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1) As colbnias de individuos adultos de Limnoperna fortunei (Figura 1) foram
coletadas manualmente em local com baixo indice de poluicdo (Lago
Guaiba, Praia do Lami, cidade de Porto Alegre). Os mexilhBes foram
transferidos para o laboratorio em recipientes plasticos contendo agua do
lago.

Figura 1. Col6nia de Limnoperna fortunei aderida

a um tronco. Fonte: Laboratério de Citogenética Animal -
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Feevale (2024).
No laboratério, os animais foram cuidadosamente separados e suas

conchas foram suavemente escovadas com agua da torneira para
remover o biofilme aderido.

Os animais foram transferidos para um aquario contendo 3 L de agua da
torneira declorinada e aeracdo constante. Para a aclimatacdo, os
animais permanecerem por sete dias em sala com temperatura
controlada (21 = 1 °C) e fotoperiodo natural. Os animais ndo foram
alimentados.

Apbs o periodo de aclimatacdo, os animais sdo expostos as solucdes-
teste (ou amostras ambientais). Devem ser preparadas, pelo menos, trés
concentracfes diferentes da substancia/composto a ser testado.

A exposicdo pode ocorrer em baldes ou frascos de vidro (Becker),
contendo de 1 L a 2 L da solucéo teste (diluida em agua da torneira
declorinada). Para cada tratamento (incluindo o controle negativo, agua
usada para a diluicdo) sdo expostos 15 animais (com aeragao constante,
temperatura controlada e fotoperiodo natural). A exposicdo ocorre
durante sete dias. Os animais ndo séo alimentados durante o periodo de
exposicao.

ApoOs a exposicao é feita a coleta de hemolinfa e preparacédo da lamina.
Inicialmente, deve ser preparada uma solucdo fixadora (etanol:acido
acético, na proporcao 3:1). Para a coleta deve ser utilizada uma seringa
para insulina (1 mL) contendo aproximadamente 100 pL de solucdo
fixadora. A conchas devem ser abertas com auxilio de pingas e a puncéao
deve ser realizada na regido do musculo adutor do animal.

Apbs a coleta da hemolinfa, a amostra é despejada na extremidade de
uma lamina de citologia e realizado esfregaco do material. As laminas
devem ficar secando em posi¢éo horizontal durante 24 h.

Apoés a secagem, as laminas sao imersas em etanol absoluto por 10 min
e, apos este periodo, séo retiradas e deixadas para secagem durante
24h.

A coloracéo é realizada com o corante Giemsa a 10% durante 10 min,
seguida de lavagem em agua corrente da torneira e finalizado com agua

destilada e secagem por 24h.



10) A andlise das laminas é realizada em microscopio Optico com aumento
de 1.000X. Sao analisadas 1.000 hemécitos por animal, sendo
contabilizado o numero de células normais, binucleadas, contendo broto
ou micronucleo ou com necrose (Figura 2).

11) As frequéncias de cada alteracdo devem ser comparadas

estatisticamente com o grupo controle.
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Figura 2: Hemadcitos de mexilhdo-dourado (Limnoperna fortunei), com nucleo no formato
normal (N) e anormalidades nucleares: broto (B), micronucleo (MN), Necrose (NC), célula
binucleada (BN). Fonte: Laboratério de Citogenética Animal - Feevale (2024)



