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RESUMO

PASSAMANI, Paulo Zanchetta, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho
de 2017. Adaptacao da metodologia de ensaio cometa para avaliagao de
genotoxicidade do glifosato em milho (Zea mays L.). Orientador: Carlos
Roberto de Carvalho.

O milho (Zea mays L.), além de ser um dos graos de maior importéncia
econdmica no mundo, € um importante modelo em diversos estudos com
plantas. Em virtude da sua grande importancia econémica, a minimizagcao da
perda na produtividade tem sido priorizada em pesquisas e em programas de
melhoramento dessa cultura. O advento do uso de defensivos agricolas € uma
das alternativas adotadas mundialmente para assegurar aumento de
produtividade, principalmente em plantacbes de milho. Os pesticidas séo
muito eficazes no controle das pragas e na manutengao do nivel de producao,
mas podem gerar danos a nivel genético na planta. Uma forma de avaliar a
ocorréncia de danos na molécula de DNA tem sido pelo uso da técnica de
ensaio cometa, ou eletroforese de célula unica. A aplicagdo dessa
metodologia é relativamente rapida, sensivel e simples para quantificar danos
e reparo no DNA, conforme verificado com sucesso em testes com células
humanas e de diversos outros organismos. Portanto, torna-se imperativo e de
grande importancia a padronizacdo desta técnica para a avaliagdo da
genotoxicidade em plantas, principalmente em culturas de grande importancia
econdmica. O presente trabalho adaptou a metodologia de ensaio cometa em
milho, utilizando tanto folha como raizes. Nas adaptacdes envolvendo raizes,
foram avaliados dois métodos de isolamento nuclear, utilizando protoplasto e

chopping, incluindo testes para verificar o efeito da sincronizagdo nuclear com



hidroxiureia (HU) nas raizes. O uso de nucleos oriundos de protoplasto se
mostrou mais eficiente nos ensaios, bem como o tratamento com HU gerou
nucleos sincronizados sem danos detectaveis no DNA. Tal procedimento foi
util para padronizagao do tamanho dos nucleos analisados. Nas adaptagdes
metodoldgicas envolvendo nucleos oriundos de folhas, o ensaio cometa foi
utilizado para avaliar a genotoxicidade associada ao tratamento com
Roundup®, herbicida a base de glifosato, em dois hibridos de milho, um
resistente a aplicagdo do herbicida e ou suscetivel ao mesmo. Ambos os
hibridos apresentaram danos nas moléculas de DNA. A planta ndo-resistente
apresentou sinais de genotoxicidade associado a todos os tratamentos com
glifosato. Ja o hibrido resistente s6 teve danos genotdxicos nos tratamentos
com as doses mais altas, indicando que a dose recomendada para uso do

herbicida nao gera danos no DNA deste hibrido.



ABSTRACT

PASSAMANI, Paulo Zanchetta, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017. Comet assay methodology adaptation for the assessment of
glyphosate genotoxicity in maize (Zea mays L.). Adviser: Carlos Roberto
de Carvalho.

Maize (Zea mays L.), besides being one of the greater economic importance
grains in the world, is an important model in several studies with plants. Due
to its great economic importance, the minimization of productivity loss has
been prioritized in research and in breeding programs of this crop. The advent
of the use of pesticides is one of the alternatives adopted worldwide to ensure
increased productivity, especially in maize plantations. The pesticides are very
effective in controlling pests and maintaining the production level, but can
cause genetic damage to the plant. One way to assess the occurrence of DNA
molecule damage has been through the use of the comet assay technique, or
single cell electrophoresis. The application of this metodology is relatively fast,
sensitive and simple to quantify DNA damage and repair, as successfully
verified in tests with human cells and several other organisms. Therefore, it is
imperative and of great importance the standardization of this technique for
genotoxicity evaluation in plants, especially in great economic importance
crops. The present work adapted the comet assay methodology in maize,
using both leaf and roots. In the adaptations involving roots, two methods of
nuclear isolation were evaluated, using protoplast and chopping, including
tests to verify the effect of nuclear synchronization with hydroxyurea (HU) on
the roots. The use of protoplast nuclei proved to be more efficient in the
assays, as well as the treatment with HU generated synchronized nuclei

without detectable DNA damage. Such procedure was useful for standardizing

Vi



the size of the nuclei analyzed. In the methodological adaptations involving
nuclei originating from leaves, the comet assay was used to evaluated the
genotoxicity associated with Roundup® treatment, glyphosate-based
herbicide, in two maize hybrids, one resistant to herbicide application and the
other susceptible to it. Both hybrids showed DNA molecules damages. The
non-resistant plant showed genotoxicity signs associated with all glyphosate
treatments. However, the resistant hybrid only had genotoxic damages in the
highest doses treatments, indicating that the recommended dose for use of the

herbicide does not generate damage in the DNA of this hybrid.
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INTRODUGAO GERAL

O milho (Zea mays L.) é um dos grédos de maior importancia econdémica
mundial, sendo um dos mais produzidos e comercializados. O Brasil encontra-se na
terceira posigcdo como maior produtor de milho no mundo (USDA, 2017). A produgéao
de milho no Brasil, até o més de abril, ja tinha ultrapassado os 93 milhdes de
toneladas, com cerca de 12 milhdes de hectares plantados, sendo a cultura de maior
importancia socio-econdmica do pais. O milho é cultivado em todo o Brasil, tendo as

regides centro-oeste e sul como as maiores produtoras (IBGE, 2017).

Além de ser uma importante planta de carater econdmico, o milho € um
importante organismo modelo de monocotiledénea para pesquisas fundamentais em
plantas (Cao et al, 2014). Varios atributos da planta de milho, incluindo uma vasta
colecao de mutantes, grandes cromossomos heterocromaticos e colinearidade génica
dentro das gramineas, posicionaram esta espécie como uma pecga central para
pesquisas nas areas de genética, citogenética e gendmica (Strable and Scanlon,

2009).

Devido a sua importancia, qualquer queda na produtividade gera muitos
prejuizos. A principal causa na queda da produtividade sdo as chamadas pestes (ou
pragas), que podem ser animais (insetos, acaros, nematoides, minhocas, lesmas,
passaros, roedores), patdégenos (virus, bactérias, fungos) e ervas daninhas (plantas
competitivas) (Oerke, 2006). Uma forma de controlar essas pestes € por meio da
utilizacdo de pesticidas. Os pesticidas (que incluem herbicidas, inseticidas e
fungicidas) tém sido utilizados extensivamente para melhorar a produtividade de
culturas, sendo aplicadas mais de 2,5 toneladas na agricultura mundial todo ano

(Dimitrov et al, 2006). Porém, o uso de pesticidas apresenta impactos diretos em
1



humanos, afetando a saude humana, e no meio ambiente, gerando contaminagéo de
agua, solo e ar, além de afetar outros organismos que nao sao alvos (Aktar et al,

2009).

A utilizacdo de plantas geneticamente modificadas (resistentes a herbicidas e
protegidas de insetos) tem reduzido significativamente o uso dos pesticidas nas
culturas (Phipps and Park, 2002). De acordo com The International Service for the
Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA), em 2016, cerca de 2,5 bilhdes de
hectares sao cultivados com espécies geneticamente modificadas, sendo 27% no
Brasil, e prevenindo a utilizacdo de 619 milhdes de kg de pesticidas no periodo de

1996-2015 (ISAAA, 2016).

Os pesticidas tém sido considerados agentes potencialmente mutagénicos,
podendo causar mutagdes, alteragdes cromossOmicas e danos no DNA (Bolognesi,
2003). Uma forma de avaliar essa genotoxicidade é por meio do ensaio cometa, que
permite a visualizagdo direta de danos no material genético de células individuais

(Alvarez-Moya et al, 2011).

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula unica (SCGE), € um método
sensivel de detecgao de quebras na fita de DNA, amplamente utilizado em testes de
genotoxicidade, biomonitoramento humano, ecogenotoxicologia e em pesquisas

basicas sobre o mecanismo de dano e reparo da molécula de DNA (Collins, 2004).

O ensaio cometa consiste em fazer passar uma corrente elétrica pelas células
lisadas, embebidas em gel de agarose de baixo ponto de fuséo, sobre Iaminas para
microscopia (Betti et al., 1994). Com isso, 0 DNA fragmentado sai da célula lisada,

formando um rastro semelhante a cauda de um cometa (Afanasieva et al., 2010).



A técnica foi primeiramente descrita por Ostling e Johanson (1984), que
desenvolveram a metodologia de eletroforese do DNA em microgel. Eles utilizaram
radiacdo para gerar danos no DNA de células de mamiferos e observaram que, a
extensdo da cauda de DNA liberada era proporcional a quantidade de radiacéo
utilizada (Fairbairn et al., 1995). A técnica foi entdo aprimorada por Singh et al. (1988),

que atribuiram maior sensibilidade a técnica com a utilizagdo de solugao alcalina.

De acordo com Singh et al. (1988), o ensaio cometa € um método rapido,
sensivel e relativamente simples para medir danos no DNA. Essa técnica pode ser
utilizada em uma vasta gama de organismos (humanos, animais, plantas), tanto em
culturas in vitro com in vivo, desde que as amostras possam ser preparadas como

suspensao de células unicas (Neri et al., 2015).

Existem dois tipos principais de protocolos disponiveis para a realizagdo dos
ensaios, estabelecidos de acordo com o pH da solugao utilizada na eletroforese. No
primeiro ensaio, conforme método original de Ostling e Johanson (1984), o protocolo
utiliza um tampéo de pH neutro (7,0 — 8,0) para a realizagdo da eletroforese,
detectando quebras duplas e cross-links nas moléculas de DNA. Na outra versao, a
alcalina, desenvolvida por Singh et al. (1988) a partir do método original, a eletroforese
€ realizada em tampao alcalino (pH >13,0). Nesse caso, a desnaturagdo da molécula
de DNA detecta quebras de fita simples e duplas, sitios alcali-labeis, liga¢des

cruzadas e sitios de reparagao por excisdes incompletas (Kappel, 2007).

Variagbes na metodologia do ensaio cometa vém sendo desenvolvidas a fim
de aprimorar a avaliagdo dos danos no material genético (Collins, 2015). Spivak
(2009) estabeleceu a utilizagdo de multiplas sondas fluorescentes juntamente com o
ensaio cometa, unindo as técnicas de hibridizacao fluorescente in situ (FISH) e de

ensaio cometa, descrito como Comet-FISH. Enciso et al (2009) também
3



desenvolveram uma outra variagdo da técnica, na qual conseguiram diferenciar as
quebras simples das quebras duplas na fita de DNA, utilizando para isso as
eletroforeses em tampao alcalino e neutro no mesmo experimento, levando ao
aparecimento de duas caudas no cometa (2T-Comet Assay). Outra variagao,
desenvolvida por Cortés-Gutiérrez et al. (2011) adaptou a metodologia do ensaio
cometa alcalino para visualizar danos no DNA a nivel subnuclear, utilizando para isso
uma suspensao contendo cromossomos, originando assim 0 ensaio cometa de

cromossomo unico (Chromosome-Comet Assay).

O ensaio cometa tem sido amplamente utilizado em todo mundo, para diversas
areas de pesquisa, com as publicagbes na area duplicando nos ultimos 10 anos. A
maioria dos trabalhos tem se concentrado nas areas de danos e reparos no DNA,
apoptose, cancer e estresse oxidativo, sendo aplicados em humanos, mamiferos e

culturas celulares (Neri et al, 2015).
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CAPITULO 1

Adaptacado da metodologia de ensaio cometa em nucleos oriundos de raizes de

milho (Zea mays L.).

Paulo Zanchetta Passamani
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Minas Gerais — Brasil
2017
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RESUMO

PASSAMANI, Paulo Zanchetta. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017.
Adaptacao da metodologia de ensaio cometa em nucleos oriundos de raizes de
milho (Zea mays L.). Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.

O ensaio cometa vem sendo utilizado em plantas desde a década de 80, e é
muito empregado em varios estudos de toxicolégicos em varias espécies de plantas.
Porém, como a técnica utiliza células em suspensdo, o material vegetal apresenta
uma dificuldade que é a presenca da parede celular. Para solucionar esse problema,
foram desenvolvidos métodos de isolamento nuclear para tecidos vegetais. Um
meétodo é extracdo mecanica por meio de slicing ou chopping, e outro é por meio de
digestdo enzimatica, formando protoplastos. O presente trabalho teve como objetivo
a padronizagao do ensaio cometa em raizes de milho. Para isso, foram analisadas
duas formas diferentes de isolamento nuclear: chopping e protoplasto. Além disso,
também foi realizada uma sincronizagéo do ciclo celular com hidroxiureia (HU), sendo
avaliado se este tratamento gerou danos no DNA. A metodologia de protoplasto se
mostrou mais eficiente que a de chopping, gerando uma boa quantidade de nucleos
isolados por lamina e apresentando poucos cometas, o que representa poucos danos
ao DNA associados a técnica. A sincronizagdao com HU foi eficiente para a
padronizagdo dos tamanhos dos nucleos analisados no ensaio, e também nao
apresentou danos adicionais a molécula de DNA, ndo aumentando a quantidade de

cometas.



ABSTRAT

PASSAMANI, Paulo Zanchetta. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, July 2017.
Comet assay metodology adaptation to nuclei from maize roots (Zea mays L.).
Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.

The comet assay has been used in plants since the 1980s, and is widely used
in several toxicology studies on various plant species. However, as the technique uses
cells in suspension, the plant material presents a difficulty that is the presence of the
cell wall. To solve this problem, nuclear isolation methods for plant tissues have been
developed. One method is mechanical extraction through slicing or chopping, and
another is through enzymatic digestion, forming protoplasts. The present work had as
objective the standardization of the comet assay in maize roots. For this, two different
forms of nuclear isolation were analyzed: chopping and protoplast. In addition, a cell
cycle synchronization with hydroxyurea (HU) was also performed, and it was evaluated
whether this treatment generated DNA damage. The protoplast methodology was
more efficient than chopping, generating a good amount of nuclei isolated per slide
and presenting few comets, which represents little DNA damage associated to the
technique. The synchronization with HU was efficient for the standardization of the
nuclei sizes analyzed in the assay, and also did not present additional DNA molecule

damages, not increasing the number of comets.
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INTRODUGAO

O ensaio cometa, ou eletroforese em gel de célula unica (SCGE), foi
primeiramente descrito na década de 80 como uma técnica de microeletroforese para
a visualizagdo direta de danos no DNA em células individuais (Ostling and Johanson,
1984). Os primeiros relatos de sua utilizagdo em plantas datam da década de 90
(Cerda et al., 1993; Koppen and Verschaeve, 1996; Navarrete et al., 1997; Gichner
and Plewa, 1998), e por mais de uma década essa técnica permaneceu restrita a
alguns estudos toxicoldgicos em poucas espécies vegetais, incluindo Allium cepa,
Nicotiana tabacum, Vicia faba and Arabidopsis thaliana (Gichner et al., 2009; Ventura
et al., 2013). Nos ultimos anos, a aplicagdo de ensaio cometa em plantas vem
crescendo, principalmente em estudos de ecotoxicologia de diversas espécies

vegetais (Santos et al., 2015).

Tradicionalmente, os ensaios cometas sao realizados utilizando células em
suspensao, que sdo embebidas em agarose e lisadas em tamp&o com detergente e
alta concentracao salina (Collins et al, 2008). A lise ajuda a remover membranas e
solubilizar os componentes celulares, deixando o DNA superenovelado exposto
(Azqueta et al, 2014). Entretanto, a presenca de parede celular dificulta a realizagao
do ensaio cometa em plantas (Santos et al, 2005). Para solucionar esse problema, foi
desenvolvido um método simples e eficiente de extracdo mecanica para isolar os

nucleos de espécies vegetais (Cerda et al, 1993) (Figura 1).
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Figura 1: Representacao esquematica dos diferentes procedimentos para a obtengao
da lamina para o ensaio cometa com células animais e vegetais (Modificado de
Ventura et al, 2013)

A extragao de nucleos a partir de material foliar € realizada por meio do corte
da superficie da folha em forma de franjas, em um tampao de extragdo, com o auxilio
de uma lamina de navalha (Gichner and Plewa, 1998). Quando o procedimento utiliza
raizes, a extragao é feita por meio de cortes transversais sucessivos nas mesmas
(slicing), também em um tampao de extragdo e com auxilio de navalha (Navarrete et

al, 1997).

Outra forma de isolamento celular em plantas € por meio da formacao de
protoplastos, no qual o tecido vegetal é submetido a um tratamento enzimatico para
digerir a parede celular, liberando a célula e os nucleos para os procedimentos do

ensaio cometa (Kuzminsky et al, 2016) (Figura 1).

Protoplastos sdo denominadas as células vegetais vivas que tiveram suas

paredes celulares removidas de forma enzimatica ou mecanica, e essas células sao
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utilizadas em diversos estudos de membranas biologicas, processos e atividades
celulares, variacdo somaclonal e manipulagdo de DNA (Eeckhault et al, 2013). As
metodologias para a obtencéo de protoplastos permite obter uma grande quantidade
de nucleos, o que ¢é ideal para a realizagao de ensaios cometas, porém os protocolos
para esse isolamento para poucas espécies, geralmente herbaceas (Kuzminsky et al,
2016). Em milho, existem poucos trabalhos sobre a obtencéo de protoplastos, com os
trabalhos envolvendo protoplastos oriundos de raizes sendo muito antigos (Lin, 1980;
Lynch et al, 1987). Portanto, € importante estabelecer um protocolo eficiente de
isolamento de protoplastos em raizes de milho, além de avaliar se este € o melhor

meétodo de isolamento nuclear para a utilizagdo em ensaios cometa.

13



OBJETIVOS

Objetivo Geral

Adaptar a metodologia de ensaio cometa para testes de genotoxidade em

nucleos de células oriundas de raizes de milho (Zea mays L.).

Objetivos Especificos

o Estabelecer o método mais eficiente para o isolamento celular em raizes de
milho;

e Sincronizar o ciclo celular do meristema radicular com a utilizagcdo de
hidroxiuréia (HU), para padronizar o tamanho dos nucleos analisados;

e Avaliar o nivel de danos no DNA associados aos diferentes tratamentos

realizados, utilizando a técnica do ensaio cometa.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Citogenética e
Citometria do Departamento de Biologia Geral (DBG) da Universidade Federal de

Vigosa (UFV).

Material bioldgico

Sementes comerciais de Zea mays, cultivar AL Bandeirantes, foram utilizadas

para a germinagao de raizes, das quais foram obtidos os isolamentos de protoplastos.

Germinagao das sementes

Para a obtencao de raizes, a sementes de Z. mays primeiramente passaram
por um processo de quebra de dorméncia, no qual elas ficaram imersas em H20 por

24 horas, a temperatura ambiente.

ApOs as 24 horas, a sementes foram germinadas em placas de Petri, contento
papel filtro umedecido, e foram mantidas em estufa, a uma temperatura controlada de
28-30 °C. As sementes permaneceram nessas condi¢coes até as raizes atingirem

cerca de 1 cm de comprimento.
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Sincronizagao do ciclo celular

As raizes foram imersas em um recipiente contendo uma solugdo de
sincronizagao por 18 horas a 30 °C. A solugao de sincronizagédo € composta por 1,75
MM de Hidroxiureia (HU; Sigma®) em meio MS (Murashige e Skoog 1962; Sigma®).
Foram utilizadas 15 raizes para cada tratamento. Apds esse tratamento, as raizes

foram lavadas em agua destilada a 30 °C por 3 vezes de 5 minutos.

As raizes, que nao passaram pelo processo de sincronizagao, foram mantidas,

nas mesmas condic¢des citadas, em meio MS sem a adi¢cdo de HU.

Isolamento nuclear

Para os procedimentos de ensaio cometa, a obtengdo de um isolado de nucleos
foi realizada de duas formas: por meio de um chopping das raizes ou por meio de

isolamento de protoplastos.

Isolamento nuclear via chopping

As raizes (15 raizes de 1 cm) foram colocadas em placa de Petri (60 x 15 mm),
sobre superficie gelada, onde foram adicionados 300 pl de solugéo de isolamento (400
mM de Tris-HCI [Sigma®], pH 7,5; 20% de polietileno-glicol [PEG; Merck®]). O
isolamento foi realizado por meio de chopping de 30 segundos, com auxilio de uma

lamina de barbear. O material foi filtrado em filtro de nylon de 30 um (Partec®) e
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mantido a baixas temperaturas e no escuro até o momento de utilizagdo no ensaio

cometa.

Isolamento nuclear via protoplastos

As raizes (15 raizes de 1 cm) foram cortadas em 4 cortes longitudinais, com
auxilio de uma lamina de barbear, e os cortes foram em placa de Petri (30 x 15 mm)
contendo 3 ml de solugdo enzimatica. Foram testadas duas misturas enzimaticas
diferentes, seguindo os protocolos de Lin (1980) e de Lynch et al (1987),
respectivamente. A primeira solugdo enzimatica foi composta por 2% de Cellulysin®
(Calbiochem), 1% Hemicellulase (Sigma®) e 0,5% Pectoliase (Sigma®), diluidas em
CPW 13 M (pH 5,6). A segunda mistura enzimatica foi de 2% de Cellulysin®
(Calbiochem) e 0,1% de Pectolyase Y-23 (MP Biomedicals), também diluida em meio
CPW 13M (pH 5,6). A placa foi mantida por 4 horas a 30°C, no escuro, sob agitagéo

constante de 80 rpm.

ApoOs a digestdo, o material foi filtrado em filtro de nylon com malha de 70 ym
(BD Falcon™) e transferido para tubo Falcon de 15 ml. O filtrado foi diluido para 10
ml, com CPW 13M, e centrifugado a 85 G (700 rpm, centrifuga Excelsa Il, Modelo 206
MP - Fanem®) por 5 minutos. Os detritos e a solu¢ao foram removidos utilizando uma
pipeta de Pasteur, e o precipitado foi ressuspendido em 10 ml CPW 13M, para entao
ser centrifugado novamente. Este procedimento foi repetido por 4 vezes, para a
purificacdo dos protoplastos, sendo que nas duas ultimas vezes o CPW 13M foi

substituido por tampao fosfato (PBS, pH 7,0). Apds a ultima centrifugagao, o material
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€ ressuspendido em 500 ul de PBS e armazenado a baixas temperaturas e no escuro

até o momento de utilizagdo no ensaio cometa e na citometria.

Citometria de fluxo

A suspenséo celular, proveniente do isolamento dos protoplastos, foi incubada
em 1 ml de CyStain® UV (Partec®), contendo o corante 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI), por 15 minutos, e posteriormente filtrada em filtro de nylon com malha de 30

pum (Partec®).

O material foi analisado no citdmetro de fluxo Partec PAS® (Partec®), equipado
com lampada de mercurio (388 nm) para a excitagdo do DAPI. A fluorescéncia do
DAPI (excitagédo: 435 nm) foi coletada através do filtro GG band-pass. O equipamento
foi calibrado e alinhado utilizando microbeads e solugbes padrdes, de acordo com as
recomendagdes do fabricante (Partec®). O software FlowMax (Partec®) foi utilizado
para as analises. Cinco repeticoes independentes foram feitas, contando mais de
10.000 nucleos por vez. Picos com coeficiente de variagdo (CV) abaixo de 5% foram

considerados o limite para analises adequadas na citometria de fluxo.

Ensaio Cometa

Todos os procedimentos descritos para os ensaios cometa foram realizados

em ambiente com pouca intensidade de luz e a baixas temperaturas, a fim de evitar
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danos adicionais a molécula de DNA, e seguiram o protocolo descrito por Gichner e

Plewa (1998), com modificagdes.

Laminas de microscoépio, previamente limpas, foram mergulhadas em solugao
de agarose normal melting point (NMA; Invitrogen™) 1%, preparada em dH20, a 50
°C. A parte inferior das laminas foi limpa, para retirar a camada de agarose, € elas
foram deixadas na horizontal em estufa a 30 °C por 24 horas. Essas laminas sao

mantidas em ambiente seco até a hora do uso.

Sobre cada uma das laminas, previamente cobertas por agarose, foram
aplicados 40 pl da suspensao nuclear e 60 pl de solugdo de agarose low melting point
(LMA; Sigma®) 1% a 39 °C, prepara em PBS. A concentracéo final de agarose na
mistura foi de 0,6%. Os nucleos e a LMA foram gentiimente misturados por meio de
sucessivas pipetadas, utilizando uma ponteira descartavel com a ponta cortada, e
sobre a mistura foi colocada uma laminula (24 x 50 mm). O conjunto foi incubado a 4

°C por 15 minutos, para depois as laminulas serem retiradas.

ApoOs a retirada das laminulas, as laminas foram colocadas em uma cuba
horizontal de eletrofores, contendo o tampéao de eletroforese recém preparado (tanto
a cuba quanto o tampéao devem estar gelados). O tampao de eletroforese utilizado foi
um tampao alcalino modificado, composto por: 2560 mM de Tris (Sigma®), 10 mM
NaOH (Sigma®) e 1 mM de EDTA (Vetec), pH ~12. As [daminas foram incubadas nessa
solugao por 5 minutos, para o desenovelamento do DNA, seguindo apds isso para a
eletroforese a 0,8 V/cm (18V) por 15 minutos. Apos a eletroforese, as laminas foram
lavadas em 3 trocas de 5 minutos cada em tamp&o de neutralizagao (400 mM de Tris
[Sigma®], ph 7,5), e coradas com 100 pl de 50 uM de Acridine Orange (Sigma®) por
15 minutos. As laminas foram mergulhadas em dH20 gelada para retira o excesso de

corante.
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Analise e captura das imagens

As laminas contendo os ensaios cometa foram observadas em fotomicroscopio
Olympus™:; modelo BX60, iluminag&o de campo claro e de fluorescéncia. As imagens
foram capturadas diretamente por uma video-camera com CCD (Olympus™ DP71)
acoplada ao microscépio e a um computador equipado com placa digitalizadora. Os
cometas foram analisados com o software Comet Assay IV™ (Perceptive

Instruments).

A analise foi feita com base no numero de cometas presentes por laminas
(numa contagem de aproximadamente 200 nucleos por lamina), assim como

utilizando os parametros de intensidade da cauda e da cabega dos cometas.

Analise estatistica

Para todos os tratamentos, houveram 3 repeticdes independes analisadas. O
percentual de cometas em cada tratamento foi utilizado como dados para as analises
de variancia, e para a comparagao de médias foi aplicado o teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Todos as analises estatisticas foram realizadas por meio do software

GENES (Cruz, 2006).

20



RESULTADOS

Os procedimentos de isolamento de protoplastos se mostraram eficientes,
sendo a mistura enzimatica composta por Cellulysin® (Calbiochem) e Pectolyase Y-
23 (MP Biomedicals) a que resultou em maior numero de protoplastos isolados, ideais

para a utilizagdo no ensaio cometa (Figura 2).

O isolamento por meio do chopping também resultou em uma quantidade
satisfatoria de nucleos, porém apresentou estatisticamente uma quantidade de danos

muito maior que o isolamento via protoplastos (Tabela 1; Figura 3).

Os cometas foram classificados em 5 tipos, de acordo com a intensidade da
cabeca e da cauda (Tabela 2; Figura 4). Ambos os tratamentos apresentaram todos
os tipos de cometas, porém o isolamento via chopping resultou em um numero maior
de cometas dos tipos 2 a 5 (Figura 5). Nesses procedimentos, foram encontrados dois

padrdes de cometas, de acordo com o tamanho da cabeca (Figura 6).

A sincronizagao celular, obtida por meio do tratamento com HU, foi satisfatoria,
concentrando mais nucleos na fase G1 se comparado com os nucleos das raizes nao
sincronizadas (Figura 7). Este tratamento com HU n&o apresentou diferenca
significativa na quantidade de cometas, se comparado com os nucleos nao tratados
(Tabela 4; Figura 3), apresentando quantidades similares dos diferentes tipos de
cometas (Figura 8). Os cometas encontrados nas raizes sincronizadas apresentaram
apenas os cometas com as cabegas menores, diferentemente das raizes néao

sincronizadas que apresentaram os dois padroes de tamanhos de cometas.
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Figura 2: Micrografia dos protoplastos obtidos a partir das raizes de milho, mostrando
a qualidade e o grande numero de células obtidas. Barra =5 um.

Tabela 1: Valores percentuais de cometas obtidos, em cada repeticédo, para cada tipo
de isolamento nuclear realizado. Valores médios e desvios padrdes utilizados nas
comparacgoes estatisticas.

s Tratamentos
Repeticdes ;
Protoplasto Chopping
1 10,73 53,93
2 14,22 40,12
3 12,18 46,93
Média 12,38 46,99
Desvio Padrdo 1,75 6,91
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Figura 3: Grafico de comparagao entre as médias percentuais obtidas em cada um
dos tratamentos realizados. Letras diferentes indicando diferenca estatisticamente
significativa.

Tabela 2: Critério de classificacdo dos 5 tipos de cometas encontrados.

Tipo de Cometa Intensidade da Cabeca (Hi) Intensidade da Cauda (Ti)

Tipo 1 100% 0%

Tipo 2 75% < Hi < 100% 0% < Ti < 25%
Tipo 3 50% < Hi < 75% 25% < Ti < 50%
Tipo 4 25% < Hi < 50% 50% < Ti < 75%
Tipo 5 0% < Hi < 25% 75% < Ti < 100%
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Figura 4: Micrografia mostrando os cinco tipos de cometas encontrados, evidenciando
a intensidade na cabeca e na cauda de cada tipo por meio do esquema 3D.
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Figura 5: Grafico da comparagao das médias obtidas de cada tipo de cometa em cada
um dos isolamentos diferentes. Comparacdes estatisticas analisada dentro de cada
tipo; letras diferentes indicando diferencga significativa entre os tratamentos.
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HI: 35.3% Tl: 64.7% HI: 57.6% TI: 42.4%

Figura 6: Micrografia mostrando a analise dos diferentes nucleos encontrados
realizada pelo software Comet Assay IV™ (Perceptive Instruments), indicando a
intensidade da cabegca (HI) e a intensidade da cauda (Tl) utilizadas para a
classificagdo dos tipos de cometas. Os cometas menores (I) correspondem aos
nucleos na fase G1 e os cometas maiores (llI) correspondem aos nucleos na fase G2.
Barra = 50 ym.
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Figura 7: Histogramas obtidos por citometria de fluxo das suspensdes celulares
obtidas, coradas com DAPI, picos indicando os percentuais de células na populagao
analisada que se encontram em cada ciclo celular. (a) corresponde a populagao nao
sincronizada com HU, enquanto (b) corresponde a populagéo sincronizada.

Tabela 4: Valores percentuais de cometas obtidos, em cada repeticdo, para os
nucleos sincronizados com HU e para os nao sincronizados. Valores médios e desvios
padroes utilizados nas comparacgoes estatisticas.

. Tratamentos
Repeticoes
Com HU Sem HU

1 11,62 11,11

2 16,50 14,83

3 13,07 14,74
Média 13,73 13,56
Desvio Padrao 2,51 2,12
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Figura 8: Grafico da comparagao das médias obtidas de cada tipo de cometa nas
raizes sincronizadas com HU e nas nao sincronizadas. Comparacgdes estatisticas
analisada dentro de cada tipo; letras diferentes indicando diferenca significativa entre
os tratamentos.
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DISCUSSAO

O procedimento de obtengao de protoplastos pode utilizar qualquer parte de
plantas jovens como fonte de material, como radiculas, cotilédones, hipocdtilos,
folhas, raizes e pelos radiculares (Davey et al, 2005). Porém, a maioria dos trabalhos
tem utilizado folhas como fonte de protoplasto, por ser um sistema bem estabelecido
(Chen et al, 2015). Os protocolos envolvendo a obtencéo de protoplastos a partir de
raizes de milho sdo bem antigos, mas se mostraram bem reprodutiveis,
principalmente a metodologia descrita por Lynch et al (1987), gerando grande
quantidade de células vegetais em suspensao, desprovidas da parede celular, ideais

para a utilizacdo nos protocolos de ensaio cometa.

Os ensaios cometas, em sua grande maioria, utilizam a versao alcalina, com o
desenovelamento e eletroforese sendo realizados em tampao com pH maior que 13
(Azqueta et al, 2011). Essa metodologia é mais utilizada que a versao com tampao
neutro (ph 7-8) por detectar tanto os danos de fita simples quanto os de fita dupla e
por expor mais sitios susceptiveis a quebras em condi¢des alcalinas (Santos et al,
2015). Entretanto, esse tampao com ph acima de 13 se mostrou muito forte nos
procedimentos de ensaio cometa realizados, gerando uma quantidade de cometas
muito altas em todos os tratamentos. A utilizagao de um tampao modificado, com ph

12, mostrou-se mais efetiva para a utilizacdo no ensaio cometa em raizes de milho.

A maioria dos trabalhos utilizando raizes como fonte de nucleos para o ensaio
cometa utilizam a técnica de slicing (pequenos cortes transversais consecutivos) para
o isolamento nuclear (Gichner et al, 2008), porém essa técnica gera um baixo

rendimento de nucleos por lamina. Por isso, foram utilizadas as duas técnicas
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alternativas para o isolamento nuclear: chopping das raizes e protoplasto. Ambas
apresentaram alto rendimento, com mais de 200 nucleos por laminas, porém o
material oriundo do chopping apresentou mais danos no DNA, apresentando um
percentual maior de cometas se comparado ao material oriundo de protoplastos, com
aumento significativo dos cometas do tipo 2 a 5 (Figura 3, Tabela 3). Este fato ja foi
apontado por Pourrut et al (2015), em um trabalho com quatro diferentes espécies
(Arabdopsis thaliana, Allium cepa, Nicotiana tabacum e Vicia faba), no qual foi
observado um aumento de danos no DNA proporcional ao aumento no tempo de

chopping aplicado na raiz.

Os dois padrdes de tamanhos encontrados de cometas encontrados nas raizes
nao sincronizadas com HU correspondem aos nucleos nas fases G1 (cometas
pequenos) e na fase G2/M (cometas grandes). Isto se da pelo fato da regido analisada
ser uma regiao meristematica, com alta taxa de divisao celular, sendo encontradas
duas populagdes bem distintas de nucleos (G0/G1 e G2/M) através da citometria de
fluxo (Alarcén e Salguero, 2017). O tratamento com HU possibilita a sincronizagéo das
células meristematicas na fase G1, uma vez que essa molécula inibe de forma
reversivel a acdo da enzima ribonucleotideo redutase de produzir todos os
desoxiribonucleotideos, impedindo a entrada das células na fase S (Dolezel et al,
1999). Essa sincronizagao possibilitou o acumulo de nucleos pequenos (fase G1),
tornando a populagdo de nucleos observados na lamina mais homogénea para as

analises de ensaio cometa.

A sincronizagao com HU nao apresentou uma toxicidade adicional aos nucleos,
apresentando um percentual de cometas semelhante aquele encontrado nas raizes
nao sincronizadas, com todos os tipos de cometas em quantidades significativamente

semelhantes (Figura 3, Tabela 4). Esses dados corroboram com a ideia de que as
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plantas conseguem os efeitos toxicos do tratamento de sincronizagdo com HU (Temel

e Gozukirmizi, 2015).
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CONCLUSAO

O isolamento de protoplastos a partir de raizes de milho se mostrou uma étima
alternativa como fonte de suspensao nuclear a ser utilizada nas técnicas de ensaio
cometa. Isso se da pela quantidade de nucleos obtidos por lamina, além de apresentar
uma menor quantidade de danos ao DNA associado ao procedimento. O chopping
das raizes também apresentou uma quantidade satisfatéria de nucleos, porém o
procedimento gerou mais danos ao DNA, gerando uma quantidade maior de cometas

associado a metodologia e ndo ao tratamento a ser analisado pelo ensaio.

Os dois padrdes de tamanhos de cometas ocorreram pela presencga de nucleos
nas fases G1 (cometas pequenos) e G2 (cometas grandes), encontrados em grande
quantidade nas raizes por se tratar de uma regido meristematica. A utilizacdo de HU
para sincronizar o ciclo celular dessas raizes se mostrou eficiente para concentrar os
nucleos na fase G1, deixando um padrdo de cometas mais similares no tamanho para
serem analisados. A sincronizagcdo nao adicionou uma toxicidade extra ao

procedimento, ndo gerando mais cometas que nas raizes ndo sincronizadas.

Portanto, o isolamento de protoplastos a partir de raizes sincronizadas com HU
€ o método mais eficiente para a obtencdo de suspensdes nucleares a serem

utilizados em ensaios cometas.
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RESUMO

PASSAMANI, Paulo Zanchetta. D. Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2017.
Avaliacao da genotoxicidade do glifosato em milho (Zea mays L.), utilizando a
técnica de ensaio cometa. Orientador: Carlos Roberto de Carvalho.

O glifosato € um dos pesticidas mais utilizados em plantagées no mundo, sendo
a base do herbicida Roundup®, da Monsanto, e é um herbicida de amplo espectro
utilizado em muitos cultivos. Ela atua inibindo uma enzima responsavel pela sintese
de aminoacidos aromaticos nos cloroplastos. Ainda hoje, existe muita divergéncia em
relacdo ao carater genotoxico do glifosato. Portanto, um trabalho com uma
metodologia confiavel para avaliar essa genotoxicidade € muito importante. Uma
técnica rapida e precisa para detectar genotoxicidade in vivo e in vitro, em qualquer
tipo de célula, é o ensaio cometa. O presente trabalho tem como objetivo utilizar a
técnica de ensaio cometa para avaliar a genotoxicidade in vivo do glifosato em dois
hibridos de milho (RB 9110 PRO, suscetivel ao herbicida, e RB 9110 PRO2, resistente
ao herbicida). Para isso, foram aplicados seis tratamentos, com diferentes diluicbes
de Roundup®, nas plantulas de milho, e elas foram analisadas por meio do ensaio
cometa 7 e 14 dias apds a aplicacao do herbicida. Foram observados danos fitotoxicos
visiveis apenas nas plantas nao-resistentes. Apesar disso, foram constatados danos
genotoxicos em ambos os hibridos, porém em maior grau no nao-resistente. As
plantas resistentes apresentaram uma diferenga significativa no percentual de
cometas apenas nos tratamentos mais fortes (herbicida menos diluido), enquanto as
plantas ndo-resistentes apresentaram mais cometas a partir da primeira diluigdo. Isso
comprovou o carater genotéxico do glifosato em milho, principalmente no hibrido nao

resistente.
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Genotoxicity evaluation of glyphosate in maize (Zea mays L.), using comet assay
technique. Adviser: Carlos Roberto de Carvalho.

Glyphosate is one of the most widely used pesticides in the world, being the
basis of Monsanto's Roundup® herbicide, a broad spectrum herbicide used in many
crops. It acts by inhibiting an enzyme responsible for the aromatic amino acids
synthesis in chloroplasts. Even today, there is much divergence regarding the
genotoxic character of glyphosate. Therefore, a work with a reliable methodology to
evaluate this genotoxicity is very important. A rapid and accurate technique for
detecting genotoxicity in vivo and in vitro in any cell type is the comet assay. The
present work aims to use the comet assay technique to evaluate the in vivo
genotoxicity of glyphosate in two maize hybrids (RB 9110 PRO, susceptible to the
herbicide, and RB 9110 PRO2, resistant to the herbicide). For this, six treatments with
different dilutions of Roundup® were applied to the maize seedlings, and they were
analyzed by the comet assay 7 and 14 days after application of the herbicide.
Phytotoxic damage was observed only in non-resistant plants. Despite this, genotoxic
damage was observed in both hybrids, but to a greater degree in the non-resistant.
Resistant plants showed a significant difference in the percentage of comets only in
the strongest treatments (less diluted herbicide), while non-resistant plants showed
more comets from the first dilution. This proved the genotoxic character of glyphosate

in maize, especially in the non-resistant hybrid.
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INTRODUGAO

Pesticidas tém sido utilizados amplamente na agricultura mundial, a fim de
evitar perdas nas produgdes que geram prejuizos econdmicos (Popp et al, 2013). Um
dos pesticidas mais utilizados em todo o mundo € o herbicida glifosato, ficando atras
apenas do pesticida dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), utilizado como inseticida.
Ambos foram primeiramente sintetizados muito antes de sua descoberta como
agentes pesticidas (Székacs and Darvas, 2012). O glifosato (N-fosfonometil-glicina) é
o ingrediente ativo principal do herbicida Roundup®, produzido pela companhia
Monsanto, e é registrado pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos
(EPA) como um herbicida de amplo espectro utilizado em muitos cultivos para fins

alimenticios ou nao (Mink et al, 2012).

O modo de atuacao do glifosato € por meio da inibicdo da enzima 5-enolpiruvil-
shiquimato-3-fosfato sintase (EPSPS), responsavel pela sintese de aminoacidos
aromaticos nos cloroplastos. A enzima EPSPS catalisa a transferéncia da porgao
enolpiruvil do fosfoenolpiruvato (PEP) para o shiquimato-3-fosfato (S3P) para produzir
enolpiruvil-shiquimato-3-fosfato (EPSP) (Pollegioni et al, 2011). O glifosato atua como
uma molécula competidora pelo sitio de ligagdo ao PEP na enzima EPSPS, resultando
em um complexo glifosato:EPSPS:S3P muito estavel, com baixa taxa de reversao

(Dill, 2005) (Figura 1).
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Figura 1: Modo de agao do glifosato (traduzido de Dill, 2005)

Existem trés diferentes estratégias que foram utilizadas para introduzir
resisténcia ao glifosato nas espécies cultivadas: a superexpressao da enzima EPSPS
sensivel ao glifosato, a detoxificagdo da molécula de glifosato e a expressao de uma
enzima EPSPS que n&o seja sensivel ao herbicida (Dill, 2005). A superexpressao da
enzima ocorre como resultado da amplificagdo do gene que codifica EPSPS (Widholm
et al, 2001). Ja a detoxificagdo da molécula de glifosato é demonstrada por meio de
duas rotas, que n&o ocorrem em plantas superiores em niveis significativos: uma rota
resulta na formacao de fosfato e sarcosina, enquanto a outra resulta na formacao de
acido aminometil-fosfonico (AMPA) e glioxilato, que é relatada como glifosato oxidase
(GOX) (Cadacob et al, 2004). Apesar desses dois métodos serem utilizados
combinados na produgao de canola resistente ao glifosato, estes métodos tém sido

pouco empregados como mecanismos de resisténcias (Dill, 2005).

A estratégia de resisténcia mais utilizada nos cultivares comercializados € a
empregada nos cultivares Roundup Ready® (RR), que expressam a enzima EPSPS
insensivel ao glifosato (Wagner et al, 2008). A linha de cultivares RR contém um gene

derivado de Agrobectrium sp., a cepa CP4, codificando uma enzima tolerante ao
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glifosato chamada CP4 EPSPS sintase (Funke et al, 2006). A expressdo dessa

enzima modificada permite que a rota do shiquimato funcione normalmente (Dill, 2005)

Shiguimato-3-
fosfato

. d «

(Figura 2).

Aminoacidos
aromaticos

\

Crescimento
da Planta

Figura 2: Esquema representativo de uma das estratégias de resisténcia ao glifosato
(traduzido de Dill, 2005)

Apesar de ser um dos herbicidas mais utilizados no mundo, ainda existem
muitas contradicdes sobre os efeitos genotdéxicos do glifosato nos diferentes
organismos (Alvarez-Moya et al, 2014). Muitos trabalhos apontam a auséncia de
efeitos adversos do glifosato em microorganismos do solo (Busse et al, 2001; Araujo
et al, 2003), em plantas e ratos (Dimitrov et al, 2006), e a auséncia de carcinogénese
em ratos (Wiliams et al, 2000) e em humanos (Bolognesi et al, 2009). Em
contrapartida, muitos estudos observaram uma alta genotoxicidade do glifosato em
diversos organismos, como plantas (Alvarez-Moya et al, 2011), peixes (Cavalcante et
al, 2008; Guilherme et al, 2012), répteis (Sparling et al, 2006) e humanos (Paz-y-Mifio

et al, 2007; Gasnier et al, 2009; Kwiatkowska et al, 2015). Portanto, para se chegar a
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uma definicdo mais precisa sobre se ha ou ndo genotoxicidade associada ao herbicida

glifosato, faz-se necessario a realizagao de mais trabalhos, com teste confiaveis.

Uma importante e sensivel técnica utilizada para avaliar danos no DNA em
estudos de toxicologia e carcinogénese é o ensaio cometa (Singh et al, 1988). Esta
técnica é baseada na eletroforese de células unicas, originando imagens semelhantes
a cometas, com a intensidade da cauda dependendo da frequéncia de quebras que
ouve na molécula de DNA (Azqueta et al, 2014). O ensaio cometa € um método rapido
para detectar genotoxicidade in vivo e in vitro em qualquer tipo de célula, sendo

considerado um teste mais sensivel que testes citogenéticos (Mafias et al, 2009).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a genotoxicidade in vivo do herbicida glifosato em dois hibridos de milho

(Zea mays L.), por meio da técnica de ensaio cometa.

Objetivos Especificos

o Estabelecer o procedimento de germinacéo in vitro das plantulas de milho, em

condi¢cbes adequadas para serem utilizadas como modelo nas demais etapas;

e Aplicar diferentes concentragdes do herbicida a base de glifosa Roundup® nas

plantulas;
¢ Analisar os danos fitotdxicos visiveis nas plantulas de milho;

e Padronizar a metodologia para a extragao nuclear de folhas de Z. mays e as

melhores condi¢des de eficiéncia para a metodologia de ensaios cometa;

¢ Comparar os resultados obtidos pelo ensaio cometa com os efeitos fitotdxicos.
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MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Citogenética e
Citometria do Departamento de Biologia Geral (DBG) da Universidade Federal de

Vigosa (UFV).

Material biolégico

Sementes de dois hibridos de Zea mays, RB 9110 PRO e RB 9110 PRO2
(gentilmente fornecidas pelo Dr. Wagner Thompsom Estanislau — empresa Riber KWS
Sementes S.A.), foram utilizadas para o estabelecimento in vitro de plantulas, as quais

receberam os tratamentos com o herbicida.

O hibrido RB 9110 PRO2 tolera a aplicagdao pds-emergente de herbicida que
contenha como ingrediente ativo o glifosato. Este hibrido foi produzido utilizando a
tecnologia VT PRO 2™ desenvolvida pela Monsanto, que apresenta a resisténcia ao
glifosato do Milho RR2. Ja o hibrido RB 9110 PRO é susceptivel ao tratamento com o
mesmo herbicida. Portanto, para os fins deste trabalho, o hibrido RB 9110 PRO sera
chamado de hibrido Nao-Resistente e, por sua vez, o hibrido RB 9110 PRO2 sera

intitulado hibrido Resistente.
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Germinagao das plantulas in vitro

Antes da germinagao, as sementes de Z. mays passaram por um processo de
desinfestacéo. Esse processo consistiu de esterilizagdes de 1 minuto em etanol 70 %
e 20 minutos em hipoclorito de sodio 1,0-1,5 % (contendo 0,01 % Tween 20), seguidas

de lavagens em dH20 autoclavada (3 trocas de 5 minutos cada).

Apos a desinfestagcdo, as sementes foram colocadas para germinar em frascos de
vidro contendo 100 ml de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) meia forgca. Este meio
de cultura é composto por 2,15 g/l de sal MS (Sigma®), suplementado com 10 ml/l de
vitaminas MS, 30,0 g/l de sacarose (Sigma®), 0,1 g/l de mio-inositol (Sigma®) e 6,5
g/l de agar (Sigma®). O pH foi ajustado para 5,8 e o meio esterilizado durante 20
minuntos a 120 °C em 1,5 atm. As culturas foram mantidas em uma sala de
crescimento vegetal climatizada, sob temperatura de 30 °C e o ciclo do fotoperiodo de

16/8 horas luz/escuro.

Aplicacao do herbicida

O herbicida a base de glifosato utilizado foi 0 Roundup® original (Monsanto),
que apresenta em sua formula 360 g/l de glifosato (N-[fosfonometil]-glicina). De acordo
com informacdes do fabricante, a quantidade do herbicida a ser aplicada varia de
acordo com a planta infestante alvo, sendo a diluigdo média de uso a de 1 parte de
Roundup® para 100 de agua. Sendo assim, foram feitas cinco diferentes diluicées

desse herbicida, em dH20, com duas diluicbes acima e duas abaixo da diluicao
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indicada a uso (1:1000; 1:500; 1:100; 1:50; e 1:10). Cada uma das diluigdes foi

filtroesterelizada (filtro Millex®-GP de 0,22 um [Millipore ™]) antes da aplicagao.

Os diferentes tratamentos foram aplicados pdés-emergencialmente as plantulas.
As diluicées foram borrifadas sobre as plantulas apés um periodo de 1 semana de
germinagao. Como controle negativo, foi borrifada dH20 sobre as plantulas, seguindo
0s mesmos procedimentos. Os tratamentos foram realizados da mesma forma com

plantas resistentes e as nao-resistentes.

As plantulas foram analisadas em 7 e 14 dias apds a aplicagcéo (7 DAA e 14

DAA) de cada tratamento.

Isolamento nuclear

O isolamento nuclear foi realizado nas folhas provenientes de cada um dos
tratamentos realizados. Um fragmento da folha, de aproximadamente 3 cm, foi
selecionado e colocado em uma placa de Petri (60 x 15 mm), sobre uma superficie
gelada, onde foi realizado o slice (cortes na folha em forma de franja), com o auxilio
de uma lamina de navalha. Esse slice foi realizado com a adigao de 300 pl de tampéo
de isolamento: 400 mM Tris-HCI (Sigma®), ph 7,5, acrescido de 20 % polietileno-glicol
(PEG; Merck®). Apds o slice, as folhas cortadas ficaram imersas nesse tampao por

aproximadamente 5 minutos.
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Ensaio Cometa

Todos os procedimentos descritos para os ensaios cometa foram realizados
em ambiente com pouca intensidade de luz e a baixas temperaturas, a fim de evitar
danos adicionais a molécula de DNA, e seguiram o protocolo descrito por Gichner e

Plewa (1998), com modificagdes.

Laminas de microscoépio, previamente limpas, foram mergulhadas em solugao
de agarose normal melting point (NMA; Invitrogen™) 1%, preparada em dH20, a 50
°C. A parte inferior das laminas foi limpa, para retirar a camada de agarose, e elas
foram deixadas na horizontal em estufa a 30 °C por 24 horas. Essas laminas séo

mantidas em ambiente seco até a hora do uso.

Sobre cada uma das laminas, previamente cobertas por agarose, foram
aplicados 40 pl da suspensao nuclear e 60 pl de solugdo de agarose low melting point
(LMA; Sigma®) 1% a 39 °C, prepara em PBS. A concentracdo final de agarose na
mistura foi de 0,6%. Os nucleos e a LMA foram gentilmente misturados por meio de
sucessivas pipetadas, utilizando uma ponteira descartavel com a ponta cortada, e
sobre a mistura foi colocada uma laminula (24 x 50 mm). O conjunto foi incubado a 4

°C por 15 minutos, para depois as laminulas serem retiradas.

ApoOs a retirada das laminulas, as laminas foram colocadas em uma cuba
horizontal de eletroforese, contendo o tampéao de eletroforese recém preparado (tanto
a cuba quanto o tampéao devem estar gelados). O tampao de eletroforese utilizado foi
um tampao alcalino modificado, composto por: 2560 mM de Tris (Sigma®), 10 mM
NaOH (Sigma®) e 1 mM de EDTA (Vetec), pH ~12. As laminas foram incubadas nessa
solugao por 5 minutos, para o desenovelamento do DNA, seguindo apds isso para a
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eletroforese a 0,8 V/cm (18V) por 15 minutos. Apds a eletroforese, as laminas foram
lavadas em 3 trocas de 5 minutos cada em tampao de neutralizagdo (400 mM de Tris
[Sigma®], ph 7,5), e coradas com 100 ul de 50 uM de Acridine Orange (Sigma®) por
15 minutos. As laminas foram mergulhadas em dH20 gelada para retira o excesso de

corante.

Analise e captura das imagens

As laminas contendo os ensaios cometa foram observadas em fotomicroscopio
Olympus™: modelo BX60, iluminagéo de campo claro e de fluorescéncia. As imagens
foram capturadas diretamente por uma video-camera com CCD (Olympus™ DP71)
acoplada ao microscépio e a um computador equipado com placa digitalizadora. Os
cometas foram analisados com o software Comet Assay IV™ (Perceptive

Instruments).

A analise foi feita com base no numero de cometas presentes por laminas
(numa contagem de aproximadamente 200 nucleos por lamina), assim como

utilizando os parametros de intensidade da cauda e da cabega dos cometas.

Analise estatistica

Para todos os tratamentos, houveram 3 repeticoes independes analisadas. O
percentual de cometas em cada tratamento foi utilizado como dados para as analises

de variancia, e para a comparagao de médias foi aplicado o teste de Tukey a 5% de
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probabilidade. Todos as analises estatisticas foram realizadas por meio do software

GENES (Cruz, 2006).
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RESULTADOS

As diferentes diluicdes de Roundup® foram aplicadas nas plantulas e os danos
fitotoxicos foram visualizados (Figuras 3 - 8). Foi possivel notar que as plantas
resistentes nao apresentaram danos visiveis em nenhuma das aplicagdes, enquanto
as plantas nao-resistentes comegaram a apresentar sinais de danos na aplicagao das
diluicdes mais baixas, como amarelamento das folhas e auséncia de crescimento das

plantulas.

O isolamento nuclear do material foliar foi eficaz, com quantidade de nucleos
suficientes para as analises do ensaio cometa (mais de 200 nucleos para as
contagens). A adicao de PEG ao tampao de isolamento auxiliou na manutengao da

integridade dos nucleos extraidos.

O nivel de genotoxicidade foi medido por meio do ensaio cometa. Diferencas
no percentual de cometas foi observado entre cada tratamento aplicado. Nas plantas
resistentes, houve diferenga significativa nos dois ultimos tratamentos durante a
analise dos 7 DAA, enquanto na analise dos 14 DAA houve diferenga apenas no ultimo
tratamento (Tabela 1). Ja nas plantas nao-resistentes, os danos foram significativos a
partir do quarto tratamento na analise dos 7 DAA, enquanto na analise dos 14 DAA a

diferenca ja foi significativa a partir do segundo tratamento (Tabela 2).

Analisando as diferengas entre os 7 e os 14 DAA, as plantas resistentes
apresentaram diferenga significativa apenas no tratamento 5 (Figura 9), enquanto a
diferenga foi significativa apenas no tratamento 6 para as plantas nao-resistentes
(Figura 10). Quando se compara os tratamentos entres as plantas, nos 7 DAA houve

diferenca significativa entre as plantas resistentes e ndo-resistentes nos tratamentos
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5 e 6 (Figura 11) e nos 14 DAA houve diferenga em todos os tratamentos, com

excecgao do tratamento 1 (Figura 12).

Os cometas foram classificados em 5 tipos diferentes, de acordo com a
intensidade da cabecga e da cauda (Tabela 3; Figura 13). As plantas resistentes
apresentaram quantidades similares de todos os tipos de cometas para todos os
tratamentos, com diminui¢gao do tipo 1 e aumento dos tipos 4 e 5 nos tratamentos 5 e
6 das analises de 7 DAA e no tratamento 6 das analises de 14 DAA (Tabela 4). Nas
plantas n&o-resistentes, houve queda na quantidade de cometas tipo 1 e aumento nas
quantidades dos tipos 2 a 5 conforme os tratamentos foram aumentando (diminuindo
as diluigdes do herbicida), tanto nas analises de 7 DAA quanto nas analises de 14

DAA (Tabela 5).
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Figura 3: Crescimento das plantulas do hibrido resistente 7 dias apds a aplicagao das
diferentes diluicbes do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d) 1:100; (e) 1:50; e
(f) 1:10. Barra =1 cm.
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Figura 4: Crescimento das plantulas do hibrido resistente 14 dias apds a aplicacao
das diferentes diluigdes do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d) 1:100; (e) 1:50;
e (f) 1:10. Barra =1 cm.
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Figura 5: Crescimento das plantulas do hibrido nao-resistente 7 dias apds a aplicagao
das diferentes diluigdes do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d) 1:100; (e) 1:50;
e (f) 1:10. Barra =1 cm.
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Figura 6: Crescimento das plantulas do hibrido nao-resistente 14 dias apods a
aplicacao das diferentes diluigdes do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d)
1:100; (e) 1:50; e (f) 1:10. Barra = 1 cm.
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Figura 7: Folhas das plantulas do hibrido resistente 14 dias apds a aplicagdo das
diferentes dilui¢des do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d) 1:100; (e) 1:50; e
(f) 1:10. Barra = 1 cm.




Figura 8: Folhas das plantulas do hibrido ndo-resistente 14 dias apds a aplicagao das
diferentes dilui¢des do herbicida: (a) H20; (b) 1:1000; (c) 1:500; (d) 1:100; (e) 1:50; e
(f) 1:10. Barra = 1 cm.




Tabela 1: Valores percentuais médios de cometas obtidos em cada um dos
tratamentos aplicados nas plantas resistentes. Comparacgdes estatisticas realizadas
entre os tratamentos em cada dia analisado; letras diferentes indicando diferenca
significativa entre os tratamentos.

Plantas Resistentes

DI Tratamentos
1as -
1- Agua 2-1:1000 3-1:500 4-1:100 5-1:50 6-1:10
8,17 7,29 11,24 12,23 19,27 22,47
7 DAA
ai ai ab, ab, bc; C1
4,51 5,63 6,56 6,19 5,58 16,38
14 DAA
az a2 az a2 az b,

Tabela 2: Valores percentuais meédios de cometas obtidos em cada um dos
tratamentos aplicados nas plantas nao-resistentes. Comparacbes estatisticas
realizadas entre os tratamentos em cada dia analisado; letras diferentes indicando
diferenca significativa entre os tratamentos.

Plantas Nao-Resistentes

Di Tratamentos
ias -
1- Agua 2-1:1000 3-1:500 4-1:100 5-1:50 6- 1:10
6,41 9,9 12,97 20,22 31,33 63,01
7 DAA
a1 ai ab1 b1 C1 dl
6,24 17,01 19,82 28,27 34,53 40,57
14 DAA
az b, bc; cd, de; (S5)

57



Plantas Resistentes
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Figura 9: Grafico de comparagao entre as médias percentuais obtidas em cada um
dos tratamentos realizados nas plantas resistentes. Comparacéao realizada entre os
valores encontrados para cada dia analisado dentro de cada tratamento; letras
diferentes indicando diferenca significativa entre os tratamentos.
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Figura 10: Grafico de comparagao entre as médias percentuais obtidas em cada um
dos tratamentos realizados nas plantas nao-resistentes. Comparacgao realizada entre
os valores encontrados para cada dia analisado dentro de cada tratamento; letras
diferentes indicando diferenca significativa entre os tratamentos.
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Porcentagem de Cometas
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Figura 11: Grafico de comparacao entre as médias percentuais obtidas em cada um
dos tratamentos analisado aos 7 DAA. Comparagao realizada entre os valores
encontrados para as plantas resistentes e ndo-resistentes dentro de cada tratamento;
letras diferentes indicando diferencga significativa entre os tratamentos.
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Figura 12: Grafico de comparacao entre as médias percentuais obtidas em cada um
dos tratamentos analisado aos 14 DAA. Comparacio realizada entre os valores
encontrados para as plantas resistentes e ndo-resistentes dentro de cada tratamento;
letras diferentes indicando diferencga significativa entre os tratamentos.
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Tabela 3: Critério de classificagdo dos 5 tipos de cometas encontrados.

Tipo de Cometa Intensidade da Cabeca (Hi) Intensidade da Cauda (Ti)

Tipo 1 100% 0%

Tipo 2 75% < Hi < 100% 0% < Ti<25%
Tipo 3 50% < Hi < 75% 25% < Ti £ 50%
Tipo 4 25% < Hi < 50% 50% < Ti £ 75%
Tipo 5 0% < Hi<25% 75% < Ti £ 100%

Hi 88.51% Ti 11.49% Hi 64.98% Ti 34.02%

Hi 27.80% Ti72.20% Hi 12.62 % Ti 87.38%

Figura 13: Micrografia indicando os diferentes tipos de cometas encontrados a analise
dos diferentes nucleos encontrados. A intensidade da cabecga (HI) e a intensidade da
cauda (Tl), utilizadas para a classificagao dos tipos de cometas, foi obtida por meio do
software Comet Assay IV™ (Perceptive Instruments).
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Tabela 4: Valores percentuais médios de cada tipo de cometa obtido para os
diferentes tratamentos aplicados nas plantas resistentes. Comparagdes estatisticas
realizadas entre os tratamentos para cada tipo de cometa; letras diferentes indicando
diferenca significativa entre os tratamentos.

Plantas Resistentes

7 DAA
e Tipos de Cometas
1 3
1- Agua 91,83 3,61 az 2,81 as 0,97 as 0,78 as
2-1:1000 92,71 2,83 az 3,25 as 0,40 as 0,81 as
3-1:500 88,76 bc; 3,85 a 4,16 as 0,45 as 2,77 as
4- 1:100 87,77 bc: 2,70 a 3,81 as 2,43 as 3,29  abs
5-1:50 80,73 ab:s 2,77 a 4,88 as 6,16 bas 5,46 bs
6- 1:10 77,53  a: 2,83 a 4,72 as 6,60 ba 8,32 Cs
14 DAA
- Tipos de Cometas
1 3
1- Agua 95,49 b, 1,88 > 1,30 as 0,19 as 1,15 as
2-1:1000 94,37 b 1,87 a 2,08 as 0,38 as 1,31 as
3-1:500 93,44 b 1,58 a 1,94 as 1,43 as 1,61 as
4- 1:100 93,81 b 1,32 a 1,73 as 0,76 as 2,37  abs
5-1:50 94,42 by 1,13 a 1,68 as 1,10 as 1,67 as
6-1:10 83,62 a; 2,66 a 3,65 as 5,30 ba 4,78 bs
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Tabela 5: Valores percentuais médios de cada tipo de cometa obtido para os
diferentes tratamentos aplicados nas plantas resistentes. Comparagdes estatisticas
realizadas entre os tratamentos para cada tipo de cometa; letras diferentes indicando
diferenca significativa entre os tratamentos.

Plantas Ndo-Resistentes

7 DAA
Tipos de Cometas
1 2 3 4 5

1- Agua 9359 d; 340 a 231 a3 053 a 0,17 s
2-1:1000 90,10 di 2,85 a, 4,03 ab; 1,85 abs 1,17 abs
3-1:500 8703 cdi 2,77 a 3,80 abs 364 by 2,77  bs
4-1:100 79,78 bc: 7,34 b, 652 becs 457 by 1,79  abs

Tratamentos

5-1:50 68,67 ab; 6,48 b, 8,64 C3 10,09 Ca 6,12 Cs
6-1:10 36,99 a1 8,63 b, 14,87 ds 21,70  da 17,81 ds
14 DAA

Tipos de Cometas
Tratamentos
1 2 3 4 5

1- Agua 93,76 e 3,64 > 2,28 as 0,16 as 0,16 as
2-1:1000 82,99 d: 507 ab, 5,76 bs 4,75 ba 1,42 as
3-1:500 80,18 cdi 6,58 b, 9,46 cd; 3,28 ba 0,51 as
4- 1:100 71,73 bc; 529 ab, 8,17 bcs 9,17 Ca 5,64 bs

5-1:50 65,47 abs 453 ab, 9,33 cd; 14,18 ds 6,48 bs

6-1:10 59,43  a; 9,17 C 11,80 d3 12,25 d4 7,35 bs
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DISCUSSAO

Os efeitos fitotdxicos do glifosato foram observados apenas nas plantas nao-
resistentes, uma vez que a planta resistente apresenta um mecanismo capaz de evitar
a acgao do herbicida (Dill, 2005). Assim, apenas o hibrido nao-resistente apresentou

uma interferéncia no crescimento da planta associado ao tratamento com glifosato.

O procedimento para a obtencdo da suspensdo nuclear a partir de material
foliar é sempre realizado por meio do slicing da folha, utilizando para isso tamp&o Tris-
HCI gelado (Gichner et al, 2006; Pourrut et al, 2015). A adicdo de PEG ao tampao de
isolamento possibilitou uma maior preservagao dos nucleos extraidos, uma vez que a
adicao desse polimero aumenta a solubilidade das substancias sem causar toxicidade

(Zalipsky, 1995).

Assim como para os procedimentos com raizes, os ensaios cometas dos
materiais oriundos de folhas de milho também utilizaram o tampao de eletroforese e
desenovelamento modificado, com ph 12. A grande maioria dos trabalhos de ensaio
cometa em plantas utiliza o procedimento com tampao alcalino de ph acima de 13
(Santos et al, 2015), porém a utilizacdo desse tampao gerou uma quantidade

excessiva de cometas em todos os tratamentos, inclusive nos negativos.

O ensaio cometa € a técnica mais comumente utilizada para se medir a
quantidade de danos no DNA de células eucari6ticas (Azqueta e Collins, 2013). Essa
metodologia tem sido utilizada para avaliar danos no DNA induzidos pelo herbicida
glifosato em humanos, peixes e plantas (Gasnier et al, 2009; Guilherme et al, 2012;
Alvarez-Moya et al, 2014). Apesar de alguns estudos que nao utilizaram o ensaio
cometa apontarem a auséncia de genotoxicidade do herbicida em plantas, ratos e
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humanos (Dimitrov et al, 2006; Bolognesi et al, 2009), o presente trabalho corrobora
com o fato de que o glifosato apresenta efeito genotdxico em células de plantas,
indicando que o ensaio cometa pode ser um método mais preciso para avaliar a

toxicidade de determinadas substancias.

Embora as plantas resistentes nao apresentaram efeitos fitotdxicos visiveis, a
genotoxicidade associada ao glifosato foi observada em ambos os hibridos de milho
utilizados. Nas plantas resistentes, o efeito genotdxico foi visivel apenas nos
tratamentos mais fortes, ndo sendo observado no tratamento com a dose indicada a
uso, enquanto nas plantas nao-resistentes esse efeito foi visto em praticamente todas
as diluicbes do herbicida aplicadas. Nas plantas resistentes, observou-se uma
diminui¢do nos percentuais de cometas nas analises de 14 DAA em relagado a de 7
DAA, indicando que as quebras na molécula de DNA foram reparadas pela célula, o
que corrobora com o fato da técnica de ensaio cometa ser muito utilizada para
acompanhar reparo de danos no DNA (Azqueta e Collins, 2013). Porém, essa
diminuicdo ndo é observada nas plantas né&o-resistentes, sendo observado um
aumento nos percentuais de cometas de uma semana para a outra. A auséncia de
reparo na molécula de DNA pode ser explicada pelo fato da célula ja estar afetada
pelos efeitos toxicos diretos do glifosato, interrompendo a sintese de aminoacidos
aromaticos e importantes metabdlitos para a planta (Dill, 2005). Esses dados
confirmam a resisténcia do hibrido RB 9110 PRO2, mesmo em doses do herbicida

acima do indicado para o uso.

A analise dos tipos de cometas encontrados confirmou os dados das analises
de percentuais de cometas. O aumento nos percentuais totais de cometas nos
tratamentos foi acompanhado pelo aumento na incidéncia de cometas com maior

intensidade na cauda (cometas tipos 4 e 5). Este fato indica que houve tanto aumento
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na quantidade de células que sofreram danos quanto aumento na quantidade de

danos por célula associado ao tratamento com o herbicida.
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CONCLUSAO

Os efeitos fitotdxicos observados confirmaram a resisténcia do hibrido RB 9110
PRO2 e a suscetibilidade do hibrido RB 9110 PRO, que teve seu crescimento afetado

pelo tratamento com o herbicida inclusive em doses abaixo do indicado a uso.

A adicao de PEG ao tampéao de isolamento nuclear, associado a utilizagdo de
um tampéo alcalino de pH 12 durante a eletroforese, otimizou a técnica de ensaio

cometa em folhas de milho.

A técnica de ensaio cometa se mostrou muito eficiente na analise da
genotoxicidade do glifosato em milho, mostrando que ocorreram danos ao DNA

mesmo nas plantas resistentes, apesar da falta de evidéncias visiveis na planta.

Os efeitos genotdxicos foram mais fortes na planta nao-resistente, sendo
observado em praticamente todos as doses aplicadas do herbicida. Na planta
resistente, esse efeito foi observado apenas nas doses mais altas de glifosato, ndo

apresentando efeitos genotéxicos no tratamento com a dose recomendada de uso.
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CONCLUSAO GERAL

As modificagdes nas metodologias de isolamento nuclear e no tampao de
eletroforese permitiram a otimizacado e aplicagdo da técnica de ensaio cometa em

folhas e raizes de milho.

Com essas adaptagdes, foi possivel avaliar de forma precisa o nivel de
genotoxicidade de diferentes doses do herbicida glifosato em dois hibridos de milho:
RB 9110 PRO, suscetivel a acdo do herbicida, e RB 9110 PRO2, resistente. Esse
teste provou a maior resisténcia deste segundo hibrido, apresentando sinais de
genotoxicidade apenas nas doses mais altas. Portanto, ndo ha evidéncias de
genotoxicidade associada ao glifosato na planta resistente, sob as condi¢gdes de uso
indicadas pelo fabricante. Ja no hibrido nao-resistente, os tratamentos com o glifosato
apresentaram efeitos genotoxicos, inclusive em doses abaixo do recomendado para

uso.

Isso mostrou a importancia da técnica de ensaio cometa em analises de
genotoxicidade, podendo ser aplicada em analises de diversas substancias toxicas

em qualquer organismo eucariético de interesse.
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ANEXOS

Anexo 1: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados nas analises dos
ensaios obtidos de protoplastos e de chopping, assim como as meédias e os desvios
padroes encontrados para cada tratamento.

Tratamentos
Repeticdes Protoplasto Chopping
Numero % Ndmero %
Nucleos 183 82
1 Cometas 22 10,73 96 53,93
Total 205 178
Nucleos 187 103
2 Cometas 31 14,22 69 40,12
Total 218 172
Nucleos 173 95
3 Cometas 24 12,18 84 46,93
Total 197 179
Média (%) 12,38 46,99
Desvio Padrao 1,75 6,91

Anexo 2: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados nas analises dos
ensaios obtidos de nucleos sincronizados com HU e nao sincronizados, assim como
as médias e os desvios padrdoes encontrados para cada tratamento.

Tratamentos
Repeticdes Com HU Sem HU
Numero % Ndmero %
Nucleos 175 168
1 Cometas 23 11,62 21 11,11
Total 198 189
Nucleos 167 178
2 Cometas 33 16,50 31 14,83
Total 200 209
Nucleos 173 162
3 Cometas 26 13,07 28 14,74
Total 199 190
Média (%) 13,73 13,56
Desvio Padrdo 2,51 2,12
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Anexo 3: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas andlises dos ensaios obtidos de
nucleos sincronizados com HU e ndo sincronizados, assim como as medias e os desvios padrées encontrados para cada tratamento.

Tipos de Cometa

1 2 3 4 5
Tratamentos Rep Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
Ne % (%) Padrdo e % (%) Padrdo e % (%) Padrao Ne % (%) Padrao N % (%) Padrao
1 175 88,38 3 1,52 7 3,54 7 3,54 6 3,03
Com HU 2 167 83,50 86,27 4,16 5 2,50 2,01 1,00 10 5,00 4,19 1,53 11 5,50 4,35 2,08 7 3,50 3,18 0,58
3 173 86,93 4 2,01 8 4,02 8 4,02 6 3,02
1 168 88,89 2 1,06 6 3,17 7 3,70 6 3,17
Sem HU 2 178 85,17 86,44 8,08 4 191 1,52 1,00 9 4,31 4,07 1,73 10 4,78 4,41 1,53 8 3,83 3,56 1,00
3 162 85,26 3 1,58 9 4,74 9 4,74 7 3,68

Anexo 4: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas analises dos ensaios obtidos de
protoplastos e de chopping, assim como as médias e os desvios padrbes encontrados para cada tratamento.

Tipos de Cometa

1 2 3 4 5
Tratamentos Re Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio Média Desvio
° N® % (%) Padrdo e % (%) Padrao Ne % (%) Padrao N % (%) Padrao e % (%) Padrao
1 183 89,27 3 1,46 6 2,93 8 3,90 5 2,44
Protoplasto 2 187 85,78 87,62 7,21 5 2,29 1,93 1,00 9 4,13 3,37 1,73 10 4,59 4,35 1,00 7 3,21 2,73 1,15
3 173 87,82 4 2,03 6 3,05 9 4,57 5 2,54
1 82 46,07 10 5,62 28 15,73 41 23,03 17 9,55
Chopping 2 103 59,88 53,01 10,60 6 3,49 4,53 2,00 20 11,63 13,59 4,00 32 1860 20,77 4,51 11 6,40 8,11 3,06
3 95 53,07 8 4,47 24 13,41 37 20,67 15 8,38
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Anexo 5: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados nas analises dos ensaios obtidos das plantas resistentes, aos 7
DAA e 14 DAA, assim como as médias e os desvios padrdes encontrados para cada tratamento.

Plantas Resistentes

7 Dias Apds a Aplicagdo

Tratamentos
Repeticoes 1-H20 2-1:1000 3- 1:500 4- 1:100 5-1:50 6-1:10
Ne % Ne % Ne % Ne % Ne % Ne %
Nucleos 151 156 163 145 205 186
1 Cometas 6 3,82 4 2,50 17 9,44 9 5,84 38 15,64 36 16,22
Total 157 160 180 154 243 222
Nucleos 154 153 190 186 128 146
2 Cometas 23 12,99 17 10,00 26 12,04 44 19,13 43 25,15 65 30,81
Total 177 170 216 230 171 211
Nucleos 144 145 201 196 151 164
3 Cometas 12 7,69 15 9,38 28 12,23 26 11,71 31 17,03 42 20,39
Total 156 160 229 222 182 206
Total Ndcleos 449 454 554 527 484 496
ota Cometas 41 36 71 79 112 143
14 Dias Apos a Aplicagdo
Tratamentos
Repeti¢oes 1-H20 2-1:1000 3- 1:500 4- 1:100 5-1:50 6-1:10
N° % Ne % Ne % N2 % N2 % N2 %
Nucleos 163 154 166 152 160 163
Cometas 13 7,39 10 6,10 17 9,29 12 7,32 14 8,05 31 15,98
Total 176 164 183 164 174 194
Nucleos 192 182 179 181 186 197
Cometas 4 2,04 12 6,19 8 4,28 10 5,24 7 3,63 28 12,44
Total 196 194 187 191 193 225
Nucleos 163 166 184 172 169 153
Cometas 7 4,12 8 4,60 12 6,12 11 6,01 9 5,06 40 20,73
Total 170 174 196 183 178 193
Total Ndcleos 518 502 529 505 515 513
ota Cometas 24 30 37 33 30 99
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Anexo 6: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados nas analises dos ensaios obtidos das plantas ndo-resistentes,
aos 7 DAA e 14 DAA, assim como as medias e os desvios padrdes encontrados para cada tratamento.

Plantas Nao-Resistentes

7 Dias Apos a Aplicagado

Tratamentos
Repeti¢oes 1-H20 2-1:1000 3- 1:500 4-1:100 5-1:50 6-1:10
N2 % N2 % N2 % N° % Ne % N° %
Nucleos 184 180 160 166 121 93
1 Cometas 6 3,16 18 9,09 29 15,34 37 18,23 65 34,95 115 55,29
Total 190 198 189 203 186 208
Nucleos 179 174 176 164 132 78
2 Cometas 16 8,21 18 9,38 18 9,28 42 20,39 51 27,87 128 62,14
Total 195 192 194 206 183 206
Nucleos 164 182 168 159 128 65
3 Cometas 14 7,87 23 11,22 28 14,29 45 22,06 58 31,18 164 71,62
Total 178 205 196 204 186 229
Total Ndcleos 527 536 504 489 381 236
ota Cometas 36 59 75 124 174 407
14 Dias Apds a Aplicagdo
Tratamentos
Repeti¢des 1-H20 2-1:1000 3- 1:500 4-1:100 5-1:50 6-1:10
N2 % N2 % N2 % N© % N© % N° %
Nucleos 188 180 158 142 148 138
1 Cometas 21 10,05 31 14,69 41 20,60 44 23,66 70 32,11 80 36,70
Total 209 211 199 186 218 218
Nucleos 176 132 151 144 159 132
2 Cometas 6 3,30 31 19,02 33 17,93 65 31,10 96 37,65 106 44,54
Total 182 163 184 209 255 238
Nucleos 158 167 155 156 133 125
3 Cometas 9 5,39 35 17,33 41 20,92 67 30,04 68 33,83 85 40,48
Total 167 202 196 223 201 210
Total Ndcleos 522 479 464 442 440 395
ota Cometas 36 97 115 176 234 271
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Anexo 7: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas andlises dos ensaios obtidos das
plantas resistentes, aos 7 DAA, assim como as médias e os desvios padrdes encontrados para cada tratamento.

Plantas Resistentes

7 Dias Apds a Aplicagdo
Tipos de Cometa

Tratamentos  Rep I\ilédia Desvio I\/Zlédia Desvio I\/?édia Desvio M4édia Desvio I\/?édia Desvio

Ne % (%) Padrao N % (%) Padrao NE % (%) Padrao NE % (%) Padrao NE % (%) Padrdo
1 151 96,18 5 3,18 1 0,64 0 0,00 0 0,00

1-Agua 2 154 87,01 91,83 5,13 9 5,08 3,61 2,65 7 395 281 3,21 4 2,26 0,97 2,08 3 169 0,78 1,53
3 144 92,31 4 2,56 6 3,85 1 0,64 1 0,64
1 156 97,50 1 0,63 3 1,88 0 0,00 0 0,00

2-1:1000 2 153 90,00 92,71 5,69 7 4,12 2,83 3,21 7 4,12 3,25 2,08 1 059 040 0,58 2 118 0,81 1,15
3 145 90,63 6 3,75 6 3,75 1 0,63 2 1,25
1 163 90,56 7 3,89 8 4,44 0 0,00 2 111

3-1:500 2 190 87,96 88,76 19,55 9 4,17 3,85 1,00 7 3,24 4,16 2,08 2 093 0,45 1,00 8 3,70 2,77 3,46
3 201 87,77 8 3,49 11 4,80 1 0,44 8 3,49
1 145 94,16 3 1,95 2 1,30 1 0,65 3 195

4-1:100 2 186 80,87 87,77 27,02 10 4,35 2,70 3,79 15 6,52 3,81 6,51 8 3,48 243 3,79 11 4,78 3,29 4,00
3 196 88,29 4 1,80 8 3,60 7 3,15 7 3,15
1 205 84,36 5 2,06 8 3,29 13 5,35 12 4,94

5-1:50 2 128 74,85 80,73 39,53 6 3,51 2,77 0,58 10 5,85 4,88 1,15 14 8,19 6,16 2,65 13 7,60 5,46 3,21
3 151 82,97 5 2,75 10 5,49 9 495 7 3,85
1 186 83,78 4 1,80 7 3,15 10 4,50 15 6,76

6-1:10 2 146 69,19 77,53 20,03 9 4,27 2,83 265 15 7,11 4,72 436 21 995 660 608 20 948 832 252
3 164 79,61 5 243 8 3,88 11 5,34 18 8,74
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Anexo 8: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas andlises dos ensaios obtidos das
plantas resistentes, aos 14 DAA, assim como as médias e os desvios padroes encontrados para cada tratamento.

Plantas Resistentes

14 Dias Apos a Aplicagdo
Tipos de Cometa

Tratamentos Rep I\l/lédia Desvio Mzédia Desvio I\/?édia Desvio I\jédia Desvio I\/?édia Desvio

Ne % (%) Padrdo Ne % (%) Padrao Ne % (%) Padrao Ne % (%) Padrao NE % (%) Padrao
1 163 92,61 5 2,84 3 1,70 1 0,57 4 2,27

1-Agua 2 192 9796 95,49 16,74 2 1,02 1,88 1,53 2 102 1,30 0,58 0 0,00 0,19 0,58 0 0,00 1,15 2,00
3 163 95,88 3 1,76 2 1,18 0 0,00 2 1,18
1 154 93,90 3 1,83 4 244 1 0,61 2 1,22

2-1:1000 2 182 93,81 94,37 1405 4 2,06 1,87 0,58 4 2,06 2,08 0,58 1 052 0,38 0,58 3 155 131 0,58
3 166 95,40 3 1,72 3 1,72 0 0,00 2 1,15
1 166 90,71 3 1,64 4 2,19 5 2,73 5 2,73

3-1:500 2 179 95,72 93,44 9,29 2 1,07 1,58 1,00 3 160 194 0,58 1 053 1,43 2,08 2 107 161 1,73
3 184 93,88 4 2,04 4 2,04 2 1,02 2 1,02
1 152 92,68 3 1,83 5 3,05 2 1,22 2 1,22

4-1:100 2 181 94,76 93,81 1484 2 105 1,32 0,58 2 105 1,73 1,73 1 052 0,76 0,58 5 262 237 2,08
3 172 93,99 2 1,09 2 1,09 1 0,55 6 3,28
1 160 91,95 4 2,30 5 287 1 057 4 2,30

5-1:50 2 186 96,37 94,42 1320 1 0,52 1,13 1,73 2 1,04 1,68 1,73 2 1,04 1,10 1,00 2 1,04 1,67 1,00
3 169 94,94 1 0,56 2 1,12 3 1,69 3 1,69
1 163 84,02 6 3,09 6 3,09 10 5,15 9 4,64

6-1:10 2 197 87,56 83,62 2307 4 1,78 266 1,15 6 267 365 231 9 400 530 208 9 400 4,78 1,15
3 153 79,27 6 3,11 10 5,18 13 6,74 11 5,70
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Anexo 9: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas andlises dos ensaios obtidos das
plantas ndo-resistentes, aos 7 DAA, assim como as médias e os desvios padroes encontrados para cada tratamento.

Plantas Nao-Resistentes

7 Dias Apds a Aplicagdo
Tipos de Cometa

Tratamentos Rep I\l/lédia Desvio I\/fédia Desvio I\?;Iédia Desvio :/Iédia Desvio I\E;Iédia Desvio

Ne % (%) Padrao NE % (%) Padrao Ne % (%) Padrao Ne % (%) Padrdo Ne % (%) Padrdo
1 184 96,84 4 2,11 2 1,05 0 0,00 0 0,00

1- Agua 2 179 91,79 93,59 1041 7 3,5 3,40 2,08 6 3,08 2,31 2,08 2 1,03 0,53 1,00 1 0,51 0,17 0,58
3 164 92,13 8 4,49 5 2,81 1 0,56 0 0,00
1 180 90,91 6 3,03 8 4,04 3 1,52 1 0,51

2-1:1000 2 174 90,63 90,10 4,16 5 260 2,85 0,58 7 3,65 4,03 1,00 4 2,08 1,85 0,58 2 1,04 1,17 1,53
3 182 88,78 6 293 9 4,39 4 1,95 4 1,95
1 160 84,66 6 3,17 8 4,23 9 4,76 6 3,17

3-1:500 2 176 90,72 87,03 8,00 5 2,58 2,77 0,58 5 2,58 3,80 2,08 4 2,06 3,64 2,65 4 2,06 2,77 1,15
3 168 85,71 5 2,55 9 4,59 8 4,08 6 3,06
1 166 81,77 14 6,90 12 591 8 3,94 3 1,48

4-1:100 2 164 79,61 79,78 3,61 15 7,28 7,34 1,00 14 6,80 6,52 1,15 9 4,37 4,57 1,53 4 1,94 1,79 0,58
3 159 77,94 16 7,84 14 6,86 11 5,39 4 1,96
1 121 65,05 13 6,99 18 9,68 20 10,75 14 7,53

5-1:50 2 132 72,13 68,67 557 11 6,01 6,48 1,00 14 7,65 8,64 2,00 17 9,29 10,09 1,53 9 4,92 6,12 2,52
3 128 68,82 12 6,45 16 8,60 19 10,22 11 5,91
1 93 44,71 16 7,69 28 13,46 40 19,23 31 14,90

6-1:10 2 78 37,86 3699 1401 15 7,28 863 551 30 14,56 14,87 529 45 21,84 21,70 7,64 38 1845 17,81 7,51
3 65 28,38 25 10,92 38 16,59 55 24,02 46 20,09
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Anexo 10: Quantidades totais de nucleos e cometas contabilizados para cada tipo de cometa, nas analises dos ensaios obtidos
das plantas ndo-resistentes, aos 14 DAA, assim como as médias e os desvios padrdes encontrados para cada tratamento.

Plantas Nao-Resistentes

14 Dias Apds a Aplicagdo
Tipos de Cometa

Tratamentos  Rep : Média Desvio : Média Desvio : Média Desvio : Média Desvio Msédia Desvio

Ne % (%) Padrdo N % (%) Padrao N % (%) Padrdo NE % (%) Padrao Ne % (%) Padrdo
1 188 89,95 12 5,74 7 3,35 1 048 1 048

1-Agua 2 176 96,70 93,76 15,10 4 2,20 3,64 4,36 2 1,10 2,28 2,52 0 0,00 0,16 0,58 0 0,00 0,16 0,58
3 158 94,61 5 2,99 4 2,40 0 0,00 0 0,00
1 180 85,31 10 4,74 11 5,21 8 3,79 2 0,95

2-1:1000 2 132 80,98 8299 2483 9 552 5,07 0,58 10 6,13 5,76 1,00 9 552 4,75 1,00 3 1,84 1,42 0,58
3 167 82,67 10 4,95 12 5,94 10 4,95 3 1,49
1 158 79,40 12 6,03 20 10,05 7 3,52 2 1,01

3-1:500 2 151 82,07 80,18 3,51 13 7,07 6,58 0,58 14 7,61 9,46 3,79 6 3,26 3,28 0,58 0 000 0,51 1,00
3 155 79,08 13 6,63 21 10,71 6 3,06 1 051
1 142 76,34 8 4,30 12 6,45 15 8,06 9 4384

4-1:100 2 144 68,90 71,73 7,57 12 5,74 5,29 265 19 9,09 8,17 4,36 20 9,57 9,17 3,61 14 6,70 5,64 2,52
3 156 69,96 13 5,83 20 8,97 22 9,87 12 5,38
1 148 67,89 9 4,13 21 9,63 26 11,93 14 6,42

5-1:50 2 159 62,35 6547 13,05 14 549 4,53 3,21 24 9,41 9,33 3,00 40 15,69 14,18 7,21 18 7,06 6,48 3,06
3 133 66,17 8 3,98 18 8,96 30 14,93 12 5,97
1 138 63,30 18 8,26 24 11,01 23 10,55 15 6,88

6-1:10 2 132 5546 59,43 651 22 924 9,17 2,08 32 13,45 11,80 4,93 34 1429 12,25 586 18 7,56 7,35 1,53
3 125 59,52 21 10,00 23 10,95 25 11,90 16 7,62
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