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RESUMO

Avaliou-se os efeitos citoloégicos provocados pelo inseticida
piretroide deltametrina em cevada (Hordeum vulgare L .), cultivar
MN 599. O inseticida foi aplicado em sementes pré-embebidas e
seus efeitos comparados & aplicacdo dos mutagénicos quimicos
EMS (2,5% em volume) e MMS (0,1% em volume) aplicados em
sementes secas e sementes pré-embebidas. Placas metafasicas
com grau de condensacdo e espalhamento adequados foram
obtidas através de pré-tratamento com paradiclorobenzeno (PDB)
de 4 a 5°C por 30 a 40 minutos e a temperatura ambiente por 6
horas, hidrélise com HCI 1IN a 60°C por 6 minutos, esmagamento
com orceina acética 1% e posterior imersdo da I&mina em solugdo
de Giemsa 2% por 7 minutos. O indice mitético (IM) apresentou-se
diminuido em células meristematicas que receberam tratamento dos
agentes alquilantes EMS e MMS e da deltametrina durante 2 horas.
Quando o tratamento de sementes foi de 1 hora o IM das células
meristematicas de cevada tratadas com deltametrina foi maior do
que com 2 horas de duracdo. Os agentes alquilantes EMS e MMS,
bem como a deltametrina, induziram aberracbes cromossémicas
estruturais e numéricas em pontas de raiz de cevada.

Palavras-chave: efeitos citoldgicos, inseticida piretroide,
agentes alquilantes, cevada (Hordeum vulgare L .).

ABSTRACT

CYTOLOGICAL EFFECTS OF PYRETHROID INSECTICIDE
DELTAMETHRIN IN BARLEY(Hordeum vulgare L .). An evaluation
was made of the cytological effects caused by a commercial
pyrethroid insecticide with deltamethrin as the active principle on
barley (Hordeum vulgare L .) cultivar MN 599. This insecticide was
applied to pre-soaked seeds and the effects compared to the
chemical mutagens ethyl methanesulfonate (2.5% by volume) and
methyl methanesulfonate (0.1%) applied to dry and pre-soaked
seeds. Metaphasic plates with the greatest degree of condensation
and adequate spread were obtained by pre-treatment with
paradichlorobenzene (PDB) at 4-5°C for 30-40 minutes, followed by
six hours at room temperature, hydrolysis 1N with HCI at 60°C for 6
minutes, squashing with acetic orcein 1% and, finally, immersion of
the slides in 2% Giemsa solution for seven minutes. The lowest
mitotic index (MI) occurred in the meristematic cells that received
alkylinte treatment with EMS (ethyl methanesulfonate) and MMS
(methyl methanesulfonate) and deltamethrin for two hours. When the
seed treatment lasted one hour the Ml of barley meristematic cells
treated with deltamethrin was higher than in the two-hour treatment.
The alkylinte agents EMS and MMS, as well as deltamethrin,
induced structural and numerical chromosomic aberrations in the
barley root tips.

Key words: cytological effects, pyrethroid insecticide, alkylinte
agents, barley (Hordeum vulgare L .).
INTRODUCAO

Conforme GAUL (1977), os tratamentos mutagénicos
resultam em efeitos que podem ser observados

citologicamente. Depois do tratamento das sementes, a analise
do primeiro ciclo mitético das células meristematicas da raiz
pode ser realizada, sendo porém, teste mais laborioso que a
medi¢do da altura da plantula.

Os piretréides sintéticos foram desenvolvidos a partir da
estrutura quimica do piretro e representam um quarto dos
inseticidas utilizados na agricultura em todo o mundo. Os
derivados de piretrinas naturais tém uso limitado na agricultura
devido a baixa fotoestabilidade, enquanto os piretrdides
sintéticos de segunda e terceira geragdo sdo fotoestaveis,
altamente efetivos contra um largo espectro de insetos e
mostram baixa toxicidade para mamiferos (MIADOKOVA et
al.,|992).

Na literatura relacionada com o uso de compostos
quimicos em plantas, animais, bactérias, leveduras, insetos e
cultura de células de mamiferos, a maioria das pesquisas
apresentam a testemunha com menor frequéncia de anomalias
do que os tratamentos, acompanhada de uma diminui¢éo do IM.
A maior parte destes estudos em vegetais foram desenvolvidos
em ponta de raiz, em varias espécies, em condi¢bes de
laboratério, tais como: acdo de detergentes em cebola
(BELLANI et al,1991); tithnio em Crotalaria laburnifolia
(ABRAHAM & ABRAHAM, 1991); extrato de Tylophora indica em
cebola (SAGGOO et al., 1991); chumbo em cebola (LERDA,
1992); sulfato de magnésio em Vicia faba (ABRAHAM & NAIR,
1989); entre outros.

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar os efeitos
citologicos provocados pelo inseticida piretréide deltametrina em
cevada (Hordeum vulgare L.), cultivar MN 599.

MATERIAL E METODOS

Sementes de cevada da cultivar MN 599 foram cedidas
pelo Centro Nacional de Pesquisa de Trigo (CNPT-EMBRAPA)
de Passo Fundo, RS. Os agentes quimicos foram os
mutagénicos quimicos metano sulfonato de metila (MMS)-
C2H603S, da Merck- Schuchardt, e metano sulfonato de etila
(EMS)- C3H803S da Sigma Chemical Co., ambos pertencentes
a classe dos agentes alquilantes e um inseticida piretréide
comercial cujo principio ativo € a deltametrina. O trabalho foi
desenvolvido no laboratério de Genética do Departamento de
Zoologia e Genética, Instituto de Biologia da Universidade
Federal de Pelotas (UFPel).

Tratamento das sementes

As sementes com excecdo das secas (DS), receberam
pré-embebimento, por periodo de duas horas e trinta minutos,
em agua destilada. A solugcdo de mutagénicos quimicos e dos
inseticidas foram homogeneizados em agitador eletromagnético
com aquecimento. As sementes tratadas com agentes quimicos
foram imersas na solugdo mutagénica, ou inseticida durante
quatro horas, a temperatura ambiente (20 = 1°C),
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permanecendo na capela com exaustdo de gases. A seguir,
as sementes foram lavadas em agua corrente por uma hora,
ficando por mais trinta minutos em agua parada, para
eliminar os residuos. Seguiu-se a semeadura em caixas
germobox, com duas folhas de papel germoteste
previamente umedecidas e, em cada germobox, foram
semeadas 100 sementes. O material permaneceu no
germinador com temperatura de 24 + 1°C por sete dias.
Cada experimento teve dois controles: sementes com agua
destilada (DO) e sementes secas (DS). As sementes do DO,
apoés o pré-embebimento, permaneceram em agua destilada
por igual periodo em que as sementes tratadas ficaram nas
solugbes mutagénicas ou de inseticida. A semeadura do
controle DS foi realizada no momento em que as sementes
tratadas e as do DO foram colocadas no pré-embebimento.

indice Mitético

Para avaliar a frequéncia de diviséo celular (indice
mitético), as raizes foram fixadas em élcool etilico e acido
aceético glacial (3:1), por sete dias, a temperatura ambiente.
Posteriormente, o material foi transferido para etanol 70% e
mantido em geladeira a 6 + 1° C. As raizes foram colocadas
em vidro de relégio com uma mistura de nove partes de
orceina acética 2% e uma parte de HCI 1IN. O vidro de
relégio foi aquecido levemente trés ou quatro vezes, cinco a
dez segundos cada vez. Os meristemas de raiz foram
transferidos para lamina e uma gota de orceina acética 1%
foi adicionada para o esmagamento do material. A laminula
foi colocada e o material aquecido e prensado.

Para a contagem das células em divisdo celular
adotou-se 0 meétodo de dividir a laminula em quatro
quadrantes. Fez-se a contagem de todas as células em
diviséo, por fase, e em interfase presentes em um dos
quadrantes escolhido aleatoriamente, em trés laminas por
repeticdo. O IM foi calculado como a percentagem de células
em divisdo (préfase, metafase, anafase e teléfase) do total
de células observadas.

Adequacado da Técnica de Obtencdo de Cromossomos
Metafasicos

Pré-Tratamento

Para a obtencdo de placas metafadsicas com
cromossomos bem espalhados e com nivel de contragcdo
adequado, que permitisse boa visualizagdo e contagem dos
cromossomos, foram realizados diversos pré-tratamentos
utilizando-se agua destilada gelada e solugédo saturada de
paradiclorobenzeno (PDB), como agentes inibidores do fuso.

Fixacdo, Hidrdlise e Coloragéo

O processo de fixagdo foi realizado com alcool etilico e
acido acético glacial (3:1), apds o pré-tratamento, por sete dias,
a temperatura ambiente, sendo o material estocado em &lcool
70% a 6 + 1°C. Para a hidrélise testaram-se duas concentracdes
de HCI (IN e 5N) em diferentes tempos e temperaturas. Para
coloragdo testou-se Feulgen, Giemsa, orceina e carmim em
diversas concentragdes.

Efeito aditivo de agentes quimicos e colchicina

A fim de averiguar o efeito combinado de agentes quimicos
e colchicina, foi realizado tratamento de plantulas. O
experimento foi conduzido com 100 sementes por germobox e
trés repeticdes de cada concentracdo. Os seguintes agentes
quimicos e concentragdes foram utilizados: MMS (0,1%), EMS
(2,5%), deltametrina (2,0%), colchicina (0,05%) e testemunha.O
experimento foi dividido em dois grupos. Grupo I: 40 horas apds
a semeadura, as solucdes de tratamento foram adicionadas ao
germobox onde permaneceram por duas horas. Ao final deste
periodo os agentes quimicos foram removidos, com o auxilio de
um sugador e o material foi lavado e reconduzido ao
germinador. Imediatamente ap6s o término do tratamento, uma
amostra foi fixada (testemunha), sendo que as demais
receberam colchicina e foram coletadas em diferentes periodos
de tempo, variando entre duas e 48 horas ap6s o término do
tratamento. Grupo II: a metodologia utilizada foi praticamente a
mesma, com alteracéo do intervalo entre semeadura e aplicagdo
dos produtos quimicos (47 horas), no tempo de exposi¢cdo aos
produtos quimicos (uma hora) e no intervalo de tempo entre as
amostras coletadas que variou de uma hora até 40 horas apés o
término do tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Obtencao de cromossomos de ponta de raiz de cevada

O pré-tratamento com PDB na temperatura de 4 a 5°C por
30 a 40 minutos e temperatura ambiente por 6 horas apresentou
melhores resultados. O melhor resultado para hidrélise foi obtido
com HCI 1N a 60°C por 6 minutos e esmagamento com orceina
acética 1% e posterior imersdo da lamina em solucdo de
Giemsa 2% por 7 minutos.

indice mitético ou frequéncia de diviséo celular
Observa-se que mais de 95% das células encontravam-se
no estagio de interfase por ocasido da fixagéo (Tabelas 1, 2, 3).

TABELA 1. Freqiiéncia de divisdo celular em células de ponta de raiz de cevada, cultivar MN 599, em todas as fases da mitose,

tratadas com EMS

Fase divisdo celular Grupo | Grupo Il Testemunha
(Mitose)

F. Ab. F. Rel. (%) F. Ab. F. Rel. (%) F. Ab. F. Rel. (%)
Profase 233 1,63 142 1,48 574 2,19
Metafase 66 0,46 20 0,21 245 0,93
Anéfase 50 0,35 23 0,24 349 1,33
Tel6fase 60 0,42 06 0,06 77 0,29
Total 409 2,86 191 1,99 1.245 4,75
Interfase 13.905 97,14 9.430 98,01 24,963 95,26
N total 14.314 9.621 26.208
IM 2,86 1,98 4,75
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Estes resultados ja eram esperados pois, segundo
GUERRA (1988) a interfase, composta dos periodos G1, S e
G2 é a fase mais longa do ciclo celular. Dentre as células em
divisdo mitdtica, o estagio de maior freqiiéncia foi a préfase e
o com menor foi a teléfase, com excec¢do do grupo | tratado
com EMS em que a fase menos freqiiente foi a anafase
(Tabela 1). O tratamento com EMS reduz bastante a
freqUéncia das fases do ciclo de divisdo celular (Tabela 1),
reducdo esta que pode ser desde 1,3 vezes (anafase do
grupo |) até cerca de 5,5 vezes (anafase do grupo Il). Desta
maneira o0 EMS consegue reduzir, praticamente pela
metade, o indice mitético: 4,74 (testemunha); 2,86 (grupo I) e
1,99 (grupo II). O tratamento com agentes quimicos reduz o

indice mit6tico, com exce¢do do tratamento com deltametrina
por 1 hora que provocou um leve acréscimo do indice mitético.

Na Tabela 2 verifica-se que a reducgéo a nivel de fases da
divisdo celular provocada pelo MMS é ainda mais drastica. Esta
reducdo pode ser em cerca da metade (profase do grupo Il) ou
tdo drastica como a ocorrida na anafase em que o material
tratado por 1 hora com MMS é cerca de 3,2 vezes menos
freqliente que a testemunha, sendo o material tratado por 2
horas cerca de 33 vezes menos freqliente. Isto leva a uma
grande reducgédo do IM do material tratado com este mutagénico
quimico, quando comparado com a testemunha (IM de 4,74;
1,82 e 0,47 respectivamente da testemunha, do material do
grupo Il e do grupo ).

TABELA 2. Frequéncia de divisdo celular em células de ponta de raiz de cevada, cultivar MN 599, em todas as fases da mitose,

tratadas com MMS

Fase divisdo celular Grupo | Grupo Il Testemunha
(Mitose) F. Ab. F. Rel. (%) F. Ab. F. Rel. (%) F. Ab. F. Rel. (%)
Préfase 60 0,38 180 0,99 574 2,19
Metafase 06 0,04 44 0,24 245 0,93
Anéfase 06 0,04 76 0,42 349 1,33
Tel6fase 02 0,01 31 0,17 77 0,29
Total 74 0,47 331 1,82 1.245 4,74
Interfase 15.867 99,53 17.823 98,18 24.963 95,26
N total 15.941 18.154 26.208
IM 0,46 1,82 4,75

O tratamento com deltametrina por 1 hora,
praticamente ndo reduz a freqiiéncia de células em préfase
nem em telofase (Tabela 3); propicia uma pequena redugéo
em anafase e um incremento na freqiéncia de células em

metafase (testemunha 0,93 e grupo | 1,97). Ja o tratamento com
deltametrina por 2 horas reduz a frequéncia de todas as fases
do ciclo mitético (de cerca de 1,5 vezes em profase, metafase e
tel6fase até 3 vezes em anafase).

TABELA 3. Freqiéncia de divisdo celular em células de ponta de raiz de cevada, cultivar MN 599, em todas as fases da mitose,

tratadas com DECIS

Fase divisdo celular Grupo | Grupo Il Testemunha
(Mitose) F. Ab. F. Rel. (%) F.Ab.  F.Rel (%) F. Ab. F. Rel. (%)
Profase 208 1,42 215 2,08 574 2,19
Metafase 75 0,51 203 1,97 245 0,93
Anéfase 66 0,45 89 0,86 349 1,33
Tel6fase 27 0,18 24 0,23 77 0,29
Total 376 2,56 531 5,14 1.245 4,74
Interfase 14.316 97,44 9.786 94,86 24.963 95,26
N total 14.692 10.317 26.208
IM 2,56 5,15 4,75

O incremento de células em metafase elevou o IM do
grupo I, no entanto, o grupo |, que recebeu tratamento por 2
horas, apresenta o IM reduzido em cerca da metade. Este
aumento do IM pode ter varias raz8es. Segundo RAO et al.
(1988), 0 aumento do IM em meristema de raiz de cebola
tratadas com o inseticida Endossulfam é o resultado da
acumulacao de configuragdes C-metafasicas em tempo zero
de recuperacdo. ADAM et al. (1990) relatam que 0 aumento
do IM causado pelo Malatiom ndo foi acompanhado pelo
aumento do conteddo de DNA, entdo o efeito na molécula de
DNA néo pode ser atribuido ao inseticida. J& SAGGOO et al.
(1991) ressaltam que a elevagéo do IM pode ser devido a
inducdo de divisdo celular em células diferenciadas.
Segundo WEBSTER E DAVIDSON (1969) e SHARMA

(1971), substéncias que induzem divisdo celular em baixas
concentragcdes causam depressdo mitética a concentraces
altas, devido ao prolongamento da fase S e a diminuicdo de
células em G1. J&A AMER & FARAH (1983 e 1985), trabalhando
com os inseticidas organofosforados Dursban e Metamidofés e
AMER & MIKHAEL (1986), com rotenona, ambos em V. faba,
registraram casos onde o IM néo foi afetado.

Anomalias cromossémicas

A frequéncia de células em metéafase, na testemunha, é de
cerca de 1%; no material tratado com os agentes quimicos esta
freqiiéncia é bastante reduzida, ficando em torno de 0,51 a
0,04% das células, das quais a maioria ndo apresenta placas
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metafasicas adequadas para um estudo mais detalhado da
morfologia e numero cromossdmico. Além disto, o0s
agroquimicos parecem influir negativamente no estado
celular geral, verificando-se que o material tratado apresenta
células vazias e cromossomos desnaturados bem diferentes
daqueles encontrados no material testemunha. Estes fatos
impediram a obtencéo de uma amostra consistente, mesmo
tendo-se pré-tratado tanto as testemunhas como o material
tratado com agentes quimicos com diversas horas de
colchicina na tentativa de obter-se um maior niumero de
células em metéfase. Pode se observar que tanto o material
tratado com MMS, EMS e deltametrina, assim como a
testemunha, apresentavam a maioria das células
metafésicas normais; também normais apresentavam-se as
células em profase, anafase e teléfase. No entanto o
material tratado apresentou também anomalias numéricas e
estruturais como a formacao de pontes anafésicas.

O presente trabalho indicou a necessidade de uma
amostra bem maior para a observacdo de placas
metafésicas a fim de verificar as anomalias cromossémicas
causadas por agentes quimicos. As poucas metafases e
anafases observadas mostraram que tanto os mutagénicos
quimicos utilizados (EMS e MMS), como deltametrina
provocam anomalias cromossdmicas, anomalias estas nédo
encontradas nas testemunhas. Estas aberracdes
cromossdmicas, tanto estruturais como numéricas Sao
citadas por diversos autores em varias espécies tratadas
com agentes quimicos: dES em Rhizoctonia (VERMA & JHA,
1988), EMS em Escherichia coli e Zea mays (ATHANASIOU
& HEDDLE, 1980), irradiagdo gama, EMS, dES e El em
Solanum nigrum (KOTHEKAR, 1987); raios gama e EMS e
NMU em tomate (JAYABALAN & RAO, 1988); raios gama e
EMS em Solanum melomgena (ZEERAK, 1991), entre
outros.

CONCLUSOES

Os agentes alquilantes MMS e EMS reduzem o IM de
células de ponta de raiz de cevada tratadas tanto por 1 como
por 2 horas e deltametrina reduz o IM somente apds 2 horas;

O pré-tratamento das ponta de raiz de cevada com
PDB propicia a obtencdo de placas metafasicas com
cromossomos com grau de condensacdo e espalhamento
adequados.
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