O fixador que melhor se adequou foi 0
gue apresentou concentracao crescente de acido acético (ii).

Tabela 1 - NUmero de cromossomos metafasicos obsevados nos diferentes 6rgéos de Eisenia andrei
utilizando concentragdo de colchicina 0,5%, tempo de atuacdo da colchicina de 24 horas e tempo de
hipotonizac¢do de 4 horas.

Regido ou 6rgéo Numero de metafases

Repeticdo 1 Repeticdo 2
Vesicula 2 0
Intestino 2 0
Regido do Clitelo 0 2
Ultimos segmentos 29 34

Apesar de nédo ter sido objeto do estudo, o metabolismo da minhoca
provavelmente afete o numero de divisbes celulares, pois se verificou que as
minhocas que apresentaram maior metabolismo, ou seja, maior movimentacdo ao
serem tocadas e corpo firme, apresentavam maior numero de metafases que as
minhocas com pouco movimento e corpo com pouca resisténcia.

Em alguns individuos foram encontrados nematdides e bactérias, mas a
presenca desses organismos nao afetou o numero de metafases.

4- CONCLUSAO

A regido do corpo utilizada, a concentracédo de colchicina, o tempo de imersao
em solucdo hipotdnica e a técnica de fixacdo sédo fatores a ser considerados na
obtencdo de cromossomos metafasicos de Eisenia andrei Bouché. A partir desses
resultados, novos estudos serdo realizados para um maior detalhamento dessas
variaveis e suas interacées nas respostas avaliadas.
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