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RESUMO

RESPOSTA DA INDUC}AO MUTAGENICA COM AZIDA SODICA EM AVEIA
PRETA
Autor: Céssio Silva Lucas

Orientador: Guilherme Ribeiro
Local e data: Itaqui, 05 de dezembro de 2017

A aveia preta (Avena strigosa Schreb) € uma das principais alternativas durante a estacdo de
inverno, principalmente na regido Sul do Brasil. A &rea cultivada cresce em consequéncia da
crescente adogdo da semeadura direta, rotacdo de culturas e sistemas de pastagens. A base
genética da cultura é estreita, para ampliar a variabilidade genética uma alternativa é a
utilizacdo dos agentes mutagénicos, visando selecionar genotipos com caracteres agronémicos
superiores. O presente trabalho teve o objetivo de avaliar a inducdo génica dos efeitos
mutagénicos da azida sédica (AS) em diferentes doses e periodos nas fases de germinacéo da
aveia preta. O trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de analises de Alimentos e de
Sementes do curso de Agronomia da Universidade Federal do Pampa. Foi utilizada a cultivar
Agro Esteio. O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial (5x6), com cinco doses (0,0; 1,0; 1,5; e 2,0 mM de AS) e seis momentos (0;
5; 9; 22; 35; e 39 horas) de aplicagdo, com duas repeticbes. As sementes foram previamente
embebidas em &gua destilada, e posteriormente tratadas com AS por duas horas, foram
lavadas e distribuidas em papéis germiteste. As sementes foram acondicionadas em camara de
crescimento (germinador) a 20° C e fotoperiodo controlado de 12 horas. Foram avaliados 0s
caracteres de germinacdo, comprimento parte aérea e comprimento de raiz. Foi possivel
avaliar o efeito da Azida Sodica como agente mutagénico na aveia preta nas doses e
momentos distintos de aplicacdo. O uso do mutante provocou redugdo no comprimento de
raiz. A dose de 0,5 mM de AS é adequada para criacao de variabilidade genética na cultura. A
AS teve efeito perante a aveia preta quando aplicada as 5 horas na dose de 1,5 mM
mostrando-se promissor na inducdo de mutacdo, uma vez que maximizou a germinacao,
incrementou 0 comprimento de parte aérea e reduziu pouco 0 comprimento de raiz.

Palavras-chave: Inducdo de mutacédo, Variabilidade genética, Avena strigosa.



ABSTRACT

RESPONSE OF MUTAGENIC INDUCTION WITH SODIUM AZIDA IN BLACK
HONEY

Author: Cassio Silva Lucas
Advisor: Guilherme Ribeiro

Local and date: Itaqui, December 05, 2017

Black oats (Avena strigosa Schreb) are one of the main alternatives during the winter season,
mainly in the southern region of Brazil. The area under cultivation grows as a consequence of
the increasing adoption of direct seeding, crop rotation and pasture systems. The genetic basis
of the crop is narrow, to expand genetic variability an alternative is the use of mutagenic
agents, in order to select genotypes with superior agronomic characteristics. The present work
had the objective to evaluate the gene induction of mutagenic effects of sodium azide (AS) at
different doses and periods in the germination phases of black oats. The work was developed
in the laboratory of Food and Seed Analysis of the Agronomy course of the Federal
University of Pampa. The cultivar Agro Esteio was used. The experimental design was
completely randomized in a factorial scheme (5x6), with five doses (0,0, 1,0, 1,5 and 2,0 mM
AS) and six moments (0, 5, 9, 22 ; 35; and 39 hours) of application, with two replicates. The
seeds were previously soaked in distilled water, and then treated with AS for two hours, then
washed and distributed in germiteste paper. They were conditioned in a growth chamber
(germinator) at 20° C and a controlled photoperiod of 12 hours. The characteristics of
germination, shoot length and root length were evaluated. It was possible to evaluate the
effect of Sodium Azide as mutagenic agent in black oats at different doses and times of
application. The use of the mutant caused reduction in root length. The 0.5 mM dose of AS is
suitable for creating genetic variability in the culture. The AS had an effect on black oats
when treated in 5 hours at a dose of 1.5 mM showing promising induction of mutation, since
it maximized germination, increased shoot length and reduced root length.

Keywords: Mutation induction, Genetic variability, Avena strigosa.
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1 INTRODUCAO

A aveia preta (Avena strigosa Schreb) é uma graminea de clima temperado, sua
cultura é de suma importancia na integracdo lavoura-pecuéria, implantacdo de pastagem,
producdo de feno e silagem, tem papel fundamental na rotacdo de culturas, incremento de
cobertura morta perante sua taxa de palhada para o plantio direto (FONTANELI et al., 2012).
Em consequéncia deste manejo, ocorrem beneficios nas propriedades quimicas, fisicas e
bioldgicas do solo, também rompe ciclos de patégenos, diminui a incidéncia de pragas, e tem
efeito supressor alelopatico reduzindo o indice de plantas daninhas (BARROS, 2013).

Segundo Moliterno (2008), a aveia preta tem sido muito importante como espécie
produtora de um volume considerdvel de biomassa para cobrir o solo durante seu ciclo, é
pouco exigente em fertilidade de solo e de boa adaptacdo em diferentes regides dos estados de
Parana (PR), Santa Catarina (SC) e Rio Grande do Sul (RS). Dados estatisticos para a area
semeada no ano de 2001 (Abrasem, 2017) foi de 2,5 milhdes de hectares no RS, em relagéo
ao ano de 2014 houve um aumento de 54% de area semeada de aveia preta, estimado em 3, 85
milhGes de hectares. Levando em consideracdo os dados de levantamento realizado pela
Conab (2017), a estimativa de area semeada para a cultura da soja é de 11,87 milhdes de
hectares na regido Sul. Sabe-se que a maioria dos produtores ja estdo adequados ao sistema
plantio direto e utilizam a aveia preta como cultura antecessora, para esta rotacdo, em torno de
50% desta podendo estimar em 6 milhdes de hectares de aveia preta semeada neste ano de
2017. A expressao da aveia preta no mercado abriu leques para trabalhos de pesquisa
intensificando programas de melhoramento com algumas instituicdes pablicas e privadas, em
razdo das poucas cultivares, e variedades sem identidade genética (SILVEIRA et al., 2010).

A obtencdo de plantas superiores, teve inicio com a domesticacdo que ocorreu de
forma inusitada pelo homem, crucial para os avangos em pesquisa, através da sele¢do das
mesmas de maneira consciente, e obtendo as populacbes de interesse conforme as
caracteristicas desejaveis em variados componentes, regido de adaptacfes perante as variaveis
tempo e espaco em consequéncia do ambiente (MACHADO, 2014). Sabendo que a aveia
preta tem uma base genética estreita para obtencdo de plantas superiores (CARVALHO &
FEDERIZZI, 1989), pode-se ampliar a variabilidade genética a partir de meios técnicos como
inducdo de mutacbes para obtencdo de genoOtipos que, possam ser selecionados e
posteriormente avaliados através de ensaios (VEIGA et al., 1978). A mutacdo induzida tem
sido mais utilizada para elevar as frequéncias de mutacOes e variagdes que podem ser
induzidas tanto por tratamento com mutagénicos quimicos como radiacGes ionizantes
(PREDIERI, 2001).
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Os mutagénicos quimicos, na maioria das ocorréncias nas mutacfes levam a
substituicdo de pares de bases por transi¢cdo de nucleotideos Guanina: Citocina (GC) para
Adenina: Timina (AT), resultando em alteracGes de aminoacidos, que mudam as funcdes das
proteinas, mas ndo abole suas funcdes como delecdes ou mutacdes de mudanca de quadro
(UKWUBILE & NATHANIE, 2014). Os mutantes assim produzidos facilitam a selecdo e
identificagdo, e podem ser utilizados na criagdoo de culturas com rendimento melhorado e
caracteristicas de qualidade (AHLOOWALIA & MALUSZYNSKI, 2001). A azida sodica
(NaN3) é um mutagénico quimico, considerado um dos agentes mais eficientes para 0s
programas de melhoramento de plantas, por melhorar o rendimento, caracteristicas de
qualidade e criar resisténcia ou tolerancia contra estresses bidticos e abioticos (KAHN et al.,
2009a).

Segundo Gruszka et al. (2011), o agente quimico azida sodica € um mutagénico
gerador de gas nitrogénio industrial podendo causar mutacfes em plantas agindo na
transcricao e replicagdo do DNA durante o processo de germinacdo das sementes, provocando
alteracdes a nivel de gene, cromossomo ou genoma, acarretando em variabilidade genética
onde o melhorista deve selecionar os mutantes a partir dos caracteres agronémicos desejaveis.
A mutagenicidade da azida de sédio é mediada pela producdo de um metabolito organico de
azida e altamente dependente do pH acido (KLEINHOFS et al., 1978). Com baixo valor de
pH, a quantidade de azida de sddio dissociada do acido hidrazoico que sdo teoricamente
muitas vezes maior (a pH 3 ha aproximadamente 19 vezes mais &cido hidrazoico do que a pH
6, para a mesma concentracdo de azida de sddio), e essa seria a condicdo para melhor
penetracdo através da membrana celular (NILAN et al., 1973). Segundo Mensah et al., (2007)
é 0 mutagenico mais eficiente em estudos realizados com cevada e tornou-se o agente de
escolha para a inducdo de mutantes devido & facilidade com que o agente quimico € aplicado
em sementes, apresenta alta solubilidade em agua, por ser um so6lido em po, é mais seguro e
pratico de manipular as solucdes e de baixo custo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a inducdo génica dos efeitos
mutagénicos da azida sddica em diferentes doses e periodos nas fases de germinacao da aveia

preta.
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2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido nos laboratorios de Alimentos e de Sementes do curso de
Agronomia da Universidade Federal do Pampa - UNIPAMPA, Campus Itaqui (RS), no
periodo que compreende entre margo a agosto do ano de 2017.

O gendtipo utilizado foi a cultivar Agro Esteio, proveniente das variabilidades
genéticas obtidas pelas técnicas de cruzamento com hibridacéo artificial, em um programa de
melhoramento genético pela fundacdo Pro-Sementes juntamente com o grupo Agroalpha e
parceria de pesquisadores da UFPel, estes que deram origem para obtencdo das primeiras
sementes de aveia preta com certificacdo perante a Lei 9456, da Protecdo de Cultivares
(AGROALPHA, 2017).

Inicialmente realizou-se o teste de germinacdo das sementes de aveia preta conforme
as Regras de Analises de Sementes (2009), com a finalidade de avaliar seu poder germinativo.
Com uma balanca de precisdo foi mensurado quatro papéis germiteste, estabelecendo seu
peso, logo multiplicado pelo fator 2,5 obtendo a quantidade de &gua a ser utilizada para
umedecer 0s mesmos, utilizando 100 sementes e 2 repeticdes.

Posteriormente foi determinada a curva de embebicdo das sementes, para em fungéo
deste identificar as trés fases do periodo de germinacdo. Foram pesadas 200 sementes para 4
repeticoes, utilizando o ‘gerbox’ e adicionado ao fundo deste recipiente uma lamina d’agua e
acima, uma tela revestida com papel germiteste umedecido com as sementes sobrepostas,
assim evitando o contato direto com agua e dando condicBes para protrusdo da radicula. Nas
primeiras seis horas foram mensuradas a cada meia hora o peso das sementes, as mesmas
eram secadas, pesadas e depositadas de volta ao recipiente descrito anteriormente, realizando
seguidamente o protocolo para cada hora, 0 peso das sementes somente estabeleceu depois de
39,5 horas (Figura 1), e ao término da estabilizacdo mais de 50% das sementes ja estavam

nesta condicdo (Figura 2).
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Figura 1. Curva de embebicdo de sementes de aveia preta, cultivar Agro Esteio.

Figura 2. Contagem de emissao de radicula apds estabilizar peso das sementes.

Definida a curva, foi possivel designar os momentos de aplicacdo do produto
mutagénico, sendo elas no inicio da fase | (0 hora), final da fase I (5 horas), inicio da fase 11 (9
horas), metade da fase Il (22 horas), inicio da fase Il1 (35 horas) e final da fase Il (39 horas) e
testados em cinco doses do mutagénico (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM).

Para fazer a concentracdo do produto mutagénico de azida sodica (AS), foram
necessarios 0,026 g de AS (Figura 3a) conforme seu peso molecular para a quantidade de
solucdo necessaria. Com o0 uso dos equipamentos de protecdo individual, uma balanca de
precisdo fechada e vidrarias, foi pesado a quantidade de AS e posteriormente manejado em
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uma capela, este diluido em 200 mL de &gua destilada obtendo a solucéo concentrada para as
diluicbes das doses, o pH do meio para melhor atuacdo do agente quimico foi ajustado para
3,0, a solucdo tampao regulada com acido cloridrico, com o auxilio do pHmetro (Figura 3b).
Para a dose de 2 mM pipeta-se 75 mL da solucdo mae e posterior coloca-se em um béquer, a
dose de 1,5 mM pipetou-se 56,25 mL da solucdo mae e com 18,75 mL de &gua destilada
completou-se a concentracdo no béquer, para a dose 1 mM foi pipetado 37,5 mL da solucéo
mée e completou com a mesma quantidade de agua destilada em um béquer, e para a dose 0,5
mM pipetou-se 18,7 mL da solucdo mée e com 56,25 mL de dgua destilada para completar a
solugdo em um béquer.

As sementes formam previamente embebidas conforme o protocolo dos momentos de
aplicacdo do AS e para cada tratamento foram utilizadas 200 sementes acondicionadas em
sachés de nylon, etiquetados conforme as doses (Figura 3c), e imersos em cada concentracdo
descrita acima. Durante duas horas em contato com a solucdo, e em seguida as mesmas foram
lavadas em &gua corrente por um periodo de uma hora para retirada do excesso da solucao
contendo o AS. Depois desta etapa as sementes foram distribuidas em papéis germisteste,
previamente umedecidas em uma proporcdo de 2,5 vezes 0 peso dos mesmos, usando duas
folhas para 100 sementes de cada repeticdo. Em rolos e ensacados com identificacdo, as
sementes foram mantidas em uma camara de crescimento (germinador) com temperatura de

20° C e fotoperiodo controlado de 12 horas.
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Figura 3. Pesagem do agente para solucdo (a), medicdo do pH no preparo de solucGes
em capela (b), sementes tratadas com o mutagénico nas diferentes concentragcdes e devidos
suportes (c) e plantulas selecionadas para mensuracao das variaveis (d).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial (5x6),
com cinco doses (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM) distintas em seis momentos (0 h; 5 h; 9 h; 22 h;
35 h; e 39 h) de aplicacdo do AS, com duas repeticdes de 100 sementes. A variavel contagem
percentual de germinacdo (PG) foi realizada em cinco dias ap6s semeadura no germisteste, e
posterior dez dias de incubacdo em B.O.D. foi realizado as analises perante a variavel PG,
comprimento de raiz (CR) e comprimento da parte aérea (CPA) de acordo com o critério
padrdo de germinacdo da espécie perante as Regras para Anélises de Sementes (2009), onde a
unidade de observacdo constituiu-se de 10 plantulas (Figura 3d) por unidade experimental,
obtendo as médias de cada repeticéo.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e comparacdo de médias pelo teste
de Scott e Knott com nivel de probabilidade de 5%, através do programa estatistico GENES
(CRUZ, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
As médias para as variaveis: germinacéo, em %, comprimento da parte aérea e de raiz,
em cm, correlacionada com as diferentes dosagens de azida sddica e aplicacdo em distintos

tempo de embebicdo, estdo apresentadas nas tabelas 1, 2 e 3.

Tabela 1. Comparacdo de médias para a varidvel germinacdo, em %, em diferentes doses (0,0;
0,5; 1,0;1,5; e 2,0 mM) e tempo (0; 5; 9; 22; 35; e 39 h) em aveia preta. Itaqui/RS, 2017.

Tempo .
Dose 0h 5 h 9h P 29 h 35 h 39 h Média das doses
0,0 995Aa 970Aa 915Aa 840Ba 795Ch 725Cb 87,3a
0,5 525Bb 895Aa 835Aa 79, 0Aa 8l15Aa 885Aa 79,1a
1,0 140Cd 90,0Aa 805Aa 67,0Bb 68,0Bb 845Aa 67,3b
1,5 295Dc 870Aa 680Cb 595Cb 60,0Chb 755Bb 63,2b
2,0 190Dd 19,0Dd 835Aa 515Cc 275Dc 70,5Bb 559 ¢
Médiado ,, 9  goaa 814B 682C 633C 7838
tempo

* Médias seguidas da mesma letra maidsculas e mintsculas, na horizontal e vertical, respectivamente, ndo diferem estatisticamente entre si a
5% de probabilidade de erro, pelo teste de Scott e Knott.

A semente tratada com o mutagénico (azida de s6dio) no primeiro momento (0O hora),
diminuiu gradativamente a germinacdo com o aumento da concentracdo do produto (Tabela
1). O mutagénico teve efeito toxico, comprovado pela diminui¢cdo da germinagdo, também
percebido por Khan et al., (2009b), onde a dose mais concentrada de azida de sédio causa
perturbacdes na producdo genética e atividades fisioldgicas que levam a morte das células,
estudos realizados com sementes de rucula em diferentes concentracfes de AS, a germinacéo
diminuiu a medida que a concentracdo de AS aumentou.

A dose de 0,0 mM teve média considerada para os momentos de 0, 5 e 9 h, os demais
momentos acarretaram num declinio de germinacdo, evidenciando que a saturagdo por agua
em longo periodo prejudica na germinacao da semente de aveia preta. Na dosagem de 0,5 mM
demonstrou ser a mais adequada para criar variabilidade genética, comprovada pelas médias
das doses (79,1%). Para a dose de 1,0 mM obteve bons resultados para a germinacdo em 5, 9
e 39 h previamente embebidas para serem tratadas posteriormente. Na dose de 1,5 mM obteve
éxito no efeito do mutagénico apenas no momento de 5 horas. Na magnitude de 2,0 mM
obteve maior letalidade dentro dos periodos, em estudos de Hasegawa & Inoue (1983),
relatam menor porcentagem de germinagdo em aveia na dose 2,5mM. Porém ainda para dose
de 2,0 mM ressalta-se um resultado significativo para a germinacéo no periodo de 9 horas que
compreende o inicio da fase Il da germinacdo onde inicia as atividades enzimaticas para as

transcrigdes de RNA e sinteses de ATP e DNA, resultado que corrobora com Hasegawa &



18

Inoue, (1980) em experimento de arroz com dose elevada (10 mM de AS) aplicada na fase de
sintese do DNA, a AS quando atua neste estagio de primeira divisdo celular do processo de
germinacdo é mais eficaz na inducdo de mutacdo. Assim, comprovado pela media de
germinacdo que para os tempos de 5 e 9 h obtiveram maior efeito.

Tabela 2. Comparacdo de médias para a varidvel comprimento parte aérea, em cm, em
diferentes doses (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM) e tempo (0; 5; 9; 22; 35; e 39 h) em aveia preta.
Itaqui/RS, 2017.

Tempo L .

Dose 0h 5 h 9h P 29 h 35 h 39 h Média das doses
00  925Aa 118Ab 11.15Ab 1257 Aa 11.1Aa 1287 Aa 1145 a

05 1232Ba 104Bb 14,32 Aa 11,27 Ba 10,45 B: 11.47 Ba 117 a

10 1012Aa 1107 Ab 11,67 Ab 11,92 Aa 11,79 A: 11,52 Aa 11354

15  967Ca 1497Aa 11,95Bb 10,75Ca 8,52 Cb 12,47 Ba 11,39 a

20 1132Aa 1215Ab1097Ab 57Bb 73Bb 12Aa 99a

'\"tZ?T']?)gO 1054 A 1208A 1201A 1044A 983A 1207A

* Médias seguidas da mesma letra maidsculas e mintsculas, na horizontal e vertical, respectivamente, ndo diferem estatisticamente entre si a
5% de probabilidade de erro, pelo teste de Scott e Knott.

Para a varidvel comprimento de parte aérea nos tempos de 0 e 39 h ndo teve efeito
mutagénico. Para os tempos de 5 e 9 h, nas doses de 1,5 e 0,5 mM, respectivamente,
obtiveram as melhores medias perante o CPA (Tabela 2). Nas 22 h a dose de 2,0 mM
diminuiu o CPA, o mesmo evidenciasse para o tempo de 35 h nas doses 1,5 e 2,0 mM. As
doses de 0 e 1,0 mM ndo afetaram no CPA. Pela média das doses e tempo, a variavel CPA
ndo foi afetada pelo mutagénico.

Tabela 3. Comparacdo de médias para a varidvel comprimento de raiz, em cm, em diferentes
doses (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,0 mM) e tempo (0; 5; 9; 22; 35; e 39 h) em aveia preta. Itaqui/RS,
2017.

Tempo ..
Dose oh 5h 9h p22 h 35 h 39h Média das doses
0,0 12,1 Ba 13,6Ba 14,12Ba 17,77 A:z 16,17 Aa 15,92 Aa 14,95 a
0,5 54Bb 5/12Bc 5,85Bb 355Bc 8,15Ac 9,65Ac 6,28 b
1,0 56Bb 6,95Bb 392Bb 585Bb 10,62 Ab 12,27 Ab 753b
15 3,02Ch 835Ab 5,47Bb 7,2 Ab 7,7Ac 8,37 Ac 6,68 b
2,0 512Bb 8,15Ab 575Bb 3,82Bc 5,9Bc 7,7 Ac 6,07 b
Médiado sorp 8438 702B 764B 971A 1078A
tempo

* Médias seguidas da mesma letra maidsculas e mintsculas, na horizontal e vertical, respectivamente, ndo diferem estatisticamente entre si a
5% de probabilidade de erro, pelo teste de Scott e Knott.
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A dose de 0,0 mM mostrou que com aumento do periodo de embebicdo propiciou o
aumento do CR (Tabela 3), isto explicasse pela condi¢cdo imposta pelo protocolo realizado
previamente pré periodo de incubacdo, o que pelo contrario, em ambiente saturado, que em
consequéncia ndo ocorre a protruséo da radicula. Resultado que corrobora com Siddiqui et al.,
(2007) em estudos com feno grego as sementes que ndo foram tratadas com AS, o
comprimento da raiz aumentou com o acréscimo no tempo de embebicdo. Com a atuacéo do
mutagénico, independente da dose e tempo, teve efeito na variabilidade ao reduzir o CR, em
evidéncia pelo menos 50% do comprimento quando comparado com a dose controle de 0,0
mM. Segundo Adamu & Aliyu, (2007), a diminuicdo da emergéncia de plantulas, altura da
plantula, comprimento da raiz e sobrevivéncia das mudas com aumento da concentragdo
mutagénica de AS foi observada em estudos com mutantes de tomate. A azida de s6dio é um
forte mutagénico, e o crescimento das partes da planta é fortemente inibido com o aumento da
sua concentracao e duracdo do tratamento (KHAN et al., 2009a). Os valores mais elevados de
CR usando a azida sodica foram nas doses de 1,5 e 2,0 mM para o tempo de 5 horas, além das

doses 0,5 e 1,0 mM para os tempos de 35 e 39 horas, respectivamente.
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4 CONCLUSAO

Para maximizar a germinagcdo, aumentar o comprimento da parte aérea e ter pouca
reducdo no comprimento de raiz, a dose de 1,5 mM de AS quando utilizada para o tratamento
de sementes de aveia preta no periodo de 5 horas obteve éxito no incremento de variabilidade
genética.

O efeito da variabilidade para a germinagdo dos mutantes de aveia preta na dose de 0,5
mM podendo tratar em variados periodos de embebicdo € eficiente para iniciar testes de
melhoramento.

As doses e 0s tempos apresentam pouca influéncia no comprimento da parte aérea.

As sementes de aveia preta tratadas com azida de s6dio apresentam reducdo no

comprimento da raiz.
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