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1. INTRODUCAO

O azevém (Lolium multiflorum Lam.) € uma Poaceae anual, de fecundacao
cruzada, com ciclo anual, adaptada a diversas condigdes ambientais (KISSMANN,
1999). E amplamente utilizada como forrageira em regides de clima temperado,
sendo considerada importante planta daninha competidora em lavouras de trigo no
Brasil, devido as semelhancas entre as duas espécies (RADOSEVICH et al., 1997).

Buscando maior eficiéncia na producdo de forragem e maior cobertura morta
para implantacdo do sistema de semeadura direta, novos genétipos de azevém
estdo sendo avaliados. O azevém possui gendtipo diploide, com 2n=14
cromossomos (PEREIRA, 2012), entretanto, melhoristas desenvolveram os
tetraploides com 4n=28 cromossomos (OLIVEIRA, 2013).

O controle do azevém para formagdo de palhada no sistema de semeadura
direta e em pomares é realizado quase na sua totalidade, com a aplicagdo de
herbicidas n&o seletivos, sendo o glyphosate o herbicida mais utilizado
(CHRISTOFFOLETI; LOPEZ-OVEJERO, 2003), devido a sua alta eficiéncia e ao
custo relativamente baixo. Contudo, a sua utilizacdo de forma intensa em mesma
area, traz como consequéncia, varios casos de resisténcia a esse mecanismo de
acao (FERREIRA et al., 2008).

Ha relatos que o azevém diploide apresenta suscetibilidade diferencial ao
herbicida glyphosate, porém o tetraploide se mostra mais tolerante (DORS et al.,
2010). Ainda, segundo o autor, o estadio fenolégico de desenvolvimento das plantas
pode afetar o grau de tolerancia ao glyphosate em ambos os gendtipos. Dessa
forma, esse trabalho foi desenvolvido com o objetivo de adequar a metodologia para
contagem de cromossomos de bidtipos de Lolium multiflorum Lam.

2. METODOLOGIA

Realizou-se experimento no periodo de setembro a dezembro de 2013, no
Laboratério de Genética do Departamento de Ecologia, Zoologia e Genética do
Instituto de Biologia, da Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Para a adequacao da metodologia para a andlise citologica de cromossomos
mitoticos, sementes de azevém foram colocadas para germinar distribuidas de modo
uniforme sobre duas folhas de papel germitest, umedecidas com 5mL de agua e
mantidas em B.0O.D. a 25£1°C, com fotoperiodo de 12h de luz. Coletou-se a parte
aérea das plantulas com 3cm de comprimento e as raizes com 0,5c¢m; 1cm; 1,5¢cm;
e, 3cm de comprimento, para analise do estagio dos meristemas que apresentassem
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maior niumero de células em divisdo, facilitando assim a analise citolégica e entao
fixado em alcool absoluto e acido acético glacial 3:1 (fixador de Carnoy I), a
temperatura ambiente, por 2h, sendo posteriormente armazenado, em alcool 70%, a
61£2°C, até a preparacao das laminas.

Apbs esse procedimento, estabeleceu-se o0 processo de amaciamento da
parede celular (hidrélise) com HCI 5N, em temperatura ambiente por 5, 10, 15 e
20min e, posteriormente, testou-se os corantes para laminas temporarias; orceina
acética 2% e carmim acético 1%, para visualizagdo dos cromossomos.

Apoés a determinacao do tamanho da raiz a ser utilizada, do tempo de hidrélise
e do corante, testou-se diferentes tempos de exposicao ao agente antimitético (8-
hidroxiquinoleina - 8 HQ) (PAULA, 2009), a molaridade de 0,02M, sendo mantida as
raizes imersas no mesmo por 2, 5, 14 e 24h a 4°C.

Para o preparo das laminas, as pontas de raiz foram retiradas do fixador e
lavadas trés vezes em agua destilada, por cerca de 30s, sendo submetidas ao
processo de amaciamento da parede celular e, novamente, lavado em agua
destilada. Posteriormente, o meristema radicular foi retirado, com auxilio de agulhas
histolégicas e microscopio esteroscopico, sendo colocado sobre a lamina e
esmagado com uma gota de corante e bastao de vidro. Posteriormente, a [amina foi
aquecida sobre a chama de lamparina, e o material prensado entre lamina e
laminula com microprensa. A andlise cromossdmica foi realizada em microscépio
otico, com objetiva de 40 e 100X, utilizando-se o método de varredura, partindo do
canto inferior direito da lamina.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para andlise cromossémica mitética, a maior quantidade de células em diviséo
mitotica é encontrada no tecido meristematico (meristemas de raizes, brotos foliares,
anteras, paredes de ovario, gavinhas e pétalas) (GUERRA & SOUZA, 2002). Esse
tecido pode ser encontrado em diferentes 6rgdos das plantas e caracteriza-se por
nao apresentar células diferenciadas. Para a andlise citogenética deste trabalho, o
comprimento ideal de raiz testado para as analises foi o de 1,5cm, pois as células
possuem maior volume celular e tém crescimento muito rapido. Além disso, as
pontas das raizes absorvem facilmente as solugbes onde sdo mergulhadas, o que é
importante no uso de antimitéticos e fixadores.

Os agentes mais comumente utilizados para inibir a divisédo celular em tecidos
meristematicos, espalhar os cromossomos e provocar a contracao uniforme dos
bragos cromossémicos sdo a colchicina 0,01 a 0,5%, 8-hidroxiquinoleina (8HQ)
0,002M e solugdes saturadas de paradiclorobenzeno (PDB) ou a-bromonaftaleno. O
tempo ideal de tratamento com esses produtos pode variar com a espécie,
dependendo, principalmente, da temperatura e da concentracdo utilizadas
(GUERRA & SOUZA, 2002).

As substancias antimitéticas utilizadas atuam inibindo a formacao do fuso e
espalhando os cromossomos na célula, provocando sincronizacdo celular e
aumentando o numero de metafases, permitindo melhor visualizagdo dos
cromossomos e das constricdes primarias e secundarias e, consequentemente,
melhor definicdo da morfologia cromossémica, aumentando a viscosidade do
citoplasma e facilitando a rapida penetracdo dos fixadores pela remocdo de
depositos indesejaveis nos tecidos (SINGH, 2000).

O protocolo basico que apresentou os melhores resultados na obtencédo de
cromossomos de Lolium multiflorum Lam. foi: (1) selegdo das sementes viaveis; (2)
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germinacao das sementes a 25°C, com 12h de luz, por 2 a 7 dias; (3) coleta das
pontas do meristema apical radicular nitido (desprovido de raizes secundarias) com
1,5cm de comprimento ou da parte aérea; (4) pré-tratamento em 8-HQ 0,002M por
24h, a 4+1°C; (5) fixar o material em alcool absoluto e acido acético glacial 3:1
(fixador de Carnoy 1), a temperatura ambiente; (6) armazenar em alcool 70%, a 4-
6°C até a preparacao das laminas; (7) lavar as pontas de raiz ou parte aérea em
agua destilada, trés vezes; (8) hidrolisar em HCI 5N por 20min, a temperatura
ambiente; (9) lavar o material em agua destilada, trés vezes; (10) retirar e esmagar o
material vegetal com uma gota de corante orceina acética 2%; (11) cobrir o material
com laminula e pressionar com lapis borracha; (12) aquecer, brevemente, a lamina
sobre a chama de lamparina; (13) prensar o preparado utilizando microprensa; e,
(14) analisar em microscopio (Fig.1A-D).
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Figura 1 — Plantulas (A), células meristematicas radiculares cbm diferéntes fases de
divisdo mitética (B) e células da parte aérea (C e D) de azevém (Lolium
multiflorum). DEZG, IB/UFPel, Capao do Ledo/RS, 2013. Setas = indicam as

células com cromossomos visiveis.

Dessa forma, os resultados obtidos poderdo servir como base para outros
trabalhos que envolvem o género Lolium, podendo-se associar informacdes tanto
morfolégicas, citogenéticas, quanto moleculares, chegando a consenso de quais
espécies estao presentes no Brasil, principalmente em areas agricolas competindo

com as culturas, bem como espécies sdo nativas, introduzidas ou selecionadas pelo
uso de herbicidas.
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4. CONCLUSAO

A melhor nitidez dos cromossomos na analise citoldgica dos bibdtipos de Lolium
multiflorum é obtida utilizando raizes com 1,5cm de comprimento e aumentando o
tempo de hidrélise e de exposicao ao agente antimitoticos.
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