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RESUMO 

 

No gênero Lolium, o número, distribuição e comportamento dos sítios rDNA 35S têm 

sido bastantes estudados. Os sítios de rDNA 35S de Lolium multiflorum Lam., apresentam 

“gaps” na cromatina dos cromossomos e em núcleos interfásicos e metáfases mitóticas, fato 

este que tem sido associado à expressão da fragilidade, denominados sítios frágeis (SF), 

relacionada à intensa atividade transcricional. A actinomicina D (ActD), um inibidor 

transcricional, permite manipular a expressão desses sítios de rDNA para melhor entender a 

biologia dessa região. Para avaliar os efeitos da inibição da transcrição com ActD sobre os sítios 

de rDNA 35S de L. multiflorum, utilizou-se a marcação dos sítios de rDNA 35S via 

Hibridização In Situ Fluorescente (FISH) e a coloração Ag-NOR para visualizar os nucléolos. 

Para isso, sementes dessa espécie foram previamente germinadas e tratadas com ActD nas 

concentrações de 15 e 30ug/mL durante 48h. Parte do experimento foi mantido como controle 

negativo. Foram avaliadas metáfases/prometáfases quanto ao número de sítios rDNA 35S e 

quanto à presença de lesões (gap/constrição), também foram analisados os números de sinais 

35S em núcleos interfásicos. Quanto aos nucléolos, contabilizou-se o número de nucléolos por 

núcleo e a proporção da área nucleolar em relação à área total do núcleo. O número de nucléolos 

não apresentou ampla diferença em relação ao tratamento controle. Já a porcentagem de área 

nucleolar foi afetada nas concentrações usadas, sendo aumentada quando dois nucléolos 

estavam presentes na concentração de 30 e diminuída quando havia três nucléolos, isso quando 

comparados a área de um e dois nucléolos/núcleo. Nos núcleos interfásicos, tanto o controle 

quanto a concentração de 15ug/mL apresentaram maior número de sinais de rDNA 35S, mas 

esse aumento foi mais pronunciado na concentração de 30ug/mL. Quanto aos sítios de rDNA 

35S observados em prometáfase/metáfase, houve uma maior porcentagem de lesões (gaps e 

constrições) na concentração se 30ug/mL, seguida pela concentração de 15ug/mL e, por fim, 

pelo controle. O conjunto de resultados indicam que o tratamento com ActD promoveu 

alterações sutis em L. multiflorum, em relação à estudos anteriores realizados com outras 

espécies de gramíneas. Técnicas mais apuradas, como a PCR quantitativa, poderão trazer 

respostas mais concretas quanto ao nível de inibição transcricional causada pelas diferentes 

concentrações de ActD nos sítios de rDNA 35S de L. multiflorum. 

Palavras-chave: Gene ribossomal; Sítios frágeis; Organização nucleolar. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Lolium multiflorum Lam. (2n=2x=14) é uma gramínea nativa da bacia do Mediterrâneo, 

mas com ampla distribuição em regiões de clima temperado. Tal espécie, também conhecida 

como azevém, possui características agronômicas de interesse, como elevada produtividade, 

alto valor nutritivo e fácil estabelecimento, tornando-o adequado para a pecuária. (TERREL, 

1968; POLOK, 2007). 

Tipicamente L. multiflorum apresenta seis sítios rDNA 35S, localizados na região 

intersticial do braço longo dos cromossomos, podendo ocorrer variações de cinco a oito entre 

genótipos (THOMAS et al., 1996; BUSTAMANTE et al., 2014). Os sítios de rDNA 35S estão 

entre as regiões mais amplamente estudadas em eucariotos (ROA; GUERRA, 2012). As 

pesquisas sobre o número, distribuição e comportamento dos sítios de rDNA 35S em espécies 

do gênero Lolium L. mostram que elas podem ser utilizadas como um bom modelo para o 

entendimento da expressão dos genes ribossomais. Estudos têm relatado que, nas espécies desse 

gênero, os sítios de rDNA 35S costumam ser vistos nos núcleos interfásicos e nas metáfases 

mitóticas apresentando “gaps” na cromatina e nos cromossomos sendo, por esse motivo, 

inicialmente tratados como sítios frágeis (SFs) (HUANG et al., 2008; 2009; BUSTAMANTE 

et al., 2014; ROCHA et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). Quando 

não há manifestação da fragilidade, os sítios de rDNA 35S são considerados intactos, 

condensados e com sinais FISH 35S íntegros (HUANG et al., 2008; 2009; BUSTAMANTE et 

al., 2014; ROCHA et al., 2015; ROCHA et al., 2016; ROCHA et al., 2017a; 2017b). A 

ocorrência dos gaps nos sítios de rDNA 35S de plantas têm sido associada à intensa atividade 

transcricional, a qual foi verificada por meio da coloração 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 manipulação da maquinaria da transcrição pode ser feita pelo uso de compostos 

químicos. Uma das drogas mais utilizadas para a inibição da transcrição é a actinomicina D 

(ActD) (BENSAUDE, 2011) que atua diretamente inibindo a elongação dos transcritos no 

rDNA 35S dependente de RNA Polimerase I, levando à interrupção da biogênese dos 

ribossomos (PERRY; KELLEY, 1970).  

Huang et al. (2012), com a intenção de averiguar a relação entre as alterações 

epigenéticas envolvidas na expressão de sítios frágeis, testaram actinomicina D (ActD, inibidor 

transcricional) em gramíneas como milho, arroz, cevada e sorgo e observaram que a ActD 

promoveu altas proporções de quebras e lesões nos sítios de rDNA 35S. Acompanhado a isso, 
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os autores relataram a diminuição de histonas H3K9ac, H3K9me2, consistente com a 

descondensação, hipometilação de sequencias C-G e presença de histonas γH2AX, uma 

variante da histona H2A fosforilada que serve como uma marca para detectar quebras na dupla 

fita do DNA. O mesmo padrão de metilação foi observado por Ferreira et al. (2018) em L. 

multiflorum e L. perenne não submetidos a tratamentos de inibição 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, não foram realizadas quantificações 

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 sítios de rDNA 35S 

através da FISH, bem como a organização nucleolar empregando coloração com nitrato de prata 

(Ag-NOR). 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 Características gerais e importância do gênero Lolium 

 

No gênero Lolium L. (família Poaceae Barnhart. Tribo Poeae Brown.) encontram-se oito 

espécies de gramíneas forrageiras, que são divididas em dois grupos de acordo com o modo de 

reprodução. O primeiro grupo é constituído de quatro espécies autógamas (L. loliaceum Bory e 

Chaub., L. temulentum L., L persicum Boiss e Hohen., L. remotum Schrank.) e o segundo de 

três espécies alógamas (L. perenne L., L. multiflorum Lam., L. rigidum Gaudich). Há uma 

exceção, a espécie L. canariense Steud., que apresenta modo de reprodução intermediário com 

moderado grau de fertilização cruzada (TERREL, 1968; POLOK, 2007). 

 Estas gramíneas forrageiras, são nativas da bacia do Mediterrâneo (Europa Ásia 

Temperada e Norte da África) mas com ampla distribuição em regiões de clima temperado. 

Dentre elas destaca-se L. multiflorum (2n=2x=14), também conhecida como azevém anual, que 

apresenta boas características agronômicas, como alto valor nutritivo, fácil estabelecimento e 

elevada produtividade. Tais características tornam-no um azevém adequado para a pecuária, 

com destaque para sua produção na região Sul do Brasil (TERREL, 1968; POLOK, 2007; 

CARVALHO et al., 2010). 

Devido à importância econômica do gênero Lolium, pesquisas têm sido realizadas com 

o objetivo de gerar novas informações acerca das espécies deste gênero. Estudos desenvolvidos 

desde a metade do século passado tem gerado importantes informações, como por exemplo, 
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número cromossômico, construção de cariótipo, comportamento meiótico e identificação de 

regiões organizadoras do nucléolo (RONs), 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; KOPECKÝ et al., 2010; ROCHA et al., 2015; FERREIRA et al., 

2018). 

 

2.2 Características citogenéticas e aspectos dos sítios de rDNA 35S de 

Lolium  

 

As oito espécies que constituem o gênero Lolium são diploides, com 2n=2x=14 e 

algumas cultivares obtidas pela indução da duplicação cromossômica, são poliploides 

(POLOK, 2007). Malik e Thomas (1966) estão entre os primeiros autores a descrever o 

cariótipo de Lolium. Para L. multiflorum, os autores identificaram três pares de cromossomos 

submetacêntricos com constrições secundárias (regiões organizadoras do nucléolo, RONs) 

localizadas próximas às regiões centroméricas, um grande par metacêntrico e três pares 

menores submetacêntricos. Estudos mais recentes sobre L. multiflorum (cv. Prolog) 

identificaram três pares cromossômicos metacêntricos, três pares submetacêntricos com 

constrição secundária e um par submetacêntrico (KOPECKÝ et al., 2010). 

As proteínas associadas à NOR têm afinidade pela prata redutora sob condições ácidas, 

permitindo que sejam usadas como bons marcadores para distinguir genes de rRNA ativamente 

transcritos dos inativos em cromossomos mitóticos (HUANG et al., 2012). Por esse motivo, a 

técnica Ag-NOR tem sido utilizada para averiguar a transcrição, para contabilizar o número de 

nucléolos de uma célula e avaliar sua morfologia.  

Em Lolium multiflorum, por meio da coloração com nitrato de prata (Ag-NOR),  foram 

observados de um a seis nucléolos/núcleo, além disso, foram identificadas nos cromossomos 

seis bandas Ag-NOR intersticiais, demonstrando a natureza das constrições secundárias como 

organizadores nucleolares ativos transcricionalmente (CARNIDE; ORELLANA, 1986; 

CARNIDE; ORELLANA; RIBERO, 1986). A Hibridização In Situ Fluorescente (FISH) é uma 

técnica molecular que conta com a utilização de sondas para a detecção de sequencias 

especificas do genoma, denominadas de sequência-alvo. Na citogenética vegetal, a FISH tem 

sido utilizada com diversas finalidades, como por exemplo na identificação cromossômica, na 

citotaxonomia e até mesmo para a diferenciação de genomas em híbridos. Uma das sequências 

mais utilizadas para a identificação cromossômica é o rDNA 35S (GUERRA, 2004; THOMAS 

et al., 1996; BUSTAMANTE et al., 2014).  
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A presença de RONs, identificadas pela coloração Ag-NOR nos três pares 

cromossômicos de L. multiflorum, foi confirmada por meio da FISH com sonda de rDNA 35S 

(THOMAS et al., 1996). Através dessa mesma técnica, o mapa físico dos genes rDNA 18S, 

5.8S, 26S e 5S foi construído nos cromossomos de sete taxa do gênero Lolium. Os sítios 18S, 

5.8S, 26S, que correspondem ao rDNA 35S, foram localizados em dois pares de cromossomos 

nas espécies autógamas (L. temulentum, L. remotum, L. persicum, L. rigidum e L. rigidum var. 

rottbollioides). Das espécies alógamas, L. multiflorum apresentou seis sítios, L. perenne 

apresentou sete e L. rigidum var. rigidum foram observados nove sítios, todos localizados na 

região intersticial do braço cromossômico. Em relação ao rDNA 5S, todos os sete taxa 

apresentaram dois sítios. Nas alógamas, tais sítios foram localizados nas adjacências dos sítios 

rDNA 45S do cromossomo dois. Em L. multiflorum e L. perenne, esse sítio foi mapeado no 

braço curto do cromossomo três, que contém no braço longo o sítio 45S, e em L. rigidum var. 

rigidum ele foi encontrado em ambas as posições em diferentes células (ROCHA et al., 2015; 

THOMAS et al., 1996). 

Como descrito anteriormente, para Lolium multiflorum, a primeira descrição do número 

de sítios de rDNA 35S via FISH foi de seis sítios (THOMAS et al., 1996), todos em posição 

intersticial nos cromossomos. Números variáveis de sítios de rDNA 35S em L. multiflorum 

foram, posteriormente, descritos por Lideikyte et al. (2008) e Bustamante et al. (2014), sendo 

verificados genótipos diploides com cinco até a oito sítios de rDNA. Bustamante et al. (2014) 

verificou ainda, que alguns genótipos apresentaram dois sítios de rDNA 35S no mesmo 

cromossomo, em braços cromossômicos diferentes, condição essa denominada de sintenia. O 

mesmo também foi observado em genótipos de L. perenne por Rocha et al. (2015). 

Muitos estudos têm relatado que os sítios de rDNA 35S nas espécies de Lolium L. 

costumam ser vistos nos núcleos interfásicos e nas metáfases mitóticas, apresentando “gaps” 

na cromatina e nos cromossomos, aumentando o número de sinais que era esperado com a FISH 

35S, motivo pelo qual foram inicialmente tratados como sítios frágeis (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 são resultado da alta descompactação da 

cromatina, formando fibras estendidas finas e longas, subdividindo os sítios de rDNA 35S em 

duas partes, sem resultar na formação de fragmentos cromossômicos e, como consequência, 

sem perda de material genético (ROCHA et al., 2017a; 2017b). Quando não há manifestação 

da fragilidade, os sítios de rDNA 35S são considerados intactos, condensados e com sinais 

FISH 35S íntegros (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 região 
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do rDNA 35S começam a ser observados ainda durante a intérfase, mais especificamente entre 

a fase S/G2, e assim permanecem até a anáfase (ROCHA et al. 2017b) e alguns até a telófase 

(FERREIRA et al., 2018). 

A ocorrência de gaps com fibras de cromatina estendida nos sítios de rDNA 35S de 

plantas tem sido associada à intensa atividade transcricional, a qual foi verificada por meio da 

coloração com nitrato de prata (Ag-NOR), que marca DNA e ribonucleoproteínas (HOWELL; 

BLACK, 1980; HUANG et al., 2012; BUSTAMANTE et al., 2014; ROCHA et al., 2015), e 

pela observação das marcas epigenéticas de heterocromatina, eucromatina e silenciamento 

gênico pela metilação do DNA (HUANG et al., 2012; FERREIRA et al., 2018). 

 

2.3 A importância dos genes ribossomais e os sítios frágeis em humanos 

e em plantas 

 

Os sítios de rDNA 35S estão entre as regiões mais amplamente estudadas em eucariotos, 

conforme demonstrado em uma revisão de Roa e Guerra (2012), em que foram compilados 

dados de 846 espécies e 198 gêneros, representando 51 famílias de angiospermas e seis famílias 

de gimnospermas visando estudar a sua distribuição, implicações estruturais e evolutivas. Um 

dos motivos pelo interesse no estudo dessa região está relacionado às suas características únicas 

quanto à função e estrutura genética (YANG et al., 2015). A redundância dos genes rRNA é 

incomparável a outros genes do genoma eucarioto, variando de centenas de sequências 

repetitivas em mamíferos a milhares em plantas. Paradoxalmente, somente uma fração destes 

genes é ativamente transcrita em determinados estágios da célula e, diferentemente dos demais 

genes que são transcritos pelas RNAs polimerases II e III, os genes de rRNA utilizam a RNA 

polimerase I para sua transcrição (HUANG et al., 2006). Ainda mais surpreendente é que, 

apesar da sua composição heterocromática, a síntese 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 são locais cromossômicos favoráveis para a formação de constrições 

secundárias, devido ao fato de serem sequências altamente repetitivas e ativas 

transcricionalmente. As constrições formadas podem se tornar hotspots para eventos de 

recombinação, translocação e ampliação do número de sequências (KOBAYASHI, 2011; 

SAMADASHWILY; RACA; MIRKIN, 1997). Além dessas possibilidades de eventos, os genes 

ribossomais em plantas também apresentam a expressão de sítios frágeis (BUSTAMANTE et 

al., 2014; HUANG et al., 2008; HUANG et al., 2012; ROCHA et al., 2015). 
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Os sítios frágeis (SFs), fenômeno amplamente relatado em cromossomos humanos, são 

regiões cromossômicas que possuem tendências a sofrer estreitamento ou constrições e formar 

lesões ou quebras em ambas as cromátides, tais consequências se dão pela inibição no processo 

transcricional ou replicativo (GLOVER, 2006; RICHARDS, 2001). Em cultura de células, os 

SFs normalmente são estáveis, porem sob certas condições de cultivo ou induzidos com agentes 

químicos específicos, formam lesões e quebras em cromossomos metafásicos (DURKIN; 

GLOVER, 2007). 

O SFs em humanos, são classificados de acordo com a sua ocorrência na população e 

modo de indução, podendo ser raros ou comuns (GLOVER, 2006; HUEBNER; CROCE, 2001).  

Os sítios frágeis comuns (CFS) são geralmente estáveis em células somáticas, sendo 

encontrados em todos os seres humanos (GLOVER 2006; HUEBNER; CHOCE, 2001). Tais 

sítios podem ser induzidos por estresse durante a replicação do DNA, como por exemplo, a 

utilização da anficolina (APH), um inibidor de polimerase alfa, delta e épsilon (YUNIS; 

SORENG; BOWE, 1987). Os CFS são, por isso, considerados os sítios do genoma mais 

sensíveis ao estresse replicativo (DEBATISSE; EL ACHKAR; DUTRILLAUX, 2006; 

DURKIN; GLOVER, 2007). Por outro lado, os sítios raros estão presentes em uma baixa parte 

da população humana (2,5%), estes são resultantes de mutações que levam a expansões e 

instabilidade de micro ou mini-satélites ricos em A-T (DURKIN; GLOVER, 2007; GLOVER, 

2006; HUEBNER; CROCE, 2001). A maioria destes sítios é induzida por deficiência de folato 

(WANG; GRIFFITH, 1996) e estão associados também com repetições expandidas CGG 

capazes de adotar estruturas incomuns de DNA B que podem perturbar a replicação do DNA 

(SAMADASWILY; RACA; MIRKIN, 1997; USDIN; WOODFORD, 1995).  

Huang et al. (2008) relataram, pela primeira vez, a expressão de fragilidade nos sítios 

de rDNA 35S de L. perenne, que causou a ruptura total ou parcial dos cromossomos, gerando 

fragmentos que levaram a contagem equivocada do número cromossômico em 85% das células 

analisadas e também do número de sinais 35S. Em algumas lesões, 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 sítios frágeis de rDNA 

35S são as responsáveis pela formação de quebras/lesões in vitro em Lolium. Bustamante et al. 

(2014), que relataram a variabilidade para o sítio de rDNA 35S e a ocorrência de sítios frágeis 

em genótipos diploides e tetraploides de uma progênie resultante do cruzamento entre genótipos 

de L. multiflorum, observaram o mesmo comportamento. Rocha et al. (2017a) verificou que a 
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fragilidade em Lolium não resulta em verdadeiras quebras cromossômicas, e sim em lesões, 

gaps e constrições, devido à segmentação e alta descompactação desses sítios de rDNA 35S.  

Em L. multiflorum e L. perenne os sítios 35S lesionados, na maioria das vezes, são ativos 

transcricionalmente e apresentam bandas Ag-NOR mais intensas que os sítios íntegros ativos 

(BUSTAMANTE et al., 2014; HUANG et al., 2012; ROCHA et al., 2015). Também há relatos 

da co-localização dos SFs com o sítio de rDNA 35S em milho transgênico e em uma gramínea 

do Mediterrâneo, Phleum echinatum Host. (GRABOWSKA-JOACHIMIAK et al., 2015). Nos 

estudos com milho transgênico, a expressão dos SFs foi atribuída ao evento da transgenia, sendo 

estes herdáveis em cruzamentos com milho normal. Além disso, foram relatados que os SFs 

35S em Phleum echinatum estão envolvidos om rearranjos cromossômicos que propiciam a 

diferenciação cariotípica dessa espécie dentro do gênero Phleum (WAMINAL et al., 2013). Por 

serem consideradas regiões fracas do genoma e susceptíveis à quebras e rearranjos 

cromossômicos, os SFs podem constituir um mecanismo potencial de especiação (BROWN; 

O’NEILL, 2010; DURKIN; GLOVER, 2007; RUIZ-HERRERA; ROBINSON, 2007). 

Huang et al. (2012), com a intenção de averiguar a relação entre as alterações 

epigenéticas envolvidas na expressão de sítios frágeis, testaram actinomicina D (ActD, inibidor 

transcricional) e amphicolina (APH, inibidor replicacional) em gramíneas como milho, arroz, 

cevada e sorgo e observaram que a ActD promoveu quebras e lesões nos sítios de rDNA 35S 

dessas gramíneas. Os autores ainda realizaram análises específicas em milho, mostrando que 

nos sítios 35S houve diminuição de histonas H3K9ac, H3K9me2, consistente com a 

descondensação, hipometilação de sequencias C-G e presença de histonas γH2AX, uma 

variante da histona H2A fosforilada que serve como uma marca para detectar quebras na dupla 

fita do DNA. O mesmo padrão de metilação foi observado por Ferreira et al. (2018) em L. 

multiflorum e L. perenne não submetidos a tratamentos de inibição transcricional. 

Procedimentos que utilizam tratamentos que permitem manipular a maquinaria da transcrição, 

como a ActD, são aplicados, por exemplo, para a inibição da transcrição de genes em estudos 

com células cancerígenas (LU et al., 2015; CORTES et al., 2016) e até mesmo na inibição da 

síntese de rRNA em células-troncos embrionárias humanas (WOOLNOUGH et al., 2016). 

Trata-se de uma estratégia que pode ser adaptada para observar o comportamento dos sítios de 

rDNA 35S em espécies de Lolium, pois, de acordo com Bensaude (2011), a inibição da 

transcrição é acompanhada por mudanças nas propriedades bioquímicas de proteínas nucleares. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar o perfil dos sítios de rDNA 35S, em células tratadas e não tratadas com um 

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

 

3.2 Objetivos específicos  

 

Em células tratadas e não tratadas com ActD: 

- Por meio da Hibridização In Situ Fluorescente (FISH), avaliar a frequência de gaps e 

constrições nos sítios de rDNA 35S pós tratamento com ActD, além de avaliar os 

números de sinais 35S nos núcleos interfásicos; 

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

coloração com nitrato de prata. 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS  

 

4.1 Local 

 

O experimento foi conduzido no Laboratório 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 são 

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 câmara úmida e 

mantidas a 25°C. Após a germinação, as raízes apresentando aproximadamente 1,0cm foram 

tratadas com actinomicina D (ActD) nas concentrações 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 água 

destilada. As amostras das raízes tratadas com ActD e não tratadas (controle) foram destinadas 

às análises citogenéticas 

 

4.4 Preparo de lâminas, coloração com nitrato de prata e avaliação 

 

Após o tratamento com actD, as raízes foram coletadas, fixadas em Carnoy (etanol: 

ácido acético/ 3:1) e armazenadas a -20°C. As raízes foram digeridas com Onozuka R10 

celulase (0,7%), celulase (0,7%) (Sigma-Aldrich), pectoliase (1%) (Sigma-Aldrich), e 

citohelicase (1%) (Sigma-Aldrich) à 37°C por 1h10min. As lâminas foram preparadas pela 

técnica de gotejamento e a coloração foi feita com nitrato de prata (Ag-NOR), conforme Guerra 

e Souza (2002) com adaptações. Sobre a preparação cromossômica foi colocada uma tela de 

nylon, na qual adicionou-se 1 gota de solução coloidal (2% gelatina incolor, 2% ácido fórmico) 

e 2 gotas de solução de nitrato de prata 50% previamente filtrada. As lâminas foram incubadas 

em câmara úmida, à 72°C, de 2 a 7 minutos com posterior lavagem em água destilada e 

desidratação em série alcoólica (70%, 80% e 100%), por 5 minutos. As lâminas foram 

observadas em microscópio de campo claro (Zeiss) modelo Axio com câmera AxioCam Icc1 

acoplada. O número de nucléolos por núcleo foi avaliado em 250 células/tratamento. A medida 

da proporção da área nucleolar em relação à área total do núcleo foi obtida pela avaliação de 

50 células por tratamento, no Photoshop CC 2015. 

 

4.5 Análises citogenéticas 

 

4.5.1 Obtenção de C-metáfases 

 

Para obtenção de C-metáfases, as raízes tratadas e não tratadas com ActD foram 

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

Posteriormente, as raízes foram fixadas em Carnoy (etanol:ácido acético/ 3:1) para posterior 
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aplicação da técnica de FISH. As lâminas foram preparadas pela técnica de esmagamento 

conforme Guerra e Souza (2002). 

 

 

4.5.2 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

 

A FISH foi realizada usando como sondas as sequências de rDNA 35S (pTa 71 de 

Triticum aestivum L.) marcadas de forma indireta com Digoxigenina-11-dUTP por meio da 

reação de nick-translation.  

A preparação cromossômica foi desnaturada com 100μL de formamida 70% em SSC 

2x, por 1 minuto e 40 segundos a 85°C. Posteriormente, as lâminas foram lavadas por 5 minutos 

em série alcoólica (70%, 90% e 100%). A mistura de hibridização (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. Após a desnaturação, a mistura foi mantida no gelo por 5 minutos, será 

aplicada sobre as lâminas desnaturadas e essas foram incubadas por, no mínimo, 37°C 16 h-1, 

em câmara úmida para que ocorra a hibridização. As lavagens pós-hibridização foram feitas, 

sob agitação, 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 lâminas foram 

montadas em Vectashield® e avaliadas em microscópio de epifluorescência Olympus BX60 

equipado com câmera monocromática refrigerada para captura das imagens. As 

prometáfases/metáfases foram avaliadas quanto ao número de sítios de rDNA 35S por genótipo 

e quanto à presença de lesões, visualizadas como constrições e gaps, decorrentes da expressão 

dos sítios frágeis 35S nos diferentes tratamentos. Foram considerados com gaps os sítios que 

se distendiam promovendo amplo afastamento entre as partes dos cromossomos. Foram 

consideradas constrições, os sítios de rDNA 35S que apresentaram uma sútil descontinuação 

do padrão DAPI. A porcentagem de sítios 35S lesionados foi verificada em cada um dos 

tratamentos. Nos núcleos também foram avaliados o número de sinais 35S nos estágios G1 e 

S/G2. 

 

5 RESULTADOS 

 

    Em L. multiflorum a frequência de células com diferentes números de nucléolos por 

núcleo, variou entre os tratamentos (Tabela 1). Nos tratamentos com ActD nas concentrações 

de 15 e 30ug/mL foram observadas as maiores frequências de núcleos contendo um nucléolo, 
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em comparação ao controle. Contudo, a presença de dois nucléolos/núcleo foi maior no 

tratamento controle em relação às concentrações 15 e 30ug/mL. Quanto a núcleos com 3 

nucléolos, o tratamento de 30ug/mL se destacou diante dos demais tratamentos, sendo que a 

concentração 15ug/mL promoveu a menor porcentagem de células com essa configuração. A 

formação de quatro nucléolos/núcleo foi observada somente no tratamento controle, enquanto 

a presença de mais de quatro nucléolos/núcleo foi observada apenas na concentração de 

15ug/mL de ActD (Tabela 1 e Figura 2). 

 

Tabela 1- Frequência de células de L. multiflorum com diferentes números de nucléolos nos 

diferentes tratamentos. 

Tratamento/N° 

de nucléolos 

1 

nucléolo 

2 

nucléolos 

3 

nucléolos 

4 

nucléolos 

+ de 4 

nucléolos 

Total de 

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 proporção da área ocupada no núcleo não 

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 

proporção de área nucleolar nas células tratadas com ActD 15ug/mL (33,02%) e 30ug/mL 

(41,37%), em relação ao controle (25,65%) (Figura 1). A área ocupada tanto por dois, quanto 

por três nucléolos foi maior na concentração de 30ug/mL em relação à concentração de 

15ug/mL e o controle. Porém, a área nucleolar ocupada por três nucléolos é menor na 

concentração de 15ug/mL quando comparada ao controle (Figura 1). 

Uma análise comparativa das concentrações em relação aos diferentes números de 

nucléolos revelou que a área ocupada por dois nucléolos na concentração de 30ug/mL (41,37%) 

foi superior à proporção observada para um nucléolo (33,88%) e três nucléolos (30,43%) 

(Figura 1). Já a concentração de 15ug/mL apresentou um comportamento semelhante nas 

porcentagens de área nucleolar para um (33,67%) e dois nucléolos (33,02%) e decréscimo 

quando três nucléolos foram formados (12,18%) (Figura 1). Em todos os tratamentos, as 

proporções obtidas para três nucléolos foram inferiores ao observado para a área ocupada por 

um e dois nucléolos. Como já mencionado, apenas nas células do grupo controle observou-se a 

formação de quatro nucléolos (Figura 2) e a área ocupada por eles foi superior (36,21%), 

comparada à área ocupada três nucléolos/núcleo nesse mesmo tratamento (23,59%) (Figura 1). 
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Figura 1 - Área ocupada pelo(s) nucléolo(s) (%) em relação à área total do núcleo 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); Três 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 10µm. 

 
 

Nos núcleos interfásicos, no tratamento controle, seis e sete sinais FISH foram mais 

frequentes nos núcleos G1 e S/G2 (Tabela 2; Figura 3). Nas concentrações de 15ug/mL e 

30ug/mL, a maior frequência de núcleos 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 não foram observados núcleos apresentando mais de 10 sinais 

(Tabela 2). 

Em S/G2 o tratamento 30ug/mL mostrou uma maior frequência de núcleos com mais de 

oito sinais comparado ao controle e a concentrações de 15ug/mL (Tabela 2) (Figura 3). Pode-

se observar que houve uma inversão nas frequências dentro desse tratamento, enquanto nos 

demais tratamentos, controle e 15ug/mL, a porcentagem de núcleos com mais de oito sinais 

decai (Tabela 2).  

Não foram encontrados micronúcleos em nenhum dos tratamentos, tanto na análise com a FISH, 

quanto na análise dos nucléolos. 
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Figura 3 - Núcleos interfásicos de L. multiflorum em estágio 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 c 

e d, sendo c (G1) com 6 sinais e d (S/G2) com mais de dez sinais 35S e arrastes. 

Células 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 10µm. 
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Tabela 2 – Porcentagem de células em estágio G1 e S/G2 de L. multiflorum com diferentes 

números de sinais de rDNA 35S nos diferentes tratamentos. 

Sinais/Tratamentos Controle 15ug/mL 30ug/mL 

4 sinais G1 -- -- -- 

S/G2 7,14 6,66 3,84 

5 sinais G1 13,04 18,18 -- 

S/G2 7,14 10 -- 

6 sinais G1 39,13 36,36 13,33 

S/G2 21,42 20 3,84 

7 sinais G1 26,08 18,18 20 

S/G2 42,85 33,33 11,53 

8 sinais G1 13,04 18,18 6,66 

S/G2 7,14 13,33 26,92 

9 sinais G1 8,69 -- 6,66 

S/G2 14,28 10 15,38 

+ de 10 sinais G1 -- 9,09 53,33 

S/G2 -- 6,66 38,44 

 

Para as avaliações quanto aos sítios de rDNA 35S nos cromossomos, foram 

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

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

Quando não havia a presença de uma lacuna, mas pequenos “estrangulamentos” nos sítios do 

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

concentração de 30ug/mL de ActD apresentou a maior porcentagem de metáfases com lesões 

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

controle (Tabela 3). 

Tabela 3 – Porcentagem de c-metáfases espalhadas de Lolium multiflorum, apresentando lesões 

(gap e/ou constrição) nos diferentes tratamentos. 

Tratamento Metáfases espalhadas com lesões no rDNA 35S 

Controle 84,21% 

15ug/mL de ActD 86,36% 

30ug/mL de ActD 90,00% 

 

Ao analisar metáfases e prometáfases quanto ao número de gaps e constrições, 

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

prometáfases, comparadas as metáfases (Tabela 4; Figura 4). Já o maior o número de 

constrições foi evidenciado nas metáfases (Tabela 4). Ao comparar esses dados separadamente, 
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entre os tratamentos, nota-se que nas metáfases a concentração de 15ug/mL apresentou maior 

porcentagem de gaps em comparação aos outros tratamentos. Porém, ao analisar o número de 

contrições nas metáfases, a maior proporção encontrada foi na concentração de 30ug/mL, 

seguida pela concentração de 15ug/mL e por fim o grupo controle (Tabela 4). Em relação às 

prometáfases, tanto com gap quanto com constrições, o grupo controle obteve a maior 

porcentagem entre todos os tratamentos (Tabela 4). 

 

Tabela 4 – Porcentagem de metáfases e prometáfases de Lolium multiflorum que apresentaram 

gap ou constrição, nos diferentes tratamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Controle 15ug/mL 30ug/mL 

 
Metáfases 

 

Gap 4,7% 11,83% 6,86% 

Constrição 25,30% 28,99% 36,27% 

 
Prometáfases 

 

Gap 46,43% 38,78% 40,78% 

Constrição 21,43% 5,1% 10,52% 
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Figura 4 – Metáfases de L. multiflorum com sonda de rDNA 35S em vermelho. Setas brancas 

apontam os gaps e as setas amarelas apontam as constrições nas ampliações.  a-c 

tratamento controle, sendo a e b prometáfases e c uma metáfase, todas elas com seis 

sítios de rDNA 35S cada. Em b e c cromossomos com sítios de rDNA sintênicos 

estão presentes, sendo que em b os dois sintênicos apresentaram gaps, enquanto em 

c apenas um dos sítios sintênicos apresentou gap (ampliação). Em b a ampliação 

evidencia um cromossomo com constrição no sítio 35S.  d-f tratamento 15ug/mL de 

ActD, sendo d e e prometáfases ambas com seis sítios de rDNA 35S e f uma metáfase 

com cinco sítios de rDNA 35S. g-i tratamento 30ug/mLde ActD, sendo g uma 

prometáfase com seis sítios 35S, todos com gap, dois deles em sintênia. h- Metáfase 

com sete sítios de rDNA dois deles em sintênia e sem presença de gaps. i- metáfase 

com cinco sítios de rDNA 35S, a ampliação evidencia um dos sítios com gap. Barra 

5 µm. 

 

 

Também foram analisadas as frequências de gaps e constrições, nas metáfases e 

prometáfases, de acordo com o número de sítios rDNA 35S dos genótipos em cada tratamento. 

O número de sítios observados variou de cinco a oito nos tratamentos, sendo que apenas 
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genótipos apresentando seis sítios foram encontrados tanto no controle, quanto nas 

concentrações de 15 e 30ug/mL de ActD. Somente a concentração de 15ug/mL apresentou 

genótipos com oito sítios (Tabela 5). 

Analisando os genótipos que apresentaram seis sítios, nota-se que a presença de gaps 

nas prometáfases é maior na concentração de 30ug/mL, em comparação aos outros dois 

tratamentos. Tal comportamento não é observado para constrições, nesse caso, o grupo controle 

apresenta a maior porcentagem quando comparado a 15 e 30ug/mL. Para metáfases, 15ug/mL 

e 30ug/mL obtiveram as maiores proporções de gaps e constrições, respectivamente, entre os 

tratamentos (Tabela 5).  

 

Tabela 5 – Porcentagem de metáfases e prometáfases de Lolium multiflorum, com diferentes 

números de sítios rDNA 35S, apresentando gap ou constrições nos diferentes 

tratamentos.  

 Gap Constrição 

Controle 15ug/mL 30ug/mL Controle 15ug/mL 30ug/mL 

 

 

Metáfases 

 

5 sítios 0% 11,42% -- 15% 37,14% -- 

6 sítios 2,29% 14,7% 10% 22,9% 25,49% 31,66% 

7 sítios -- -- 2,38% -- -- 42,58% 

8 sítios -- 3,12% -- -- 31,25% -- 

 

 

Prometáfase 

5 sítios 60% 70% -- 20% 0% -- 

6 sítios 38,8% 41,66% 45,83% 22,2% 5,55% 14,58% 

7 sítios -- 28,57% 32,14% -- 10,71% 3,57% 

8 sítios -- 33,33% -- -- 0% -- 

 

 

6 DISCUSSÃO 

 

Lolium multiflorum tipicamente apresenta de um a seis nucléolos/núcleo, sendo 

predominante a ocorrência 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 desorganização nucleolar, aumentando 

o número de nucléolos por núcleo. No controle, Huang et al. (2012) contabilizaram de um a 

dois nucléolos, já o milho tratado apresentou núcleos com dez nucléolos pequenos. Os autores 

atribuíram esse comportamento à uma forma de adaptação à condição de perturbação do 

processo transcricional causado pela ActD. Segundo os autores, após a inibição muitos genes 

de rRNA ficam dispersos no nucleoplasma resultando na formação de múltiplos nucléolos.  

No presente trabalho, uma vez que não houve expressiva mudança no número de 

nucléolos por núcleo, foi avaliada a proporção da área nucleolar/núcleo nos diferentes 

tratamentos. Essa análise tem sido usada como parâmetro para detectar o efeito de algumas 

substâncias sobre as células de bioensaios (LIMA et al., 2019). Em L. multiflorum tratado com 

ActD, houve um aumento nas porcentagens de área do núcleo ocupada pelo nucléolo. O 

tratamento com 30µg/mL promoveu um comportamento dose dependente, aumentando a área 

nucleolar em relação ao controle, o que não se deu da mesma maneira na dose de 15µg/mL. 

Lima et al., (2019) também observou diferentes respostas da área nucleolar com diferentes 

números de nucléolos, aumento e ou diminuição, em células de Allium cepa L. tratadas com 

diferentes poluentes ambientais. 

A ActD, apesar de ser um inibidor transcricional, pode não ocasionar uma diminuição 

da área nucleolar, pois essa droga impede a elongação da cadeia do rRNA, evento esse que 

ocorre após a formação nucleolar (HUANG et al., 2012; SOBELL, 1985). A dispersão dos 

genes rRNA no nucleoplasma, citada anteriormente para milho no trabalho de Huang et al. 

(2012), pode ter ocorrido em Lolium após o tratamento com ActD, mas não elevando o número 

de nucléolos/núcleo, como observado em milho através da fragmentação nucleolar, mas sim 

levando à um aumento na área nucleolar.  

Em Lolium houve aumento do número de sinais 35S nos núcleos interfásicos tratados 

com ActD. Isso se deu principalmente na concentração 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 proporções 

encontradas no controle que apresentou valores em proporções condizentes com o trabalho de 

Rocha et al. (2017b), em que não houve uso de ActD. Na concentração de 15ug/mL apenas 

10% dos núcleos em G1 e 16,6% dos núcleos em S/G2 apresentaram mais de 9 sinais FISH 

35S. Rocha et al. (2017b) relataram que os núcleos em S/G2 são mais efetivos que G1 para 

expressar a fragmentação dos sítios de rDNA 35S que ocorre naturalmente em diferentes 

espécies de Lolium. Apesar disso, até mesmo os núcleos em G1 expressaram o efeito da ActD 

nas concentrações usadas no presente estudo, mostrando efetividade. Huang et al. (2012) ao 

comparar a porcentagem de núcleos com sinais dispersos em milho, cevada e sorgo verificaram 
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valores discrepantes na concentração de 15ug/mL, em que 90% dos núcleos foram afetados. 

Enquanto que no controle menos de 10% dos núcleos tinham sinais além do esperado para essas 

mesmas espécies. Comparando com os dados obtidos em Lolium é possível inferir que a ActD 

na concentração de 15ug/mL foi mais efetiva nas espécies usadas por Huang et al. (2012).   A 

proporção de núcleos afetados somente foi mais expressivo em Lolium com o dobro da 

concentração, 30ug/mL, e mesmo assim as proporções são bem menos discrepantes que as 

obtidas no estudo usado como comparação.  

Huang et al. (2008) relataram que a porcentagem de células com cromossomos 

espalhados, prometáfases/metáfases, apresentando lesões em espécies Lolium corresponde a 

85%, semelhante ao encontrado no tratamento controle do presente trabalho (84,21%). A 

concentração de 15ug/mL apresentou um sútil aumento nessa porcentagem, atingindo 86,36% 

de prometáfases/metáfases avaliadas. O aumento na concentração de 30ug/mL foi maior, 

alcançando 90% das células avaliadas. Huang et al. (2012) também observaram tal 

comportamento em metáfases de milho, sorgo e cevada, contudo com discrepância entre os 

valores encontrados no controle, menos de 10% das metáfases afetadas, e no tratamento com 

15ug/mL mais de 80% delas afetadas. Em Lolium, a porcentagem de prometáfases/metáfases 

afetadas também se mostrou menos efetiva em mostrar a ação da ActD mesmo com o dobro da 

concentração usada por Huang et al. (2012).   

O nível de compactação da cromatina pode influenciar na frequência de sítios de rDNA 

35S com lesões, que ocorrem naturalmente, em espécies de Lolium, sendo que, cromossomos 

menos compactados (prometáfase) tendem a apresentar um maior número de gaps/constrições 

em relação aos cromossomos mais compactados (metáfases) (BUSTAMANTE et al., 2014; 

ROCHA et al. 2015). Dessa forma, em Lolium, a comparação direta da proporção de células 

com cromossomos espalhados não permita ter clareza da efetividade da ação da ActD em 

diferentes concentrações. Além disso, L. multiflorum possui variação no número de sítios 35S 

por genótipo, de cinco a oito (BUSTAMANTE et al., 2014), o que também foi verificado no 

presente estudo, e a frequência com que esses sítios são afetados podem ser genótipo 

dependente. Porém, os resultados observados em genótipos com seis sítios de rDNA 35S 

submetidos as diferentes concentrações nos permite inferir, de forma mais direta, que as 

concentrações de 15 e 30ug/mL ActD em L. multiflorum foram efetivas. 

As diferenças de comportamento entre L. multiflorum e as espécies avaliadas por Huang 

et al. (2012) pode ser dar por vários fatores. O primeiro deles é que L. multiflorum já possui um 

comportamento particular dos sítios de rDNA 35S de ocorrência natural, os denominados sítios 

frágeis, que por si só já geram os gaps/constrições. O segundo fator, é que o número de sítios 
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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 sítios, além do número de sequências que compõem esses sítios serem 

possivelmente variáveis. Estudos anteriores sugerem que cópias extras de rDNA 35S são 

capazes de manter a integridade do genoma, evitando defeitos dependentes da transcrição 

(KOBAYASHI, 2006; IDE et al., 2010). Por fim, os sítios de rDNA 35S em Lolium já 

demonstraram não 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, não teve como 

hotspot os sítios de rDNA 35S de L. multiflorum. 

Pesquisas mais avançadas, como a qPCR (PCR quantitativa), poderão trazer respostas 

mais concretas quanto ao nível de inibição transcricional causada pelas diferentes 

concentrações de ActD nos sítios de rDNA 35S em L. multiflorum. 
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