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RESUMO

No género Lolium, o namero, distribui¢cdo e comportamento dos sitios rDNA 35S tém
sido bastantes estudados. Os sitios de rDNA 35S de Lolium multiflorum Lam., apresentam
“gaps” na cromatina dos cromossomos e em nucleos interfasicos e metafases mitoticas, fato
este que tem sido associado a expressao da fragilidade, denominados sitios frageis (SF),
relacionada a intensa atividade transcricional. A actinomicina D (ActD), um inibidor
transcricional, permite manipular a expressdo desses sitios de rDNA para melhor entender a
biologia dessa regido. Para avaliar os efeitos da inibi¢do da transcricdo com ActD sobre os sitios
de rDNA 35S de L. multiflorum, utilizou-se a marcacdo dos sitios de rDNA 35S via
Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) e a coloracdo Ag-NOR para visualizar os nucléolos.
Para isso, sementes dessa espécie foram previamente germinadas e tratadas com ActD nas
concentracdes de 15 e 30ug/mL durante 48h. Parte do experimento foi mantido como controle
negativo. Foram avaliadas metafases/prometafases quanto ao nimero de sitios rDNA 35S e
quanto a presenca de lesdes (gap/constricdo), também foram analisados 0s nimeros de sinais
35S em nucleos interfasicos. Quanto aos nucléolos, contabilizou-se o nimero de nucléolos por
nucleo e a proporgéo da area nucleolar em relacéo a area total do nicleo. O nimero de nucléolos
ndo apresentou ampla diferenca em relacdo ao tratamento controle. Ja a porcentagem de area
nucleolar foi afetada nas concentracdes usadas, sendo aumentada quando dois nucléolos
estavam presentes na concentracdo de 30 e diminuida quando havia trés nucléolos, isso quando
comparados a area de um e dois nucléolos/nucleo. Nos nucleos interfasicos, tanto o controle
guanto a concentracdo de 15ug/mL apresentaram maior nimero de sinais de rDNA 35S, mas
esse aumento foi mais pronunciado na concentracdo de 30ug/mL. Quanto aos sitios de rDNA
35S observados em prometafase/metafase, houve uma maior porcentagem de lesdes (gaps e
constrigdes) na concentracdo se 30ug/mL, seguida pela concentracdo de 15ug/mL e, por fim,
pelo controle. O conjunto de resultados indicam que o tratamento com ActD promoveu
alteracdes sutis em L. multiflorum, em relacdo a estudos anteriores realizados com outras
espécies de gramineas. Técnicas mais apuradas, como a PCR quantitativa, poderdo trazer
respostas mais concretas quanto ao nivel de inibicdo transcricional causada pelas diferentes

concentracdes de ActD nos sitios de rDNA 35S de L. multiflorum.

Palavras-chave: Gene ribossomal; Sitios frageis; Organizacéo nucleolar.
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1 INTRODUCAO

Lolium multiflorum Lam. (2n=2x=14) é uma graminea nativa da bacia do Mediterraneo,
mas com ampla distribuicdo em regides de clima temperado. Tal espécie, também conhecida
como azevém, possui caracteristicas agrondmicas de interesse, como elevada produtividade,
alto valor nutritivo e facil estabelecimento, tornando-o adequado para a pecuéria. (TERREL,
1968; POLOK, 2007).

Tipicamente L. multiflorum apresenta seis sitios rDNA 35S, localizados na regido
intersticial do braco longo dos cromossomos, podendo ocorrer variagdes de cinco a oito entre
gendtipos (THOMAS et al., 1996; BUSTAMANTE et al., 2014). Os sitios de rDNA 35S estdo
entre as regides mais amplamente estudadas em eucariotos (ROA; GUERRA, 2012). As
pesquisas sobre o nimero, distribuicdo e comportamento dos sitios de rDNA 35S em espécies
do género Lolium L. mostram que elas podem ser utilizadas como um bom modelo para o
entendimento da expressdo dos genes ribossomais. Estudos tém relatado que, nas espécies desse
género, os sitios de rDNA 35S costumam ser vistos nos nucleos interfasicos e nas metafases
mitoticas apresentando “gaps” na cromatina € nos cromossomos sendo, por esse motivo,
inicialmente tratados como sitios frageis (SFs) (HUANG et al., 2008; 2009; BUSTAMANTE
etal., 2014; ROCHA et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). Quando
ndo ha manifestacdo da fragilidade, os sitios de rDNA 35S sdo considerados intactos,
condensados e com sinais FISH 35S integros (HUANG et al., 2008; 2009; BUSTAMANTE et
al., 2014; ROCHA et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). A
ocorréncia dos gaps nos sitios de rDNA 35S de plantas tém sido associada a intensa atividade
transcricional, a qual foi verificada por meio da coloracdo com nitrato de prata (Ag-NOR) e por
marcas epigenéticas (HOWELL E BLACK, 1980; HUANG et al., 2012; BUSTAMANTE et
al., 2014; ROCHA et al., 2015; FERREIRA et al., 2018).

A manipulacdo da maquinaria da transcricdo pode ser feita pelo uso de compostos
quimicos. Uma das drogas mais utilizadas para a inibicdo da transcricdo é a actinomicina D
(ActD) (BENSAUDE, 2011) que atua diretamente inibindo a elongacdo dos transcritos no
rDNA 35S dependente de RNA Polimerase I, levando a interrupcdo da biogénese dos
ribossomos (PERRY; KELLEY, 1970).

Huang et al. (2012), com a intencdo de averiguar a relacdo entre as alteracdes
epigenéticas envolvidas na expressdo de sitios frageis, testaram actinomicina D (ActD, inibidor
transcricional) em gramineas como milho, arroz, cevada e sorgo e observaram que a ActD

promoveu altas proporcgdes de quebras e lesdes nos sitios de rDNA 35S. Acompanhado a isso,
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0s autores relataram a diminuicdo de histonas H3K9ac, H3K9me2, consistente com a
descondensacdo, hipometilacdo de sequencias C-G e presenga de histonas YH2AX, uma
variante da histona H2A fosforilada que serve como uma marca para detectar quebras na dupla
fita do DNA. O mesmo padrédo de metilacdo foi observado por Ferreira et al. (2018) em L.
multiflorum e L. perenne ndo submetidos a tratamentos de inibi¢éo transcricional. Huang et al.
(2012) também realizaram experimentos com ActD em Lolium e, embora os autores tenham
relatado os efeitos em células tratadas com esta droga, ndo foram realizadas quantificacdes
acerca destes efeitos.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo avaliar, em células de Lolium multiflorum
Lam., os efeitos dos tratamentos com actinomicina D (ActD) sobre os sitios de rDNA 35S
atraveés da FISH, bem como a organizagao nucleolar empregando coloragdo com nitrato de prata
(Ag-NOR).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais e importancia do género Lolium

No género Lolium L. (familia Poaceae Barnhart. Tribo Poeae Brown.) encontram-se o0ito
espécies de gramineas forrageiras, que sao divididas em dois grupos de acordo com o modo de
reproducdo. O primeiro grupo € constituido de quatro espécies autdgamas (L. loliaceum Bory e
Chaub., L. temulentum L., L persicum Boiss e Hohen., L. remotum Schrank.) e o segundo de
trés espécies alogamas (L. perenne L., L. multiflorum Lam., L. rigidum Gaudich). Ha& uma
excecao, a espécie L. canariense Steud., que apresenta modo de reproducdo intermediario com
moderado grau de fertilizacdo cruzada (TERREL, 1968; POLOK, 2007).

Estas gramineas forrageiras, so nativas da bacia do Mediterraneo (Europa Asia
Temperada e Norte da Africa) mas com ampla distribuicdo em regibes de clima temperado.
Dentre elas destaca-se L. multiflorum (2n=2x=14), também conhecida como azevém anual, que
apresenta boas caracteristicas agronémicas, como alto valor nutritivo, facil estabelecimento e
elevada produtividade. Tais caracteristicas tornam-no um azevém adequado para a pecuaria,
com destaque para sua producdo na regido Sul do Brasil (TERREL, 1968; POLOK, 2007,
CARVALHO et al., 2010).

Devido a importancia econdmica do género Lolium, pesquisas tém sido realizadas com
0 objetivo de gerar novas informagdes acerca das espécies deste género. Estudos desenvolvidos

desde a metade do século passado tem gerado importantes informagdes, como por exemplo,
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namero cromossdmico, construcdo de caridtipo, comportamento meiético e identificacdo de
regides organizadoras do nucléolo (RONSs), constituindo uma base de dados ampla sobre a
estrutura genética desse grupo (MALIK; THOMAS, 1966; THOMAS et al., 1996; TECHIO et
al., 2010; THOMAS, 1981; KOPECKY et al., 2010; ROCHA et al., 2015; FERREIRA et al.,
2018).

2.2 Caracteristicas citogenéticas e aspectos dos sitios de rDNA 35S de

Lolium

As oito espécies que constituem o género Lolium sdo diploides, com 2n=2x=14 e
algumas cultivares obtidas pela inducdo da duplicagdo cromossémica, sdo poliploides
(POLOK, 2007). Malik e Thomas (1966) estdo entre 0s primeiros autores a descrever o
cariotipo de Lolium. Para L. multiflorum, os autores identificaram trés pares de cromossomos
submetacéntricos com constricdes secundarias (regides organizadoras do nucléolo, RONSs)
localizadas préximas as regides centroméricas, um grande par metacéntrico e trés pares
menores submetacéntricos. Estudos mais recentes sobre L. multiflorum (cv. Prolog)
identificaram trés pares cromossémicos metacéntricos, trés pares submetacéntricos com
constricdo secundaria e um par submetacéntrico (KOPECKY et al., 2010).

As proteinas associadas a NOR tém afinidade pela prata redutora sob condi¢des acidas,
permitindo que sejam usadas como bons marcadores para distinguir genes de rRNA ativamente
transcritos dos inativos em cromossomos mitéticos (HUANG et al., 2012). Por esse motivo, a
técnica Ag-NOR tem sido utilizada para averiguar a transcri¢do, para contabilizar o nimero de
nucléolos de uma célula e avaliar sua morfologia.

Em Lolium multiflorum, por meio da coloracdo com nitrato de prata (Ag-NOR), foram
observados de um a seis nucléolos/nucleo, além disso, foram identificadas nos cromossomos
seis bandas Ag-NOR intersticiais, demonstrando a natureza das constri¢cbes secundarias como
organizadores nucleolares ativos transcricionalmente (CARNIDE; ORELLANA, 1986;
CARNIDE; ORELLANA; RIBERO, 1986). A Hibridizacdo In Situ Fluorescente (FISH) é uma
técnica molecular que conta com a utilizacdo de sondas para a detec¢do de sequencias
especificas do genoma, denominadas de sequéncia-alvo. Na citogenética vegetal, a FISH tem
sido utilizada com diversas finalidades, como por exemplo na identificacdo cromossdmica, na
citotaxonomia e até mesmo para a diferenciacdo de genomas em hibridos. Uma das sequéncias
mais utilizadas para a identificagdo cromossémica é o rDNA 35S (GUERRA, 2004; THOMAS
et al., 1996; BUSTAMANTE et al., 2014).
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A presenca de RONSs, identificadas pela coloracdo Ag-NOR nos trés pares
cromossomicos de L. multiflorum, foi confirmada por meio da FISH com sonda de rDNA 35S
(THOMAS et al., 1996). Através dessa mesma técnica, 0 mapa fisico dos genes rDNA 18S,
5.8S, 26S e 5S foi construido nos cromossomos de sete taxa do género Lolium. Os sitios 18S,
5.8S, 26S, que correspondem ao rDNA 35S, foram localizados em dois pares de cromossomos
nas espécies autdgamas (L. temulentum, L. remotum, L. persicum, L. rigidum e L. rigidum var.
rottbollioides). Das espécies alégamas, L. multiflorum apresentou seis sitios, L. perenne
apresentou sete e L. rigidum var. rigidum foram observados nove sitios, todos localizados na
regido intersticial do braco cromossémico. Em relacdo ao rDNA 5S, todos os sete taxa
apresentaram dois sitios. Nas alégamas, tais sitios foram localizados nas adjacéncias dos sitios
rDNA 45S do cromossomo dois. Em L. multiflorum e L. perenne, esse sitio foi mapeado no
braco curto do cromossomo trés, que contém no braco longo o sitio 45S, e em L. rigidum var.
rigidum ele foi encontrado em ambas as posi¢oes em diferentes células (ROCHA et al., 2015;
THOMAS et al., 1996).

Como descrito anteriormente, para Lolium multiflorum, a primeira descri¢do do namero
de sitios de rDNA 35S via FISH foi de seis sitios (THOMAS et al., 1996), todos em posicao
intersticial nos cromossomos. Numeros variaveis de sitios de rDNA 35S em L. multiflorum
foram, posteriormente, descritos por Lideikyte et al. (2008) e Bustamante et al. (2014), sendo
verificados genotipos diploides com cinco até a oito sitios de rDNA. Bustamante et al. (2014)
verificou ainda, que alguns gendtipos apresentaram dois sitios de rDNA 35S no mesmo
cromossomo, em bracos cromossdmicos diferentes, condicdo essa denominada de sintenia. O
mesmo também foi observado em gendtipos de L. perenne por Rocha et al. (2015).

Muitos estudos tém relatado que os sitios de rDNA 35S nas espécies de Lolium L.
costumam ser vistos nos nucleos interfasicos e nas metafases mitoticas, apresentando “gaps”
na cromatina e nos cromossomos, aumentando o nimero de sinais que era esperado com a FISH
35S, motivo pelo qual foram inicialmente tratados como sitios frageis (SFs) (HUANG et al.,
2008; HUANG et al., 2009; BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015; ROCHA et al.,
2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). Tais gaps sdo resultado da alta descompactacdo da
cromatina, formando fibras estendidas finas e longas, subdividindo os sitios de rDNA 35S em
duas partes, sem resultar na formacdo de fragmentos cromossémicos e, como consequéncia,
sem perda de material genético (ROCHA et al., 2017a; 2017b). Quando ndo h& manifestacéo
da fragilidade, os sitios de rDNA 35S sdo considerados intactos, condensados e com sinais
FISH 35S integros (HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2009; BUSTAMANTE et al., 2014;
ROCHA et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). Os gaps na regido
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do rDNA 35S comegam a ser observados ainda durante a intérfase, mais especificamente entre
a fase S/G2, e assim permanecem até a anafase (ROCHA et al. 2017b) e alguns até a teléfase
(FERREIRA et al., 2018).

A ocorréncia de gaps com fibras de cromatina estendida nos sitios de rDNA 35S de
plantas tem sido associada a intensa atividade transcricional, a qual foi verificada por meio da
coloracdo com nitrato de prata (Ag-NOR), que marca DNA e ribonucleoproteinas (HOWELL;
BLACK, 1980; HUANG et al., 2012; BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015), e
pela observacdo das marcas epigenéticas de heterocromatina, eucromatina e silenciamento
génico pela metilacdo do DNA (HUANG et al., 2012; FERREIRA et al., 2018).

2.3 A importancia dos genes ribossomais e os sitios frageis em humanos

e em plantas

Os sitios de rDNA 35S estdo entre as regides mais amplamente estudadas em eucariotos,
conforme demonstrado em uma revisdo de Roa e Guerra (2012), em que foram compilados
dados de 846 espécies e 198 géneros, representando 51 familias de angiospermas e seis familias
de gimnospermas visando estudar a sua distribuicéo, implicacdes estruturais e evolutivas. Um
dos motivos pelo interesse no estudo dessa regido esta relacionado as suas caracteristicas Unicas
quanto a funcéo e estrutura genética (YANG et al., 2015). A redundancia dos genes rRNA é
incomparavel a outros genes do genoma eucarioto, variando de centenas de sequéncias
repetitivas em mamiferos a milhares em plantas. Paradoxalmente, somente uma fracdo destes
genes € ativamente transcrita em determinados estagios da célula e, diferentemente dos demais
genes que sdo transcritos pelas RNAs polimerases Il e 111, os genes de rRNA utilizam a RNA
polimerase | para sua transcricdo (HUANG et al., 2006). Ainda mais surpreendente é que,
apesar da sua composicdo heterocromaética, a sintese de rRNA representa a maior atividade
transcricional da célula, correspondendo a quase 80% do RNA total em células em crescimento
(MOSS; STEFANOVSKY, 1995; PAULE; LOFQUIST, 1996; MOSS et al., 2007).

Os genes rDNA sdo locais cromossémicos favoraveis para a formacéo de constricdes
secundarias, devido ao fato de serem sequéncias altamente repetitivas e ativas
transcricionalmente. As constricdes formadas podem se tornar hotspots para eventos de
recombinacgdo, translocacdo e ampliacdo do numero de sequéncias (KOBAYASHI, 2011;
SAMADASHWILY; RACA; MIRKIN, 1997). Além dessas possibilidades de eventos, 0s genes
ribossomais em plantas também apresentam a expressao de sitios frageis (BUSTAMANTE et
al., 2014; HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2012; ROCHA et al., 2015).
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Os sitios frageis (SFs), fendmeno amplamente relatado em cromossomos humanos, sdo
regides cromossomicas que possuem tendéncias a sofrer estreitamento ou constri¢des e formar
lesbes ou quebras em ambas as cromatides, tais consequéncias se ddo pela inibi¢do no processo
transcricional ou replicativo (GLOVER, 2006; RICHARDS, 2001). Em cultura de células, os
SFs normalmente sdo estaveis, porem sob certas condi¢des de cultivo ou induzidos com agentes
quimicos especificos, formam lesGes e quebras em cromossomos metafasicos (DURKIN;
GLOVER, 2007).

O SFs em humanos, séo classificados de acordo com a sua ocorréncia na populagéo e
modo de indugéo, podendo ser raros ou comuns (GLOVER, 2006; HUEBNER; CROCE, 2001).
Os sitios frageis comuns (CFS) sdo geralmente estaveis em células somaticas, sendo
encontrados em todos os seres humanos (GLOVER 2006; HUEBNER; CHOCE, 2001). Tais
sitios podem ser induzidos por estresse durante a replicagdo do DNA, como por exemplo, a
utilizagdo da anficolina (APH), um inibidor de polimerase alfa, delta e épsilon (YUNIS;
SORENG; BOWE, 1987). Os CFS sdo, por isso, considerados os sitios do genoma mais
sensiveis ao estresse replicativo (DEBATISSE; EL ACHKAR; DUTRILLAUX, 2006;
DURKIN; GLOVER, 2007). Por outro lado, os sitios raros estdo presentes em uma baixa parte
da populagdo humana (2,5%), estes séo resultantes de mutacGes que levam a expansdes e
instabilidade de micro ou mini-satélites ricos em A-T (DURKIN; GLOVER, 2007; GLOVER,
2006; HUEBNER; CROCE, 2001). A maioria destes sitios € induzida por deficiéncia de folato
(WANG; GRIFFITH, 1996) e estdo associados também com repeticdes expandidas CGG
capazes de adotar estruturas incomuns de DNA B que podem perturbar a replicacdo do DNA
(SAMADASWILY; RACA; MIRKIN, 1997; USDIN; WOODFORD, 1995).

Huang et al. (2008) relataram, pela primeira vez, a expressdo de fragilidade nos sitios
de rDNA 35S de L. perenne, que causou a ruptura total ou parcial dos cromossomos, gerando
fragmentos que levaram a contagem equivocada do nimero cromossdémico em 85% das células
analisadas e também do numero de sinais 35S. Em algumas lesGes, as extremidades do
fragmento e o cromossomo estavam ligados por um filamento de cromatina, detectado por meio
da FISH (BUSTAMANTE et al., 2014; HUANG et al., 2008). Huang et al. (2009) sugeriram
que as falhas no complexo de enovelamento das fibras de cromatina dos sitios frageis de rDNA
35S sdo as responsaveis pela formacédo de quebras/lesdes in vitro em Lolium. Bustamante et al.
(2014), que relataram a variabilidade para o sitio de rDNA 35S e a ocorréncia de sitios frageis
em gendtipos diploides e tetraploides de uma progénie resultante do cruzamento entre gendtipos

de L. multiflorum, observaram o mesmo comportamento. Rocha et al. (2017a) verificou que a
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fragilidade em Lolium n&o resulta em verdadeiras quebras cromossomicas, e sim em lesdes,
gaps e constri¢des, devido a segmentacéo e alta descompactagdo desses sitios de rDNA 35S.
Em L. multiflorum e L. perenne os sitios 35S lesionados, na maioria das vezes, sdo ativos
transcricionalmente e apresentam bandas Ag-NOR mais intensas que os sitios integros ativos
(BUSTAMANTE et al., 2014; HUANG et al., 2012; ROCHA et al., 2015). Também ha relatos
da co-localizagdo dos SFs com o sitio de rDNA 35S em milho transgénico e em uma graminea
do Mediterraneo, Phleum echinatum Host. (GRABOWSKA-JOACHIMIAK et al., 2015). Nos
estudos com milho transgénico, a expressao dos SFs foi atribuida ao evento da transgenia, sendo
estes herdaveis em cruzamentos com milho normal. Além disso, foram relatados que os SFs
35S em Phleum echinatum estdo envolvidos om rearranjos cromossdémicos que propiciam a
diferenciagéo cariotipica dessa espécie dentro do género Phleum (WAMINAL et al., 2013). Por
serem consideradas regides fracas do genoma e susceptiveis a quebras e rearranjos
cromossdmicos, 0s SFs podem constituir um mecanismo potencial de especiacdo (BROWN;
O’NEILL, 2010; DURKIN; GLOVER, 2007; RUIZ-HERRERA; ROBINSON, 2007).

Huang et al. (2012), com a intencdo de averiguar a relacdo entre as alteracdes
epigenéticas envolvidas na expressdo de sitios frageis, testaram actinomicina D (ActD, inibidor
transcricional) e amphicolina (APH, inibidor replicacional) em gramineas como milho, arroz,
cevada e sorgo e observaram que a ActD promoveu quebras e lesdes nos sitios de rDNA 35S
dessas gramineas. Os autores ainda realizaram analises especificas em milho, mostrando que
nos sitios 35S houve diminuicdo de histonas H3K9ac, H3K9me2, consistente com a
descondensacao, hipometilacdo de sequencias C-G e presenca de histonas yH2AX, uma
variante da histona H2A fosforilada que serve como uma marca para detectar quebras na dupla
fita do DNA. O mesmo padrédo de metilacdo foi observado por Ferreira et al. (2018) em L.
multiflorum e L. perenne ndo submetidos a tratamentos de inibicdo transcricional.
Procedimentos que utilizam tratamentos que permitem manipular a maquinaria da transcricéo,
como a ActD, sdo aplicados, por exemplo, para a inibicdo da transcricdo de genes em estudos
com celulas cancerigenas (LU et al., 2015; CORTES et al., 2016) e até mesmo na inibi¢do da
sintese de rRNA em células-troncos embrionarias humanas (WOOLNOUGH et al., 2016).
Trata-se de uma estratégia que pode ser adaptada para observar o comportamento dos sitios de
rDNA 35S em espécies de Lolium, pois, de acordo com Bensaude (2011), a inibicdo da

transcricdo é acompanhada por mudancas nas propriedades bioquimicas de proteinas nucleares.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil dos sitios de rDNA 35S, em células tratadas e ndo tratadas com um

inibidor transcricional (ActD, Actinomicina D), de Lolium multiflorum Lam.

3.2 Objetivos especificos

Em células tratadas e néo tratadas com ActD:

- Por meio da Hibridizacao In Situ Fluorescente (FISH), avaliar a frequéncia de gaps e
constricdes nos sitios de rDNA 35S pos tratamento com ActD, além de avaliar os
nameros de sinais 35S nos nucleos interfasicos;

- Avaliar os efeitos dos tratamentos com ActD sobre a organizacao nucleolar empregando

coloracdo com nitrato de prata.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério de Citogenética Molecular do

Departamento de Biologia — Universidade Federal de Lavras (UFLA).
4.2 Material Vegetal
As sementes de L. multiflorum cv. Ponteio (2n=2x=14) utilizadas nesse estudo sao

provenientes do Banco Ativo de Germoplasma de Plantas Forrageiras da Embrapa Gado de

Leite/Embrapa Clima Temperado, Juiz de Fora-MG/Pelotas-RS.
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4.3 Tratamento com Actinomicina D

Sementes de L. multiflorum foram previamente germinadas em camara Umida e
mantidas a 25°C. Apés a germinacdo, as raizes apresentando aproximadamente 1,0cm foram
tratadas com actinomicina D (ActD) nas concentracGes de 15 e 30ug/mL por 48h, a 25°C,
conforme Huang et al. (2012), sendo oito placas para cada tratamento contendo 60 sementes.
No tratamento controle, as sementes foram germinadas em 16 placas de Petri contendo agua
destilada. As amostras das raizes tratadas com ActD e néo tratadas (controle) foram destinadas

as analises citogenéticas

4.4 Preparo de laminas, coloracdo com nitrato de prata e avaliagao

Apo6s o tratamento com actD, as raizes foram coletadas, fixadas em Carnoy (etanol:
acido acético/ 3:1) e armazenadas a -20°C. As raizes foram digeridas com Onozuka R10
celulase (0,7%), celulase (0,7%) (Sigma-Aldrich), pectoliase (1%) (Sigma-Aldrich), e
citohelicase (1%) (Sigma-Aldrich) a 37°C por 1h10min. As laminas foram preparadas pela
técnica de gotejamento e a coloracdo foi feita com nitrato de prata (Ag-NOR), conforme Guerra
e Souza (2002) com adaptacBes. Sobre a preparacdo cromossdmica foi colocada uma tela de
nylon, na qual adicionou-se 1 gota de solucao coloidal (2% gelatina incolor, 2% acido formico)
e 2 gotas de solucéo de nitrato de prata 50% previamente filtrada. As laminas foram incubadas
em camara Umida, a 72°C, de 2 a 7 minutos com posterior lavagem em agua destilada e
desidratacdo em série alcoolica (70%, 80% e 100%), por 5 minutos. As laminas foram
observadas em microscépio de campo claro (Zeiss) modelo Axio com camera AxioCam lccl
acoplada. O nimero de nucléolos por nucleo foi avaliado em 250 células/tratamento. A medida
da proporcao da area nucleolar em relacéo a area total do nacleo foi obtida pela avaliacdo de

50 células por tratamento, no Photoshop CC 2015.

4.5 Andlises citogenéticas

4.5.1 Obtencdo de C-metéafases

Para obtencdo de C-metafases, as raizes tratadas e ndo tratadas com ActD foram

coletadas e tratadas em agua gelada por 24 horas, conforme Ksigzczyk et al. (2010).

Posteriormente, as raizes foram fixadas em Carnoy (etanol:acido acético/ 3:1) para posterior
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aplicacdo da técnica de FISH. As laminas foram preparadas pela técnica de esmagamento

conforme Guerra e Souza (2002).

4.5.2 Hibridizacéo in situ fluorescente (FISH)

A FISH foi realizada usando como sondas as sequéncias de rDNA 35S (pTa 71 de
Triticum aestivum L.) marcadas de forma indireta com Digoxigenina-11-dUTP por meio da
reacdo de nick-translation.

A preparagdo cromossomica foi desnaturada com 100uL de formamida 70% em SSC
2X, por 1 minuto e 40 segundos a 85°C. Posteriormente, as laminas foram lavadas por 5 minutos
em série alcoolica (70%, 90% e 100%). A mistura de hibridizagdo (formamida 50%, SSC 2x,
sulfato de dextran 10% e cerca de 80 ng de cada uma das sondas marcadas), foi desnaturada a
95°C por 8 minutos. Apos a desnaturacdo, a mistura foi mantida no gelo por 5 minutos, sera
aplicada sobre as laminas desnaturadas e essas foram incubadas por, no minimo, 37°C 16 h-1,
em camara umida para que ocorra a hibridizacdo. As lavagens pos-hibridizacao foram feitas,
sob agitacdo, em SSC 2x por 5 minutos, em temperatura ambiente, posteriormente em SSC 2x,
a 58°C por 20 minutos, e transferias para SSC2X a temperatura ambiente. As laminas foram
montadas em Vectashield® e avaliadas em microscépio de epifluorescéncia Olympus BX60
equipado com camera monocromatica refrigerada para captura das imagens. As
prometafases/metafases foram avaliadas quanto ao nimero de sitios de rDNA 35S por genotipo
e quanto a presenca de lesdes, visualizadas como constricdes e gaps, decorrentes da expressao
dos sitios frageis 35S nos diferentes tratamentos. Foram considerados com gaps 0s sitios que
se distendiam promovendo amplo afastamento entre as partes dos cromossomos. Foram
consideradas constricdes, o0s sitios de rDNA 35S que apresentaram uma sutil descontinuacéo
do padrdo DAPI. A porcentagem de sitios 35S lesionados foi verificada em cada um dos
tratamentos. Nos nucleos também foram avaliados o nimero de sinais 35S nos estagios G1 e
SIG2.

5 RESULTADOS
Em L. multiflorum a frequéncia de células com diferentes nimeros de nucléolos por

nacleo, variou entre os tratamentos (Tabela 1). Nos tratamentos com ActD nas concentragdes

de 15 e 30ug/mL foram observadas as maiores frequéncias de nucleos contendo um nucléolo,
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em comparacdo ao controle. Contudo, a presenca de dois nucléolos/nicleo foi maior no
tratamento controle em relagcdo as concentragbes 15 e 30ug/mL. Quanto a ndcleos com 3
nucléolos, o tratamento de 30ug/mL se destacou diante dos demais tratamentos, sendo que a
concentracdo 15ug/mL promoveu a menor porcentagem de células com essa configuragdo. A
formacéo de quatro nucléolos/ndcleo foi observada somente no tratamento controle, enquanto
a presenca de mais de quatro nucléolos/nlcleo foi observada apenas na concentracdo de
15ug/mL de ActD (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1- Frequéncia de células de L. multiflorum com diferentes nimeros de nucléolos nos
diferentes tratamentos.

Tratamento/N° 1 2 3 4 +de4 Total de
de nucléolos nucléolo | nucléolos | nucléolos | nucléolos | nucléolos células
Controle 69,5% 23,2% 6,1% 1,2% 0% 250
15 ug/mL 75,4% 20,1% 4,3% 0% 0,3% 250
30 ug/mL 73,6% 17,4% 9,0% 0% 0% 250

Nas células que apresentavam um nucléolo, a propor¢éo da area ocupada no nucleo nao
foi discrepante entre os tratamentos controle (31,53%), 15ug/mL (33,67%) e 30ug/mL
(33,88%) (Figura 1). Quando dois nucléolos estavam presentes, houve um aumento na
proporcao de area nucleolar nas células tratadas com ActD 15ug/mL (33,02%) e 30ug/mL
(41,37%), em relacdo ao controle (25,65%) (Figura 1). A area ocupada tanto por dois, quanto
por trés nucléolos foi maior na concentracdo de 30ug/mL em relacdo a concentracdo de
15ug/mL e o controle. Porém, a area nucleolar ocupada por trés nucléolos € menor na
concentracdo de 15ug/mL quando comparada ao controle (Figura 1).

Uma analise comparativa das concentracdes em relacdo aos diferentes nimeros de
nucléolos revelou que a area ocupada por dois nucléolos na concentracdo de 30ug/mL (41,37%)
foi superior a proporcdo observada para um nucléolo (33,88%) e trés nucléolos (30,43%)
(Figura 1). Ja a concentracdo de 15ug/mL apresentou um comportamento semelhante nas
porcentagens de area nucleolar para um (33,67%) e dois nucléolos (33,02%) e decréscimo
quando trés nucléolos foram formados (12,18%) (Figura 1). Em todos os tratamentos, as
proporcoes obtidas para trés nucléolos foram inferiores ao observado para a area ocupada por
um e dois nucléolos. Como ja mencionado, apenas nas células do grupo controle observou-se a
formacdo de quatro nucléolos (Figura 2) e a area ocupada por eles foi superior (36,21%),

comparada a area ocupada trés nucléolos/nlcleo nesse mesmo tratamento (23,59%) (Figura 1).



16

Figura 1 - Area ocupada pelo(s) nucléolo(s) (%) em relagdo & &rea total do nucleo de L.
multiflorum.
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Figura 2 - Células de Lolium multiflorum: um nucléolo — tratamento controle (a), tratamento
com ActD 15ug/mL (b) e tratamento com ActD 30ug/mL (c); Dois nucléolos —
tratamento controle (d), tratamento com ActD 15ug/mL (e) e tratamento com ActD
30ug/mL (f); Trés nucléolos — tratamento controle (g), tratamento com ActD
15ug/mL (h), tratamento com ActD 30ug/mL (i); Quatro nucléolos — tratamento
controle (j, K); Mais de quatro nucléolos — Tratamento com ActD 15ug/mL (l).
Barra 10pm.

Nos ndcleos interfasicos, no tratamento controle, seis e sete sinais FISH foram mais
frequentes nos nucleos G1 e S/G2 (Tabela 2; Figura 3). Nas concentracdes de 15ug/mL e
30ug/mL, a maior frequéncia de nucleos com sinais rDNA 35S foram, respectivamente, G1
com seis sinais e G1 com mais de 10 sinais, sendo alguns deles distendidos (Tabela 2; Figura
3). No tratamento controle ndo foram observados nucleos apresentando mais de 10 sinais
(Tabela 2).

Em S/G2 o tratamento 30ug/mL mostrou uma maior frequéncia de ntcleos com mais de
oito sinais comparado ao controle e a concentragfes de 15ug/mL (Tabela 2) (Figura 3). Pode-
se observar gue houve uma inversdo nas frequéncias dentro desse tratamento, enquanto nos
demais tratamentos, controle e 15ug/mL, a porcentagem de ndcleos com mais de oito sinais
decai (Tabela 2).

Né&o foram encontrados microndicleos em nenhum dos tratamentos, tanto na analise coma FISH,

guanto na analise dos nucléolos.
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Figura 3 - Ndcleos interfésicos de L. multiflorum em estagio G1 e S/G2 com sonda de rDNA
35S em vermelho. Células do tratamento controle em a e b, sendo a (G1) com seis
sinais 35S e em b (S/G2) com 8 sinais. Células tratadas com 15ug/mL de ActD em ¢
e d, sendo ¢ (G1) com 6 sinais e d (S/G2) com mais de dez sinais 35S e arrastes.
Celulas tratadas com 30ug/mL de ActD em e e f, sendo e (G1) e f (S/G2) com mais

de 10 sinais 35S e arrastes. Barra 10pm.
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Tabela 2 — Porcentagem de células em estagio G1 e S/G2 de L. multiflorum com diferentes

ndmeros de sinais de rDNA 35S nos diferentes tratamentos.

Sinais/Tratamentos Controle 15ug/mL 30ug/mL
4 sinais Gl -- -- --
SIG2 7,14 6,66 3,84
5 sinais G1 13,04 18,18 --
SIG2 7,14 10 --
6 sinais Gl 39,13 36,36 13,33
SIG2 21,42 20 3,84
7 sinais Gl 26,08 18,18 20
SIG2 42,85 33,33 11,53
8 sinais Gl 13,04 18,18 6,66
SIG2 7,14 13,33 26,92
9 sinais Gl 8,69 - 6,66
SIG2 14,28 10 15,38
+ de 10 sinais Gl -- 9,09 53,33
SIG2 -- 6,66 38,44
Para as avaliagbes quanto aos sitios de rDNA 35S nos cromossomos, foram

considerados gaps os casos em que havia uma lacuna no sinal do rDNA 35S, formando

pequenos fragmentos cromossdémicos que subdividiam os sinais em duas partes (Figura 4).

Quando nao havia a presenga de uma lacuna, mas pequenos ‘“estrangulamentos” nos sitios do

rDNA 35S, estes foram considerados constricdes (Figura 4). Entre todos os tratamentos, a

concentracdo de 30ug/mL de ActD apresentou a maior porcentagem de metafases com lesdes

(gap e/ou constricdo) seguida, em ordem decrescente, da concentracdo de 15ug/mL e do grupo

controle (Tabela 3).

Tabela 3 — Porcentagem de c-metafases espalhadas de Lolium multiflorum, apresentando lesdes

(gap e/ou constricdo) nos diferentes tratamentos.

Tratamento Metafases espalhadas com lesdes no rDNA 35S
Controle 84,21%
15ug/mL de ActD 86,36%
30ug/mL de ActD 90,00%

Ao analisar metafases e prometafases quanto ao nimero de gaps e constrigdes,

observou-se que todos os tratamentos apresentaram maior porcentagem de gaps nas

prometafases, comparadas as metéafases (Tabela 4; Figura 4). JA o maior o nimero de

constri¢Ges foi evidenciado nas metafases (Tabela 4). Ao comparar esses dados separadamente,
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entre os tratamentos, nota-se que nas metéafases a concentragdo de 15ug/mL apresentou maior
porcentagem de gaps em comparagdo aos outros tratamentos. Porém, ao analisar o nimero de
contricbes nas metéafases, a maior proporcdo encontrada foi na concentragdo de 30ug/mL,
seguida pela concentracdo de 15ug/mL e por fim o grupo controle (Tabela 4). Em relacdo as
prometafases, tanto com gap quanto com constricbes, 0 grupo controle obteve a maior

porcentagem entre todos os tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4 — Porcentagem de metafases e prometéfases de Lolium multiflorum que apresentaram

gap ou constri¢do, nos diferentes tratamentos.

Controle 15ug/mL 30ug/mL
Gap 4,7% 11,83% 6,86%
Metafases ¢, ctricsio 25,30% 28,99% 36,27%
Gap 46,43% 38,78% 40,78%
ARG EIEEE . p—— 21,43% 5,1% 10,52%
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Figura 4 — Metéfases de L. multiflorum com sonda de rDNA 35S em vermelho. Setas brancas
apontam 0s gaps e as setas amarelas apontam as constricbes nas ampliagdes. a-c
tratamento controle, sendo a e b prometafases e ¢ uma metéafase, todas elas com seis
sitios de rDNA 35S cada. Em b e ¢ cromossomos com sitios de rDNA sinténicos
estdo presentes, sendo que em b os dois sinténicos apresentaram gaps, enquanto em
c apenas um dos sitios sinténicos apresentou gap (ampliacdo). Em b a ampliacao
evidencia um cromossomo com constri¢do no sitio 35S. d-f tratamento 15ug/mL de
ActD, sendo d e e prometafases ambas com seis sitios de rDNA 35S e f uma metafase
com cinco sitios de rDNA 35S. g-i tratamento 30ug/mLde ActD, sendo g uma
prometafase com seis sitios 35S, todos com gap, dois deles em sinténia. h- Metéafase
com sete sitios de rDNA dois deles em sinténia e sem presenca de gaps. i- metafase
com cinco sitios de rDNA 35S, a ampliacdo evidencia um dos sitios com gap. Barra

S5 pm.
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Também foram analisadas as frequéncias de gaps e constri¢des, nas metafases e
prometafases, de acordo com o nimero de sitios rDNA 35S dos genétipos em cada tratamento.

O namero de sitios observados variou de cinco a oito nos tratamentos, sendo que apenas
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genotipos apresentando seis sitios foram encontrados tanto no controle, quanto nas
concentracdes de 15 e 30ug/mL de ActD. Somente a concentragcdo de 15ug/mL apresentou
genotipos com oito sitios (Tabela 5).

Analisando 0s gendtipos que apresentaram seis sitios, nota-se que a presenca de gaps
nas prometafases € maior na concentracdo de 30ug/mL, em comparacdo aos outros dois
tratamentos. Tal comportamento ndo é observado para constrigdes, nesse caso, 0 grupo controle
apresenta a maior porcentagem quando comparado a 15 e 30ug/mL. Para metafases, 15ug/mL
e 30ug/mL obtiveram as maiores proporcdes de gaps e constri¢des, respectivamente, entre 0s
tratamentos (Tabela 5).

Tabela 5 — Porcentagem de metafases e prometafases de Lolium multiflorum, com diferentes

nameros de sitios rDNA 35S, apresentando gap ou constricbes nos diferentes

tratamentos.
Gap Constricao
Controle | 15ug/mL | 30ug/mL | Controle | 15ug/mL | 30ug/mL
5 sitios 0% 11,42% -- 15% 37,14% --
i 6 sitios | 2,29% 14,7% 10% 22,9% 25,49% | 31,66%
Metafases
7 sitios -- -- 2,38% -- -- 42,58%
8 sitios -- 3,12% -- -- 31,25% --
5 sitios 60% 70% -- 20% 0% --
6 sitios | 38,8% 41,66% 45,83% 22,2% 5,55% 14,58%
Prometafase
7 sitios -- 28,57% 32,14% -- 10,71% 3,57%
8 sitios -- 33,33% -- -- 0% --
6 DISCUSSAO

Lolium multiflorum tipicamente apresenta de um a seis nucléolos/nicleo, sendo
predominante a ocorréncia de um a dois nucléolos (BUSTAMANTE et al., 2014; CARNIDE;
ORELLANA, 1986), similar ao observado no presente trabalho. Huang et al. (2012) relataram
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que em milho tratado com 15ug/mL de ActD houve uma desorganizacao nucleolar, aumentando
0 numero de nucléolos por nucleo. No controle, Huang et al. (2012) contabilizaram de um a
dois nucléolos, ja o milho tratado apresentou nucleos com dez nucléolos pequenos. Os autores
atribuiram esse comportamento a uma forma de adaptacdo a condicdo de perturbacdo do
processo transcricional causado pela ActD. Segundo os autores, ap6s a inibicdo muitos genes
de rRNA ficam dispersos no nucleoplasma resultando na formagdo de maltiplos nucléolos.

No presente trabalho, uma vez que ndo houve expressiva mudanca no numero de
nucléolos por nucleo, foi avaliada a propor¢do da area nucleolar/nicleo nos diferentes
tratamentos. Essa andlise tem sido usada como parametro para detectar o efeito de algumas
substancias sobre as células de bioensaios (LIMA et al., 2019). Em L. multiflorum tratado com
ActD, houve um aumento nas porcentagens de area do nucleo ocupada pelo nucléolo. O
tratamento com 30ug/mL promoveu um comportamento dose dependente, aumentando a area
nucleolar em relagdo ao controle, o que ndo se deu da mesma maneira na dose de 15ug/mL.
Lima et al., (2019) também observou diferentes respostas da area nucleolar com diferentes
nameros de nucléolos, aumento e ou diminuigdo, em células de Allium cepa L. tratadas com
diferentes poluentes ambientais.

A ActD, apesar de ser um inibidor transcricional, pode ndo ocasionar uma diminuicao
da area nucleolar, pois essa droga impede a elongacdo da cadeia do rRNA, evento esse que
ocorre apos a formacdo nucleolar (HUANG et al., 2012; SOBELL, 1985). A dispersdo dos
genes rRNA no nucleoplasma, citada anteriormente para milho no trabalho de Huang et al.
(2012), pode ter ocorrido em Lolium apds o tratamento com ActD, mas ndo elevando o nUmero
de nucléolos/nlcleo, como observado em milho através da fragmentacéo nucleolar, mas sim
levando & um aumento na area nucleolar.

Em Lolium houve aumento do nimero de sinais 35S nos nucleos interfasicos tratados
com ActD. Isso se deu principalmente na concentracdo de 30ug/mL em que mais de 60% das
células em G1 e 53,8% das S/G2 tinham de mais de nove sinais, diferente das proporcoes
encontradas no controle que apresentou valores em propor¢des condizentes com o trabalho de
Rocha et al. (2017b), em que ndo houve uso de ActD. Na concentracdo de 15ug/mL apenas
10% dos nucleos em G1 e 16,6% dos nucleos em S/G2 apresentaram mais de 9 sinais FISH
35S. Rocha et al. (2017b) relataram que os nucleos em S/G2 sdo mais efetivos que G1 para
expressar a fragmentacdo dos sitios de rDNA 35S que ocorre naturalmente em diferentes
espécies de Lolium. Apesar disso, até mesmo os ndcleos em G1 expressaram o efeito da ActD
nas concentragdes usadas no presente estudo, mostrando efetividade. Huang et al. (2012) ao

comparar a porcentagem de nicleos com sinais dispersos em milho, cevada e sorgo verificaram
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valores discrepantes na concentracdo de 15ug/mL, em que 90% dos nucleos foram afetados.
Enquanto que no controle menos de 10% dos ndcleos tinham sinais além do esperado para essas
mesmas espécies. Comparando com os dados obtidos em Lolium é possivel inferir que a ActD
na concentragdo de 15ug/mL foi mais efetiva nas espécies usadas por Huang et al. (2012). A
proporcdo de nucleos afetados somente foi mais expressivo em Lolium com o dobro da
concentracdo, 30ug/mL, e mesmo assim as propor¢des sd&o bem menos discrepantes que as
obtidas no estudo usado como comparagéo.

Huang et al. (2008) relataram que a porcentagem de células com cromossomos
espalhados, prometafases/metafases, apresentando lesdes em espécies Lolium corresponde a
85%, semelhante ao encontrado no tratamento controle do presente trabalho (84,21%). A
concentracdo de 15ug/mL apresentou um satil aumento nessa porcentagem, atingindo 86,36%
de prometafases/metafases avaliadas. O aumento na concentragdo de 30ug/mL foi maior,
alcancando 90% das celulas avaliadas. Huang et al. (2012) também observaram tal
comportamento em metafases de milho, sorgo e cevada, contudo com discrepancia entre os
valores encontrados no controle, menos de 10% das metéfases afetadas, e no tratamento com
15ug/mL mais de 80% delas afetadas. Em Lolium, a porcentagem de prometafases/metafases
afetadas também se mostrou menos efetiva em mostrar a acdo da ActD mesmo com o dobro da
concentracdo usada por Huang et al. (2012).

O nivel de compactacdo da cromatina pode influenciar na frequéncia de sitios de rDNA
35S com lesdes, que ocorrem naturalmente, em espécies de Lolium, sendo que, cromossomos
menos compactados (prometafase) tendem a apresentar um maior nimero de gaps/constricdes
em relacdo aos cromossomos mais compactados (metafases) (BUSTAMANTE et al., 2014;
ROCHA et al. 2015). Dessa forma, em Lolium, a comparacgéo direta da proporcdo de células
com cromossomos espalhados ndo permita ter clareza da efetividade da acdo da ActD em
diferentes concentragdes. Além disso, L. multiflorum possui variacdo no namero de sitios 35S
por genotipo, de cinco a oito (BUSTAMANTE et al., 2014), o que também foi verificado no
presente estudo, e a frequéncia com que esses sitios sdo afetados podem ser genotipo
dependente. Porém, os resultados observados em genotipos com seis sitios de rDNA 35S
submetidos as diferentes concentracbes nos permite inferir, de forma mais direta, que as
concentragdes de 15 e 30ug/mL ActD em L. multiflorum foram efetivas.

As diferencgas de comportamento entre L. multiflorum e as espécies avaliadas por Huang
et al. (2012) pode ser dar por varios fatores. O primeiro deles é que L. multiflorum ja possui um
comportamento particular dos sitios de rDNA 35S de ocorréncia natural, os denominados sitios

frageis, que por si sO j& geram os gaps/constrigdes. O segundo fator, é que o nimero de sitios
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de rDNA 35S de L. multiflorum é superior ao das espécies estudas por Huang et al. (2012) que
apresentam entre 2 e 4 sitios, além do nimero de sequéncias que compBdem esses sitios serem
possivelmente variaveis. Estudos anteriores sugerem que copias extras de rDNA 35S sdo
capazes de manter a integridade do genoma, evitando defeitos dependentes da transcricao
(KOBAYASHI, 2006; IDE et al., 2010). Por fim, os sitios de rDNA 35S em Lolium ja
demonstraram ndo serem facilmente e preferencialmente afetados por tratamentos, como no
trabalho de Rocha et al. (2016) em que o raio X, que causa quebras no DNA, nédo teve como
hotspot os sitios de rDNA 35S de L. multiflorum.

Pesquisas mais avangadas, como a gPCR (PCR quantitativa), poderéo trazer respostas
mais concretas quanto ao nivel de inibicdo transcricional causada pelas diferentes

concentracdes de ActD nos sitios de rDNA 35S em L. multiflorum.
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