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RESUMO

DANTAS, A. F. Avaliacdo da integridade genética em sementes de arroz (Oryza sativa
L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.) armazenadas em bancos de germoplasma. Tese de

doutorado. Brasilia: Programa de Pés Graduagdo em Biologia Animal, Unb. 2018. 127f.

A manutencdo da viabilidade de recursos genéticos vegetais em bancos de germoplasma é
fundamental para uso dessas amostras (acessos) armazenadas em longo prazo dependendo,
em parte, da manutencdo da integridade genética. Metodologias para avaliar a integridade
genética tem potencial para fornecer informagBes que auxiliariam no processo de
monitoramento das cole¢Ges de germoplasma. O monitoramento das colecgdes € realizado pelo
teste de germinacdo que, apesar de informativo e de baixo custo, ndo consegue detectar
estagios iniciais de deterioracdo. Este estudo teve como objetivo avaliar a integridade genética
em sementes de Oryza sativa L. (arroz) e Phaseolus vulgaris L. (feijdo) envelhecidas artificial
e naturalmente. Inicialmente, sementes de arroz e feijdo foram expostas a um agente
mutagénico, metanossulfonato de metila (MMS), para viabilizar a realizacdo dos testes
citogenéticos e cometa. Verificou-se que o MMS induziu efeitos citotdxicos, mutagénicos
e/lou genotdxicos em acessos de arroz e feijdo, contribuindo para a padronizacdo de
metodologias para avaliar citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade nestas espécies. A
partir disto, foram analisados os efeitos do envelhecimento acelerado sobre a integridade
genética em sementes de arroz e feijio. A medida que houve o aumento do periodo de
envelhecimento, foi observada diminui¢cdo na germinacéo, vigor e indice mitético, bem como
0 aumento da frequéncia de anomalias cromossomicas e quebras do DNA em ambas as
espécies avaliadas. Estes resultados evidenciam o potencial uso dos testes citogenéticos e
cometa em programas de conservacdo de sementes, pois eles permitem auxiliar na deciséo de
quais sementes podem ser armazenadas por periodos prolongados sem comprometer a sua
integridade genética e, consequentemente, sua viabilidade e vigor. Por fim, foram realizadas
analise da integridade genética e da eficacia do sistema de reparo de acessos de arroz e de
feijdo armazenados em longo prazo em bancos de germoplasma (-20°C). Observou-se que
ndo houve aumento ou decréscimo significativo do indice mitotico e/ou anomalias
cromossoémicas, e houve similaridade entre os resultados dos testes de qualidade fisioldgica e
do teste cometa, ou seja, os lotes das duas espécies com sementes menos viaveis e/ou
vigorosas apresentaram mais danos ao DNA e menor capacidade de reparo. Esse é o primeiro

estudo sobre integridade genética e eficacia do sistema de reparo de germoplasma de semente



conservado em longo prazo indicando que o teste cometa pode ser utilizado para esta
finalidade. Adicionalmente, estas técnicas pode permitir o monitoramento de diferentes
especies, principalmente em acessos com pequena quantidade de sementes armazenadas
(abaixo de 1.500), pois a quantidade de material utilizada (sementes e DNA) ¢ baixa (10

sementes).

Palavras-chave: arroz, feijdo, integridade genética, bancos de germoplasma, testes

citogenéticos, teste cometa.



ABSTRACT

DANTAS, A. F. Evaluation of genetic integrity in seeds of rice (Oryza sativa L.) and
common bean (Phaseolus vulgaris L.) stored in gene banks. Doctoral Thesis. Brasilia:

Postgraduate Program in Animal Biology, University of Brasilia. 2018. 127f.

Maintaining the viability of plant genetic resources in germplasm banks is fundamental for the
use of these samples (accessions) under long-term storage, and this depends partly on
maintaining their genetic integrity. Methodologies to evaluate genetic integrity have the
potential to supply information that would help in the process of monitoring germplasm
collections. The monitoring of collections is carried out by the germination test, which is
informative and inexpensive, but does not manage to detect the initial stages of deterioration.
This study had the objective of evaluating genetic integrity in seeds of Oryza sativa L. (rice)
and Phaseolus vulgaris L. (common bean), aged artificially and naturally. Initially, rice and
bean seeds were exposed to a mutagenic agent, methyl methane sulfonate (MMS), to make
cytogenetic and comet tests viable. It was verified that MMS induced cytotoxic, mutagenic
and/or genotoxic effects in rice and bean accessions, contributing to the standardization of
methodologies to evaluate the cytotoxicity, mutagenicity and genotoxicity of these species.
Leading on from this, the effects of accelerated aging on genomic stability were analyzed in
rice and bean seeds. As the aging period increased, a reduction was observed in the
germination, vigor and mitotic index, as well as an increase in the frequency of chromosomal
aberrations and DNA breaks in both the evaluated species. These results show the potential
use of cytogenetic and comet tests in seed conservation programs, because they aid in the
decision about which seeds can be stored for prolonged periods without compromising their
genetic integrity and, consequently, their viability and vigor. Finally, analysis was made
regarding the genetic integrity and the effectiveness of the repair system of rice and bean
accessions that were stored long-term in germplasm banks (-20 °C). It was observed that no
significant increase or decrease was observed in the mitotic index and/or chromosomal
aberrations, and there was a similarity between the results from the physiological quality tests
and from the comet test; in other words, the lots of the two species with less viable and/or
vigorous seeds presented less damage to the DNA and a lower repair capacity. This is the first
study on genetic integrity and the effectiveness of the repair system of seed germplasm in
long-term conservation, indicating that the comet test can be used for this purpose.

Additionally, these techniques may allow monitoring of different species, especially in



accessions with a small quantity of stored seeds (fewer than 1500), because the quantity of
material used (seeds and DNA) is low (10 seeds).

Keywords: rice, common bean, genetic integrity, gene banks, cytogenetics tests, comet test.
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1. INTRODUCAO

A biodiversidade desempenha um papel importante na manutencao de espécies e dos
processos ecoldgicos, bem como no modo de vida humano e, como parte integrante da
natureza, o ser humano necessita de outras espécies de forma direta ou indireta para a sua
existéncia e sobrevivéncia. Além disso, as formas de vida devem ser conservadas, porque
existem, devido ao fato de ser o produto de uma longa historia de evolugdo continua, por meio
de processos ecologicos tendo o direito a existéncia continuada (ALHO, 2008).

A parte da biodiversidade que contém valor real ou potencial é denominada de
recursos genéticos (IBPGR, 1991). Tais recursos podem ser conservados por meio do seu
germoplasma, o qual consiste de qualquer forma, porcdo, parte ou estrutura bioldgica que
reine o conjunto de materiais hereditarios de uma espécie (SALOMAO, 2010).

Estes recursos sdo fundamentais para garantir a seguranca alimentar e o agronegécio
de qualquer pais. H& varios exemplos da importancia dos recursos genéticos na seguranca
alimentar, como o caso de infestacdo em batata na Irlanda no ano de 1845 causada pelo fungo
Phytophthora infestans levando a morte e migracdo de milhdes de irlandeses (RISTAINO,
2002). No Brasil, pode ser citado o ataque da ferrugem do cafeeiro em todas as regides no ano
1970, o que levou a introducdo de germoplasma constituidos por materiais portadores de
alelos que conferem resisténcia ao agente causador da ferrugem do cafeeiro (MIRANDA et
al., 2005).

Os recursos genéticos vegetais, também conhecidos como recursos fitogenéticos, sdo
mantidos em amostras de germoplasma representativas de um individuo ou de uma populacdo
de determinada espécie denominadas de acessos (VEIGA et al., 2015). A conservacdo dos
recursos genéticos pode ser realizada in situ ou ex situ. A conservacdo ex situ é o método
principal para a conservacdo de sementes, pois muitas das espécies de interesse agronémico
tém sementes ortodoxas, o que confere as elas resisténcia a dessecacdo aos baixos teores de
umidade permitindo o armazenamento em baixas temperaturas em longo prazo (RAO et al.,
2006).

A monitoracdo de sementes em bancos de germoplasma, a qual pode ser definida
como a verificagdo periddica da qualidade e da quantidade do acesso conservado
(SALOMAO, 2010), é uma fase fundamental do processo de conservacdo. Esta avaliacdo é
feita através de testes que estimam a porcentagem de sementes com capacidade para germinar

e se desenvolver, conhecidos como teste de germinagdo e vigor (VEIGA et al., 2015).
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Entretanto, estes testes podem ndo detectar processos iniciais de deterioracdo das sementes
porque no teste de germinagéo.

A instabilidade genémica é um dos estagios iniciais no processo de deterioracdo de
sementes (PEIXOTO et al., 2006) e a deteccdo precoce deste processo poderia contribuir na
tomada de decisdes em bancos de germoplasma, reduzindo a possibilidade de perda de
variabilidade genética causada pela morte da semente. Neste contexto, este estudo teve como
foco principal avaliar a integridade genética de germoplasma associada a sua conservacao.
Para tanto, esta tese foi dividida em trés etapas: avaliacdo da exposi¢do de acessos de arroz e
feijdo a um agente mutagénico conhecido (metanossulfonato de metila) para determinar
viabilidade dos testes de integridade genética (Capitulo 1); envelhecimento artificial de
acessos de arroz e feijao e avaliacdo de testes de integridade genética (Capitulo 2); e, por fim
analise de acessos de arroz e feijdo armazenados em longo prazo em bancos de germoplasma
(Capitulo 3).
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2. REFERENCIAL TEORICO

No Brasil, 0 arroz e feijdo destacam-se entre 0S recursos genéticos vegetais por
serem tradicionalmente os produtos alimenticios mais consumidos desempenhando papel
importante do ponto de vista socioeconémico (dos SANTOS JUNIOR, 2017; RUAS, 2017) e,
por isto, grandes cole¢des de germoplasma dessas espécies foram estabelecidas.

2.1. O ARROZ - Oryza sativa L.

De acordo com a Food and Agriculture Organization, estima-se que apenas 30 das
espécies de plantas fornecem 95% das necessidades energéticas de alimentos humanos e
somente cinco dessas fornecem mais de 60%, entre elas estd o arroz. Mais da metade da
populacdo mundial consome arroz, sendo que a Asia € a maior regifo produtora e
consumidora, e o Brasil se encontra entre os dez maiores produtores mundiais (FAO, 2013).

O arroz contribui na alimentacdo como fonte de energia e carboidratos (HINNIG e
BERGAMASCHI, 2012). Estudos in vivo e in vitro demonstram potenciais efeitos benéficos
do arroz a saude humana, como a reducdo do estresse oxidativo que auxilia na prevencdo de
cancer, doencas cardiovasculares e complicacdes de diabetes devido a atividade antioxidante
dos seus polifénois (WALTER e MARCHESAN, 2011), apesar da reducdo do contetdo de
compostos polifendlicos e da capacidade antioxidante depois do cozimento (ZAUPA et al.,
2015). Além dos efeitos benéficos do arroz a salude através do seu consumo, 0 arroz também
pode ter aplicabilidade em outras areas por apresentar proteinas que representam agentes
potenciais para o tratamento eficaz de doencas inflamatérias (SCHUSSHEIM et al., 2011);
poder contribuir como fonte de obtencéo de agentes promissores para promover a propagacao
de células-tronco para aplicagbes clinicas (YOUNGBLOOD et al.,, 2014); e possuir
polissacarideos na sua casca que sdao uma excelente fonte natural de materiais
imunomodulatorios (YANG et al., 2015).

2.1.1. Aspectos Botanicos de O. sativa

O arroz, Oryza sativa L. (familia Poaceae), € uma graminea anual de origem asiatica
que se adapta a uma ampla variedade de condi¢Ges ambientais (de SOUSA et al., 1995) (Fig.
1). Esta espécie é distribuida em regides tropicais, subtropicais e em algumas regides

temperadas (VAUGHAN, 1994). As raizes de O. sativa podem ser classificadas de acordo
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com o0 seu desenvolvimento em raizes seminais, as quais surgem a partir do embrido
(MOLDENHAUER e GIBBONS, 2003) e sobrevivem por um curto espaco de tempo ap6s a
germinacdo da semente, ou adventicias, as quais substituem as raizes seminais e que se

desenvolvem a partir de nés subterraneos (de SOUSA et al., 1995).

Figura 1 — Principais estruturas do arroz.
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Fonte: adaptada de Vergara (1992)

O caule de O. sativa é denominado de colmo, e esse possui uma série de nos e
entrenos (Fig. 2). O colmo principal consiste na primeira haste da planta desenvolvendo-se
cedo durante o crescimento vegetativo e antes do processo de formacdo dos perfilhos, sendo
que estes ultimos sdo colmos que se desenvolvem a partir do colmo principal e analogos aos
ramos (MOLDENHAUER e GIBBONS, 2003).

As folhas de O. sativa sdo constituidas por limbo e bainha (Fig. 2). A bainha é uma
folha alongada enrolada em um cilindro que esta envolvido no desenvolvimento de novas
folhas e suportam a planta durante o crescimento vegetativo e funciona como um local de
armazenamento de amido e acucares. O limbo consiste do principal 6rgéo para a fotossintese
e transpiracdo caracterizado por ser longo e lanceolado com as nervuras paralelas
(MOLDENHAUER e GIBBONS, 2003).

A flor do O. sativa, também denominada de espiguetas, € composta por seis estames
(antera e filetes), um pistilo (dois estigmas, dois estiletes, e um ovario) e duas lodiculas na
base do pistilo, além de possuir um par de glumas rudimentares, uma lema e uma péalea
(MOLDENHAUER e GIBBONS, 2003) (Fig. 3). O conjunto de flores do colmo forma a
inflorescéncia, denominada de panicula (de SOUSA et al., 1995). Devido a fatores estruturais

das flores, como estilete, estigma e anteras curtos, viabilidade limitada do pdlen, e também ao
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breve periodo entre a abertura da flor jovem e a liberacdo do pdlen, o arroz é uma planta
predominantemente autdgama, ou seja, se reproduz preferencialmente por autofecundacéo,

apesar de ocorrer fecundacgéo cruzada em baixa frequéncia (AUSTRALIA, 2005).

Figura 2 — Principais estruturas do caule e da folha do arroz.
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Fonte: adaptada de Moldenhauer e Gibbons (2003)

Figura 3 — Estruturas da flor (espiguetas) do arroz.

1) estigma; 2) estilete; 3) ovério; 4) antera; 5) filamento; 6) pélea; 7) lema; 8) lemas estéries; 9)
glumas rudimentares; 10) pedicelo Fonte: adaptada de Moldenhauer e Gibbons (2003).

O gréo do arroz é constituido por uma casca e uma cariopse (Fig. 4). A casca €
composta por lemas estéreis, raquilla, palea e lema. A cariopse tem o embrido e endosperma

com amido, cercado pelo tegumento e o pericarpo (de SOUSA et al., 1995).
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Figura 4 — Principais estruturas da semente do arroz.
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Fonte: adaptada de Vergara (1992).
2.2. O FEIJAO — Phaseolus vulgaris L.

O feijdo, Phaseolus vulgaris L. (familia Fabaceae), € uma planta com alto teor de
proteinas em sua semente e cultivada de zonas tropicais a temperadas devido ao seu grande
valor para nutricdo humana sendo componente essencial na dieta alimentar, principalmente
nas Américas Central e do Sul (DEBOUCK et al., 1986). Além de fonte de nutrientes, o
consumo de feijdo pode levar a diversos beneficios a salde humana, uma vez que possui
atividades antioxidante, antitumoral e neuroprotetora (LOPEZ et al., 2013). Em ratos e
camundongos, a incorporacdo de feijdo na dieta reduziu o risco de desenvolver doencas
cardiovasculares devido a reducdo dos niveis de colesterol total no plasma e colesterol LDL
(lipoproteinas de baixa densidade) sem afetar os niveis de colesterol HDL (lipoproteinas de
alta densidade), além de ter induzido a perda de peso dos animais testados (ZHU et al., 2012).
As sementes do feijdo também podem ser utilizadas como um complemento medicinal para
tratar a populacdo diabética devido ao seu potencial anti-hiperglicémico, reduzindo
significativamente a dose de medicamentos padronizados (ATCHIBRI et al., 2010). Além
disso, as sementes de feijdo comum podem ser usadas como uma fonte de compostos
antiproliferativos, antifingicos (ANG et al., 2014) e anti-inflamatérios (GARCIA-
LAFUENTE et al., 2014).
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2.2.1. Aspectos Botanicos de P. vulgaris

A espécie P. vulgaris possui porte herbaceo, ramos dotados de suave pubescéncia e
habito de crescimento determinado ou indeterminado. No primeiro caso, a planta é ereta, com
caule principal e ramificagdes terminando em uma inflorescéncia, ja& nas variedades de
crescimento indeterminado, a extremidade do talo nunca termina em inflorescéncia. O sistema
radicular do feijdo é pivotante, entretanto muito ramificado e superficial (PEIXOTO et al.,
2000). As folhas sdo compostas por trés foliolos, um peciolo e uma raque (DEBOUCK et al.,
1986) (Fig. 5). As flores, geralmente, estdo agrupadas em cachos encobertos por folhas. O
calice é revestido por bracteas verdes persistentes e a corola é formada por cinco pétalas
podendo ser brancas, violaceas, ou rosadas. O androceu é constituido por nove estames unidos
ou adelfos e um livre e o0 gineceu é composto por um ovario alongado e estilete com estigma
recurvado e apresentando pelos (PEIXOTO et al., 2000). A morfologia das flores de P.
vulgaris favorece a autopolinizacdo devido ao fato das anteras estarem no mesmo nivel dos
estigmas (DEBOUCK et al., 1986). Os frutos do feijdo sdo vagens arredondadas, pouco
curvadas ou retas, achatadas ou alongadas, apresentando em media de trés a seis sementes
(PEIXOTO et al., 2000).

Figura 5 — Principais estruturas das folhas do feijéo.
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Fonte: adaptada de Debouck et al. (1986).

As sementes sdo formadas pelo embrido e tegumento sendo que este apresenta
variacgoes de cores, listras, manchas, tamanho e forma (PEIXOTO et al., 2000). Externamente,

as partes da semente de P. vulgaris sdo: o tegumento, o hilo, a micrépila e a rafe (Fig. 6A).
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Internamente, a semente de P. vulgaris é composta por uma plumula, duas folhas primérias,
um hipocoétilo, dois cotilédones e uma radicula (DEBOUCK et al., 1986) (Fig. 6B).

Figura 6 — Estruturas da semente de feijdo.
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A) Partes externas da semente de P. vulgaris; B) Partes internas da semente de P. vulgaris. Fonte:
adaptada de Debouck et al. (1986).

2.3. CONSERVAGCAO DE RECURSOS FITOGENETICOS

A conservacdo dos recursos fitogenéticos pode ser feita por meio de dois tipos
distintos de abordagens complementares, conservacao in situ e ex situ (XU e Mc NALLY,
2010). Segundo a Convencdo sobre a Diversidade Bioldgica (CDB) de 1994, a conservagao in
situ “significa a conservacdo de ecossistemas e habitats naturais e a manutengdo e recuperagao
de populac@es viaveis de espécies em seus meios naturais e, no caso de espécies domesticadas
ou cultivadas, nos meios onde tenham desenvolvido suas propriedades caracteristicas”. Esta
conservacao pode ser realizada por meio de reservas genéticas isoladas ou localizadas dentro
de unidades de conservacdo ambiental, como parques, santuarios e refagios (VILELA-
MORALES e VALOIS, 2000).

De acordo com a CDB de 1994, a conservacao ex situ “significa a conservagao de
componentes da diversidade biologica fora de seus habitats naturais”. Este tipo de
conservacdo implica remover o germoplasma (sementes, polen, esperma e organismos
individuais) de seus habitats originais e preserva-los em jardins botanicos ou em bancos de
germoplasma (XU e Mc NALLY, 2010).
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A conservacao in situ difere da ex situ por possui um carater mais dindmico enquanto
que a ex situ, por permitir uma evolucao continua e uma adaptacdo melhor a selecdo natural.
A técnica in situ € mais estatica, pois a evolucao das espécies € congelada desde que nenhuma
outra adaptacdo a estresses ambientais e bioticos naturais a sua origem pode acontecer, uma
vez que estd conservado em condicOes controladas. Porém, a conservagao in situ possui como
principal desvantagem a dificuldade de caracterizacdo e avaliagdo dos recursos genéticos,
além de uma despesa monetaria elevada e da suscetibilidade a riscos, como condicdes
climaticas extremas, pragas e doencas. As principais desvantagens da conservacao ex situ séo
a interrupcgdo do processo de selecdo das espécies e a ocorréncia de desvio genético (XU e Mc
NALLY, 2010).

H& uma terceira estratégia de conservacao de recursos fitogenéticos denominada de
conservacdo on farm. Esta forma tem como principais objetivos conservar 0 processo
evolutivo e adaptar os recursos fitogenéticos, bem como a diversidade em diferentes niveis —
ecossistemas e espécies, além de conservar os servicos dos ecossistemas fundamentais para
suporte da vida no planeta (JARVIS et al., 2000). Esta estratégia de conservacao consiste na
manutencdo de variedades tradicionais de plantas e racas locais em comunidades indigenas,

rurais ou em campos de agricultores (SALOMAO, 2010).

2.3.1. Tipos de conservagao ex situ

Existem trés formas de conservacdo ex situ que dependem de caracteristicas
reprodutivas do germoplasma a ser conservado: a conservacdo in vitro, no campo e de
sementes (DANTAS e LUZ, 2015). A conservacdo in vitro € a manutencdo de germoplasma
dentro de recipientes pequenos com condicGes artificiais de retardamento de crescimento e
armazenados em salas com controle de temperatura e luminosidade ou em tambores de
nitrogénio liquido (-196 °C). A conservagdo no campo consiste no ato de manter in vivo as
espeécies vegetais em bancos de germoplasma plantados no campo ou em cultivos protegidos
(VEIGA et al., 2015). A forma de conservacdo ex situ é preferencialmente escolhida por ser
mais pratica e econdbmica para o0 armazenamento de sementes ortodoxas (RAQO et al., 2006).

As sementes podem ser armazenadas com pelo menos trés objetivos, 0s quais
determinam o tempo de armazenamento e 0s tipos de estratégias e procedimentos a serem
adotados. As sementes podem ser armazenadas por periodos muito curtos entre a colheita e a
semeadura, e também por periodos de 10 ou menos anos para assegurar um fornecimento

confiavel de sementes na auséncia de culturas anuais. O armazenamento em longo prazo (de
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10 a 50 anos ou acima) € usado para conservacdo do germoplasma (BONNER, 2008a). A
conservacao ex situ utiliza-se de cdmaras frias a temperaturas de -18 + 3°C para a conservagéo
de sementes com grau de umidade entre 10 e 25%, dependendo da espécie, e germinacgéo
inicial acima dos 85% para especies cultivadas (FAO, 2014).

O principal fator a ser considerado para a longevidade das sementes é a fisiologia da
espécie. Roberts (1973) categorizou as sementes em dois grupos baseados nas suas
caracteristicas de armazenamento. De acordo com a esta classificacdo, as sementes podem ser
divididas em: 1) ortodoxas, as quais podem ser secas a teor de umidade abaixo de 10%
tonando o armazenamento a baixas temperaturas efetivo; 2) recalcitrantes, as quais ndo podem
ser secas a niveis de umidade relativamente altos (25 a 45%) e, portanto, ndo podem ser
armazenadas em temperaturas abaixo de zero. Ellis et al. (1990) propuseram uma terceira
categoria denominada de intermediarias. As sementes pertencentes a esta categoria pode ser
armazenadas secar a teor de umidade semelhante aos das sementes ortodoxas (12 a 15%), mas
sd0 mais sensiveis a temperaturas usadas para 0 armazenamento de sementes ortodoxas.

Além disso, outro fator fisioldgico que também afeta a longevidade das sementes em
camaras frias é a qualidade inicial, pois o potencial de longevidade das sementes depende
deste fator (RAO, 2017). Outros fatores como a morfologia das sementes, composi¢do
quimica, maturidade, processamento e ambiente de armazenamento das sementes também

influenciam na longevidade das sementes em cadmaras frias (BONNER, 2008a).

2.3.2. Bancos de Germoplasma

Os bancos de germoplasma mantém colecdes de sementes, plantas em crescimento,
polen, esporos, ou amostras vegetativas in vitro (BLACK et al., 2006). Esses bancos possuem
como principal finalidade a manutencdo da viabilidade e da integridade genética dos recursos
genéticos sendo conservados ex situ (RAO et al., 2006) e tornando-os disponiveis aos
usudrios (TOLL, 1996). A maioria das cole¢fes € mantida como sementes porque 0s bancos
de germoplasma oferecem potencial de longevidade da amostra, recuperacdo do material,
aplicabilidade a uma grande variedade de espécies e também oferece bom compromisso entre
capacidade de armazenar variacdo intraespecifica (BLACK et al., 2006).

Os bancos de germoplasma podem ser classificados em dois tipos: 1) bancos ativos
de germoplasma, os qual tratam se de &reas ou unidade de conservacdo de germoplasma de
uso atual ou potencial onde sdo desenvolvidas atividades pertinentes aos recursos genéticos,

tais como: introducgdo, intercAmbio, avaliacdo, caracterizacdo, selecdo, multiplicagéo,
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regeneracdo e preservagio (SALOMAO, 2010); e 2) banco base de germoplasma, o qual se
refere de um local de armazenagem de acessos, a médio e longo prazo podendo ser
conservados em camaras-frias de -10 a -20°C com controle de umidade, in vitro e em
tambores com nitrogénio liquido (VEIGA et al., 2015).

As principais funcbes dos bancos de germoplasma sdo: a aquisicdo de germoplasma
e sua conservacdo, a distribuicdo de amostras a usuérios, 0 estudo e documentacdo dos
recursos conservados, a melhoria do germoplasma, o desenvolvimento de tecnologias de

conservacao e o monitoramento do germoplasma conservado (TOLL, 1996).

2.3.3. Monitoracao das Sementes

Boas condi¢des de armazenamento mantém a viabilidade do germoplasma, mas em
condicGes abaixo das ideais a viabilidade é reduzida. Por isto, € necessario avaliar a
viabilidade periodicamente (FAO, 2014). A viabilidade das sementes pode ser medida
indiretamente, em testes de excisdo de embrido ou bioguimicos como o teste de tetrazélio, ou

diretamente por meio de testes de germinacao (BLACK et al., 2006).

2.3.3.1. Teste de Germinagao

O monitoramento da viabilidade do germoplasma em bancos de germoplasma é
realizado pelo teste de germinacdo, o qual consiste de um procedimento para determinar a
porcentagem de sementes que sdo capazes de germinar sob um determinado conjunto de
condigdes (FAO, 2014). O teste de germinacdo pode ser usado para comparar a qualidade de
diferentes lotes (BRASIL, 2009).

O processo de germinacdo ocorre em uma sequéncia de eventos que se inicia com a
absorcdo de agua. Em seguida ocorre o aumento da respiracdo, atividade enzimética e
consumo das reversas de energia promovendo, consequentemente, 0 aumento de adenosina
fosfato e &cidos nucléicos. Por ultimo, estes eventos ocasionam o crescimento e divisdo das
células até a diferenciacdo dos tecidos. Todo este processo é influenciado por eventos dentro
das proprias sementes e por condigdes ambientais tais como temperatura, luz, aeracdo e
umidade ou teor de agua (BONNER, 2008b).

Dentre as condigdes ambientais que influenciam a germinagdo, a agua é o fator
externo o qual a maioria das sementes é inteiramente dependente para retomar 0S processos

fisioldgicos, metabdlicos e moleculares que levam até a germinagdo (BLACK et al., 2006). A
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absorcdo de &gua pelas sementes possui um padréo tipico dividido em trés fases: a primeira
fase € um processo fisico de deslocamento de umidade do substrato com alto conteido de
agua para a semente com baixo conteldo, e ocorre tanto em sementes vivas como em
sementes mortas; a segunda fase, possui o periodo relacionado ao grau de dorméncia ou atraso
da germinacdo nas sementes podendo estar ausente ou extenso em alguns casos; e a terceira
fase onde o metabolismo torna-se ativo e o tegumento é rompido levando a maior absorcao de
oxigénio (BONNER, 2008b). Apds o metabolismo das sementes se tornar ativo, a respiracéo e
a sintese de proteinas sdo retomadas minutos depois da hidratacdo seguido da sintese de RNA,
do reparo e da sintese de DNA e, por fim, ha expanséo das células da radicula precedendo a
divisdo celular (BLACK et al., 2006).

Quando as sementes sdo armazenadas, 0s danos acumulam-se no interior das células
devido principalmente ao teor de agua e a temperatura de armazenamento levando as
sementes a perderem a capacidade de germinar e consequentemente aumentando o tempo
necessario para germinarem, ou até eventualmente levando estas sementes a morte. Em um
teste de germinacdo, pode ser dificil detectar esta queda na qualidade, por isto, a extensdo
destes danos acumulados é medida através do vigor das sementes (BLACK et al., 2006).

O vigor das sementes pode ser definido como a capacidade de um lote de sementes
estabelecer plantulas em campo. Os testes de vigor ttm como principais objetivos avaliar ou
detectar diferencas significativas na qualidade fisiolégica de lotes com germinacao
semelhante; distinguir lotes de alto vigor dos de baixo vigor; separar lotes em diferentes
niveis de vigor, de maneira proporcional ao comportamento a emergéncia das plantulas,

resisténcia ao transporte e potencial de armazenamento (PEIXOTO et al., 2006).

2.3.3.2. Teste de Envelhecimento Acelerado

Para estudar os mecanismos de perda de vigor e da germinacdo durante o
armazenamento, tratamentos sdo utilizados para simular o envelhecimento natural o que
permite acelerar experimentalmente a taxa de envelhecimento podendo, desta forma, obter
sementes envelhecidas em dias com caracteristicas de sementes envelhecidas naturalmente
por anos (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008). Ha duas abordagens principais para determinar o
vigor das sementes: a primeira através da avaliacdo do estado metabolico atual das sementes;
e a segunda pela da resposta das sementes a condi¢Oes de estresse, como testes de frio,
deterioracdo controlada e envelhecimento acelerado, seguidos por teste de germinacdo
(PEIXOTO et al., 2006).
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O teste de envelhecimento acelerado é conduzido sob condi¢des de estresse com alta
temperatura e umidade por periodo de dias. Ao final deste periodo, as sementes sdo testadas
no teste de germinacdo (KARRFALT, 2008). Portanto, o teste de envelhecimento acelerado
distingue lotes de sementes que tém elevada porcentagem de germinacéo em laboratorio, uma
vez que o envelhecimento ocasiona a redugdo da viabilidade das sementes levando a
germinacao pobre ou esporadica, e também provoca a reducdo do vigor das plantulas ou até

mesmo perda total da capacidade de germinacdo (BLACK et al., 2006).

2.4. DETERIORACAO DE SEMENTES

O processo de deterioracdo € resultante da combinacdo de uma série de alteracGes
bioquimicas, fisioldgicas, fisicas e citologicas, determinando a queda progressiva da
qualidade da semente. As sementes envelhecem como consequéncia do processo de
deterioracdo. O envelhecimento é caracterizado pela perda gradativa da permeabilidade
seletiva das membranas, da capacidade de sintese e atividade catalitica de enzimas e
alteracdes em macromoléculas (PEIXOTO et al., 2006).

Geralmente, as sementes armazenadas em condicGes secas exibem um periodo inicial
de deterioracdo no qual a porcentagem de germinagdo é relativamente constante indicando
que a perda do vigor precede a perda da viabilidade (BEWLEY et al., 2012). De acordo com
Bewley et al. (2012), o atraso na germinacdo de sementes a medida que elas envelhecem pode
ser atribuido ao maior tempo necessario para que o0 processo de reparo possa ser efetuado, o
que pode levar a consequéncias a sementes desde a um atraso na conclusdo da germinacéo,
germinacdo anormal até a morte, caso o0s danos sejam suficientes para comprometer
componentes funcionais criticos.

Acredita-se que a peroxidacdo de lipidios é a principal causa da deterioracdo de
sementes (PEIXOTO et al., 2006). A peroxidacao de lipidios pode iniciar uma reagdo em
cadeia que provoca a degradacdo de lipidios e a liberacdo de subprodutos como espécies
reativas de oxigénio (ERO) (BEWLEY et al., 2012; VENTURA et al., 2012). Este subproduto
da peroxidacdo lipidica pode danificar o DNA e aumentar a frequéncia de anormalidades
cromossémicas (BEWLEY et al., 2012), que desempenham um papel importante no processo
de envelhecimento das sementes (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

As ERO sédo produzidas normalmente nas células e possuem uma alta reatividade
quimica que conduz a peroxidac&o lipidica e a oxidag&o de DNA e proteinas (MATES, 2000).
As ERO também sdo mediadores da cascata de sinalizagdo intracelular, mas a sua producgéo
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excessiva pode levar a um estresse oxidativo (NORDBERG e ARNER, 2001). O estresse
ocorre quando as ERO sobrecarregam as defesas antioxidantes do organismo resultando na
degeneracdo genética e disfuncéo fisiologica, que podem eventualmente levar a morte celular
(MORANO et al., 2012). A diminuicdo da protecdo antioxidante pode ocasionar a
citoxicidade, mutagenicidade e/ou carcinogenicidade (MATES, 2000).

Em sementes, as ERO sdo os principais componentes das vias de transducao de sinal
levantando a hipdtese de que a germinacao pode ser completada apenas quando o contetdo de
ERO é mantido sob um nivel critico (VENTURA et al., 2012). Assim como 0S outros seres
vivos, as sementes possuem um mecanismo de desintoxicacdo para controlar os danos
resultantes de ERO através do uso de enzimas antioxidantes, tais como: superoxido
dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa peroxidase e glutationa redutase. Além
do sistema de desintoxicacdo enzimatica, as sementes possuem vias ndo enzimaticas de
eliminacdo de ERO através do acimulo de componentes antioxidantes, como flavonoides e
tocoferdis, que contribuem para o controle do potencial de armazenamento da semente
durante a etapa final de maturacdo (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

O dano oxidativo aos &cidos nucléicos de sementes armazenadas em longo prazo
inclui quebras de fita simples causada pelo ataque direto de ERO a unidades desoxirribose ou
por modificacdo covalente de bases, mudancas no conteldo de DNA e fragmentacdo do DNA
(VENTURA et al., 2012). Antioxidantes, como tocoferois, fendis e ascorbato, podem eliminar
ERO e parar sua producdo reduzindo o dano a semente. Entretanto, em condicdes de
armazenamento em longo prazo, ou seja, a baixos niveis de teor de agua, mecanismos
enzimaticos para regenerar antioxidantes sdo ineficientes permitindo danos pela atividade de
ERO (BEWLEY et al., 2012).

Em sementes submetidas ao teste de envelhecimento acelerado, 4gua suficiente esta
disponivel para algumas enzimas tornarem-se ativas e alguns aspectos metabdlicos sdo
iniciados. Reacdes hidroliticas tornam-se possiveis a medida que agua livre fica disponivel,
entretanto isto € perigoso para as sementes, pois atividade respiratoria ineficiente pode gerar
ERO e mecanismos de protecdo antioxidante e regeneracdo podem ser ineficientes (BEWLEY
etal., 2012).

O potencial de desintoxicagcdo de ERO das sementes pode ser fortemente alterado se
as enzimas envolvidas neste processo foram submetidas a alguns danos que conduz a uma
reducdo do vigor das sementes. Estes danos podem ser restaurados ou acumulados e atingirem

niveis nocivos, 0s quais levam as sementes a perderem a capacidade de controlar ERO
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podendo ndo suportar o reinicio do metabolismo que ocorre durante a germinacdo das
sementes (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

2.5. TESTES DE INTEGRIDADE GENETICA

Danos ao DNA podem causar efeitos genotoxicos e citotoxicos nas células e gerar
mutacdes em sequéncias codificantes de proteinas que afetam varios processos biologicos
acarretando instabilidade genémica. Dentre estas consequéncias bioldgicas provocadas pelos
danos ao DNA esta a indugdo da proliferacdo celular, a conducéo a uma deterioracdo geral da
funcdo e a morte celular (TUTEJA et al., 2001).

A conservacdo de sementes em bancos de germoplasma requer que a integridade
genética do material conservado seja mantida em um alto padrdo para periodos prolongados
(DULLOO e ENGELS, 2003). Por esta razéo, a manutengdo de um complexo funcional de
reparo do DNA apresenta ser uma condicdo essencial para a sobrevivéncia das sementes em
longo prazo, uma vez que o material genético destas esta sujeito a lesdes durante a secagem e
armazenamento (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

Existem diversos testes para avaliar a integridade genética em diferentes organismos,
desde leveduras (Saccharomyces cerevisae) (MYUNG e KOLODNER, 2003), roedores
(KWONG et al., 2017) até humanos (LAMM et al., 2016). Em plantas, os testes citogenéticos

e cometa se destacam devido a sua simplicidade, sensibilidade e versatilidade.

2.5.1. Testes Citogenéticos

Os testes citogenéticos tém por objetivo reconhecer visualmente células que
apresentam danos citolégicos (PRESTON e HOFFMANN, 2008). Sdo métodos largamente
utilizados e bem estabelecidos, tanto em celulas animais (OECD, 1997a; 1997b), como em
células vegetais (WHO, 1985). Através dos testes citogenéticos podem ser analisados varios
pardmetros, nos quais estdo inclusos o Indice Mitético e as Anomalias cromossémicas

estruturais e numéricas.

2.5.1.1. Indice Mitotico

O ciclo celular pode ser analisado em dois momentos: um onde a célula estd em

crescimento e outro no qual a célula esta em divisdo celular propriamente dita. Quando as
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celulas ndo estdo em divisdo, elas se encontram em interfase (Fig. 7 A-C). Neste periodo, no
qual a célula passa maior parte do tempo, ela aumenta o seu volume e duplica os
Cromossomos, 0s quais estao total ou parcialmente descondensados. A interfase é classificada
em trés periodos: Gi, S e G,. No periodo Gi, a sintese de RNA e proteinas € ativada e,
consequentemente, ha o crescimento das células. Este periodo é de suma importancia, pois
nele ocorre a decisdo se a célula continua a se proliferar ou interrompe o ciclo e entrar em Gy,
fase em que a sintese proteica é reduzida e a célula ndo consegue passar para a fase S. Durante
a fase S, o DNA ¢ replicado e ha sintese de histonas. Em seguida, na fase G, ocorre o reparo
do DNA e, caso ndo tenha acontecido algum erro durante a duplicagdo, a célula entra na
divisdo propriamente dita. Caso a célula ndo tenha duplicado ou reparado completamente o
DNA em G, a célula permanece temporariamente em G, até que seja completado a replicacéo
ou o reparo do DNA (DIAS e MALUF, 2011).

A divisdo celular propriamente dita, cuja é caracterizada pela divisdo do nucleo
(mitose) e consequente formacdo de duas células filhas, apresentam quatro fases
caracteristicas: profase, metafase, anafase e teldéfase. A préfase é caracterizada pela
condensacdo da cromatina, dissolu¢cdo da membrana nuclear, desaparecimento dos centriolos
e formac&o do fuso acromatico (Fig. 7 D-F). Este fuso é constituido por microtubulos que se
ligam ao cinetdcoro, o qual interage com os microtibulos do fuso durante o0 movimento dos
cromossomos ainda espalhados no nucleo, o que é conhecido como prometéfase. Durante a
metafase, 0os cromossomos atingem o maximo grau de condensacdo e estdo alinhados na
regido equatorial da célula, denominada de placa metafasica, e mantidos nesta posicdo pelos
microtubulos do fuso (Fig. 7 G-1). Em seguida, na anafase, os microtubulos do fuso ligados
ao cinetdcoro sdo encurtados e o centrdmero separa as cromatides-irmas distribuindo
igualmente os cromossomos-filhos nos polos da célula (Fig. 7 J-L). Na ultima fase, a teléfase,
0S Cromossomos apresentam-se muito unidos e em alta condensacdo originando nucleos
pequenos e bem densos, entdo os nicleos sdo reconstruidos e ocorre a divisdo citoplasmatica,
processo este denominado de citocinese, 0 que ira originar duas células filhas (DIAS e
MALUF, 2011) (Fig. 7 M-O).

O indice mitético (IM) consiste no numero de células em divisdo divido por 1.000
células observadas (FISKESJO, 1985) sendo utilizado para avaliar efeitos citotoxicos (LEME
e MARIN-MORALES, 2009). Niveis significativamente menores de IM, em relagdo ao
controle negativo, podem indicar alteragbes devido & acdo do agente no crescimento e
desenvolvimento do organismo exposto. Ja niveis significativamente maiores de IM, quando

comparado com controle (negativo), sdo resultantes do aumento da diviséo celular, o que pode
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conduzir a uma proliferacdo celular desordenada e até mesmo para a formagdo de tecidos
tumorais (LEME e MARIN-MORALES, 2009).

Figura 7 — Fotomicrografias de células meristematicas de raizes de arroz em diferentes

estagios do ciclo celular.

A-C) Células em interfase. D-F) Células em profase. G-1) Células em metafase. J-L) Células em

anafase. M-N) Células em tel6fase. O) Duas células filhas recém-formadas. Fonte: Arquivo Pessoal.

2.5.1.2. Anomalias Cromossdmicas

Danos ao DNA podem consistir de pequenas lesdes em locais muito especificos
dentro da molécula de DNA, tais como adutos ao DNA, ligacBes cruzadas de DNA, sitios
abésicos e mutacGes pontuais ou podem ser anormalidades grosseiras que surgem ao nivel
cromossémico, denominadas de anomalias cromossdmicas ou ACs (DOAK et al., 2012). As
ACs podem ser consequéncias de quebras de fita dupla no DNA que foram reparadas
incorretamente ou ndo foram reparadas fazendo com que 0 cromossomo perca a regido

telomérica tornando-o pegajoso, 0 que pode permitir a fusdo entre cromossomos sem
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teldmeros (MALUSZYNSKA e JUCHIMIUK, 2005). Além disso, ACs caracterizam-se pela
alteracdo da estrutura cromossdémica ou alteracdo no numero total de cromossomos as quais
podem ocorrer espontaneamente e como resultado da exposicao a agentes fisicos ou quimicos
(LEME e MARIN-MORALES, 2009) sendo que a alteracdo na estrutura do cromossomo €
resultante principalmente de quebras no DNA, danos ao molde de DNA para replicagdo e
inibicdo da sintese de DNA, e a alteragdo numérica de cromossomos ocorrem devido a divisdo
celular anormal (ALBERTINI et al., 2000).

Ao longo de todas as fases do ciclo celular, é possivel visualizar ACs. Entretanto, em
plantas, ndo é simples fazer uma avaliacdo de ACs em todas as fases, uma vez que para isto é
necessario um conhecimento preciso das fases de divisdo celular e suas possiveis
anormalidades (LEME e MARIN-MORALES, 2009). Por esta razdo, tem sido proposto
avaliar ACs em células de plantas em anafase e tel6fase por serem facilmente observadas
(RANK, 2003).

Dentre as ACs visualizadas em células vegetais em anafase e tel6fase, destacam-se:
desalinhamento em metafase, cromossomos retardatarios, além de fragmentos e pontes
cromossémicas. Desalinhamento em metafase é identificado como cromossomos alinhados
incorretamente fora da placa equatorial na metéfase (RAO et al., 2008) (Fig. 8A). Os
cromossomos retardatérios caracterizam-se pelo retardo da migragdo de cromossomos inteiros
devido a rapida polimerizacdo (alongamento) dos microtdbulos, o que pode dessincronizar a
anafase (BAJER e VANTARD, 1988) (Fig. 8B e C). Os fragmentos cromossémicos sdo
formados por quebras de cadeia dupla de DNA e podem consistir de uma ou duas cromatides-
irmds sendo que os fragmentos ndo interagem com o fuso mit6tico, pois sdo incapazes de
fornecer um local efetivo para a formacdo do cinetécoro devido a auséncia de sequéncias
repetitivas da regido centromérica, podendo ser deixados para trds tanto na metafase quanto
na anafase (GISSELSSON, 2008) (Fig. 8D e E). As pontes cromossdmicas consistem de uma
sequéncia continua da cromatina com alongamento de um polo da anafase para o outro e, apos
0 seu rompimento, formam varios fragmentos (GISSELSSON, 2008; HOFFELDER et al.,
2004) (Fig. 8l).

Através das ACs pode ser avaliado tanto os efeitos mutagénicos como 0s
mecanismos de acdo do agente exposto, pois pontes e fragmentos cromossémicos Sao
indicadores de acdo clastogénica, ou seja, promovem quebras cromossomicas, enquanto
desalinhamento em metafase e cromossomos retardatarios indicam acdo aneugénica, isto &,
induzem a ma segregacdo dos cromossomos (LEME e MARIN-MORALES, 2009;
TERRADAS et al., 2010).



34

Figura 8 — Fotomicrografias de anomalias cromossdémicas (setas) encontradas em células

meristematicas de raizes de arroz expostas ao metanossulfonato de metila.

A) Desalinhamento em metafase; B e C) Cromossomos retardatarios; D e E) Fragmentos
cromossémicos; J) Ponte cromossémica; G e H) Microndcleos; e 1) Pontes cromossémicas e
cromossomo retardatario. Fonte: Arquivo Pessoal.

As ACs citadas anteriormente podem originar micronucleos (MNs) (Fig. 8G e H).
Os MNs sdo pequenas estruturas arredondadas ou ovais morfologicamente idénticas ao ndcleo
principal presentes em células em divisdo podendo ocorrer espontaneamente ou Serem
resultantes da exposicao a agentes aneugénicos ou clastogénicos (FENECH, 2000; FENECH
et al. 2003; RAO et al., 2008; VRAL et al., 2011). MNs tém atividade transcricional reduzida
causada pela formagdo incompleta do complexo de poro nuclear e defeitos na importacdo
nuclear (HOFFELDER et al., 2004) tornando-se um dano grave e irreversivel a célula.
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Entretanto, tais ACs podem ndo produzir MNs nas células filhas. Os cromossomos
desalinhados na metafase podem ser reparados pelo processo de revisdo do alinhamento
cromossémico que ocorre durante a metafase. Os cromossomos retardatarios e as pontes
cromossémicas podem ser reincorporados aos nucleos das células filhas através do retardo da
citocinese, enquanto que fragmentos cromossdmicos originados de pontes podem

desaparecem logo em seguida (RAO et al., 2008).

2.5.2. Teste de Eletroforese em Gel de Célula Unica — Teste Cometa

O teste de eletroforese em gel de célula Unica (Single Cell Gel Eletrophoresis Assay,
ou SCGE), também conhecido como teste cometa, consiste de um método simples, sensivel,
confiavel, rapido e, relativamente de baixo custo para a deteccdo de danos ao DNA
(COLLINS et al., 1997), tais como quebras de fita simples e dupla no DNA, sitios alcali-
labeis, danos oxidativos e ligagdes cruzadas, bem como permite avaliar capacidade de reparo
a estes danos (VILLELA et al., 2003). Este teste & amplamente utilizado para o
biomonitoramento humano (COLLINS et al., 2014), a epidemiologia molecular (COELHO et
al., 2013) e a ecogenotoxicologia (SRUT et al., 2011).

No SCGE (Fig. 9), células embebidas em agarose sobre ldminas s&o lisadas com
detergentes e sais para remover membranas e constituintes celulares sollveis, nos quais estao
incluidas as histonas, deixando nas laminas somente estruturas formadas por alcas de DNA
superenroladas ligadas a matriz nuclear denominadas de nucleoides (AZQUETA et al., 2009).
Em seguida, as laminas sdo colocadas em solugdo tampdo de pH variavel para
desenovelamento das cadeias de DNA e submetidas a uma corrente elétrica (VILLELA et al.,
2003). Uma quebra em uma alca de DNA é suficiente para desfazer o superenrolamento dos
nucleoides e, durante a eletroforese, as al¢as relaxadas sdo capazes de migrar no sentido da
corrente elétrica (AZQUETA et al., 2009). Quando as laminas sdo coradas por agentes
capazes de associar ao DNA, como o brometo de etidio, os nucleoides apresentam-se
semelhantes a “cometas” nos quais a intensidade relativa de cauda representa a frequéncia de
quebras (VILLELA et al., 2003).

A andlise das laminas pode ser feita através da pontuacdo visual dos nucleoides ou
com o auxilio de programas que calculam parametros de fluorescéncia para os nucleoides
selecionados pelo pesquisador. Na avaliacdo das Iaminas por pontuagéo visual, os nucleoides
sdo classificados em cinco categorias, as quais variam de zero a quatro, de modo que o zero

representa nucleoides intactos e de um a quatro representa 0 aumento da intensidade relativa
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da cauda. Na analise das laminas por meio de programas, um sistema de captura de imagem é
acoplado a um computador com programa adequado para avaliagdo dos nucleoides
(COLLINS et al., 2008). Os parametros mais utilizados por este ultimo método de avaliacéo
sdo a intensidade da cauda, também denominada de porcentagem de DNA na cauda, o
comprimento e 0 momento da cauda (COLLINS, 2004). A intensidade da cauda é o pardmetro
mais recomendado para analise (COLLINS et al., 2008), pois este parametro tem uma relacdo
linear com a frequéncia de quebras no DNA, é relativamente pouco afetado pelas
configuracBes de limite e permite discriminar os danos de 0 a 100% de DNA na cauda
(COLLINS, 2004). Apesar de ambos os meétodos de andlise de laminas de cometa ser
diferentes, estes dois métodos demonstram ter uma boa correlacéo entre eles, principalmente
guando os parametros analisados com o auxilio de programas séo a intensidade da cauda ou o
momento da cauda (COLLINS et al., 2008).

Figura 9 — Esquema do teste cometa demonstrando as principais etapas.
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Fonte: adaptado de Dhawan et al. (2009).

H& dois protocolos principais para a realizacdo do teste cometa que diferem quanto
ao pH empregado: a verséo neutra e a versédo alcalina. O SCGE em condicdes alcalinas (pH >
13) é capaz de detectar quebras de fita simples e dupla, sitios alcali-labeis, ligacdes cruzadas
entre DNA-DNA e DNA-proteina e quebras de fita simples associadas com sitios reparo por
excisdo incompleto (TICE et al., 2000), devido ao fato que solugdes com alto valor de pH (pH
> 12) promovem a ruptura das pontes de hidrogénio entre as fitas de DNA, detectando

quebras de fita simples e dupla no DNA (KOHN, 1991). Para o teste cometa em condicGes
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neutras ou préximas ao neutro (pH < 9,5), tanto na etapa de lise como na eletroforese
(VENTURA et al., 2013), acredita-se que estas condi¢des impedem o desenovelamento do
DNA permitindo a detec¢do somente de quebras de fitas dupla no DNA (OLIVE e BANATH,
2006; SINGH et al., 1988).

Entretanto, esta compreensdo sobre a versdao neutra do SCGE permitir observar
apenas quebras de fitas dupla no DNA esté relacionada a uma comparacdo deste método com
outros anteriores utilizados também para a deteccdo de danos ao DNA, os quais dependem de
um alto valor do pH para separacéo das fitas de simples no DNA (AZQUETA e COLLINS,
2013; COLLINS et al., 2008). Um pH elevado ndo é essencial para detectar quebras de fita
simples no DNA no teste cometa (COLLINS, 2004), uma vez que isto depende do
relaxamento das alcas de DNA superenroladas e ndo da influéncia do pH (AZQUETA e
COLLINS, 2013). Além disso, Ostling e Johanson (1984), que foram os primeiros a
descreverem o teste cometa, observaram que doses baixas de radiagdo ionizante induziram
danos ao DNA de células de mamiferos empregando solugdes para lise e eletroforese com o
pH a 9,5, bem abaixo do que requerido para desenrolar o DNA, assim como Singh et al.
(1988) utilizando o teste cometa em condicdes alcalinas. Dificilmente os resultados
encontrados por Ostling e Johanson (1984) seriam explicados se a versdo neutra do SCGE
detectasse apenas quebras de fita dupla no DNA, uma vez que a radiagdo ionizante produz
predominantemente quebras de fita simples no DNA (COLLINS et al., 2008). Portanto, o
teste cometa em condi¢BGes neutras, assim como a versao alcalina, consegue detectar tanto
quebras de fitas dupla como quebras de fita simples no DNA. Nas laminas da versao neutra do
SCGE, os nucleoides de células ndo expostas a agentes que causam danos ao DNA
desenvolvem um ‘“halo” ao seu redor e apresentam-se mais alongados possuindo mais DNA
na regido da cauda do cometa quando comparada aos nucleoides do teste cometa em
condicdes alcalinas (OLIVE e BANATH, 2006).

Existem variantes do teste cometa comumente usadas para observar outros tipos de
danos ao DNA alem de quebras, como sitios alcali-labeis e danos oxidativos. Os sitios alcali-
labeis, nos quais estdo inclusos sitios apurinicos e apirimidinicos (APS), surgem a partir da
perda de uma base danificada nas fitas de DNA e convertida em quebra quando o DNA passa
por eletroforese a um pH > 13 (COLLINS et al., 2008). Os danos oxidativos podem ser
observados no SCGE com o auxilio de enzimas que reconhecem bases oxidadas e removem
estas bases criando sitios APs e convertendo-os em quebras (COLLINS, 2014). Outra variante
do teste cometa aplicada € a combinacdo deste método com a técnica de hibridizagdo por

fluorescéncia in situ utilizando sondas especificas a sequéncia de gene, regido ou Cromossomo
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para determinar a localizacdo do DNA danificado (McKELVEY-MARTIN e McKENNA,
2009). Atualmente, tem sido desenvolvida uma técnica de alto rendimento do teste cometa
denominada CometChip, que é compativel com as variantes citadas anteriormente, na qual as
células estdo individualizadas em micropocos de uma matriz de agarose, 0 que permite
maximizar o SCGE e potencializar a sua sensibilidade (GE et al., 2012; 2014).

O teste cometa pode ser realizado virtualmente em qualquer organismo eucarioto,
sem a necessidade das células estarem em proliferacdo (VILLELA et al., 2003). Entretanto, os
protocolos do SCGE para plantas e animais diferem devido ao fato das células vegetais
apresentarem uma parede celular formada de celulose, enquanto que as células animais
possuem apenas uma membrana. Esta dificuldade, em relagcdo ao teste cometa em plantas,
pode ser solucionada pelo isolamento dos nucleos das células vegetais através da formacéo de
protoplastos (isto é, células vegetais sem parede celular, que pode ser eliminada utilizando
enzimas, como celulase e pectinase, que digerem a parede celular) ou por processos
mecanicos colocando o tecido da planta sobre gelo e cortando-o com auxilio de laminas de
bisturi (GICHNER et al., 2009). Apds o isolamento dos ndcleos, a suspensdo nuclear pode ser
submetida ao mesmo protocolo do teste cometa para células animais, diferindo em alguns
casos na auséncia da etapa de lise com detergente (GHOSH et al., 2012; NAVARRETE et al.,
1997). Em plantas, o SCGE emerge como uma ferramenta Gtil na avaliagdo do potencial de
plantas superiores como sensores estaveis nos ecossistemas e fonte de informacGes sobre o
impacto genotoxico de poluentes perigosos (VENTURA et al., 2013), sendo utilizado para
avaliar os efeitos da radiacio (CERDA et al., 1997) de agentes mutagénicos
(BANDYOPADHYAY e MUKHERJEE, 2011) e analise de danos ao ambiente através do
monitoramento de aguas (GARAJ-VRHOVAC et al., 2013) e solos (GHOSH et al., 2015).

As vantagens do teste cometa em relacdo a outros métodos que detectam danos ao
DNA sdo: a sensibilidade para detectar baixos niveis de danos ao DNA; o pequeno nimero de
células requerido por amostras; a flexibilidade; o baixo custo; a facilidade de aplicacdo; a
capacidade de ser realizado utilizando pequenas quantidades da substancia teste; e o periodo
de tempo relativamente curto para completar o teste (TICE et al., 2000). Entretanto, o teste
cometa apresenta algumas limitagdes, tais como: ndo ser um teste de mutagénese, pois 0s
danos observados no SCGE podem ser reparados pelos mecanismos de reparo da celula; o
fato de ser muito sensivel deve fazer com que os resultados encontrados sejam tratados com
cautela, por isso deve-se ter um bom controle para analise das conclusdes; e o periodo entre a
exposicao ao agente e o preparo das ldminas deve ser curto, ndo excedendo 24 horas porque 0

reparo comeca imediatamente (VILLELA et al., 2003).
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E importante ressaltar que indices elevados de quebras encontrados no teste SCGE
podem indicar altos niveis de danos ou reparo, uma vez que sitios APs, detectados no teste
cometa em condic@es alcalinas (pH > 13), sdo produzidos como intermediarios durante reparo
por excisdo de base e também podem surgir espontaneamente devido a estabilidade quimica
alterada resultante de mudangas nas bases ou acgtcares (COLLINS et al., 1997; 2008). Além
disso, independentemente das condi¢fes do teste SCGE empregada, os danos observados sao
reparados. Por esta razdo € desejavel a combinacdo do teste cometa com um marcador
citogenético o que aumenta a sensibilidade e proporciona uma melhor interpretacdo dos dados
obtidos no teste (VASQUEZ, 2010).

2.6. METANOSSULFONATO DE METILA

Vaérios testes de integridade genética estdo estabelecidos em diversos organismos,
como em bactérias (Salmonella typhimurium e Escherichia coli) (OECD, 1997c), cebola
comum (Allium cepa L.) (FISKESJO, 1985), roedores e humanos (OECD, 1997a; 1997b).
Quando os testes de integridade genética ndo estdo estabelecidos nas espécies a ser estudadas,
se faz necessario o uso de um agente de referéncia para viabilizar tais metodologias. Em
plantas, o metanossulfonato de metila (MMS) tem sido utilizado como agente de referéncia.

O MMS (C.A.S:66-27-3; formula molecular: C,HgO3S — Fig. 10) é um agente
alquilante capaz de interagir com macromoléculas, tais como o DNA (IARC, 1999; MALINI
et al., 2010). Este agente modifica 0 DNA pela adi¢cdo de grupos metil a uma série de sitios
nucleofilicos nas bases do DNA formando adutos. Os adutos mais frequentemente sdo a 7-
metilguanina (N7-MeG), a 3-metiladenina (N3-MeA) e a O°-metilguanina (O°-MeG). A N7-
MeG, o aduto mais predominante em cadeia dupla de DNA resultante da exposicdo de MMS,
parece nao bloquear a replicacdo ou ocasionar um erro no codigo genético, mas produz sitios
abéasicos, o que provoca efeitos mutagénicos e toxicos. A N3-MeA impede a acdo de
polimerases sobre 0 DNA, impossibilitando a extens@o de pares de bases recem-sintetizados,
consequentemente bloqueando a replicagdo. A 0°MeG aparentemente ndo produz
consequéncias bioldgicas até ser pareada com timina, pois a ligacéo entre O°-MeG e timina é
reconhecida pelo sistema de reparo de pareamento incorreto como um potente sinal para
apoptose (WYATT e PITTMAN, 2006).

O MMS exibe uma elevada acdo clastogénica, porém possui um baixo potencial para
produzir mutacdo de ponto (KAINA, 2004). Este agente clastogénico tem a capacidade de

induzir trocas entre cromatides irmds (KAINA e AURICH, 1985) e os grupos metil
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adicionados por ele ao DNA causam anomalias cromossomicas (KAINA, 2004), embora
estudos demonstrem que o0 MMS ndo induz quebras de fitas duplas in vivo (LUNDIN et al.,
2005). Além disso, 0 MMS possui uma reputacdo de ser radiomimético — isto €, atua como
radiacdo produzindo alteracGes genéticas com eficacia similar em todos os estagios do ciclo
celular (PRESTON e HOFFMANN, 2008) — porque uma serie de leveduras deficientes no
reparo de danos ocasionados pela radiacdo também sdo sensiveis ao MMS (XIAO et al.,
1996). Entretanto, esta reputacdo do metanossulfonato de metila e as suas propriedades de
induzir trocas entre cromatides irmas, ndo distingue se 0 MMS provoca quebras de fita de
DNA diretamente ou se as quebras de fita observadas sdo consequéncias de eventos
posteriores aos danos ocasionados pelo MMS, como intermediarios de reparo que sdo quebras
de fita ou forquilhas de replicacdo em colapso ou paralisadas (WYATT e PITTMAN, 2006).

Figura 10 — Estrutura quimica do metanossulfonato de metila.

i
H,C —S—O0—CH;

Fonte: IARC (1999).

Os mecanismos de defesa inicial de células bacterianas e de mamiferos contra danos
a agentes de metilacdo, como 0 MMS, sdo a remocao destes danos por proteinas de reversao
direta e a via reparo por exciséo de bases (BER). Entretanto dados sugerem fortemente que os
intermediarios de BER gerados pela remoc¢do de N-metilpurinas sdo téxicos e clastogénicos.
Quando estes mecanismos sdo insuficientes ou estdo em desequilibrio, vias adicionais sdo
ativadas ap6s a exposicdo ao MMS, nas quais estdo inclusas o reparo de pareamento
incorreto, 0 mecanismo de bypass e a recombinacdo homologa (WYATT e PITTMAN, 2006).

Devido a sua capacidade de causar danos ao DNA, o MMS tem sido amplamente
utilizado, as vezes como controle positivo, para avaliar o comportamento de diferentes
organismos a sua exposi¢do. Em leveduras, o metanossulfonato de metila induz rearranjos
cromossémicos na qual a extremidade de um cromossomo é eliminada e um novo telémero é
adicionado e também induz transloca¢fes (MYUNG e KOLODNER, 2003). Estudos em
peixe-zebra (Danio rerio) mostram que o MMS eleva a frequéncia de micronicleos em
gbnadas, figado e branquias e causa efeitos genotoxicos dose dependente em todos estes

orgdos, além de aumentar os efeitos teratogénicos e reduzir a sobrevivéncia das larvas



41

(FARBENDER e BRAUNBECK, 2013a; 2013b). Em camundongos, 0 metanossulfonato de
metila reduz o numero de células da medula dssea em mitose e induz um aumento
significativo de anomalias cromossémicas, sendo que as principais delas sdo quebras, trocas e
delecdes intra cromatides (GURUPRASAD et al., 2012). Outros estudos demonstram que o
MMS ocasiona quebras de DNA em células do figado, sangue, medula éssea, rim, intestino e
cdlon de camundongos e também aumenta significativamente danos cromossémicos pelo
aumento da frequéncia de micronucleos em eritrocitos policromaticos (BAZIN et al., 2010).

Em plantas, 0 MMS também € usado na avalicdo da resposta a agentes causadores de
danos ao DNA, sendo ja bem estabelecido como controle positivo para algumas espécies
(LIMAN et al., 2015; LIU et al., 2013). Os efeitos do MMS tém sido demonstrados em
sementes de pimentdo (Capsicum annuum L.) através da inducdo de uma série de aberracdes
meidticas, como a formacdo de univalentes, multivalentes, cromossomos pegajosos,
bivalentes dispersos em metéfase I/11, separacéo desigual, cromossomos retardatarios e pontes
cromossémicas em anafase I/11, e disturbios na polaridade e micronicleos em tel6fase I/11
(GULFISHAN et al., 2011; 2012). Também tém sido observadas anomalias meidticas em
fava (Vicia faba L.) expostas a0 MMS (BHAT et al., 2006; SHARMA et al., 2006). Para a
cebola, 0 MMS ¢ utilizado como agente indutor de danos ao DNA, principalmente nas
concentragfes de 10 e 15 mg/L, devido as suas atividades citotoxicas e mutagénicas em
células meristematicas das raizes, sendo que os principais efeitos encontrados sdo a reducao
do indice mitotico, aumento na frequéncia de micronucleos e de anomalias cromossémicas,
como cromossomos retardatarios, pontes cromossémicas e fragmentos (MAURO et al. 2014;
RANK, 2003; RANK e NIELSEN, 1993).
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3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) promove e
viabiliza a internalizacdo segura de recursos geneéticos estratégicos para o pais (DANTAS e
LUZ, 2015). A EMBRAPA atua desde 1974 e conta atualmente com 170 bancos de
germoplasma em suas unidades descentralizadas distribuidas por todo o territério nacional
(PLATAFORMA NACIONAL DE RECURSOS GENETICOS, 2017). O novo banco
genético ou colecdo de base (Colbase) da Embrapa, localizado na Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, em Brasilia, armazena amostras de todas as espécies vegetais dos
bancos mantidos pela empresa e de outras instituicdes e universidades conveniadas de todo o
pais e do exterior. Sdo conservadas na Colbase mais de 124 mil amostras de sementes de 765
espécies podendo abrigar, apos ampliacdo das instalacdes, até 750 mil amostras de espécies
vegetais, além de material genético de animais e microrganismos (DANTAS e LUZ, 2015).

A manutencdo da viabilidade e da integridade genética de sementes armazenadas €
fundamental na gestdo de banco de germoplasma (RAO et al., 2006). Neste contexto, a
deterioracdo das sementes pode desempenhar consequéncias importantes do ponto de visto
econdmico, pois 0 tempo que as sementes permanecem viadveis em bancos de germoplasma
determina o custo da conservagdo (BLACK et al., 2006). Atualmente, a monitoragdo do
germoplasma nédo permite detectar o progresso da deterioragdo, indicando apenas 0s estagios
finais do processo, podendo assim, inviabilizar a sua utilizagdo, no momento em que for
solicitado. Estagios iniciais da deterioracdo, como a instabilidade genémica, poderiam ser
detectados antes e durante do armazenamento, contribuindo para explicar as diferengas de
comportamento das sementes com diferentes qualidades durante o periodo de conservacéo.

Um teste de integridade genética geralmente usada em recursos fitogenéticos sao 0s
testes citogenéticos. Estes testes tém sido utilizados para indicar estratégias e diretrizes para
preservacdo ambiental dos recursos fitogenéticos ou de como utiliza-los dentro de um
programa de melhoramento vegetal (PINTO-MAGLIO e PIEROZZI, 2015). De acordo com
Pinto-Maglio e Pierozzi (2015), a caracterizacdo citogenética dos recursos fitogenéticos é
realizada através do registro do nimero bésico de cromossomos, da deteccdo de individuos
poliploides/aneuploides, do estabelecimento de caridtipos com diferentes graus de
detalhamento e do estudo da biologia da reproducdo. Entretanto, poucos estudos tém sido
demonstrados a relagdo entre a presenca de anomalias nucleares e a perda da germinacgdo de

sementes envelhecidas, como em sementes de trigo, cevada (AKHTER et al., 1992), araucaria
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(FONTES et al., 2001) e ervilhas (KHAN et al., 2003) e, até o presente momento, ndo tem
sido relatado o uso do teste cometa em sementes de bancos de germoplasma.

O uso de testes de integridade genética demonstra potencial para observar estagios
iniciais de deterioracdo de recursos fitogenéticos em forma de sementes contribuindo para a
conservacao destes atraves da monitoracdo dos niveis de deterioracdo do DNA relacionadas a
perda da viabilidade ocasionada pelas condi¢cdes de armazenamento. Além disso, as
informacdes obtidas pelos testes de integridade genética poderia complementar os resultados
da monitoracao feita atualmente permitindo uma melhor compreensdo do comportamento dos
recursos fitogenéticos, bem como poderia determinar uma técnica mais bem apropriada para
detectar estdgios iniciais de deterioracdo de sementes armazenadas em bancos de
germoplasma.

Além do exposto acima, estudos sobre a integridade genética de sementes
envelhecidas podem ser uma boa ferramenta para a compreensao dos efeitos da progresséo do
envelhecimento nas células e no DNA, uma vez que os danos ao DNA estdo associados ao
processo de envelhecimento em células e organismos (BERTRAM e HASS, 2008). Deste
modo, as sementes fornecem um modelo adequado para estudar o envelhecimento, o que é de
interesse fundamental para a saide humana (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve por objetivo avaliar a integridade genética em sementes de arroz
(Oryza sativa L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.) armazenadas em bancos de germoplasma.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Viabilizar os testes citogenéticos e de eletroforese em gel de célula Unica em acessos
de O. sativa e P. vulgaris por meio do tratamento destes acessos ao metanossulfonato de
metila.

e Determinar concentragdes do metanossulfonato de metila mais adequadas para ser
utilizadas como controle positivo nos testes citogenéticos e eletroforese em gel de célula Gnica
em acessos de O. sativa e P. vulgaris.

o Verificar a viabilidade e o vigor de acessos de O. sativa e P. vulgaris submetidos ao
envelhecimento acelerado e armazenados em longo prazo pelos testes de primeira contagem,
germinacdo e indice de velocidade de germinagéo.

e Observar as acbes citotoxicas pelo Indice Mitético e acbes mutagénicas pelas
frequéncias de anomalias cromossOmicas ocasionadas pelo envelhecimento acelerado e as
condigdes de armazenamento em longo prazo em acessos de O. sativa e P. vulgaris.

¢ Analisar a integridade genética e capacidade de reparo a danos ao DNA de acessos
de O. sativa e P. vulgaris submetidos ao envelhecimento acelerado e armazenados em longo

prazo por meio do teste de eletroforese em gel de célula tnica.



CAPITULO 1
Testes cometa e citogenéticos como ferramentas para avaliacdo da instabilidade
genbmica em sementes de Oryza sativa L. (arroz) e Phaseolus vulgaris L. (feijao) de

bancos de germoplasma
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GIMENES, M. A.; GRISOLIA, C. K. Comet and cytogenetic tests as tools for evaluating
genomic instability in seeds of Oryza sativa L. and Phaseolus vulgaris L. from gene
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a viabilidade dos testes citogenéticos e cometa
como ferramentas para avaliacdo da instabilidade genémica de sementes de Oryza
sativa L. (arroz) e Phaseolus vulgaris L. (feijdo) de bancos de germoplasma. Sementes
de arroz e feijao foram expostas a metanossulfonato de metila (MMS) como um agente
de referéncia causador de danos ao DNA. Sementes de dois acessos de arroz e feijdo
foram obtidas da Embrapa Arroz e Feijdo — Brasil. As sementes foram embebidas em
trés concentracbes de MMS por trés intervalos de tempo para a realizacdo de testes
citogenéticos e cometa. Nas concentracfes de 10 e 15 mg/L, o0 MMS induziu efeitos
citotoxicos e/ou mutagénicos em células meristematicas de raizes de todos os acessos de

ambas as espécies. No teste cometa, 0 MMS induziu efeitos genotéxicos em todas as
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concentracdes nos acessos de arroz e feijdo avaliados, exceto em um acesso de P.
vulgaris para a menor concentracdo (5 mg/L). Ambas as espécies mostraram
sensibilidade ao MMS. O teste cometa pode ser proposto para medir a instabilidade
genbémica em acessos de arroz e feijado de bancos de germoplasma mostrando ser mais

sensivel do que os testes citogenéticos utilizados.

Palavras-chave: Oryza sativa L., Phaseolus vulgaris L., metanossulfonato de metila,

testes citogenéticos, teste cometa.

Introducéo

O arroz comum, Oryza sativa L. (familia Poaceae), e feijdo comum, Phaseolus
vulgaris L. (familia Fabaceae) desempenham um papel importante na alimentacdo de
diversos paises, sendo no Brasil os principais componentes da dieta alimentar (Barbosa,
2007). O arroz comum é uma graminea anual de origem asiatica que se adapta a uma
ampla variedade de condi¢des ambientais (Sousa et al., 1995) e distribuida em regides
tropicais, subtropicais e em algumas regides temperadas (Vaughan, 1994). O feijdo
comum é uma espécie de leguminosa que apresenta um grande numero de variedades e
cultivares distribuidas em diferentes continentes devido ao seu alto valor para nutricdo
humana (Peixoto et al., 2000). O consumo de ambas as espécies pode levar a diversos
efeitos benéficos a salide humana devido a presenca de compostos antioxidantes (Walter
e Marchesan, 2011; Lopez et al., 2013).

Devido a importancia alimentar do arroz e feijdo, grandes colecbes de
germoplasma foram estabelecidas, ha estudos sobre avaliacdo citotdxica, mutagénica e
genotoxica em O. sativa (Mei et al., 1994; Todoriki e Toru, 1999; Mohanty et al., 2004;

Wei et al., 2006; Shi et al., 2010; Endo et al., 2012; Kwon et al., 2013; Macovei e
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Tuteja, 2013; Macovei et al., 2014) e em P. vulgaris (Hallak et al., 1999; Khan et al.,
2002, Cenkci et al., 2010). A utilizacdo de metodologias para detectar danos ao DNA
baseadas na quebra e ma segregacdo cromossomica desempenhariam um papel
importante na compreensdo da estabilidade genémica e viabilidade de sementes
armazenadas em bancos de germoplasma porque a perda da estabilidade gendmica é um
dos estagios iniciais no processo de deterioracdo de sementes (Peixoto et al., 2006).
Neste caso, o metanossulfonato de metila (MMS) foi usado como composto de
referéncia para induzir tais danos em sementes de arroz e feijdo. O MMS é um agente
alquilante capaz de adicionar grupos metil a uma série de sitios nucleofilicos nas bases
do DNA (Wyatt e Pittman, 2006; Malini et al., 2010), o que pode ocasionar anomalias
cromossdmicas (Kaina, 2004). Este composto é usado para avaliagdo mutagénica e
genotoxica em diferentes organismos, desde fungos (Myung e Kolodner, 2003) a
roedores (Muto et al., 2015; Plappert-Helbig et al., 2015).

O principal objetivo do presente estudo foi testar metodologias citogenéticas
conhecidas e teste de eletroforese em gel de célula individualizada (teste cometa) como
ferramentas para medir a instabilidade genbmica em sementes armazenadas em bancos

de germoplasma.

Materiais e Métodos
Material vegetal

Sementes de dois acessos de O. sativa (BGA012099 “Ferrinho” e BGA008070
“Primavera”) e de dois acessos de P. vulgaris (GF0O04 e GF007) foram obtidas do
Banco Ativo de Germoplasma de Arroz e Feijao (Embrapa Arroz e Feijdo, Santo

Antbnio de Goias, GO, Brasil). A germinacéo inicial das sementes foi de 97 e 94% para
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0 acesso de O. sativa BGA012099 Ferrinho e BGA008070 Primavera, respectivamente,

e 56 e 99% para o0 acesso de P. vulgaris GF004 e GF007, respectivamente.

Quimicos

O MMS (CAS N. 66-27-3), brometo de etidio, dodecil sulfato de sddio, tris
(hidroximetil) metano, acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e &cido borico foram
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). A agarose de ponto normal de
fusdo (NMP) foi adquirida da empresa Life Technologies (Nova lorque, EUA) e a
agarose de baixo ponto de fusdo (LMP) da empresa Laboratorios Conda (Madri,

Espanha).

Testes citogenéticos

Vinte sementes dos dois acessos de O. sativa (2n = 2x = 24) e 30 sementes dos
dois acessos de P. vulgaris (2n = 2x = 22) foram embebidas a concentracGes diferentes
de MMS por trés intervalos de tempo: MMS 5 mg/L por 4, 8 e 24 h; MMS 10 mg/L por
4,8 e 24 he MMS 15 mg/L por 4, 8 e 24 h. Além desses tratamentos, as sementes dos
diferentes acessos foram embebidas em apenas agua destilada por 24 horas. Como
controle, foram utilizadas sementes de O. sativa e P. vulgaris sem exposi¢cdo ao MMS
ou a agua destilada. Em seguida, as sementes de cada tratamento foram semeadas em
substrato, rolo de papel tipo “germitest”, umedecido com agua destilada, na proporgéo
de 2,5 mL/g de papel seco. Os rolos de papel com sementes permaneceram em
temperatura ambiente (20-30°C) até as raizes atingirem o tamanho entre 1 a 2 cm para
O. sativa, e entre 1 a 3 cm para P. vulgaris. As raizes foram fixadas em solucdo Carnoy
(etanol/acido aceético glacial - 3:1 v/v) e armazenadas em etanol 70% até o preparo das

laminas.
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As laminas foram preparadas de acordo com a metodologia proposta por
Guerra e de Souza (2002), com modificacbes. As raizes foram lavadas em agua
destilada durante 5 min, hidrolisadas em &cido cloridrico (5N) por 25 min, lavadas
novamente em agua destilada por 2 min e dispostas nas laminas para o corte da regido
meristematica das raizes e consequente coloracdo com orceina acética 2% durante 15
min. Em seguida, a regido meristematica foi recoberta por uma laminula e, entéo,
avaliadas em microscopio optico (1.000 X).

Foram avaliadas 1.000 células por raiz sendo utilizadas quatro raizes por grupo
em um total 4.000 células analisadas por cada grupo testado. Os parametros utilizados
para caracterizar os grupos foram: (a) indice Mitdtico como indicativo de
citotoxicidade, (b) frequéncia de Anomalias cromossémicas, e (c) frequéncia de
Micronucleos (MNs) como indicativo de mutagenicidade. Para a andlise de alteracfes
cromossémicas, foram avaliados cromossomos retardatarios e pontes cromossémicas
em anafase e/ou teléfase e fragmentos cromossémicos em metafase, anafase e/ou

telofase. A avaliacdo das laminas foi feita em teste cego.

Teste cometa

10 sementes dos dois acessos de O. sativa e dos dois acessos de P. vulgaris
foram embebidas a concentracGes diferentes de MMS por um Unico intervalo de tempo:
MMS 5 mg/L por 24 h; MMS 10 mg/L por 24 h e MMS 15 mg/L por 24 h. De forma
similar aos testes citogenéticos, um grupo de sementes de O. sativa e P. vulgaris
também foi submetido a embebicdo em agua destilada por 24 h. O controle consistiu de

sementes de O. sativa e P. vulgaris sem exposi¢cdo ao MMS ou a 4gua destilada.
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Suspensdes celulares foram obtidas a partir de embriGes de sementes dos dois
acessos de arroz e feijdo para consequente processamento no teste. A obtencdo das
suspensdes celulares foi feita de acordo com Koppen e Cerda (1997), com algumas
adaptacdes. Os embrides coletados foram transferidos para microtubos de 2 mL
contendo 1 mL de tampéo fosfato salina (PBS) frio, macerados e deixados por 1 h em
geladeira. Em seguida, o sobrenadante foi utilizado para a realizacdo do teste cometa.

O teste cometa foi realizado de acordo com Cerda et al. (1997), com
modificacdes. Quinze microlitros da suspensdo celular foram misturados com 85 uL de
agarose LMP (0,8%) a 45°C e dispostos em laminas pré-cobertas com agarose NMP
(0,5%). Em seguida, as laminas foram recobertas imediatamente com laminula,
colocadas em placa de metal, e levadas primeiro a refrigerador e depois a geladeira por
5 minutos cada. Apo6s a solidificacdo do gel de agarose, as laminulas foram retiradas e
as laminas imersas em solugdo tampéo TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,4)
contendo 2,5% de dodecil sulfato de sodio por 30 min. Apoés a etapa de lise, as laminas
foram transferidas para uma cuba de eletroforese contendo solucdo tampdo TBE e
deixadas em descanso por 5 min antes da corrida de eletroforese a 0,5 VV/cm por 2 min.
Para a determinacdo da voltagem mais adequada para a observacdo dos nucleoides de
embrides de O. sativa e de P. vulgaris foram feitos testes SCGE com diferentes
voltagens (0,5, 0,75, 1 e 2 V/cm para o arroz e 0,5, 0,75 e 1 V/cm para o feijao) por 2
minutos. Posteriormente a eletroforese, as laminas foram mergulhadas em agua
destilada gelada por 10 min, secas a temperatura ambiente e guardadas em geladeira até
0 momento de coloragdo. As laminas foram coradas com 50 pL de brometo de etidio
(20 pg/mL) e analisadas em microscopio de fluorescéncia (400 X) usando filtros de
excitacdo e emissdo de 546 nm e 590 nm. Todos os passos foram realizados em luz

fraca ou amarela. Trés laminas foram preparadas para cada grupo de ambas as espécies
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sendo que nas laminas de O. sativa, foram analisados entre 20 a 50 nucleoides por
lamina, devido a pequena quantidade de nucleoides obtidos em algumas laminas, e nas
laminas de P. vulgaris, foram analisados 50 nucleoides por lamina. A avaliacdo dos
nucleoides de embrides de O. sativa e de P. vulgaris foi feita usando o programa Comet
Assay IV versdo 4.3.1 sendo o parametro intensidade da cauda escolhido para medir 0s
danos ao DNA como indicativo de genotoxicidade. A avaliacao das laminas foi feita em

teste cego.

Anélise estatistica
As analises estatisticas dos dados dos testes citogenéticos e do cometa foram
feitas com o software GraphPad Prism versdo 5.00, por meio de One-way ANOVA

seguido Teste de Tukey com niveis de significancias de p < 0,05.

Resultados e Discussao

Inicialmente, sementes de O. sativa e P. vulgaris foram expostas somente a
agua destilada por 24 h para verificar a influéncia da embebicao, pois 0 excesso de dgua
poderia ser prejudicial para as sementes e interferir indiretamente na oxigenacdo do
embrido (Black et al., 2006). Entretanto, observou-se que a embebicao das sementes em
agua por 24 h ndo induziu danos observaveis (p > 0,05) nos testes citogenéticos e do

cometa em sementes dos dois acessos de O. sativa e P. vulgaris avaliados.

Testes citogenéticos
Nos acessos avaliados de O. sativa, 0 MMS inibiu significativamente o IM das
células meristematicas de raizes do acesso BGA012099 “Ferrinho” na concentragao de

15 mg/L por 4 e 8 h, quando comparado com o controle (Tabela 1). Além disso, o
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MMS diminui significativamente o IM das células meristematicas de raizes do acesso
BGA008070 “Primavera” na concentragdo de 15 mg/L por 4 h, quando comparado com
o controle. (Tabela 2). No acesso de P. vulgaris GF004, o0 MMS na concentracdo de 10
e 15 mg/L por 24 h reduziu o IM das células meristematicas de raizes do acesso
diferindo estatisticamente dos demais grupos testados (Tabela 3). Isto indica que o
tempo de exposicao pode ser um fator determinante para a observacéo destes efeitos. No
acesso de P. vulgaris GF007, o MMS reduziu significativamente o IM das células
meristematicas de raizes na concentracao de 15 mg/L por 24 h, quando comparado aos
grupos controle e agua destilada (Tabela 4).

Em mamiferos, o MMS produz forquilhas de replicacdo em colapso ou
paralisadas devido a adicdo de grupos metil a molécula de DNA impedindo a
progressao da replicacdo do DNA no ciclo celular (Wyatt e Pittman, 2006). Embora nédo
tenham sido reportadas na literatura acGes citotoxicas do MMS nas plantas avaliadas
neste presente estudo, a citotoxicidade do MMS tem sido relatada em células
meristematicas de raizes de plantas, como Allium cepa L. (Rank e Nielsen, 1993), sendo

bem estabelecido como controle positivo no teste A. cepa (Liman et al., 2015).
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Tabela 1 — indice mitdtico, frequéncia de anomalias cromossdmicas e de microntcleos obtidos nos testes citogenéticos de células da regido
meristematica (n = 4.000) de raizes de Oryza sativa L. acesso BGA012099 “Ferrinho” expostas ao metanossulfonato de metila (MMS).

Anomalias cromossdmicas

Frequéncia de

Grupos Indice Mitotico Cromossgn?os Fragmentos Pontes Frequéncia Total microndcleos
Retardatéarios

Controle 8,42 +0,91 0,25+ 0,50 — — 0,25+ 0,50 —
Agua destilada 6,82 + 0,68 1,00 £ 0,81 0,25+ 0,50 — 1,25+ 0,50 —

MMS 5 mg/L
4 h 7,42 + 1,47 0,25+ 0,50 — — 0,25+ 0,50 —
8h 8,35 + 0,42 1,00 + 0,81 — — 1,00 + 0,81 —
24 h 7,77 +1,07 0,75+0,95 — 0,50+0,74 1,25+0,95 —

MMS 10 mg/L
4h 7,67+1,17 1,75+ 0,95 0,75+ 0,95 — 2,50+1,00 0,25+ 0,50
8h 7,40 + 0,60 1,25+ 0,95 0,75+ 0,50 0,75+0,95 250+1,29 0,25+ 0,50
24 h 8,40 + 0,49 1,75+1,70 0,25+ 0,50 0,75+1,50 2,75+1,50% —

MMS 15 mg/L
4 h 6,27 + 0,76 0,75+1,50 0,50 £ 0,57 — 1,25+ 1,25 —
8h 6,02 +0,91*" — 025+050 050+100 0,75+0,95 —
24 h 6,95 + 0,62 1,50+1,73 — — 1,50+1,73 —

Controle = sementes ndo expostas a0 MMS (metanossulfonato de metila) ou a agua destilada. (—) = néo gbservadgi Os dados estdo
representados pelas médias + SD; ?significante em relacdo ao controle; One-way ANOVA seguido Teste de Tukey. (' p<0,05; p<0,01).
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Tabela 2 — indice mitdtico, frequéncia de anomalias cromossdmicas e de microntcleos obtidos nos testes citogenéticos de células da regido

meristematica (n = 4.000) de raizes de Oryza sativa L. BGA008070 “Primavera” expostas ao metanossulfonato de metila (MMS).

Anomalias cromossdmicas

Frequéncia de

indice Mitdti : : .
Grupos ndice Mitotico Cromossgn?os Fragmentos Pontes Frequéncia Total micronucleos
Retardatarios

Controle 8,056+1,30 — — — — —
Agua destilada 6,77 + 0,49 0,50 £ 0,74 — — 0,50 £ 0,74 —

MMS 5 mg/L
4 h 7,42 £1,47 0,50+ 0,74 — — 0,50+ 0,74 —
8h 8,35+ 0,42 0,50 + 1,00 0,50 £ 0,74 050+1,00 150+1,73 —
24 h 7,77 £1,07 — 0,50+ 0,74 — 0,50+ 0,74 —

MMS 10 mg/L
4 h 7,40 £ 0,77 0,50 + 1,00 1,25+ 1,50 — 1,75+1,25 0,25+ 0,50
8h 7,50 £ 0,50 1,00+ 0,81 1,25+ 0,95 050+1,00 2,75+ 1,50° 0,50 £ 0,57
24 h 717214 0,75+ 1,50 2,25+125°"  — 3,00+ 1,157 —

MMS 15 mg/L X
4 h 5,77 + 0,85 0,75+ 1,50 0,50 £ 0,57 0,25+0,50 1,50+2,38 —
8h 7,00+ 0,98 0,25+ 0,50 0,25+ 0,50 — 0,50 + 0,57 —
24 h 7,85+ 1,05 0,75+ 0,95 0,75 £ 0,50 — 1,50+ 1,29 —

Controle = sementes ndo expostas a0 MMS (metanossulfonato de metila) ou a agua destilada. (—) = ndo observado. Os dados estdo
representados pelas médias + SD; ? significante em relacdo ao controle; ® significante em relacdo ao grupo agua destilada; One-way ANOVA
seguido Teste de Tukey. ('p<0,05; ~p<0,01).



56

Tabela 3 — indice mitdtico, frequéncia de anomalias cromossdmicas e de microntcleos obtidos nos testes citogenéticos de células da regido

meristematica (n = 4.000) de raizes de Phaseolus vulgaris L. acesso GF004 expostas ao metanossulfonato de metila (MMS).

Anomalias cromossdmicas

Frequéncia de

Grupos Indice Mitotico CmmOSS‘?”_‘OS Fragmentos  Pontes Frequéncia Total micronucleos
Retardatarios

Controle 592 +1,29 — — — — —
Agua destilada 5,15 + 1,00 — — — — —

MMS 5 mg/L
4h 5,67 +1,43 1,00 + 1,15 0,75+0,95 — 1,75+ 1,70 —
8h 5,17 + 1,55 0,25 + 0,50 050 +057 — 0,75 + 0,95 —
24 h 3,95+0,91 0,25 + 0,50 0,75+0,95 — 1,00 + 1,15 0,50 + 0,57
MMS 10 mg/L
4h 4,72 0,49 0,25 + 0,50 050+057 — 0,75 + 0,50 —
8h 4,85+ 0,68 1,00 + 0,007 025+050 — 1,25 + 0,504 —
24 h 2,72 + 0,477 0,50 £ 0,57 — 0,25+0,50 0,75+0,95 0,25 + 0,50
MMS 15 mg/L
4h 7,87 +2,45 1,25 + 0,507 PTTeTE — 1,25 + 0,50% PTTeTE
8h 4,15+ 0,56° 0,25 + 0,50 — — 0,25 + 0,50 —
24 h 1,82 + 0,907 — — — — —

Controle = sementes ndo expostas a0 MMS (metanossulfonato de metila) ou a

de Tukey. ('p<0,05; “p<0,01; ~"p<0,001).

agua destilada. (—) = ndo observado. Os dados estdo
representados pelas médias + SD; @ significante em relacdo ao controle; ° significante em relacdo ao grupo agua destilada; ° significante em
relacio ao tempo de 4 h; ¢ significante em relacéo ao tempo de 8 h; ®significante em relac&o ao tempo de 24 h. One-way ANOVA seguido Teste



57

Tabela 4 — indice mitdtico, frequéncia de anomalias cromossdmicas e de microntcleos obtidos nos testes citogenéticos de células da regido
meristematica (n = 4.000) de raizes de Phaseolus vulgaris L. acesso GF007 expostas ao metanossulfonato de metila (MMS).

Anomalias cromossdmicas

Frequéncia de

Grupos Indice Mitotico Cromossgn?os Fragmentos Pontes Frequéncia Total micronucleos
Retardatarios

Controle 7,90 £ 1,60 — — — — —
Agua destilada 5,97 1,21 0,25 + 0,50 — — 0,25 + 0,50 —

MMS 5 mg/L
4 h 8,00 £ 1,60 0,25 £+ 0,50 — 0,25+0,50 0,50+0,57 0,25 £ 0,50
8h 5,47 +£2,10 0,25 £ 0,50 0,25 £ 0,50 — 0,50 £ 1,00 —
24 h 6,37 £ 2,65 0,25 £ 0,50 — — 0,25 £ 0,50 —

MMS 10 mg/L
4 h 8,15 + 3,37 — — 0,25+0,50 0,25+0,50 —
8h 6,67 +1,21 0,25+ 0,50 — — 0,25+ 0,50 —
24 h 517 1,42 1,50+1,73 0,25 +£0,50 — 1,75+1,70 —

MMS 15 mg/L
4 h 8,35+ 1,27 0,50 £ 1,00 0,25 £ 0,50 0,25+050 1,00+1,41 —
8h 7,07 £1,87 0,50 £ 0,57 — 0,75+150 1,25+1,89 —
24 h 452 £0,95°°  125+1,25 025+050 — 1,50 +1,29 —

Controle = sementes ndo expostas a0 MMS (metanossulfonato de metila) ou a agua destilada. (—) = ndo observado. Os dados estdo
representados pelas médias + SD; ° significante em relacéo ao controle; ° significante em relacio ao grupo agua destilada. One-way ANOVA
seguido Teste de Tukey. (' p<0,05).
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Ha uma série de eventos que ocorrem na semente até a sua completa germinacao. O
metabolismo das sementes comeca apés a hidratacdo. A respiracao e a sintese de proteinas séo
retomadas minutos depois da hidratacdo seguido da sintese de RNA, dos mecanismos de
reparo e da sintese de DNA. O dltimo evento na germinacdo é a expansdo das células da
radicula precedendo a divisao celular. A maioria das sementes nao consegue germinar quando
imersa em agua, entretanto algumas sementes de plantas aquéaticas, como 0 arroz, conseguem
germinar bem nesta condicdo (Black et al., 2006). Esta caracteristica do arroz poderia ajudar a
explicar o fato de ndo ter sido observado efeitos citotoxicos ocasionados pelo MMS em
acessos de O. sativa no periodo de 24 h para 0 acesso BGA012099 “Ferrinho”, e nos periodos
de 8 e 24 h para o acesso BGA008070 “Primavera”. A absor¢do do MMS nos primeiros
periodos de exposicdo por estes acessos de O. sativa poderia retardar 0s eventos que ocorrem
até a germinacdo, principalmente o reparo e a sintese de DNA, que seriam retomados mais
tarde. Isto é corroborado pela auséncia de efeitos citotoxicos nos periodos de exposicdo
maiores.

Importante mencionar que para sementes do acesso de feijdo GFO004, valores
menores de IM ja foram observados em concentragbes intermedidrias de MMS,
diferentemente do arroz. E para a maior concentracdo, de 15 mg/L, o periodo de 8 h foi
suficiente para reduzir o IM, quando comparado ao grupo MMS 15 mg/L por 4 h. Pode-se
sugerir também, que para sementes de feijao, o processo de reparo e sintese de DNA possam
ocorrer em estagios iniciais de embebicdo. Comparando os dois acessos de feijdo, a
germinacdo inicial das sementes do acesso GF0O07 era de 99%, bem superior a do acesso
GF004, que era de 56%. Isso pode ter influenciado numa maior sensibilidade das sementes do

acesso GF004 aos efeitos deletérios do MMS.
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A mutagenicidade também pode ser analisada pelos testes citogenéticos em células
meristematicas de raizes de plantas através das frequéncias de anomalias cromossomicas e
MNs (Leme e Marin-Morales, 2009). O MMS ocasionou efeitos mutagénicos pelo aumento
significativo da frequéncia de anomalias cromossdmicas em células meristematicas de raizes
de O. sativa na concentragdo de 10 mg/L expostas por 24 h no acesso BGA012099 “Ferrinho”
e por 8 e 24 h no acesso BGA008070 “Primavera”. Nesse ultimo acesso, houve um aumento
significativo de fragmentos cromossémicos por um periodo de exposicdo de 24 h em relagédo
ao grupo controle e agua destilada. O aumento significativo de fragmentos cromossémicos
induzidos por MMS em células meristematicas de raizes de O. sativa corrobora com o que
tem sido relatado sobre a acdo clastogénica do MMS (Kaina, 2004). A capacidade do MMS
de produzir quebras parece depender em grande parte da geracdo de intermediarios de reparo
por excisdo de base (BER), uma vez que estudos sugerem que os intermediarios de BER
gerados pela remocao de N-metilpurinas sdo toxicos e clastogénicos (Wyatt e Pittman, 2006).

No acesso de P. vulgaris GF004, o MMS na concentragdo de 10 mg/L por 8 h
induziu um aumento na ocorréncia de cromossomos retardatarios em celulas meristematicas
de raizes do acesso GF004, o que diferiu estatisticamente dos grupos controle, agua destilada
e MMS 10 mg/L por 4 h (Tabela 3). Também houve um aumento da frequéncia total de
anomalias cromossdmicas nas células meristematicas das raizes para o grupo MMS 10 mg/L
por 8 h, quando comparado com o controle e agua destilada. Efeitos similares foram
encontrados para 0 MMS na concentragdo de 15 mg/L. Ou seja, houve um aumento da
presenca de cromossomos retardatarios e frequéncia total de anomalias cromossémicas apds
exposicdo a 4 h em relacdo a todos os grupos testados. O fato de nédo ter sido observado um
aumento significativo de cromossomos retardatarios e anomalias cromossémicas em periodos
posteriores aos periodos observados nas concentracdes de 10 e 15 mg/L no acesso de feijao

GFO004 (p>0,05) pode ser explicado devido a inibicdo do IM em um periodo de exposi¢éo de
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24 h, pois as anomalias cromossémicas avaliadas neste estudo necessitam de células em
divisdo para que sejam observadas (Rank, 2003). MMS é um agente clastogénico, ou seja,
promove quebras cromossdmicas e a indugdo de cromossomos retardatarios tem sido relatada
em plantas, como em Capsicum annum L. (Gulfishan et al., 2011; 2012) e Vicia faba L.
(Sharma et al., 2009) e também foi observada no presente estudo. No acesso de P. vulgaris
GF007, o ndo produziu um aumento significativo na frequéncia de anomalias cromossémicas
nas células meristematicas de raizes nos dois acessos testados de P. vulgaris, quando
comparado com o controle (Tabela 4).

Embora tenha havido um aumento significativo da frequéncia de anomalias
cromossémicas nos acessos de O. sativa “Ferrinho” ¢ BGA008070 “Primavera” e no acesso
de P. vulgaris GF004, o0 MMS néo induziu um aumento significativo na frequéncia de MNs
as células meristematicas de raizes nos dois acessos testados de O. sativa e P. vulgaris,
guando comparado com o controle. Além disso, os micronucleos encontrados foram de
tamanho pequeno sugerindo que estes foram originados de acdo clastogénica. As anomalias
cromossémicas sdo os principais mecanismos de formacdo de MNs, porém podem néo
produzir MNs nas células filhas, uma vez que cromossomos retardatarios, pontes
cromossomicas e fragmentos cromossomicos originados de pontes podem ser corrigidos, ou

ter seus efeitos minimizados (Rao et al., 2008).

Teste cometa

Antes da realizagdo do teste do cometa, foram verificadas diferentes voltagens
durante a etapa de eletroforese. Isso foi realizado com a finalidade de determinar qual a
voltagem mais adequada para observacdo de nucleoides de embrides de O. sativa e de P.
vulgaris. Como descrito na literatura, a percentagem de DNA na cauda de nucleoides

encontrada no controle deve ser entre 10 a 20% a para evitar resultados falso-positivo e erros
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estatisticos (Lovell e Omori, 2008). Somente a voltagem de 0,5 V/cm mostrou resultados
entre 10 e 20 %, sendo, portanto, a voltagem mais adequada (Figura 1). Deve-se ressaltar que
foi utilizada versao neutra do teste, na qual os nucleoides de células ndo tratadas com agente
genotoxico possuem mais DNA na regido da cauda do cometa quando comparada aos
nucleoides da versdo alcalina do teste (Olive e Banath, 2006). Por isto, os valores das
percentagens media da intensidade da cauda dos nucleoides do controle dos dois acessos de

O. sativa foram préximos ao limite maximo estabelecido de 20%.
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Figura 1 — Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides submetidos a diferentes
voltagens no teste de eletroforese em gel de célula Unica. A) Nucleoides de embrides de
sementes de O. sativa. B) Nucleoides de embrides de sementes de P. vulgaris. Os dados estdo
representados pelas médias + SEM.

Os resultados dos testes do cometa estdo representados nas Figuras 2 e 3. O MMS
ocasionou um aumento significativo da intensidade da cauda de nucleoides de embrides dos
dois acessos avaliados de O. sativa em todas as concentragdes testadas, quando comparado
com o controle (Figura 2). No acesso de arroz BGA012099 “Ferrinho”, o MMS na
concentra¢do de 15 mg/L também diferiu estatisticamente do grupo &gua destilada (Figura

2A) e no acesso de arroz BGA008070 “Primavera” as concentracfes de MMS que diferiram

estatisticamente do grupo &gua destilada foram de 5 e 10 mg/L (Figura 2B).
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Figura 2 — Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides de Oryza sativa L.
expostos a diferentes concentracbes de metanossulfonato de metila (MMS). A) acesso
BGAO012099 “Ferrinho”. B) acesso BGA008070 “Primavera”. Os dados estdo representados
pelas médias + SEM. Controle = sementes ndo expostas a0 MMS ou a agua destilada. ?
Significante em relacdo ao controle. ° Significante em relacéo ao grupo agua destilada. One-
way ANOVA seguido Teste de Tukey. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Nos acessos de P. vulgaris, 0 MMS também produziu um aumento significativo da
intensidade da cauda de nucleoides de embrides em todas as concentracdes testadas (Figura
3), exceto na concentracdo de 5 mg/L no acesso de P. vulgaris GF004 (Figura 3A). No
acesso de feijdo GF004, houve também um aumento da intensidade da cauda dos nucleoides
nas concentracdes de 10 e 15 mg/L de MMS, quando comparados ao grupo agua destilada,
sendo que a concentracdo de 15 mg/L ainda diferiu estatisticamente do grupo exposto ao
MMS na concentracdo de 5 mg/L. No acesso de feijdo GF007, somente a concentracdo de 15
mg/L de MMS diferiu estatisticamente do grupo agua destilada (Figura 3B). Os perfis dos
nucleoides obtidos no nosso laboratdrio para arroz e feijdo comum estdo mostrados na Figura
4. O MMS, quando usado como controle positivo para avaliar dois herbicidas auxinicos, na

concentracdo de 10 ppm, demonstrou alta atividade genotdxica no teste cometa meio alcalino

(pH 12,3) em raizes de P. vulgaris (Cenkci et al., 2010).
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Figura 3 — Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides de Phaseolus vulgaris
L. expostos a diferentes concentracdes de metanossulfonato de metila (MMS). A) acesso
GFO004. B) acesso GF007. Os dados estdo representados pelas médias + SEM. Controle =
sementes n3o expostas a0 MMS ou a agua destilada. ® Significante em relagdo ao controle.
Significante em relacdo ao grupo agua destilada. © Significante em relagdo ao grupo MMS 5
mg/L. One-way ANOVA seguido Teste de Tukey. (*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

Figura 4 — Perfis dos nucleoides observados no teste cometa em arroz e feijdo comum. A e
C) Nucleoides de embrides de controle de O. sativa e P. vulgaris, respectivamente. B e D)
nucleoides de embrides O. sativa e P. vulgaris expostas ao MMS, respectivamente.
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A versdo neutra do teste do cometa pode detectar quebras de fita simples e dupla
(Collins et al., 2008). Quebras de fita simples visualizadas durante o tratamento de células
com MMS sdo provaveis intermediarios de BER, enquanto, quebras de fita dupla sdo
resultantes de forquilhas de replicacdo que encontram danos metil ou quebras de fita
produzidas intermediarios por de BER (WYyatt e Pittman, 2006). Entretanto, danos observados
durante o teste do cometa podem ser reparados pelos mecanismos de reparo da célula (Villela
et al., 2003). Portanto, pode-se sugerir que 0s danos genotoxicos ocasionados pelo MMS nos
dois acessos de O. sativa e P. vulgaris avaliados podem ser passiveis de reparo.

O teste cometa é um bioensaio de avaliacdo a danos ao DNA muito sensivel, e esta
sensibilidade pode ter contribuido para a deteccdo dos danos ocasionados pelo MMS em
concentracdes que ndo produziram efeitos significativos nos testes citogenéticos. Além disso,
este teste foi realizado logo ap6s a exposicdo das sementes de arroz e feijao ao MMS,
enguanto, houve a necessidade de germinacao das sementes para 0s testes citogenéticos apos
a exposicdo ao MMS. A germinacdo e crescimento levaram 2 a 5 dias para obtencdo de raizes
no tamanho ideal para os testes citogenéticos. Este periodo pode ser suficiente para que danos
ao DNA sejam reparados (Villela et al., 2003). Vale ressaltar que a utilizacdo de testes
citogenéticos em conjunto com teste do cometa proporciona uma melhor compreensdo dos
resultados obtidos, uma vez que danos como a formacdo de micronucleos sao irreversiveis nas

células, enquanto que, os danos no teste do cometa podem ser reparados (VASQUEZ, 2010).

Concluséo

As sementes de arroz e feijdo mostraram sensibilidade aos efeitos citotdxicos,
mutagénicos e genotoxicos do MMS. Este estudo fornece contribuicGes para a padronizacéo
de metodologias para avaliar citotoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade em sementes

de arroz e feijdo. Demonstrou-se que o teste cometa foi mais sensivel que os testes
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citogenéticos usados. O teste cometa, em particular, pode ser proposto para avaliacdo da
instabilidade gendmica em acessos de arroz e feijdo em bancos de germoplasma. Isto pode
contribuir para estabelecer uma ferramenta sensivel para detectar a deterioragdo ocasionada
pelo envelhecimento acelerado e pelas condicbes de armazenamento em bancos de

germoplasma.
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do envelhecimento acelerado sobre a
integridade genética em sementes de arroz (Oryza sativa L.) e feijao (Phaseolus vulgaris L.).
Ambas as espécies foram envelhecidas artificialmente a 45 °C sendo as sementes de arroz
expostas por um periodo de 40, 72, 96 e 120 h e as sementes de feijdo por 24, 48, 72, e 96 h.
Testes de primeira contagem, germinagdo e indice de velocidade de germinacdo foram
realizados para medir a qualidade fisioldgica das sementes e testes citogenéticos e cometa
foram realizados para avaliar a integridade genética dos diferentes lotes de sementes. A
medida que houve o aumento do periodo de envelhecimento, houve diminuicdo na
germinacdo, vigor e indice mitético, bem como o aumento da frequéncia de anomalias
cromossémicas e quebras do DNA em ambas as espécies avaliadas. Os nossos resultados
sugerem que o envelhecimento causa inibicdo do indice mitético, 0 aumento de anomalias
cromossdmicas e da fragmentacdo do DNA dos acessos de arroz e feijdo avaliados. Estes
dados fornecem os primeiros passos para demonstrar o potencial uso dos testes citogenéticos e

cometa em programas de conservacao de sementes.

Palavras-chave: Oryza sativa L., Phaseolus vulgaris L., envelhecimento acelerado, teste

citogenéticos, teste cometa.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre a integridade genética de sementes armazenadas em bancos de
germoplasma tem potencial para ser utilizado, em conjunto com evidéncias fisioldgicas e
bioquimicas, como uma ferramenta capaz de melhorar o manejo de bancos. Isto pode permitir
a identificacdo precoce do processo de deterioracdo de sementes e planejar a regeneracdo dos
acessos antes que a reducdo de viabilidade e, consequentemente, 0 uso dos recursos genéticos
em cruzamentos e/ou comprometa a variabilidade genética dos mesmos, pela perda de alguns
genotipos. Uma vez que a perda da integridade genética é um dos estagios iniciais no
processo de deterioragdo de sementes (PEIXOTO et al., 2006), metodologias para avaliar
danos ao DNA baseadas na quebra e ma segregacdo cromossdémica poderiam auxiliar na
compreensdo da integridade genética e viabilidade de sementes armazenadas em bancos de
germoplasma.

Para estudar os mecanismos da perda de vigor das sementes durante o
armazenamento, tratamentos que simulam o envelhecimento natural sdo usados como
prognoéstico para o vigor e longevidade das sementes (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008). A
obtencdo de sementes envelhecidas pode ser feita por meio do teste de envelhecimento
acelerado pela répida perda da percentagem de germinacdo em lotes de sementes submetidas
por um breve periodo a condi¢des de estresse (BLACK et al., 2006). O teste de
envelhecimento acelerado tem sido utilizado com sucesso em sementes economicamente
relevantes para predizer o seu comportamento durante o armazenamento (MONCALEANO-
ESCANDON et al., 2013; LIMA et al., 2014; MISSAQOUI e HILL, 2015; MOURAD et al.,
2016).

O arroz (Oryza sativa L., familia Poaceae) e o feijdo (Phaseolus vulgaris L., familia
Fabaceae) sdo os principais componentes de a dieta alimentar brasileira (BARBOSA, 2007) e,
por isto, grandes colecdes de germoplasma de ambas as espécies foram estabelecidas. N&o
tem sido relatado do uso de técnicas para medir a integridade genética em sementes de arroz e
feijdo envelhecidas artificialmente, para fins de conservagdo. O presente estudo teve por
objetivo avaliar a citoxicidade, mutagenicidade e genotoxicidade de sementes de arroz e feijdo
submetidas ao teste de envelhecimento acelerado por meio do uso de testes citogenéticos e
pelo teste cometa com a finalidade de observar o comportamento quanto a integridade

genética de sementes de arroz e feijdo envelhecidas artificialmente.
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MATERIAIS E METODOS

MATERIAL VEGETAL

Sementes de dois acessos de O. sativa (BGA007553 Formoso e BGAO008070
Primavera) e de dois acessos de P. vulgaris (GF003 e GF007) foram obtidas do Banco Ativo
de Germoplasma de Arroz e Feijdo (Embrapa Arroz e Feijao, Santo Antdnio de Goiéas, Goias,
Brasil). As sementes foram mantidas em camara de secagem climatizada (20°C e 15% de UR,

constantes) até a realizacao dos testes.

TESTE DE ENVELHECIMENTO ACELERADO

O teste de envelhecimento acelerado foi realizado de acordo com Marcos Filho
(1999), com modificagdes. O teste foi conduzido em caixas de plastico tipo “gerbox” onde
200 sementes de arroz e feijdo foram distribuidas sobre uma tela suspensa no interior de
caixas contendo 40 mL de &gua. As caixas foram mantidas em incubadora a 45°C por 40, 72,
96 e 120 horas para as sementes de arroz e por 24, 48, 72 e 96 horas para as sementes de
feijdo. Sementes de arroz e feijdo ndo expostas ao envelhecimento acelerado foram referidas
como controle negativo (0 h). As sementes de feijdo foram pré-embebidas em germinador tipo
“mangelsdorf” regulado para a temperatura de 25°C dentro de sacos de papel tipo “Kraft” por
48 horas, antes do teste de envelhecimento acelerado. Esse procedimento foi para possibilitar
que as sementes atingissem um contetido de dgua que possibilitasse o envelhecimento, ja que
as sementes dos acessos utilizadas apresentavam baixa taxa de absorcdo de agua. A pré-
embebicdo ndo foi necessaria para as sementes de arroz.

Apds o envelhecimento acelerado, 100 sementes de cada tratamento dos dois acessos
de arroz e feijao foram submetidas aos testes de primeira contagem e contagem final do teste
de germinacdo, e indice de velocidade de germinacédo para avaliar a qualidade fisioldgica das
sementes. O restante das sementes (100 sementes) foi submetido ao processo de secagem em
camara de secagem por um més e, depois, acondicionadas em embalagens aluminizadas
hermeticamente fechadas e mantidas em camara de espera regulada para 10 °C e 30% de UR,
até a realizacdo dos testes citogenéticos e cometa para a avaliacdo da integridade genética.
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TESTES DE GERMINACAO E PRIMEIRA CONTAGEM

O teste de germinacéo foi realizado segundo recomendacdes das Regras para Analise
de Sementes (BRASIL, 2009), com adaptagdes. Quatro repeticdes de 25 sementes de cada
tratamento dos dois acessos de arroz e feijdo foram semeadas em substrato rolo de papel tipo
“germitest” umedecido com dgua destilada na propor¢do de 2,5 vezes a massa do papel seco.
Os rolos foram mantidos em germinador regulado na temperatura de 25°C. Foram avaliadas
as porcentagens de plantulas normais (germinacdo) e anormais, sementes duras e mortas ao
décimo quarto dia ap6s a semeadura para as sementes de arroz e ao nono dia para as sementes
de feijdo. Os resultados foram expressos em porcentagem média das repeticdes.
Conjuntamente com o teste de germinacao, foi realizada a primeira contagem, ao quinto dia

apos semeadura para ambas as espécies avaliadas (BRASIL, 2009).
INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINAQAO

O indice de velocidade de germinacédo (IVG) foi realizado conjuntamente com o teste
de germinacdo. As plantulas normais foram contabilizadas em dias alternados ap6s o quinto
dia de semeadura até a estabilizacdo da contagem, que ocorreu no final do teste de
germinacdo. O IVG foi a média aritmética das quatro repeticdes, determinado de acordo com
a formula proposta por Maguirre (1962):

IVG :E+E+...+@
N1 N2 Nn

onde:
IVG = indice de velocidade de germinacdo
Gl1, G2, ... Gn = numero de plantulas normais, computadas na primeira contagem,
segunda contagem, ..., Gltima contagem.
N1, N2, ... Nn = numero de dias de semeadura a primeira, segunda, ... , Gltima

contagem.
TESTES CITOGENETICOS
Vinte sementes de cada tratamento dos dois acessos arroz (2n = 2x = 24) e feijdo (2n

= 2x = 22) foram semeadas em papel tipo “germitest”’, umedecido com agua destilada, na

proporcdo de 2,5 mL/g de papel seco para obtengdo de raizes e consequente processamento
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nos testes citogenéticos. Os rolos de papel com sementes permaneceram em germinador
regulado na temperatura de 25°C até as raizes atingirem o tamanho entre 1 a 2 cm para arroz,
e entre 1 a 3 cm para feijdo. As raizes foram fixadas em solugdo Carnoy (etanol/acido acético
glacial - 3:1 v/v) e armazenadas em etanol 70% até o preparo das laminas. Como controle
negativo, foram utilizadas sementes de arroz e feijdo ndo expostas ao envelhecimento
acelerado. Com base em Dantas et al. (2018), sementes de arroz expostas a 15 mg/L de MMS
por 4 h e sementes de feijdo expostas a 15 mg/L de MMS por 24 h foram utilizadas como
controle positivo.

As laminas foram preparadas de acordo com a metodologia proposta por Guerra e
Souza (2002), com modificacdes. As raizes foram lavadas em &gua destilada durante 5
minutos, hidrolisadas em acido cloridrico 5N por 35 minutos para raizes de arroz e 25
minutos para raizes de feijao, lavadas novamente em agua destilada por 2 minutos e dispostas
nas laminas para o corte da regido meristematica das raizes e coloragdo com orceina acética
2% durante 25 minutos. Em seguida, a regido meristematica foi recoberta por uma laminula e,
entdo, avaliadas em microscopio optico (1.000 X).

Foram avaliadas, no minimo, 1.000 células por raiz sendo utilizadas quatro raizes em
um total de no minimo 4.000 células analisadas para cada tratamento. Os parametros
utilizados para caracterizar os tratamentos foram: (a) indice mitético (IM) como indicativo de
citotoxicidade e (b) frequéncia de anomalias cromossémicas (ACs) por células avaliadas
como indicativo de mutagenicidade. Para a analise de ACs, foram avaliados cromossomos
retardatarios, desalinhamento em metéafase, fragmentos e pontes cromossémicas em anafase

e/ou telofase. A avaliacdo das laminas foi feita em teste cego.

TESTE COMETA

O teste cometa foi realizado em sementes de arroz e feijdo secas (sem estarem
embebidas) para determinar os efeitos genotoxicos e em sementes de arroz e feijdo embebidas
em papel “germitest” umedecido com agua destilada na propor¢do de 2,5 vezes a massa do
papel seco em germinador a temperatura de 25°C por 9 e 17 horas para observar a capacidade
de reparo de DNA nas sementes envelhecidas artificialmente.

A obtencdo das suspensdes celulares e a realizagdo do teste cometa foram conduzidas
de acordo com as adaptagOes feitas para sementes de arroz e feijdo por Dantas et al. (2018).
Dez embrides de cada tratamento foram coletados e divididos igualmente em dois microtubos

de 2 ml contendo 0,25 e 0,5 ml de tampéo fosfato salina frio para obter suspensdes celulares
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de arroz e feijdo, respectivamente. Em seguida, os embrides foram macerados e deixados por
no minimo 1 h em geladeira sendo o sobrenadante utilizado para a realiza¢éo do teste cometa.
O controle negativo consistiu de sementes de arroz e feijdo ndo expostas ao envelhecimento
acelerado dos acessos testados. Com base em Dantas et al. (2018), sementes foram imersas
em 10 mg/L de MMS por 24 h para o controle positivo.

Quinze microlitros da suspenséo celular de cada tratamento foram misturados com
85 ul de agarose LMP (0,8%) a 45°C e dispostos em laminas pré-cobertas com agarose NMP
(0,5%). Em seguida, as laminas foram recobertas imediatamente com laminula, colocadas em
placa de metal e levadas primeiro a refrigerador e depois a geladeira por 10 minutos cada.
Apos a solidificagdo do gel de agarose, as laminulas foram retiradas e as ldminas imersas em
solucdo tampédo TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,4) contendo 2,5 % de dodecil
sulfato de sodio por 30 minutos. Apds a etapa de lise, as laminas foram transferidas para uma
cuba de eletroforese contendo solugdo tampdo TBE e deixadas em descanso por 5 minutos
antes da corrida de eletroforese conduzida a 0,5 V/cm por 2 minutos. Depois, as laminas
foram mergulhadas em agua destilada gelada por 10 minutos, secas a temperatura ambiente e
guardadas em geladeira até o momento de coloracdo, a qual foi realizada com 50 uL de
brometo de etidio (20 pg/ml) e analisadas em microscopio de fluorescéncia (400 X) usando
filtros de excitacdo e emissdo de 546 nm e 590 nm. Todos os passos foram realizados em luz
fraca ou amarela. Foram feitas duas ldminas para cada grupo de ambas as espécies sendo
analisados no minimo 20 nucleoides por lamina, como sugerido por Dehon et al. (2008). A
avaliacdo dos nucleoides de embribes de O. sativa e de P. vulgaris foi feita pelo programa
Comet Assay IV versdo 4.3.1 sendo o parametro intensidade da cauda escolhido para medir 0s
danos ao DNA como indicativo de genotoxicidade.

ANALISE ESTATISTICA

As comparacOes entre 0s controles negativo e positivo dos testes citogenéticos e
cometa foram feitas pelo teste t ndo pareado. As demais anélises para comparagGes multiplas
(>3 grupos) foram realizadas por meio de One-way ANOVA seguido Teste de Tukey. A
analise dos dados foi feita com o software GraphPad Prism versdo 5.00, com niveis de
significancias de p<0,05.
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RESULTADOS

TESTES DE PRIMEIRA CONTAGEM, GERMINACAO E IVG

Os resultados dos testes de primeira contagem, germinacdo e IVG séo apresentados
na Tabela 1. O acesso Formoso apresentou uma diminuicdo significativa do percentual de
plantulas normais na primeira contagem nos periodos de 72, 96 e 120 h de envelhecimento
acelerado e diminuicéo significativa do IVG nos periodos de 96 e 120 h. Entretanto, no teste
de germinacdo, ndo foi observado influéncia do envelhecimento acelerado no percentual de
plantulas normais nas suas sementes. J& no acesso Primavera foi observado um decréscimo
significativo do percentual de plantulas normais na primeira contagem nos periodos de 96 e
120 h de envelhecimento acelerado, embora, ndo tenha sido observada diminuicao
significativa da germinagéo e do IVG.

Os acessos de feijao GF003 e GF007 tiveram um comportamento semelhante quanto
aos efeitos ocasionados pelo envelhecimento acelerado. Em ambos os acessos, houve uma
reducdo significativa do percentual de plantulas na primeira contagem, da germinacao e do
IVG nos periodos de 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado. Os baixos valores
encontrados na germinacdo de sementes envelhecidas por 72 e 96 horas foi influenciado pelo
aumento significativo do percentual de sementes mortas nestes periodos em relagdo aos

demais periodos.

TESTES CITOGENETICOS

Antes da avaliacdo dos efeitos do envelhecimento acelerado foi feita a comparacao
dos parametros analisados nos testes citogenéticos (IM e ACs) entre os controles negativo e
positivo, isto é, entre o material ndo envelhecido e o tratado com MMS. Nas células
meristematicas das raizes das plantulas de arroz, o controle positivo apresentou diminuicao
significativamente do IM em relacdo ao controle negativo em ambos 0s acessos (Tabela 2).
No acesso primavera de arroz, foi observado aumento na ocorréncia de cromossomos
retardatarios (efeito biologicamente), embora sem significado estatistico. Nas células
meristematicas das raizes das plantulas de feijdo, o MMS reduziu significativamente o IM e
induziu um aumento significativo na frequéncia total de ACs em relagdo ao controle negativo
em ambos 0s acessos, sendo 0s cromossomos retardatarios o principal tipo de aberracéo

encontrado (Tabela 3).
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Tabela 1 — Porcentagem de plantulas normais obtida na primeira contagem e final do teste de germinacdo, plantulas anormais, sementes
duras, sementes mortas, e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de arroz e feijdo submetidas a envelhecimento acelerado.

Teste de Germinagéo

ACessos Primeira contagem ANl S S VG
Germina(;éo Plantu a..S ementes ementes
anormals duras mortas

Formoso Oh 51,00 + 10,522 84,00+565  11,00+2,00 6,00 + 2,30 0 3,48 + 0,142
40 h 50,00 + 8,322 80,00+4,61  13,00+3,83 6,00+ 2,30° 1,00 + 2,00 3,41 + 0,072
72 h 32,00 + 4,61° 85,00 + 5,03 15,00 + 3,83 1,00 + 2,00° 0 3,20 + 0,222°
96 h 1,00 + 2,00° 87,00+824  11,00+6,83 1,00+ 2,00° 1,00 + 2,00 2,72 +0,38"¢
120 h 0° 87,00 + 3,83 6,00+516 2,00 +2,302" 5,00 + 6,00 2,63 +0,14°

Primavera Oh 33,00 + 8,86? 93,00 + 3,83 6,00 + 5,16 0? 1,00 + 2,00 3,47 £ 0,32
40 h 28,00 + 6,532" 84,00+7,30 16,00 +7,30 0° 0 3,15 + 0,29
72 h 23,00 + 5,03*"¢ 86,00 +516  14,00+5,16 0? 0 3,13+ 0,03
96 h 18,00 + 6,92°¢ 81,00+7,57  1500+6,00 3,00+ 2,00° 1,00 + 2,00 2,94 + 0,50
120 h 11,00 + 3,83° 80,00 +8,64 14,00+10,58 3,00+ 2,00° 3,00 + 3,83 2,82 +0,33

GF003 Oh 68,00 + 12,652 86,00 £5,16* 11,00 + 2,00 0 3,00 + 3,832 4,01 + 0,36°
24 h 71,67 + 10,412 80,00 + 10,00* 16,67 + 5,77 0 3,33+5,772 3,85 + 0,50
48 h 46,00 + 11,55° 68,00 + 8,64° 7,00 + 6,83 0 25,00 +2,00° 3,05+ 0,442
72 h 29,00 + 8,86"° 40,00 + 5,65" 8,00 + 6,53 0 52,00 £ 8,64° 1,81 +0,32°
96 h 17,00 + 12,81° 20,00 +£11,78° 5,00 + 2,00 0 75,00 £12,81° 0,94 + 0,60°

GF007 Oh 95,00 + 2,002 99,00 + 2,00° 0? 0 1,00 + 2,00 4,89 + 0,00
24 h 98,00 =+ 4,00 98,00 + 4,00° 1,00 + 2,00° 1,00 + 2,00 0° 4,90 + 0,202
48 h 92,00 + 7,302 95,00 +£3,83% 2,00+ 2,302 1,00 + 2,00 2,00 + 2,302 4,69 + 0,252
72 h 77,00 + 6,00° 85,00 +3,83° 3,00+ 2,00° 0 12,00+ 4,61°  4,13+0,17°
96 h 40,00 + 6,53° 45,00+ 6,83° 9,00+ 6,00° 5,00 + 5,03 41,00 +3,83°  2,17+0,31°

Os dados estdo representados pela x + s.d. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido Teste de

Tukey.
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Tabela 2 — indice mitético e porcentagem das anomalias cromossomicas avaliadas em células meristematica de raizes dos acessos de Oryza

sativa L. Formoso e Primavera submetidos a controles e ao teste de envelhecimento acelerado.

Anomalias cromossdmicas

Grupos Indice Mitdtico  Cromossomos Desalinhamento  Fragmentos Pontes Frequéncia
Retardatarios em metéafase Cromossomicos Cromossdémicas Total
Formoso

CN 6,685 + 1,263? 0 0 0? 0 0?

CP 3,248 + 2,128* 0,024 + 0,049 0,024 + 0,049 0,024 + 0,049 0,049 + 0,099 0,124 + 0,189
40 h 5,980 + 0,7702° 0,024 + 0,049 0 0? 0 0,024 + 0,0492°
72 h 6,415+ 1,530*° 0,047 + 0,055 0,048 +0,056 0,024 +0,0492° 0,047 £0,055 0,169 + 0,0942"
96 h 6,435 + 2,0562° 0,067 + 0,045 0,046 + 0,053 0,069 + 0,046" 0,021 + 0,042 0,204 + 0,101°
120 h 3,675+ 0,581° 0,049 + 0,057 0,049 + 0,057 0? 0,047 £ 0,055 0,146 + 0,1272°

Primavera

CN 8,388 + 0,3922 0 0,049 + 0,099 0 0 0,049 + 0,099

CP 4915 +0,328*** (0,137 + 0,044 0,021 + 0,042 0,044 + 0,050 0 0,203 +0,123
40 h 6,615 + 1,0532° 0,024 + 0,048 0 0,022 + 0,045 0,022 + 0,045 0,069 + 0,087
72 h 6,418 + 1,2852° 0,021 + 0,042 0,024 + 0,048 0 0,021 + 0,042 0,066 + 0,081
96 h 6,278 + 0,9982° 0,091 + 0,073 0,022 + 0,045 0 0 0,113 + 0,086
120 h 5,983 +1,152° 0,043 + 0,086 0,024 + 0,049 0 0 0,068 + 0,084

CN = sementes nédo envelhecidas. CP = sementes ndo envelhecidas expostas a 15 mg/L de MMS por 4 h. Os dados estdo representados pela x + s.d. Letras
representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido Teste de Tukey. Asteriscos representam diferengas
significativas entre os grupos CN e CP (p<0,05* e p<0,001***) avaliados pelo teste t ndo pareado.



Tabela 3 — indice mitético e porcentagem das anomalias cromossdmicas avaliadas em células meristematica de raizes dos acessos de Phaseolus

vulgaris L. GF003 e GF007 submetidos a controles e ao teste de envelhecimento acelerado.

Anomalias cromossdmicas

Grupos Indice Mit6tico Cromossomos  Desalinhamento ~ Fragmentos Pontes Frequéncia
Retardatarios em metéafase Cromossdomicos Cromossémicas Total

GF003
CN 8,563+ 0,742 0,023 + 0,0472 0,047 + 0,055 0 02 0,071 + 0,0472
CP 5,978 + 0,496** 0,173 +0,061** 0,065 + 0,044 0,022 + 0,044 0,066 + 0,133 0,328 + 0,080**
24 h 6,540 + 0,836*° 0,089 + 0,076" 0,110 + 0,040 0 02 0,199 + 0,0842°
48 h 5,620 +2,180*° 0,043 + 0,0502" 0,064 + 0,085 0,020+ 0,040 0,020 + 0,040*° 0,148 + 0,1362"
72 h 5,538 +0,666*° 0,182 + 0,085" 0,061 + 0,075 0,019+0,038 0,060 +0,040° 0,323 +0,158°
96 h 4558 +2.866° 0,043 + 0,0862° 0 0 02 0,043 + 0,0862

GF007
CN 9,358 + 0,905? 0,024 + 0,049 0,024 + 0,049 0 0 0,049 + 0,056°
CP 6,810 + 1,103* 0,141 + 0,068* 0,165 + 0,163 0 0,040 + 0,046 0,347 +0,162*
24 h 7,970 +1,338*° 0,072 + 0,048 0,095 + 0,074 0,025 + 0,050 0 0,192 + 0,108
48 h 7,330 +1,130*° 0,160 + 0,044 0,045 + 0,053 0,022 + 0,044 0,022 + 0,044 0,251 + 0,131
72 h 6,723 +1.486%° 0,070 + 0,047 0,093 + 0,108 0 0 0,164 + 0,140
96 h 6,070 + 1,509° 0,090 + 0,104 0,068 + 0,045 0 0,043 + 0,050 0,202 + 0,132

CN = sementes ndo envelhecidas. CP = sementes ndo envelhecidas expostas a 15 mg/L de MMS por 24 h. Os dados estdo representados pela x + s.d. Letras
representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos (One-way ANOVA seguido Teste de Tukey). Asteriscos representam diferencas

significativas entre os grupos CN e CP (p<0,05* e p<0,01**) avaliados pelo teste t ndo pareado.
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Nos acessos de arroz, observou-se uma reducdo significativa do IM em ambos o0s
acessos de arroz testados apenas no periodo de 120 horas de envelhecimento acelerado, em
relacdo ao controle negativo (Tabela 2). Nos acessos de feijdo, foi observado decréscimo
significativo do IM somente no periodo de 96 horas de envelhecimento acelerado em ambos
0s acessos avaliados, quando comparado ao controle negativo (Tabela 3).

Quanto a avaliacdo da frequéncia de ACs em células meristematicas das raizes das
sementes de arroz, pode ser observado um aumento significativo em relacdo ao controle
negativo apenas no acesso de arroz Formoso apenas no periodo de 96 h de envelhecimento
acelerado, sendo que o principal tipo de aberragdo cromossdémica encontrada foram os
fragmentos cromossomicos (Tabela 2). Nas sementes de feijdo, o acesso GF003 demonstrou
um aumento significativo da frequéncia de ACs somente no periodo de 72 h de
envelhecimento acelerado em relacdo ao controle negativo, sendo 0s cromossomos
retardatarios e pontes cromossémicas 0s principais tipos de anomalias cromossémicas
observadas. No acesso de feijado GF007 ndo foi encontrado um aumento significativo das ACs
nos periodos de envelhecimento acelerado avaliados (Tabela 3).

O aumento de ACs no acesso Formoso de arroz e no acesso GF003 de feijao foram
observados em um periodo anterior a diminuicdo significativa do IM. Isto sugere que 0s
acumulo de ACs ocasionados pelo envelhecimento acelerado em sementes de arroz e feijdo
precedem ao declinio do IM demonstrando a necessidade de células em divisdo para a

ocorréncia das ACs avaliadas no presente estudo.

TESTE COMETA

De forma semelhante aos testes citogenéticos foi feita a comparacdo do percentual da
intensidade da cauda entre os grupos ndo envelhecidos e controle positivo. Os resultados
demonstraram que as amostras tratadas com MMS na concentragdo de 10 mg/L por 24 horas
de todos os acessos de ambos as espécies avaliadas produziu um aumento significativo do
percentual da intensidade da cauda em relacdo ao grupo 0 hora de envelhecimento acelerado
sem embebicédo (controle negativo) embebidos por 9 e 17 horas. Cabe enfatizar que os valores
dos percentuais da intensidade da cauda no grupo O hora de envelhecimento acelerado sem
embebicdo e embebidos por 9 e 17 horas foram inferiores a 20% estando dentro do limite
recomendado para controles negativos, valor este o qual evita resultados falso-positivo e erros
estatisticos (LOVELL e OMORI, 2008).
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No acesso Formoso de arroz, foi observado um aumento significativo do percentual
da intensidade da cauda nos periodos de 96 e 120 horas de envelhecimento acelerado, em
relacdo ao periodo de 0 hora, somente apds a embebicdo das sementes por 9 e 17 horas
(Figura 1A-C). Quando analisado a capacidade de reparo de cada tratamento neste acesso,
ndo foi observada uma diminuicdo significativa do percentual da intensidade da cauda nos
periodos de envelhecimento acelerado (Figura 1D-H).

No acesso Primavera de arroz, os periodos de 72, 96 e 120 horas de envelhecimento
acelerado induziram um aumento significativo do percentual da intensidade da cauda antes da
embebicdo, em relacdo ao controle negativo (Figura 2A) e & medida que as sementes foram
embebidas apenas os periodos de 96 e 120 horas continuaram a induzir um aumento
significativo do percentual da intensidade da cauda, em relacdo ao periodo de 0 hora (Figura
2B e C). Na avaliacdo da capacidade de reparo, houve uma reducdo significativa do
percentual da intensidade da cauda nos periodos de 0, 40 e 72 horas de envelhecimento
acelerado apdés 17 horas de embebicdo, somente em relacdo ao periodo de 0 hora de
embebicdo (Figura 2D-G). Também foi observada uma reducédo significativa do percentual
da intensidade da cauda no periodo de 120 horas de envelhecimento acelerado apds 17 horas
de embebicdo, em relacdo ao periodo de 0 hora de embebicdo (Figura 2H), entretanto este
mesmo periodo de envelhecimento aumentou significativamente o percentual da intensidade
da cauda, em relagdo ao periodo de 0 hora (Figura 2C).

Foi observada uma inducdo do aumento do percentual da intensidade da cauda nos
periodos de 48, 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado antes da embebicdo no acesso
GF003 de feijdo, em relacdo ao controle negativo (Figura 3A). Apo6s a embebicdo, somente
os periodos de 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado produziram uma aumento
significativo do percentual da intensidade da cauda, em relacdo ao periodo de 0 hora (Figura
3B e C). Quanto a avaliacdo da capacidade de reparo, apenas no periodo de 48 horas de
envelhecimento acelerado foi observada uma reducdo significativa o percentual da
intensidade da cauda depois de 17 horas de embebicédo, em relagdo ao periodo de 0 hora de

embebicdo (Figura 3F).
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Figura 1 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso de Oryza sativa L. Formoso submetido a controles e ao teste de

envelhecimento acelerado.

[A]

sem embebicdo

50+ 50

Intesidade média da cauda (%)

° Q
periodo de embebicao (h)

Intesidade média da cauda (%)

periodo de embebicao

9 horas de embebicgao

ek

72h

[¢]

° o Q Q
periodo de embebicao (h)

periodo de embebicao (h)

17 horas de embebicao
50—

S ® L P

L
I
periodo de envelhecimento (h)

[

120 h

LY X N o Q
periodo de embebigao (h)

A-C) comportamento das sementes envelhecidas submetidas ao teste cometa sem e com embebicdo por 9 e 17 horas, respectivamente. D-H) resposta das
sementes envelhecidas expostas por 0, 40, 72, 96 e 120 horas de envelhecimento acelerado, respectivamente, aos periodos de embebi¢do. CN = sementes ndo
envelhecidas e ndo embebidas. CP = sementes ndo envelhecidas expostas a 10 mg/L de Metanossulfonato de metila por 24 horas. Os dados estio
representados pela x¥ + s.e. Letras representam diferenga estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido teste de Tukey.
Asteriscos na Figura 1A representam diferencas significativas entre os grupos CN e CP (p<0,01**) avaliados pelo teste t ndo pareado e nas Figuras 1B e C
representam entre os grupos CN, 0 hora e CP (p<0,05* e p<0,01**) avaliados por one-way ANOVA seguido teste de Tukey.
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Figura 2 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso de Oryza sativa L. Primavera submetido a controles e ao teste de

envelhecimento acelerado.
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A-C) comportamento das sementes envelhecidas submetidas ao teste cometa sem e com embebicdo por 9 e 17 horas, respectivamente. D-H) resposta das
sementes envelhecidas expostas por 0, 40, 72, 96 e 120 horas de envelhecimento acelerado, respectivamente, aos periodos de embebi¢do. CN = sementes ndo
envelhecidas e ndo embebidas. CP = sementes nédo envelhecidas expostas a 10 mg/L de metanossulfonato de metila por 24 horas. Os dados estéo representados
pela x £ s.e. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido teste de Tukey. Asteriscos na Figura
2A representam diferencas significativas entre os grupos CN e CP (p<0,01**) avaliados pelo teste t ndo pareado e nas Figuras 2B e C representam entre 0s
grupos CN, 0 hora e CP (p<0,05* e p<0,01**) avaliados por one-way ANOVA seguido teste de Tukey.
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Figura 3 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso de Phaseolus vulgaris L. GFO03 submetido a controles e ao teste

de envelhecimento acelerado.
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A-C) comportamento das sementes envelhecidas submetidas ao teste cometa sem e com embebicdo por 9 e 17 horas, respectivamente. D-H) resposta das
sementes envelhecidas expostas por 0, 24, 48, 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado, respectivamente, aos periodos de embebicdo. CN = sementes ndo
envelhecidas e ndo embebidas. CP = sementes ndo envelhecidas expostas a 10 mg/L de metanossulfonato de metila por 24 horas. Os dados estéo representados
pela x £ s.e. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido teste de Tukey. Asteriscos na Figura
3A representam diferencas significativas entre os grupos CN e CP (p<0,01**) avaliados pelo teste t ndo pareado e nas Figuras 3B e C representam entre 0s
grupos CN, 0 hora e CP (p<0,05* e p<0,01**) avaliados por one-way ANOVA seguido teste de Tukey.
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As sementes do acesso GF007 de feijdo apresentaram um aumento do percentual da
intensidade da cauda nos periodos de 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado antes e apds
a embebicdo de 9 horas, em relacdo ao controle negativo e ao periodo de O hora
respectivamente (Figura 4A e B). Apos 17 horas de embebicdo, somente no periodo de 96
horas de envelhecimento acelerado foi observado um aumento do percentual da intensidade
da cauda, em relacdo ao periodo de 0 hora (Figura 4C). Quando avaliado a capacidade de
reparo de cada tratamento neste acesso, ndo foi observada uma reducdo significativa do

percentual da intensidade da cauda nos periodos de envelhecimento acelerado (Figura 4D-H).

DISCUSSAO

Pdde ser observado no presente estudo que os danos citogenéticos observados foram
em periodos de envelhecimento que diminuiram significativamente a viabilidade e/ou vigor
das sementes de arroz e feijdo. Estudos tém demonstrado uma relacdo entre anomalias
nucleares, como inibicdo do IM e aumento de ACs, e a reducédo da viabilidade e do vigor das
sementes ocasionado pelo envelhecimento acelerado (FONTES et al., 2001; KHAN et al.,
2003; SISTON, 2013; MENEZES et al., 2014).

A relacdo entre anomalias nucleares e a reducdo da viabilidade e do vigor de
sementes envelhecidas pode estar associada aos eventos que ocorrem até a sua completa
germinacdo. Para isto, o metabolismo das sementes é retomado logo ap6s a embebicdo
iniciando uma série de eventos como a respiracdo, sintese de proteinas e RNA, mecanismos
de reparo e sintese de DNA conduzindo até a expansdo das células da radicula, o que precede
a divisdo celular (BLACK et al., 2006). De acordo com Black et al. (2006), danos néo
reparados pelos mecanismos de reparo impedem as células de substituir o seu material
genético podendo retardar as alteracbes necessarias para a realizacdo da germinacgdo e,
eventualmente, conduzir a disfuncéo e morte celular.

O processo de deterioragdo das sementes reduz principalmente a divisdo celular e,
consequentemente, o IM afetando negativamente o vigor e, em estdgios avancados de
deterioracdo, afeta as taxas de germinacdo (MENEZES et al., 2014). Portanto, o acimulo de
ACs observado no presente estudo pode ter retardado a divisao celular devido a ativacéo dos
mecanismos de reparo ao longo do ciclo celular influenciando o vigor das sementes
envelhecidas. Vale ressaltar que apesar das aberragbes cromossoémicas poderem originar
danos irreversiveis, as ACs avaliadas no presente estudo podem ser reparadas ou minimizadas
pelas celulas (RAO et al., 2008).
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Figura 4 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso de Phaseolus vulgaris L. GFO07 submetidos a controles e ao

teste de envelhecimento acelerado.
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A-C) comportamento das sementes envelhecidas submetidas ao teste cometa sem e com embebicdo por 9 e 17 horas, respectivamente. D-H) resposta das
sementes envelhecidas expostas por 0, 24, 48, 72 e 96 horas de envelhecimento acelerado, respectivamente, aos periodos de embebi¢do. CN = sementes ndo
envelhecidas e ndo embebidas. CP = sementes ndo envelhecidas expostas a 10 mg/L de metanossulfonato de metila por 24 horas. Os dados estdo representados
pela x + s.e. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido teste de Tukey. Asteriscos na Figura
4A representam diferencas significativas entre os grupos CN e CP (p<0,01**) avaliados pelo teste t ndo pareado e nas Figuras 4B e C representam entre 0s
grupos CN, 0 hora e CP (p<0,05* e p<0,01**) avaliados por one-way ANOVA seguido teste de Tukey.
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De forma similar aos resultados dos testes citogenéticos, os efeitos genotdxicos
significativos encontrados no teste cometa foram em periodos de envelhecimento que
diminuiram significativamente a viabilidade e/ou vigor das sementes de arroz e feijao, exceto
no acesso GF007 de feijao. Neste acesso, 0 periodo de 72 horas de envelhecimento apds 17
horas embebicdo ndo induziu danos significantes, em relacdo ao periodo de O hora de
embebicdo. Isto pode estar refletido nos resultados do teste de germinacdo, uma vez que as
sementes deste periodo possuem o percentual de germinacdo de 85%, o qual € considerado
um valor minimo no monitoramento da viabilidade de sementes conservadas de espécies
cultivadas como o feijao (FAO, 2014). Os dados em conjunto demonstram que, apesar da
reducdo significativa da germinacdo no periodo de 72 horas de envelhecimento, estas
sementes atingem niveis de germinacdo e danos ao DNA aceitaveis.

Os resultados do teste cometa demonstraram a importancia da embebicdo na
diferenciacdo dos danos ao DNA, uma vez que houve diferencas entre e dentro dos periodos
de envelhecimento apds a embebicdo. Mecanismos de reparo durante o processo de
embebicdo das sementes € um fator determinante para diferenciar niveis de fragmentacéo do
DNA em sementes envelhecidas com diferentes percentuais de germinacdo (KRANNER et
al., 2011). Vale ressaltar que os danos observados no teste cometa podem ser reparados
(COLLINS, et al. 2008), tornando o teste cometa uma metodologia viavel para avaliar a
capacidade de reparo das sementes envelhecidas de arroz e feijdo apds a embebicao.

A versao neutra do teste cometa, usada no presente estudo, pode detectar quebras de
fita simples (SSB) e dupla (DSB) (AZQUETA e COLLINS, 2013). Em sementes submetidas
ao teste de envelhecimento acelerado, a retomada do metabolismo pode causar mecanismos
de protecdo antioxidante e regeneracdo ineficientes gerando espécies reativas de oxigénio
(BEWLEY et al., 2012) e, consequentemente, ocasionando SSB a partir do ataque direto as
unidades desoxirribose ou por modificacdo covalente de bases, mudangas no conteudo de
DNA e fragmentacdo do DNA (VENTURA et al., 2012).

DSB e as suas vias de reparo associadas séo fatores que influenciam a germinacdo e
0 vigor das sementes (WATERWORTH et al., 2010), uma vez que tem sido demonstrado que
sementes envelhecidas deficientes no reparo de DSB apresentam atraso no aparecimento de
radiculas e no inicio do ciclo celular, bem como possuem a replicagdo do DNA inibida e um
aumento na frequéncia de pontes cromossomicas (WATERWORTH et al., 2016). Ou seja, 0s
danos observados no teste cometa do presente estudo podem ter sido originados de SSB e/ou
DSB.
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Apesar do relato da influéncia de quebras a fita de DNA na germinagéo e no vigor de
sementes envelhecidas artificialmente (WATERWORTH et al., 2010), at¢é o presente
momento ndo tem sido relatado o uso do teste cometa em sementes envelhecidas. O teste
cometa é uma técnica sensivel e flexivel para a deteccdo de baixos niveis de danos ao DNA,
relativamente de baixo custo e demanda de pequeno nimero de amostra e de periodo de
tempo relativamente curto (alguns dias) necessario para completar um experimento (TICE et
al., 2000). Neste contexto, o presente estudo destaca-se por ser um dos primeiros a usar o teste
cometa em sementes envelhecidas artificialmente demonstrando o seu potencial para avaliar a
integridade genética e eficdcia do sistema de reparo de sementes envelhecidas. Embora este
estudo tenha utilizado o teste cometa em espécies de plantas cultivadas, esta técnica pode ser
aplicada em outras espeécies de plantas, uma vez que tem sido utilizada em varios organismos,
tecidos e tipos celulares (DHAWAN et al., 2009), principalmente, devido ao fato de nédo
necessitar de proliferagdo celular permitindo a sua realizagdo virtualmente em qualquer
organismo eucarioto (VILLELA et al., 2003).

A combinacdo do teste cometa com marcadores citogenéticos aumenta a
sensibilidade e permitem uma melhor interpretacdo dos dados encontrados no teste cometa
(VASQUEZ, 2010). Por exemplo, acdes aneugénicas em células meristematicas de raizes de
plantas podem ser visualizadas nos testes citogenéticos pela ocorréncia de cromossomos
retardatarios e desalinhamento em metéafase. Como estas ACs sdo caracterizadas pelo retardo
da migracdo de cromossomos inteiros (BAJER e VANTARD, 1988), mecanismos
aneugénicos ndo podem ser detectados no teste cometa, uma vez que o teste cometa detecta
danos originados a partir de acdo clastogénica, isto é, danos que ocasionam quebras ao DNA
(COLLINS et al., 2008). Em mamiferos, os resultados do teste cometa e do teste de anomalias
cromossdmicas mostram um alto nivel concordancia independentemente do tipo celular
utilizado (HARTMANN et al., 2003).

O uso dos testes citogenéticos e cometa permitiu uma compreensdo mais ampla dos
efeitos do envelhecimento acelerado na integridade genética e do sistema de reparo de DNA
em sementes de arroz e feijdo. Os resultados aqui apresentados sugerem que O
envelhecimento acelerado causa inibicdo do indice mit6tico, o aumento de anomalias
cromossomicas e da fragmentacdo do DNA dos acessos de arroz e feijao avaliados. Estes
dados demonstram o potencial dos testes citogenéticos e cometa em programas de
conservacao de sementes. O uso destas técnicas poderia auxiliar na sele¢cdo de acessos mais
adequados para o0 armazenamento por periodos prolongados sem comprometer a sua

integridade genética e, consequentemente, sua viabilidade e vigor.



90

Conflito de interesse

Os autores declaram que ndo ha conflito de interesse.

Agradecimentos

Este projeto foi apoiado pela Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), Conselho Nacional

de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e Universidade de Brasilia.

REFERENCIAS

AZQUETA, A.; COLLINS, A. R. The essential comet assay: a comprehensive guide to
measuring DNA damage and repair. Archives of Toxicology. v. 87, p. 949-968. 2013.

BARBOSA, L. Feijdo com arroz e arroz com feijdo: o Brasil no prato dos brasileiros.
Horizontes Antropoldgicos. v. 28, p. 87-116. 2007.

BAJER, A. S.; VANTARD, M. Microtubule dynamics determine chromosome lagging
and transport of acentric fragments. Mutation Research. v. 201, p. 271-281. 1988.

BEWLEY, J. D.; BRADFORD, K. J.; HILHORST, H. W. M.; NONOGAKI, H. Seeds:
Physiology of Development, Germination and Dormancy. 3rd. New York: Springer
Science & Business Media, 2012. 392p.

BLACK, M.; BEWLEY, J. D.; HALMER, P. The Encyclopedia of Seeds: Science,
Technology and Uses. Wallingford: CABI, 2006. 900p.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para andlise de
sementes/Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Brasilia: Mapa/ACS,
2009. 399p.

COLLINS, A. R.; 0SCOZ, A. A.; BRUNBORG, G.; GAIVAO, |.; GIOVANNELLI, L.;
KRUSZEWSKI, M.; SMITH, C. C.; STETINA, R. The comet assay: topical issues.
Mutagenesis. v. 23, p. 143-151. 2008.

DANTAS, A. F.; LOPES, R. M.; FASCINELI, M. L.; JOSE, S. C. B. R.; PADUA, J. G.;
GIMENES, M. A.; GRISOLIA, C. K. Comet and cytogenetic tests as tools for evaluating
genomic instability in seeds of Oryza sativa L. and Phaseolus vulgaris L. from gene
banks. Genetics and Molecular Biology. v. 41, p. 145-153. 2018.

DEHON, G.; CATOIRE, L.; DUEZ, P.; BOGAERTS, P.; DUBOIS, J. Validation of an
automatic comet assay analysis system integrating the curve fitting of combined comet
intensity profiles. Mutation Research. v. 650, p. 87-95. 2008.



91

DHAWAN, A.; BAJPAYEE, M.; PARMAR, D. The Comet Assay: A Versatile Tool for
Assessing DNA Damage. In: DHAWAN, A.; ANDERSON, D. (Org.). The Comet Assay in
Toxicology. Cambridge: The Royal Society of Chemistry, p. 3-53. 2009.

FAO. Genebank Standards for Plant Genetic Resources for Food and Agriculture.
Rome: Food and Agriculture Organization of the United Nations. 2014. 166p.

FONTES, B. P. D.; DAVIDE, L. C.; DAVIDE, A. C. Fisiologia e citogenética de sementes
envelhecidas de Araucaria angustifolia. Ciéncia agrotecnologia. v. 25, p. 346-355. 2001.

GUERRA, M.; SOUZA, M. J. de. Como observar cromossomos: Um Guia de Técnicas em
Citogenética Vegetal, Animal e Humana. Riberdo Preto: Fundacdo de Pesquisas Cientificas
de Riberdo Preto. 2002. 131p.

HARTMANN, A.; PLAPPERT, U.; POETTER, F.; SUTER, W. Comparative study with
the alkaline Comet assay and the chromosome aberration test. Mutation Research. v. 536,
p. 27-38. 2003.

KHAN, M. M.; IQBAL, M. J.; ABBAS, M.; USMAN, M. Effect of Ageing on Viability,
Vigour and Chromosomal Damage in Pea (Pisum Sativum L.) Seeds. Pakistan Journal of
Agricultural Sciences. v. 40, p. 50-54. 2003.

KRANNER, I.; CHEN, H.; PRITCHARD, H. W.; PEARCE, S. R.; BIRTIC, S. Inter-
nucleosomal DNA fragmentation and loss of RNA integrity during seed ageing. Plant
Growth Regulation. v. 63, p.63-72. 2011.

LIMA, D. de C.; DUTRA, A. S.; CAMILO, J. de M. Physiological quality of sesame seeds
during storage. Revista Ciéncia Agronémica. v. 45, p. 138-145. 2014.

LOVELL, D. P.; OMORI, T. Statistical issues in the use of the comet assay. Mutagenesis.
v. 23, p. 171-182. 2008.

MAGUIRRE, J. D. Speed of germination - aid seedling emergence and vigor. Crop
Science, v. 2, p. 176-177. 1962.

MARCOS FILHO, J. Testes de vigor: importancia e utilizacdo. In. KRZYZANOWSKI,
F.C.; VIEIRA, R. D. (Org.) Vigor de sementes: Conceitos e testes. Londrina: ABRATES.
1999. p. 3-24.

MENEZES, V. O.; LOPES, S. J.; TEDESCO, S. B.; HENNING, F. A,; ZEN, H. D.; MERTZ,
L. M. Cytogenetic analysis of wheat seeds submitted to artificial aging stress. Journal of
Seed Science. v. 36, p. 71-78. 2014.

MISSAOQUI, A. M.; HILL, N. S. Use of accelerated aging as a surrogate phenotyping
approach to improve endophyte survival during storage of tall fescue seed. Field Crops
Research. v. 183, p 43-49. 2015.

MONCALEANO-ESCANDON, J.; SILVA, B. C. F.; SILVA, S. R. S.; GRANJA, J. A. A;;
ALVES, M. C. J. L.; POMPELLI, M. F. Germination responses of Jatropha curcas L.
seeds to storage and aging. Industrial Crops and Products. v. 44, p. 648-690. 2013.



92

MOURAD, A. L.; NETO, A. R.; MIGUEL, A. M. R. DE O.; HENRIQUES, E. A.; ALVES,
R. M. V. Storage stability of three genotypes of sunflower seeds. Industrial Crops and
Products. v. 80, p. 6-16. 2016.

PEIXOTO, A. M.; SOUSA, J. S. | de; TOLEDO, F. F. de; REICHARDT, K.; FILHO, J. M.
Enciclopédia agricola brasileira: S-Z. S&o Paulo: Editora da Universidade de S&o Paulo, v.
6. 2006. 632p.

RAJJOU, L.; DEBEAUJON, 1. Seed longevity: Survival and maintenance of high
germination ability of dry seeds. Comptes Rendus Biologies. v. 331, p. 796-805. 2008.

RAO, X.; ZHANG, Y.; YIA, Q.; HOU, H.; XU, B.; CHU, L.; HUANG, Y.; ZHANG, W.;
FENECH, M.; SHI, Q. Multiple origins of spontaneously arising micronuclei in HeLa
cells: Direct evidence from long-term live cell imaging. Mutation Research. v. 646, p. 41—
49. 2008.

SISTON, L. C. S. Deteccdo da deterioracdo de acessos de sementes de Dalbergia nigra
(Vell.) Fr. All — (Fabaceae) por testes bioquimicos, de vigor e analise citogenética. 2013.
69 f. Dissertacdo de Mestrado em Engenharia Florestal. Publicacio PPG EFL 221/2013,
Faculdade de Tecnologia, Departamento de Engenharia Florestal, Universidade de Brasilia,
Brasilia, DF, 71p.

TICE, R. R.; AGURELL, E.; ANDERSON, D.; BURLINSON, B.; HARTMANN, A,
KOBAYASHI, H.; MIYAMAE, Y.; ROJAS, E.; RYU, J. C.; SASAKI, Y. F. Single Cell
Gel/Comet Assay: Guidelines for In Vitro and In Vivo Genetic Toxicology Testing.
Environmental and Molecular Mutagenesis. v. 35, p. 206-221. 2000.

VASQUEZ, M. R. Combining the in vivo comet and micronucleus assays: a practical
approach to genotoxicity testing and data interpretation. Mutagenesis. v. 25, p. 187-199.
2010.

VENTURA, L.; DONA, M.; MACOVEI, A.; CARBONERA, D.; BUTTAFAVA, A;
MONDONI, A.; ROSSI, G.; BALESTRAZZI, A. Understanding the molecular pathways
associated with seed vigor. Plant Physiology and Biochemistry. v. 60, p. 196-206. 2012.

VILLELA, I. V.; LAU, A SILVEIRA, J.; PRA, D.; ROLLA, H. C.; SILVEIRA, J. de D.
Bioensaios para o Monitoramento de Genotoxicidade Ambiental. In: SILVA, J. da;
ERDTMANN, B.; HENRIQUES, J. A. P. (Org.). Genética Toxicoldgica. Porto Alegre:
Alcance. 2003. p. 147-163.

WATERWORTH, W. M.; MASNAVI, G.; BHARDWAJ, R. M.; JIANG, Q.; BRAY, C. M,;
WEST, C. E. A plant DNA ligase is an important determinant of seed longevity. The Plant
Journal. v. 63, p. 848-860. 2010.

WATERWORTH, W. M.; FOOTITT, S.; BRAY, C. M.; FINCH-SAVAGE, W. E.; WEST,
C. E. DNA damage checkpoint kinase ATM regulates germination and maintains
genome stability in seeds. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United
States of America. v. 113, p. 9647-9652. 2016.



CAPITULO 3
Anédlise da integridade genética e eficacia do sistema de reparo de acessos de arroz e

feijdo armazenados em bancos de germoplasma



94

Anélise da integridade genética e eficécia do sistema de reparo de acessos de arroz e feijao

armazenados em bancos de germoplasma

Alisson F. Dantas®, Maria L. Fascineli*, Solange C.B.R. José?, Juliano G. Padua®, Marcos A.

Gimenes?, Cesar K. Grisolia®

!Laboratério de Genética Toxicoldgica, Departamento de Genética e Morfologia, Instituto de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia, Brasilia, DF

’Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) — Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia, Brasilia, D.F.

RESUMO

A conservacdo de germoplasma semente é importante para manter a variabilidade genética de
espécies fundamentais para o agronegocio e seguranca alimentar, como o arroz (Oryza sativa
L.) e feijdo (Phaseolus vulgaris L.). Por isto, o presente estudo teve por objetivo analisar a
integridade genética e eficicia do sistema de reparo de sementes de arroz e feijdo
armazenados em bancos de germoplasma. Foram analisados dois acessos de arroz e feijao
com trés e duas datas de armazenamento, respectivamente, do Banco Genético da Embrapa
Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil. Testes de primeira contagem,
germinacdo e indice de velocidade de germinacdo foram realizados para medir a qualidade
fisiologica das sementes. Testes citogenéticos e cometa foram realizados para avaliar a
integridade genética dos diferentes lotes. N&o foram observadas diferengas significativas entre
as amostras das duas espécies nos testes citogenéticos. Nos testes de qualidade fisioldgica,
foram observadas diferencas significativas quanto a viabilidade e/ou vigor dos lotes das duas
espécies. No teste cometa, os lotes das duas espécies com sementes menos viaveis e/ou
vigorosas apresentaram mais danos ao DNA e menor capacidade de reparo. Tal similaridade
poderia abrir perspectivas para uso do teste cometa na avaliagéo de sementes armazenadas em

bancos de germoplasma.

Palavras-chave: arroz; feijdo; testes citogenéticos; teste cometa; bancos de germoplasma.
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INTRODUCAO

Os bancos de germoplasma podem ser referidos como local de armazenagem de
amostras (acessos) a médio e longo prazo em camaras frias, in vitro ou em tambores com
nitrogénio liquido (VEIGA et al., 2015). Estes bancos possuem como principal finalidade
manutencdo da viabilidade e da integridade genética dos recursos genéticos conservados
(RAO et al., 2006). A maior parte dos recursos genéticos vegetais em bancos de germoplasma
€ mantida como sementes porque os bancos possibilitam a conservacao em longo prazo de
maneira segura de uma parte consideravel da variabilidade genética de diferentes espécies
(VIEIRA et al., 2008; MARIM et al., 2009; de OLIVEIRA et al., 2010).

O monitoramento da viabilidade das sementes durante 0 armazenamento € uma fase
fundamental do processo de conservagdo de sementes sendo feita, principalmente, utilizando-
se o teste de germinacdo (FAO, 2014). No entanto, este teste pode ndo detectar processos
iniciais de deterioracdo das sementes porque no teste de germinacdo pode ser dificil detectar
gueda na qualidade das sementes (BLACK et al.,, 2006). Técnicas moleculares podem
contribuir para o entendimento do processo de perda viabilidade, uma vez que a reducdo da
capacidade do sistema de reparo € um dos processos que ocorrem durante o envelhecimento
(FU et al., 2015). Essas técnicas poderiam ainda contribuir na monitoracdo da integridade
genética do material, minimizando alteracbes em funcdo da erosdo genética e variagdo
introduzida em funcédo do envelhecimento (BLACK et al., 2006).

Os bancos de germoplasma mantém um grande numero de espécies e acessos (FAO,
2010). Em funcdo desses altos nUmeros, 0s gastos para sua manutencdo e monitoramento sao
altos (RAO et al., 2017) e por isso o teste de germinacdo tem sido a primeira op¢ao da maioria
dos bancos. Testes que visam a aplicacdo em bancos tem que ser de baixo custo e alta
repetibilidade e passiveis de utilizacdo em varias espécies, com poucos ajustes. Os testes
citogenéticos atendem esses critérios e tém sido utilizados na avaliagdo de material
envelhecido de espécies como Araucaria angustifolia (Bert.) O. Ktze (FONTES et al., 2001),
Pisum Sativum L. (KHAN et al., 2003), Dalbergia nigra (Vell.) Fr. All (SISTON, 2013),
Triticum aestivum L. (AKHTER et al., 1992; MENEZES et al., 2014), Hordeum vulgare L.
(AKHTER et al., 1992; LOPES, 2016) e Glycine max (L.) Merr. (LOPES, 2016).

Outro teste que demonstra potencial para avaliar a integridade genética em sementes
de bancos de germoplasma € o teste de eletroforese em gel de célula Unica, também conhecido

como teste cometa. O potencial deste teste estd na sua simplicidade, sensibilidade,
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confiabilidade, rapidez e ser, relativamente, de baixo custo para a detec¢do de danos ao DNA
(COLLINS et al., 1997).

O presente estudo teve por objetivo analisar a integridade genética e eficicia do
sistema de reparo sementes de arroz (Oryza sativa L., familia Poaceae) e feijdo (Phaseolus
vulgaris L., familia Fabaceae) armazenados em longo prazo em bancos de germoplasma por
meio dos testes citogenéticos e cometa visando obter uma melhor compreensao da qualidade
de sementes armazenadas em bancos de germoplasma por periodos prolongados. O arroz e
feijdo comum foram escolhidos devido a sua importancia alimentar no Brasil, pois sdo 0s
principais componentes de a dieta alimentar (BARBOSA, 2007) e, por isto, possuem grandes

colecdes estabelecidas.

MATERIAIS E METODOS

MATERIAL VEGETAL

Trés amostras de sementes mantidas por diferentes periodos de dois acessos de O.
sativa (CNA 2020 e CNA 4008) e duas amostras de sementes de dois acessos de P. vulgaris
(CNF 2035 e CF 810527) foram obtidas do banco genético da Embrapa (Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF, Brasil) (Tabela 1). Estes acessos foram selecionados
por estarem armazenados a pelo menos 14 anos em camaras frias e por ter sido introduzido
mais de uma vez no banco genético da Embrapa. Alem disso, as datas de introducdo de cada
acesso diferem em pelo menos de cinco anos (acessos de O. sativa CNA 2020 e CNA 4008 e
acesso de P. vulgaris CNF 2035) ou apresentavam uma data com decréscimo na germinacao
em relacdo ao inicial (acesso de P. vulgaris CF 810527).

As sementes encontravam-se armazenadas em camaras frias a -20°C, dentro de
embalagens aluminizadas hermeticamente fechadas. As amostras dos acessos CNA 2020 e
CNA 4008 de O. sativa foram introduzidas na colecdo em: 01/06/1981, 01/05/1996 e em
11/06/2003 e em 01/02/1987, 01/03/1999 e em 30/03/2004, respectivamente. As amostras dos
acessos de P. vulgaris foram introduzidas na colecdo em duas datas de armazenamento, sendo
01/06/1992 e 06/06/2001 para o0 acesso CNF 2035 e em 01/01/1994 e em 01/03/1997 o acesso
CF 810527. As diferentes datas de armazenamento de cada um dos acessos ocorreram em

funcdo de multiplicagdo dos materiais nos bancos ativos de germoplasma.
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Tabela 1 — Data da introducéo e poder de germinagdo dos acessos de arroz e feijao mantidos

em camara fria.

Data da Germinacdo Germinagao
ACEesso . ~ R, 1,%
introducao inicial atual
CNA 2020 de arroz 01/06/1981 88,00 94,00
01/05/1996 92,00 90,80
11/06/2003 89,00 —
CNA 4008 de arroz 01/02/1987 98,00 68,00
01/03/1999 99,00 95,00
30/03/2004 99,00 —
CNF 2035 de feijao 01/06/1992 98,00 96,00
06/06/2001 100,00 -
CF 810527 de feijao 01/01/1994 98,00 84,00
01/03/1997 100,00 99,00

! Dados obtidos da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. > Dados obtidos da avaliagdo mais
recente da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia realizada entre os anos de 2012 e 2014,
exceto o lote do acesso CNA 4008 de arroz introduzido em 1987 o qual foi avaliado em 1994. —
avalic8o da germinacdo ndo realizada.

As embalagens aluminizadas foram retiradas das camaras frias e deixadas a
temperatura ambiente por 24 h antes da coleta das sementes. Em seguida, as sementes foram
mantidas em camara de espera regulada para 10 °C e 30% de UR até a realizacao dos testes de
primeira contagem, germinacdo e indice de velocidade de germinagdo para medir a qualidade
fisiologica das sementes, e dos testes citogenéticos e cometa para avaliagdo da integridade
genética. Antes de todos os testes, as sementes foram deixadas a temperatura ambiente por 24

h para aclimatizacao.

TESTES DE GERMINACAO E PRIMEIRA CONTAGEM

O teste de germinacao foi realizado segundo recomendacdes das Regras para Anélise
de Sementes (BRASIL, 2009), com adaptacdes. Quatro repeticdes de 25 sementes de cada
tratamento de quatro acessos, sendo dois acessos de arroz e dois de feijdo, foram semeadas em

substrato rolo de papel toalha tipo “germitest” umedecido com 4gua destilada na propor¢ao de
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2,5 vezes a massa do papel seco. Os rolos foram mantidos em germinador regulado a
temperatura de 25°C. Foram avaliadas as porcentagens de plantulas normais (germinacao) e
anormais, sementes duras e mortas ao décimo quarto dia apds a semeadura para as sementes
de arroz e ao nono dia para as sementes de feijdo. Os resultados foram expressos em
porcentagem média das repeti¢cbes. Conjuntamente com o teste de germinacdo, foi realizada a
primeira contagem, ao quinto dia apds semeadura para ambas as espécies avaliadas (BRASIL,
2009).

INDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) foi estimado conjuntamente com o teste
de germinacdo. As plantulas normais foram contabilizadas em dias alternados apds o quinto
dia de semeadura até a estabilizacdo da contagem, que ocorreu no final do teste de
germinacdo. O VG foi a média aritmética das quatro repeticdes, determinado de acordo com
a formula proposta por Maguirre (1962):

IVG :E+2+...+@
N1 N2 Nn

onde:
IVG = indice de velocidade de germinacao
G1, G2, ... Gn = nimero de plantulas normais, computadas na primeira contagem,
segunda contagem, ..., Gltima contagem.
N1, N2, ... Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda, ... , Gltima

contagem.
TESTES CITOGENETICOS

Vinte sementes de cada data de armazenamento dos dois acessos de arroz e de feijao
foram semeadas em substrato, rolo de papel tipo “germitest”, umedecido com agua destilada,
na proporcao de 2,5 mL/g de papel seco para obtencdo de raizes e consequente processamento
nos testes citogenéticos. Os rolos de papel com sementes permaneceram em germinador
regulado na temperatura de 25°C até as raizes atingirem o tamanho entre 1 a 2 cm para arroz,
e entre 1 a 3 cm para feijdo. As raizes foram fixadas em solugdo Carnoy (etanol/acido acético

glacial - 3:1 v/v) e armazenadas em etanol 70% até o preparo das laminas.
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As laminas foram preparadas de acordo com a metodologia proposta por Guerra e
Souza (2002), com modificacdes. As raizes foram lavadas em &gua destilada durante 5
minutos, hidrolisadas em acido cloridrico 5N por 35 minutos para raizes de arroz e 30
minutos para raizes de feijao, lavadas novamente em agua destilada por 2 minutos e dispostas
nas laminas para o corte da regido meristematica das raizes e coloragdo com orceina acética
2% durante 25 e 30 minutos para as raizes de feijdo e arroz, respectivamente. Em seguida, a
regido meristematica foi recoberta por uma laminula e, entdo, avaliadas em microscopio
oOptico (1.000 X).

Foram avaliadas, no minimo, 1.000 células por raiz sendo utilizadas quatro raizes em
um total de no minimo 4.000 células analisadas para cada tratamento. Os parametros
utilizados para caracterizar os tratamentos foram: (a) indice mitotico (IM) como indicativo de
citotoxicidade e (b) frequéncia de anomalias cromossdmicas (ACs) por células avaliadas
como indicativo de mutagenicidade. Para a anélise de ACs, foram avaliados cromossomos
retardatarios, desalinhamento em metafase, fragmentos e pontes cromossdémicas em anafase

e/ou telofase. A avaliacdo das laminas foi feita em teste cego.

TESTE COMETA

O teste cometa foi realizado em sementes dos dois acessos de arroz e de feijao antes
e ap6s embebicdo. As sementes forem embrulhadas em papel “germitest” umedecido com
agua destilada na proporc¢éo de 2,5 vezes a massa do papel seco em germinador a temperatura
de 25°C por 9 e 17 horas para observar a capacidade de reparo de DNA nas sementes.

A obtencdo das suspensdes celulares e a realizacdo do teste cometa foram conduzidas
de acordo com as adaptaces feitas para sementes de arroz e feijdo por Dantas et al. (2018).
Dez embribes de cada tratamento foram coletados e divididos igualmente em dois microtubos
de 2 ml contendo 0,25 e 0,5 ml de tampéo fosfato salina frio para obter suspensdes celulares
de arroz e feijao, respectivamente. Em seguida, os embrides foram macerados e deixados por
no minimo 1 h em geladeira sendo o sobrenadante utilizado para a realiza¢éo do teste cometa.

Quinze microlitros da suspenséo celular de cada tratamento foram misturados com
85 ul de agarose LMP (0,8%) a 45 °C e dispostos em laminas pré-cobertas com agarose NMP
(0,5%). Em seguida, as laminas foram recobertas imediatamente com laminula, colocadas em
placa de metal e levadas primeiro a refrigerador e depois a geladeira por 10 minutos cada.
Apos a solidificacdo do gel de agarose, as laminulas foram retiradas e as laminas imersas em
solugédo tampédo TBE (45 mM Tris-borato, 1 mM EDTA, pH 8,4) contendo 2,5 % de dodecil
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sulfato de so6dio por 30 minutos. Apds a etapa de lise, as 1dminas foram transferidas para uma
cuba de eletroforese contendo solugdo tampdo TBE e deixadas em descanso por 5 minutos
antes da corrida de eletroforese ser conduzida a 0,5 VV/cm por 2 minutos. Depois, as laminas
foram mergulhadas em agua destilada gelada por 10 minutos, secas a temperatura ambiente e
guardadas em geladeira até o momento de coloracdo a qual foi realizada com 50 pL de
brometo de etidio (20 pg/ml) e analisadas em microscopio de fluorescéncia (400 X) usando
filtros de excitacdo e emissdo de 546 nm e 590 nm. Todos os passos foram realizados em luz
fraca ou amarela. Foram feitas duas laminas para cada grupo de ambas as espécies sendo
analisados no minimo 20 nucleoides por ldmina, como sugerido por Dehon et al. (2008). A
avaliagdo dos nucleoides de embrides de O. sativa e de P. vulgaris foi feita pelo programa
Comet Assay 1V versdo 4.3.1 sendo o parametro intensidade da cauda escolhido para medir os
danos ao DNA como indicativo de genotoxicidade. A avaliacdo das laminas foi feita em teste

cego.

ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas dos dados de todos os testes em sementes de arroz e as
comparacOes entre os periodos de embebicdo de cada ano de armazenamento no teste cometa
em sementes de feijdo foram realizadas por meio de One-way ANOVA seguido Teste de
Tukey. As demais analises dos dados dos testes em sementes de feijdo foram feitas pelo teste t
ndo pareado. A analise dos dados foi feita com o software GraphPad Prism versdo 5.00, com

niveis de significancias de p < 0,05.

RESULTADOS

TESTES DE PRIMEIRA CONTAGEM, GERMINACAO E IVG

Os resultados dos testes de primeira contagem, germinacdo e IVG séo apresentados
na Tabela 2. O acesso CNA 2020 de arroz apresentou diferencas significativas quanto aos
valores absolutos observados na primeira contagem e no 1VG entre os trés lotes de sementes
sendo que o maior valor absoluto foi do lote introduzido em 1996 seguido pelo lote de 1981 e,

por ultimo, pelo lote de 2003.
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Tabela 2 — Porcentagem de plantulas normais obtida na primeira contagem e final do teste de germinacéo, plantulas anormais, sementes duras,
sementes mortas, e indice de velocidade de germinacdo (IVG) de acessos de arroz e feijao armazenados em camara fria.

Teste de germinacao

Ano da N .
Acesso introducio Primeira contagem Germinagio Plantula_ls Sementes Sementes IVG
anormais duras mortas
CNA 2020 1981 68,00 + 8,64? 89,00 £ 5,032 6,00 £ 5,162 400+£3,268 1,00+200 3,99+0,35°
de arroz 1996 95,00 + 5,03 95,00 + 5,032 1,00 + 2,00° 1,00 +2,00*0 3,00+£382 4,75+0,25
2003 5,00 + 10,00° 53,00 +8,24° 25,00+ 10,00° 21,00+6,83° 1,00+2,00 1,53+0,31°
CNA 4008 1987 62,00 + 9,522 71,00 + 6,00 6,00 + 4,00 12,00 +7,30* 11,00+11,01 3,39+0,36
de arroz 1999 89,00 + 11,01° 92,00 + 7,30° 7,00 £ 6,00 1,00 + 2,00 0 4,56 + 0,46
2004 96,00 + 3,26° 98,00 +4,00° 2,00 +4,00 0° 0 4,84 +0,17
CNF 2035 1992 84,00 + 8,64 95,00 + 3,82 4,00 + 3,26 0 1,00£2,00 4,57x0,22
de feijdo 2001 91,00 + 6,83 99,00 + 2,00 1,00 £ 2,00 0 0 4,81+0,12
CF 810527 1994 72,00 + 6,53 90,00 + 7,65 4,00 + 4,61 5,00 + 3,82 1,00+2,00 4,21 +0,34°
de feijdo 1997 88,00 + 5,65" 98,00 + 2,30 0 0 2,00+£230 4,75+0,13"

Os dados estdo representados pela x + s.d. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. A estatistica dos resultados dos
acessos de arroz foi realizada usando one-way ANOVA seguido teste de Tukey. A estatistica dos resultados dos acessos de feijao foi realizada usando pelo
teste t ndo pareado.
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No acesso CNA 2020 de arroz também foi observada reducdo significativa do valor
absoluto observado do poder de germinacdo do lote introduzido em 2003 em relacéo aos lotes
introduzidos em 1981 e 1996. Esta reducdo foi influenciada pelo aumento significativo do
percentual de plantulas anormais e sementes duras em relagdo aos demais lotes.

No acesso CNA 4008 de arroz, o lote introduzido em 1987 apresentou percentual de
plantulas normais na primeira contagem e germinacdo significativamente menor dos lotes
introduzidos em 1999 e 2004. N&o foram observadas diferencas significativas entre os lotes
qguanto ao IVG. A diminui¢do do percentual de plantulas normais na germinacdo do lote
introduzido em 1987 foi influenciada pelo aumento significativo do percentual de sementes
duras em relacdo aos outros lotes deste acesso.

Para o acesso CNF 2035 de feijdo, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os lotes introduzidos em 1992 e 2001 quanto aos valores absolutos na primeira
contagem, germinagdo e IVG. Quando comparadas a germinagdo atual dos lotes com a
germinacdo inicial, foi observada uma leve reducdo da germinacdo em ambos os lotes
avaliados. Ja no acesso CF 810527 de feijdo, houve diferencas significativas entre os lotes
introduzidos em 1994 e 1997 quanto aos valores absolutos na primeira contagem e 1VG.
Similar ao acesso CNF 2035, foi visualizada uma leve redugéo da germinacdo em ambos 0s

lotes avaliados.
TESTES CITOGENETICOS
Os dois acessos avaliados, de ambas as espécies, ndo exibiram diferencas

significativas entre os lotes das diferentes datas de armazenamento de cada acesso nos

parametros analisados pelos testes citogenéticos, IM e ACs (Tabela 3).
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Tabela 3 — Indice mit6tico e porcentagem de anomalias cromossdmicas avaliadas em células meristematica de raizes de arroz e feijdo

armazenados em camara fria.

Anomalias cromossdmicas

Acesso Ano da Indice Mitético ANci
Introducéao Cromosscfn?os Desalinhamento ~ Fragmentos Pontes .. Frequéncia
Retardatarios em metafase Cromossémicos Cromossomicas Total

CNA 2020 1981 7,403 + 0,348 0 0,024 + 0,048 0 0 0,024 + 0,048

de arroz 1996 7,560 + 1,429 0,024 + 0,049 0 0,022 + 0,044 0,022 +0,044 0,069 + 0,086
2003 5,330 + 1,441 0,071 + 0,089 0 0 0 0,071 + 0,089

CNA 4008 1987 6,265 + 2,236 0,049 + 0,057 0,024 + 0,048 0 0 0,073 +£ 0,093

de arroz 1999 7,130+ 1,711 0,048 + 0,056 0,024 + 0,049 0,024 + 0,048 0 0,097 + 0,003
2004 6,833 + 1,553 0 0 0 0 0

CNF 2035 1992 7,625+ 1,133 0,021 + 0,043 0,043 + 0,086 0 0 0,064 + 0,129

de feijao 2001 6,810 + 1,359 0 0,024 + 0,048 0 0 0,024 + 0,048

CF 810527 1994 6,438 + 2,103 0 0,048 + 0,055 0,021 + 0,042 0 0,069 + 0,046

de feijdo 1997 9,005 + 2,128 0,046 + 0,053 0,055 + 0,090 0 0 0,091 +0,128

Os dados estdo representados pela x + s.d. A estatistica dos resultados dos acessos de arroz foi realizada usando one-way ANOVA seguido teste de Tukey. A

estatistica dos resultados dos acessos de feijao foi realizada usando pelo teste t ndo pareado.



104

TESTE COMETA

No geral, todos aos acessos de arroz e feijao ndo diferiram quando ndo embebidos
(Figuras 1 e 3 A) e no tempo 9 h (Figuras 1, 2, 3 e 4 B), com excec¢do do acesso CNA 4008
de arroz e CF 810527 de feijdo (Figuras 2 e 4 B, respectivamente). Diferenca nos acessos foi
somente evidenciada ap6s 17 h de embebicdo entre os lotes dos dois acessos de arroz e de
feijdo (Figuras 1, 2, 3 e 4 C). Pdde ser observado também que o grau de integridade néo foi
relacionado com o tempo de armazenamento, pois, por exemplo, os lotes mais recentes dos
acessos de arroz tiveram nucleoides com porcentagem da intensidade da cauda maior em
relacdo a pelo menos um lote mais antigo.

A avaliacdo da capacidade de reparo de DNA em funcdo do tempo de embebicédo
permitiu a identificacdo dos seguintes padrbes: 1) acessos com lotes que ndo deferiram
significativamente em nenhum tempo de embebicdo (Figuras 1 D e F, Figura 2 D, Figuras 3
D e E, e Figura 4 D); 2) acessos com lotes que aumentaram a porcentagem da intensidade da
cauda apos 9 h de embebicdo e em seguida ap6s 17 h diminuiram significativamente (Figuras
1 E e Figura 2 F); 3) acesso com lotes que diminuiram significativamente apenas apos 17
horas de embebicdo (Figura 2 E); e 4) acesso com lotes que diminuiram significativamente
nos dois tempos de embebicdo (Figura 4 E).

DISCUSSAO

Diversos fatores podem afetar a longevidade de sementes armazenadas em camaras
frias. Entre eles, destacam se a fisiologia, morfologia, composicdo quimica, maturidade,
processamento e ambiente de armazenamento das sementes (BONNER, 2008). Porém, o
principal fator é a qualidade inicial das sementes, pois o potencial de longevidade das
sementes depende da qualidade inicial (RAO, 2017). Portanto, de acordo com os resultados
dos testes fisiologicos, pode se sugerir que as diferencas observadas no acesso CNA 2020 de
arroz podem estar relacionadas principalmente com a colheita de sementes inadequadas para a
conservacdo, uma vez que o lote mais recente apresentou menor viabilidade e vigor em
relacdo aos demais. Tal explicacdo tambem pode ser sugerida ao acesso CF 810527 de feijéo,
pois a diferenca as datas de armazenamento dos lotes é de apenas 3 anos. Ja para 0 acesso
CNA 4008 de arroz, a diferenca encontrada pode estar relacionada principalmente ao tempo
de armazenamento porque o lote mais menos vigoroso em relagdo aos demais foi o lote mais

antigo.
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Figura 1 — Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso CNA 2020 de Oryza sativa L. armazenadas em camaras frias.
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Os dados estdo representados pela x + s.e. Letras representam diferenca estatistica significante (p<0,05) entre os grupos. One-way ANOVA seguido

teste de Tukey.
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Figura 2 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso CNA 4008 de Oryza sativa L. armazenadas em camaras frias.
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Figura 3 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso CNF 2035 de Phaseolus vulgaris L. armazenadas em camaras

frias.
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A-C) comportamento das sementes sem e com embebicdo por 9 e 17 horas, respectivamente. D-E) resposta das sementes aos tempos de embebicéo.
Os dados estdo representados pela x + s.e. Asteriscos representam diferenca estatistica significante (p<0,05**) entre os grupos avaliados pelo teste t
néo pareado.
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Figura 4 - Porcentagem média da intensidade da cauda de nucleoides do acesso CF 810527 de Phaseolus vulgaris L. armazenadas em camaras

frias.
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estdo representados pela x * s.e. Asteriscos representam diferenga estatistica significante (p<0,05**) entre os grupos avaliados pelo teste t ndo pareado.
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Os testes de primeira contagem, germinacgéo e IVG exibiram resultados similares aos
dados obtidos do teste cometa, ou seja, quanto maior a qualidade fisiol6gica, menor o
percentual de danos ao DNA e maior a capacidade de reparar a estes danos. A maioria dos
danos ao DNA associados com envelhecimento de sementes resulta de espécies reativas de
oxigénio (ERO) produzidas durante a dessecacdo e armazenamento prolongado (VENTURA
et al., 2012). Quando os danos ocasionados por ERO se acumulam a niveis perigosos, as
sementes perdem a capacidade de controlar ERO e ndo conseguem suportar o reinicio do
metabolismo que ocorre durante a germinacdo das sementes conduzindo a uma reducéo do
vigor (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

Dentre os danos oxidativos a DNA ocasionados por ERO estdo inclusos as quebras
de fita simples (SSB) as quais sdo originadas a partir do ataque direto as unidades
desoxirribose ou por modificacdo covalente de bases, mudancas no conteddo de DNA e
fragmentacdo do DNA (VENTURA et al., 2012). Paralelamente, tem sido demonstrado que
quebras de fita dupla (DSB) e as suas vias de reparo associadas sdo fatores que influenciam a
germinacdo e o vigor das sementes envelhecidas artificialmente (WATERWORTH et al.,
2010). Ambas as classes de danos ao DNA citadas acima podem ser detectadas pela versao
neutra do teste cometa (AZQUETA e COLLINS, 2013), versdo usada no presente estudo.
Portanto, as diferencas encontradas no presente estudo quanto aos resultados do teste cometa
pode ser devido a presenca elevada de DSB e/ou SSB ocasionados por ERO, bem como
também pode ser reflexo da capacidade das sementes em reparar estes danos.

Cabe enfatizar que o valor de 20% de DNA na cauda de nucleoides é recomendado
como 0 maximo a ser encontrado em controle negativo, isto €, em grupo o qual se espera que
ndo haja danos, para evitar resultados falso-positivo e erros estatisticos (LOVELL e OMORI,
2008). Tomando este valor como referéncia para estabelecer um padrdo de integridade
genética, todos os lotes de arroz e feijao estdo com niveis aceitaveis de danos ao DNA porque
os valores ou foram acima de 20% e reduzido para abaixo deste valor no periodo seguinte de
embebicdo ou foram inferiores a 20% para todos os periodos de embebicdo, exceto o lote
introduzido em 2003 do acesso CNA 2020 de arroz.

Nota-se que ndo houve diferencas significativas quanto aos resultados observados
nos testes citogeneticos entre os lotes de diferentes datas de armazenamento nos acessos de
ambas as espécies. Esta auséncia de diferencas significativas pode estar relacionada com a
metodologia dos testes citogenéticos. A obtencdo de raizes para realizacdo destes testes foi
feita no maximo cinco dias ap6s a semeadura das sementes, ou seja, as raizes coletadas para

0s testes citogenéticos possivelmente eram de sementes as quais tinham uma maior
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viabilidade e vigor dentro do lote fazendo com que lotes de diferentes datas de
armazenamento apresentassem IM e quantidade de ACs semelhantes. Na literatura, tém sido
relatadas anormalidades mitdticas e meioticas em acessos de trigo, Triticum aestivum L.,
mantidos em camaras frias a -20°C e 5% de umidade ou a 10°C e 7% de umidade por 20 ou
30 anos. Entretanto, as provaveis causas dessas anormalidades ndo foram detectadas, o que
sugere que sua ocorréncia esteja vinculada a origem do acesso e ndo relacionada a tempo e
condicdes de armazenamento (RIBEIRO et al., 2010).

Atualmente, o teste de germinacdo é o método recomendado para avaliar a
viabilidade de sementes armazenadas em bancos de germoplasma (FAO, 2014). Entretanto, o
teste de germinacédo apresenta algumas desvantagens relacionadas aos periodos de incubacao
extensos, 0 que pode ocasionar a morte das sementes (HAY e PROBERT, 2013); e ao fato de
ndo avaliar mecanismos subjacentes a deterioracdo das sementes (FU et al., 2015).

Uma vez que o envelhecimento das sementes é uma caracteristica biologica
complexa e envolve uma rede de processos moleculares, bioquimicos, fisioldgicos e
metabolicos; técnicas baseadas nestes sinais de envelhecimento poderiam desempenhar um
papel no monitoramento da viabilidade das sementes para a conservacdo ex situ de sementes
(FU et al., 2015). Até o presente momento ndo tem sido relatado o uso do teste cometa em
sementes envelhecidas. O teste cometa € uma técnica sensivel e flexivel para a deteccdo de
baixos niveis de danos ao DNA, relativamente de baixo custo e demanda de pequeno nimero
de amostra e de periodo de tempo relativamente curto (alguns dias) necessario para completar
um experimento (TICE et al., 2000). Desta forma, o presente estudo abre perspectiva para uso
teste cometa na avaliacdo de sementes armazenadas em bancos de germoplasma devido a
similaridade encontrada entre os resultados do teste cometa e os resultados dos testes de
primeira contagem, germinacao e IVG com os resultados do teste cometa.

O teste cometa poderia ser utilizado principalmente em acessos com pequena
quantidade de sementes armazenadas, abaixo de 1.500 (DULLO e ENGELS, 2003), porque
demanda uma quantidade pequena de sementes. No presente estudo, o teste cometa necessitou
de apenas 10 sementes de cada acesso para ser realizado, enquanto que para o teste de
germinacdo recomenda-se 0 uso de 400 sementes (BRASIL, 2009), ou de 100 em alguns
casos (FAO, 2014). Entretanto, o teste cometa poderia ser usado como uma alternativa e ndo
para substituir o teste de germinacdo. Como sugerido por Fu et al. (2015) o teste de
germinacdo continuara a desempenhar um papel central no monitoramento da viabilidade das
sementes e a combinacdo de técnicas que abordam sinais de envelhecimento com o teste de

germinacdo poderia fornecer um monitoramento melhor da viabilidade das sementes no
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armazenamento em longo prazo. Cabe enfatizar que a realizagdo de teste cometa em mais
acessos e outras espécies é necessaria para a validacdo do teste cometa como ferramenta para

avaliar sementes armazenadas em bancos de germoplasma.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Tomados todos os resultados em conjunto, pode se concluir que: 1) o0 MMS permitiu
viabilizar os testes citogenéticos e cometa nas sementes de arroz e feijdo sendo as
concentragfes de 10 e 15 mg/L as mais adequadas para observar efeitos citotoxicos,
mutagénicos e/ou genotoxicos, confirmando o seu uso como controle positivo nestas espécies;
2) a reducdo da viabilidade e, principalmente, do vigor de sementes de arroz e feijao
envelhecidas artificialmente foi acompanhada pela inibicdo do IM e pelo aumento de ACs e
da fragmentacdo do DNA,; 3) o teste cometa possibilitou observar diferencas em sementes de
arroz e feijdo quanto aos danos ao DNA entre lotes com diferentes datas de armazenamento
em bancos de germoplasma; e 4) o teste cometa apresenta-se como uma boa ferramenta para
avaliar a capacidade de reparo em sementes envelhecidas.

O uso dos testes citogenéticos e cometa em conjunto com os testes de qualidade
fisioldgica poderia fornecer uma melhor compreensdo sobre a qualidade das sementes em
bancos de germoplasma. Os dados aqui apresentados quanto aos efeitos do envelhecimento
acelerado fornecem os primeiros passos para demonstrar o potencial uso de ambos os testes
em programas de conservagdo de sementes, 0s quais permitiriam auxiliar na decisdo de quais
sementes poderiam ser armazenadas por periodos prolongados sem comprometer a sua
integridade genética e, consequentemente, sua viabilidade e vigor.

Esse é o primeiro estudo sobre integridade genética e eficacia do sistema de reparo
de germoplasma de semente conservado em longo prazo indicando que o teste cometa pode
ser utilizado para esta finalidade. Isto abre a possibilidade do monitoramento de diferentes
espécies, principalmente em acessos com uma pequena quantidade de sementes armazenadas
(abaixo de 1.500), pois a quantidade de material utilizada (sementes e DNA) é baixa. Cabe
enfatizar que o teste cometa ndo substituiria o tradicional teste de germinacdo, mas poderia ser
uma alternativa para a monitora¢do e compreensdo dos acessos conservados. Entretanto, para
a validacdo do teste cometa como ferramenta para avaliagdo da integridade genética de
amostras armazenadas em bancos de germoplasma, se faz necessario a realizacdo deste teste

em mais acessos e em outras espécies.
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Abstract

This study aimed to assess the feasibility of comet and cytogenetic tests as tools for evaluating genomic instability in
seeds of Oryza sativa L. (rice) and Phaseolus vulgaris (beans) L. from gene banks. Rice and beans were exposed to
methyl methanesulfonate (MMS) as a reference DNA damaging agent. Seeds of two accessions of rice and beans
were obtained from Embrapa Rice and Beans - Brazil. Seed groups were imbibed in three concentrations of MMS for
three periods of time to carry out cytogenetic tests, and for one period for the comet test. At concentrations of 10 and
15 mg/L. MMS induced cytotoxic and/or mutagenic effects in the meristematic cells of roots from all the accessions of
both species. In the comet test, MMS induced genotoxic effects at all the concentrations in the evaluated accessions
of rice and beans, except in one accession of beans at the lowest concentration (5 mg/L). Both species showed sen-
sitivity to MMS. The comet test can be proposed for the measurement of genomic instability in accessions of rice and
beans in gene banks, as being more sensitive than the cytogenetic tests used.

Kevwords: Oryza sativa L., Phaseolus vulgaris L., methyl methanesulfonate, cytogenetic test, comet test.
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Introduction

Common rice, Oryza sativa L. (Poaceae family), and
common bean, Phaseolus vulgaris L. (Fabaceae family)
play an important role in the nutrition of various countries,
and in Brazil they are the main components of the staple
diet (Barbosa, 2007). Common rice is an annual
gramineous species of Asiatic origin, which can adapttoa
wide range of environmental conditions (Sousa ef al.,
1995), and it is widely distributed in tropical and subtropi-
cal regions and in some temperate regions (Vaughan,
1994). Common bean is a leguminous species that presents
a large number of varieties and cultivars spread over differ-
ent contents, due to the high value of its seeds for human
nutrition (Peixoto et al., 2000). Consumption of both can
benefit human health due to the presence of antioxidant
compounds (Walter and Marchesan, 2011; Lopez et al.,
2013).

Because of the importance of rice and beans as food
items, large germplasm collections have been established,
and there are studies reporting cytotoxic, mutagenic and/or
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Universidade de Brasilia, Campus Darcy Ribeiro 7091-900
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genotoxic evaluations in . satfiva (Mei et al, 1994;
Todoriki and Toru, 1999; Mohanty et al., 2004; Wei et al.,
2006; Shief al., 2010; Endo et al., 2012; Kwon ef al.. 2013;
Macovei and Tuteja, 2013; Macovei et al., 2014) and in P.
vilgaris (Hallak ef al., 1999; Khan et al., 2002, Cenkci ef
al., 2010). The use of methodologies to detect damage to
DNA based on chromosome breaks and mis-segregation
would play an important role in understanding genomic sta-
bility and the viability of seeds stored in gene banks, be-
cause the loss of genomic stability is one of the first stages
in the seed deterioration process (Peixoto ef al., 2006). In
this case, methyl methanesulfonate (MMS) was used as ref-
erence compound for inducing such genomic damages in
rice and beans. MMS is an alkylating agent capable of add-
ing methyl groups to a series of nucleophilic sites in DNA
bases (Wyatt and Pittman, 2006; Malini er al., 2010), which
can cause chromosome aberrations (Kaina, 2004). It is used
for mutagenic and genotoxic evaluation in different organ-
isms, from fungi (Myung and Kolodner, 2003) to rodents
(Muto et al., 2015; Plappert-Helbig et al., 2015).

The main goal of the present study was to test known
cytogenetic methodologies and single cell gel electrophore-
sis (comet test), as tools for the measurement of genomic
instability in seeds stored in a gene bank.



