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RESUMO - Com o objetivo de estudar a cinética da despolimerizacéo dos microtUbulos e a dinamica da
inducdo de micronicleos, usaram-se dois herbicidas com agdo antimitética, amiprofés-metil (APM) e
oryzalin (ORY), em céulas de Helianthus maximiliani. A aplicacdo de ambos os herbicidas em células
com ativo crescimento resultou num elevado nimero de células com micronlcleos, em virtude das
modificagdes mitdticas causadas pela auséncia de microtibulos. Primeiramente, cromossomos isolados ou
grupos de 2 ou mai's cromossomos espal haram-se pelo citoplasma. Duas a trés horas apds a aplicacéo dos
herbicidas, os microtibulos, estavam despolimerizados e os cromossomos metafésicos condensaram-se,
formando diretamente os micronlcleos sem ter havido a divisdo do centrbmero e a separagdo das
crométides. A concentracdo mais eficiente de ORY foi 20 UM, ao passo que para APM foi 60 pM, para
um periodo de incubacdo de 36 e 48 h respectivamente. O prolongamento do periodo de tratamento
elevou a freqiiéncia de micronucleos deformados, bem como aumentou a morte celular. A adicdo de
citocalasina-B (CB) (20 uM), apds 24 h da aplicacéo dos herbicidas, aumentou significativamente a
micronucleacdo e estabilizagdo dos microndcleos nas células. O controle dos microtubulos de células em
suspensdo torna-se uma ferramenta eficiente para a indugdo de microntcleos, bem como representa um
método elegante para a transferéncia gendmica parcial.

TERMOS ADICIONAIS PARA INDEXACAO: Tubulinas, Protoplastos, Amiprofés-methyl, Oryzalin,
Girassol

EFFECT OF HERBICIDES ON THE POLYMERIZATION OF THE
MICROTUBULE AND INDUCTION OF MICRONUCLEI IN
Helianthus maximiliani PROTOPLASTS

ABSTRACT - In order to verify the kinetics of microtubule depolymerization and dynamics of
micronuclei induction, two anti-mitotic herbicides, Amiprophos-methyl (APM) and Oryzain (ORY),
were added to dividing cells of Helianthus maximiliani. The addition of both herbicides to actively
dividing cells resulted in a high number of cellswith micronuclel through modification of mitosis.
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Single chromosomes and groups of 2 or more chromosomes were scattered over the cytoplasm. After 2-3
h of herbicide application, microtubules were depolymerized and the metaphase chromosomes changed
directly into micronuclei, without centromere divison and chromatid separation. The most efficient
concentrations were 20 pM ORY and 60 pM APM when incubated for 36 and 48 h, respectively. When
the treatment duration was increased, the frequency of cells with deformed micronuclei as well as cell
death increased. The presence of citochalasinaB (CB) (20 puM) after 24 h of herbicide application
increased the frequency of micronucleation and stabilization of the micronucle in the cells significantly.
The control of microtubules using anti-mitotic toxins provides an efficient tool for micronuclei induction
aswell as representing an elegant method for partial genome transfer.

ADDITIONAL INDEX TERMS: Tubulin, Protoplasts, Amiprophos-methyl, Oryzalin, Sunflower

INTRODUGAO

Microtibulos (MTs) sdo filamentos de
estrutura subcelular, compostos basicamente pela
proteina heterodimérica tubulina (Quader, 1997).
Os MTs exercem importantes funcdes célulares
durante o crescimento e ciclo mitético. Participam
em diversos processos relacionados & migragdo dos
cromossomos, estruturacdo celular, orientagdo e
disposicéo das microfibrilas de celulose, formacéo
da parede celular, a0 movimento intracelular bem
como a diferenciacdo celular (Moregjohn, 1991;
Jordan e Wilson, 1999). A funcdo dos
microtubulos nos processos subcelulares pdde ser
melhor entendida quando foi possivel tratar células
com toxinas que faziam desaparecer 0S MesMos.
Entre os fatores que mais afetam a acdo dos MTs
na célula, tém-se os fatores quimicos, hormonais,
iGnicos e gradientes elétricos, ou ainda podem ser
afetados por fatores ambientais, tais como
temperatura, luminosidade, gravidade e presséo
(Quader, 1997; Jordan e Wilson, 1999).

Em estudos bésicos sobre microtubulos
de plantas, verificou-se que substancias toxicas,
como alguns herbicidas ou a colchicina, formam
complexos com o dimero da ae b tubuling,
impedindo sua normal polimerizagdo (Hanser et
al., 1998). Entre os agentes antimitGticos, com
potente atividade anti-tubulinas, tem-se os
herbicidas do grupo dinitroanilinag, oryzalin (ORY)
e do grupo organofosforado, amiprofés-metil
(APM) (Morgiohn et al., 1987; Verhoeven et al.,
1990; Ramulu et al., 1995). APM e ORY, mesmo
em baixas concentracfes impedem a polimerizacio
dos microtubulos inibindo a formagdo dos fusos

crométicos e induzindo a separagdo dos
cromossomos metafasicos. Esses ficam dispersos
por todo o citoplasma, onde condensam formando
assim os chamados micronicleos. Varios
micronlcleos sub-dipl6ides, contendo um ou
poucos cromossomos, podem ser visualizados nas
células apbs o tratamento com herbicida (Moregjohn
et al.,, 1987; Faconer e Seagull, 1987). Os
micronlcleos, por sua vez, representam um
considerdvel potencial para serem usados na
transferéncia genbmica parcial, especialmente para
transferir caracteristicas controladas por poligenes,
genes desconhecidos ou genes de plantas silvestres
para culturas domesticadas. Assim, as barreiras
naturais da incompatibilidade sexual podem ser
superadas, na busca de introgresséo de novos genes
através de um processo de hibridagdo somatica
assmétrica (Glimelius, 1988; Garriga-Calderé et
al., 1998; Binsfeld, 1999).

A inducdo de micronicleos, depende
fundamentalmente, da eficiéncia da
despolimerizacdo dos microtubulos da espécie que
serd usada como genoma doador. Por essa razéo, o
presente estudo foi delineado com o objetivo de
desenvolver um protocolo para indugdo massal de
micronicleos em protoplastos de Helianthus
maximiliani, mediante tratamento com Os
herbicidas de agcdo antimittica APM e ORY.

MATERIAL E METODOS

@) girassol-silvestre Helianthus
maximiliani L. proveniente da cultura in vitro
(Imhoff et al., 1996), foi utilizado como fonte para
o isolamento de protoplastos do mesofilo (Binsfeld
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et al., 1999). Os protoplastos foram cultivados em
placas de petri de 5 cm de didmetro, em 10 mL de
meio de cultura liguido KMAR (Binsfeld et al.,
1999), contendo 5,7 pM de AIA e 4,6 pM de
zeatina, a uma densidade de 45 x 10°
protoplastosmL™ e incubados em condigdes de
baixa luminosidade (30 pmol m?s'), com
fotoperiodo de 16 h a 26°C.

Com a finalidade de verificar a dindamica
do crescimento celular, estabeleceu-se a curva de
crescimento para protoplastos de H. maximiliani.
Diariamente, por 9 dias, avaliou-se 1 mL da cultura
de protoplastos, redlizando-se a contagem de
células em um citdmetro de fluxo (Partec CA Il1).
Para a contagem, as células foram lisadas por 6
min com 0,5 mL de tampdo A (Partec GmbH,
Minster, Alemanha). Na sequéncia, féz-se a
coloragdo dos nucleos liberados pela adicéo de 2,0
mL de solucdo B (DAPI) em uma cubeta de
medicdo de 5 mL (Partec GmbH, Mdunster,
Alemanha). Ap6s 10 min, colocou-se a cubeta de
medicdo no citbmetro de fluxo para determinar o
numero de células da cultura. Procedeu-se a andlise
dos dados com o programa DPAC (Data Pool
Application for Cytometry, versdo 2.2, Partec
GmbH).

A determinacdo do indice mitético (IM)
(nimero de protoplastos em mitose dividido pelo
total de protoplastos observados x 100) foi feita
diariamente por um periodo de 8 dias, analisando-
se 200 células.

Os agentes antimitéticos utilizados
foram, o herbicida amiprofés-metil (APM) ) [O-
methyl-O-O-(-4-methyil-6-nitrophenyl)-N-
isopropyl-phosphoro  thioamidate], gentilmente
doado pela Bayer Mobay Corporation, Agricultura
Chemical Division, Kansas, USA, e o herbicida
oryzalin (ORY) (3,5-dinitro-N* N*-
dipropylsulfanilamide), gentilmente doado pela
DowElanco Chemicals Corporation, Indianapalis,
USA. Com esse material, preparou-se solugdes
estogue de 65 mM de APM e 60 mM de ORY em
dimetil sulféxido (DMSO) livre de &gua, que
foram estocadas a -20°C para uso posterior
(Ramulu et al., 1993).

Para determinar a concentracéo ideal dos
antimitéticos na inducdo de micronicleos, em

protoplastos de H. maximiliani, aplicou-se 0, 10,
20, 40, 60, 90, 120 uM de APM ou ORY no inicio
do crescimento logaritmico (3% dias ap6s o inicio
do cultivo) da cultura de protoplastos. Apds 40 h,
avaliou-se a formagdo e o nimero de microntcleos
em 200 células, para cada nivel de tratamento. As
células micronucleadas foram contadas, usando-se
fotomicroscépio Olympus - BH2 - PM10 - AD.

Para determinar o tempo 6timo de agéo
dos antimitéticos na inducdo de micronucleos,
avaliou-se 200 células para cada nivel de
tratamento, apo6s 0, 12, 24, 36, 48, 72, 96 h da
aplicacdo do APM (50 puM) ou ORY (20 pM).

A Citochalasina-B (CB) foi testada sobre
a inducdo, estabilizacdo e manutencdo dos
micronucleos. Para isso, 24 h apbs a aplicacdo de
50 M de APM e 20 pM de ORY, aplicou-se 20
PM de CB (Ramulu et al., 1995). A percentagem
de células micronucleadas, sua distribuicdo e o
nimero de micronGcleos por célula foram
determinados 24 h ap6s aplicacdo de CB em 632
protoplastos tratados com APM e 597 protoplastos
tratados com ORY.

As andlises foram redizadas em
protoplastos corados por 10 min com uma solugéo
de 10 pM de DAPI, em um fotomicroscdpio
Olympus - BH2 - PM10 - AD. Os experimentos
foram repetidos 3 vezes, e os dados obtidos
submetidos a andlise de dgnificahcia e a
comparagdo de médias, usando-se 0 sistema de
andlise estatistica (SANEST) (Zonta et al., 1984).

RESUL TADOS E DISCUSAO

A eficacia da inducdo de micronicleos
em céulas metafasicas depende do antimitotico
usado para despolimerizar os microtubulos, e
também da disponibilidade de uma cultura celular
gue estgja em crescimento ativo e sincronizado.
Pela determinagdo da curva de crescimento (Figura
1) e indice mitético (Figura 2), foi estimado que a
melhor época de aplicagdo dos antimitéticos esta
entre o terceiro e quinto dia, por ser a fase
exponencial da divisdo celular, sendo o tempo de
uma geragdo celular em torno de 30 h. Apés o
quinto dia, a cultura tendia a uma fase
estacionaria.
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FIGURA 1 - Curva de crescimento dos protoplastos de H. maximiliani cultivados em meio de cultura
liquido KMAR com 5,7 uM de AIA e 4,6 uM de zeatina. (1) Indica o momento da aplicagdo dos
antimitoticos (APM ou ORY), 3% dias ap6s o inicio do cultivo. (2) Indicao momento da aplicacdo da
Citochalasina-B, 24 h apds a aplicagdo dos antimitoticos.
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FIGURA 2 - Representacdo do indice mitético (IM) de uma cultura de protoplastos de H. maximiliani
cultivado em meio de cultura liquido KMAR com 5,7 uM de AIA e 4,6 UM de zegting, no transcorrer de 8
dias de cultivo. Barras verticais indicam o intervalo de confianga paraa média estimada ao nivel de 95%.
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Para protoplastos de H. maximiliani
(Figura 2), o indice mitético mais elevado (17%
das células) foi obtido 4 dias ap6s o inicio de
cultivo. Considerando-se que 0s antimitéticos
necessitam de 6 a 20 h para induzir os primeiros
micronucleos (Sree et al., 1988), com a aplicacdo
destes 12 h antes do pico méximo do indice
mitético, obteve-se uma elevagcdo da percentagem
de células micronucleadas.

A micronucleacéo de células expostas a0
APM e ORY envolveu vé&ias etapas (Figura 3),

como: despolimerizacdo dos  microtubulos,
descondensagdo dos cromossomos, formagdo da
membrana nuclear e estabilizacdo  dos

micronucleos. No tratamento controle, as células
mostraram uma divisdo mitética normal, com
préfase, metéfase, anéfase e teldfase, tendo as
mesmas ndo formado micronucleos (Figura 3A).
Os protoplastos tratados com APM ou ORY, ap0s 2
a 3 h da aplicagdo, apresentavam microtibulos
despolimerizados e irregularidades no
arranjamento  dos cromossomos. Em  agumas
células formava-se um Unico agrupamento de
Cromossomos NO centro, ao passo que em outras
ocorria a separacdo  dos Cromossomos no
citoplasma (Figura 3B). Quando 0s cromossomos
estavam  distribuidos pela célula, aguns
permaneciam isolados, outros formavam pequenos
agrupamentos de 2-3 ou mais Cromossomos
(Figura 3C). A seguir, com a descondensacdo dos
cromossomos metafésicos, iniciou-se a formagdo
de diversos micronicleos pelo envolvimento dos
Cromossomos por uma membrana nuclear (Figura
3D). Observou-se que a micronucleacdo ocorre
mediante uma modificacdo da mitose, na qual os
cromossomos metafasicos formam diretamente os
micronlcleos, sem que ocorra a divisso do
centrbmero e a separacdo das crométides-irmas, em
virtude da auséncia dos microtibulos. Os eventos
acima mencionados corroboram com a descricéo
feita para espécies de Nicotiana (Verhoeven et al.,
1990), Solanum (Ramulu et al.,1995), bem como
com a agdo da colcemida em células de mamiferos
descrita por Fournier et al. (1982).

Os fatores envolvidos na transformagéo
dos cromossomos metafasicos diretamente em
micronucleos, sem separacdo do centrémero e das

crométides-irmas (sem anafase), ndo sdo bem
conhecidos (Ramulu et al.,1993). Porém, Sree et
al. (1988) e Hansen et al. (1998) sugerem que o
ORY e o APM podem adlterar e desregular a
concentragdo do cécio na célula, reduzindo a
assimilacdo de célcio pelas mitocondrias.

Ambos os herbicidas (APM e ORY)
possuem uma potente atividade antitubulinas. Para
despolimerizar 0s microtlbulos, baixas
concentragdes (1 - 20 pM) podem ser suficientes
(Falconer e Seagull, 1987; Quader, 1997), porém,
com o0 incremento da concentragdo dos
antimitéticos (Figura 4), verificaram-se diferentes
comportamentos entre o APM e ORY. Engquanto
gue o ORY mostrou maior inducdo de
microntcleos na concentragdo de 20 UM (15% das
células com microntcleos), o APM foi mais eficaz
em concentragbes mais elevadas (60 M),
induzindo microntcleos em 19% das células. O
ORY, em elevadas concentragbes, apresentou
maior toxicidade para as células, assim como foi
menos eficaz na indugdo de micronlcleos. Em
concentragdes superiores a 40 UM, além de reduzir
0 nimero de células com micronucleos, afetou a
viabilidade das células. Em concentragdo superior
a 60 pM, levou as células rapidamente & morte
(Figura 4).

Para células de H. maximiliani, a
concentracdo 6tima de APM foi 60 uM e para
ORY foi 20 pM (Figura 4), a0 passo que
Veahoeven et al. (1990), em Nicotiana
plumbaginifolia, obtiveram melhor indugdo com
30 UM de ORY e 32 uM de APM. Também Sree et
al. (1988) mencionaram diferencas nas
concentragbes usadas para separar Cromossomos
em S tuberosum e D. carota. Essa variagdo na
resposta pode ser atribuida a diferenca na
tolerancia da cultura aos herbicidas APM ou ORY
(Falconer e Seagull, 1987). Em dlfafa e aface, a
baixa tolerdncia a0 APM no campo estava
correlacionada com a dta percentagem da
despolimerizagdo dos microtibulos nas células. A
correlagdo  mencionada acima foi  também
observada em algoddo (Falconer e Seagull, 1987),
em que a ata tolerancia ao APM no campo levou
a baixa despolimerizacdo dos microtubulos nas
células.

R. Bras. Fisiol. Veg., 12(3):263-272, 2000
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FIGURA 3 - Representagdo das varias etapas da indugéo de microntcleos em células de H. maximiliani
tratadas com APM e coradas com DAPI. (A) Célula-controle, 4 dias ap0s o inicio do cultivo em meio de
cultura liqguido KMAR. DNA da célula corado com DAPI. (B) Céula iniciando a separacdo dos
cromossomos, 15 h ap6s a aplicacdo de 50 pM de APM. (C Agrupamento e condensacdo dos
cromossomos, imediatamente antes da formagdo dos micronucleos. (D) Céula com micronicleos de
tamanhos variados apds o tratamento com 50 uM de APM + 20 uM de CB.
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FIGURA 4 - Efeito das diferentes concentragdes dos antimitéticos ORY e APM sobre a percentagem da
forma-¢cdo de micronucleos. Barras verticais indicam o intervalo de confianca para a média estimada ao
nivel de 95%.
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A dlta toxicidade observada em células
de H. maximiliani ao ORY é atribuida a menor
toleréncia dessa espécie a esse herbicida. Ao
contrério do que se observou para APM, elevadas
concentracbes de ORY promoveram varias
anomalias no processo da indugdo de
micronlcleos. entre elas. deformagdo dos
micronucleos, formacdo irregular da membrana
nuclear e distlrbios generalizados que conduziam a
morte das células. Similar resposta tdxica a atas
concentragOes foi obtida por Sree et al. (1988),
comparando APM e colchicina

Os micronucleos grandes, observados em
baixas concentracbes de antimitéticos sdo
atribuidos a m& separagdo dos cromossomos
metafédsicos. A despolimerizagdo parcial  dos
microtdbulos conduz a um menor movimento
cromossomico e, em consequéncia, permanecem
mais unidos, formando micronlcleos maiores
(Ramulu et al., 1993; Jordan e Wilson, 1999).

Em ambos antimitéticos, a duracdo dos
tratamentos influiu na formagdo dos microntcleos
e na posterior reconstituicdo de um nucleo Unico
(Figura5). Verhoeven et al. (1990) e Ramulu et al.
(1993) observaram aformagdo de microntcleos em
células em suspensdo num periodo de 6 a 100 h
apos a aplicagdo de ORY, Cremat, APM ou
Colchicina, em diferentes espécies de plantas. Em
H. maximiliani, observou-se similar
comportamento a0 mencionado acima, tendo-se,
porém, obtido a méxima eficécia dos antimitéticos
entre 36 e 48 h apds sua aplicacao.

A €ficacia da indugéo de micronticleos néo
depende apenas da percentagem de células com
micronlicleos, mas também do ndmeo de
micronticleos por célula micronucleada. Tanto com
APM quanto com ORY, observou-se uma ampla
variacdo do nimero de micronicleos por célula
Conforme observa-se na Figura 6, obteve-se uma
variacdo entre 3 e mais de 23 microncleos por cdula
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FIGURA 5 - Efeito do periodo de aplicagdo dos agentes antimitéticos ORY (20 uM) e APM (50 uM)
sobre a percentagem de formagdo de microntcleos. Barras verticais indicam o intervalo de confianga para

amédia estimada ao nivel de 95%.
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FIGURA 6 - Distribuicdo em classes do nimero médio de micronicleos observados por célula
micronucleada, apos 48 h da aplicagdo dos agentes antimitéticos ORY e APM e 24 h ap6s a aplicacdo de

CB. (ORY, n =597 células, e APM, n = 632 células).

A classe com nimero médio de 6 a 8 microntcleos
por célula foi a mais freqliente para o tratamento
com ORY, com 30% das células micronucleadas.
Parao APM, aclasse com 9 a 11 micronucleos por
célula foi a mais frequente, com mais de 20% das
células micronucleadas. No tratamento com ORY,
verificou-se que 79,4% das células com
micronucleos foram distribuidas nas 3 primeiras
classes, a0 passo que no tratamento com APM
havia 53,7% das células nessas classes. No
tratamento com ORY, obteve-se uma média gera
de 8,4 microntcleos por célula Isso significa que
cada micronucleo é formado, em média, por 3,7
cromossomos, considerando-se que o H.
maximiliani possua 2n = 34 cromossomos. Ja no
tratamento com APM, obteve-se uma média gera
de 11,6 micronucleos por célula, tendo cada
micronicleo em média 2,8 cromossomos. A
aplicacdo de CB com APM, como mostra a Figura
7, inibiu a reconstituicdo dos microtibulos e
impediu a restituicdo dos microndcleos em um
nicleo Unico. Ramulu et al. (1993) em N.
plumbaginifolia, observaram 3 a 4 vezes mais
células com micronicleos quando aplicaram CB,
24 h apds a aplicagdo do APM. Em células de H.

maximiliani, ndo pbde ser observado esse
incremento de 3 a 4 vezes, porém obteve-se 0
dobro de células micronucleadas em relacéo ao
controle. A aplicagdo de CB em céulas
micronucleadas estabilizou o0s micronucleos
formados e as células que se dividiam lentamente,
formando novos microntcleos, elevando-se, assim,
a percentagem de células com microntcleos, o que
concorda com os resultados obtidos por Ramulu et
al. (1993). Esses autores observaram ainda que, a
aplicacdo de CB € imprescindivel para obter um
elevado nimero de microntcleos, concordando
também com resultados de Ramulu et al. (1995).

Pelos resultados apresentados, conclui-
se gue os herbicidas APM e ORY, na presenca de
CB, sd0 potentes agentes antimitéticos, sendo
capazes de despolimerizar rapidamente o0s
microtibulos  promover a inducdo de elevado
nimero de micronicleos em protoplastos de H.
maximiliani. Esse processo mostrase eficaz
quando pretende-se isolar micronicleos em
guantidade suficiente para fusdo ou microinjecéo
com protoplastos receptores, usando-se a técnica
dos micronicleos na transferéncia genbmica
parcial.
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FIGURA 7 - Efeito da aplicagdo de 20 uM de CB sobre a percentagem de células com micronicleos
formados em funcgéo do tempo de aplicagdo de APM + CB.
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