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Lista de Abreviaturas
ABA - &cido abscisico
ABTS - 2,2"-azino-bis(3-etilbenziltiazolina-6-acido sulfonico)
AC1 - anticorpo primério
AC2 - anticorpo secundario
AgF - antigeno (hormonio vegetal) fixado
AgL - antigeno (hormdnio vegetal) livre
AlA - &cido indolilacético ou écido indolil-3-acético
ANA - &cido a-naftaleno acético
BA - benziladenina
BAP - 6-benzilaminopurina
BHT - butil-hidroxi-tolueno ou hidroxitolueno butilado
BrdU — bromodeoxiuridina
CDC - cinase dependente de ciclina; traducéo de CDK, cyclin dependent kinase
cDNA - fitade DNA complementar
CITs- citocininas
CTAB —tampéo de extragdo de DNA, hexadecy! trimethyl-ammonium bromide
Cyc —cicling; do inglés: cyclin
DEPC - dietilpirocarbonato
D.O. - densidade Optica
DHZ - dihidrozeatina
DHZR - dihidrozeatina-9-ribosidica
DHZRMP — dihidrozeatina-9-ribosidica-5"-monofosfato
DHZ9G — dihidrozeatina-9-glicosidica
DNA - &cido desoxirribonucléico
dNTP - 2'-desoxinucleotideo 5'-trifosfato
EDTA - &cido etilenodiaminotetracético
ELISA - teste de quantificac8o por anticorpos especificos, no qual arevelacdo é feita por uma
enzima ligada a um anticorpo; do inglés: Enzyme Linked |mmuno Sorbent Assay
fmol - fentomol (10> mol)
GAPDH - gliceraldeido-3-fosfato
G1 —intervalo G1 do ciclo celular; do inglés: gap 1



G2 —intervalo G2 do ciclo celular; do inglés: gap 2

GC-MS-SIM — cromatografia a gas seguida de cromatografia de massas e monitoramento
seletivo de ions; do inglés: Gas Chromatography-Selected 1on Monitoring-Mass
Spectrometry

HPAEC - cromatografia liquida de alta precisdo de troca ibnica; do inglés. High Performance
Anion Exchange Chromatography

HPLC - cromatografia liquida de alta precisdo; do inglés: High Performance Liquid

Chromatography

iP - isopenteniladenina

iPR (ou [9R]iP) — isopenteniladenosina-9-ribosidica, ou isopenteniladenosina

iPRM P — isopenteniladenina-9-ribosidica-5"-monofosfato

iP9G — isopenteniladenina-9-glicosidica

LC/MS-MS — cromatografia liquida acoplada espectrometria de massas; do inglés. Liquid
Chromatography /Mass Spectrometry-Mass Spectrometry

M — mitose

MCA — metanol : cloroférmio : agua

MF - massa fresca

MOPS — tampéo é&cido 4-morfolino propano sulfénico

MS - meio de cultura de Murashige & Skoog (1962)

NaN; - azida sddica

OVA - ovoalbumina

pb - pares de base

PBS —tamp&o fosfato salino

PCR - reacdo de polimerizacdo em cadeia; do inglés: Polimerization Chain Reaction

pmol - picomol (10 mol)

PV PP - polivinilpirrolidona

Rib 18S — proteina ribossomal 18S

RNA - &cido ribonucléico

RNAmM - RNA mensageiro

RT — gPCR — PCR quantitativa em tempo real; do inglés. Real Time quantitative PCR

S—fase S, de sintese do ciclo celular

TCA — é&cido tricloroacético



TEA — &cido trietilamina

Tris-HCI — tampé&o tris (hidroximetil) aminometano hidrocloridrico
UV - ultravioleta

Z - zeatina

ZR (ou [9R]Z) — zeatina-9-ribosidica



l. Introducéo
|.1 A divisdo celular em plantas

Durante o desenvolvimento de organismos multicelulares, diferentes tipos de células
s80 originados como consequiéncia de sucessivos ciclos de divisao celular e de processos de
diferenciac@o celular caracteristicos. As bases moleculares da regulagcdo da divisdo celular
vém sendo elucidadas utilizando a levedura como modelo de estudo. Os mecanismos bésicos
s80 conservados entre procariontes e eucariontes, sendo que nas plantas a maioria dos
componentes do ciclo celular foi identificada no inicio dos anos 90 (STALS & INZE, 2001).

No programa do ciclo celular, denominado de ciclo mitético, ocorre a replicagdo do
DNA (&cido dexorribunucléico) (chamada de fase S, ou de sintese), seguida da segregacdo do
material genético replicado em duas células filhas (fase M, ou de mitose). Tanto a fase S
quanto a fase M s&o precedidas por duas fases (intervalos) de preparo do material genético
(G1-"“gap” 1e G2 - “gap” 2, respectivamente), durante as quais as condigdes necessérias a
divisdo sdo monitoradas para uma nova replicacdo do DNA e entrada em mitose (VERKEST et

al., 2005). O esquema a seguir, representa as etapas do ciclo celular:

‘d

A

(modificado de Doerner, 2000)

12



A fase G1 do ciclo celular ocorre entre afase M prévia e a entrada na proxima fase S,
enquanto que a fase G2 separa a fase S da fase M subseqiente. Células na fase G2
basicamente se distinguem daguelas da fase G1 por apresentarem o material genético
(contetido do DNA) ja duplicado. A fase G1 é uma fase crucial do ciclo celular, na qual as
células integram uma série de sinais que ativardo o programa de divisdo, tornado-se
comprometidas a duplicacdo do genoma e eventualmente a divisdo. JA na fase G2 ocorre o
preparo do DNA, com a reorganizacdo do citoesqueleto celular, que permitird a segregacéo
adegquada dos cromossomos na mitose (DEWITTE & MURRAY, 2003).

I mportantes controles atuam nas transicbes G1/S e G2/M, o0 que evita uma replicacéo
incompleta do genoma, ou a replicagdo do DNA sem que ocorra a divisdo celular ou ainda
que ocorra a divisdo da célula anterior a replicagdo. Assim, existem mecanismos moleculares
para monitorar a progressdo do ciclo celular nesses pontos de transicdo, denominados de
“checkpoints’, ou pontos de controle, primeiramente descrito para as plantas por VAN T HOFF
(1966). Nesses pontos, a célula pode entrar em divisdo, se diferenciar, entrar no programa de
morte celular programada (PCD) ou manter-se na fase denominada GO, na qual as células
estéo quiescentes (MEIJER & MURRAY, 2001).

Nos pontos de controle, os mecanismos moleculares atuam a partir de mudangas na
atividade de complexos de proteinas, dentre elas as cinases dependentes de ciclinas (CDCs) e
sua subunidade catalitica, as ciclinas (Cyc, do inglés “cyclin”), sendo que a especificidade de
ligagdo CDC-Cyc é um mecanismo regulatdrio basico nas diferentes fases do ciclo celular. O
complexo CDC-Cyc fosforila uma série de substratos desencadeando a progresséo do ciclo

celular (DEWITTE & MURRAY, 2003; VERKEST et al., 2005).
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As cinases dependentes de ciclinas, CDC

A primeira CDC descrita foi a CDC2 em Schizosaccharomyces pombe (HINDLEY &
PHEAR, 1984), sendo identificadas subsequentemente outras CDC homélogas em plantas, com
a diferenca de que na levedura apenas uma CDC2 atua em todas as fases do ciclo e nas
plantas ha tipos especificos para cada fase (ZHANG & LEMAUX, 2004).

Em Arabidopss thaliana foram identificadas pelo menos duas classes de CDCs
envolvidas na regulagéo do ciclo celular, CDC do tipo-A (CDC-A), representada por um gene
nessa espécie, CDCA;1 e a CDC do tipo-B (CDC-B), especificas de plantas e representada
por uma familia de genes com 4 membros, agrupados nas subclasses B1 (CDCB1;1 e
CDCB1;2) e B2 (CDCB2;1 e CDCB2;2). As CDCs-A possuem atividade no final da fase G1
até o final da fase M, sugerindo uma participacdo nas transi¢cdes G1/S e G2/M, sendo que as
CDC-B possuem um pico de atividade somente na transicdo da fase G2/M (VERKEST &t al.,

2005).

As Ciclinas

As ciclinas sdo proteinas consideradas subunidades cataliticas das CDCs, regulando a
atividade dessas através da formagdo de complexos CDC-ciclinas. Atuam basicamente nas
transigdes de G1 para S e G2 para M, bem como na entrada no ciclo de células que ndo estéo
em divisdo. A ativagdo sequencial de diferentes complexos CDC-ciclinas regula a transicéo
do ciclo (MIRONOV et al., 1999).

Para a atividade da CDC € necessaria sua ligagdo com as proteinas ciclinas. Foram ja
identificados 49 diferentes tipos de ciclinas em plantas de A. thaliana, classificadas em 7

diferentes subclasses (A, B, C, D, H, Pe T) (VERKEST &t al., 2005).
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As ciclinas do tipo-A (CycAl, CycA2 e CycA3), atuam na fase S e sdo degradadas
por ubiquitinagdo na transicdo G2/M. As ciclinas do tipo-B, identificadas nas subclasses
CycB1 e CycB2, controlam atransicdo G2-M, formando complexos com CDC-A ou CDC-B,
sendo degradadas no final da mitose (DEWITTE & MURRAY, 2003; DE VEYLDER €t al., 2003).

Ja as ciclinas do tipo D (identificadas em 7 tipos), atuam na transicdo G1/S formando
complexos com CDC-A, sendo que algumas se acumulam somente em G1 e se degradam
rapidamente no inicio da fase S. Diferentemente das ciclinas dos tipos A e B, as ciclinas D
ndo sdo abundantes e ndo apresentam uma expressao ciclica, ou seja, sua presenca depende de
sinais extracelulares que induzem a divisdo celular, incluindo horménios e aglcares. Sendo
assim, na auséncia dos sinais indutores, essas ciclinas tém seus niveis reduzidos rapidamente
na célula, resultando na parada do ciclo celular nafase G1 (COCKCROFT et al., 2000; DEWITTE
& MURRAY, 2003). A ciclina CycD3 atua na entrada da fase S em resposta a sinais hormonais
(Riou-KHAMLICHI et al., 1999), enquanto que a ciclina CycD2 atua na fase G1 e responde a
disponibilidade de aglicar (SoNI et al., 1995).

A presenca de ciclinas na célula depende de um controle transcricional e um controle
pos-traducional altamente regulados, sendo que o processo de degradacdo dessa proteina é
também um forte fator controlador de sua atividade. A maioria das ciclinas € reciclada
rapidamente nas células, sendo degradadas no citossol pelo complexo proteossdmico. Antes,
sd0 marcadas para destruicdo por meio de uma ligacdo com a proteina ubiquitina. A
ubiquitinagdo é um processo geral de marcacdo de proteinas celulares destinadas a
degradacdo, sendo a principal forma de reciclagem de proteinas numa célula (MIRONOV et al.,
1999; DEWITTE & MURRAY, 2003).

Como comentado anteriormente, a atividade das CDC é regulada pela sua ligagéo com

as ciclinas e pelo processo de degradacdo por ubiquitinagdo, mas também pode ser
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dependente da regulacdo mediada por uma cinase ativadora de CDC (CAC) através de uma
fosforilagdo ativadora, bem como por sua ligagdo com cinases inibidoras de CDC (CIC)
através de uma fosforilacdo inibitoria (DEWITTE & MURRAY, 2003).

As CICs controlam a progresséo do ciclo celular inibindo a atividade do complexo
CDC-ciclina antes das transi¢des, causando a parada temporéria do ciclo, 0 que ocorre em
resposta a sinais intra ou extracelulares. Essa inibicdo é descrita como reversivel. As CICs
podem também se ligar diretamente a ciclinaou aCDC. Em A. thaliana j& foram identificados
7 genes que codificam proteinas CIC, homologas as KRPs (“Kip Related Proteins’)
encontradas em animais (DEWITTE & MURRAY, 2003).

A progressdo para G1, ponto crucial no ciclo celular, depende da fosforilagdo da
proteina do tipo retinoblastoma (RB), hombloga a proteina supressora de tumor RB em
animais. Esse processo € mediado pela CAC em coordenacdo com ciclinas do tipo D (De
VEYLDER et al., 2003).

A progressdo na fase S depende da atividade dos fatores de transcricdo E2F,
entretanto, durante a fase G1 esses se encontram ligados as proteinas RB. A fosforilagdo das
proteinas RB, mediada por CDCA-ciclinas D, resulta na liberacdo do complexo RB-E2F,
levando a ativacdo de E2F que irdo assim, controlar a transcricdo de genes necessarios a
progressdo do ciclo celular e também de outros processos celulares, como na iniciagdo da
replicacdo do DNA e na atividade de componentes do complexo de pré-replicacdo (De
VEYLDER €t al., 2003).

A medida que ocorre a replicagdo do DNA, ha a progressio de G2 para M,
necessitando da atividade de CDC-ciclinas B e CDC-ciclinas A. A atividade mitética dos

complexos CDC-Cyc € modulada pela fosforilagdo inibitoria por cinases, como a WEEL, e
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pela desfosforilagéo ativadora por fosfatases, sendo a CDC25, uma fosfatase ativa nesse

momento, sSimilar & encontrada em células animais, (DE VEYLDER et al., 2003).

Histonas

Nas células, o nucleo € o local de armazenamento e replicagdo dos cromossomos.
Esses sdo congtituidos de DNA e de proteinas associadas, como as histonas, formando um
complexo DNA-proteinas, denominado de cromatina. Como o tamanho linear do DNA no
vegetal € sempre bem maior do que o tamanho do niicleo no qual se encontra, ele deve ser
condensado. O condensagdo se da pelo enrolamento da dupla hélice do DNA em torno das
histonas, formando os nucleossomos. As histonas sdo uma familia multigénica de proteinas
nucleares conservadas entre 0os organismos participantes do processo de condensacéo da
cromatina. Podem ser classificadas em 5 subtipos: H1, H2A, H2B, H3 e H4 (MESHI et al.,
2000).

HUH et al. (1997) classificaram as histonas em duas classes baseando-se no seu padréo
de expressdo. A primeira classe inclui as histonas que sdo expressas de modo dependente da
replicagdo, predominantemente expressas na fase S e associadas a sintese de DNA. Quando
ndo somente o DNA cromossomal como a estrutura da cromatina sdo replicados, ha um
aumento de duas vezes no total dessas histonas. A outra classe inclui as histonas que se
expressam independentemente da replicacdo, sdo consideradas tecido-especificas, expressas
congtitutivamente durante o ciclo celular ou de forma transiente pds-proliferacdo e apds o
inicio da diferenciacdo celular, associadas com respostas epigenéticas.

Exceto em eritrocitos de mamiferos e componentes de elementos vasculares nas
plantas, os componentes da cromatina estéo presentes em todas as células vivas. A sintese da

cromatina ndo € um processo continuo, inicia-se no final da fase G1 e progride na fase S do
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ciclo celular ou durante a endoreplicacdo do DNA. As histonas H2A, H2B, H3 e H4 estéo
entre as mais abundantes e mais conservadas proteinas nos organismos e 0 RNAm (RNA
mensageiro) é geralmente sintetizado de modo dependente do ciclo celular, no inicio da fase S
ou ainda no fase G1 (KONING &t al., 1991).

As histonas dos tipos H3 e H4 primeiramente interagem entre si no processo de
condensacéo da cromatina. Nas plantas, enquanto todas as histonas H4 tém basicamente a
mesma sequéncia de aminoécidos, as histonas H3 consisstem de duas ou mais variantes,
podendo ser expressas independente da replicagdo ou em tecidos com baixa taxa de
proliferacdo. Entretanto, as histonas H1 e H2A sd0 expressas de modo dependente de
replicagdo (MESHI et al., 2000). Foi possivel isolar o cDNA (DNA complementar) do gene da
histona H2A em tomate e ervilha (KONING et al., 1991), em Picea abies (SUNDAS et al.,
1995), em trigo (HUH et al., 1997) e recentemente em abacaxizeiro (MOYLE et al., 2005),
indicando ser um tipo de histona dependente do ciclo celular, com alta expressdo em tecidos
meristeméticos no fim das fases G1 e S e em ciclos endomitéticos.

Em relacéo aregulacéo génica, as mudangas dindmicas na estrutura local da cromatina
tém sido estudadas com particular interesse, bem como as modificagdes pds-traducionais,
como fosforilagcdo e acetilagdo e posicionamento do nucleossomo. Estudos mostraram que a
regulacdo das histonas é tanto transcricional quanto pos-transcricional, sendo que nas plantas
as histonas possuem caracteristicas em comum na sua estrutura e expressdo, com dominios
conservados, sendo por isso, consideradas especificas de plantas (MesHI et al., 2000).

ApOGs a expressdo de genes de histona na fase S ha a necessidade do controle de seus
niveis nas células a partir da degradacé@o especifica de RNAm de histonas na fase S/G2. Nas
plantas, 0 RNAm de histonas sdo poliadenilados (cauda poli-A) na terminacdo 3", sendo que

Nnos animais essa por¢ao possui uma estrutura em “loop” especial em “T-hyphenated”, ao
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invés de uma cauda poli-A (MEsHI et al., 2000). Proximo ao final da fase S, uma reducdo nos
niveis de RNAm de histonas pode ser observado em cultura de suspensdo de células de
tabaco, o que foi atribuido a degradacéo especifica de RNAm de histonas (REICHHELD et al.,
1995), bem como a reducdo da atividade transcricional (REICHHELD et al.,1998).

Estudos mostraram que os genes de histonas sdo predominantemente expressos em
meristemas e tecidos com alta taxa de proliferacdo celular, como &pices caulinares e
radiculares, folhas jovens, cotilédones, tecidos vasculares, gemas florais, embrifes e cultura
de células, sendo que arelacdo entre a expressdo de genes de histonas e a sintese de DNA foi
demonstrada em muitos trabalhos. Alguns estudos foram realizados em cultura de suspenséo
de células sincronizadas, outros em meristemas.

KONING et al. (1991) utilizando a técnica de hibridacdo in situ, verificaram niveis de
expressdo em tecidos meristematicos de tomate. Foram verificados teores de RNAm de genes
de histonas H2A em células de tecidos com baixa proliferacdo e em células que ndo estdo em
divisdo. Isto pode estar relacionado a endoreplicacdo do tecido ou também a expressdo de
histonas independente da replicacdo, principalmente em érgédos relacionados a reproducéo ou
em resposta & estimulos externos, que ndo estariam relacionados com a proliferacéo e sintese
de DNA.

SUNDAS & ENGSTROM (1995) também utilizando técnica de hibridagdo in situ
demonstraram a correlagcdo entre a divisdo celular e a expressdo do gene da histona H2A
durante os primeiros estégios de formacdo de gemas adventicias em embrides de plantas da
conifera Picea alba. Esses autores verificaram um padréo de expressdo de H2A associado
com a atividade mitética aumentada nos tecidos analisados em embrides germinados induzida
por citocininas, sugerindo que a expressao desse gene € dependente do ciclo celular, sendo um

marcador de células em divisdo. Foi caracterizada uma zonagdo diferenciada na gema,
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possuindo regides com células em baixa taxa de proliferagdo nas quais néo foi identificada a
expressao de gene H2A.

Em um outro trabalho, CALLARD & MAZzzOLINI (1997) estudaram as mudangas na
expressdo de genes associados na retomada a divisdo celular e subseqiiente progressdo do
ciclo em cultura de células de A. thaliana. Esses autores observaram contetidos de RNAm do
gene da histona H2A em alta quantidade associados com a proliferagdo celular, tanto na

transicdo G1/S, quanto nafase S.

Recentemente, tem se refor¢ado a idéia de que os componentes do ciclo celular tém a
sua expressdo génica influenciada diretamente por fatores enddgenos, como hormdnios
vegetais, agUcares, dentre outros, que atuam como sinais nos pontos de controle do ciclo
celular (STALS & INZE, 2001). E muito estudada a atuagio de fatores intra e extracelulares que

atuam na sinalizagdo dos processos fisioldgicos.

|.2 A sinalizacdo em plantas

As plantas possuem alta plasticidade fisioldgica e fenotipica, podendo responder a
fatores (sinais) ambientais e endégenos, utilizando mecanismos com 0s quais percebem,
traduzem e integram um grande nimero de sinais, cuja resposta fisiolodgica se da de modo
preciso por meio de vias de transmissio de sinais (RANJEVA & VIDAL, 2003).

A transmissdo de sinal na célula vegetal tem sido descrita em muitos processos
iniciados com a percepcdo de sinais exdgenos, como calor, luz, patdgenos e sinais endégenos,
como horménios, agUcares, dentre outros. Os diferentes sinais ambientais so integrados com
os sinais enddgenos pela célula vegetal por meio do processamento de diferentes vias de

sinalizacdo, desencadeando adaptacBes no metabolismo celular. Até entdo, a seqiiéncia das
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etapas bioquimicas, iniciada apds a percepcdo do sinal, era representada por eventos de
cascatas independentes. Recentemente, tem sido demonstrado que existem conexdes entre as
vias de transmissdo de sinais representada por uma complexa rede de interagcdes (GENOUD &
METRAUX, 1999; TREWAVAS, 2000).

De uma maneira geral, a resposta a um sinal especifico nas plantas pode ser dividida
em trés eventos. a percepcdo do sinal, a geracdo e transmissdo desse sinal e subseqlente
mudancas nos processos bioguimicos. Na fase de percepcdo do sinal, esse se associa com 0S
receptores, proteinas que percebem e se ligam ao sinal, desencadeando assim, uma via
especifica de sinalizagdo (TREWAVAS, 2000).

A maioria dos receptores estd presente na membrana plasmatica, outros estdo
localizados no citossol ou em outros compartimentos celulares. S&o geramente proteinas de
membrana e se tornam ativos quando se ligam a uma molécula sinalizadora (o primeiro
mensageiro), ativando componentes secundarios (segundos mensageiros), amplificando
assim, o sinal dentro da célula numa via especifica de sinalizago (TREWAVAS, 2000).

Os receptores mais estudados possuem na sua estrutura sete dominios hidrofébicos,
sendo que o sitio de ligagcdo do sinal encontra-se em um desses dominios ou em uma regiao
extracelular. Uma extremidade N-terminal esta localizada externamente a célula e uma
extremidade C-terminal encontra-se internamente. Em receptores do tipo proteinas de
transmembrana, a regido C-terminal do receptor € fosforilada por proteinas cinases, distintas
com base na sequiéncia de aminoacidos que fosforilam, sendo por isso, classificadas segundo
esses aminoacidos: histiding, serina/treonina ou tirosina (TREWAVAS, 2000).

Quando h& a ligacdo do sinal no receptor ocorre a ativagdo do dominio cinase,
localizado na por¢cdo C-terminal, que transfere um fosfato (originado de uma molécula de

ATP, adenosina trifosfato) para o residuo histidina, serina/treonina ou tirosina, na sua maioria
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do tipo histidina composto por dois mondmeros que se autofosforilam. Um segundo
componente da via de transmissdo de sinal, uma proteina reguladora de resposta, € ativada
guando ocorre a transferéncia do fosfato para um residuo aspartato presente no regulador de
resposta. Na sua forma fosforilada, essa proteina desencadeia uma série de respostas celulares
especificas ao sinal percebido. Esse mecanismo de transmissdo de sinal € denominado de
sistema de dois componentes, primeiramente descrito em procariontes, sendo que nas plantas
€ um sistema que, normalmente, inclui fosforilagcbes subsequentes adicionais (GREFEN &

HARTER, 2004).

Com a disponibilidade de conhecimentos a respeito da sinalizacdo em plantas
brevemente aqui citados, 0s processos organogenéticos sdo estudados no que se refere ao
controle da divisdo celular exercido por sinais especificos. Sabe-se que 0s processos de
divisdo, diferenciag@o celular e crescimento sd0 precisamente controlados, sendo iniciados
por uma sinalizagdo especifica que desencadeia as primeiras divisdes celulares na

diferenciacéo de um érgdo, garantindo o desenvolvimento coordenado do organismo.

|.3 Fatores que atuam no ciclo celular

Muitos trabalhos sdo feitos para a compreensdo dos fatores envolvidos no controle da
divisio celular, utilizando como modelo de estudo culturas de suspensdo celular
sincronizadas, havendo poucos trabalhos que abordam a sinalizagdo da divisdo celular em
tecidos vegetais. Nesse caso, um dos modelos mais estudados € a influéncia de fatores
endégenos no processo de inducdo da divisdo celular na formacdo de meristemas e
desenvolvimento de gemas axilares (ou laterais) apds a eliminacdo da dominancia apical,

levando a perda da dorméncia (quebra da dorméncia) dos mesmos.
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A quebra da dorméncia de gemas resulta na ativagdo da expressdo de genes nas
transicbes G1/S e G2/M do ciclo celular, a partir da acéo de substancias que atuam como
sinalizadoras do ciclo celular (fitormbnios, agUcares) e que irdo regular a atividade de
complexos especificos CDCg/ciclinas (STALS & INZE, 2001).

O processo de eliminacéo da dominancia apical, e conseqiente do desenvolvimento de
gemas, resulta no aumento das divisdes celulares e mudangas no programa de
desenvolvimento dos primérdios de gemas axilares, sugerindo que esses dois processos sao
regulados por fatores em comum. Nas plantas, células que ndo estdo em processo de divisdo,
podem estar estacionadas tanto em G1, quanto em G2. Na maioria dos casos, as células
meristeméticas de gemas dormentes estdo estacionadas na fase G1, anterior a replicagdo da
fase S. Assim, a quebra da dorméncia resulta no aumento da expressdo de genes da fase GL/S,
como ciclinas do tipo D e histonas, seguindo-se nafase G2/M com o aumento na expressao de

ciclinasdo tipo B (HORVATH et al., 2003).

1.3.1 Os hormonios vegetais

Os hormonios sdo substancias orgénicas que, sob baixas concentragdes, regulam
processos fisiol0gicos nos vegetais como o crescimento, a diferenciagdo e o desenvolvimento,
inibindo ou estimulando esses processos (WEYERS & PATERSON, 2001).

Nas plantas, a regulacdo hormonal é um processo complexo, o que € evidenciado por
interacbes entre diferentes hormbnios no controle dos varios eventos fisioldgicos
(GAZzZARRINI & MCCOURT, 2003). A interacdo auxina-citocinina é considerada uma das mais
importantes na regulagdo do desenvolvimento vegetal assim como no desenvolvimento de

raizes e gemas e no processo de dominancia apical (EKLOF et al., 1997).
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Dominancia apical é o termo utilizado para definir o controle da gema apical sobre as
gemeas laterais (CLINE, 1994). H& muito ja se estuda o envolvimento hormonal na dominancia
apical, cujos primeiros estudos se iniciaram com o trabalho de THIMANN & SKOOG em 1933.
Os autores tinham o conhecimento de que com a retirada do dpice caulinar de uma planta, as
gemas axilares iniciavam seu crescimento e que nesse processo haveria a influéncia de uma
substéncia, de natureza semelhante a encontrada por Went em coleoptiles de Avena. Esses
autores, utilizando plantas de Vicia faba, detectaram a presenca dessa substéncia nas gemas
terminais, sendo que em gemas laterais dormentes ela estava presente, no entanto, em menor
quantidade. ApOs a decapitacdo das plantas, a substancia tinha seus niveis reduzidos e as
gemeas laterais se desenvolviam. Assim, associaram a presenca dessa substancia a inibicéo do
crescimento das gemas laterais. No ano seguinte, THIMANN & SKOOG (1934) mostraram que
com a aplicagdo da substancia, encontrada anteriormente, nos ramos decapitados de plantas de
Vicia faba, ocorria a inibicdo do desenvolvimento das gemas laterais, da mesma forma como
a gema terminal inibia em plantas intactas. Os autores sugeriram novamente um efeito
inibitério para o grupo ao qual pertencia a referida substancia, que mais tarde veio a ser
conhecida como auxina. Posteriormente, THIMANN (1937), em um experimento também
utilizando plantas de Vicia faba, demonstrou que com a remo¢éo da gema terminal, as gemas
laterais se desenvolviam. Essas comegavam a produzir auxinas, que transportadas

basipetamente, atuavam como um inibidor do crescimento das outras gemas laterais do ramo.
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I. 3.1.1 Citocininas

As citocininas foram descobertas inicialmente como os fatores promotores de divisdo
celular, sendo que os estudos que se seguiram elucidaram a participagdo dessa classe
hormonal como participante de muitos aspectos do desenvolvimento vegetal, como da
germinagéo de sementes, diferenciacdo de cloroplastos, desenvolvimento de gemas laterais,
inducdo de gemacdo adventicia (a partir de calos, discos foliares, hipocotilos ou secdes
internodais), ciclo celular, dominancia apical, dentre outros eventos (SAKAKIBARA, 2006).

As citocininas ditas naturais sd0 moléculas derivadas de adenina que possuem uma
cadeia lateral de isopreno ou uma cadeia lateral aromética na terminacdo N° e sio
denominadas de citocininas isoprendidicas ou aromaticas, respectivamente. Em ambos os
tipos, a cadeia lateral apresenta variagfes, como a presenca ou auséncia de grupos hidroxilas.
As citocininas isoprendidicas, encontradas na maioria das espécies vegetais, sdo iP
(isopenteniladening), Z (zeatina) e DHZ (dihidrozeatina), a partir das quais derivam outras
citocininas e suas formas conjugadas. Ja as arométicas sdo encontradas apenas em algumas
espécies vegetais, como por exemplo, BA (benzilaminopurina), orto-topolina e meta-topolina,
orto-metoxipolina e meta-metoxipolina (HWANG & SAKAKIBARA, 2006).

Formas conjugadas das citocininas sdo formadas a partir da adigdo de uma ribose ou
ribose fosfato na posicdo N° do anel de adenina formando citocininas ribosidicas ou
ribotidicas, respectivamente, dostiposiP, Z e DHZ. A conjugacdo também pode ser resultado
de uma glicosilacgo com a adicéo de um glicosideo nas posicdes N° ou N’do anel de adenina
Os processo de interconversdo dessas formas s&o um mecanismo importante de regulacéo do
metabolismo dessa classe hormonal (AUER, 2002).

Com relagéo a biossintese de citocininas isoprendidicas, o primeiro passo € catalisado

pela enzima | PTase (isopenteniltransferase adenosina fosfato). Essa enzima pode sintetizar iP
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e Z (SAKAKIBARA, 2006). Até o momento ja foram identificados em A. thaliana 7 genes de
| PTase, sendo essa enzima encontrada em plastideos, mitocdndria e citossol. Foi recentemente
descrita em A. thaliana, uma via de sintese de Z independente de iP que utiliza um composto
derivado da via do mevalonato, podendo ser uma via equivalente a de sintese de citocinina
derivada do RNAt (RNA transportador). Essa Ultima via foi descrita para algumas espécies de
RNAt com anticédons complementares a codons que iniciam com uridina e que carregam
uma adenosina adjacente ao anticodon; quando o RNAt é degradado, a adenosina é liberada.
(AsTOT et al., 2000).

A homeostase dos contelidos de citocininas nas células é mantida pela liberagcdo das
citocininas de suas formas conjugadas, bem como pela degradacéo das formas conjugadas. A
enzima citocinina oxidase é a principal responsavel pela degradacéo irreversivel a partir da
quebra da cadeia lateral, havendo também as enzimas glicosiltransferases, que atuam
inativando as citocininas por glicosilagéo (SAKAKIBARA, 2006).

O estudo das citocininas teve uma grande importancia ao revelar sua fungcdo no
controle do desenvolvimento vegetal e as bases moleculares de sua atuagdo como molécula
sinalizadora. Em 2001, conhecido como “0 ano das citocininas’, INOUE et al. descreveram
pela primeira vez um receptor na célula vegetal utilizando plantas de A. thaliana, denominado
CREL (“Cytokinin Response 1), que codifica para uma cinase do tipo histidina. Esse receptor
reconhece algumas citocininas naturais, como iP, iPR (isopenteniladenosina), Z e BA
(benziladenina), além de algumas citocininas sintéticas, como a cinetina e uma difeniluréia,
conhecida como “Thidiazuron”.

A via de sinalizag&o de citocininas foi descrita contendo uma série de participantes: o
receptor especifico do tipo higtidina cinase (CREL), uma proteina de transferéncia de fosfato

(AHP, “Arabidopsis Histidine-phosphotransfer Proteins’) e proteinas reguladoras de resposta
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(RR), isto &, os fatores de transcricdo (RR-A e RR-B). Apés a percepcao do sinal (citocinina)
pelo receptor, esse € auto-fosforilado, iniciando uma seqiiéncia de etapas via proteina AHP,
que modula a atividade das proteinas RR. As RR-B, localizadas no nucleo, interagem
fisicamente com as AHP e regulam a atividade de genes ativados por citocininas, incluindo as
RR-A, reguladoras da expressdo de genes mediada por citocininas (AOYAMA & OKA, 2003;
HWANG & SAKAKIBARA, 2006).

Varios trabalhos apontam para uma correlagdo positiva entre teores enddgenos
elevados de citocininas e o desenvolvimento de gemas laterais, a partir da inducéo de divisoes
celulares. Um dos primeiros estudos foi 0 de MILLER et al. (1955) que mostrou a participagdo
de citocininas na promocao da divisdo celular.

SOSSOUNTZOV et al. (1988) afirmaram que a concentracdo de citocininas em geral é
alta em tecidos com mitose ativa, como meristemas radiculares e caulinares. Esses autores
mostraram, por métodos imunocitoquimicos, que gemas axilares dormentes de tomateiro
apresentavam uma correlagcdo entre o baixo teor de citocininas encontrado e a quiescéncia das
células meristeméticas e, ao contrério, um contelido maior de citocininas foi associado com a
retomada do crescimento das gemas laterais.

Baseado em resultados de experimentos de aplicacdo de citocininas ou de introducéo
do gene ipt em células vegetais, VANKOVA (1999) mostrou gque o teor de citocininas nas
células competentes € um importante sinal a divisdo celular e por conseguinte, ao
desenvolvimento vegetal.

As citocininas promovem a divisdo celular atuando na expressdo de genes durante a
progressdo do ciclo celular, tanto na transicdo G1/S, quanto em G2/M (Pozo et al., 2005).

D’ AGOSTINO & KIEBER (1999) j& haviam afirmado que a regulagcdo da expressdo do gene da
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CycD3 pelas citocininas € um mecanismo-chave pelo qual essa classe hormonal promove a
proliferacdo celular.

SONI et al. (1995) verificaram a atuagdo de citocininas na regulacéo datransicéo G1/S
ativando a expressdo da ciclina CycD3. Mais tarde, em um classico estudo, RiIou-KHAMLICHI
et al. (1999) demonstraram que a atuagdo promotora de citocininas no ciclo celular ocorreu a
partir da ativagéo daciclina D3 (CycD3), envolvidaem G1/S em A. thaliana, 0 que aconteceu
entre 1 e 2 horas antes do inicio da fase S. As citocininas Z e BA adicionadas a cultura de
células promoveram a maior inducdo da expressdo de CycD3. Nesse estudo, também foi
realizada a andlise da expresséo do gene CycD3 por meio da hibridacdo in situ, indicando que
esse gene é expresso em tecidos em proliferagdo no meristema apical, primérdio foliar e em
gemas axilares.

Estudos sobre a atuagdo de citocininas na indugdo de divisdes celulares caracterizam
essa participacdo em fases posteriores a transicdo G1/S no ciclo celular. REDIG et al. (1996)
analisaram a correlacdo entre a progressao do ciclo celular e os teores hormonais endégenos
em suspensdo de células sincronizadas de tabaco BY-2 e verificaram a participacdo de
citocininas no fim da fase S (cerca de 3 horas) e na mitose (fase M, cerca de 7 horas). Esses
autores sugeriram que a agdo das citocininas, especialmente dos tipos Z e DHZ € baseada em
uma interagdo com cinases e com complexos CDC-Cyc, que regulam a progresséo do ciclo
celular.

MADER & HANKE (1996) também verificaram que citocininas atuam em diferentes
pontos do ciclo celular. Os autores utilizaram cultura de células de soja, parciamente
sincronizadas pela acdo de hidroxiureia (HU) (inibidor da sintese de DNA), e utilizaram a
técnica de imunolocalizagdo com o anticorpo anti-BrdU (bromodeoxiuriding) para detectar a

retomada da fase S, coincidente com o inicio de incorporacdo de BrdU. Foi verificado que na
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auséncia de citocininas havia a parada do ciclo celular na fase S, ocorrendo apenas ciclos
endomitdticos. Apds a adicdo de citocininas foram verificadas diferentes populagdes de
células, restabelecidas na fase M, bem como na fase S e na fase G1.

E muito conhecida a atuagéo das citocininas no ciclo celular na fase G2/M, dada pela
ativagdo de uma fosfatase que remove uma fosforilacéo inibitéria da cinase CDC2a (CDC do
tipo-A) de leveduras. ZHANG et al. (1996) descreveram bem esse mecanismo utilizando
cultura de células em suspensdo de Nicotiana plumbaginifolia, que necessita de citocininas no
final da fase G2, ja que na sua auséncia as células ndo progridem em G2, coincidindo com a
reducéo da proteina p34°* (produto do gene cdc2a). O controle da atividade da cinase CDC2a
€ dado pela citocinina que ativa a fosfatase CDC25, que remove o fosfato inibitorio da
tirosina no sitio ativo da p34°®?, levando a ativacéo da cinase e & retomada do ciclo. Esse
trabalho mostrou que a fosforilag&o no sitio tirosina da proteina, inativa a cinase CDC2a. Foi
reportado, ainda, que citocininas e auxinas atuam em conjunto, sendo que a auxina estimula o
acumulo dessa proteina no fim de G1 e as citocininas induzem a sua atividade no fim de G2,
levando a progressdo do ciclo.

HEMERLY et al. (1993), em um importante trabalho, estudaram o controle da expresséo
do gene cdc2a (homologo ao de leveduras) em cultura de suspensdo de células de A. thaliana
e durante o desenvolvimento das plantas. O padréo de expressdo desse gene esteve altamente
correlacionado com o potencial de proliferacéo celular, apresentando reducéo na expressao a
medida que as células se diferenciavam. Entretanto, essa redugcdo ndo ocorreu na totalidade
dessas células, ja que ha células totipotentes com capacidade para se dividirem novamente.
Esses mesmos autores estudaram o efeito de sinais externos na expressdo de cdc2a e
verificaram um aumento na sua expressdo em bases foliares de plantas de A. thaliana, fato

atribuido a injuria causada no tecido, sugerindo que as células nessa regido se tornam
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competentes a divisdo. Os autores propuseram que a expressao de cdc2a pode refletir o estado
de competéncia a divisdo e que a expressao desse gene nem sempre pode estar associada com
a proliferacdo celular, j& que células meristematicas quiescentes, mas competentes a divisao,

podem apresentar altos niveis de expressdo de cdc2a.

1.3.1.2 Auxinas

O &cido indolil-3-acético (AlA), principal auxina nas plantas, tem um papel-chave em
processos do desenvolvimento vegetal, como na formacdo de raizes, dominancia apical,
tropismo e senescéncia, atuando também, como sinal para a divisdo, aongamento e
diferenciacéo celular (LJUNG et al., 2002).

A molécula precursora da biossintese do AIA € o triptofano e a via biosintética é
congtituida por sucessivas desaminacdes e descarboxilagcdes oxidativas, sendo intermediérios
0 é&cido indolil-3-piravico e o composto indol-3-acetaldoxima. Entretanto, a biossintese do
AlA também pode ocorrer por uma via independente do triptofano (LJUNG et al., 2002).

O metabolismo do AIA pode envolver processos de oxidagdo e conjugacéo que
modificam o anel indol ou a cadeia lateral da sua molécula, levando a perda da atividade
biol6gicado AIA. A conjugacdo pode ser considerada um processo catabdlico, j que algumas
formas conjugadas sdo irreversiveis e ocorre a partir da ligagdo do AIA com ésteres ou
amidas. O catabolismo do AIA € um processo descarboxilativo e envolve a atividade de uma
peroxidase, a AIA oxidase, entretanto a via ndo descarboxilativa € a principal no seu
catabolismo (SLoVIN et al., 1999).

Com relagdo as auxinas, CHEN (2001) ressalta a importancia da proteina de ligagcéo
ABP1 (“Auxin Binding Protein 1"), que possui alta afinidade por auxina. Essa proteina de

membrana atua no processo de expansdo celular, sendo considerada como um possivel
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receptor desse hormdnio. Mais recentemente, foi descrita uma outra proteina que atua como
um receptor do AlA, descoberto por dois grupos de pesquisadores, DHARMASIRI et al. (2005)

e KEPINSKI & LEYSER (2005). Trata-se de uma proteina do tipo F-box SCF' '~

, componente da
via de degradacdo de auxina mediada por ubiquitinagdo (comentada a seguir), denominada
TIR1 (“Transport Inhibitor Response 17). Os autores descreveram que a partir de uma
modificacdo conformacional do complexo SCF™'™*, h4 a ligagdo da auxina na proteina ent&o
receptora TIR1. Essa foi uma descoberta muito interessante, pois indicou que o receptor de
auxina é uma proteina que faz parte de seu proprio processo da degradacdo. VOGLER &
KUHLEMEIER (2003) ressaltam também a participacdo de transportadores de auxina,
localizados na membrana plasmética, que poderiam atuar como proteinas receptoras de AlA.
Essas proteinas est@o relacionadas com o influxo e o efluxo de auxina na célula, as proteinas
AUX1 (AUXIN) e PIN1 (PIN FORMED1), respectivamente.

A via de sinalizagdo do AIA foi descrita por KEPINSKI & LEYSER (2002) e detalhada
posteriormente por VOGLER & KUHLEMEIER (2003). A expressdo de genes regulada por
auxina € mediada por duas familias de fatores de transcricdo: ARF (“ Auxin Response Factor”)
e Aux/IAA (“Auxin/Indole-3-Acetic Acid”). As proteinas ARF se ligam aos reguladores de
resposta a auxina, AuxRE (“Auxin Response Element”), ativando a expressdo de genes
mediada pela auxina. As proteinas Aux/IAA, por outro lado, reprimem a atuagdo dos ARF,
pois podem se ligar a eles formando os dimeros Aux/IAA-AREF, inibindo a via de sinalizag&o
mediada por auxina. A molécula de AIA ativa esse sistema de sinalizagcdo, promovendo a
degradacdo de proteinas Aux/AlA através de um complexo de degradacdo mediada por
ubiquitina, no momento em que se ligam a proteina TIR1, permitindo a fun¢éo dos ARFs.

Sabe-se que as auxinas regulam tanto o processo de divisdo, quanto de alongamento

celular. CHEN (2001) verificou gue ambos eventos ocorrem por meio de vias de sinalizacdo
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distintas reguladas por auxinas, incluindo diferentes tipos de proteinas. A proteina de ligagéo
ABP1 (*Auxin Binding Protein 1”), que possui alta afinidade por auxina, atua na expansao
celular, enquanto que, mediado por um outra proteina com menor afinidade por auxina, o
processo de divisdo celular estaria acoplado a sinalizagdo através de uma proteina
heterotrimérica G. Evidéncias genéticas indicam que ambas as vias de sinalizacdo, ABP1 ou
proteina G, estdo integradas para modular o processo de proliferacéo celular, garantindo o
desenvolvimento da planta.

ULLAH et al. (2001) reforcaram a idéia de que proteinas do tipo-G sdo reguladores
positivos da divisdo celular em plantas de A. thaliana. Além disso, THOMAS et al. (2003)
mostraram que transcritos de ABP1 sdo acumulados em células especificas durante a
iniciacdo de raizes laterais de plantas de girassol, sugerindo que a sensibilidade a auxina é
aumentada em células que iniciardo o processo de divisdo, seguido de diferenciacéo celular.

Com o objetivo de melhor compreender a atuagdo das auxinas no processo de divisao
celular, ZAzimALOVA et al. (1995) utilizaram culturas de células de tabaco dependentes de
auxina e verificaram a taxa de crescimento da cultura sob diferentes concentracbes de
auxinas. Tanto na ausénciatotal ou parcial de auxina no meio de cultura ocorreu uma reducéo
da frequéncia de divisdes celulares. Nessas condicdes, foi verificado um aumento progressivo
dos niveis enddgenos de Al A apartir do inicio da fase exponencial de crescimento da cultura,
quando foram observadas divisdes celulares. Os autores sugeriram existir variagdo na
sensibilidade das células a mudancas na concentracdo enddgena de AIA durante o
crescimento da culturain vitro, controlando a divisdo celular.

Em se tratando mais especificamente do ciclo celular, ROUDIER et al. (2003)
verificaram que auxina regula a expressdo da ciclina CycA2;2 durante o desenvolvimento de

raizes primarias e secundérias (laterais) e no desenvolvimento de nédulos (acompanhado por
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ciclos endomitéticos) em plantas de alfafa, cuja proliferagdo celular estd associada com a
formacdo de meristemas. Utilizando plantas transgénicas que continham o gene CycA;2 os
autores verificaram a expressdo desse gene no meristema e em células em proliferagdo no
primérdio nodular e nas raizes laterais. A expressdo génica foi inibida em células em
endoreplicacdo no nddulo, indicando ndo ser importante na fase S (ciclos endomitéticos
permanecem em S). A expressdo de CycA2;2 coincidiu com a atividade do meristema apical
radicular, relacionada & inducéo por auxina, ja que elementos de resposta a auxina (Aux/RE)
estavam presentes no promotor da construgdo das plantas transgénicas. Os pesquisadores
demonstraram ainda que a auxina regula o padréo de expressdo espacial dessa ciclina
especificamente nos polos opostos de protoxilema durante a formagdo de primordios
radiculares laterais. Os autores concluiram que a expressdo do gene da ciclina CycA2;2 é
promovida por auxina, atuando na re-ativagéo do ciclo celular em células diferenciadas e esta
ligada a atividade meristematica, mais especificamente atransicdo G2/M.

Em um trabalho de revisdo, VANNESTE et al. (2005) discutiram mais recentemente o
papel da auxina no ciclo celular durante a formagdo de raizes laterais. Foram relatados
trabalhos mostrando que a auxina endégena controla o posicionamento de primoérdios de
raizes laterais em plantas de A. thaliana, sendo que no inicio de sua formacdo, a auxina
endégena é percebida por algumas células do periciclo (voltadas para os polos de
protoxilema). A desdiferenciacéo de algumas dessas células € iniciada e divisdes celulares sdo
intensificadas, sendo que somente algumas seguirdo a via de diferenciagcéo para a formacéo
dos primordios de raiz (CASIMIRO et al., 2001; CASIMIRO et al., 2003). Sabe-se que auxina
induz o aumento dosteores de ciclinas dos tipos A, B e D, sendo que sua ativagdo depende da
interagdo com outros hormonios, como citocininas e com sacarose (SoNI et al., 1995; FUERST

et al., 1996). BEECKMAN et al. (2001) mostraram que as células do periciclo em raizes laterais
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de A. thaliana se mantém em G1, sendo que as que irdo formar araiz lateral encontram-se em
S ou G2, ja que apds 2 horas de inducdo por adicdo de auxina, notaram-se figuras mitéticas.
Nesse momento, os autores verificaram maiores concentragdes de ciclina do tipo-B
(CycB1;1), um ja conhecido marcador datransicéo G2/M.

Um outro aspecto importante sobre o papel de auxinas no ciclo celular € que essa
classe hormonal atua na regulagdo da expresséo de outros genes relacionados indiretamente
com a progressdo do ciclo, tanto na fase G1, quanto em G2. Exemplos podem ser citados,
como o fator de transcricdo E2F, que participa de ciclos de endoreplicagéo (transicdo G1/S), o
gene HOBBIT, especifico de G2/M e que codifica para um dos componentes do complexo
promotor de anéfase (APC), cuja mutagdo afeta a divisdo e a diferenciacdo celular, bem como
respostas mediadas por auxinas (Pozo et al., 2005).

Outros estudos indicaram a atuagdo especifica de auxinas na orientagdo dos
microtubulos de células em divisdo, regulando o plano de orientacdo das células (SHIBAOKA,

1994), bem como nas propriedades da parede celular (MASUDA, 1990).

1.3.1.3 Acido Abscisico

O &cido abscisico (ABA) desempenha uma série de funcdes nas plantas, como na
embriogénese, no estabelecimento da dorméncia de gemas e sementes, na protecdo a
dessecacdo de sementes e na sintese de proteinas de reserva durante o desenvolvimento das
sementes. E bem conhecido como a classe hormonal relacionada ao estresse, modulando o
metabolismo das plantas as condi¢des adversas de seca e de frio. Entretanto, ainda ndo é bem
conhecido como o ABA desempenha essas fungdes em nivel molecular (MCCOURT €t al.,

2005).



Formado por um conjunto de 15 carbonos, o ABA pertence a uma classe de
metabdlitos do tipo isoprendide, também chamados de terpendides, derivados do metabolismo
do isopentenil pirofosfato (IPP), que origina zeaxantina, violaxantina, neoxantina e xantoxina,
esse Ultimo composto, oxidado em ABA. O IPP ésintetizado na via do acido mevalénico, mas
pode ser sintetizado por uma via independente dessa. A molécula do ABA possui um grupo
carboxila no carbono-2, cuja orientacdo determina as suas formas cis e trans, sendo cis a
forma mais comumente encontrada nos vegetais (NAMBARA & MARION-POLL, 2005).

O ABA pode se apresentar na forma oxidada ou conjugada com um monossacarideo,
como por exemplo, o ABA-glicosil éster (ABA-GE), sendo ambas as formas biologicamente
inativas. Enzimas do tipo esterases podem atuar na sua desconjugacdo, entretanto, ndo ha
indicios de que a hidrélise do ABA-GE contribua para um aumento de ABA na forma livre.
Assim como ja comentado para as duas classes hormonais anteriores, 0s processos de
biossintese e catabolismo determinam a concentracdo ativa do hormdnio na célula, mantendo
a sua homeostase (LIOTENBERG et al., 1999).

Até o momento, ndo foi identificada ainda uma proteina com caracteristicas tipicas de
um receptor para o ABA, somente a proteina do tipo fator de transcricdo ABI (“ABA
Insensitive”) que possui alta afinidade de ligacdo pelo ABA, sendo ABI3, o primeiro
identificado. Estudos moleculares sugerem que ABI3 e ABI5 interagem diretamente na
transcricdo de genes que contém na sua regido promotora, elementos de resposta a0 ABA
(ABRE, “ABA Responsive Element”) (FINKELSTEIN et al., 2002; MCCOURT &t al., 2005).

Sabe-se que 0 ABA atua como um inibidor no processo de crescimento de gemas
laterais promovendo a inibicdo das divisdes celulares. Muitos trabalhos indicam que o ABA
diminui a atividade mitética, atuando na expressdo do gene ICK1, cujo produto € uma

proteina inibidora de CDC, que interage com a cinase CDC2a na transicdo G2/M e com a
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ciclina CycD3 na transicdo G1/S, inibindo a atividade dessas proteinas (WANG et al., 1998).
Mais recentemente, WANG et al. (2000) verificaram que em plantas de A. thaliana
transgénicas as quais, expressam o gene ICK1, ocorreu uma reducdo na divisdo celular das
plantas, a partir da redugdo da atividade da cinase CDC2a, resultando em plantas com o
crescimento aterado, células maiores, bem como a morfologia de folhas e pétalas alterada.
Outro trabalho que reforgou a indicagéo de que ICK atua na inibicdo da atividade de
CDC foi 0 de CLEARY et al. (2002). Esses autores estudaram o efeito inibitério da ICK1
microinjetando a proteina em células vivas de estames de Tradescantia virginiana no final da
préfase. Foi verificada uma redugdo da divisdo celular correlacionada a um aumento na
duracdo da mitose, ja que células ndo microinjetadas tinham uma duracdo da mitose de 32
min, enquanto as microinjetadas com ICK1 levavam 74 min. Essa duragéo foi dependente da
quantidade de proteina microinjetada. Os autores concluiram que |CK tem um efeito inibitorio
no ciclo celular, reduzindo o nimero de divisdes celulares, como conseqiiéncia do aumento de
duracéo dafase M do ciclo celular. Foi sugerido que o efeito do aumento de tempo dafase M

pelal CK é funcdo dareducdo da atividade de CDC.

1.3.2 Acglcares

Os aglcares glicose, frutose e sacarose possuem um papel essencia no
desenvolvimento vegetal, sendo participantes de vérias etapas do ciclo de vida do vegetal,
desde a germinacdo, crescimento, reproducdo, bem como de processos metabdlicos, como a
respiragdo. S8o, ainda, substratos para a sintese de carboidratos complexos como o amido e a
celulose. Além disso, 0s aglcares sdo moléculas construtoras para a biossintese dos

aminoécidos, lipideos e outros componentes das plantas. S0 muito estudados como fontes
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importantes de energia, componentes estruturais e ainda como moléculas sinalizadoras e
reguladoras da fisiologia e da expressdo génica (SVEEKENS, 2000).

A sacarose é sintetizada nas folhas, exportada via floema, suprindo 6rgdos néo
fotossintetizantes com energia e fontes de carbono Esse aclicar € catabolizado pelas enzimas
invertase e sacarose sintase (SUS, “Sucrose Synthase”). O resultado da quebra da sacarose
pela invertase € a glicose e frutose. Essa enzima é responsavel pela formacdo de hexoses em
duas vezes mais que a sacarose sintase, a qual produz UDP glicose (uridina difosfato glicose)
e frutose. De forma geral, as hexoses atuardo como sinalizadores de processos fisioldgicos
regulando a expressdo de genes relacionados a divisdo celular e a expansdo celular. Ja a
sacarose regularia certos processos, como diferenciacéo celular e a maturagdo de sementes.
Assim, 0 “status’ de agUcar na célula, ou sgja, a ateracdo da razdo hexoses/sacarose
determinaria a atuagdo de agUcares no desenvolvimento vegetal (KocH, 2004).

A sacarose representa a principal forma de agUcar transportado nas plantas, dos locais
de sintese (6rgdos-fonte) para os de consumo do aglcar (6rgdos-dreno). Dependendo do
tecido, 0 aglcar pode ser transportado via plasmosdesmo (simplasto), ou atravessar a
membrana plasmética como sacarose ou hexose (apoplasto). A entrada da sacarose na célula,
via simplasto ou apoplasto, determina se sua quebra ser& mediada por invertases de parede
celular, invertase citoplasmatica, invertase vacuolar ou pela SUS (KocH, 1996; SHEEN et al.,
1999).

Foram identificados em leveduras e animais receptores de hexoses, como glicose - as
cinases do tipo hexocinases (HXK, “hexokinase”). Nas plantas foi descrito um sistema
homdblogo, no qual a fosforilagdo de hexoses mediada pelas HXK parece ser um importante
mecanismo de sinadlizacdo de aglcares (JANG et al., 1997). As hexocinases tipo

serinaltreonina, SNRK (homdloga a SNF1, “Sucrose Non Fermenting 17, descrito inicialmente
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em leveduras) seriam receptores localizados na membrana plasmética que respondem ao
estado nutricional da célula, atuando como receptores metab6licos para glicose (HELLMANN et
al., 2000). H4 também uma via de sinalizacdo independente da via por hexocinases, mediada
por receptores de hexoses do tipo transportadores localizados na membrana, os RGT2 e
SNF3, homologos aos descrito em leveduras, que apresentam sensibilidade a altos ou baixos
teores de glicose, respectivamente (ROLLAND et al., 2002).

O transporte de aglcares pela membrana plasmética € um importante passo na sua
percepcdo e esta ligado a0 mecanismo de sinalizagdo dessas moléculas. Esse processo
depende de uma familia de proteinas transportadoras, sendo o transportador de sacarose SUT1
(“Sucrose Transporter 1”) o mais estudado até o momento na sinalizagdo por aglcares. A
concentracdo extracelular de aglcar € percebida e a atividade do transportador €
simultaneamente regulada, determinando o fluxo de entrada do aglcar na célula, que atuara
como um sinal intracelular. Uma segunda familia de transportadores de acUicares nas células é
a de transportadores de hexoses (HXT), mais ativos em tecidos que funcionam como dreno
(LALONDE €t al., 1999; WiLLIAMS et al., 2000).

Apontam-se 0s agUicares ndo sO como nutrientes, mas também como sinais fisioldgicos
gue inibem ou promovem a expressdo de genes envolvidos em processos importantes no
vegetal, incluindo a regulag&o do ciclo celular.

Em um cléssico estudo com &pices radiculares de plantas de ervilha, VAN'T HOF
(1966) mostrou que o suprimento de sacarose a0 meio de cultura promovia a transicdo das
células da fase G1 para a fase S, ou da fase G2 para a fase M, promovendo as divisdes
celulares. Paratanto, os autores determinaram o nimero de células em divisdo e de células em
sintese de DNA, a partir da incorporagdo de timidina triciada adicionada ao meio de cultura,

na auséncia de sacarose. Quando os 4pices foram mantidos em meio sem carboidratos por 24
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horas e depois por 48 horas houve uma acentuada reducdo de células marcadas com timidina,
sendo que, apos 72 horas na auséncia de sacarose, ndo se verificou divisdo celular. Apos a
adicdo de aglcar foram re-iniciadas a sintese de DNA e as divisdes celulares, tanto nos épices
mantidos por 24 horas como por 72 horas na sua auséncia. Esse autor sugeriu a existéncia de
duas populagdes de células nos dpices. uma em G2 - ja que nas células mantidas por 24 horas
na auséncia de sacarose observaram-se figuras mitéticas marcadas com timidina, e uma outra
populacdo em G1 - ja que em algumas dessas células ndo se observaram figuras mitoticas.

A participagdo de aglcares na regulagcdo da expressdo de genes relacionados ao ciclo
celular é relatada por muitos outros autores. Em A. thaliana, o principal ponto de controle do
ciclo celular que responde ao estado nutricional ocorre em G1, mediado pelas ciclinas CycD2,
CycD4 e CycD3 (STALS & INZE, 2001).

DE VEYLDER et al. (1999) constataram que a sacarose induz a expressdo do gene da
ciclina D4 (CycD4;1) na formagdo de primordios radiculares laterais em A. thaliana,
sugerindo a necessidade dessas ciclinas, aliadas com a cinase CDC2a, como fatores-chave
durante a atividade do ciclo celular naformago dos primoérdios radiculares.

Um outro aspecto importante € a correlacdo entre as vias de transmisséo de sinal de
acUcares em plantas com as vias de sinalizagdo de hormdnios, controlando o crescimento e
desenvolvimento. Foi observado que a glicose € uma molécula sinalizadora fundamental no
desenvolvimento vegetal e na expressao génica de sintese de horménios (KocH, 2004).

LEON & SHEEN (2003) relataram exemplos nos quais mutantes de A. thaliana
relacionados a sinalizagdo de agUcares apresentaram respostas hormonais alteradas similares
as encontradas em mutantes de biossintese e sinalizag&o dos horménios ABA e etileno.

Para melhor compreenderem as vias de transmissdo de sinal de glicose associada a

acao hormonal do etileno, ZHou et al. (1998), utilizaram o mutante insensivel a glicose ginl
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de A. thaliana. Nesse mutante, os processos mediados por etileno como germinacdo,
esverdeamento e expansdo dos cotilédones, desenvolvimento foliar e transi¢do floral foram
reduzidos. A inibicdo apresentada no mutante ginl foi recuperada por tratamento com o
precursor do etileno.

Além da relacdo com o ABA e etileno, também foi verificada a atuagcdo de agUcares

em processos mediados por citocininas e auxinas (GIBSON, 2005).

|.3.4 Aminoacidos

O efeito dos nutrientes no crescimento e no desenvolvimento vegetal é muito
estudado, sendo que trabalhos recentes que tratam da agdo dos nutrientes nas plantas
distinguem o papel dos mesmos como construtores de biomassa estrutural e de seu potencial
como moléculas sinalizadoras. Nesse Ultimo caso, é importante determinar se a presenca ou a
auséncia do nutriente € o sinal paraum determinado processo fisioldgico ou se a sinalizagéo é
proveniente de um metabdlito derivado desse nutriente, ja que em muitos casos, verifica-se
gue a disponibilidade de um certo nutriente pode influenciar a transcricdo génica. O
nitrogénio é um elemento constituinte de importantes moléculas, recentemente consideradas
sinalizadoras do desenvolvimento vegetal, como o nitrato, 0 amonio, bem como de produtos
de assimilag&o do nitrogénio, como aminoécidos (Coruzzl & BusH, 2001).

Todos o0s aminoé&cidos sdo derivados de intermediarios da glicolise, do ciclo do &cido
citrico ou da via oxidativa das pentoses-fosfato, sendo que a entrada de nitrogénio nestas vias
ocorre inicialmente através do glutamato ou da glutamina (Coruzzi & LAST, 2000).

A viade assimilacéo do amdnio ocorre a partir da reagéo do glutamato com o0 amonio,
formando glutamina pela agéo da glutamina sintetase (GS) e, em seguida, por acdo da enzima

glutamato sintase (GOGAT), a glutamina reage com uma molécula de a-cetoglutarato,
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formando duas moléculas de glutamato. A formagdo do glutamato a partir de a-cetoglutarato
também pode ocorrer por agdo da enzima glutamato desidrogenase. Apos a assimilagcdo do
nitrogénio em glutamato e glutamina, o nitrogénio € distribuido para vérios outros
componentes nitrogenados, sendo que 0 grupo amino da maioria dos outros aminoécidos €
derivado do grupo amino do glutamato aravés de reacdes de transaminagdes (CorUZzZI &
LAsT, 2000; STITT et al., 2002).

Os amino&cidos glutamato, glutamina, aspartato e asparagina séo considerados nas
plantas os principais aminoacidos de transporte (translocados pelo floema), ou seja, de
transferéncia de nitrogénio de érgdos-fonte para tecidos-dreno. Os aminoacidos transportados
sdo utilizados para a biossintese de proteinas, que atuam na manutencéo dos 6rgéos e sdo
congtituintes de reservas utilizadas no crescimento e desenvolvimento do vegetal (CorRUzzI &
LAsT, 2000).

Nas plantas, os aminoécidos sdo considerados sinalizadores, tanto da concentragdo
enddgena de nitrogénio, como da relacdo carbono : nitrogénio (Coruzzl & BusH, 2001).

Em um importante trabalho, LAM et al. (1998) localizaram no genoma de A. thaliana
uma seguéncia homologa ao gene do receptor de glutamato encontrado em animais (iGIuRs),
0 gene AtGLR (Arabidopsis thaliana “Glutamate Receptor”). DAVENPORT (2002) relatou a
existéncia desse receptor em outras plantas, sendo que foram identificados 20 tipos diferentes
no genoma de A. thaliana. Trata-se de um receptor que ndo € especifico, podendo reconhecer
também os aminoacidos glicina e glutamina. Essa proteina receptora foi descrita como sendo
um canal de ions ndo-seletivo presente na membrana plasmética da célula vegetal (mais
permedvel para cations que anions, mas sem distingdo para cétions monovelentes), tendo
também papel na sinalizagdo do célcio. Mais recentemente, BOUCHE et al. (2003) relataram a

possibilidade do GABA (&cido d-aminobutirico) também ser reconhecido por esse receptor.
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Alguns trabalhos relatam a participacdo dos aminoécidos em processos relacionados
ao desenvolvimento vegetal, como a divisdo celular, bem como na organogénese, indicando
um possivel papel como moléculas sinalizadoras.

Em um interessante trabalho, ROGGATZ et al. (1999) verificaram que a auséncia de
nitrogénio afeta o desenvolvimento foliar de Ricinus communis por meio da reducdo da
divisBo ou da expansdo celular. Os autores sugerem que a divisdo celular € atamente
dependente da disponibilidade de nitrogénio na célula, sendo que células competentes a
divisdo na fase G1 possuem maiores niveis de sintese de proteinas, contetido de ribossomos e
de RNA, diferindo-se das células que apenas estdo em processo de expansdo celular.

HAMASAKI et al. (2005) estudaram o processo de formagdo de gemas adventicias em
bases foliares de Ananas comosus cultivadas in vitro em meio de cultura adicionado por 8
mM de glutamina (meio indutor de regeneracdo de eixos caulinares) durante 15 dias. Foi
verificado que nos primeiros sete dias ocorreu o periodo de inducéo. Nesse periodo, houve a
necessidade da presenca de glutamina, sendo que 0 aumento na regeneracéo somente ocorria
se esse aminoécido fosse adicionado ao meio de cultura logo no primeiro dia de incubag&o.
Foi sugerido que a glutamina favoreceu a competéncia a organogénese dos explantes foliares,

atuando possivelmente como um sinal promotor da regeneracdo nas bases foliares.

1.4 O ciclo celular e os meristemas

O processo de formacéo do corpo da planta envolve diviséo e diferenciacdo celular,
crescimento e morfogénese. A divisdo celular € primariamente responsavel por gerar o
crescimento do vegetal, resultando em 6rgdos com tamanhos e formas especificos, ou seja,

com uma diferenciacdo celular especifica. Para tanto, h4 a necessidade de um controle
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integrado entre a progressao do ciclo celular e os sinais que desencadeiam o desenvolvimento
(HEMERLY et al., 1999).

A divisdo celular nas plantas adultas ocorre em um grupo pequeno de células, os
meristemas, sendo constante o interesse no estudo dos mecanismos moleculares que
controlam a divisdo celular nesse locais. O processo de formagéo de meristemas sofre a
influéncia de fatores enddgenos que atuam diretamente, de forma espacial e temporal, em suas
células (BOER & MURRAY, 2000).

O meristema € composto por células em proliferagdo, possuindo uma localizagédo
determinada. Comumente, distinguem-se entre meristemas primarios e secundarios, com base
em uma classificagdo que leva em conta a origem dos mesmos. Meristemas priméarios sdo
aqueles cujas células se desenvolvem diretamente a partir de células embrionérias e, assim,
constituem uma continuagdo do embrido. S&o eles, o meristema apical radicular (MAR) e
meristema apical caulinar (MAC). Os meristemas secundé&rios sdo aqueles que se
desenvolvem de tecidos maduros, 0s quais ja se diferenciaram e que sdo originados num
estégio pos-embrionério. S&o eles, os meristemas laterais, como o cambio e as gemas axilares
(ou laterais) (BOWMAN & ESHED, 2000).

As células dos meristemas apicais MAC e MAR tém dois papéis fundamentais. se
dividirem para a manutencdo de células indiferenciadas (células iniciais) e para fornecerem
células para a diferenciacéo de tecidos precursores de novos 0rgéos. A tomada de decisdo para
adiferenciacdo depende de sinais especificos nas células (CASTELLANO & SABLOWSKI, 2005).

O MAC origina todos os tecidos que constituirdo a parte aérea do vegetal formados
pos-embriogénese. E uma estrutura altamente organizada, dividida em dominios distintos
morfologicamente e com funcgdes especificas. ha uma zona central no topo do meristema, com

afuncéo de manutencdo de células indiferenciadas e em constante divisdo, constituida por trés
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camadas de células, denominadas L1, L2 e L3. Essas células sdo rodeadas por uma zona
periférica, na qual sdo gerados continuamente novos primérdios de 6rgéos, como folhas; ha
também uma regido medular, abaixo da zona central, responsavel pela formagdo de tecidos
caulinares. Assim, no meristema, as células dependendo da sua localizacdo estéo se dividindo,
expandindo e diferenciando dinamicamente, de modo altamente coordenado (CARLES &
FLETCHER, 2003).

As células localizadas na zona central, denominadas de iniciais, se dividem numa taxa
reduzida, sendo que a medida que se proliferam se direcionam gradualmente para a zona
periférica do meristema, onde as células se dividem mais rapidamente do que na zona central
e S0 recrutadas a diferenciacéo de primordios de 6rgéos (CASTELLANO & SABLOWSKI, 2005).

Assim, no MAC ha padrdes de organizacdo celular, representando etapas distintas de
divisdo e diferenciagéo celular, que se estendem de células indiferenciadas da zona central do
meristema até as células diferenciadas e que ndo passam a se dividir mais, constituindo os
tecidos foliares e do caule. Esse balanco entre a manutencéo de populagdo de células em
divisdo e a passagem para 0 estado de diferenciagdo celular € mediado por genes especificos
(CLARK, 2001).

No MAC s30 expressos genes responsaveis por sua caracteristica meristemética. S&o
eles, fatores de transcricdo da familia de proteinas homeobox KNOX, como os produtos dos
genes KNOTTED1 (KN1) - a primeira familia de genes homeobox isolada em plantas e
identificada em mutantes de milho - e o gene SHOOTMERISTEMLESS (STM) - identificado
em A. thaliana. Ambos, KN1 e STM sdo responsaveis por manter o estado indeterminado de
algumas células do MAC. A expressdo reduzida de KN1 nas porgdes do meristema que
originardo as folhas determina a mudanca de célula meristematica para células em

diferenciagdo. Também foram identificados os genes ROOTMERISTEMLESS (RML1 e



RML2), cujo alelo mutante reduz o nimero de divisdes no meristema radicular, resultando em
raizes menores (CLARK, 2001). No MAR, também atua o gene PLETHORA (PLT), que
codifica um fator de transcricdo e cuja transcricdo é mediada por auxina. Esse gene é
responsavel pela manutencdo do estado indeterminado nas células do centro quiescente do
meristema radicular, bem como das células vizinhas (KeErINSKI, 2006). O gene WUSCHEL
(WUS) codifica para um fator de transcricdo e é expresso nas células da zona central do
meristema e tem como funcdo a manutencdo do nimero de células no estado indiferenciado,
gue se dividem e ndo se diferenciam. Os genes CLAVATA (CLV1, CLV2 e CLV3) atuam no
controle do nimero de células no MAC, restringindo o seu acimulo, funcionam como uma
viade “feedback” negativo das células iniciais meristeméticas (CLARK, 2001).

No meristema, existe um controle mediado pelos produtos dos genes acima citados,
garantindo o equilibrio no nimero de células e a sua manutencéo. Para tal fungdo, os genes
CLV atuam em conjunto com os fatores promotores de diviséo, codificados pelo gene WUS.
O RNAmM do gene CLV3 é enviado via plasmodesmos nas camadas constituintes da zona
central L1 e L2 onde € codificada a proteina que se direciona para a camada L3 e que atua
como ligante para o complexo de sinalizacdo formados pelo produto dos genes CLV1 e
CLV2. O RNAm do gene WUS é transcrito na camada L3 e codifica um fator de transcricéo
gue regula positivamente a expressdo de CLV 3, esse, por sua vez, reprime a expressdo de
WUS, reduzindo a ativagdo de CLV3. Esse € 0 mecanismo de regulacdo do meristema,
fundamental para a manutencdo do numero constante de células iniciais (CARLES &
FLETCHER, 2003). A expressdo de STM é necesséria, em adicdo com WUS, para manter o
nivel de expressdo de CLV 3 no meristema. Assim, a iniciacdo de 6rgédos na zona periférica do
meristema é marcada pela expressdo reduzida dos genes KNOX e pela ativacdo de genes que

antagonizam a funcéo do meristema (CASTELLANO & SABLOWSKI, 2005).
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Outros genes foram identificados em A. thaliana envolvidos no desenvolvimento e
manutencdo do MAC, dentre eles, CUC1 (CUP SHAPED COTYLEDON 1) e CUC2,
expressos no estagio globular de formagdo do embrido entre dois primordios de cotilédones,
sugerindo serem genes essenciais para a formagéo do MAC no embri&o e na separacéo dos
cotilédones. Para a producdo de 6rgdos, como primordios foliares na periferia do MAC, a
organogénese envolve a mudanga do estado determinado a divisdo celular para o diferenciado
(folhas). Nesse caso, atua 0 gene ASYMMETRIC LEAVESL (AS1), sendo que AS1 e AS2
controlam negativamente a expressdo de KNOX e sdo regulados negativamente pelo gene
STM (DOERNER, 2003).

Dessa forma, diante do conhecimento que se tem até 0 momento a respeito de
importantes componentes sinalizadores nas plantas, torna-se interessante aprofundar a atuagéo
de alguns deles em um importante e decisivo passo ha morfogénese, a divisdo celular. Até o
momento, sabe-se que 0s hormdnios, os aglicares e nitrogénio sdo participantes do controle da

expressao de elementos-chave do ciclo celular.
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II. Objetivo

O presente trabalho teve como objetivo analisar as variagdes nos teores enddgenos de
alguns horménios, aglcares e aminoacidos, 0s quais estariam, possivelmente, correlacionados
com a retomada do ciclo celular nas células em primérdios de gemas axilares de Ananas
comosus (L.) Merr. Para tanto, foram utilizados segmentos nodais contendo o primordio
gemifero que foram cultivados in vitro por um periodo maximo de 24 horas, ap0s a perda da
dominancia apical. Analisaram-se 0s teores enddgenos das citocininas Z (cis e trans), ZR (cis
e trans), iP, iPR, iPRMP, iP9G, DHZ, DHZR, DHZRMP e DHZ9G, da auxina AlA e do
ABA. Foram dosados também os aclicares solUveis: frutose, glicose e sacarose, aém dos
amino&cidos livres. alanina, arginina, asparagina, aspartato, fenilalanina, GABA, glicina,
glutamato, glutamina, histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, prolina, serina,
treoning, triptofano e valina. Como parametro de confirmagéo da retomada do ciclo celular
por células contidas nos primérdios, foram analisados os padrfes de expresséo de dois genes:
uma ciclina do tipo-D (CycD2;1) e uma histona (H2A). Além disso, [H]timidina foi
fornecida aos segmentos nodais visando determinar a fase de replicagcdo do material genético

(fase S).
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I11. Material e M étodos
I11.1 Obtencdo do material botéanico

Para as andlises realizadas foram utilizadas plantas de Ananas comosus (L.) Merr., var.
Smooth Cayenne, cultivadas in vitro, provenientes de material clonado existente no

Laboratério de Fisiologia Vegetal do Instituto de Biociéncias/ USP.

[11.1.1 Estabelecimento do cultivo in vitro

As plantas foram multiplicadas in vitro a partir da formacdo de gemas adventicias ou
pelainducdo do desenvolvimento de primérdios de gemas axilares em meio de cultura liquido
denominado de meio de multiplicaco. Este foi constituido por acido a-naftaleno acético
(ANA) e 6-benzil-aminopurina (BAP), pelos macronutrientes e micronutrientes minerais de
MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS), além de tiamina, piridoxina, &cido nicotinico, glicina,
mioinositol e sacarose (anexo 1). As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas de
luz, irradiancia de 40 mmoles ms™ e em temperaturade 25 + 2 °C.

Apo6s 7 meses de cultura em meio de multiplicagdo, as plantas formadas foram
isoladas da planta-mée (figura 1A) sendo suas folhas cortadas uniformizando os eixos
caulinares em cercade 1 cm de altura (figura 1B). Em seguida, esses eixos foram transferidos
para o meio MS geleificado com a adicéo de 7 g.L™ de &gar, sem reguladores de crescimento
e mantidos na auséncia de luz durante 2 meses para a obtencdo de plantas estioladas (1°
estiolamento) (figura 1C). Dessas plantas foram isolados 0os segmentos nodais (figura 1D),
que foram cultivados por 4 meses em meio MS geleificado com a adicdo de 7 g/L de agar,
sem reguladores de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas de luz, irradiancia de 40 mmoles
m?s' e em temperatura de 25 + 2 °C, visando & obtencéo de plantas homogéneas (figura 1E).

ApOs esse periodo, as plantas foram transferidas para 0 meio de multiplicacdo, no qual foram
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mantidas por 20 dias, sob fotoperiodo de 16 horas de Iuz, irradiancia de 40 mmoles m?s™* e em
temperatura de 25 + 2 °C. Em seguida, as plantas tiveram suas folhas cortadas uniformizando
0s eixos caulinares em cerca de 1 cm de altura (figura 1F) e foram mantidas na auséncia de
luz novamente por mais 2 meses para a obtencdo de novas plantas estioladas (2° estiolamento)
(figura 1G), conforme procedimento citado acima para o 1° estiolamento. A partir dessas

plantas estioladas, foram isolados os explantes utilizados para as andlises (figura 1H).

apice~_
1° fitdmero—

2° fitbmero—
3’ fitbmero—

Figura 1: Sequéncia de estabelecimento do cultivo in vitro das plantas. A. Planta cultivada
por 7 meses; B. Eixo caulinar com cerca de 1 cm; C. Planta estiolada por 2 meses (1°
estiolamento); D. Segmentos nodais isolados; E. Planta cultivada por 4 meses; F. Eixo
caulinar com cerca de 1 cm de altura; G. Planta estiolada por 2 meses (2 estiolamento); H.
Explantes, a — segmento nodal com o &pice (controle - C); b — segmento nodal decapitado

(SND).
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[11.1.2 Obtencéo dos explantes

Para a definicdo dos explantes adotou-se 0 conceito de RAVEN et al. (2001), que
definiram fitbmero como uma unidade repetitiva constituida por um né, a(s) folha(s)
localizada(s) nesse no, o entrend abaixo e o primérdio de gema axilar contida na base do

entrend (figura 2).
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Figura 2: Representacdo esquemética de um épice caulinar indicando a presenca de quatro

fitdmeros (unidade repetitiva do vegetal) (modificado de RAVEN et al., 2001).

De acordo com esse modelo, a porcdo anterior a0 1° nd corresponde a gema apical
(&pice) com o meristema apical e os primordios foliares. O 1° fitbmero corresponde ao
segmento caulinar que contém o 1° né com sua folha, o entrend abaixo e o respectivo
primérdio de gema. Os demais fitdmeros (2°, 3°, 4° etc.) sfo determinados de modo

equivalente (figura 2).
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Com base no modelo citado acima, obtiveram-se dois tipos de explantes que foram
isolados a partir das plantas provenientes do segundo estiolamento: o segmento nodal com
apice (C - controle) (figura 1H-a) e o segmento nodal sem &pice (SND — segmento nodal
decapitado) (figura 1H-b). Mais especificamente, os explantes C corresponderam ao segmento
caulinar que se estendeu do &pice (gema apical) até a metade superior do 3 fitdmero, ou seja,
0 segmento contendo o pice e os dois primérdios de gemas axilares logo abaixo deste (figura
3). Os explantes SND corresponderam ao segmento caulinar compreendido entre a metade
basal do 2° fitbmero até a metade superior do 3° fitbmero, ou segja, corresponderam apenas ao

segundo primérdio de gema axilar, sentido apice-base (figura 3).

gema |
apical .
7N j 1°né E
© i o= :
i L expl. C
2° 9‘ Eexpl. |
fit " __E SND E
3° fit. it o

Figura 3: Esquema indicando as porc¢des caulinares correspondentes aos explantes - controle
(C) e aos explantes SND. Os explantes C corresponderam a0 segmento caulinar que se
estendeu do apice até a metade superior do 3° fitdmero e os explantes SND corresponderam
a0 segmento caulinar compreendido entre a metade basal do 2° fitbmero até a metade superior

do 3° fitbmero.
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Ambos os explantes foram cultivados durante 24 horas em meio MS geleificado com
adicdo de 7 g.L™ de &gar, sem reguladores de crescimento. O cultivo foi estabelecido sob
fotoperiodo de 16 horas de luz, irradiancia de radiacéo de 40 nmoles m?s™ e em temperatura

de25+2°C.

111.1.3 Coleta dos explantes

A coleta dos explantes C e SND foi realizada nas primeiras 24 horas de cultivo in
vitro, realizando-se coletas a cada hora nas primeiras 4 horas, e em seguida a cada 4 horas.
Com relagéo aos explantes C, foram eliminados no momento da coleta o dpice (gema apical),
o 1° fitbmero e a porcdo apical do 2° fitbmero, isolando-se apenas para andlise a regido
correspondente ao explante SND indicado na figura 3. Os explantes SND foram coletados
diretamente.

| mediatamente ap0s o isolamento dos explantes, avaliou-se a massa fresca (MF) e, em

seguida, foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a— 70 °C.
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[11.2 Anélise hor monal

Para a andlise hormonal foram utilizadas diferentes metodologias de separacéo dos

hormdnios, bem como de dosagem. A figura 4 indica as diferentes metodologias utilizadas

para cada classe hormonal estudada.

SEPARACAO DOSAGEM
LC/IMSMS —>  Citocininas > LC/IMSMS
8tipos+ iP, iIPR, ZeZR
Citocininas > ELISA
4tipos. iP, IPR, Z e ZR
/ ELISA
AlA
HPLC ———»
T  GC-MSSIM
ABA > ELISA

Figura 4: Métodos de separacéo e dosagem utilizados nas andlises hormonais.
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[11.2.1 Andlise de citocininas (LC/MS-MS)
(citocininas cisZ, transZ, cisZR, transZR, iP, iPR, iPRMP, iP9G, DHZ, DHZR,

DHZRMP, DHZ9G)

Foi realizada uma andlise de 12 tipos de citocininas por LC/IMS-MS (cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas) (figura 4). Essa andlise foi realizada no
Departamento de Biologia da Universiteit Anterwerpen (Bélgica), sob a supervisdo da Dra.
Els Prinsen. A metodologia utilizada para a analise das citocininas foi baseada no trabalho de

PRINSEN et al. (1998).

111.2.1.1 Preparo da Sephadex

Anteriormente ao inicio das extragdes foram realizados alguns procedimentos
referentes a0 preparo de colunas Sephadex, utilizadas para a purificagdo das citocininas
analisadas, como descrito a seguir.

Em um funil preso a um suporte, adicionaram-se cerca de 20 g de DEAE-Sephadex A-
25 (Amersham Bioscienceso) e cercade 1 L de &gua destilada. Apds o gotgjamento em um
frasco de vidro foram realizadas 3 lavagens com agua destilada e, em seguida, adicionaram-se
mais 20 g de DEAE-Sephadex A-25. A solucdo foi mantida em repouso por 12 horas a4 °C.
Ap0Gs o repouso adicionou-se cercade 1 L de ambnio-hidrogénio-carbonato a2 M mantendo a
solugdo a temperatura de 37 °C. Posteriormente, foram adicionados cerca de 2 L de &gua
destilada ou até que o pH atingisse o valor 7.0.

Em seguida, foram preparadas as colunas Sephadex em seringas de 10 mL. Essas
foram preenchidas com a solucéo preparada anteriormente e acopladas em uma outra seringa

de 50 mL, conforme esquematizado na figura 5.



— seringade 50
mL

—— ] —> seringade 10 mL com DEAE -
Sephadex

Figura 5. Esguema ilustrando a montagem realizada com a coluna Sephadex para a

purificagéo de citocininas.

[11.2.1.2 Extracao

As amostras (em duplicatas) com cerca de 400 mg matéria fresca foram maceradas em
nitrogénio liquido, seguindo-se de uma primeira extragdo em 1.5 mL de solugéo de Bieleski
(BIELESKI, 1964) composta por 25 % de cloroférmio, 60 % de metanol, 5 % de &cido formico
e 10 % é&gua destilada. Nesse momento, foram adicionados 10 pmoles de cada um dos 10
padrdes internos de citocininas marcadas radioativamente (Olcheml mo, Republica Tcheca):
dihidrozeatina [*Hs]DHZ, dihidrozeatina-N9-ribosidica [*Hs][9R]DHZ, dihidrozeatina-N9-
glicosidica [?Hs][9G]DHZ zeatina [*Hs]Z, zeatina ribosidica [*Hs][9R]Z, isopenteniladenina
[?He]iP, isopenteniladenosina [*Hg][9R]iP, isopenteniladenina glicosidica [*He][9G]iP,
dihidrozeatina ribosidica monofosfato  [*Hs][9R-MP]DHZ e isopenteniladenosina
monofosfato [*Hs] [9R-MPY]iP.

As amostras foram agitadas, submetidas ao ultra-som, agitadas novamente e mantidas

por 12 horas a temperatura de — 20 °C.
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ApOs esse periodo, uma segunda extracdo foi realizada, adicionando-se 1 ml de
metanol 80 %. As amostras foram agitadas, submetidas ao ultra-som, agitadas novamente e
mantidas por 1 hora a temperatura de 4 °C. Seguindo-se a dupla extracdo, realizou-se uma
centrifugacdo por 15 min, a 16 mil rpm a 4 °C. Pogteriormente, o conteido das amostras foi
transferido para bales de vidro, mantidos no gelo, adicionaram-se 10 mL de &gua destilada

em cada amostra, sendo o pH gustado para 7.0.

[11.2.1.3 Purificacéo

Foram adicionados 10 mL de &gua destilada na seqiiéncia de colunas previamente
preparadas (figura 5), e apds 0 gotejamento as respectivas colunas DEAE - Shepadex foram
acopladas a uma coluna C18 Bond-elut de 500 mg (Varian Inc., USA), previamente ativada

com etanol e &gua destilada (figura 6).

)| —> DEAE- Sephadex
—

— Ci

Figura 6: Esquema ilustrando a montagem realizada com as colunas DEAE - Sephadex e Cis,

para a purificagéo de citocininas.
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A figura 7 representa de modo esgquemético e resumido as etapas descritas a seguir.

As amostras foram dispensadas na sequiéncia de colunas preparadas (figura 6) e o
volume foi completado com &gua destilada para 30 mL. Apds o gotejamento, foram
adicionados mais 20 mL de &gua destilada, mantidos também em gotejamento. O objetivo
dessa metodologia foi para que as citocininas ligadas a fosfato ficassem aderidas na coluna
DEAE-Sephadex (iPRMP e DHZRMP) e as citocininas livres (cisZ, transZ, cisZR, transZR,

iP, iPR, iIP9G, DHZ, DHZR, DHZ9G), ficassem aderidas na coluna Cis.

Citocininas ligadas a fosfato (iPRMP, DHZRMP)

O conteido da coluna DEAE-Sephadex foi eluido com 10 mL de solu¢&o de amonio-
hidrogénio-carbonato 2 M (mantida previamente a 37 °C para dissolugdo) e aplicou-se o
volume resultante em uma seringa de 50 mL acoplada em uma outra coluna Cyg ativada
previamente com etanol e &gua destilada. Foram adicionados 40 mL de &gua destilada para,
em seguida, proceder-se a0 gotejamento da coluna.

Posteriormente, o conteido da Cig foi eluido com 8 mL de metanol 80 % em um
frasco de vidro, procedendo-se, em seguida, & secagem total em rota-evaporador. Apds esse
procedimento, as amostras foram adicionadas de 2 mL de tamp&o TRIS 0.01M pH 9.6 e 10
nmL de fosfatase alcalina (Roche Diagnosticso, Mannheim, Germany) (1:100 (v:v), fosfatase
alcalina: tampdo TRIS 0.01 M pH 9.6), sendo assim o frasco mantido em temperatura a 37 °C
durante 45 min.

ApOs essa etapa, foram adicionados 3 mL de tamp&o PBS com o pH ajustado para 7.0.
O conteldo foi dispensado em colunas de afinidade de anticorpos (OlCheml MO, Republica
Tcheca, “isoprenoids cytokinin columns’) mantidas previamente com tamp&o PBS, a- 20°C.

Em seguida, foram adicionados as colunas de afinidade 5 mL de agua ultra-pura. Apds o
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gotegjamento, o contelido das colunas foi eluido em 3 mL de metanol 100 % em tubos de
ensaio previamente silanizados*, procedendo-se a secagem imediata em nitrogénio gasoso
(Pierce Reacti-Vap Evaporator / Pierce, Rockford, IL). As amostras foram mantidas a— 20 °C

até serem submetidas a dosagem em LC/MS-MS.

Citocininaslivres (cisZ, transZ, cisZR, transZR, iP, iPR, iP9G, DHZ, DHZR, DHZ9G)

O contetdo da coluna Cys foi eluido com 8 mL de metanol 80 % em um frasco de
vidro, sendo essa fragdo submetida a secagem em rota-evaporador para a eliminacdo da
porcdo de metanol presente. Em seguida, foram adicionados 3 mL de tampdo PBS,
procedendo-se a agitacdo em ultra-som por 10 seg. O pH das amostras foi gjustado em 7.0.

As amostras foram dispensadas em colunas de afinidade de anticorpos (OlCheml M©,
Republica Tcheca) mantidas previamente em tampdo PBS, a — 20 °C. Em seguida, foram
adicionados as colunas de afinidade 5 mL de agua ultra-pura. ApGs o gotegjamento, o contelido
das colunas foi eluido em 3 mL de metanol 100 % em tubos de ensaio previamente
silanizados*, procedendo-se & secagem imediata em nitrogénio gasoso (Pierce Reacti-Vap
Evaporator / Pierce, Rockford, IL). As amostras foram mantidas a — 20 °C até serem

submetidas a dosagem em LC/MS-MS.

* Silanizag&o: os tubos de ensaio foram lavados com hexano, em seguida mantidos por 5 min
em solugdo 5 % de dimethyldiclorosilane, seguindo-se nova lavagem com hexano. Os tubos
foram secos a 120 °C por 2 horas para polimerizacéo e entdo lavados com &gua destilada por 3

vezes (NETTING & LIDGARD, 1999).
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amostra macerada + ¢

padrdes radioativos ﬂ

de citocininas . .
¢ 1° extragdo

¢ 2% extragio
centrifugacéo
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seringa 50 mL
_ Cits.- P T DEAE
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hidrogénio I;l DEAE v
carbonato C 5" metanol 80 %
2M ¢ 18 |;|
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enima \‘6 [ preparop/ LCIMS-MS
¢ 37°C, 45 min
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pH 7
coluna de »— Mmetanol 100 %
afinidade de
anticorpos

¢ secagem
D preparo p/ LC/MS-MS

Figura 7: Representacdo esquemética das etapas de extragdo e purificagdo das citocininas

analisadas, posteriormente, por LC/MS-MS.
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111.2.1.4 Dosagem

As amostras foram ressuspensas em 100 nL de metanol 100 % e transferidas para
frascos de vidro proprios sendo, em seguida, secas em nitrogénio gasoso (Pierce Reacti-Vap
Evaporator / Pierce, Rockford, IL). Logo em seguida, foram adicionados 15 nL. de metanol 20
%, procedendo-se a agitagdo em ultra-som, adicdo de 45 L de &gua ultra-pura, nova agitacao
em ultra-som e por ultimo, uma centrifugac&o de 2 min a8 mil rpm.

Foram injetados 30 nL de cada amostra em um equipamento LC/MS-MS - ES, um
HPLC (cromatografia liquida de alta precisdo) acoplado a um Quatro || Mass Spectrometer
MS-MS (duplo espectrometro de massas) (Micromasso, UK) com uma interface ES
“ElectroSpray” (Micromaso, UK). O equipamento estava com um injetor Kontron 465 e um
“loop” de25m_.

Para a separacdo dos compostos citocininicos utilizou-se uma coluna de fase reversa
Synergy 4 m MAX-RP 80 A, 100 x 1 mm Phenomenex®. Os eluentes utilizados foram
metanol e acetato de aménio 0.01 M pH 7.0 (20:80, v:v), com fluxo de 60 nL.min™.
Estabeleceu-se uma sequiéncia de gradiente dos eluentes em 20 % de metanol por 1 min, 90 %
de metanol em 2 min mantendo-se assim por 6.5 min numa fase linear, seguido-se uma
reducdo para metanol 20 % em 10 seg, mantida por 12 min. As condi¢des da corrida foram
estabelecidas a uma temperatura da fonte em 80 °C, voltagem do capilar +3.5 kV, voltagem
do cone 20 V, energia de colisiio 20 eV com gés argonio a pressdo de 4.10° mbar. O
equipamento foi acoplado com as bombas Kontron 325 pump (Kontron Inarumentso, Italy).

Foram monitorados ions com uma razéo massa/carga (m/z) entre 220 e 136 (Z cis e
trans); 222 e 136 (DHZ) e entre 225 e 136 (e 137) (d-Z e d-DHZ), 352 e 220 (ZR cis e trans),

354 e 222 (DHZR), 357 e 225 (d-ZR e d-DHZR), 382 e 220 (Z9G), 384 e 222 (DHZ9G), 387
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e 225 (d-DHZ9G), 204 e 136 (iP), 210 e 137 (d-iP), 336 e 204 (iPR), 342 e 210 (d-iPR), 366 e
204 (iP9G), 372 e 210 (d-iP9G).
Os dados obtidos em cromatogramas foram processados utilizando-se o programa

Masslynx (VG Micromass).

I11.2.2 Andlise de citocininas (iP, iPR, Z e ZR), AIA e ABA (HPLC - ELISA)

Andlisede AIA (HPLC - GC-MS-SIM)

Foi realizada uma separacéo por HPLC de 4 tipos de citocininas (iP, iPR, Z e ZR),
AlA e ABA, seguida da dosagem em ELISA (ensaio imunoenzimatico) (figura 4). A
metodologia utilizada seguiu 0 méodo proposto por SOTTA et al. (1987), adaptado as
condi¢bes do Laboratério de Fisiologia Vegetal, do Instituto de BiociénciasUSP, conforme
descrito em PERES et al. (1997).

Com relagdo ao AlA, apds a separacdo em HPLC (juntamente com os hormonios
citados acima), também foi realizada a dosagem em GC-MS-SIM (cromatografia a gés
seguida de cromatografia de massas e monitoramento seletivo de ions) para efeito de

comparagdo e validacdo do método ELISA (figura4).

111.2.2.1 Obteng&o e fracionamento dos extratos

Amostras com cerca de 700 mg de MF foram maceradas em nitrogénio liquido, e logo
em seguida homogeneizadas com 4 mL de metanol 80 % adicionado de 0.18 mM de butil-
hidroxi-tolueno (BHT) gelado. Os extratos foram colocados em frascos de vidro envoltos por
papel aluminio. Com a finalidade de determinar a taxa de rendimento do processo de extracéo

e das etapas seguintes de purificagdo e fracionamento do extrato metandlico, foram
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adicionados a cada amostra 100 nL de [*H]ABA (2.5 nCi de cis, trans (+)[°H]ABA,
Amersham®) e 100 L de [*H]Z (0.5 nCi [*H]Z, I sotope Laboratory®).

Com relagdo ao AlA, durante a extracgo foram adicionados 550 ng de [?Cs] AIA como
padrdo interno para a dosagem por GC-MS-SIM (cromatografia a gas seguida de
cromatografia de massas e monitoramento seletivo de ions). Para arealizaggo de dosagem por
ELISA (apenas para as amostras referentes aos tempos de coleta 1 hora, 2, 3 e 4 horas, de
ambos os explantes) foram adicionados no momento da extracdo 100 nL. de [*H]AIA (0.5 nCi
de [*H]AIA, Amersham®).

Os extratos foram mantidos sob agitacdo constante a temperatura de 4 °C durante 60
horas. Em seguida, os extratos foram filtrados em membranas de acetato de celulose
(M iIIiporeO) de 0.45 mm e 0.22 mm de porosidade, passando em seguida, por uma coluna Sep-
Pak C-18 (Waterso), todas previamente ativadas com metanol 80 % adicionado por BHT.

Apos a filtragdo, os extratos foram secos a vacuo e os residuos ressupensos em 250 i
de &gua &cida em pH 3.0 (&gua ultra pura adicionada por 0.2 % de écido férmico).

Foram injetados 200 L das amostras, seguindo-se a separacdo durante um periodo de
70 min em um HPLC acoplado a um detector UV (270 nm). Utilizou-se uma coluna de fase
reversa C-18 (Waterso, Prep Nova-Pak HR / 60 A, 6 nm, 7.8 x 300 mm). Os solventes
utilizados foram metanol 80 % adicionado de TEA (&cido trietilamina) e agua acidificada com
&cido férmico, pH 3.0. Estabeleceu-se um fluxo de 3 mL.min?, em um gradiente dos
solventes metanol e &gua acidificada, de 5 % de metanol (0-15 min), 30 % de metanol (16-50
min), 45 % de metanol (51-80 min). Em todos os casos, a &gua acidificada foi adicionada ao
metanol para completar 100 %. As fragOes foram coletadas em intervalos de 30 seg e depois

secas a vacuo em liofizador (Speed Vac Heto®, CT 100).
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ApOs a separacdo dos hormoénios dos extratos vegetais em HPLC, procedeu-se ao
preparo das amostras para o ELISA. Paratanto, retirou-se uma aliquota de 100 L das frages
correspondentes aos hormonios Al A (apenas das amostras destinadas a dosagem por ELISA),
Z e ABA, adicionando-se a elas 2 mL de liquido de cintilagdo (Packardo, Ultima Gold MV)
visando a contagem radioativa por um cintilémetro (Packardo, TRI CARB 2100 TR). Em
seguida, essas fragbes foram secas em liofilizador (Speed Vac Hetoo, CT 100), ressuspensas
em 300 nL de metanol 100 % e metiladas com 500 L de diazometano durante 30 min em um
micro-tubo eppendorfo fechado, visando otimizar a interagdo com os anticorpos utilizados na
fase seguinte de dosagem hormonal. Posteriormente, essas fraces foram secas em nitrogénio
gasoso e ressuspensas em 300 nl. de agua adicionada por azida sodica (NaNz) a 2,53 mM, um
agente bactericida, para posterior dosagem em ELISA.

Com relagdo as fragbes correspondentes aos hormdnios iP, iPR e ZR, essas foram
igualmente secas, sendo, em seguida, ressuspensas em 400 L de &gua adicionada por NaN3 a
2,53 mM para posterior dosagem em ELISA.

O rendimento da extragéo de Z, AIA e ABA foi calculado a partir da contagem
radioativa de suas respectivas fracbes, comparando-se com as contagens radioativas dos
padrdes radioativos. Para o rendimento de ZR teve-se como base o rendimento do Z, sendo

gue paraiP e iPR, considerou-se o rendimento do ABA.
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111.2.2.2 Dosagem
I11.2.2.2a Dosagem de citocininas (iP, iPR, Z e ZR), AIA e ABA (ELISA)

Esta dosagem foi realizada utilizando-se como método o imunoensaio ELISA, em
placas de poliestireno de imunotitulacéo (Nunco, Maxisorb). O ensaio consiste de trés etapas
principais. fixagdo, competicdo e revelacdo, descritas em maior detalhe em MERCIER (1993).

Na primeira das etapas (fixagdo), os horménios ligados a ovoalbumina (OVA) (AgF,
antigeno fixado), AIA-OVA, ABA-OVA, ZR-OVA e iPR-OVA, foram fixados a placa,
permanecendo em incubagdo no escuro a4 °C por 12 horas. Ap0Os lavagem da placa em uma
lavadora de Placas ELISA (Laby Systemo) por 5 vezes com “Tween 20" a 0.05 %, adicionou-
se 0 antigeno livre (AgL), isto é a solugdo hormonal padr8o. Essa congtituiu-se de 10
diluicdes conhecidas de cada horménio (0O fmoles a 100 pmoles), possibilitando, assim, a
construcdo de uma curva-padréo. Posteriormente, adicionaram-se 50 nlL das fragOes
correspondentes a0 iP, iPR, Z, ZR, AIA e ABA (item I11.2.2.1) nas placas correspondentes
para cada hormonio.

Numa fase seguinte, iniciou-se a competicdo a0 se depositar 0 anticorpo
correspondente a cada horménio, ou seja, 0 anticorpo primario (AC1), incubando-se a placa
no escuro a4 °C por 2 horas. Nessa fase, 0 AC1 reagiu com o AgF e com o AgL. Apds nova
lavagem da placa com “Tween 20" a 0.05 % para a eliminagdo dos complexos ACT/AgL e
AC1/AgF, depositou-se um segundo anticorpo (AC2), ligado a peroxidase, cuja incubacéo da
placa ocorreu a 40 °C por 1 hora.

Na etapa de revelacdo, apds nova lavagem da placa com “Tween 20" a 0.05 %,
depositou-se 0 substrato da enzima peroxidase, 0 ABTS (2,2’ -azino-bis(3-etilbenziltiazolina-
6-&cido sulfénico), incubando-se a placaa 40 °C por 45 min. Nessa etapa, a solugdo se coloriu

em funcdo da transformacdo do ABTS pela peroxidase. Ap0s esse periodo, foi feita a leitura



da D.O.(densidade Optica) num leitor apropriado para placas de imunotitulagdo (Thermo
Labyaemso Multiskan EX) com um filtro de 405 nm.

Nas placas, foram realizadas 4 repeticOes para cada amostra calculando-se o desvio
padrdo. Os célculos foram feitos de acordo com uma curva de calibracdo, utilizando uma
regressdo polinomial de 4* ordem obtida a partir de quatro curvas-padrdo experimentais.
Levou-se em conta os valores de D.O. obtidos para cada amostra comparando-0s com aqueles
da curva-padrdo. O rendimento da extragéo, a massa fresca inicial das amostras e o fator de
diluicdo dos extratos também foram levados em consideragdo. Teve-se como referéncia os
valores de média da curva-padrdo dos horménios para a determinacdo das concentragdes

hormonais endégenas presentes nos explantes.

111.2.2.2b Dosagem de AlA (GC-M S-SIM)

Essa andlise foi realizada sob a supervisdo do Prof. Dr. Eduardo Purgatto, no
Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (USP), seguindo a metodologia descrita por CHEN et al. (1988) e adaptada por
PURGATTO (2001).

As fragdes correspondentes ao AlA separadas por HPLC (item I11.2.2.1) foram secas
em liofilizador (Speed Vac Hetoo, CT 100) e em seguida ressuspensas em 300 ni de metanol
100 % e metiladas com 500 nL de diazometano durante 30 min em um micro-tubo
eppendorfo fechado e, em seguida, secas em nitrogénio gasoso. Os extratos metilados foram
ressuspensos em 50 ni de acetato de etila para entédo serem analisadas em um GC-MS-SIM,
um cromatografo a gés (GC) (Hewlett-PakardO 6890), conectado a um espectdmetro de
massas (MS) (modelo 5973) seguido por um monitoramento seletivo de ions (SIM). Foi

utilizada uma coluna de separagdo HP-1701 (30 m, D.I. 0.25 mm, 0.5 nm de espessura do
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filtro interno), sendo hélio o gés condutor num fluxo de 4 mL.min™. O volume injetado de
cada amostra foi de 5 .. Foram monitorados os ions com uma razdo massa/carga (m/z) entre
130 e 136 (AlA enddgeno) e entre 136 e 195 (padrdo interno). A concentracdo enddgena de
Al A foi obtida comparando-se as &reas dos picos do cromatograma extraidos em m/z de 130-

136 e 136-195.

I11. 3 Andlise de acUcares solUveis
Essa andlise foi realizada no Instituto de Botanica (IBt/SP), sob a supervisdo do Prof.

Dr. Marcos S. Buckeridge (I1B/USP).

I11.3.1 Extracdo, dosagem e qualificacdo dos car boidratos endégenos

Amostras com cerca de 300 mg de MF foram homogeneizadas em etanol 80 % gelado,
utilizando-se um triturador/homogeneizador (Kinematica Polytron® PT 10-35), e submetidas
em seguida a uma extragdo tripla por fervura em etanol 80 % durante 5 min cada uma. O
sobrenadante resultante foi coletado e o precipitado submetido a duas novas extragoes,
segundo 0 método de MCCREADY et al. (1950). Os extratos foram centrifugados a 10 mil g,
durante 10 min a 4 °C e filtrados em microfibra de vidro Whatman? . Da combinac&o dos trés
extratos alcodlicos obteve-se 0 sobrenadante, correspondente a fragdo de aglicares solUveis,
cujo volume final foi gjustado com etanol 80 %.

Utilizando-se 0 sobrenadante, foi realizada uma quantificacdo de aglcares totais
através de dosagem colorimétrica com o método fenol-sulfurico (DuBols et al., 1956) para o
célculo de possiveis perdas ocorridas durante as etapas descritas acima. Todas as dosagens

foram realizadas simultaneamente, em triplicata, e os resultados expressos em média dos
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valores obtidos, em equivalentes de glicose. O residuo foi guardado em freezer — 20 °C para
posterior extracéo e dosagem do amido (ver itemI11.4).

ApoGs essa quantificacdo, os extratos foram concentrados em rota-evaporador aé a
secura, em temperatura ndo superior a 40 °C, evitando-se assim a caramelizagdo dos aglicares.
Na sequéncia, as amostras foram ressuspensas em 2 mL de agua destilada. Posteriormente,
procedeu-se a eliminacdo de cations e anions contidos nas amostras, cujas presencas
implicariam em interferéncias deletérias a deteccdo dos agUcares sollveis. Esse procedimento
foi realizado em colunas de troca i6nica de resina catidnica Dowex® 50 x 8-200 na forma de
NA* e resina anidnica Dowex® 1 x 8-200 na forma de Cl". Os aclicares neutros foram
filtrados em filtros Millex HV® de 0.45 nm. Foram ent& eluidos em 10 volumes de 4gua
destilada (PoLLock & JONES, 1979) e liofilizados aé a secura, sendo posteriormente
ressuspensos em 1 mL de &gua deionizada. As amostras assim concentradas foram novamente
quantificadas pelo méodo fenol-sulfirico e aliquotas de 5 nl analisadas através de uma
coluna de troca aniénica CarboPak® PA-1 de 4 x 250 mm (Dionex Corporation®), em um
sistema de cromatografia liquida de alta resolucéo de troca aniénica (HPAEC), acoplado aum
detector de pulsos amperométricos (PAD/Dionex?). Foi utilizado um gradiente de hidréxido
de sodio (NaOH) a200 mM e &gua durante 20 min.

As respostas do detector obtidas na andlise das amostras foram comparadas com
padrdes de glicose, frutose e sacarose nas concentragdes de 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mM.
Uma curva padrdo foi assim estabelecida para cada aglcar no célculo do conteido de
carboidratos nas amostras. O método para a qualificagdo e quantificagdo da glicose, frutose e

sacarose foi baseado no trabalho de STANCATO et al. (2001).
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I11.4 Anélise de amido

Para as andlises de amido, seguiu-se metodologia proposta por AMARAL (2005).
Foram utilizados cerca de 40 mg do extrato de cada explante obtido no item I11.3.1. A seguir,
foram adicionados 500 L (120 U.mL™) de a-amilase termoestavel do Bacillus licheniformis
(M egazymeo) diluidos em tamp& MOPS 10 mM pH 6.5. As amostras foram incubadas a 75
°C por 30 min. Esse procedimento foi repetido mais uma vez, totalizando 1.0 mL de enzima.
Apos resfriamento até 50 °C, adicionaram-se 500 L de solucdo contendo amiloglucosidase
(AMG) (15 U.mL™) do fungo Aspergillus niger (Megazymeo) em tampédo acetato de sodio
100 mM pH 4.5 e as amostras foram incubadas a 50 °C por 30 min. Este procedimento foi
repetido mais uma vez, totalizando 2.0 mL de enzima. ApOs quatro incubacgdes, foram
acrescentados 100 L de &cido perclorico 0.8 M, objetivando estacionar a reagcdo e precipitar
as proteinas. Apos uma rapida centrifugacdo por 2 min a 12 mil rpm, procedeu-se a dosagem
do amido, utilizando-se aliquotas de 40 ni de extrato, as quais foram adicionadas 260 i das
enzimas glicose oxidase e peroxidase, bem como 0s reagentes 4-aminoantipirina e fenol
(GODPOD - Glicose PAP Liquiform/CenterIabO). Ap6s incubagdo por 30 min a 30 °C, o teor
de glicose foi determinado em um leitor de placas de ELISA (Thermo Labystemso Multiskan
EX), utilizando-se comprimento de onda a490 nm. A curva padréo foi realizada utilizando-se

solucéo de glicose (Sigmao), nas concentragbes de 0, 2.5, 5,10 e 20 ny.
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I11.5 Andlise de aminoacidos livres
111.5.1 Extracdo de aminoécidoslivrestotais
Triplicatas com cerca de 200 mg de MF foram maceradas utilizando-se um
triturador/homogeneizador (Kinematica Polytron® PT10-35) em 6 mL de MCA (metanol:
cloroférmio: &gua, 12:5:3, v/v/v) (HORTA & SODEK, 1997). O padr&o interno nor-leucina
na concentragéo de 500 nmol foi adicionado no momento da homogeneizagao (700 L por
amostra). O extrato resultante ficou sob agitagdo durante 24 horas na camarafriaa4 °C e
apos esse periodo, foi submetido a uma centrifugacdo de 2 mil rpm, durante 6 min a4 °C.
O sobrenadante foi coletado e o precipitado foi novamente ressuspenso em 2 mL de MCA,
sendo submetido a uma nova centrifugacdo por 6 min. Os sobrenadantes foram
combinados e transferidos para um funil de separacéo de 50 mL. Ao funil de separagéo
foram acrescidos 4 mL de cloroférmio e 2 mL de é&gua ultrapurificada. Esse extrato foi
agitado e colocado em repouso até a separacdo total das fases aquosa e cloroférmica (cerca
de 2 a 3 horas). Apés a separacdo, a fase aquosa foi coletada em tubos de ensaio e
concentrada em liofilizador (Speed vac Heto®, CT 110) até a secagem total, sendo, em
seguida ressuspensa em 1 mL de &gua ultrapurificada. Os extratos assim obtidos foram

utilizados nas quantificacdes posteriores dos aminoacidos.

I11.5.2 Quantificagdo de aminoacidoslivrestotais

Para a quantificacdo dos aminoacidos livres em HPLC foi necessario quantificar
previamente os aminoé&cidos totais para se coletar uma quantidade de aminoacidos exata da
amostra a ser derivatizada. Para tanto, utilizou-se 0 método da ninidrina (MOORE & STEIN,

1954) na andlise de amino&cidos totais, tendo a leucina como padréo interno. Em tubos de
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ensaio contendo 50 nl do extrato vegetal obtido, foram adicionados 1,5 mL de tamp&o citrato
0.2 M pH 5.0 em e 1.2 mL do reagente contendo ninidrina. Esse Ultimo foi preparado
misturando-se duas solucdes. 2.5 g de ninidrina dissolvidos em metil celossolve até completar
0 volume de 50 mL e uma outra solucdo contendo 5 mL de KCN 0.01 M, acrescido de metil

celossolve, até completar o volume de 250 mL.

Os tubos de ensaio foram agitados, fechados com papel aluminio e agquecidos em um
termo-banho a 100 °C por 15 min. Em seguida, esses foram resfriados em agua corrente
durante 5 min, para entdo serem adicionados de 3 mL de etanol 60 %. A absorbancia foi
determinada num espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 570 nm.

A curva-padrdo foi obtida a partir de solucdes de diferentes concentragdes de leucina
(0 a0.5 mM). A quantidade de aminoé&cidos livres foi expressa em mM de leucina por g de

massa fresca

I11.5.3 Fracionamento e dosagem dos aminoacidos livres

Apos a quantificago dos aminoécidos totais descrita acima, um volume contendo 0.05
MM de aminoécidos totais de cada amostra foram concentradas em liofilizador (Speed vac
Heto®, CT 110) até a secagem total. Ao residuo foram acrescidos 10 L de uma solucdo
preparada na proporcao de 20 nl. de metanol: 20 m. de acetato de sbdio 1 M : 10 nl. de TEA.
Essa solugdo foi concentrada em liofilizador e apds a secagem total foram adicionados ao
residuo 20 nL de uma solugdo com fenilisotiocianeto preparada na proporcéo de 70 L de
metanol : 10 L de trietilamina : 10 nlL de &gua ultrafiltrada : 10 L de fenilisotiocianeto,
formando o feniltiocarbamil-aminoacido, processo denominado de derivatizagdo (GUITART et

al., 1991; BAKER €t al., 1997).
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O padréo utilizado para a identificacéo e a determinacéo da quantidade relativa dos
aminoécidos foi o S18 (Sigma®), acrescido dos amino&cidos asparaging, triptofano,
glutamina, norleucina, &cido d-aminobutirico (GABA), tauring, citrulina e ornitina. Dessa
solugdo, 5 nmoles foram concentrados em liofilizador (Speed Vac Heto® CT 110) até a

secagem total, sendo derivatizados como j& descrito para as amostras.

As amostras e 0 padréo foram ressuspensos em 100 L do eluente “Pico-Tag sample
diluent” (Waters®) em 710 mg.L™ de fosfato de hidrogénio dissadio, cujo pH foi ajustado em
7.4 com &cido fosforico 10 %. A solugdo resultante foram acrescidos 5 % de acetonitrila e
posteriormente 10 nlL foram injetados para a separagdo dos aminoacidos em um HPLC
acoplado a um detector UV (254 nm). Foi utilizada uma coluna Pico-Tag Waters® (3,9 x 300
mm) a 38 °C em um gradiente formado pela mistura de duas fases méveis. tamp&o acetato
(940 mL de tampédo acetato de sddio + 0.5 mL de trietilamina + 60 mL de acetonitrila) e
acetonitrila : &gua (600 mL de acetonitrila + 400 mL de &gua ultrapurificada) (fase organica).
O fluxo foi fixado em 1 mL.min™ e a temperatura da coluna em 38 °C. Os amino&cidos

derivatizados foram eluidos gradativamente com o aumento da propor¢do da fase organica.

A concentracdo de cada aminoécido nas amostras foi calculada pela comparagdo entre
a area do aminoacido a ser dosado e a érea do padréo de concentragcdo conhecida. O volume

de injecdo no cromatdgrafo de cada amostra e do padréo foi sempre de 10 ni.

A técnica descrita acima detectou 16 aminoacidos nos explantes estudados: aspartato
(Asp), glutamato (Glu), asparagina (Asn), glutamina (GIn), histidina (His), acido d-
aminobutirico (GABA), arginina (Arg), alanina (Ala), prolina (Pro), valina (Val), metionina

(Met), isoleucina (Ile), leucina (Leu), fenilalanina (Phe), triptofano (Trp) elisina (Lys).
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[11.6 Analise molecular
Essa andlise foi redlizada no Laboraério de Melhoramento de Plantas
(CENA/Piracicaba), sob a supervisdo do Prof. Dr. Antonio Figueira e da Dra. Jeanne B. M.

Machado (PRODOC — CAPES).

I11.6.1 Andlise da expressao dos genes CycD2;1 e H2A em RT —gPCR

111.6.1.1 Obtencéo dos oligonucleotideos

Para 0 esudo molecular foram primeiramente desenhados oligonucleotideos
especificos para 0s genes de interesse a partir de sequiéncias de nucleotideos de uma biblioteca
de cDNA de abacaxizeiro, disponivel no “GenBank” localizado no “site”

http://www.nchi.nlm.nih.gov.

Foram obtidas 4 sequéncias de nucleotideos, uma ciclina do tipo-D (CycD2;1 —
accesion number DT336393) e uma histona (H2A — acession number DT339406) destinadas
a0 estudo do processo de divisdo celular e mais duas seqiiéncias utilizadas para genes de
expressao constitutiva (genes de referéncia), ribossomal (Rib 18S — acession number D29786)
e gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, acession number DV 190714).

Utilizou-se um programa especifico para o desenho dos oligonucleotideos - Primer3,

disponivel no “site” http://fokker.wi.mit.edu/primer3/ (ROZEN & SKALETSKY, 2000) e um

programa especifico para verificagdo da estabilidade dos oligonucleotideos, NetPrimer,
disponivel no “site”:

http://www.premier biosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html.

Os oligonucleotideos desenhados estéo listados na tabela 1.
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Tabela 1: Seqiiéncia dos oligonucleotideos utilizados e o tamanho do fragmento amplificado

Gene Oligonucleotideos Tamanho do fragmento

CycD2;1 Senso:
atgcgtgggtctccttgtt 114 pb
anti - senso:

caatcaatggegtctegtet

H2A Senso:
ggcagaggtattggaactgg 169 pb
anti - senso:
aatgaggacttgtggatgty
Rib 18S Senso:
aaacggctaccacatccaag 251 pb

anti-senso:
gacacaacccaaggtccaa
GAPDH Senso:
tgcccctatgtttgttgttg 219 pb

anti -senso:

cgtceacctctceagtectt

Os oligonucleotideos foram diluidos em égua ultrapurificada, sendo o estoque diluido

a 100 pmoles.nL™ e a solucdo de uso, diluidaa 10 pmoles.ni ™.

111.6.1.2 Extracéo de RNA total

A extrac@o do RNA tota foi realizada em duplicatas com cerca de 600 mg de MF de
cada amostra seguindo as especificagdes do fabricante de Trizol (I nvitrogeno). Para o
procedimento de extragdo do RNA, bem como para as etapas que se seguiram, foram tomados
os devidos cuidados a manutencdo da integridade do mesmo. Para tanto, todos os utensilios

utilizados foram previamente traados com agua ultrapurificada adicionada de
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dietilpirocarbonato (DEPC) a 0.01 % e submetidos a esterilizacdo em autoclave por 40 min a
120 °C el atm de pressio.

Cada amostra foi macerada em nitrogénio liquido com a adi¢do de um antioxidante no
momento da maceracéo, o polivinilpirrolidona (PVPP) a5 %. Ao macerado foi adicionado 1
mL de Trizol (Invitrogeno), submetendo-se a agitagdo em vortex por 30 seg. Apés 5 min de
incubac&o a temperatura ambiente, foram adicionados 200 nL de cloroférmio, seguindo-se de
agitagdo em vortex por 30 seg e a uma centrifugagdo por 10 min, a 12 mil rpm e a 4 °C.
Foram coletados 600 nlL do sobrenadante, aos quais foram adicionados 500 nL de
isopropanol. Ap6s uma mistura manual por inversdo, as amostras foram submetidas a uma
precipitagdo a — 20 °C por 2 horas. Seguiu-se uma centrifugaco nas mesmas condigoes,
sendo o0 sobrenadante descartado cuidadosamente e adicionando-se ao precipitado 1 mL de
etanol 75 % gelado preparado com &gua ultrapurificada esterilizada tratada com DEPC a 0.01
%, passando por nova agitacdo e centrifugacéo nas condicOes anteriores. O sobrenadante foi
descartado e as amostras foram mantidas em temperatura ambiente até a secagem tota para,
entdo, serem ressuspensas em 20 L de &gua ultrapurificada esterilizada tratada com DEPC a

0.01 % e mantidas em freezer a- 70°C até o procedimento das etapas seguintes.

111.6.1.3 Quantificacdo do RNA total

A integridade do RNA total extraido foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
a l1l.5 % em tampdo SB 1x (BRoODY & KERN, 2004), aplicando-se uma aliquota de 2 nL. do
RNA total extraido de cada amostra.

Com o objetivo de determinar a concentracdo e pureza do RNA total extraido, uma
outra aliquota de 2 L foi retirada para leitura da densidade dptica em um espectrofotdmetro

(Smarspech 3000, BioRadO) em absorbancia de 260 nm, arazdo de 260/280 nm.
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[11.6.1.4 Tratamento com DNAase

Apo6s a quantificacdo do RNA total extraido, cerca de 2 ng foram submetidos a
tratamento com DNAase | (Fermentas Life Sci enceo). Para tanto, seguiu-se as especificagdes
do fabricante, utilizando-se 1 nl. de DNAase|, 1 L. de RNAase “out” (I nvitrogeno), 1nl de
tampdo da DNAase, para um volume final da reacéo de 10 L. O tubo foi incubado em um
termociclador Perkin-Elmer 9700 nas seguintes condigdes: 37 °C por 30 min, 25 °C por 2 min
(nesse momento foi adicionado 1 L de EDTA), seguindo-se 65 °C por 10 min e 4 °C, paraa

inativagdo da enzima.

111.6.1.5 Sintese de cDNA

Primeiramente, foi realizado um teste com o RNA tratado com DNAase para garantir
que o tratamento com a enzima foi eficiente, ou sgja, que sd houvesse a amplificagdo dos
oligonucleotideos no cDNA e ndo em algum segmento de DNA, resultado de uma possivel
contaminac&o durante a extragdo do RNA total das amostras.

Em seguida, foi realizada a sintese da primeira fita do cDNA utilizando-se cerca de 1
ngy do RNA total tratado seguindo as especificagdes do Kit para sintese de cDNA (Promegao).
Para tanto, foram utilizados 5.5 . do RNA total tratado, 1 nL de “random primer”, 4 mL do
tampdo Impront 11 5X buffer, 2.4 m. de MgCl, 25 mM, 1 L de dNTP “mix” 10 mM, 1 ni de
RNAase “out” (Invitrogeno), 1 nL daenzimalmpront Thermo Script (Promegao) e4.1nlL de
&gua ultrapurificada esterilizada tratada com DEPC a 0.01 %, num volume final da reacdo de
20 .

A reagdo de transcri¢éo reversa foi realizada em um termociclador Perkin-Elmer 9700
nas seguintes condigdes. 65 °C por 5 min, 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min, 70 °C por 15

mine 4 °C.
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Com o objetivo de certificar a especificidade dos fragmentos obtidos a serem
utilizados nas andlises em Real Time-gPCR, foi realizada uma amplificacdo de cada
fragmento em uma reacdo de PCR utilizando um termociclador Perkin-Elmer 9700 visando a
purificagdo e 0 sequenciamento.

O volume total da PCR foi de 50 ni, adicionando-se 2 nL. de cada dNTP a 10 mM
para uma concentracdo final de 200 M, 3 nL de MgCl; a 50 mM para uma concentracéo
final de 3 mM, 1 unidade/nL de Tag DNA polimerase (Platinum), 5 L. de tampéo Tris-HCI a
1mM de, 10 nL de cada oligonucleotideo a 10 pmolesmi™ e 1 mL do cDNA da amostra
referente ao tempo de coleta 24 horas SND. A reacdo de PCR foi estabelecida nas seguintes
condicdes: 40 ciclos de 94 °C por 3 min, 94 °C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72 °C por 30 seg,
seguindo-se de uma extensd por 7 min a 72 °C para os oligonucleotideos Rib 18 S e
CycD2;1. Para os oligonucleotideos H2A e GAPDH utilizou-se a condigéo: 40 ciclos de 94
°C por 3 min, 94 °C por 30 seg, 62°C por 30 seg, 72 °C por 30 seg, seguindo-se de uma

extensdo por 7 mina 72 °C.

111.6.1.6 Sequenciamento dos fragmentos amplificados por PCR

Foram utilizados 45 nl do produto da reacdo de PCR realizada no item anterior para
serem fracionados por eletroforese a 100 volts em gel de agarose 1.5 % em tampdo SB 1x
(BRODY & KERN, 2004). O gel foi corado com brometo de etideo (5 mg.mL™), visualizado por
iluminagdo UV (302 nm) e fotografado em aparelho de fotodocumentacéo.

ApOs a separacdo no gel, as bandas obtidas de cada gene amplificado foram isoladas
com o auxilio de um bisturi esterelizado para posterior purificago.

Para a purificagdo das bandas obtidas seguiu-se as orientagdes do Kit Amersham

Biosciences GFX™ PCR DNA and Gel Band purification Kit.
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Para a verificagdo da integridade dos produtos purificados, os mesmos foram
submetido a eletroforese a 100 volts em gel de agarose 1.5 % em tampdo SB 1x (BRODY &
KERN, 2004). O gel foi corado com brometo de etideo (5 ng.mL™) e visualizado por
iluminagdo UV (302 nm).

Em seguida, procedeu-se a reacdo de sequenciamento, seguindo as especificagcdes do
Kit Dyenamic Terminator — Amersham® ABI — 3100 em um aparelho de sequenciamento
modelo ABI3100 (Apllayed Biosystemo), gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Sui Mui
Tsai (CENA, Piracicaba).

As seguiéncias obtidas (anexo 2) foram analisadas no programa BLAST(n), disponivel

no “site” http://www.ncbi.nlm.nih.gov, para confirmagéo da sequiéncia dos genes de interesse.

111.6.1.7 Andlise em Real — Time gPCR (RT-gPCR)

As andlises de RT-gPCR (PCR quantitativa em tempo real) foram realizadas em um
termociclador centrifugo Rotor Gene 3000, Corbett Research® a partir de diluicdes do cDNA
total derivado da transcricdo reversa das amostras de RNA tratadas com DNAase (item
111.6.1.5). Para os oligonucleotideos CycD2;1 e H2A foi utilizada uma dilui¢cdo do cDNA das
amostras de 1:10 e para Rib 18S e GAPDH foi utilizada uma dilui¢&o de 1:100, sendo que de
cada amostra (em duplicatas de extragdo, ver item I11.6.1.2) foram obtidas triplicatas para as
anélises.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 10 ni,
utilizando-se 2 m. de cDNA nas dilui¢do citadas acima, 1 L de cada oligonucleotideo (senso
e anti-senso) a 10 pmolesrL™, 5 nlL de Platinum SYBR-green gPCR SuperMix-UDG 2X

{ nvitrogeno) e 1L de &gua ultrapurificada esterilizada.
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Inicialmente, foi realizada uma curva de eficiéncia de amplificagdo para cada
oligonucleotideo (anexo 3). A curva de eficiéncia foi determinada em uma curva padréo com
uma diluicéo serial do cDNA de uma amostra aleatéria a 107, 102, 10° e 10 (sendo que,
para o Rib 18S, foi incluida uma diluicio a 10°) pelo coeficiente R? resultante no valor mais
préximo possivel de 0.99 como sendo ideal e eficiéncia (E) ideal no valor em torno de 2.

A amplificagdo foi conduzida em incubagdes iniciais a 50 °C por 2 min, 95 °C por 2
min e seguidas de 40 ciclos de 95 °C por 15 seg e 60 °C (para os iniciadores CycD2;1 e Rib
18S) ou 62 °C (para os iniciadores H2A e GAPDH) por 30 seg, com detecgdo do sinal da
fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. ApoOs a termociclagem, uma curva de
desnaturacdo foi obtida entre 72 °C e 95 °C, determinando as curvas de dissociagdo de cada
produto amplificado.

Baseando-se na metodologia descrita por PFAFFL (2001), cada corrida no
termociclador incluiu 2 repeticdes de cada amostra para um oligonucleotideo e 1 repeticdo de
cada amostra para um outro oligonucleotideo (alternadamente em cada corrida:
oligonucleotideo de referéncia e oligonucleotideo-alvo do estudo). Em cada corrida foram
incluidas 3 repeticdes de um controle negativo (somente a reacdo de PCR em agua, sem DNA

molde).

A aguisicdo dos dados foi efetuada utilizando o programa Rotor Gene Real-Time
Analysis 6.0, Corbett R%archo, 0 qual forneceu os valores de ciclo-limite de leitura (CT),
eficiéncia da PCR (E) e R?, sendo que definiu-se o valor de 0.1 para o “threshold” (piso de
fluorescéncia) de cada corrida.

Os valores quantitativos de expressdo para cada amostra foram determinados usando
um modelo similar a0 de PrAFFL (2001), considerando como referéncia os transcritos

relacionados aos genes de referéncia GAPDH e ao Rib 18S. O modelo utilizado consistiu na
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determinacdo do valor de expressdo calculado da seguinte forma: de cada oligonucleotideo foi
obtida a média dos valores de CTs. Em seguida, desse valor foi subtraido o valor da média de
CT do controle utilizado (tempo zero hora, que equivaleu a coleta do segmento nodal
contendo o primordio gemifero, representado pelo explante SND, na planta-mag). Os valores
foram elevados aos valores da eficiéncia (E) do oligonucleotideo analisado, e por Ultimo,
foram determinadas as razbes entre os valores de expressdo obtidos do gene de interesse
(CycD2;1 e H2A) em relagdo aos valores de expressdo dos genes de referéncia (GAPDH e
Rib 189), ou seja, CycD2;1/GAPDH, CycD2;1/Rib 18S, H2A/GAPDH e H2A/ Rib 18S.

Para se estabelecer o gene de referéncia ideal nas amostras analisadas, utilizou-se 0

programa BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), disponivel no “site” http://www.gene-

guantification.de/bestkeeper.html, o qual indicou o Rib 18S como sendo o0 gene constitutivo

de menor variagdo de expressdo durante o processo estudado.

111.6.2 Andlise do conteido de DNA
I11.6.2.1 Extracéo de DNA

Procedeu-se a extragdo do DNA genbmico segundo a metodologia descrita por
FULTON et al. (1995). Amostras com cerca de 600 mg de MF foram maceradas em nitrogénio
liquido em 2 mL de tamp&o de homogeneizagéo (TrissHCl 0.2 M pH 8.0, EDTA 0.05 M pH
8.8, NaCl 2.2 M, CTAB (brometo de hexadeciltrimetilambnio) 0.02 % e &gua ultrapurificada)
adicionando-se o antioxidante PVP (polivinilpirrolidona) a 0.5 g/g MF no momento da
maceracdo. Ao macerado foram adicionados 2 mL de CTAB 20 %, 2 mL de PVP 10 % e 2
mL de N-lauryl-sarcosine 10 %. As amostras foram agitadas por inverséo e em seguida

incubadas por 1 horaa 65 °C.
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ApGs a incubacdo, foram adicionados 8 mL de fenol:cloroférmio:élcool isoamilico
(25:24:1, v:v:v) e apds homogeneizacdo o material foi submetido a centrifugacdo a 12 mil
rpm, por 10 min, a 4°C. Da fase aquosa formada foram retiradas duplicatas de 700 ni., as
guais foram adicionados 8 mL de isopropanol gelado e 2 mL de NaCl 5 M. O material foi
mantido a— 20 °C por 24 horas para a precipitacdo do DNA.

ApOs a precipitacdo, as amostras foram novamente centrifugadas a 12 mil rpm por 15
min, a 4°C descartando-se, em seguida, o sobrenadante. Ao precipitado foi adicionado 1 mL
de etanol 70 % gelado preparado com égua ultrapurificada esterilizada adicionada por DEPC
a 0.01 %, seguindo-se um nova centrifugacéo nas condicdes anteriores, descartando-se em
seguida o sobrenadante. O precipitado foi submetido a secagem e posteriormente ressuspenso
em 50 nL de Tris— EDTA e incubado a 37°C por cerca de 2 horas para entdo, ser armazenado

em freezer a— 20 °C.

[11.6.2.2 Tratamento com RNAase
O DNA gendmico extraido de cada amostra foi tratado com 2.5 nL. de RNAase
(Amersham Bioscienceo) a 10 mg.mL™, mantendo-se a reacdo em incubacdo a 37 °C por 1

hora.

111.6.2.3 Quantificacdo do DNA gendmico
I11.6.2.3a M éodo por fluorimetria

Foi realizada a quantificacdo do DNA gendmico, utilizando-se uma aliquota de 10 nmi
do DNA tratado (item I11.6.2.2), adicionando-se o corante H33258 (Hoeschto) para leitura da
densidade Optica em um fluorimetro (DyNA Quant 200 Bio Rado) em absorbancia de 280

nm.
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111.6.2.3b M étodo por RT-qPCR

A andlise do contedo de DNA das amostras foi realizada de acordo com a
metodologia proposta por WILHELM et al. (2003), utilizando-se um termociclador centrifugo
Rotor Gene 3000, Corbett Research®. Partiu-se para a andlise, 0 DNA extraido de cada
amostra tratado com RNAase, utilizado o oligonucleotideo Rib 18S (item 111.6.1.1) como
gene para a quantificagdo absoluta.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 10 ni,
utilizando-se 2 nL. de DNA tratado com RNAase, 1 L do oligonucleotideo (senso e anti-
senso) a 10 pmoles/mi, 5 nlL de Platinum SYBR-green gPCR SuperMix-UDG 2X
{ nvitrogeno) e 1L de &gua ultrapurificada esterilizada.

Uma curva de eficiéncia foi determinada estabelecendo-se como controle positivo
(calibrador) o produto da amplificacdo com o oligonucleotideo Rib 18S (senso e antisenso) a
partir do cDNA da amostra 16 horas SND. O material purificado e quantificado da amostra de
cDNA foi diluido a 10", 107, 107, 10* 10°, 10°, 107 e 10°. Utilizou-se o coeficiente R°
resultante no valor o mais proximo possivel de 0.99 como sendo ideal e eficiéncia (E) ideal no
valor em torno de 2.

A amplificagdo foi conduzida em incubagdes iniciais a 50 °C por 2 min, 95 °C por 2
min, seguindo-se 40 ciclos de 95 °C por 15 seg e 60 °C por 30 seg, com deteccdo do sinal da
fluorescéncia ao final de cada etapa de extensdo. ApoOs a termociclagem, uma curva de
desnaturagdo foi obtida entre 72 °C e 95 °C, determinando a curva de dissociagdo do produto
amplificado.

A corrida no termociclador incluiu 2 repeticOes de cada amostra e do controle negativo

(somente areacdo de PCR em agua, sem DNA molde).
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A aquisicdo dos dados foi efetuada utilizando-se o programa Rotor Gene Real-Time
Analysis 6.0, Corbett R%archo, 0 qual forneceu os valores de ciclo-limite de leitura (CT),
eficiéncia da PCR (E) e R?, sendo que definiu-se o valor de 0.1 para o “threshold” (piso de
fluorescéncia) de cada corrida.

Os valores quantitativos de expressdo para cada amostra foram determinados usando o

modelo proposto por WILHELM et al. (2003).

111.6.3 Obtencdo de um cDNA parcial codificando para a proteina ciclina B (CycB1;2)
através do uso de oligonucleotideos degenerados

Além dos oligonucleotideos especificos para abacaxizeiro, objetivou-se estudar o gene
de uma ciclina do tipo-B, CycB1;2, entretanto, ndo disponivel na biblioteca de cDNA de
abacaxizeiro, da qual foram obtidos os oligonucleotideos GAPDH, Rib 18S, H2A e CycD2;1.
Foi realizado um alimento de segiiéncias de proteinas obtidas de CycB1;2 de arroz, cana-de-
acucar, cevada, cebola, milho e trigo utilizando-se o programa CLUSTALW, disponivel no

“site” http://www.clustalw.genome.ad.jp. Foi escolhida a regido de maior homologia entre as

seqiiéncias, com aproximadamente 8 aminoécidos, e a seguir os nucleotideos foram

degenerados, obtendo-se:

senso (26 pb): gAY .Tgg. WTARTM.gAR.gTS.CAH.HMY AR

anti senso (23 pb): CYR.SAY.YCW.gCN.gYR. TASACW.gA

Primeiramente, procedeu-se a amplificacdo do oligonucleotideo em uma reagdo de

PCR utilizando um termociclador Perkin-Elmer 9700.
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O volume total da PCR foi de 50 ni, adicionando-se 2 nL. de cada dNTP a 10 mM
para uma concentracdo final de 200 mM, 3 nL de MgCl; a 50 mM para uma concentracéo
final de 3 mM, 1 unidade/nL de Tag DNA polimerase (Platinum), 5 L. de tampéo Tris-HCI a
1mM de, 10 niL de cada oligonucleotideo a 10 pmoles.ni™ e 1nmL do cDNA da amostra 24
horas SND. A reacdo de PCR foi estabelecida nas seguintes condicoes: 4 ciclos de 94 °C por 3
min, 43 °C por seg e 72 °C por 30 seg. Em seguida, mais 4 ciclos de 94 °C por 3 min, 48 °C
por 30 seg e 72 °C por 30 seg, e mais 40 ciclos a 94 °C por 3 min, 50 °C por 30 seg e 72 °C
por 30 seg, finalizando-se com uma extensio a 72 °C por 7 min.

Utilizaram-se 45 nL. do produto da PCR para serem fracionados por eletroforese a 100
volts em gel de agarose 1.5 % em tamp&o SB 1x (BRODY & KERN, 2004). O gel foi corado
com brometo de etideo (5 ng.mL™) e visualizado por iluminacgo UV (302 nm).

ApOs a separacdo no gel, a banda obtida foi isolada com o auxilio de um bisturi
esterilizado e, a partir dela, foi realizada uma re-amplificagdo por PCR utilizando um
termociclador Perkin-Elmer 9700.

O volume total da PCR foi de 50 i, adicionando-se 2 nL. de cada dNTP a 10 mM na
concentragao final de 200 mM, 3 nL de MgCl, a 50 mM para uma concentracéo final de 3
mM, 1 U.nL"" de Tag DNA polimerase (Platinum), 5 ni. de tamp&o TrisHCl a 1mM de, 10
L de cada oligonucleotideo a 10 pmoles.mi™ e 1nL do cDNA da amostra 24 horas SND. A
reacdo de PCR foi estabelecida nas seguintes condicdes: 40 ciclos de 94 °C por 30 seg, 50 °C
por 30 seg e 72 °C por 30 seg, finalizando-se com uma extenso a 72 °C por 7 min.

Foram utilizados 45 nlL do produto da reacdo de PCR para serem fracionados por
eletroforese a 100 volts em gel de agarose 1.5 % em tampéo SB 1x (BRODY & KERN, 2004). O

gel foi corado com brometo de etideo (5 ng.mL™) e visualizado por iluminaggo UV (302 nm).
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ApOs a separacdo no gel, a banda obtida foi isolada com o auxilio de um bisturi esterilizado
para posterior purificagcéo e clonagem.

Para a purificacdo da banda obtida seguiu-se as orientagfes do Kit Amersham
Biosciences G FX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit. Verificou-se a integridade do
produto purificado, submetendo o mesmo a eletroforese a 100 volts em gel de agarose 1.5 %
em tampado SB 1x (BRODY & KERN, 2004). O gel foi corado com brometo de etideo (5 ng.mL~
1) evisualizado por iluminag&o UV (302 nm).

Em seguida, foi realizada a ligagéo do produto amplificado em um vetor de clonagem
PGEM-T easy seguindo as especificagbes do Kit de clonagem (Promegao). A ligacdo foi
mantida a 8 °C por 17 horas. Apos esse periodo, 2 ni da ligagdo foram transferidos para um
tubo contendo células competentes de E. coli DH10B.

Posteriormente, utilizou-se a técnica de eletroporagdo das bactérias, utilizando-se um
eletroporador modelo BioRad® e em cubetas de 0.2 nm foi aplicado um pulso de 1.8 KW
durante 3.4 seg. Logo em seguida, foram transferidas para um tubo contendo meio liquido LB
(Luria- Bertani, composto de triptona 10 g.L™, NaCL 10 g.L™* e extrato de levedura5 g.L™) e
mantidas durante 1 hora em agitacdo constante a 37 °C. Procedeu-se a uma centrifugagdo por
5 min a 2 mil rpm para a sedimentacdo das bactérias e o sobrenadante foi descartado. O
volume restante foi plaqueado em meio sdlido LB contendo ampicilina na concentracdo de
100 mg.mL™?, 4 m de IPTG (isopropiltio-b-D-galactosideo) 1 M e 50 ml de X-Gal (bromo
cloro indol-b-D-galactosidase) 20 mg/ml. As placas foram mantidas a temperatura de 37 °C
por 17 horas para promover o crescimento e isolamento de col6nias contendo o inserto do
fragmento de interesse (de cor branca).

As colbnias isoladas foram transferidas para 5 mL de meio liquido LB com ampicilina

a100 ng.mL ™, e mantidas em agitacéo constante a 37 °C durante aproximadamente 17 horas.



ApOs o crescimento das colbnias, 1.5 mL do volume foi submetido a centrifugacéo por
por 1 min, a 13 mil rpm a 20 °C. O sobrenadante foi descartado, sendo esse procedimento
repetido por mais uma vez. A seguir, o precipitado foi submetido a reagdo de MiniPrep (Mini
Preparacdo de DNA Plasmidial), seguindo as especificagdes do Kit Bio 101 Rapid Pure
Miniprep Kit (Biorado). Para a verificagdo do DNA plasmidial foi realizada uma eletroforese
a 100 volts em gel de agarose 1.5 % em tampao SB 1x (BRODY & KERN, 2004). O gel foi
corado com brometo de etideo (5 mg.mL™) e visualizado por iluminagdo UV (302 nm) paraa
verificagéo da integridade do produto.

Em seguida, procedeu-se areacdo de digestdo do plasmidio purificado paraa avaliagdo
do inserto. Cerca de 1 ng de DNA plasmidial foi submetido a digestdo com a enzima EcoRl
(Fermentaso) por 2 horas a 37°C, seguindo as especificacdes do fabricante. Para a verificagdo
da integridade do produto da digest&o, esse foi submetido a uma eletroforese a 100 volts em
gel de agarose 1.5 % em tampdo SB 1x (BRoDY & KERN, 2004). O gel foi corado com
brometo de etideo (5 ng.mL™) e visualizado por iluminagdo UV (302 nm).

Por ultimo, procedeu-se a reacdo de sequenciamento, seguindo as especificagdes do
Kit Dyenamic Terminator — Amersham® ABI — 3100, em um aparelho de sequenciamento
modelo ABI3100 (Apllayed Biosystemo), gentilmente fornecido pela Profa. Dra. Sui Mui
Tsai (CENA, Piracicaba). A sequiéncia obtida foi analisada através do programa BLAST (n) e

tBLAST(x) do NCBI localizado no “site” http://www.ncbi.nlm.nih.gov, para a confirmagdo

da sequiéncia de interesse.
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I11.7 Determinacao da fase de replicacdo do material genético
I ncor poracéo por [H] timidina

Essa metodologia foi realizada sob a superviséo do Prof. Dr. Carlos Frederico Menck
(ICB/USP) edaProf. Dra. Marie-Anne Van Slyus (IB/USP).

Para a andlise, foram utilizadas amostras dos tempos de coleta 4, 12, 16 e 24 horas
para os explantes C e SND. Os explantes foram cultivados em placas de Petri, contendo meio
MS liquido adicionado por 2 nCi de [H°] timidina e mantidos sob fotoperiodo de 16 horas de
luz, irradiancia de 40 nmoles m?s™ e em temperatura de 25 + 2 °C. Os tempos da coleta
foram os mesmos descritos acima, seguindo 0 mesmo procedimento descrito no item 111.1.3.

As amostras, em triplicatas com cerca de 400 mg de MF, foram maceradas em
nitrogénio liquido. Ao macerado, adicionaram-se 2 mL de é&cido tricloroacético (TCA) 5 %
gelado e apds 1 hora no gelo, foram centrifugadas a 5 mil rpm por 20 min a 4 °C, sendo
descartado o0 sobrenadante. Em seguida, as amostras adicionou-se 1 mL de TCA 5 % gelado,
foram agitadas em vortex e centrifugadas nas mesmas condi¢cBes, sendo descartado o
sobrenadante.

Pogteriormente, foi adicionado 1 mL de etanol 100 % gelado, procedendo-se a
agitacdo em vortex e nova centrifugagd nas mesmas condigdes. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado foi ressuspenso em 350 L de NaOH 1 M, passando por uma
incubacdo a 37 °C por 30 min. Aliquotas de 120 ni, em duplicatas, foram utilizadas para

contagem radioativa em um cintildometro (TRI CARB 2100 TR, Packardo).

[11.8 Andlise Estatistica

A andlise dos dados foi efetuada, utilizando-se uma andlise de variancia (ANOVA).

86



V. Resultados
Foi possivel obter resultados interessantes no que se refere a influéncia de alguns
fatores enddgenos sobre 0 processo de indugdo da retomada do ciclo celular em primérdios de

gemas axilares de abacaxizeiro.

V.1 Andlise hormonal enddgena

O estudo dos hormdnios enddgenos foi realizado por meio da andlise em HPLC
visando a separacdo dos hormdnios, a qual foi acoplada a diferentes métodos de dosagem: o
imuoensaio ELISA ou a espectrometria de massas (figura 4), possibilitando a validagdo dos
dados obtidos.

A seguir, estdo apresentados os dados de dosagem obtidos para AIA, ABA e das

citocininas identificadas no material estudado.

IVV.1.1 Citocininas

Procedeu-se a dosagem de 12 tipos de citocininas, utilizando a metodologia de
dosagem por LC/IMS-MS, asaber: cisZ, transZ, CisZR, transZR, iP, iPR, iPRMP, iP9G, DHZ,
DHZR, DHZRMP, DHZ9G. Essa quantificagdo tinha por objetivo validar a dosagem das
citocininas obtida por ELISA (iP, iPR, Z e ZR). Além disso, visava-se conhecer um maior
nimero de citocininas envolvidas no processo de desenvolvimento de primérdios de gemas
axilares em abacaxizeiro. Entretanto, s foi possivel a validagdo de 4 tipos de citocininas (iP,
iPR, Z e ZR), ndo sendo detectados niveis enddgenos para 0s outros tipos.

A partir das dosagens das citocininas, foi possivel verificar diferencas importantes ao
longo das 24 horas analisadas. Optou-se por expressar as citocininas do tipo-iP, somando-se

osteoresiP + iPR e as citocininas do tipo-Z, somando-se osteoresde Z + ZR.
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Logo na 1% hora de cultivo, os teores endégenos das citocininas do tipo-iP (iP + iPR)
apresentaram-se préximos aos detectados nos explantes C, sendo que durante o periodo de
andlise mantiveram-se sempre maiores nos explantes SND em relac&o ao controle (figura 8).

ApGs 1 hora de cultivo, houve um aumento dos teores de iP + iPR em ambos os
explantes, maior nos explantes SND, sendo que apds 16 horas esse aumento foi mais
acentuado para SND, atingindo um valor de 71.7 pmoles.g MF', em contraste aos 44.7

pmoles.g MF* verificados nos explantes C na 24* hora de cultivo (figura 8).
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Figura 8: Teores enddgenos das citocininas iP + iPR em segmentos nodais decapitados
(SND) e em segmentos nodais com o &pice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in
vitro num periodo de 24 horas obtidos por ELISA. Barras verticais indicam propagacdo de

erro.
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Com relago as citocininas do tipo-Z (Z + ZR), logo apds a 1* hora de cultivo, os seus

teores enddgenos foram reduzidos em ambos os explantes, sendo que nos explantes SND as

concentracBes eram menores em relacdo ao controle. A partir desse momento, aé 12 horas,

ndo foram verificadas diferencas marcantes nos teores das citocinias do tipo-Z entre os

explantes C e SND. Entretanto, apos a 122 hora, os niveis desses hormonios apresentaram um

aumento acentuado e progressivo nos explantes SND, atingindo valores de 53.9 pmoles.g MF

! na 24* hora de cultivo, sendo que nos explantes C o teor encontrado nesse momento foi de

14.25 pmoles.g MF™ (figura 9).
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Figura 9: Teores enddgenos das citocininas Z + ZR em segmentos nodais decapitados (SND)

e em segmentos nodais com o pice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro

num periodo de 24 horas obtidos por ELISA. Barras verticais indicam propagacéo de erro.
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1V.1.2 Acido Indolil-3-Acético - AIA

A partir da separagéo do AIA em HPLC e dosagem no GC-MS-SIM, com a validagéo
de algumas amostras por ELISA, foi possivel verificar que nos explantes SND os teores
endégenos mantiveram-se sempre menoress em relagcdo aos explantes C, ou sgja, naqueles
mantidos com o &pice (figura 10).

Logo apos 1 hora de cultivo ocorreu um aumento de AIA em ambos 0s explantes,
sendo que nos explantes C esse aumento se manteve progressivo até a 12° hora, voltando a
aumentar apoés a 16° hora. Nos explantes SND, os teores enddgenos mantiveram-se
praticamente constantes até a 16* hora, sendo que uma tendéncia de aumento foi observada a

partir desse momento (figura 10).
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Figura 10: Teores enddgenos de AIA em segmentos nodais decapitados (SND) e em
segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas obtidos por dosagem em CG-MS-SIM.
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IVV.1.3 Balanco hormonal AlA/Citocininastotais (AIA/CITS)

(AIA/iP +iPR + Z + ZR)

No presente trabalho verificou-se que logo na 1% hora apds a decapitacdo o balanco
AlIA/CITs foi menor nos explantes SND em relagéo aos explantes C. Esse balanco manteve-se
sempre menor nos explantes SND durante as 24 horas estudadas, principalmente a partir da

16 hora (figura 11).
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Figura 11: Raz&o AIA/CITs obtida para os segmentos nodais decapitados (SND) e para o0s
segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas.
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A diminuicdo da razéo AIA/CITs nos explantes SND pode ser explicada por dois
fatores: nos explantes SND as concentragOes de AIA mantiveram-se sempre menores e as de
citocininas totais apresentaram-se maiores em relacéo aos valores obtidos para os explantes C

(tabela 2).

Tabela 2: Médias dos valores obtidos de dosagem hormonal para AlA e CITs e arazéo obtida
entre AIA/CITs em segmentos nodais decapitados (SND) e em segmentos nodais com o pice

(C) de plantas de Ananas comosus cultivadasin vitro num periodo de 24 horas.

t (h) AlA CITs AIA/CITs AlA CITs AIA/CITs
1 4,64 53,88 0,09 6,19 58,93 0,11
2 5,98 60,65 0,10 7,56 61,14 0,12
3 4,84 81,57 0,06 8,13 47,74 0,17
4 4,58 71,93 0,06 8,54 40,53 0,21
8 5,07 59,16 0,09 7,37 40,94 0,18
12 4,91 62,00 0,08 9,26 41,40 0,22
16 3,95 75,37 0,05 5,37 25,81 0,21
20 4,39 101,05 0,04 6,38 22,27 0,29

24 5,48 125,68 0,04 7 59,19 0,12
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1V.1.4 Acido Abscisico

A figura 12 indica que até a 20° hora houve uma reducdo progressiva dos teores
enddgenos de ABA nos explantes C e SND, sendo que a partir desse momento ocorreu um
aumento nas suas quantidades em ambos os explantes. Foi possivel verificar que nas
primeiras 2 horas apds a decapitacdo, os teores de ABA nos explantes SND mantiveram-se

inferiores aos teores encontrados nos explantes C.
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Figura 12: Teores endogenos de ABA em segmentos nodais decapitados (SND) e em
segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas obtidos por ELISA. Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 4).
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V.2 AgUcares soluveis

ApoGs a quantificagdo dos agUcares totais, procedeu-se a separacdo em HPLC dos
acucares sacarose, glicose e frutose.

Em relacdo aos teores de sacarose, foi possivel observar que ocorreram diferencas
acentuadas nos teores desse dissacarideo entre os dois explantes. Logo a partir da 1* hora de
cultivo os teores endégenos de sacarose aumentaram progressivamente nos explantes SND,

mantendo sempre niveis mais elevados em relag@o aos explantes C (figura 13).

45 -
T 4
——C
Z 35
o 3 —m— SND
2 i
1]
J 25
E 2
® 1,51
o
IS 14
@
»n 0,5
O T T T T T T T T 1

0 1 2 3 4 8 12 16 20 24
tempo (horas)

Figura 13: Teores endégenos de sacarose em segmentos nodais decapitados (SND) e em
segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas. Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 3).

A andlise da figura 14 permite observar que, com relagdo aos teores de glicose e
frutose, de modo geral, ndo ocorreram diferencas marcantes entre os explantes C e SND.
Entretanto, na 4* hora de cultivo, os teores de glicose e frutose apresentaram um pico de

aumento nos explantes SND, e ap6s a 20 hora indicaram um novo aumento nesses explantes.
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Figura 14: Teores enddgenos de glicose (A) ou frutose (B) em segmentos nodais decapitados
(SND) e em segmentos nodais com o &pice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in

vitro num periodo de 24 horas. Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 3).

A tabela 3 mostra os valores da razéo obtida entre a somatéria das concentractes de
hexoses (glicose e frutose) sobre as de sacarose. Esses valores estdo também representados na
figura 14, sendo possivel observar que durante o periodo analisado essa razdo manteve-se
maior nos explantes C (tabela 3). Foi possivel também verificar uma reducéo gradativa dessa
razdo nos explantes SND a partir de 1% hora de cultivo, indicando o aumento progressivo dos

teores de sacarose nos explantes SND a partir da 1% hora de cultivo.
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Tabela 3: Valores de dosagem dos aglcares solUveis glicose, frutose e sacarose e a razéo

obtida Hexoses / Sacarose em segmentos nodais decapitados (SND) e em segmentos nodais

com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadasin vitro num periodo de 24 horas.

t (h)
1

0~ WNN

hexoses / sacarose

Glicose Frutose Sacarose Hexoses/Sacarose
C SND C SND C SND C SND
7,92 6,73 7,42 6,30 1,20 1,18 12,81 11,07
6,66 6,22 6,47 5,82 0,97 1,37 13,47 8,77
6,61 6,57 6,45 6,19 1,27 1,93 10,30 6,61
6,30 7,73 6,23 7,37 1,25 1,83 10,00 8,25
5,20 5,58 537 5,69 1,51 2,36 7,01 477
5,72 5,73 5,98 5,84 1,71 3,29 6,83 3,52
6,53 6,14 6,95 6,51 1,43 2,92 9,43 4,33
6,44 5,25 6,72 5,54 1,54 3,08 8,57 3,51
6,23 7,61 6,28 8,04 1,23 3,58 10,15 4,37
16,00 - mc
14,00 - B SND
12,00 +
10,00 +
8,00 +
6,00 -
4,00 ~
2,00 -
0,00 -
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tempo (horas)

Figura 14: Razdo Hexoses / Sacarose em segmentos nodais decapitados (SND) e em

segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas.
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V.3 Amido

Com relagio aos explantes SND, verificou-se um aumento acentuado logo na 1% hora
nos teores de amido, cuja quantidade se manteve quase constante até a 3 hora. A partir desse
momento, ocorreu uma reducdo progressiva até a 24* hora. Nos explantes C, os teores de
amido aumentaram progressivamente até a 3% hora, sendo que a partir desse momento houve
uma acentuada e também progressiva reducdo do contetido de amido (figura 15).

Foi possivel observar que, exceto na 1* e na 24° horas, os valores de concentracdo de

amido mantiveram-se maiores nos explantes C em relagéo aos explantes SND (figura 15).
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Figura 15: Teores de amido em segmentos nodais decapitados (SND) e em segmentos nodais
com o pice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num periodo de 24 horas.

Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 3).
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V.4 Aminoacidos
Na figura 16 foram apresentados os teores relativos dos aminoacidos livres dosados
nos explantes SND e C. Os resultados indicam que a concentracdo de asparagina representou

cercade 97 % em relagdo ao total dos aminoacidos, em ambos os explantes.
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Figura 16: Teores enddgenos de todos os aminoé&cidos livres dosados em segmentos nodais
decapitados (SND) e em segmentos nodais com o 4pice (C) de plantas de Ananas comosus

cultivadas in vitro num periodo de 24 horas.
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A alta porcentagem de asparagina dificulta a visualizaggo do grau de participacéo dos
outros aminoécidos no processo estudado. Assim, foi proposta uma outra forma de
visualizacdo dos aminoécidos de menor importancia (em termos de concentragdo), retirando-
se os valores correspondentes a asparagina. Calculou-se entdo, a porcentagem de cada um dos
outros aminoacidos sobre o total subtraido de asparagina. A figura 17 mostra, que glutamina +
glicina, aspartato e glutamato apresentaram, nessa ordem, maiores teores em relagdo aos

outros aminoécidos.
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Figura 17: Teores enddgenos de todos os aminoé&cidos livres dosados, exceto a asparagina
(asn), em segmentos nodais decapitados (SND) e em segmentos nodais com o épice (C) de

plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num periodo de 24 horas.
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Na figura 18 estdo apresentados os teores enddgenos de aminoécidos encontrados nos

explantes controles SND e C. Foram detectados os seguintes aminoécidos. asparagina,

glutamina + glicina, aspartato, glutamato, alanina, prolina, fenilalanina, isoleucina, valina,

arginina + treonina, histiding, lisina, metionina, GABA, leucina e triptofano (citados em

ordem de maior concentracdo).
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Figura 18: Teores endogenos de aminoécidos livres em segmentos nodais decapitados (SND)
e em segmentos nodais com o 4pice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro
num periodo de 24 horas. A — asparagina, B — glutamina +glicina, C — aspartato, D —
glutamato, E — aanina, F — prolina, G —fenilalanina, H — isoleucina, | — valina, J— arginina +
treonina, K — histidina, L — lisina, M — metionina, N — GABA, O — leucina, P — triptofano.

Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 3).

A andlise da figura 18 permitiu verificar que nos explantes SND os teores dos
aminoacidos mantiveram-se menores em relacdo ao controle, durante as primeiras 2 horas
com relagdo ao aspartato, arginina + treonina, alanina e fenilalanina, durante as primeiras 4
horas para asparagina, glutamina + glicina, GABA e triptofano e nas primeiras 12 horas para
glutamato, isoleucina e leucina.

Logo apds a 1% hora de cultivo foi identificado, nos explantes SND, um aumento nos
teores enddgenos dos aminoacidos asparaging, glutamina + glicina, aspartato, glutamato,
arginina + treonina, histiding, lisina, GABA, leucina e triptofano (figura 18). Foi possivel
constatar que alguns dos aminoé&cidos tiveram seus teores enddgenos aumentados nos

explantes SND de forma mais acentuada, a partir de 12 horas. Esse aumento ocorreu mais
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expressivamente para glutamato e alanina, e menos pronunciadamente para prolina e GABA.
De forma menos acentuada, foi observado apds 20 horas de cultivo um aumento nos teores de

metionina, isoleucina, fenilalanina e arginina + treonina nos explantes SND (figura 18).

V.5 Andlise da expressdo dos genes CycD2;1 e H2A em Real Time-qPCR

Com o objetivo de confirmar a especificidade dos fragmentos obtidos a serem
utilizados nas andlises em Real Time-gPCR, foi realizada uma amplificacdo de cada
fragmento em uma reagdo de PCR.

A figura 19 mostra as bandas referentes aos produtos obtidos por amplificagdo de Rib
18S, GAPDH, CycD2;1 e H2A. Em seguida, procedeu-se a purificagdo das bandas e ao
sequenciamento (anexo 2). As sequéncias obtidas foram analisadas por meio do programa

BLAST(n), disponivel no “site” http://www.ncbi.nim.nih.gov, obtendo-se a confirmacéo de

gue se tratavam das seqliéncias dos genes de interesse.

Figura 19: Eletroforese em gel de agarose a 1.5 %, indicando o fracionamento dos produtos
obtidos por amplificagdo em PCR. Na sequéncia: Rib 18S (a), GAPDH (b), CycD2;1 (c) e
H2A (d). A esquerda, padrdo utilizado de tamanho em pares de bases de 100 Kb (P). Seta

indica banda com cerca de 500 pb.
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Os dados obtidos por RT -gPCR foram analisados pelo programa BestKeeper, e
observou-se que 0 Rib 18S é o gene de menor variagdo no padréo de expressdo, podendo ser
considerado o melhor constitutivo quando comparado ao GAPDH. Assim, esse gene foi
utilizado como o gene de referéncia as andlises de expressdo dos genes CycD2;1 e H2A.

A figura 20 mostra que a expressao dos genes CycD2;1 e H2A seguiram o padréo de
express3o inicial, com um aumento nos teores de RNAmM logo na 1% hora nos explantes SND.
Em seguida, foi observada uma redugdo na expressdo de ambos os genes, a qual foi seguida
por uma nova elevagdo em 8 horas nos explantes SND. Apds 12 horas, verificou-se

expressoes semelhantes de CycD2;1 e H2A em ambos os explantes.
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Figura 20: Padréo de expresséo obtido por meio de Real Time-PCR dos genes CycD2;1 (a) e

H2A (b), em relagcdo ao gene de expressdo constitutiva Rib18S.
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Considerando o tempo zero (coleta do segmento nodal contendo o primérdio de gema,
equivalente ao explante SND, na planta-m&e) como o0 momento no qual ndo haveria variacéo
de expressdo dos genes de interesse em relacdo ao gene de referéncia Rib 18S (valor de
expressdo relativa = 1), a expressdo relativa foi considerada significante quando foi 2 vezes
maior que o valor de expressao no tempo zero. Este fato ocorreu com maior relevancia em 1

hora e 8 horas nos explantes SND.

Com relacéo ao produto de PCR amplificado com o oligonucleotideo degenerado para
CycB1;1 foi subclonado em vetor pGEM-T (Promegao). Alguns clones bacterianos que
cresceram em meio seletivo foram submetidos & extragdo plasmidial, sendo posteriormente
seqlienciados. A partir das seqiiéncias obtidas ndo foi possivel verificar homologia com
ciclinas, necessitando novos clones para serem sequienciados. Uma outra abordagem possivel
seria a obtencdo de uma sequiéncia homologa de CycB2;1 a partir da biblioteca de cDNA de

abacaxizeiro. Entretanto, essa sequiéncia ainda ndo foi depositada no banco de dados.

V.6 Analise do conteiido de DNA

Fora realizadas, tentativamente, andlises do contelido de DNA dos explantes SND e C
nas 24 horas analisadas por Real Time-PCR e por fluorimetria. Entretanto, ndo foram obtidos
resultados confidveis que corroborassem aqueles relativos & incorporagdo de [H]timidina,

bem como aqueles relacionados com o padréo de expressdo dos genes estudados.
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I\V.7 Incorporacéo de [H]timidina

A andlise da incorporacdo de [H3|timidina foi feita para ambos os explantes nos
tempos de 4, 12, 16 e 24 horas de cultivo. A figura 21 mostra que em todos os tempos de
coleta, a incorporacd de [HJtimidina foi maior nos explantes SND em relagdo ao controle,
sendo que essa incorporagd aumentou de modo progressivo, principalmente nos explantes
SND na 16% e na 24° horas. Em 12 horas de cultivo, aincorporag&o nos explantes SND foi 21
% maior em relacéo aos explantes C, sendo que essa diferenca aumentou para 31 % em 16

horas e para 42 % em 24 horas de cultivo.
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Figura 21: Incorporacdo de [Htimidina em segmentos nodais decapitados (SND) e em
segmentos nodais com o apice (C) de plantas de Ananas comosus cultivadas in vitro num

periodo de 24 horas. Barras verticais indicam o desvio padréo (n = 3).
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V. Discussdo

Os resultados obtidos permitiram uma discusséo interessante levando em conta a
sinalizacdo de diferentes fatores endégenos na retomada do ciclo celular em primordios de
gema de abacaxizeiro. Poucos sdo os trabalhos que abordam essa questéo em nivel tecidual,

sendo a maioria realizada utilizando como modelo cultura de células em suspens&o.

V.1 Hormonios

O fenbmeno do controle da gema apical sobre primordios de gemas axilares ou das
gemas axilares propriamente ditas, pode ser considerado um evento de correlacdo, ou sgja, 0
controle da forma ou da fun¢cdo de uma parte da planta por outra, sendo esse fenbmeno
conhecido como dominéncia apical (CLINE, 1994).

Varios estudos mostraram que a regulagdo da dominancia apical é controlada por
interagdes complexas entre fatores nutricionais e substéncias promotoras ou inibidoras de
crescimento (CHEN et al., 1997), destacando-se a atuagd hormonal, especialmente a
participagdo de auxinas e citocininas. Muitos aspectos dos processos de divisdo e
diferenciacéo celular nas plantas sdo controlados pela interacdo auxina-citocinina. Mais
recentemente, demonstrou-se que o ciclo celular € influenciado diretamente pelos horménios

vegetais (FRANCIS & SORRELL, 2001).

107



V.1.1 Citocininas

Foi possivel verificar que na 1* hora de cultivo dos segmentos nodais de abacaxizeiro,
0s teores das citocininas do tipo-Z apresentaram-se menores nos explantes SND em relagéo
aos explantes C, sendo que logo apds esse momento ocorreu uma reducdo nos teores dessas
citocininas em ambos os explantes (figura 8). As citocininas do tipo-iP dosadas nos explantes
SND apresentaram valores proximos aos obtidos nos explantes C na 1* hora de cultivo.

Alguns estudos afirmaram que ndo haveria a necessidade de elevados teores
endégenos de citocininas, logo apds a decapitacdo, para ocorrer, poseriormente, 0
crescimento da gema axilar. VAN STADEN et al. (1981) analisaram comparativamente 0s
contelldos hormonais em gemas axilares de roseiras decapitadas e ndo decapitadas. Esses
autores relacionaram os menores teores enddgenos de citocininas livres com a maior
capacidade da gema axilar em retomar 0 seu crescimento, sendo Z e ZR as principais
citocininas encontradas.

Entretanto, logo apds a 1* hora da decapitacdo nos explantes de abacaxizeiro, houve
um aumento nos teores das citocininas iP + iPR nos explantes SND, mantendo-se sempre
maiores em relacdo aos encontrados nos explantes C (figura 8). Com relacéo as citocininas do
tipo-Z, os explantes SND mostraram um aumento somente a partir de 12 horas de cultivo,
apresentando concentragdes dessas citocininas sempre superiores as detectadas nos explantes
C (figura9).

O aumento nos teores enddgenos de citocininas nos explantes SND pode ser
confirmado com a andlise do balanco AlIA/CITs, sempre menor nos explantes SND (tabela 2).
Varios pesquisadores propdem que as auxinas podem inibir a sintese de citocininas. Assim,

possivelmente o AlA presente no apice caulinar nos explantes C, transportado basipetamente,
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influenciou negativamente a sintese de citocininas dos préoprios segmentos caulinares,
reduzindo a concentragdo das mesmas nos explantes C.

Em um trabalho realizado anteriormente, utilizando 0 mesmo material, isto €
segmentos nodais contendo o primordio de gema axilar de abacaxizeiro, Souza et al. (2003)
analisaram os teores enddgenos de hormdnios durante um periodo de 15 dias apds a quebra da
dominancia apical. Esses autores verificaram que os maiores teores de citocininas encontrados
nos explantes SND correlacionaram-se com o aumento de divisdes celulares (observado no
tecido por meio de microscopia Optica), resultando na formacéo de uma nova planta aos 15
dias de cultivo, o que ndo ocorreu nos explantes C, que sempre apresentaram menores teores
enddgenos de citocininas.

Algumas pesguisas analisaram a indugdo da divisdo celular em processos
organogenéticos, relacionando-a com a concentragdo de citocininas no 6rgéo estudado.
UscIATI et al. (1972) observaram, em gemas axilares de plantas de Cicer arietinum tratadas
com BA, divisdes celulares apdés 1 hora da remocdo do apice. TURNBULL et al. (1997)
dosaram os teores de citocininas em gemas laterais de plantas de gréo-de-bico durante a
guebra da dominancia apical e observaram que nas primeiras 2 horas apds a remocao do apice
houve pouca alteracdo no teor de citocininas dessas gemas. Entretanto, apés 6 horas da
remocado, observaram-se um aumento de 7 vezes nas concentragdes das citocininas, quando,
entdo, as divisdes celulares e o crescimento da gema eram mais evidentes. Apés 24 horas,
esse aumento se intensificou ainda mais, cerca de 25 vezes, sendo ZR a principal citocinina
envolvida.

Em um trabalho recente, BREDMOSE et al. (2005) analisaram as variagdes nos teores
enddgenos de citocininas em gemas axilares em plantas de Rosa sp e verificaram que a

biossintese local de citocininas nas gemas e, especificamente as citocininas do tipo ZR e
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iIPRMP, influenciam positivamente 0 desenvolvimento das gemas axilares, apresentando
niveis aumentados a medida que ocorreu 0 desenvolvimento das mesmas. Esses autores
definiram seis estdgios durante o desenvolvimento das gemas, sendo que logo no inicio do
desenvolvimento houve diferencas marcantes nos teores das citocininas. Primeiramente,
ocorreu um aumento de iPRMP, que, provavelmente, propiciou a biossintese das citocininas
iPR e ZRMP, importantes na promog&o da divisdo celular nas gemas em desenvolvimento.

Vale ressaltar que nos segmentos nodais do abacaxizeiro, 0s maiores teores enddgenos
de citocininas nos explantes SND n&o foram originados das raizes, mas sim de uma possivel
biossintese no proprio tecido do explante. WANG & WAREING (1979), analisando plantas de
Solanum andigena, cujas raizes e dpices caulinares foram removidos, observaram que as
gemas laterais foram capazes de sintetizar suas proprias citocininas, crescendo na auséncia do
sistema radicular.

Como ja comentado anteriormente, no caso dos segmentos nodais de abacaxizeiro, as
primeiras citocininas a terem seus contelidos aumentados foram as do tipo-iP, logo apds a 1°
hora da decapitagdo. As citocininas do tipo-Z também tiveram seus teores incrementados,
apos 12 horas da eliminagdo do épice. Esses dados poderiam indicar que, as citocininas iP +
iPR teriam sinalizado a retomada do ciclo celular nos explantes SND e que as citocininas do
tipo-Z teriam um papel posterior na inducgéo da divisdo celular nesses explantes.

Recentemente, foi confirmada a atuag&o das citocininas na inducéo da diviséo celular.
WERNER et al. (2003) utilizaram plantas transgénicas de A. thaliana, que apresentavam a
expressdo dos genes de citocinina oxidase aumentada, verificaram uma reducdo da atividade
dos meristemas apicais vegetativo ou floral e do primérdio foliar, quando comparada a
atividade meristemética das plantas selvagens. Esses resultados indicaram a essencialidade

dessa classe hormonal para a ocorréncia da proliferacéo celular. Os autores observaram,
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ainda, um tamanho reduzido do meristema apical caulinar, atribuindo as citocininas as
fungdes de controle da proliferacdo celular e da regulagdo da transicdo de células
indiferenciadas em diferenciadas.

ZAZIMALOVA et al. (1996) utilizaram uma cultura de células de tabaco VBI-0
dependente de auxina e independente de citocininas e verificaram a dinamica na variagéo dos
niveis endogenos de citocininas. Nas células submetidas a um valor 6timo de concentracéo de
auxina verificou-se que os maiores valores dosados das citocininas iP e iPR estavam
correlacionados com o inicio das divisdes celulares.

Em um interessante trabalho foi enfatizada a atuagdo da zeatina na divisdo celular.
CABONI et al. (2002) estudaram o desenvolvimento de gemas adventicias a partir da formagéo
de calo em é&pices vegetativos de Pyrus communis. Utilizando a técnica de localizagdo in situ
os autores verificaram um acumulo de citocininas do tipo-Z nas células em divisdo do calo, no
meristema das novas gemas formadas a partir deste, bem como nas células dos primérdios
foliares da gema adventicia em formagdo. Esses autores sugeriram um papel de zeatina na
divisdo celular no que se refere a formagdo de calo, bem como na divisdo e diferenciacéo
celular levando ao desenvolvimento de novas gemas.

A partir da andlise dos dados de incorporacéo de timidina triciada nos explantes de
abacaxizeiro (figura 21), sugere-se que as células do primérdio de gema axilar nos explantes
SND estariam, na sua maioria, em G1 até a 20* hora, por ter sido verificado apenas um
pequeno aumento na incorporagdo de timidina triciada nesses explantes até o momento.
Provavelmente, a reduzida incorporagdo que se observou nos tempos de coleta analisados (4
horas, 12 horas e 16 horas) trata-se da incorporacdo das células adjacentes ao primérdio de
gema axilar, que poderiam estar em fase de replicagdo (fase S), em se tratando de um tecido

ndo sincronizado. Mais especificamente, pode-se supor que a maioria das células no
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primordio gemifero dos explantes SND estaria numa fase inicial da transicdo G1/S até 12
horas e, apds esse periodo, numa fase posterior da transicdo. Na 24* hora, foi verificado um
aumento de 42 % da incorporagdo de timidina triciada nos explantes SND em relacéo aos
explantes C. Sendo assim, é possivel que nesse momento seja iniciada a fase S na maioria das
células do primérdio nos explantes SND.

Se observarmos o padréo de expressdo génico (figura 20), verifica-se que ocorreu um
aumento acentuado na expressio da ciclina CycD2;1 e da histona H2A na 1° e na 8% hora nos
explantes SND. Esse aumento pode ter sido sinalizado pelo incremento das concentragdes das
citocininas, promovendo a maioria das células do primérdio de gema axilar a entrarem na fase
S em 24 horas. E possivel que as citocininas do tipo-iP atuem no comego da sinalizago para a
retomada do ciclo celular, ou seja, no inicio da transicdo G1/S e que 0s maiores niveis de Z +
ZR, observados nos explantes SND ap0s 12 horas, sinalizem a retomada das divisdes
celulares no final datransicdo G1/S do material estudado, bem como na entrada da fase S, em
24 horas.

Alguns trabalhos demonstraram que podem ser encontrados niveis reduzidos de
zeatina nas primeiras fases do ciclo celular e, que sua atuacéo, seria em fases mais posteriores.
LAUREYS et al. (1999) procuraram explicar qual seria a atuagéo de Z no ciclo celular na
cultura de células sincronizadas de tabaco BY-2. Eles observaram que na transicdo G1/S ha
baixos teores enddgenos de citocininas, sendo que a adicdo de lovastidina (inibidor da
biossintese de citocininas) anteriormente a G1 causou uma reducéo dos niveis de citocininas,
mas ndo afetou a progressdo do ciclo natransicdo G1/S. Entretanto, se Z fosse adicionada na
presenca de lovastidina, ndo ocorria a progressdo para a fase S. Esses autores concluiram que
h& a necessidade de menores teores endégenos de Z logo no inicio da retomada do ciclo

celular para ocorrer a progresséo G1/S. Esses autores ainda sugeriram que a reducéo de
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citocininas no inicio da fase G1 pode funcionar como um sinal para tornar o sistema sensivel
novamente a esses hormonios, sendo reconhecidos como um novo sinal indutor para a
progressao do ciclo celular.

Em um outro trabalho, LAUREYS et al. (1998) verificaram que a zeatina foi
indispensavel a transicdo da fase G2 para M em cultura de células sincronizadas BY-2 de
tabaco, sendo que varias outras formas foram dosadas (ZR, DHZ, iP, iPR, BA) e somente Z
foi encontrada como atuando nessa transicdo do ciclo celular. Esses autores verificaram,
ainda, que com a aplicagdo de lovastidina, um inibidor da sintese de &cido mevalénico e
consequientemente da biossintese de citocininas, ndo houve a progressdo para a fase M. A
adicdo de zeatina levou a progressao do ciclo celular, bloqueado por lovastiding, confirmando
a hip6tese da atuacdo da Z sdo limitantes na transicdo G2/M nessa cultura de células.

Outros trabalhos mostraram também que citocininas do tipo-Z atuariam na fase S do
ciclo celular e na mitose. REDIG et al. (1996) analisaram a correlagdo entre a progressao do
ciclo celular e os niveis hormonais endégenos em suspensdo de células sincronizadas (na fase
S) de tabaco BY-2, verificando a participagdo de citocininas no fim da fase S (cerca de 3
horas ap0ls a liberacdo da sincronizagdo) e na mitose (fase M, cerca de 7 horas apos a
liberacBo da sincronizagdo). Esses autores sugeriram que a agdo das citocininas,
especialmente dos tipos zeatina (Z, ZR, ZMP) e, em menor proporgéo dihidrozeatina (DHZ),
€ baseada em uma interacdo com cinases e com complexos cinases-ciclinas, que regulam a
progressdo do ciclo celular em pontos especificos, ou sgja, nas transicdes G1/S e G2/M.

DoBREV €t al. (2002) estudaram as variagdes nos niveis enddgenos de citocininas
durante a progressdo do ciclo celular de cultura de células sincronizadas de tabaco da
linhagem BY -2 e verificaram dois picos distintos de zeatina no inicio dafase S, semelhante ao

verificado por ReDIG et al. (1996), diferindo deste pelo pico inicial de citocinina ter sido
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observado no final da fase S. RIOU-KHAMLICHI et al. (1999) reportaram num trabalho com
cultura de células e em plantas de A. thaliana um aumento nos niveis de CycD3 induzido por
citocininas no inicio datransicdo G1/S.

No presente trabalho, vale observar que ocorreu expressao dos genes CycD2;1 e H2A
nos explantes C (figura 20), indicando que possivelmente também ha divisdo celular nesses
tecidos. Entretanto, nesse caso, a divisdo celular estaria correlacionada com o processo de
crescimento dos tecidos e ndo com a organogénese. SOUzA et al. (2003) verificaram que
nunca houve a formacéo de novas plantas a partir dos primordios de gema axilares contidos
nos explantes C, mas somente a partir dos explantes SND. Sendo assim, 0 processo de diviséo
celular pode estar associado tanto ao processo de formag&o de uma gema axilar que originara
uma nova planta, quanto com o crescimento 0 crescimento e manutencdo das células do

segmento nodal.

V.1.2 Auxina

No presente trabalho foi verificado que os teores endégenos de AIA mantiveram-se
sempre superiores nos explantes C, isto € naqueles mantidos com apice (figura 10).
CHATFIELD et al. (2000) verificaram que o crescimento de gemas axilares contidas em
segmentos caulinares isolados de A. thaliana foi inibido por quantidades fisiologicas de
auxinas, indicando uma correlacéo negativa entre as concentragdes dessa classe hormonal e o
crescimento do primérdio de gema axilar.

Alguns estudos sugerem que o transporte polar de auxinas (TPA) seria a causa da
manutencdo da dominancia apical exercida pelo pice, inibindo o desenvolvimento de gemas
laterais (PILATE et al., 1989; LI & BANGHERT, 1992; BANGERTH, 1994; TAMAS, 1995). Essa

hip6tese, bem discutida por CLINE (1991; 1994), afirma que o AlA transportado para as
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gemas laterais (TPA) seria responsavel pela inibicdo do seu crescimento. Entretanto, a
eliminacéo do 4pice, fonte direta e principal do horménio reverteria, a situacdo. Essa hipotese
explicaria os maiores teores de AlA encontrados nos explantes C, que sdo agueles que néo se
desenvolvem em gemas caulinares e, portanto, ndo formam plantas.

Nos explantes SND do abacaxizeiro, verificou-se um inicio de aumento dos teores
endégenos de AIA apbs 16 horas de cultivo. Trabalhando com o mesmo modelo em
abacaxizeiro, Souza et al. (2003) verificaram que na 20 hora, quando ja se observava, por
meio da andlise histoldgica, algumas células em divisdo, ocorreu um aumento de AlA, nos
explantes SND que progrediu a partir dai. Atribuiu-se a nova gema em formagdo o incremento
na concentracdo de AIA que passaria a atuar sintetizar o seu préprio AlA.

Alguns trabalhos mostraram o0 aumento de auxina enddgena em gemas axilares
associado com o préprio crescimento das gemas a partir do aumento de divisdes celulares.
HILMANN et al. (1977) encontraram o dobro da concentracdo de AIA em gemas laterais de
feijoeiro decapitado, 24 horas ap6s a remocao do pice, coincidindo com um intumescimento
dessas gemas. Em um outro estudo, PEARCE et al. (1995) detectaram um aumento dos niveis
de AIA 6 horas ap0s a decapitacdo, sendo que com 12 horas ja era possivel observar um
intumescimento do primérdio de gema axilar de plantas de Elytrigia repens. De modo
semelhante, GALOCH et al. (1998) determinaram os niveis de AIA em gemas laterais de
plantas de Betula pendula e encontraram um aumento de AlA 24 horas ap0s a decapitacao.
Esses autores sugeriram gque a remocao da fonte de auxinas com a retirada do apice, ocasiona
a sintese de auxinas pela propria gema lateral, logo apos a decapitacao.

Outras pesquisas indicaram a participagcdo direta da auxina na progressdo do ciclo
celular levando as divisdes celulares, bem como na expansdo celular. Ao trabalhar com

células meristeméticas e células maduras de um fragmento tecidual isolado de Riella
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helicophyla, sincronizadas em G1, G1/S ou final de S, OLIEV (1994) observou que houve
diferencas entre essas células em relagdo a sintese de auxina e na competéncia delas em
responder ao horménio durante o ciclo celular, sugerindo que h& necessidades distintas na
concentracdo de auxina durante as diferentes fases do ciclo celular e que a transicdo G1/S é
especificamente modulada por auxinas.

RICHARD et al. (2002) estudaram os efeitos de uma auxina (ANA, &cido naftaleno
acético), uma citocinina (cinetina) e de um aglcares (sacarose) na expressao de certos genes
relacionados ao ciclo celular de células em suspensdo de A. thaliana. As ciclinas dos tipos A
(CycA2;1) e D (CycD2;1) e uma cinase CDCA;1 foram induzidas por sacarose, sendo que o
aumento dos niveis de RNAm de CycD2;1 foi verificado 30 min apds a adi¢éo de sacarose e
de CycD3;1 ap6s 4 horas. Foi sugerido que CyCD2;1 representou um sinal primario de
reposta a sacarose na indugdo do ciclo celular no inicio datransicdo G1/S e CycD3;1 atuaria
posteriormente. Asciclinas A e D e acinase CDCA ;1 também foram induzidas pela auxina e
pela citocinina, mas em menor intensidade. A ciclina do tipo B (CycB1;1) e a cinase
CDCB1,1 foram induzidas quando da adicdo de auxina e citocinina a0 meio, sendo que a

sacarose induziu fracamente a expressao do gene CycB1;1.

V.1.3 Balanco AIA/CITs

A complexidade do controle hormonal em plantas € evidenciada pela existéncia de
interacbes entre diferentes classes hormonals durante a regulagdo de processos do
desenvolvimento vegetal. A interagdo auxina-citocinina € considerada a mais importante no
controle do desenvolvimento vegetal, como nos processos de dominancia apical e no
desenvolvimento de raizes e gemas, bem como naregulagdo da divisdo e diferenciacéo celular

(KAMINEK et al., 1997).
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O estudo de SKoOG & MILLER, realizado em 1957, foi o primeiro a reportar a
importancia da aplicagdo conjunta de auxinas e citocininas no meio de cultura em processos
organogenéticos, sugerindo que a morfogénese vegetal é regulada principalmente por essas
duas classes hormonais. Esses autores observaram que houve uma relagdo inversa entre a
concentracdo dos horménios e a formacdo de raizes e gemas caulinares. Ou sgja, 0 contelido
relativo mais elevado de auxinas favoreceu o surgimento de raizes, enquanto que o contetido
relativo mais elevado de citocininas favoreceu o aparecimento de gemas adventicias
caulinares.

No presente trabalho, a relagdo AIA/CITs apresentou-se sempre menor nos explantes
SND durante todo o periodo analisado, principalmente apds a 16" hora (tabela 2, figura 11).
Essa menor relacdo obtida nos explantes SND se deveu & menor concentragcdo de AlA nesses
explantes associada com niveis mais elevados de citocininas. Esses balancos podem
representar uma sinalizacdo hormonal para as células do primérdio de gema axilar nos
explantes SND, isto é para aquelas células competentes a responder a inducdo hormonal,
retomando o ciclo celular com a formagdo de uma gema axilar que se desenvolve e origina
uma nova planta.

Com relagdo aos explantes C (mantidos com o 4pice), os maiores teores de AlA
regularam negativamente os niveis de citocininas, levando a ndo diferenciacéo do primérdio
de gema axilar em uma nova planta, como j& proposto por SouzA et al. (2003). Varios
estudos sugeriram que a auxina pode influenciar a dominancia apical via inibicdo da sintese
de citocininas nas gemas laterais.

PILATE et al. (1989) mostraram que auxinas e citocininas atuaram na regulacdo do
crescimento de gemas laterais em rizomas de plantas de Marsilea drummondii na medida em

que diferencas no contetido desses hormdnios foram correlacionadas com variagdes no grau
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de desenvolvimento das gemas. Esses autores concluiram que a conversdo de iPR em
citocininas do tipo Z foi necesséria ao crescimento da gema lateral e ao crescimento do ramo.
Sugeriu-se, ainda, que o balango entre AIA e citocininas foi essencial ao crescimento da gema
lateral, sendo que um balanco menor nas gemas foi encontrado apds a quebra da dominancia
apical. Além disso, verificou-se que citocininas do tipo-Z apresentaram maior relevancia
nesse processo. A mesma conclusdo de que o balango AIA/CITsregula o desenvolvimento de
gemas laterais apds a quebra da dominancia apical com a reducdo de AIA e aumento de
citocininas nas mesmas, foi sugerida por EMERY et al. (1998) em Lupinus angustifolia,
BLAZKOVA et al. (1999) em ervilha, CHEN et al. (1997) em azaléia, OKUBO €t al. (1991) em
Antirrhinum majus.

Mais recentemente, MADER et al. (2003) dosaram os teores hormonais endégenos em
gemeas laterais de plantas de Cicer arietinum apds a decapitacéo e verificaram que 1 hora apos
a retirada do 4pice, os teores de ZR aumentaram, enquanto que os de AlIA foram reduzidos
nas gemas analisadas. Esses autores sugeriram que o aumento dessa citocinina foi resultante
ndo somente do seu transporte para as gemas laterais via xilema, mas também pela biossintese
de novo nas gemas em desenvolvimento.

A interacéo auxina/citocinina pode ser melhor compreendida com a manipulacéo dos
genes envolvidos no metabolismo e/ou transporte desses hormonios, ocasionando mudancgas
nas concentracbes de ambos. EKLOF et al. (1997) realizaram um estudo que objetivava
conhecer a interagdo auxina/citocinina em plantas selvagens comparativamente as plantas
transgénicas de tabaco. Plantas super-produtoras de citocininas (com expressdo do gene ipt,
que codifica a enzima isopenteniltransferase, responsavel pela sintese da citocinina iPR)
apresentaram contetidos de Al A livre e conjugado inferiores aos das plantas selvagens, sendo

reduzidos tanto a sintese quanto o metabolismo de AlA. Essas plantas apresentaram um
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fendtipo com dominancia apical reduzida, folhas enrugadas e poucas raizes. Por outro lado,
plantas super-produtoras de auxinas (em funcéo da expressdo do geneiaa, que codifica uma
enzima-chave envolvida na biosintese de AlA) apresentaram niveis de citocinina inferiores
aos das plantas selvagens, além de menor atividade da enzima citocinina oxidase. O fendtipo
dessas plantas era de forte dominancia apical, epinastia foliar e formac&o de raizes adventicias
no ramo.

O grupo de pesquisadores liderado por NORDSTROM et al. (2004) também
confirmaram gue as auxinas e as citocininas interagem entre si influenciando a sintese um do
outro, isto €, as auxinas exercem uma certa inibicdo sobre a sintese de citocininas e essas
exercem uma certa inibicdo sobre a sintese de auxinas.

Mais recentemente, TANAKA et al. (2006) estudaram a regulagdo inibitéria de auxina
na biossintese local de citocininas em segmentos nodais de plantas de ervilha antes e apos a
guebra da dominancia apical. O controle se deu na indugéo da expressdo do gene ipt que
codifica a enzima-chave na biossintese de citocininas, |PTase (em ervilha, o gene foi isolado a
partir do oligonucleotideo degenerado, Psipt). Anteriormente a eliminagdo do dpice ndo foram
detectados transcritos dos genes Psiptl e Psipt2, sendo que apds a decapitacdo, a expressao
desses genes foi induzida, acarretando o acimulo de citocininas endégenas. Em segmentos
isolados houve também o aumento tanto da expressdo desses genes, quanto o acumulo de
citocininas. Os autores concluiram que durante a dominé@ncia apical a auxina reprime a
biossintese local de citocininas em segmentos nodais, sendo que ap6s a decapitacdo,
citocininas provenientes da raiz, sdo produzidas localmente nos segmentos nodais. A medida
gue se processa 0 desenvolvimento da gema, com a formac&o de um novo apice ativo, o AlA

€ sintetizado de novo reprimindo, novamente, a biossintese de citocininas.
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Vale ressaltar que alguns trabalhos anteriores haviam demonstrado que a acéo das
auxinas foi direcionada & promocdo da atividade da citocinina oxidase, diminuindo o
conteldo de citocininas ativas. ZHANG et al. (1995) estudaram os efeitos da aplicagdo
exogena de auxina nos niveis enddgenos de citocininas em tecido de plantas transgénicas de
tabaco expressando o gene ipt. A aplicacdo da auxina ANA reduziu os teores enddgenos de
citocininas ativas em 84 % nas plantas transgénicas, verificando que auxina promoveu a
atividade de citocinina oxidase no tecido transformado.

De modo oposto, BALLA et al. (2002) observaram gque houve um aumento nos teores
endégeno de AIA em gemas laterais de plantas de ervilha ap6s o isolamento do apice,
coincidindo com um inicio de desenvolvimento da gema, seguido por um aumento de iPR e
ZR com 24 horas em diante. Sugeriu-se que 0 aumento inicial de AIA e o pogerior de
citocininas induziram o inicio do desenvolvimento da gema, tendo o AIA o papel no controle
da expansdo celular e citocininas na ativagdo da divisdo celular. Os autores sugeriram gue 0
aumento de citocininas nas gemas isoladas é consequéncia da sua prépria biossintese na
gema, jaque o sistema foi isolado das raizes.

Portanto, no presente estudo, pode-se sugerir um efeito positivo do menor balango
AlIA/CITs, obtido nos explantes SND (tabela 2; figura 11) na sinalizagdo a retomada da
divisdo celular, j& que houve uma maior expressao dos genes CycD2;1 e H2A (figura 20) em
relacdo aos explantes C. Temporalmente, a sinalizagdo para a inducéo do ciclo celular foi
determinante nas primeiras horas apos a eliminacdo do apice nos explantes SND, ja que a
partir de 12 horas ndo houve diferencas marcantes na expressdo dos genes analisados entre os

explantes.
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V.1.4 Acido abscisico

Pouco se conhece a respeito da sintese, transporte e efeitos celulares do ABA no
crescimento de gemas laterais, entretanto, muitos trabalhos indicam que a inibicdo do
crescimento das gemas esta estreitamente correlacionada com a presenca do ABA nas
mesmas.

No presente trabalho foi observada uma reducéo progressiva dos teores endégenos de
ABA nos explantes C e SND até a 20° hora, sendo que nas primeiras 2 horas apds a
decapitacdo, 0s teores mantiveram-se superiores nos explantes C em relagdo aos explantes
SND (figura 12).

Similarmente aos resultados apresentados no presente estudo, também foi observada
uma reducdo inicial de ABA no crescimento da gema lateral por outros autores.

GocAL et al. (1991) detectaram reducéo no teor de ABA na proporcéo de 30-70%
entre 4 e 24 horas nas gemas axilares de feijoeiro decapitado, em relacdo as de plantas
intactas, ap0s a decapitacdo. Com resultados semelhantes, GALocH et al. (1998)
determinaram os teores enddgenos de ABA em gemeas laterais de Betula pendula 24 horas e 5
dias ap0s a decapitacdo das plantas, ou seja, antes e apds 0 inicio do crescimento da gema.
Esses autores encontraram concentragdes reduzidas de ABA apés a decapitacdo nesses dois
periodos, sugerindo que o ABA atuaria como um inibidor do crescimento da gema lateral
nessa especie.

Em um trabalho mais recente, CHRISTIANSON (2000) observou o €feito inibitério da
adicdo de ABA no desenvolvimento de gemas na alga Funaria hygrometrica mediado por
citocininas. O efeito inibitério do ABA sobre o efeito estimulatorio de citocininas foi mais
pronunciado quando a exposicdo das gemas a0 ABA ocorreu utilizando-se maiores

concentragdes desse hormonio e numa fase mais posterior do desenvolvimento. Esses dados
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sugeriram que o ABA n&o blogueia o efeito estimulatorio de citocininas em etapas iniciais do
desenvolvimento das gemas, ndo interferindo, portanto, na percepcao inicial do sinal relativo
as citocininas. MADER et al. (2003) dosaram os teores hormonais endégenos em gemas
laterais de plantas de Cicer arietinum ap0s a decapitacdo e também verificaram uma redugdo
nas concentraces de ABA, confirmando sua atuacdo inibitéria no desenvolvimento de gemas.

No entanto, ainda ha muita controvérsia em relagdo a participagdo do ABA na
dominancia apical. Alguns trabalhos ndo encontraram diferencas marcantes nos teores de
ABA em gemas laterais antes e ap0s a decapitacdo (DORFFLING, 1976; WHITE & MANSFIELD,
1977; PILATE et al., 1989), sugerindo que o0 ABA n&o possui um papel direto ou relevante na
dominancia apical. No presente trabalho, apenas nas primeiras 2 horas ocorreram diferencas
mais marcantes nos teores enddgenos de ABA entre os explantes C e SND, sendo que no
restante do periodo analisado mantiveram-se praticamente constantes (figura 12). Em acordo
com essa proposicdo, KNOX & WAREING (1984) analisaram o envolvimento do ABA na
inibicdo das gemas laterais de plantas de feijoeiro, ndo sendo encontradas diferencas nos
teores desse hormonio entre as gemas laterais de plantas decapitadas e de plantas intactas
(controle) nas primeiras 12 horas apds a decapitacdo. Somente apds 24 horas da eliminagdo do
apice ocorreu uma diminuicdo no contelido de ABA nas gemas laterais.

Para os explantes de abacaxizeiro, foi possivel verificar, ainda, que simultaneamente a
reducdo dos niveis de ABA nos explantes de abacaxizeiro (figura 12), os teores enddgenos de
AlA mantiveram-se inferiores nos explantes SND (figura 10). KNOX & WAREING (1984)
afirmaram que a interac@o entre AIA e ABA é decisiva para o desenvolvimento da gema
lateral. Esses autores observaram que a aplicagéo de AIA na regido decapitada da planta
promoveu uma elevacdo dos teores de ABA nas gemas, inibindo seu desenvolvimento.

TUCKER (1980) (apud CLINE, 1991) propde que a auxina produzida no apice se mova
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basipetamente, estimulando a sintese de ABA na gema lateral ou préximo a ela, inibindo o
seu crescimento. Esses resultados poderiam explicar o resultado obtido em abacaxizeiro que
mostrou uma reduc&o nos teores de ABA mais acentuada nos explantes SND nas primeiras 2
horas em relagdo aos explantes C, que possuiam o apice intacto, fonte de AlA.

Em um estudo realizado por PEARCE et al. (1995) foram determinados os teores de
AlA e ABA nas gemas axilares de Elytrigia repens apds decapitacédo do rizoma. Observou-se
gue o teor de ABA na gema axilar foi reduzido em 20% nas primeiras 12 horas a partir da
decapitacdo. O crescimento da mesma sO foi acentuado apds 48 horas, sendo que apos 6 horas
da decapitacdo ndo houve reducdo do teor de AlA. Esses autores concluiram gue a liberacéo
das gemas da dominancia apical nessa planta ndo requer reducéo de AIA, mas sim, uma
reducdo no teor de ABA. O efeito dessa reducéo no desenvolvimento das gemas poderia ser
indireto, isto € como consegiéncia da presenca de AlA, resultando na reducéo da sintese de
ABA nas gemas axilares.

A reducdo nos teores enddgenos de ABA mais acentuada nas primeiras 2 horas nos
explantes SND coincidiu com a menor razéo AIA/CITs (figura 11; tabela 2) nesses explantes
em relacdo ao controle. EMERY et al. (1998) sugeriram que o ABA atuaria como um inibidor
no processo de crescimento de gemas laterais, a partir de observagtes de que sua reducéo
coincidiu com a reducdo na razdo AIA/CITs nas gemas laterals, 0 que promovia Seu
desenvolvimento.

No presente estudo, pode-se sugerir que a reducéo inicial nos teores de ABA mais
acentuada nos explantes SND pode estar correlacionada com o aumento da expressdo dos
genes CycD2;1 e H2A, logo na 1% hora apds a decapitacdo (figura 20). Essa reducio poderia

atuar como um sinal indutor a retomada do ciclo celular na maioria das células do primoérdio
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gemifero nesses explantes, levando ao desenvolvimento do primordio de gema axilar em uma
nova planta.

Sabe-se que 0 ABA diminui a atividade mitética, atuando na expressdo do gene ICK 1,
uma proteina inibidora de cinases dependentes de ciclinas (CDC). A ICK1 interage com a
cinase CDC2a e com a ciclina CycD3, inibindo a atividade dessas proteinas, levando a parada
do ciclo celular (WANG et al., 1998). Em um interessante estudo, SWIATEK et al. (2002),
trabalhando com a cultura de células de tabaco BY -2, verificaram que a aplicagdo de ABA na
transicdo G1/S inibiu areplicacéo de DNA e portanto, a progressao do ciclo celular. Por outro
lado, os autores também observaram que a aplicacdo de ABA durante a fase S ndo causava
um efeito inibitério na progressdo do ciclo celular.

Os resultados de incorporagdo de timidina triciada pelos segmentos nodais do
abacaxizeiro indicaram uma menor incorporagdo desse marcador nos explantes C em relagéo
aos explantes SND, principalmente a partir de 12 horas de cultivo (figura 21). Alguns
trabalhos relataram o efeito do ABA nareducdo da atividade mitética por meio de uma menor
taxa de incorporagéo de timidina triciada, sugerindo inibir a sintese de DNA (HEMERLY et al.,
1993; ROBERTSON et al., 1990; LEUNG et al., 1994). Assim, pode-se considerar que 0sS
maiores teores de ABA, encontrados nos explantes C nas primeiras horas, sinalizou para uma

interrupcao do ciclo celular nesses explantes.
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V.2 Aclcares

Os aglcares além de serem considerados nutrientes sdo sinalizadores da expresséo de
certos genes reguladores da divisdo e da diferenciacéo celular, influenciando positivamente
ambos 0s processos (JANG et al., 1997).

No presente trabalho foi possivel observar que, apesar de ter sido acrescentada
sacarose ao meio de cultura no qual os explantes foram cultivados, os teores endégenos desse
acucar aumentaram progressivamente ao longo das 24 horas nos explantes SND. Nesses
explantes o contelido de sacarose apresentou-se sempre maior em relacdo ao controle logo a
partir da 1% hora (figura 13). Esse dado poderia ser explicado pelo fato de que a decapitagio
proporcionou uma ativagdo de transportadores de sacarose nos explantes SND, contribuindo
para a mobilizacdo da sacarose as células competentes no primérdio de gema desses
explantes, promovendo a retomada das divisdes celulares apds a eliminacdo do pice.

BORISIUK et al. (2002), estudando o controle mediado por sacarose na diferenciagéo
de cotilédones durante a embriogénese de Vica faba, verificaram um aumento de
transportadores de sacarose em tecidos em alta proliferacéo celular.

Alguns trabalhos mostraram a regulacdo mediada por hormonios na ativagdo de
transportadores de sacarose. HARMS et al. (1994) constataram que transportadores de sacarose
sdo ativados por citocininas. Nos explantes de abacaxizeiro € possivel que os maiores teores
de citonininas encontrados nos explantes SND estejam associados com a ativagdo de
transportadores de agUcares nas células do primordio gemifero desses explantes.

Como comentado anteriormente, no presente trabalho, foi observado um aumento
progressivo dos teores de sacarose a partir da 1% hora apds o isolamento do &pice nos
explantes SND (figura 13). Nesses mesmos explantes, verificou-se que na 8* hora ocorreu um

pico de expressdo de CycD2;1 e H2A (figura 20). Provavelmente, a sacarose tenha sinalizado
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a inducéo da expressdo desses genes, promovendo a retomada do ciclo celular nos explantes
SND em G1/S. Segundo os dados de incorporagéo de timidina triciada a maioria das células
do primérdio de gema estaria em G1, sendo que na 24° hora a fase S ja teria se iniciado
(figura 21).

Muitos trabalhos tém mostrado que a expressao dos genes que codificam proteinas do
tipo ciclinas é induzida por sacarose ou glicose, sendo que a disponibilidade de sacarose é
importante na modulagdo da divisdo celular em meristemas. ROITSCH & EHNEB (2000)
discutem que a ativagdo do crescimento, modulado pelas divisdes celulares, esta4
correlacionada com o suprimento de carboidratos, sendo a particdo de carboidratos entre
tecidos-fonte e tecidos-dreno importante no crescimento e desenvolvimento das plantas.

Em um importante trabalho, SoNI et al. (1995) observaram a influéncia positiva de
sacarose na expressao do gene da ciclina CycD2. Esses autores mostraram que a expressao
dessa ciclina € induzida apds 4 horas da adicdo de sacarose na cultura de células sincronizadas
de A. thaliana, no intervalo G1. Entretanto, HEMERLY et al. (1993) ja havia verificado que
ndo sO ciclinas seriam reguladas por sacarose, mas também a cinase CDC2a. Na auséncia de
sacarose, a reducdo da cinase e de sua sub-unidade ciclina em G1 levam a parada do ciclo
celular nessa etapa, sendo a sacarose complemento fundamental a progressdo do ciclo celular.

Estudando também o papel da sacarose na inducéo da expressdo da ciclina CycD2,
Riou-KHAMLICHI et al. (2000) verificaram que a disponibilidade de sacarose tem um papel na
transicdo G1/S, induzindo a expressao de ciclinas do tipo D. Esses autores constataram que na
cultura de células de A. thaliana ocorreu um aumento dos teores de RNAm do gene CycD2
apos 30 min da adi¢do de sacarose ao meio de cultura, evidenciando a induc&o por sacarose
desse gene logo no inicio daretomada do ciclo celular em G1. Foi observado também o efeito

da adicdo de sacarose no meio de cultura quando plantas de A. thaliana foram mantidas na sua
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auséncia por 8 dias. Nesse caso, verificaram um aumento de 6 vezes na expressao de CycD2
nas primeiras 24 horas. Esses autores também estudaram a expressdo da ciclina CycD3 e
notaram que a expressdo desse gene ocorreu apds 4 horas da adicdo de sacarose, sendo
induzida posteriormente no ciclo, isto €, no inicio da fase S. Foi sugerido que a sacarose
atuaria como um indutor priméario da divisdo celular nas plantas, sendo que a inducéo de
CycD2 seria uma resposta inicial mediada por sacarose no controle do ciclo celular no inicio
de G1, e CycD3 serialogo em seguida, no inicio dafase S.

COCKCROFT et al. (2000) verificaram que um maior nimero de divisdes celulares et
relacionado ao aumento na expressdo da ciclina CycD2 em plantas transgénicas de tabaco
super-expressando o gene dessa ciclinaem G1. Ainda confirmando essa idéia, RICHARD et al.
(2002) também constataram a inducdo de CycD2;1 apds a adicdo de sacarose no meio de
cultura de células sincronizadas de A. thaliana ap6s 30 min da adi¢do, no inicio de G1.

Foi possivel observar que nos explantes SND, os teores das hexoses glicose e frutose
(figura 14) aumentaram na 4% e na 20* hora. Nesse explantes, poderiam atuar invertases de
parede para a quebra da sacarose, levando a formacdo das hexoses que atuariam na promogao
da retomada do ciclo celular nos primérdios de gema.

WEBER et al. (1996) ainda utilizando sementes de Vicia faba, observaram que a
atividade de invertase de parede de células da testa proporcionou um aumento no contetido de
hexoses, correlacionado com uma forte atividade mitética nos cotilédones. A medida que os
teores de hexoses diminuiram, ocorreu um acimulo de sacarose coincidente com a reducéo
das divisdes celulares, quando foram iniciados 0s processos de diferenciacédo e
armazenamento na semente.

Partindo do conhecimento de que a formagdo da semente envolve uma fase de diviséo

celular, seguida da diferenciagdo e maturagdo da semente, BORISIUK et al. (1998) mostraram a
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atuacdo diferencial de acUcares em tecidos com mitose ativa. Esses autores utilizaram um
método de mapeamento histogréfico de alta resolugdo e verificaram uma correlacdo positiva
entre a atividade mitética e a distribuicdo especifica de glicose no desenvolvimento
cotiledonar em embrides de Vicia faba. Durante a diferenciagdo dos cotilédones, detectaram-
se gradientes nos teores de glicose em funcdo do tipo celular, verificando maiores teores de
glicose em células meristeméticas (regido abaxial) e nas células diferenciadas, com baixa taxa
de divisdo (regido adaxial), foram observados contelidos menores de glicose e um acumulo de
amido. Foi sugerido que a concentracdo de glicose nas células esta relacionada com um
gradiente de atividade mitética durante o desenvolvimento cotiledonar, desempenhando
fungdes morfogenéticas durante o seu desenvolvimento.

Foi possivel verificar com os dados de relag@o hexoses/sacarose (tabela 3; figura 14)
gue ocorreu uma reducéo dessa relagdo nos explantes SND, verificado principalmente pelo
aumento de sacarose. Pode-se sugerir que as células do primoérdio gemifero atuem como um
“dreno” de nutrientes na retomada das divisoes celulares. Possivelmente, o balanco AIA/CITs
verificado nos explantes SND (figura 11; tabela 2) tenha sinalizado a mobilizagéo de sacarose
das células adjacentes para as células competentes do primoérdio de gema. Sabe-se que as
citocininas atuam na mobilizacdo de nutrientes, bem como na indugdo de invertases de
parede.

EHNEB & ROITSCH (1997) concluiram que a atividade de invertase extracelular ou de
parede celular € crucial no suprimento via apoplasto de carboidratos de tecidos-dreno e em
proliferacdo celular, com elevados teores de citocininas. Esses autores isolaram uma invertase
de parede em plantas de Chenopodium rubrum, verificando altos contelidos de RNAmM
referente a0 gene dessa enzima induzidos por adicdo de zeatina no meio de cultura de

suspensdo de células, coincidindo com maiores teores de proteina e de atividade de invertase

128



extracelular. Além disso, verificou-se que, associado ao aumento induzido por citocininas da
invertase extracelular, um aumento de RNAmM de genes de transportadores de hexose,
mediado por citocininas. O aumento tanto de invertase extracelular como de transportadores
de hexose levou a0 maior suprimento de carboidratos, reforcando o papel do controle da
particdo de carboidratos mediado por horménios, como no estimulo da divisdo celular por
citocininas. Assim, maiores teores de invertase e transportadores sdo umas das mudancas
necessarias para o estimulo das divisdes celulares e crescimento mediados por citocininas,
fornecendo carboidratos aos tecidos em alta proliferacdo celular, o que é reforcado pelo
aumento de captacdo de sacarose em resposta a adicdo de citocininas.

Para os explantes SND de abacaxizeiro, foi observado um aumento de amido logo na
1% hora, que se manteve até a 3° hora. A partir desse momento, foi observada uma reducdo
progressiva do amido até a 24* hora (figura 15). Assim, pode-se constatar que houve um
acumulo transitério de amido nos explantes SND nas primeiras 3 horas. Nesses explantes, a
presenca inicial de amido pode ser considerada com sendo resultante da sacarose absorvida do
meio de cultura, mas que logo poderia ser mobilizado tanto para prover energia a partir da sua
guebra em sacarose, quanto parasinalizar aretomada do ciclo celular.

UsciATI et al. (1972) mostraram a participagdo do amido como também tendo um
papel nainducéo do processo de divisdo celular. Esses autores observaram acimulo de amido
nas células de gemas axilares de plantulas de Cicer arietinum nas primeiras quatro horas apos
a gquebra da dominancia apical com aplicacéo de citocinina, diferindo das plantas controles
que ndo possuiam esse carboidrato de reserva. Foi verificado um aumento no contetido de
DNA de 40 % maior em relagcdo ao controle apds 9 horas na presenca da citocinina, e de 50 %
em 24 horas. Os autores sugeriram que o acumulo de amido representaria um suprimento

energético ao processo de divisdo celular em tecidos com uma alta atividade meristematica.
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Com relagd@o aos contetdos de amido nos explantes C do abacaxizeiro, verificou-se
que, exceto na 1% e na 24° hora, os teores de amido apresentaram-se maiores do que nos
explantes SND, sendo que até a 3% hora foi observado um aumento progressivo de amido nos
explantes C (figura 15). Com base em resultados prévios realizados com primordios de gemas
axilares do abacaxizeiro (Souza et al., 2003), sabe-se que nos explantes C também ocorrem
divisdes celulares, mas em menor nimero, e que ndo ha diferenciacdo de tecidos para a
formacgdo de uma nova planta, como ocorre nos explantes SND. Alguns trabalhos mostram
gue tecidos com menor taxa de diviséo celular podem acumular amido, como verificado por

BORISIUK et al. (1998).

V.3 Aminoéacidos

No presente estudo foi possivel observar que a asparagina apresentou oS maiores
teores endégenos em ambos o0s explantes em relacdo aos demais aminoacidos dosados,
representando cerca de 97 % do total de aminoécidos (figura 16). A asparagina € considerada
um importante aminoécido de transporte e de armazenamento nas plantas, sendo que o
acumulo desse aminoé&cido é derivado da translocago pelas raizes em resposta ao suprimento
do ion aménio. Esse aminoécido é sintetizado a partir da glutamina e do aspartato, via
asparagina sintetase (KAWACH! et al., 2002). MADER et al. (2003) estudaram as mudancas
metabdlicas durante o desenvolvimento de gemas laterais de plantas de Cicer arietinum apos
a eliminagdo do &pice e também verificaram um aumento nos teores enddgenos de
aminoécidos, em particular com uma participacdo expressiva de asparagina.

Muitos esforcos tém sido feitos para elucidar os mecanismos envolvidos na
sinalizagdo das plantas. Em um importante trabalho, JACKSON (1993) define que o sinal

quimico pode se manifestar como uma mensagem negativa ou positiva Na mensagem
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negativa ocorre uma reducéo de compostos fisiologicamente ativos e na mensagem positiva
ocorre um aumento dos compostos.

Nos explantes SND de abacaxizeiro, os teores dos aminoécidos aspartato, arginina +
treonina, alanina e fenilalanina mantiveram-se menores em relagdo ao controle durante as
primeiras 2 horas,; durante as primeiras 4 horas para asparagina, glutamina + glicina, GABA e
triptofano e nas primeiras 12 horas para glutamato, isoleucina e leucina (figura 18).

A reducdo observada nos teores dos aminoécidos dosados nas primeiras horas de
cultivo, além de representar uma possivel sinalizagdo negativa para o futuro desenvolvimento
do primérdio de gema axilar, pode representar também um efeito de injaria causada pelo
isolamento do dpice nos explantes SND. Um recente trabalho mostra a importéancia de se
considerar nas andlises bioquimicas dos explantes vegetais cultivados in vitro o efeito dos
danos causados no momento da explantagdo. FEHER et al. (2003) apontam que a resposta ao
estresse depende do nivel de estresse e do estado fisioldgico das células. Se o nivel de estresse
exceder a tolerancia celular, a célula morre. Entretanto, niveis toleraveis de estresse
desencadeiam um estimulo no metabolismo celular e induzem mecanismos de adaptacdo. As
adaptacOes incluem uma re-programagdo da expressdo génica, bem como mudangas na
fisiologia e no metabolismo celular. O estado celular alterado, induzido pelo estresse, pode ser
considerado como parte da sinalizagdo do processo estudado, mediando uma re-organizagéo
celular e permitindo uma mudanca no padréo de desenvolvimento.

Durante o0 manuseio das plantas cultivadas in vitro e, principaimente durante o
processo de isolamento dos explantes, esses foram submetidos a injuria. Nos explantes SND
essa injuria podera ter sido ainda maior em relagdo aos explantes C, pois no momento da
coleta foram feitas duas excisies - para isolar o segmento caulinar da planta-mée e paraisolar

o &pice (figura 3). FEHER et al. (2003) afirmam que a injUria causada no material vegetal, per
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se, faz parte do sinal indutor para o processo organogenético, ja que é desencadeada uma série
de modificagdes bioguimicas do tecido. Possivelmente, a reducdo nos teores enddgenos de
aminoécidos, observada nos explantes SND nas primeiras horas de cultivo, seja o resultado de
uma resposta ao estresse causada pelo isolamento do explante da planta-méae somado ao efeito
da decapitacdo - ambos fazendo parte da sinalizagdo para a retomada das divisdes celulares e
desenvolvimento de uma nova planta

Entretanto, logo ap6s a 1% hora de cultivo os aminoécidos - asparaging, glutamina +
glicina, aspartato, glutamato, arginina + treonina, histidina, lisina, GABA, leucina e triptofano
- tiveram seus teores endégenos aumentados nos explantes SND. A partir de 12 horas
verificou-se um aumento mais acentuado para o glutamato e alanina e menos pronunciado
paraprolinae GABA. Apo6s 20 horas, também foi verificado um aumento, menos intenso, nos
teores de metionina, isoleucing, fenilalanina e arginina + treonina (figura 18). Provavelmente,
o nivel de expressdo aumentado de CycD2;1 e H2A em SND, como observado na 8 hora,
(figura 20) sofreu influéncia de uma possivel sinalizacdo positiva mediada pelo aumento nos
teores enddgenos desses aminoécidos. Além disso, 0 aumento nos teores enddgenos dos
aminoécidos pode estar associado a promocdo da maioria das células no primoérdio de gema
axilar nos explantes SND a entrada na fase S, na 24% hora.

Foi demonstrado que o receptor de glutamato também reconheceria as formas dos
amino&cidos glicinae GABA (DAVENPORT, 2002; BOUCHE et al., 2003). Baseando-se na idéia
de sinalizacdo de JACKSON (1993), pode-se sugerir que nos explantes SND o aumento
verificado de aminoécidos represente uma sinalizacdo positiva na inducdo do processo de
retomada do ciclo celular pelas células competentes do primoérdio gemifero. TURANO et al.

(2002) apontaram para o0 papel do receptor de glutamato em A. thaliana (AtGLR3.2) na
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regulag@o da divisdo celular. Esses autores verificaram o acumulo do receptor em tecidos
florais com alta proliferacdo celular.

Outros trabalhos mostraram que ha evidéncias de que a disponibilidade de nitrogénio
regule a expressdo de genes relacionados ao ciclo celular. GouLD et al. (1981) verificaram
que a progressdo da transicdo G1/S do ciclo celular foi controlada pela disponibilidade de
nitrogénio em uma cultura de células em suspensdo. Em um importante trabalho, SoNI et al.
(1995) relataram que na cultura de células em suspensdo de A. thaliana, quando na auséncia
de nitrato, houve um acuimulo de células em G1, sendo que apds 48 horas sem adicdo de
nitrato houve uma reducdo de transcritos de RNAm da ciclina CycD3. Quando o nitrato foi
adicionado, induziu um aumento dos teores de transcritos dessa ciclina, anteriormente ao pico
observado de sintese de DNA.

CoRruUzzI & ZHoU (2001) relataram que o glutamato pode funcionar como uma
molécula sinalizadora da regulacéo do crescimento e do desenvolvimento vegetal, de modo
semelhante ao descrito em animais, ja que o receptor de glutamato identificado nas plantas é
semelhante ao encontrado nos animais. Esses autores apontam que o glutamato atua nas
plantas como um sinalizador do “status’ de nitrogénio na célula e, ao se ligar ao receptor,
permite a entrada de célcio nas células. O aumento observado nos niveis endégenos de
glutamato nos explantes SND apds 12 horas pode representar um sinal a retomada da divisdo
e diferenciagdo celular nesses explantes. Além disso, sabe-se que o glutamato, quando h&a
disponibilidade de esqueleto carbdnico, pode ser fonte de re-distribuicdo do nitrogénio para
todas as outras formas de aminoécidos, processo mediado por aminotransferases (Coruzzl &
BusH, 2001).

Assim, pode-se supor que o aumento de aminoécidos verificado nos explantes SND,

atue como uma sinalizagdo ao processo de retomada do ciclo celular pela maioria das células
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do primérdio de gema axilar durante o seu desenvolvimento, além de atuar como um fator

nutricional importante a manutencéo das divisdes celulares.
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VI. Conclusdes

Retomada do ciclo celular no primérdio de gema axilar do abacaxizeiro

A importancia acerca da regulagdo do ciclo celular no desenvolvimento das plantas
tem recebido especial atencdo no que se refere a regulacéo diferencial de genes participantes
do ciclo celular em reposta a uma sinalizagdo especifica. Muitos estudos vém sendo
realizados atualmente para melhor compreender os sinais que controlam o desenvolvimento
vegetal, descrevendo sua influéncia na expressao génica.

O presente trabalho teve como objetivo conhecer e relacionar as variagdes de alguns
fatores endogenos, como horménios, aglcares e aminoacidos com a retomada do ciclo celular
por células do primérdio de gema axilar presente em segmentos nodais decapitados (explantes
SND) de abacaxizeiro, analisando, para tanto, a expressdo de certos genes envolvidos com o
processo de divisdo celular e aincorporacdo de [H]timidina nesses explantes.

A partir da andlise dos resultados de incorporagdo de timidina triciada sugere-se que as
células do primordio de gema axilar nos explantes SND estariam em G1. Mais
especificamente, pdde-se concluir que até 12 horas a maioria dessas células estava numa fase
inicial da transicdo GL1/S, apds esse momento, considerou-se que estavam em um periodo
mais adiantado da transicdo G1/S e com 24 horas a fase S j& estaria acontecendo na maior
parte das células do primordio. Vale ressaltar que as células analisadas da regido do primérdio
gemifero dos explantes SND, apds a maceragdo do tecido, incluiram células adjacentes que
também se dividem, no entanto, ndo tomam a rota organogenética, portanto, ndo participam
da formac&o de uma nova planta. Da mesma forma, no controle (explantes C), houve diviséo
celular, em menor nimero comparativamente, ndo ocorrendo o surgimento de uma nova
planta. De modo diferente da maioria das pesguisas que utiliza cultura de células

sincronizadas em suspensdo para estudar a regulagcdo do ciclo celular, neste trabalho
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empregou-se um tecido e, portanto, uma mistura de células em diferentes fases do ciclo estava
presente durante as anélises.

Nos explantes C havia células em divisdo possivelmente garantindo o crescimento do
tecido do segmento nodal. No entanto, em SND, foi possivel considerar que houve uma
sinalizacdo especifica para que algumas células competentes do primoérdio de gema axilar
retomassem o ciclo celular, com subseqiiente formacdo organogenética. Isso parece ter sido
mediado por variagdes nas concentracbes de hormonios, agUcares e aminoacidos, cujas
sinalizagBes foram determinantes ja na 1* hora apds a eliminacdo do &pice nos explantes SND.

Portanto, a sinalizacdo para a retomada do ciclo celular, e posterior diferenciacédo
ocorrida nos explantes SND, poderia ser caracterizada pela somatéria de diferentes fatores,
como pelo balanco hormonal AIA/CITs sempre menor nos explantes SND, pela reducéo mais
acentuada nos teores de ABA nesse explantes nas primeiras 2 horas, bem como pelo aumento
ocorrido a partir da 1* hora dos teores de sacarose e pelas mudancas ocorridas no padrdo de
aminoécidos. Esses fatores regulariam a maior expressdo genes CycD2;1 e H2A ocorrida
principalmente na 1* e 8° hora, levando as células competentes do primérdio de gema axilar a
retomarem o ciclo celular. Sabe-se que a ciclina CycD2;1 atua na transicdo G1/S do ciclo
celular e as proteinas histonas, como a H2A, sdo indicadores especificos da fase S. Dessa
forma, a maior incorporacéo de timidina triciada nos explantes SND na 24 hora confirmou
gue a maioria das células do primérdio de gema axilar ja estaria na fase S, portanto,

progredindo no ciclo celular.
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VII. Perspectivas

No presente trabalho caracterizaram-se padrdes bioguimico e de expressdo génica
distintos para os explantes SND que, provavelmente, estéo relacionados com a inducdo das
células competentes do primérdio de gema nesses explantes a divisdo celular e posteriormente
diferenciacdo em uma nova planta. Diferentemente dos explantes C, cujas divisdes celulares,
que ocorreriam em menor numero, s0 necessarias & manutencdo do crescimento do proprio
explante.

FLEMING (2006), sob uma nova perspectiva, aborda a relagcéo entre a coordenagdo da
divisio celular, diferenciagdo e morfogénese no meristema apical caulinar (MAC). A
proliferacdo e o crescimento celular estdo intimamente relacionados com a diferenciagdo
celular a medida que as células se distanciam do meristema para a formacéo de primérdios de
Orgéos. As células do meristema pluripotentes tornam-se assim, comprometidas a diferentes
vias de diferenciacdo. Além disso, nas plantas, novas células sdo geradas a partir de divisdes
no meristema também para a manutencdo do crescimento e do corpo da planta.

A medida que as células em divisio sdo direcionadas no meristema, inicia-se o
processo de diferenciagdo, envolvendo a expressdo ou silenciamento de genes especificos,
como por exemplo, a repressdo de genes da classe KNOX (CASTELLANO & SABLOWSKI,
2005). Esses, atuam no controle da manutencdo da identidade das células do MAC. Os
mecanismos para a regulacéo da expressdo dos genes KNOX incluem a participagdo de
hormdnios, como auxinas e citocininas. A super-expressdo de KNOX induz um aumento na
biossintese de citocininas, que por sua vez atuam na inducdo da expressdo de genes de
ciclinas. Com relagdo as auxinas, um aumento na concentragdo de AlA nas células do MAC,
em funcdo do transporte polar, leva a repressdo de genes KNOX. Essa interacdo entre 0s

reguladores do desenvolvimento e os genes da classe KNOX desencadeia um padr&o de sinais
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de desenvolvimento, aiando divisdo e diferenciagdo celular (HAY et al., 2004).
Provavelmente, nos explantes SND, os teores aumentados de citocininas contribuiriam para a
inducéo da expressdo de genes relacionados a formagéo do MAC, como 0s genes pertencentes
aclasse KNOX, que por sua vez contribuiriam para a sintese continuada de citocininas nesses
explantes. No caso dos explantes SND de abacaxizeiro, tornar-se-ia interessante o estudo da
expressdo de genes da classe KNOX nas células competentes do primérdio de gema axilar, ja
gue 0 aumento observado de citocininas nesses explantes poderia induzir a expressao desses
genes.

Seria também interessante realizar uma analise de citometria de fluxo, tendo em vista
que o tecido do primérdio de gema axilar contém células em diferentes etapas do ciclo
celular. A partir dessa andlise seria possivel determinar o contetido de DNA das células do
primérdio gemifero, indicando a proporcéo de células em diferentes fases do ciclo celular.
Para uma maior garantia desses resultados poder-se-ia realizar uma micro-disseccdo do
primérdio, isolando a0 maximo as células competentes que responderiam aos sinais indutores
daretomada do ciclo. Dessa forma, se evitaria a presenca de células adjacentes, que apenas se
dividem, mas que ndo estdo envolvidas no futuro desenvolvimento de um novo 6rgéo.

Muitos trabalhos também indicaram a possibilidade de estudar a expressdo de genes
em meristemas a partir da técnica de hibridacdo in situ. No caso dos explantes SND de
abacaxizeiro, seria interessante utilizar uma sonda feita a partir da transcricéo reversa do
cDNA com um gene relacionado ao ciclo celular, marcada radioativamente ou com
fluorescéncia. Seriam feitos cortes histologicos do tecido do primérdio de gema axilar, no
qual se hibridaria a sonda contendo o0 gene de interesse diretamente no RNAm do tecido,

procedendo-se a observagdo em microscopio Optico ou confocal.
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Além disso, poder-se-ia realizar a producéo de plantas transgénicas que contivessem
uma construgdo com o promotor de um gene relacionado ao ciclo celular associado a um
gene-reporter, como o GFP (“Green Fluorescent Protein”). Da planta transformada, seriam
obtidos os explantes C e SND, seguindo 0 método descrito no presente trabalho, coletados
temporamente, e feitos cortes histologicos para a observagdo em microscopia de

fluorescéncia.
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VIIl. Resumo

A potencialidade dos tecidos vegetais em desenvolver in vitro gemas, raizes ou
embriBes soméaticos a partir de divisdes celulares, sugere que todas as células vegetais sdo
totipotentes, podendo ser induzidas a originar uma nova planta sob condi¢des ideais. Os
processos de divisdo e diferenciagdo celular sdo precisamente controlados durante o
desenvolvimento vegetal, sendo iniciados por sinalizagdes especificas que desencadeiam as
primeiras divisdes celulares na formagd de um determinado Orgéo, garantindo o
desenvolvimento coordenado do organismo. Muitos trabalhos ressaltam a importancia de
fatores endégenos na regulacdo da divisdo celular em processos morfogenéticos, indicando a
participacdo de hormdnios, aglcares e aminoacidos como possiveis moléculas sinalizadoras
da retomada do ciclo celular. No entanto, faltam estudos nos quais esses fatores estejam
simultaneamente caracterizados e associados ao processo de divisdo celular em um tecido
vegetal. O presente trabalho teve como objetivo conhecer as variagdes nos teores de alguns
fatores enddgenos, como horménios, aglcares e aminoécidos, que estariam correlacionadas
com retomada do ciclo celular nas células de primérdios de gemas axilares de plantas de
Ananas comosus (L.) Merr cultivadas in vitro. Para tanto, foram cultivados, por um periodo
de 24 horas, segmentos nodais contendo o primérdio de gema axilar (explantes SND) ap0s a
perda da dominancia apical, bem como de explantes-controles (explantes C), cujo segmento
nodal continha também o apice. Analisaram-se 0s teores enddgenos de AIA por meio da
técnica de GC-MS-SIM, de ABA pelo método HPLC-ELISA e de vérias citocininas, dentre
elas iP, iPR, Z e ZR, por LC/IMS-MS e por HPLC-ELISA. Além disso, foram dosados os
acUcares sollveis - frutose, glicose e sacarose - e alguns aminoécidos livres - asparagina,
glutamina, aspartato, glutamato, prolina, dentre outros — por meio do método que utiliza
HPLC. Como parametro para confirmar a ocorréncia de divisdes celulares nos primordios de
gemas axilares foi estudado o padréo de expressdo em RT-gPCR de dois genes relacionados
com o ciclo celular: umaciclinado tipo D (CycD2;1) e uma histona (H2A). Para determinar a
fase de replicacdo do material genético (fase S), [H*]timidina foi fornecida aos segmentos
nodais. Foi possivel verificar padrées bioquimico e de expressdo génica distintos para 0s
explantes SND em comparacdo ao explantes C que, provavelmente, estéo relacionados com a
inducéo das células competentes do primérdio de gema nesses explantes a retomada do ciclo
celular e posteriormente a diferenciacdo em uma nova planta. Possivelmente, essa inducéo
ocorreu pela somatéria de variagdes ocorridas nos explantes SND, como pela menor
concentracdo de AlA, pelo aumento dos teores de iP + iPR logo a partir da 1* hora e pelo
aumento de Z + ZR apds 12 horas, pelo balanco hormonal AIA/CITs, sempre menor nesses
explantes, pela redu¢cdo mais acentuada nos teores de ABA nas primeiras 2 horas, pelo
aumento ocorrido a partir da 1% hora dos teores de sacarose, pela reducdo na 1* hora da
maioria dos aminoacidos dosados e por um aumento acentuado de glutamato a partir da 12°
hora. Esses alteragGes foram associadas a maior expressdo dos genes CycD2;1 e H2A nos
explantes SND principalmente na 1% e na 8 horas, levando as células competentes do
primordio de gema axilar a re-entrada no ciclo celular. A partir da andlise dos resultados de
incorporacdo de [H’Jtimidina sugere-se que até 12 horas a maioria das células do primérdio
de gema axilar nos explantes SND estava numa fase inicial da transicdo G1/S, ap0s esse
momento, as células estavam em um periodo mais adiantado dessa transicdo e com 24 horas a
fase S j4 estaria acontecendo na maior parte das células do primérdio de gema axilar.
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| X. Abstract

The potentiality of plant tissues in the development of buds, roots or somatic embryos
in vitro from cell divisions suggests that all plant cells are totipotents, and therefore can be
induced to originate a new plant under optimal conditions. Cell division and differentiation
processes are precisely controlled during the plant development, being initiated by specific
signalling which will trigger the first cell divisions in the formation of an organ, ensuring the
coordinate development of the organism. Several works underline the importance of
endogenous factors in the controlling of cell division in morphogenetic processes, where
hormones, sugars and aminoacids are possible signals in the re-entering of cell cycle.
However, there is a lack of studies where these factors are simultaneously characterized and
associated to the cell division process in plant tissues. The present work aimed to study the
changes in the levels of certain endogenous factors, such as hormones, sugars and aminoacids,
which would be correlated to the re-entering of the cell cycle in cells of axillary bud
primordia of Ananas comosus (L.) Merr cultivated in vitro. Therefore, nodal segments
containing axillary bud primordia, after the loss of apical dominance (SND explants), were
cultivated during 24 hours, as well as control-explants (C explants) of nodal segments
containing the apex. Endogenous levels of IAA by GC-MS-SIM technique, ABA by HPLC-
ELISA and various cytokinins (among iP, iPR, Z and ZR) by LC/MS-MS and HPLC-ELISA
were analyzed. Besides that, soluble sugars — fructose, glucose and sucrose — and some free
aminoacids — asparagine, glutamine, aspartate, glutamate, proline, among others — were aso
analyzed by HPLC. As a parameter to confirm the occurrence of cell divisions in the axillary
bud primordia it was studied the expression pattern in RT-gPCR of two genes related to the
cell cycle: acyclin D type (CycD2;1) and a histone (H2A). To determine the replication phase
(S phase), [H’]thymidine was added to the nodal segments. It was possible to verify distinct
biochemical and genetic expression patterns to the SND explants in comparison to the C
explants, which are probably related to the induction of competent cells in the bud primordia
of these explants due to the re-entering of the cell cycle and furthermore differentiation of a
new plant. Possibly this induction is in response to the changes occurred in the SND explants,
such as the lower levels of 1AA, the increase of iP+iPR contents right after the 1% hour and
Z+ZR levels after 12 hours, the hormone IAA/CKs ratio — generally lower in the explants, the
higher reduction of ABA amounts in the first two hours, the elevated level of sucrose from the
1% hour on, the reduction of most of aminoacids contents in the 1% hour and a high increase of
glutamate from the 12" hour on. These alterations were associated to the higher expression of
CycD2;1 and H2A genes in the SND explants, especially in the 1% and 8" hours, leading the
axillary bud primordia competent cells to re-enter the cell cycle. The analysis of
[H3]thymidine incorporation suggests that until 12 hours most of axillary bud primordial cells
in the SND explants were in the initial phase of the G1/S transition. Later on, the cellswerein
a more advanced period of this transition, and at 24 hours the S phase would be already
starting in most of the axillary bud primordia cells.
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Anexo 1

Composicao dos meios de cultura utilizados na obtencéo de plantas de abacaxizerio

cultivadasin vitro, bem como para a obtencdo dos explantes (C e SND)*.

Meio deMurashige & Skoog (1962) - (M S)

Macronutrientes:

NH4NO; (16.5 g.L ™), KNOs (19 g.L ™), CaCl,.2H,0 (4.4 g.L ™), MgS04.7H,0 (3.7 g.L ™),
KH2PO, (1.7 g.L™)

Micronutrientes.

MnS04.4H,0 (22.3 mg.L™), ZnS0,.7H,0 (8.6 mg.L™), H3BO; (6.2 mg.L™), KI (0.83 mg.L
1), N&M00;,.2H,0 (0.25 mg.L™), CuS04.5H,0 (0.025 mg.L™), CoCl,.6H,0 (0.025 mg.L™)

Meio deMultiplicacdo (EM BRAPA / CNPMF, Laboratério de Cultura de Tecidos)
Macronutrientesde MS

Micronutrientesde MS

Inositol (100 mg.L™)

Glicina (4 mg.L™)

Acido nicotinico (0.5 mg.L™)

Piridoxina-HCI (0.5 mg.L™)

Tiamina-HCL (0.1 mg.L™)

BAP (0.5 mg.L™)

ANA (0.5mg.L™)

Aos meios de cultura foram adicionados 20 g.L™ de sacarose e 10 ml.L™ de solucéo F
(composta por 27.81 mg.L™ de FeSO,.7H,0 e por 37.31 mg.L™ de Na, EDTA).
O pH dos meios de cultura foi gjustado para 5.8 anteriormente a esterelizagdo em

autoclave por 15 min a120 °C e 1 am de pressio.

* As concentragdes se referem a massa do componente a cada litro de meio de cultura
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Anexo 2

Ribossomal 18S

ACGACCTTTTTAGCTTGCAATCAACTTAAACTATACGCTATTGGGAGCT GGAAT TACCGCGGECT GCTGGCACCAG
ACTTGCCCTCCAATGGATCCTCGNT TAAGGGATTTAGAT TGTACT CAT TCCAAT TACCAGACCCGAAGGEGECCCGG
TATTGT TATTTATTGT CACTACCT CCCCGT GT CAGGAT TGEGTAAT TTGCGCGCCTGCTGCCTTCCTTNGATGTI G
GIAGCCGTTTANNNN

NNNT

gi | 7595526] gb] AF207006. 1| Restio tetraphyllus 18S ri bosonal RNA gene,
conpl et e sequence
Lengt h=1740

Score = 371 bits (187), Expect
Identities = 210/214 (98%, Gaps
St rand=Pl us/ M nus

7e-100
3/214 (1%

Query 22 CAACTTAAACTATACGCTAT TGEGAGCTGGAAT TACCGCGECTGCTGECACCAGACTTGC 81

N A R R
Sbjct 589 CAACTTAAA- TATACGCTATTGG AGCTGGAATTACCGCGGCTGCTGBCACCAGACTTGC 532

Query 82 CCTCCAATGGATCCTCONTTAAGGGATTTAGATTGTACTCATTCCAATTACCAGACCCGA 141

A R A AR A A A AN AR
Sbjct 531 CCTCCAATGGATCCTCG TTAAGGGATTTAGATTGTACTCATTCCAATTACCAGACCCGA 473

Query 142 AGGGCCCGGTATTGITATTTATTGICACTACCTCCCCGTGTCAGGATTGEGTAATTTGCG 201

R R AR R A R R
Sbjct 472 AGGGOCCGGTATTGITATTTATTGTCACTACCTCOCCGT GTCAGGATTGGGTAATTTGCG 413

Query 202 OCGCCTGCTGCCTTCCTTNGATGTGGTAGCCGTTT 235

LT ey
Sbjct 412 CGOCTGCTGOCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGITT 379

GAPDH

TGTNATTGAT GAACNGAAGT ACAANGCCNT GCACACT CTNACACT TGNTCTCCAANT GCCTAGCCTGCACNAACT
AACTGTCTTGGCNCCCT CTTNGCCTAAGGGT CATCCATGAATAGAGT TTGCGCATTTGATCTGAAGGGCCTGAATG
ACCACAGT GCACTCTATCTACAGCCTACACAATAAGAACT GT TGATGGGCCAT CTAGCAAGGACT GGAGAGEGT G
GACG

gi | 73685766| gb| DT336758. 1] JBW48F10. b_070. abi Pi neappl e week 1-4 nenat ode-
i nfected gall

cDNA | i brary Ananas conosus cDNA cl one JBWA48F10 similar to

d ycer al dehyde 3- phosphat e dehydrogenase, nmRNA sequence

Lengt h=781

Score = 71.9 bits (36), Expect = 9e-10

Identities = 70/ 76 (92%, Gaps = 4/76 (5%

St rand=Pl us/ Pl us

Query 147 AATGACCACAGTGCACTCTATCTACAGCCTACACAATAAGAACTGTTGATGEECCATCTA 206

R A RN AR AR A A
Sbjct 178 AATGACCACAGTGCACTCTAT- TACAGC- TACACAA- AAGA- CTGTTGATGGTCCATCAA 233

Query 207 GCAAGGACTGGAGAGG 222

AR
Sbjct 234 GCAAGGACTGGAGAGG

Histona H2A
ANGCATGACCTTATGGTAAAGCGAAT TACT CCCCGNCCACCAT TCAGT TTGGCTAT CCGNGGGGACAGAT GGAGC
TCGACACCCT CAT CAAGGT GCACCAT CGACAT GGGEGECGGT GTCATCCCCCACAT CCACAAGTCCCTCATTATGG
GAGNNTNTGTNTNT TGGGAGTNGTGTTNGT TNTTGTNGGNTTTNTAGNGCTCCNNTGT TTCNGTNTNTTTTGTTT
NNTCNGGNNTNGGNTGGGTTTTT

gi | 73689298| gb| DT339406. 1] JBW97D11. b_089. abi Pi neappl e week 5-10
nemat ode-i nfected gal
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CcDNA | i brary Ananas conosus cDNA cl one JBW97D11 similar to
Put ative histone H2A, nRNA sequence.
Lengt h=891

Score = 133 bits (67), Expect = 2e-27

Identities = 129/141 (91%, Gaps = 8/141 (5%

St rand=Pl us/ Pl us

Query 4  GACCTTATGGTAAAGCGAATTACTCCOCGNOCACCATTCAGTTTGGCTATCOGNGGGGAC 63
AR AR R R AR e A A R

Sbj ct 408 GACCTTAAGGTGAAGCGAATTACTCCOCG OCACC- TTCAGTT- GBCTATCOGCGGGGAC 464

Query 64  AGATGGAGCTCGACACOCTCATCAAGGTGCACCATCGACATGGAGECAGTGTCATOCCCC 123

U R U R A A S A
Sbjct 465 - GA- GGAGCTCGACACOCTCATCAAGG: GCACCATCGC- - TGBAGECAGTGTCATOCCCC 519

Query 124 ACATCCACAAGTCCCTCATTA 144

RN R
Sbjct 520 ACATCCACAAGTCCCTCATTA 540

Ciclina CycD2;1
CCTGACGT CACATGACOCOGNT GNGCGT GACTNT TGAT GGTGCT CTGGACT TCTTNAGNTGTGTGTGC
ATTGGACCCCGT CTGNTAAGACGAGACGOCATTGATTGA

gi | 73685049| gb| DT336393. 1] JBW43F10. b_070. abi Pi neappl e week 1-4
nemat ode-i nfected gal
CDNA | i brary Ananas conosus cDNA cl one JBWA43F10 similar to
cyclin D2, nRNA sequence.
Lengt h=899
Score = 61.9 bits (31), Expect = 2e-07
Identities = 49/53 (92%, Gaps = 3/53 (5%
St rand=Pl us/ M nus

Query 9 GACCCACATAGI CCCCACGGTGANCATGTGCTCGTGACTCCCTCTCAACAAGG 61

AR RN A A AN AR
Sbj ct 137 GACCCACATAGTCCCCACG - GBGCATGTGCTCG- GACTCCCTCTCAACAAGG 88

F
AGAAT CCTGACCCACATAGTI CCCCACGGT GGNCATGT GCTCGT GACT CCCTCTCAACAAGG

gi | 73685049| gb| DT336393. 1| JBW43F10. b_070. abi Pi neappl e week 1-4 nenat ode-
i nfected gall
CcDNA | i brary Ananas conosus cDNA cl one JBWA43F10 similar to
cyclin D2, nRNA sequence.
Lengt h=899

Score = 65.9 bits (33), Expect = le-08

Identities = 60/66 (90%, Gaps = 4/66 (6%

St rand=Pl us/ M nus

Query 8 GACCCACATAGTCCCCACGGTGENCATGIGCTCGTGACTCCCTCTCAACAAGGNAGACCN 67

LLLLEEEEE e e e et e et P
Sbj ct 137 GACCCACATAGTCCCCACG - GBECATGTGCTCG GACTCCCT CTCAACAAGG- AGACCC 82

Query 68 ACGCAT 73

[I11]]
Sbjct 81  ACGCAT 76
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Anexo 3

Quantitation Report — CycD2;1

Experiment Information

Run Name amostras e curva eficiéncia CycD2;1
Run Start 18/01/2006 11:52:17 AM

Run Finish 18/01/2006 1:13:58 PM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Quantitaton Information

Threshold 0.100

Left Threshold 1.000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 107(-0.332*CT + 7.281)
Standard Curve (2) CT = -3.013*log(conc) + 21.936
Reaction efficiency (*) 1.14741 (* = 10"(-1/m) - 1)

M -3.01283

B 21.93612

R Value 0.99517

R"2 Value 0.99037

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction No

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Standard

Digital Filter Light

No Template Control Threshold|10%

Sample Page CycD

Profile

Cycle Cycle Paint

Hold @ 50°c, 2 min 0 secs
Hold 2 @ 95°c, 2 min 0 secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)
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Raw Data For Cycling A.FAM/Sybr

Fluorezcence

Quantitation data for Cycling A.FAM/Sybr

Marm. Fluora,

10%-1

Threshold

1042,

103}

35 4o cycle

Concertration
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No. Colour Name

Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies) % Var

1 . 16h C  |Unknown|23.06 0.4252

2 16h SND |Unknown |23.01 0.4416

3 . Oh Unknown |24.50 0.1406

4 . 1hC Unknown |24.62 0.1291

5 . 1h SND |Unknown |24.50 0.1413

6 . 2h C Unknown |25.99 0.0451

7 . 2h SND |Unknown|25.62 0.0601

8 3h C Unknown|25.27 0.0783

9 . 3h SND |Unknown|25.43 0.0690

10 . 4h C Unknown |24.63 0.1272

11 . 4h SND |Unknown|26.28 0.0362

12 8h C Unknown|25.05 0.0927

13 8h SND |Unknown|25.35 0.0734

14 12h C Unknown|24.00 0.2064

15 12h SND |Unknown |24.74 0.1170

16 20h C  |Unknown|26.14 0.0401

17 20h SND |Unknown |24.73 0.1179

18 24h C Unknown|24.55 0.1359

19 24h SND |Unknown [26.00 0.0449

22 | | MQ NTC  |32.91 0.0002

23 . 12h SND |Standard |25.16|0.1000 0.0850 15.0%
24 . 12h SND |Standard |24.93|0.1000 0.1018 1.8%
25 . 12h SND |Standard |24.79|0.1000 0.1129 12.9%
26 . 12h SND |Standard |28.30{0.0100 0.0077 22.7%
27 . 12h SND |Standard |27.75|0.0100 0.0118 17.7%
28 . 12h SND|Standard |27.78/0.0100 0.0115 15.1%
29 12h SND|Standard |31.28/0.0010 0.0008 20.7%
30 12h SND|Standard |30.70{0.0010 0.0012 23.2%

Melt Report — CycD2;1

Experiment Information

Run Name amostras e curva eficiéncia CycD2;1
Run Start 18/01/2006 11:52:17 AM
Run Finish 18/01/2006 1:13:58 PM
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Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.
Gain FAM/Sybr 10.

Melt Information
Digital Filter None

Sample Page CycD2;1
Temp. Threshold|.1°c
Threshold A

Profile

Cycle Cycle Paint

Hold @ 50°c, 2 min 0 secs
Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)

Melt data for Melt A.FAM/Sybr
dF T
25)

2

Threshold
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No.ColourName  Genotype Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

1 | ] jt6hcC 76.2 [81.7 (875

2 16h SND 782 (83 87.5

3 | pn 76.7 |87.5

4 | ] ihc 78.3 [87.3

5 | ] [thSND 77 87.5

6 | ] 2hC 76.5 [87.5

7 | ] 12h sND 76.3 |80.7 875

8 3h C 75.8 |78.3 (835 [87.5
o | ] 3hsSND 775 |87.5

10| ] ¢hc 75.7 |81.7 |87.5 |[93.2
11| ] #hsND 77 81 87.5

12 8h C 76.8 |87.5 [92.7

13 8h SND 75 78.7 |87.5

14 12h C 77 83.5 |87.5

15 12h SND 76.3 |78.2 (875

16 20h C 79 87.5

17 20h SND 775 (83 87.3

18 24h C 76.3 |81.7 |[87.3 [93.3
19 24h SND 748 |78 81.5 [87.3
22 | | MQ 78.3

23 | ] [12h sND 77.7 (833 [87.3

24 | ] [12h sND 76.8 |87.2

25 | ] [12h sND 77 83.3 |87.3

26 | ] [12h SND 78 87

27 | | [12h SND 76.8 [87.2 |91.7

28 | ] [12h SND 77.7 [87.2 |915

29 12h SND 78 87

30 12h SND 76.5 |87 91.7
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Quantitation Report — H2A

Experiment Information

Run Name Amostras e curva eficiéncia H2A
Run Start 26/01/2006 11:06:50 AM

Run Finish 26/01/2006 12:26:29 PM

Notes teste com Hist, GAPDH, RIb 620C
Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Quantitaton Information

Threshold 0.100

Left Threshold 1.000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 107(-0.273*CT + 5.250)
Standard Curve (2) CT = -3.665*log(conc) + 19.242
Reaction efficiency (*) 0.87433 (* = 10"(-1/m) - 1)

M -3.66507

B 19.24238

R Value 0.99562

R"2 Value 0.99125

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction No

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Standard

Digital Filter Light

No Template Control Threshold|10%

Profile
Hold @ 50°c, 2 min O secs

Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 62°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)
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Raw Data For Cycling A.FAM/Sybr
Fluorescence
30

Quantitation data for Cycling A.FAM/Sybr

Marm. Fluora,

10°-1 |

Threshold

Concertration
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No. Colour Name

Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies) % Var

1 | | |16hC |Unknown|21.70 213566

2 16h SND|Unknown|{21.79 .202085

3 | i |on Unknown|22.99 .095131

4 | | |ihc Unknown |21.99 177578

5 | ] |1h SND |Unknown|22.68 .115063

6 | | MQ NTC

7 | B |12h SND|Standard |22.64|.100000 .118249 18.2%
8 | ] |12h SND|Standard |22.74|.100000 .110847 10.8%
9 | ] |12h SND|Standard |22.95/.100000 .097415 2.6%
10 | ] |12h SND|Standard |26.43|.010000 .010953 9.5%
11 | ] |12h SND|Standard |26.92|.010000 .008061 19.4%
12 | ] |12h SND|Standard |27.15/.010000 .006946 30.5%
13 12h SND |Standard |30.26|.001000 .000983 1.7%
14 12h SND |Standard [30.19(.001000 .001033 3.3%
15 12h SND |Standard |29.87|.001000 .001257 25.7%
16 | ] |12h SND|Standard .000100

17 | | |12h SND|Standard .000100

18 | ] |12h SND|Standard .000100

Melt Report — H2A

Experiment Information

Run Name amostras e curva eficiéncia H2A
Run Start 26/01/2006 11:06:50 AM
Run Finish 26/01/2006 12:26:29 PM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature

The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr

10.

Melt Information

Digital Filter None

Sample Page Hist

Temp. Threshold|0°c

Threshold 0
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Profile
Hold @ 50°c, 2 min 0 secs

Hold 2 @ 95°c, 2 min 0 secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 62°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)

Melt data for Melt A.FAM/Sybr

dF idT

2]

1=

75 'an a5 'a0 deg.!
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No.ColourName  Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

1 | 6hc (755 |80.5 |89

2 16h SND|75.2 (80.2 |89
3 | ob 78 |89

4 | | thc  |742 |89

5 | ] thsSND (782 |88.7

6 | | M 78 83.7 |87.8 (935
7 | ] 12h SND|76.5 (89

8 | ] 12h sND77.8 (89

9 | ] 12hsNDj75.8 |81.5 |89
10| ] 12h sNDj75.2 |79.7 |88.8
11| ] [12h sNDy76 89

12| ] 12hsND77.3 |825 (887
13 12h SND|77.5 |88.7

14 12h SND|74.5 |80.7 |88.8
15 12h SND|78 88.5

16 | ] 12hsND77.8 (817 |88.8
17 | [} 12h sNDj77.2 [86.2 |91
18| ] [12h sSND|75.5 |84.2
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Quantitation Report — Rib 18S

Experiment Information

Run Name Amostras e curva eficiéncia Rib 18S
Run Start 17/01/2006 6:32:52 PM

Run Finish 17/01/2006 7:54:34 PM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Quantitaton Information

Threshold 0.100

Left Threshold 1.000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 107(-0.293*CT + 2.131)
Standard Curve (2) CT = -3.411*log(conc) + 7.269
Reaction efficiency (*) 0.96427 (* = 10"(-1/m) - 1)

M -3.41062

B 7.26876

R Value 0.99957

R"2 Value 0.99914

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction No

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Standard

Digital Filter Light

No Template Control Threshold|10%

Sample Page RIB

Profile

Cycle Cycle Paint

Hold @ 50°c, 2 min 0 secs
Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)
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Raw Data For Cycling A.FAM/Sybr

Fluarescence
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No. Colour Name Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies) % Var
1 | | |16hC |Unknown|11.37 .062852

2 16h SND|Unknown [10.33 126249

3 | | |on Unknown|10.99 .081069

4 | | |ihc Unknown|9.70 194261

5 | ] |1h SND |Unknown|11.03 .078814

6 | [ [2hcC Unknown [10.61 .104993

7 | ] |2h SND |Unknown|12.22 .035457

9 |  [3hSND |Unknown|11.52 056765

10| @ |4nhcC Unknown |12.68 .025969

11 | [} |4h SND |Unknown|11.97 .041760

12 8h C Unknown|11.40 .061507

13 8h SND |Unknown|12.48 .029675

14 12h C  |Unknown|10.49 113634

15 12h SND|Unknown|11.14 .073475

16 20h C  |Unknown|11.93 .042892

17 20h SND|Unknown|10.73 .096329

18 24h C  |Unknown|12.07 .039232

19 24h SND|Unknown|12.13 .037490

21 | | MQ NTC

22 | | MQ NTC  |37.99 .000000

23 | [} |12h SND|Standard |13.98|.010000 .010745 7.4%

24 | [} |12h SND|Standard |14.01|.010000 .010574 5.7%

25 | ] |12h SND|Standard |14.08|.010000 .010053 0.5%

26 | ] |12h SND|Standard |21.28/.000100 .000078 21.9%
27 | [} |12h SND|Standard |20.78|.000100 .000109 9.0%

28 | ] |12h SND|Standard |21.07|.000100 .000090 10.0%
29 12h SND |Standard [27.59(.000001 .000001 9.8%

30 12h SND |Standard [27.59(.000001 .000001 10.3%
31 12h SND |Standard [27.82(.000001 .000001 5.7%
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Melt Report — Rib 18S

Experiment Information

Run Name Amostras e curva eficiéncia Rib 18S
Run Start 17/01/2006 6:32:52 PM

Run Finish 17/01/2006 7:54:34 PM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Melt Information
Digital Filter None

Sample Page RIB
Temp. Threshold|0°c
Threshold A

Profile
Hold @ 50°c, 2 min 0 secs
Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)

Melt data for Melt A.FAM/Sybr

dF idT

1=

L2

Threshold
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No.ColourName  Genotype Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

1 . 16h C 74.2 |78.8 |85.7

2 16h SND| 755 |77.5 |85.8 (90.7
3 . Oh 77.2 |85.8

4 . 1h C 755 |86 90.8

5 . 1h SND 75.3 |81 86 90.8
6 . 2h C 78,5 |[85.8 |90.5

7 . 2h SND 76.7 |81.7 |85.8 [90.8
9 . 3h SND 76.5 |85.7 [90.8

10| | ghc 755 |85.7 |91

11 . 4h SND 77.2 |85.8

12 8h C 76 815 |86 91.7
13 8h SND 74.3 |78.2 |85.8

14 12h C 76.5 |86 91

15 12h SND| 76.7 |86 90.5

16 20h C 80 86 90.8

17 20h SND 755 |85.7 |91.2

18 24h C 75.7 |815 |85.3

19 24h SND 75.7 |86 90.8

21| | MQ

22 | | MQ 75.7 |84 92

23 . 12h SND 785 |85.7

24 . 12h SND 76 85.7 [90.8

25 . 12h SND 75.3 |[81.3 |85.8 [90.8
26 | ] [12h SND 77 |85.7 |90.5

27 . 12h SND 76 85.7

28 . 12h SND 75 81.7 |85.7 |92.7
29 12h SND 785 |85.5

30 12h SND 75.3 |78.8 |85.5

31 12h SND 785 |85.5
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Quantitation Report - GAPDH

Experiment Information

Run Name Amostras e curva eficiéncia GAPDH
Run Start 25/01/2006 10:32:34 AM

Run Finish 25/01/2006 11:54:32 AM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Quantitaton Information

Threshold 0.100

Left Threshold 1.000

Standard Curve Imported No

Standard Curve (1) conc= 107(-0.296*CT + 3.827)
Standard Curve (2) CT = -3.377*log(conc) + 12.923
Reaction efficiency (*) 0.97759 (* = 10"(-1/m) - 1)

M -3.37683

B 12.92294

R Value 0.99868

R"2 Value 0.99737

Start normalising from cycle 1

Noise Slope Correction No

Reaction Efficiency Threshold |Disabled

Normalisation Method Standard

Digital Filter Light

No Template Control Threshold|10%

Sample Page GAPDH

Profile

Cycle Cycle Paint

Hold @ 50°c, 2 min 0 secs
Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)
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Raw Data For Cycling A.FAM/Sybr

Fluorezcence

Quantitation data for Cycling A.FAM/Sybr
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. Ct Given Conc (Copies) Calc Conc (Copies) % Var
1 . 16h C  |Unknown|15.30 0.1983
2 16h SND|Unknown|15.05 0.2341
3 . Oh Unknown [17.27 0.0517
4 . 1h C Unknown [17.47 0.0450
5 . 1h SND |Unknown|16.51 0.0869
6 . 2h C Unknown |17.91 0.0334
7 . 2h SND |Unknown|16.54 0.0850
8 3h C Unknown|16.85 0.0688
0 . 3h SND |Unknown|16.59 0.0818
10 . 4h C Unknown |16.94 0.0648
11 . 4h SND |Unknown |16.54 0.0849
12 8h C Unknown|16.93 0.0649
13 8h SND |Unknown|17.22 0.0533
14 12h C Unknown |16.31 0.0992
15 12h SND|Unknown|16.43 0.0918
16 20h C Unknown|17.36 0.0485
17 20h SND|Unknown [16.81 0.0705
18 24h C Unknown |16.52 0.0862
19 24h SND|Unknown|17.50 0.0442
22 | | MQ NTC  |38.59 0.0000
24 . 12h SND| Standard |16.35|0.1000 0.0963 3.7%
25 . 12h SND| Standard |16.23[0.1000 0.1050 5.0%
26 . 12h SND| Standard |16.60{0.1000 0.0814 18.6%
27 . 12h SND| Standard |19.56|0.0100 0.0108 8.2%
28 . 12h SND| Standard |19.45|0.0100 0.0117 17.1%
29 12h SND| Standard |19.49|0.0100 0.0114 13.7%
30 12h SND| Standard |23.30[0.0010 0.0008 15.5%
31 12h SND| Standard |22.93/0.0010 0.0011 9.0%
32 . 12h SND| Standard |23.15[0.0010 0.0009 6.4%
34 . 12h SND|Standard |26.46[0.0001 0.0001 2.2%
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Melt Report - GAPDH

Experiment Information

Run Name Amostras e curva eficiéncia GAPDH
Run Start 25/01/2006 10:32:34 AM

Run Finish 25/01/2006 11:54:32 AM

Run On Software Version|Rotor-Gene 6.0.14

Run Signature The Run Signature is valid.

Gain FAM/Sybr 10.

Melt Information
Digital Filter None
Sample Page GAPDH
Temp. Threshold|0°c
Threshold A

Profile
Hold @ 50°c, 2 min 0 secs

Hold 2 @ 95°c, 2 min O secs
Cycling (45 repeats) Step 1 @ 95°c, hold 15 secs

Step 2 @ 60°c, hold 30 secs, acquiring to
Cycling A(FAM/Sybr)

Melt (72-95°c) , hold 45 secs on the 1st step, hold 5 secs
on next steps, Melt A(FAM/Sybr)

Melt data for Melt A.FAM/Sybr

dF idT

1=

L~

Threshold

75
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No.ColourName  Genotype Peak 1 Peak 2 Peak 3 Peak 4

1 . 16h C 755 |85 89.8

2 16h SND| 80 85

3 | ob 76 |85

4 . 1h C 76.2 |80 85

5 . 1h SND 79.8 |85

6 . 2h C 76.5 |84.8

7 . 2h SND 74.8 |775 |84.8

] 3h C 76 79.5 |85 90.2
0 . 3h SND 76 84.8

10 . 4h C 75,5 |[84.8 |90

11 . 4h SND 76.8 |84.7 |91

12 8h C 75.7 |85 90.2 |91.2
13 8h SND 76 84.8 |90.3 |91.5
14 12h C 75 85 89.8 |91.5
15 12h SND| 77.2 |85

16 20h C 74.8 |85 90

17 20h SND 74 78.3 |85

18 24h C 77.8 |85.2

19 24h SND 76.2 |85 89.8

22 | | MQ 77

23 . 12h SND

24 . 12h SND 76.5 |85

25 | ] [12h sND 76 |85

26 . 12h SND 75.8 |84.8

27 . 12h SND 785 |84.8

28 . 12h SND 76.3 |84.8

29 12h SND| 76 84.7 |90 91.5
30 12h SND| 78.2 |84.7

31 12h SND| 75.5 |84.7

32 . 12h SND 77 84.5

34 . 12h SND 76 84.5 (90
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