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Resumo

Neste trabalho procurou-se avaliar a resisténcia ao frio dos microtdbulos
corticais em diferentes variedades e populagdes de centeio (Secale cereale L.).
Para tal as sementes de duas variedades oriundas da Alemanha, uma oriunda da
Polénia e duas populagdes regionais de Portugal foram incubadas a 20°C, 8°C (1h,
4h e 24h) ¢ 4°C (1h, 4h, 24h) e pela técnica de imunofiuorescéncia foi visualizado
0 padrio de microtibulos corticais.

Verificou-se homogeneidade de comportamento intervarietal nas modalidades
de 20°C e 8°C e 4°C (1h e 4h), mas na modalidade de 4°C-24h o comportamento
entre as variedades efou populagdes diferia significativamente entr si.

A comparagio do padrio de microtibulos corticais € o comportamento
morfoldgico em termos de crescimento radicular revelou existir correlagio entre
os dois parametros. Variedades com baixo crescimento radicular a 4°C ndo
apresentavam microtibulos resistentes ao frio no final de 24h a 4°C, enquanto as
populagdes e variedades que apresentavam maior crescimento radicular a baixas
temperaturas ou curvas de crescimento radicular semelhantes a 8°C e 4°C

apresentavam microtiibutos resistentes ao frio no final de 24h a 42C,

Palavras chave: Microtibulos corticais; Sensibilidade ao frio; variabilidade

genética; Secale cereale; Crescimento radicular; Imunofluorescéncia.



Abstract

The aim of the present work was to evaluate the resistance of the cortical
microtubules to cold in different varieties and populations of rye (Secale cereale
L.). In order to accompiish that, two varieties of seeds native to Germany, one
variety of seeds native to Poland and seeds of two Portuguese populations were
incubated at 20°C, 8°C (1h, 4h and 24h) and 4°C (1h, 4h and 24h) and using the
indirect immunofluorescence technique the pattern of cortical microtubules was
assessed.

The homogeneity of the intervarietal behaviour in the 20°C, 8°C and 4°C (1h
and 4h) treatments was observed. However, in the 4°C-24h treatment the
behaviour among the varieties and/or populations varied significantly.

The comparison of the cortical microtubules pattern and the root growth
showed a correlation between the two parameters. The varieties showing a low
root growth at 4°C did not show cortical microtubules resistant to cold after 24h at
4°C; while both the populations and the varieties which showed a superior root
growth at low temperatures or curves of root growth similar at 82C and at 4°C

showed microtubules which were resistant to cold after 24h at 42C.

Key words: Cortical microtubules; Sensibility to cold; Genetic variability, Secale

cereale; Root growth; Immunofluorescence.
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1. Introducio

O dcido desoxirribonucteico (DNA) constitui o suporte universal de toda a
informagdo genética que define as caracteristicas de cada organismo vivo
{Lechner e Ribeiro, 1992). No entanto, para gue esse material se transmita de cé-
lula em célula € necessédrio que ocorra a sua replicagio, que culmina na duplicacio
Cromossomica, e ocorra também o processo mitdtico que envolve a correcta
separagdo dos cromatideos.

A duplicagio do DNA ¢ levada a cabo por um conjunto de proteinas que
actua com precisdo, conexfo e complementaridade, mas a sua separagdo em duas
células fithas, estd dependente de uma estrutura igualmente precisa - o fuso acro-
MAtico - cujo principal constituinte sdo os microtubulos.

Os microttibulos (MT) fazem parte de um conjunto de estruturas filamen-
tosas que formam o citoesqueleto, sendo na globalidade responsdveis pela manu-
tengdo ¢/ou alteragdo da forma da célula, ¢ tendo um papel importantissimo na
divis@o celular. Estes dois dltimos aspectos, forma da célula e plano de divisio
celular revestem-se de particular importincia nas células vegetais devido 2 sua
forma mais rigida comparativamente as células animais, estando deles dependente
a morfologia final do organismo.

A compreensdo do funcionamento das estruturas do citoesqueleto e das
suas interligagdes com outras estruturas celulares toma pois aspectos particulares
quando consideramos o reino vegetal, tendo sido alvo de aturada atencio por parte
de grande nimero de cientistas. O grande impulso verificado recentemente na
técnica de imunofiuorescéneia, tem permitido um avanco significativo ndo sé no
conhecimento destas estruturas como no do seu funcionamento.

As células de zonas meristemdtiacs, tendo elevado indice mitético apre-
sentam um padrio de MT altamente dindmico comparativamente com as células
que ndo sofrem divisdo (Fosket, 1992). Alteragdes de comportamento celular nas
regides meristemadticas terdo necessariamente maiores repercussdes no organismo
comparalivamente a regides ndo meristernaticas, uma vez que & divisio se segue

a diferenciacdo. Sendo os MT estruturas altamente dindmicas nestas regides, al-



teragoes do seu comportamento por influéncia de factores externos poderdo ser

determinantes no comportamento { e eventualmente adatacdo) dos organismos.



2. Objectivo

A temperatura € um dos factores externos com grande influéneia na esta-
bilidade e organiza¢io dos MT. A temperaturas inferiores a 10°C comeca a tazer-
-se sentir uma despolimerizacdo dos MT (Weingarten er af.,1975), até atingir uma
despolimerizacio praticamente total préximo do (°C, dependendo da espécie e
orgao em causa (Bartolo e Carter, 1991-b; Baluska ez al., 1993-b).

No entanto, ndo sd se verificam diferencas no grau de resisténcia dos MT &
temperatura conforme a espécie e o tecido em causa, como tambhém se verificam
fendmenos de aclimatagio, ou seja, o surgimento de MT resistentes 4o frio apos
certos periodos de incubagdo a baixas temperaturas. Se existe variabilidade de
comportamento dos MT entre diferentes tecidos (meristemdtico, epiderme, endo-
derme) ¢ também entre espécies, serd que haverd homogeneidade de comporta-
mtento entre diferentes variedades da mesma espécie?

Fo1 tentando dar a nossa ajuda para a elucidagio desta questao que se rea-
lizou este trabalho, cujo objectivo é contribuir para a avaliacio do comportamento
dos MT corticais de diferentes variedades de centeio (Secale cereale ) quando su-
jeitos a stress térmico, procurando averiguar se haverd diferencas comportamen-
tais entre variedades da mesma espécie, ou seja se existe variabilidade genética.

Para além do exposto procura-se correlacionar uma possivel variabilidade
genética, caso ela se verifique, com o comportamento morfolégico apresentado
pelas diferentes variedades / populagdes utilizadas, bem como com as condigdes
da regido de que sdo oriundas. Serd que plantas provenientes de locais com inver-
nos mais rigorosos terdo diferencas de comportamento no que respeita i resistén-
cia dos MT a baixas temperaturas relativamente a plantas adaptadas a regides de
invernos mais amenos?



3. Caracterizacao dos Microtabulos

3.1. Constituicao

Os Microtdbulos (MT) sdo polimeros de o ¢ f tubulina, polipéptidos
globulares de ~50 kDa com grande afinidade entre si que se associam em hete-
rodimeros off tubulina com aproximadamente 120 kDa. Bstes heterodimeros, em
condicOes favordveis, polimerizam de uma forma direcional off — aff — of,
tormando protofilamentos. Conjuntos de 13 protofilamentos justapostos lateral-
mente ¢ na mesma direccdo e dispostos em ane! constituem um MT, com um
didmetro exterior de aproximadamente 24 nm, interior de 13 a 15 nm e de com-
primento varidvel, podendo ser mais ou menos extenso (10-25 um) (Dustin,
1980).

As aue B tubulinas sdo semethantes entre si (36 4 42% de homologia) cada
uma das quais com aproximadamente 450 residuos de aminodcidos (Pousada e
Soares, 1992)

Excepto em estruturas como os axoénios ou nos cilios ¢ flagelos os MT
caractenizam-se por grande instabilidade dindmica, podendo polimerizar ou des-
polimerizar por influéncia de diversos factores (Ferreira, 1992). Um grande
namero de factores que contribuem para a sua poiimerizagio / despolimerizagio
sao conhecidos, mas o grande desafio ¢ saber como a célula dirige esse processo
permitindo ou determinando a ocorréncia de factos no tempo e no espaco, factos
esses directamente responsdveis pela morfogénese da prépria célula.

Os MT existem em todas as células eucariotas, tanto vegetais como ani-
mais, mas embora estruturalmente semelhantes ¢ desempenhando fungdes comuns
nestes dois tipos de células eles diferem nalguns aspectos tanto em termes de
constituicdo como ne padrdo de organizagio e nalgumas funcdes. No entanto,
devido a maior facilidade de isolar tubulina a partir de células nervosas, muitos
dos estudos sobre microtibulos de céluias vegetais tem sido realizados por com-
paragao com os estudos realizados em células animais.



3.2. Isétipos de tubulina

O padrio de separacdo de ¢ e § tubulina nas plantas superiores € inverso
ao dos amimais. Enquanto nos animais a o-tubulina € mais pesada gue a P-iu-
buling, nas ptantas a o-tubulina posiciona-se & frente de B-tubulina em gel de po-
liacnlamida (Gull er al., 1986). Este facto, inversio da tubulina foi primeiro des-
crito em Physarium por Clayton e colaboradores {1980)(citado por Gull et al.,
1986).

As tubulinas formam uma super familia de protefnas relacionadas que
compreende pelo menos trés familias: o-tubuiina, B-tubulina e y-tubulira
(Pousada e Soares, 1992). Embora a sequéncia de amiﬁoécidos de afguns
dominios tenha sido altamente conservada ao longo da cadeia filogenética, foi
possivel detectar diferencas, por vezes muito peguenas, numa mesma familia de
tubulina, originando variantes dentro de cada familia, Essas variantes (detectada jd
em diversos organismos) podem ser devidos & existéncia de vdrios genes, desig-
nando-se nesse caso por isdtipos, ou ter origem em modificagdes pds-tradu-
cionais e designani-se por isoformas (Gull ef al., 1986; Pousada e Soares, 1992).

Segundo Pousada e Soares (1992), y-tubulina ndo entra na constitutgao
dos microtiibulos, estando localizada nas estruturas responsaveis pela organizacio
dos MT, os MTOC (do inglés Microtubule Organizing Center - Centros Organi-
zadores de MT).

Liu e colaboradores (1993), utilizando um anticorpo para um polipéptido
de y-tubuiina altamente conservado, conseguiram identificar e purificar um poli-
péptido de 38 KDa existente em célutas de tabaco em cultura. O tratamento de
trés tipos de plantas com o anticorpo desenvolvido para esse polipéptido relacio-
nado com y-tubulina, permitiu verificar a presenga do antigene ao longo do ciclo
celular, com maior incidéncia junto ao niicleo no final da préfase, na regiao
proximat dos polos durante a formagdo do fuso, bem como junto i extremidade (-)
dos MT constituintes do fragmoplasto.

Um facto curioso € que, oy diferentes isétipos de tubulina existentes num
mesmo organismo, ndo tém sempre o mesmo nivel de expressdo. Segundo Gull e
colaboradores (1986) em Daucus caroia, existem 6 isétipos de PB-tubulina que se

expressam em diferentes locais da planta, nomeadamente: Bs-tubulina estd pre-



sente nas partes vegetativas com médxima expressio nas folhas: todos os orgaos
florais excepto o pélen t&m os is6tipos By, Ba, B3, sendo o isotipo By aquele que
apresenta maior expressdo no pdlen; o isdtipo Bs apenas se expressa no estado de
plantula.

Utilizando a técnica de “Southern biotting™ em Physarum, Schedl e co-
laboradores (citado por Guli er af.,1986) demonstraram a presenca de 3 {oci para
f-tubulina (betA, betB e betC), para apenas dois isdtipos de B-tubulina (B e A
isotipos). Estes ultimos diferem apenas no residuo de aminodcido presente na
posi¢io 283, que pode ser alanina ou serina. Em virtude da diferenca ser tdo pe-
quena ndo se notava uma nitida separagio destes dois is6tipos no gel de acrila-
mida.

Para além da expressdo em diferentes estados de desenvolvimento, pode
haver alteragéo dos is6tipos que se estdo a exprimir em dado momento, quando a
planta € sujeita a stresses, nomeadamente a variagdo de temperatura, Kerr and
Carter (1990-b) referem que, quando plantas de centeio sdo incubadas a 4°C rela-
tivamente a 22°C, se verifica uma alteragdo do nivel de expressio dos diferentes
isotipos de ¢t e B-tubulina, sendo essa alteragio mais acentuada para o-tubulina do
que para [3-tubutina. \

Também Chu e co-autores (1993), utilizando Arabidopsis thaliana refe-
rem alteragio dos is6lipos de o e B-tubulina quando se comparam plantas incu-
badas a 25°C relativamente a 4°C. Contrariamente ao registado para o centeio € no
nivel de 3-tubulina que se verifica maior afteragio. A alteragdo no nivel de ex-
pressdo parece ser controlada ao nivel de transcrigio, sendo os mRNA de B-tubu-
lina com maior expressdo mais resistentes as baixas temperaturas.

Okamura e colaboradores (1993) trabalhando em cultura de células de ce-
noura do tipo GD2, verificaram que existem duas formas de B-tubulina (Bl e BII) e
que, quando a cultura era sujeita a periodos de frio passando de 26°C para 4°C, se
verificava no final de quatro dias de tratamento uma alteracdo entre a razdo BI/BIL
Com efeilo, no inicio do tratamento a razdo era de 0.69 aumentando para |.83
depois de quatro dias a 4°C, o que indica uma maior estabilidade de BI a baixas
temperaturas. A razao descia gradualmente durante o periodo de recuperagio aié
atingir o valor inicial apds 24 horas a 26°C. Ambas as tubulinas, BI e BII, apresen-
tavam niveis de concentragio decrescentes durante o periodo de frio ndo havendo
significativa diferenca no nivel do conjunto proteico. O autor denomina Bi e O

tubulinas como isoformas que, como j foi dito anteriormente, tém origem, nio



em genes diferentes, mas em modificagbes pds-traducionais, dentro das quais se
conta a acetilagdo, tirosinagdo e glutaminacdo das a-tubulinas e fosforilacio e
glutaminagio das B-tubulina (Cleveland, 1990 citado por Chu er al., 1993). No
entanto, estes dltimos autores referem que este tipo de modificacdes nio tinha
ainda sido confirmados em células vegetais.

3.3. Instabilidade dinamica

A pohmenizagio dos MT ocorre por adicio de heterodimeros de cf-tu-
bulina as extremidades dos protofilamentos. Devido & estrutura polarizada do
dimero, e ainda 4 sua polimerizagdo direcional, os MT tem também uma estrutura
polarizada, tendo as suas exiremidades propriedades ligeiramente distintas, distin-
guindo-se uma extremidade (+) onde a polimerizacdo e despolimerizacdo se faz a
uma taxa superior, ¢ uma extremidade (-) onde a taxa de polimerizacdo / des-
polimerizagdo € mais baixa. Normalmente a exiremidade (-) de um MT estd anco-
rada ou estabilizada nos MTOC que evitam ou controlam a despolimerizacio
(Alberts er al.,1989). Os MTOC serdo focados com mais pormenor nas pdginas

subsequentes.

A poiimerizagdo da tubulina em MT depende (como factores endégenos):

¢ da concentracdo de subunidades livres de off3-tubulina, existindo uma con-
centragdo critica a partir da qual ocorre espontaneamente a polimerizagdo. A
concentragdo critica pode ser alterada por diversos factores, nomeadamente a
presenca de proteinas associadas aos MT (MAP) (Sloboda er ai.,1976).

e da concentracdo de GTP (Guanosina trifostaio), pois para integrarem um
MT as subunidades de ¢f3-tubulina tém de estar ligadas a um destes nucledti-
dos fosforilados. Ambas as tubulina, o e B, tém dominios de ligagdo a nu-
cleotidos fostorilados GTP. A tigacdo de GTP a @-tubulina é muito forte e do
tipo irreversivel, sendo reversivel no caso de B-tubulina. Segundo Pousada e
Soares (1992) € possivel que a inacessibilidade que se verifica no dominio de
ligagdo de o-tubulina a GTP esteja relacionada com a forte ligacio existente

entre as subunidades que constituem o dimero af3-tubulina. O dominio de li-



gacdo a GTP de B-tubulina deverd encontrar-se exposto num protofilamento
eIm Crescimento.

A hidrolise de GTP a GDP(Guanosina difosfato) s6 ocorre apds
polimerizacdo, ou seja. 36 ocorre quando as subunidades estio integradas no
MT. dependendo a taxa de polimenzacio da quantidade de subunidades com
nucledtidos nao hidrolizados que formam uma capa de proteccao (Alberts e
al.. 1989). Se todas as subunidades incorporadas sofrerem hidrolise dos nu-
cledtidos, entdo o MT sofre rdpida despolimerizagdo independentemente de
outros factores favordveis a polimerizagdo (Gunning er al., 1982). A concen-

tracao deste nicledtido € pois, um factor que influencia o equilibrio.

e da presenca de MAP que se ligam & parede externa do polimero influen-
clando a sua estabilidade (Hugdahl et al, 1993) e interaccio com outros com-
ponentes ceiulares (Gunning ef al., 1982).

e da concentracio de Ca™. Elevada concentracio de Ca™* leva & despoli-
merizacio dos MT (Darnell e al.,1990; Scheilenbaum er al.,1992).

Qosawa e Asakura,1975 (citado por Hugdahl er «l.,1993) afirmam que a
polimerizagdo ocorre em dois passos: a nuclea¢do e o alongamento. A nucleacio
envolve a associacio lateral de pequenos oligdmeros de tubulina, formando estru-
turas de pré-nucleacio que continuam a crescer por associacfo jateral até um
nitcleo de 13 protofilamentos estar completo. O alongamento ocorre por adigdo de
a3 tubulina ou oligémeros a estes nicleos.

Nos MT, a manutencdo de um estado mais duradouro ou mais efémero
estd intimamente relacionada com as MAP que The estio associadas.

Como factor externo que directamente inftuencia a estabilidade dos MT hd
a destacar a temperatura. Baixas temperaturas, aproximadamente 0°C ou inferiores
levam 2 despolimerizagio dos MT, dependendo da espécie (Bartolio e Carter,
1990-a) e tecido em causa (Baluska et al., 1993-b). Em raiz de Azolla 15 minutos
a 0°C conduzem & despolimerizagio dos MT, enquanto em células de cotilédones
de tomate bastam 8 horas a 5°C para ocorrer a despolimerizacio (Tlker et al.,1979
citado por Kerr e Carter, 1990-a).

O mecanismo pelo qual a temperatura afecta a estabilidade dos MT ainda

nao esta esclarecido. No entanto verificam-se fenomenos de alteracio da resistén-



cia dos MT a determinada temperatura apds periodos de aclimatacdo, tendo sido
realizados vérios estudos que contribuem para o esclarecimento desta questao.

Kerr e Carter (1990-a) utilizando a variedade Puma de Secale cerale veri-
ficaram que, no final de dois dias a 4°C, o padrio de MTC era semelhante ao ob-
servado a 22°C. No entanto, apds esses dois dias a 4°C, o comportamento dos
MTC 2 mais baixas temperaturas era diferente dos MTC das plantas sem os dois
dias de aclimatagiio, conseguindo despolimerizar mais rapidamente quando su-
jeitas a temperaturas negativas. Um estudo mais detalhado revelou que os 150Lipos
de o & B-tubulina que constituiam os MTC ndo se encontravam na mesma pro-
por¢do, quando se comparavam plantas aclimatadas versus plantas ndo acli-
matadas. Essa alteragdo era ainda mais significativa no final de guatro dias a 4°C,
guando ¢s e Gs-tubulina, bem como [7-tubulina, deixavam de entrar na consti-
tui¢do dos MT, aparecendo um novo isdtipo- Og-tubulina (Kerr e Carter, 1990-b.

Em Arabidopsis thaliana, Chu e co-autores {1993) também registaram al-
teragdes na expresssao génica para B-tubuiina quando as plantas foram incubadas
a4°C. Os autores chamam a aten¢do para o facto de, ser a nivel da transcrigio que
se dd a regulagdo, verificando-se um decréscimo no nivel de transcricio de TUB6
e TUBS a baixas temperaturas, enquanto o nivel de transcrito de TUB9 era major
a 4°C relativamente a 25°C. O acréscimo do nivel de TUBY mRNA era devido
ndo sé a um nivel mais elevado de sintese, como também a um menor “turnover’”
do transcrito a 4°C.

Também Okamura e colaboradores (1993) verificaram, através do efeito
do frio na sincronizagiio dos ciclos celulares em cultura de células de cenoura, que
havia alteragio dos isotipos de B-tubulina contituintes dos MT no final de cinco
dias @ 4°C. Os autores ndo registaram o aparecimento de novos isétipos mas sim
uma alteragdo da razdo BI/BII-tubulina.

A resisténcia dos MT ao stress térmico parece nestes casos estar correla-
cionada com a presenga ou auséncia de determinados isétipos.

Mizuno (1992), trabathando com cultura de células de tabaco, também
verificou a presenca de MT resistentes ao frio relacionando essa resisténcia ndo
com a presenca de diferentes isdtipos, mas com uma acgdo de cinases que actua-
riam por um processo de fosforilago / desfosforilacio em estruturas filamentosas
associadas ao longo do comprimento dos MT.

O papel das MAP na regulagio da resisténcia ao frio dos MT nio serd
nunca de excluir. No entanto, a dificuldade que se tem verificado no seu iso-

lamento, tem atrasado a investigacio nesse sentido.



Bartolo ¢ Carter (1992), utilizando folha de espinafre, levantam a hipétese
dos MT ndo serem ldbeis ao frio por si s6, mas o seu comportamento ser conse-
quéncia da variacio da “pool” citoplasmitica de Ca™*. Utilizando o Li*, um inibi-
dor do aumento da concentracio de Ca™* no citoplasma, os autores observaram
urn indice de polimerizagdo dos MT proxima dos 100% em células de plantas ex-
postas a 0°C e -2°C. quando incubadas com Li*, Em face dos resultados obtidos, os
autores consideram que o Ca™ poders ser um mediador da lemperatura no com-
portamento dos MT, podendo essa mediagdo ser levada a cabo através da tubulina
propriamente dita ou de MAP.,

O papel do Ca®™ como mediador nio pode, no entanto, ser considerado
como Unico pois que, tubulina purificada ¢ polimerizada in vitro, despolimeriza a
batixas temperaturas.

3.4, Proteinas Associadas aos Microtabulos (MAP)

Para além do heterodimero de af3-tubulina e de GTP a polimerizagio dos
MT, bem como o seu comportamento, parece estar intimarmente relaccionado com
proteinas gue com eles se associam conferindo-lhes diferentes propriedades. Este
grupo de proteinas toma a designacio genérica de MAP (do ingiés Microtubule
Associated Proteins, proteinas associadas aos MT).

Uma caracteristica comum a todas as MAP € o facto de se associarem aos
MT numa taxa constante, revelando uma disposicdo periddica ao longo de toda a
estrutura dos MT (Sloboda e af.,1976). Gunning {1982) refere como caracteristi-
cas principais das MAP o facto de se ligarem  tubulina, copurificarem com ela, e
estimularem a sua polimerizagio in vitro. Fosket e colaboradores (1992) referem.
citando o trabalho de Hirokawa et al.(1988), que, quando os MT sdo examinados
microscopicamente, eles aparecem ligados a vesiculas, outros MT ou a mem-
branas, através de massas globulares ou mais ou menos filamentosas, identificadas
comy MAP.

As MAP sdo essenciais i polimerizacdo dos MT copolimerizando com a
tubuiina em ciclos sucessivos de polimerizacio / despolimerizacio, embora, sob
determinadas condigGes, possa conseguir-se polimerizar in vifro a tubulina purifi-
cada (Fosket er al.,1992), In vivo, 0s MT sdo sempre constituidos ndo sé por (u-
bulina como por MAP (Fosket et al.,1992) que, nio s6 estabilizam 0s MT contra a

0



despolimerizagio, como servem de mediadores na INEracgdo com Quiros compo-
nentes celulares (Alberts er af.,1989).

O estudo das MAP levou ao seu agrupamento em trés grandes classes: as
de elevado peso molecular, com peso molecular eatre 200.000 a 300.000 Da
(HMW}; as protefnas tau () com 40.000 a 60.000 Da: e ainda uma classe de pro-
teinas especificas, vulgarmente designadas por proteinas motoras. Estas Gltimas
sdo as responsdveis pela deslocagdo de vesiculas ou mesmo organelas ao longo
dos MT e pelo movimento de MT relativamente uns aos outros. Um exemplo des-
te upo de proteinas € a cinesina e a dineina citoplasmadtica (Fosket e al.,1992;
Gunning et al., 1982). A dineina encontra-se nos cilios e flagelos, estando en-
volvida no movimento dos MT relativamente uns aos outros através de uma acti-
vidade Mg™"ATPase dependente.

As proteinas tau foram primeiro identificadas por Sloboda (1976) que
demonstrou a sua indispensabilidade na polimerizagio dos MT.

Para a caracterizacio bioquimica das MAP é primeiro necessdrio isold-las,
o que em celulas vegetais se reveste de particular dificuldade devido 2 menor con-
centragdo de tubuling e também devido & actividade proteolitica deste tipo de cé-
lula. Os estudos 1ém sido realizados por comparagdo com as MAP de origem ani-
mal nomeadamente a partir da purificagio da tubulina cerebral. A utilizacio de
anticorpos desenvolvidos para as MAP associadas a essa tubulina cerebral, as
quais englobam as MAPI a 5 de elevado peso molecular, ndo tem obtido resulta-
dos positivos, o que indica que possa ter ocorrido grande divergéncia pa sua
evolugdo. Verifica-se, no entanto, ligacdo das MAP de origem cerebral aos MT
das células vegetais, indicando que os dominios de ligacio aos MT possam ter
sido conservados (Fosket er al,,1992).

Normalmente nas MAP podem distinguir-se virios dominios, um en-
volvido na liga§-§0 aos MT e outro(s) dominio(s) envolvidos na ligacio a outros
componentes celulares ou ATPases. Gunning e co-autores (1982) caracterizam a
MAPZ referindo-a como uma projecgdo intimamente ligada a uma proteina com
actividade motora ¢ ainda um dominio que promove a nucleagio (ligando-se
parede dos MT), ambos o0s dominios com locais de fosforilagio.

Se a diversidade de fungdes dos MT pode advir dos diferentes isotipos de
tubulina, como jd se fez referéncia, a maior contribuicdo poderd, no entanto, advir
do tipo de MAP que lhe estd associado, ¢ provavelmente, dos possiveis sinais
regulatorios por elas mediados (Fosket er af., 1992).



Outra fungdo das MAP, embora ndo esteja ainda convenientemente es-
clarecida, ¢ o seu papel na conexdo dos MT com outros elementos do cito-
esqueleto, nomeadamente actina ¢ filamentos intermédios, que no seu conjunto,
constituem uma rede intracelular.

O comportamento dos MT depende ndo s6 da sua estabilidade como da
sua interaccio com outros componentes celulares nomeadamente a membrana
plasmdtica. Durante largos anos, embora sem demonstragio inequivoca, se
atribuis essa fungdo a possiveis MAP. Recentemente Laporte e colaboradores
(1993), trabalhande com membrana plasmética de Nicotiana sylvestris, verifi-
caram que a tubulina entrava numa proporcdo significativa na constituigio do
plasmalema, podendo ser considerada como uma proteina intrinseca da sua consti-
tuicdo. Os autores observaram ainda que, quando as membranas purificadas eram
tratadas com orizalina (um destabilizante dos MT in vitro) (Morejohn er al., 1987
citado por Laporte ef af.,1993), ndo tinha qualquer efeito na quantidade de tubu-
lina que integrava a membrana, 0 mesmo nio acontecendo se células vivas sofres-
sem o mesmo tratamento, venficando-se, neste caso, uma dristica redugio da tu-
bulina constituinte da membrana. Tais resultados indicam que, em lugar das
MAP, poderd ser a tubulina constituinte da membrana a desempenhar um pape]
importante na interac¢io membrana-MT,

3.5. Centros de Organizacao de Microtibulos (MTOC)

Nas células animais existe uma estrutura identiticada como responsdvel
pela nucleagiio e organizagio dos MT- o centrossoma - que contém os centriolos.
Os centriolos sdo eles préprios constituidos por MT, tém DNA préprio, ¢ sio ca-
pazes de se autorreplicar {Loewy ef «l.,1991). Quando a célula inicia o processo
mitotico, uma das caracteristicas da préfase € a duplicagdo dos centriolos € a mi-
gracdo de um par para o lado oposto do fuso acromdtico, sendo cada um dos pares
responsavel pela nucleacio e estabilizagio dos MT constituintes do fuso,
nomeadamente os MT cinetocoriais € os MT polares, bem como MT astrais, que
ligam os polos do fuso ao plasmalema (Mader, 1993},

Os centriolos foram utilizados por Mitchison e Kirschner (1984-a) para
demostrar a polimerizagio dos MT in vitro. Utilizando preparagdes de o e B tu-

bulina que, por si 56, ndo conseguiam polimerizar (excepto em elevadas concen-



tragdes - Mitchison e Kirschner, 1984-b), os autores conseguiram polimerizar a
tubulina em MT quando procederam a sua incubagio com material centrossomal,
tendo u sua origem nesse mesmo material.

Mas, nas células de vegetais superiores ndo existem centriolos e desde
cedo a pergunta surgiu: qual a estrutura responsivel pela nucleagio e estabilizagio
ou ancoragem da extremidade (-) nas células vegetais? Existe um MTOC princi-
pal que muda de configuracio durante o ciclo celular, como sugeriu Mazia
(1987)(citado por Stoppin et al.,1994), ou multiplos MTOC?

Duas principais correntes de opinido surgiram quanto aos locais de nuclea-
¢do dos MT corticais. Clayton e colaboradores (1985) e Wick (1985), citados por
Hasezawa e Nagata (1993) prop@em que a nucleagio se processa na regido peri-
nuclear alongando-se até a face interna da membrana celular, orgamizando-se em
MT corticais. Gunming e colaboradores (1978) trabalhando com células de raiz de
Azolla e Hogetsu (1987)(citados por Nagata et al., 1994) propdem que os MTOC
s¢ localizam no cortex da célula, distinguindo a nucteagfo e a organizacdo como
processos temporaimente distintos.

Lloyd (1987) sugere que, para além da nucleacio e organizacio serem
eventos distintos, a regido perinuclear € o local de nucleacdo, ou seja o local onde
se da a iniciagio da polimerizagio designando-o por MTNS (do inglés Microtu-
bule Nucleation Site, local de nucleagio dos MT), e a organizacio dependente da
interacgdo MT-MT e MT-membrana plasmadtica.

Em 1994, Nagata e colaboradores, trabalhando com cultura de células de
tabaco, conseguiram através da utilizacdo de afidicolina e propizamida uma
grande sincronizacgdo do ciclo celular, podendo realizar estudos mais detalhados
na passagem da fase M para a fase G1, e portanto seguir ¢ modo como se processa
a nucleacao ¢ organizagio. Apés a telofase, eles observaram a presenca de MT na
regido perinuciear que se alongavam em direccio 2 extremidade distal do piano de
divisdo, ou seja, com orientagio mais ou menos paralela 3o eixo maior da célula.
Assim que os MT atingiam a extremidade distal do plano de divisdo miciava-se o
aparecimento de MT corticais junto & zona proximal do plano de divisdo celular
com orientacio perpendicular ao eixo maior da célula. Os autores fazem notar a
falta de continuidade dos MT que se originam na regido perinuclear e os MT cor-
ticats perpendiculares ao eixo de alongamento. Estas obscrvacoes revelaram dois
passos para a formagio dos MT corticais. No primeiro passo os MT sdo formados
na regido perinuclear a expensas da decomposigio do fragmoplasto, alongando-se

paralelamente ao eixo maior da célula até atingir a parte distal do plano de di-
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visdo. O segundo passo compreende a formagdo de MT perpendiculares ao eixo
maior da célula que se estendem a todo o comprimento celutar, constituindo o pa-
drdo tipico dos MT corticais. Os autores propoem que os primeiros MT tm ori-
gem na regido perinuclear e os segundos na regidio do cortex celular.

Mais ou menos simullaneamente 0s mesmos autores estudaram 0 en-
volvimento de uma proteina de 49kDa na nucleagio dos MT. Com efeito utili-
zande anticorpos desenvolvidos para uma proteina de 51kDa presente em ourico-
-do-mar em material centrossomal envolvido na nucleagdo de MT em células
animais, Hasezawa e Nagata {1993) conseguiram isolar uma proteina de 49kDa
presente em células vegetais.

Utilizando a técnica de imunofluorescéncia os autores observaram o
aparecimento de sinal junio i regido perinuclear durante a formacio dos MT com
orientacdo paralefa ao eixo maior da célula, ¢ na regido do cortex celular aquando
da formagdo dos MT transversais, registando ainda, que essa proteina devia ser
transportada da regido perinuclear para a regifio cortical ao longo de microfila-
mentos, pois nio sé se colocalizava com eles como também se acumulava no ci-
toplasma quando se utilizava citocalasina D (inibidor da polimerizagdo de actina).
Os autores concluem que esta proteina deverd ser um dos constituintes dos MTOC
ou um MTOC propriamente dito.



4. Padroes de Microtibulos nas Células Vegetais

Como resultado da investigacdo realizada sabe-se, actualmente, que nas
células vegetais os MT apresentam-se em diferentes padrdes de organizacgio ao
tongo do ciclo celular, que vai da interfase passando pela divisio mitGtica até
nova interfase. Dentro desse ciclo podemos distinguir quatro etapas principais
onde os MT que constituem o citoesqueleto apresentam um padrio de disposicio
caracteristico.

Em células meristematicas, de ciclo celular frequente, através da técinica
da imunofluorescéncia, pode observar-se na célula em interfase uma disposigdo
dos MT junto 4 face interna da membrana citoplasmética, com justaposicio mais
ou menos paralela ¢ direcgdio perpendicular ao eixo de alongamento da célula - os
microtiabulos corticais (MTC).

No final da interfase, os MT que se dispunham junto & membrana plas-
mitica, mais ou menos uniformemente distribuidos pelas quatro faces que sofrem
alongamento, agrupam-se numa banda mais estreita designada por banda pré-
-profasica (BPP).

No final da profase, antes de se romper a membrana nuclear observa-se
grande concentragdo de MT junto a0 nicleo, formando uma malha que o envolve,
frequentemente designado por cesto. Ao romper-se a membrana nuclear os MT
organizam-se na formacdo do fuso acromatico e no final da anafase aparece uma
nova estrutura junto ao local de formago da nova superficie de membrana e
parede que ird separar as duas células filhas - o fragmoplasto (Fig.1).

Fosket e colaboradores (1992) referemn ainda um quinto padrio - os mi-
crotibulos radiais - em que os MT irradiam da regido perinuclear para o cito-
plasma na preparagio para a divisdo ou apds a citocinese. Os mesmos autores re-
ferem que, em células de endosperma de monocotiledoneas, sem parede celular,
os MT apresentam sempre um padrdo radial, Baluska e co-autores (1992) referem



também esta apresentagio dos MT designando-os por Microtiibulos Endoplas-
maticos - EMT (do inglés Endoplasmic Microtubules).

Interfase MT corticais
! Banda Pré-Profisica(BPP)
Profase
Metafase
Mitose
Fuso Acromatico
Anafase
Telofase
il Citocinese Fragmoplasto
Interfase MT corticais

Fig.1 - Disposicio dos microtdbulos ao iongo de um ciclo celular,

4.1. Microtiubulos corticais (MTC)

Na célula interfdsica observa-se uma disposicio dos MT junto 4 face in-
terna da membrana citoplasmdtica. Essa disposicio é de paralelismo entre o con-
Junto dos MT, e de orientagdo perpendicular ao eixo de alongamento da célula.
Este padrio verifica-se nas faces que sofrem alongamento, pois nas faces de topo
0s MT apresentam uma menor densidade e dispdem-se casualmente (Fig 2 A. B).

Segundo Lloyd (1987), a disposigio destes MT corticais segundo uma hé-
lice € mais vidvel do que uma disposigio em anel. A disposicdo em hélice é mais
coerente com a variagdo de dngulos que podem ser observados. O modelo helicoi-

dal real¢a o facto dos MT corticais funcionarem como um todo. Observacdes de




Baluska e co-autores (1993-a) sdo também consistentes com este modelo helicoi-
dal.

Fig. 2 - Microtibulos Corticais em células de 4pices radiculares de centeio visua-
lizados por imunofluorescéncia com anticorpos antitubulina. A-Face late-
ral que sofre alongamento; B-Face de topo. Ampliacio 135x.

Nas células meristematicas esta disposi¢io dos MT ¢ frequentemente se-
melhante & que se verifica para as microfibrilhas de celulose (MFC) que cons-
tituem a parede celular e da qual depende a expansio celular. Gunning e colabo-
radores (1982), Lloyd e colaboradores (1985), e Shibaoka ( 1994) afirmam que os
MT corticais servem de orientagdo na deposi¢io das MFC constituintes da parede,
sendo estas ultimas responsdveis pela morfogénese das células.

Em 1979 Marchant, utilizando colquicina e coumarina (inibidores da sin-
tese de MT e celulose respectivamente) realca o papel da parede celular na de-
terminagdo da forma da célula, pois que, ao incubar protoplastos de Mougeotia
com coumarina eles mantém a forma esférica e nio cilindrica, que lhes € caracte-
ristica enquanto os MT ndo sofrem alteragio. A incubagfo com colquicina, leva a
formagdo de parede, mas mantendo a forma esférica devido 2 deposicio desorde-
nada das MFC.

Eletheriou (1994) utilizando 4pices radiculares de Triticum aestivum e

ainda tirando partido da colquicina, estudou o seu efeito na deposigdo das MFC
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em células de protofloema, tendo verificado que, na auséncia de MT resultante do
tratamento com colquicina, as MFC eram depositadas desordenadamente, estrei-
tando os poros de ligagdio as células companheiras e também os plasmodesmos, O
autor propde, embora ndo haja prova inequivoca, que a auséncia de MT leva a
ruptura dos mecanismos de orientagdo para as vesiculas do complexo de Golgi
transportadoras de material de parede e de complexos sintetizadores de celulose,
que em lugar de depositarem o seu conteiido nos locais correctos o fazem indis-
criminadamente em qualquer lugar, levando a deposi¢do desordenada das MFEC e
ao estreitamento dos poros de ligagdo as células companheiras.

Emons e colaboradores (1992) chamam a atengdo para o facto de que as
principais provas cientificas de que os MT orientam as MFC, advém do uso de
agentes inibidores da polimerizagio da tubulina como seja a colgquicina. Os au-
tores advertem que a coiquicina ndo tem efeitos exclusivos nos MT podendo actu-
ar, entre outros, no nivel da fluidez da membrana. O efeito da aplicagdo de
colquicina nas MIFC da parede em células em crescimento foram diversos e por
vezes contraditorios, nomeadamente:

¢ disposicdo casual das MFC (Schnepf er al.,1975 citado por Emons er
al.,1992),

e deposicdo das MFC em redemoinho (Hepler and Fosket,1971, citado por
Emons er al.,1992); '

s deposigdo ordenada semelhante 3 situacio sem tratamento (Emons er
al.,1986 citado por Emons ef al.,1992);

¢ deposi¢do ordenada, mas sem as mudangas de orientagdo que ocorrem
regularmente nas células sem tratamento (Grimm er al,,1976, citado por

Emons ez af.,1992);

¢ deposigio ordenada numa orientagdo diferente da original (Emons et
al 1990, citado por Emons er al.,1992).

Por outro lado Emons e colaboradores (1992) referem ainda, que em célu-

las ndo menstemdticas, nunca foi observado coalinhamento entre MT e MEC da
parede secunddria.

Com vista a procurar um relacionamento entre MT e MFC o autor e co-
laboradores tem desenvolvido os seus estudos desde 1980 até A actualidade utili-
zando células de pelos radiculares, uma vez que estes sdo constituidos por células

com crescimento apical e com expansio em todas as direcgdes no dpice, mas nio
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apresentando expansdo na parte basal e intermédia, que é em forma de tubo,
devido & existéncia de parede celular secunddria. A parede é formada por MFC
depositadas em camadas helicoidais com uma variagfio de dngulo de deposigdo
constante, de lamela para lamela. Essa variagio do &ngulo de deposicio nfo pode
advir, segundo o autor, do rearranjo das MFC durante o processo de alongamento
uma vez que o referido alongamento ndo se verifica. Se os MT servissem de pa-
drdo 4 deposigio das MFC, e uma vez que a sua orientacio varia periodicamente,
entdo seria de esperar uma variagdo de orientacio semelhante por parte dos MT, o
que ndo se verifica. Tirando partido da técnica de clivagem a seco, utilizada por
Traas e Derksen, Emons e colaboradores (1992) conseguiram visualizar simul-
taneamente MT ¢ MFC, observando o nao alinhamento destas duas estruturas em
pelos radiculares de Equisetum, e posteriormente confirmado em Limnobium
stoloniferum.

Emons e colaboradores {1992) propdem:

1° Os MT podem servir de padrio de deposi¢io das MFC, mas ndo em todas as
celulas; o efeito dos MT sobre as MFC pode advir da proximidade dos MT da
membrana impedindo a liberdade de movimento dos complexos sinteti-
zadores de celulose e forcando-os em determinada direcgio.

27 Os MT nfo servem de padrio, e neste caso pode verificar-se coalinhamento
pela influéncia de outra forca para a qual ndo serd de descurar o papel da
actina.

3° As MFC da parede podem forcar os MT a uma configuracdo determinada,
vindo essa forga da pressdio da parede ou ainda de ligagdes entre MT e gli-

coproteinas da parede através de proteinas transmembranares intrinsecas.

Qutra metodologia utilizada para esclarecer a teoria de orientacio das
MFC por parte dos MT foi a utilizagdo de reguladores de crescimento vegetal
(RCV).

O efeito dos RCV no padrio de orientacio dos MT foi eétudado em diver-
sas plantas verificando-se que, em tecidos em crescimento citocininas, etileno e
ABA (dcido abeisico), conduzem a alteragoes dos MT para um arranjo longitudi-
nal, enquanto as auxinas e giberelinas, ou as duas conjugadas, induzem a uma ori-
entacdo mais transversal. Efectivamente MT transversais predominam sob con-
digbes favordveis ao alongamento celular, nomeadamente na presenca de auxinas
ou giberelinas (Shibaoka,1991, citado por Shibaoka,1994) e MT 10ngitudinéu's

predominam sob condi¢des destavordveis ao alongamento, como sob a irradiacio
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da iuz solar (Iwata ef a/.,1992 citado por Shibaoka,1994), durante os tltimos esta-
dos de desenvolvimenta (Lawson et al., 1975, citado por Shibaoka,1994) ¢ ainda
na presenca de inibidores (Lloyd er al.,1983).

Os resultados da aplicagio de auxinas sio complexos, diferindo entre
especies. Em coledptilos de trigo, mesocdtilos de aveia e coledptilos de milho
verifica-se alteracio de MT corticais, 0 mesmo 6 ocorrendo em coleoptilos de
Vigna angularis se os mesmos forem previamente tratados com giberelinas. Por
outro lado a aplica¢do simultanea de auxinas e inibidores de MT nido impedem o
alongamento celular excepto em coledptilos de trigo onde o alongamento & redu-
zido a um tergo. Zandomeni e Schopfer (1993) propdem que a reorientagio in-
duzida pela auxina € independente do alongamento inicial auxina-induzido,
defimndo-se duas fases de accio de auxina. Numa primeira fase, de curta duragio,
a auxina induz o alongamento celular através do afrouxamento da parede, inde-
pendentemente dos MT, e numa segunda fase, que envolve o reforgo da parede,
ocorre apds reorientacdo dos MT corticais.

As giberelinas, cujo efeito no alongamento celular em caules & sobeja-
mente conhecido, conduzem também a uma disposi¢io mais transversal dos MTC
em diversos tipos de plantas, como seja epicotilos de Vigna angularis, mesocoti-
los de milho ando, epicétilos de ervitha and. trocos de folha de cebola (Shibaoka
1994). A GA; leva uma a uma predomindncia transversal dos MT apenas quando
€ aplicada simultaneamente com auxina. Nio se verifica alteragio de movimenta-
¢ao dos MT quando a GA; € aplicada a plantas decapitadas. Em plantas inteiras
onde hd um formecimento endégeno de auxina, verifica-se um efeito da GA;
quando esta ¢ aplicada isoladamente, o mesmo s6 se verificando em plantas de-
capitadas quando hé aplicacdio exdgena de auxina (Shibaoka, 1994),

Em epicotilos de Vigna angularis a GA; induz a reorientacio dos MT para
uma posi¢do mais transversal e promove o alongamento celular, mas esse efeito
ndo se verifica na presenca de inibidores de cinases. O efeito desses inibidores nio
se faz sentir se a incubagdo com GAj; ocorrer previamente.

O processo pelo qual a giberelina conduz ao alongamento celular ainda
ndo estd esclarecido, mas Kaneta e colaboradores (1993), propdem que haja o en-
volvimento de um mRNA, cuja sintese seja GAs induzida, pois que, trabalhando
em Vigna angufaris verificaram que, ao aplicar um inibidor da transcricio
(actinomicina D) antes da aplicacio de GAj;, ndo havia alteracdo do padrio de MT
nem se verificava alongamento celular.



Baluska e colaboradores (1993-a), utilizando apices radiculares de milho e
inibidores de sintese de GA; ou mutante GAs-deficientes, concluem que nas
raizes o nivel de GAj3 necessdrio para a expansio celular ¢ menor gue nas partes
acreas, mas que as giberelinas sdo substdncias inequivocamente importantes no
desenvolvimento morfoidgico, e que controlam o padrio de apresentacio dos MT,
sendo o seu efeito particularmente importante na regido designada post-mitdtica
onde se verifica um crescimento isodiamétrico. Esta regifio do dpice radicular,
com crescimento isodiamétrico, representa uma fase de rransicio na ontogenia
celular. Nela ocorre uma organizagio caracteristica dos MTC, passando de uma
distribuigdo dos MT menos regular, caracteristico da divisio celular, para uma
regido com um padrio mais ordenado de MT, constituindo esta zona, uma regido
de mator sensibilidade 2 regulagio pelas giberelinas, pois que, em plantas GAz
deficientes, o arranjo do MTC e o padrio de formas celulares é grandemente
afectado. Em face dos resultados Baluska e colaboradores (1993-a) afirmam gue o
efeito do acido giberélico sobre a ordenagio dos MTC se faz bastante cedo no de-
senvolvimento celular, sugerindo que a ac¢do das giberelinas possa resuitar de
uma altera¢do da forga de ligagdo MT - MT ou MT - membrana citoplasmatica.

Em entrends de aveia a aplicagio de GAj estimula o alongamento e
aumenta o nivel de transcritos de tubuling, mas esse acréscimo ¢ anutado por dro-
gas que inibem o alongamento celular, indicando que a expressdo do gene para a
tubulina estd estreitamente associado com o alongamento celular (Shibaoka,
1994).

Dentro das citocininas, a cinesina inibe o alongamento de cauies induzido
pela auxina levando ao seu engrossamento. No entanto, quando sdo aplicados
inibidores de MT (colquicina) ou de celulose (cumarina), esse efeito é diminuido.
Estes resultados confirmam o envolvimento dos MT na inibi¢do de alongamento e
que € necessdria a sintese de celulose para que essa initbicdo se verifique
{Shibaoka, 1994).

O etileno inibe a expansdo longitudinal favorecendo o alongamento dos
caules. O tratamenio com etileno leva a uma reorientacio dos MT de uma dis-
posi¢io transversal para uma disposicio longitudinal (Lloyd, 1987; Shibaoka,
1994). Essa reorientagio dos MT pelo etileno torna-se evidente 30 minutos depois
do inicio do tratamento quando ainda ndo se notava uma expansdo lateral etileno-
-induzido. A reorientagdo nio envolve a despolimerizacio facto que Lloyd utiliza
como apoio i teoria de uma disposicio helicoidal do MT.
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Também o ABA, que inibe o alongamento de caules, leva a um arranjo
hornizontal de MT em ervitha and (Shibaoka, 1994).

A alterac@o do padrdo de MT, por efeito dos RCV foi quase sempre asso-
ciada & variagdo na taxa de alongamento, nio estando esclarecido se seria a altera-
¢do dos MTC que levaram a uma alteragio do alongamento ou vice-versa. Saki-
yama-50go ¢ Shibaoka (1993), trabalhando com ervilha and decapitada, na qual
nao se verifica alteragdo de taxa de alongamento pela adi¢do de ABA ou gibere-
lina, verificaram a ocorréncia de alteragio do padrio de MTC para uma dis-
posigdo transversal sob o efeito de giberelina, e uma disposicdo longitudinal apés
incubagio em ABA. Embora ABA leve a uma predominincia de MTC longitudi-
nais em epicotilos de ervilha and, na qual ABA ndo altera a taxa de alongamento
dos epicdtilos, torna-se evidente, que a reorientacio dos MTC ABA-induzida, nio
envolve alteracdo da taxa de alongamento ABA-induzida, mas a predominincia de

MTC longitudinais pode resultar na redugdo ou paragem da taxa de alongamento
{Sakiyama-Sogo e Shibaoka, 1993).

4.2. Banda Pré-Profasica

Na célula interfdsica os MT tém uma disposi¢do transversal, ocupando a
totalidade de 4 faces da ¢élula, mas, pouco antes da célula se dividir, eles sofrem
um rearranjo concentrando-se numa banda designada Banda Pré-Profasica (BPP)
(Fig 3). Esta designagdo advém do facto de este rearranjo ocorrer antes da profase,
podendo no entanto durar até 4 préfase inclusivé (Gunning et al., 1985).

A BPP ¢ a responsdvel pela defini¢do do futuro plano de divisio da célula
aquando da citocinese, o qual se reveste de particular importincia nas células
vegetals uma vez que, sendo estas estruturas mais estdticas, a morfogénese de-
pende da direcgiio do alongamento e do sentido em que ocorre a divisio celular.

A BPP tem um tempo de vida curto iniciando o seu aparecimento na pré-
-profase e desaparecendo no final da préfase, mas na citocinese, a nova superficie
criada encontra a membrana e a parede celular no local onde anteriormente se lo-
calizou a BPP (Gunning et @/.,1985). Utrilla e co-autores (1993), em meristemas

radiculares de Allium cepa veriticaram que a desorganizacao da BPP ocorria com
a ruptura da membrana nuclear.
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Fig. 3 - MT constituindo a Banda pre-profdsica em células de dpices radiculares
de centeio visualizados por imunofluorescéncia com anticorpos anti-tu-
bulina. A-BPP; B-Aproximagio dos MT 2 regido perinuclear formando
um cesto. Ampliagdo 135x.

A formagdo da BPP inclui a migragiio ¢ condensacio dos MT numa banda
que se vai estreitando & medida que a célula se aproxima da profase. Segundo
Lloyd e colaboradores (1985), um rearranjo ou reorientacdo € mais provdvel do
que uma polimerizagiio / despolimerizagdo. Em 1987 os mesmos autores referem
ainda que se desconhecia se a BPP era formada exclusivamente de MT ja exis-
tentes, ou 86 novos, ou de uma mistura dos dois. De qualquer maneira, verifica-se
sempre um realinhamento, uma vez que as bandas mais largas precedem as bandas
mais estreitas.

No estreitamento da BPP h4 o envolvimento de microfilamentos de actina
(Staiger et al.,1987), embora ainda seja desconhecido o modo como os microfila-
mentos circunscrevem os MT & futura zona de divisio celular (Eleftheriou e
Palevitz,1992).

No periodo final da efémera presenca da BPP, observa-se, quando se
utiliza técnicas de imunofluorescéncia, uma aproximacio da fluorescéncia do lo-
cal da BPP para a regido perinuclear. Esta disposicdo dos MT na regido perinu-
clear constitui uma malha em redor do nicleo que os cientistas vulgarmente desig-
nam por cesto (fig 3B). Segundo Gunning e co-autores (1985), é possivel que os

MT que se encontram no citoplasma entre a BPP ¢ a regido perinuclear estivessem
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ligados. Em apoio desta hipétese surge o facto de cessarem as correntes citoplas-
maticas nesta regido, quando a célula entra na préfase (Mineyuki er al., 1984,
citado por Gunning ef al.,1985).

4.3. Fuso acromatico

Nos ultimos estados da préfase, os MT que se dispunham casualmente
junto & membrana nuclear, comegam a ter um maior grau de alinhamento, com
foco nas regides do pélos do fuso acromdtico. Paralelamente a este aumento de
MT junto ao tonoplasto, a BPP torna-se cada vez mais ténue. No final da profase,
desagrega-se a membrana nuclear e forma-se o fuso acromatico, responsdvel pela
separagao dos cromossomas e seu movimento para os pélos (Fig 4).

Fig. 4 - MT constituindo o fuso acromdtico em células de apices radiculares de
centeio visualizados por imunofluorescéncia com anticorpos anti-
tubulina. A-MT; B-cromossomas visualizados com DAPL Ampliagdo
135x.
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O fuso acromdtico, maquina proteica de grande precisio, é o responsavel
pela correcta segregagio cromossomica, processo tundamental na manutengdo das
aspécies.

Os MT, que constituem o fuso, organizam-se de duas maneiras: os MT
pelares que ligam polo a pdlo, ndo por cobrirem individualmente a distincia rotal,
mas por s¢ sobreporem na zona intermédia; e os MT cinetocoriais que ligam os
polos & regido cinetocorial do cromossoma (Loewy ef al., 1991; Darnell e
al.,1990).

No processo mitético, assim como na meiose, distinguem-se dois meca-

nismos responsdveis pela migragio dos cromossomas (Darnell et ai., 1990: Loewy
erai ,1991):

® 0 encurtamento dos MT cmetocoriais que asseguram a migracio dos cro-
mossomas (por separagdo dos bivalentes) para os pélos.

e o alongamento do fuso, que compreende o distanciamento dos pélos um do
outro, diminuindo concomitantemente o trogo de sobreposicio dos MT na
zona equatorial,

Ao encurtamento dos MT cinetocoriais designa-se por anafase A, por
oposicio ao afongamento do fuso que envolve os MT polares que toma a designa-
¢ao de anafase B.

Apesar de ser totalmente desmantelado em cada ciclo celular, o fuso &
muito complexo, combinando diversos tipos de movimento. Porém, o mecanismo
envolvido nesse movimento ainda nao estd completamente esclarecido.

Burns {1988) afirma que o movimento cromossémico associado ao encur-
tamento dos MT cinetocoriais, e, portanto, em direcgdo i extremidade (-), nio
requer a presenca de GTP ou ATP, levantando a hipétese da energia resultar de
uma mudan¢a conformacional da dissociagio das subunidades de tubulina, ou
ainda da difusdo do cinetocoro ao longo dos MT. Esta hipétese ¢ apoiada pelo
facto de agentes que provocam a despolimerizagio dos MT induzirem ou acelera-
Tem a migracao dos cromossomas in vive (Koshland er al.,1988). Por outro lado o
movimento correspondente a anafase B parece ser ATP dependente, pois que a

presenca de ATP, leva ao decréscimo da zona de sobreposicio dos MT
(Hollenbeck, 1985).



A diminuiciio da zona de sobreposicdo parece envolver o deslizar dos MT
uns sabre os outros diferindo do movimento flagelar pelo facto dos MT se encon-
trarem com polaridade opostas (Loewy er «/,1991; Burns,988). Embora Burns
em 1988 refira que ndo tinha sido ainda encontrada nenhuma proteina com ac-
tividade motora neste sistema, Gelfand ¢ colaboradores (1992), citando Sawin e
co-autores (1992), referem que, em células animais (ovos de Xenopus) foi iden-
tificada uma proteina relacionada com a cinesina (Eg3) que funciona como motor
na extremidade (-) dos MT. Esta proteina concentra-se junto ao pélo do fuso con-
tribuindo para a sua organizagdo e fluxo de tubulina. Paralelamente referem tam-
bém outras protefnas relacionadas com a cinesing, nomeadamente MEKILP1
(citando o trabaiho de Nislow er @/.,1992 em células animais em cultura), capazes
de dirigir o movimento antiparalelo dos MT, movimento esse semelhante ao que
se verifica na anafase B.

4.4. Fragmoplasto

O fragmoplasto € constituido por duas faixas de MT de grande densidade e
pequeno comprimento justapostas no piano equatorial do anterior fuso. Esta dupla
superficie expande-se centrifugamente até atingir a membrana celular onde na
protase se localizou a BPP (Guaning er a/.,1985) (Fig 5).

O local de nucleagdo do fragmoplasto parece residir na regido perinuclear
dos niicleos recém formados, tendo a sua extremidade (-) voltada para o nucleo e a
extremidade (+} voltada para a nova superficie de membrana (Lloyd, 1987).

Utilizando Tradescantia Gunning e colaboradores {1985 verificaram que
microferidas feitas na zona da BPP, durante a anafase ou no meio da citocinese,
provocam anomalias na formagdo do fragmoplasto, tendo este um desen-
volvimento normal em todas direc¢des excepto em direcgiio 2 membrana onde se
realizou a microferida. Os autores sugereni que possam existir interacgdes entre a
margern 1o local da BPP e o fragmplasto, interacgGes essas que poderiam ter sido
quebradas quando se realizou a microferida.

Os MT que o constituem servem de guia para a deposi¢io de vesiculas do
compiexo de Golgi com material de parede ¢ de membrana para a constitui¢io da
nova superticie de separagio das células recém formadas. Pensa-se, também, que
neste processo esturao envolvidas protefnas com actividade motora capazes de

movimentar as vesiculas ao longo dos MT, mas apesar de Yasuhara e colabora-
dores (1992) em células de tabaco em cultura terem conseguido isolar polipépti-
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dos a partir de fragmoplastos isolados, esses polipéptidos nio foram correlaciona-
dos com protefnas da familia da cinesina nem apresentavam actividade ATPase.

Fig. 5 - MT constituindo o fragmoplasto em células de dpices radiculares de cen-
teio visualizados por imunofluorescéncia com anticorpos antitubulina. A-
-MT; B-cromossomas visualizados com DAPL Ampliagio 135x.



5. Material e métodos

5.1. Material vegetal

Gentilmente cedidas pela UTAD (Universidade de Trds-os-Montes e Alto
Douro) dispusemos, para a realizagao deste trabalho de 11 variedades e popula-
¢oes de centeio (Secale cereale 1) de diversas proveniéncias. As populagdes Lor-
delo ¢ Padrela oriundas de Portugal, as variedades Dank nowe e Warko da
Poldnia. e as restuntes variedades Amando, Gambit, Hacada, Halo, Marder, Peras
¢ Rapid da Alemanha.

Amando
Gambit
Hacada
Halg
Marder
Peras
Rapid

Lordelo
Padrela &

Fig. 6 - Origem das variedades e populacdes de centeio.
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5.2. Curvas de crescimento

Para a seriagio das variedades de que dispunhamos procedeu-se & realiza-
¢do das curvas de crescimento radicular. Foram incubadas 10 sementes por varie-
dade, em placas de Petri com o fundo forrado de algoddo e papel de filtro embe-
bido em dgua destilada, a 4°C e 8°C. O comprimento das raizes foi medido em
milimetros {(mm), de dois em dois dias. O valor utilizado nos gréficos das curvas
de crescimento resulta assim do comprimento radicular médio de 10 sementes.

As variedades / populagBes mais interessantes seriam aquelas que apresen-
tassem maior discrepdncia entre a curva de crescimento a 4°C e 8°C, ou seja
aquelas cuja vanacdo de temperatura provocasse maiores diferengas comporta-
mentais. As curvas de crescimento, por si $6, nio nos facilitavam essa tarefa.
Utilizando um programa em XLISP (Anexo I), procurou-se encontrar a funcio de
crescimento que melhor se ajustava s curvas de crescimento. A fungio foi do tipo

exponencial y=ax " .

A obtengdo das fung¢des de crescimento permitiu a utilizagio de uma es-
tatistica do tipo T para avaliar se havia ou ndo diferencas significativas entre os

pardmetros n da fungio a 4°C e 8°C, ou seja permitiu testar:

Ho: [340-[380 =}
V3
Hl.: BQU‘BSO ¢0

com PB4°- como estimador de n na fungio de crescimento a 4°C e com ps°

como estimador de n na fungio de crescimento a 8°C,

sabendo que:  (B4’-$8") - (Ba"-B8N Ho ~ Ta+b
V2s5p?

com Sp?=a var(B4") + b var(Bs"

a+b

£ a:gl(SQREqLG), b:gl(SQREBO).

Obtidas as fungdes de crescimento e utilizando a estastistica atrds citada

tornou-se possivel avaliar quais as variedades mais interessantes, para atingir o
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objectivo proposto, prosseguindo com essas variedades para avaliagdo do padrio
de microtibulos nas células de dpices radiculares.

5.3. Metodologia para a observacio do padrao de microtibulos

Para observagio do padrio de microtibulos as sementes de cada variedade
foram colocadas em placas de Petri igualmente forradas e embebidas em dgua
destilada e incubadas a 20°C. Quando as sementes apresentavam um comprimento
radicular da radicula principal de um a dois centimetros (geralmente dois ou tiés
dias), foram retirados dpices para fixagdo correspondente, portanto, & modalidade
testemunha (20°C), e as restantes sementes eram distribuidas equitativamente nas
modalidades de 4°C ¢ 8°C. Destas duas temperaturas de incubagio foram retirados
dpices para fixagdo apds 1, 4 e 24 horas de incubacdo.

5.3.1. Técnica de fixacao e marcacio

A técnica utilizada foi a descrita por Clayton ¢ Lioyd (1984} e que pas-
samos a descrever.

Fixacao Utilizou-se uma solugdo de 4% de formaldeido em 50 mM de PIPES
[piperazina-N N’-bis(dcido dietanosulfdnico)], 5 mM MgSO4 (sul-
fato de magnésio hepta-hidratado), 5 mM EGTA [etilenoglicol-
bis(B-aminoetileter)-N,N,N’,N’-4cido tetracético], pH 6,9 (MTSB),
durante 45 minutos, seguindo-se 3 lavagens com MTSB de 15 minu-
tos cada.

Digestao da parede celular  Utilizou-se uma solugio de 2% de celulase
(Onozuka R10) em MTSB durante 6 minutos se-

guida de 3 lavagens de 13 minutos com MTSB.

Esfregaco Colocaram-se 0s dpices radiculares numa lamina para imunotluo-
rescéncia e, com o auxilio de uma lupa de luz inferior, retirou-se a

coifa aproveitando-se apenas o primeiro milimetro da raiz e com um
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Mareacio

bisturi procurando-se obter células individualizadas. Apds secagem
a0 ar segutu-se a marcacio.

Utilizaram-se 05 seguintes anticorpos:

Anticorpe primario: Anticorpo monoclonzal de rato para a tubulina isolada a

partir de levedura. Este tipo de anticorpo € uma imuno-
globuiina do tipo IgG2a, extraida do liquido ascitico,
produzida pelo clone YOL 1/34, e comercializado pela
empresa Serotec. Este anticorpo serd designa-do por
anti-tubulina.

Anticorpo secundario: Anticorpo produzido em ovelha que reconhece as

Montagem

imunoglobulinas do tipo Ig G, A e M de rato. Este anti-
corpo, comercializado também pela Serotec, esta conju-

gado ao fluorocremo isotiocianato de fluoresceina
(FITC).

Em cada esfregaco utilizou-se 10ul de anticorpo primdrio numa di-
luigio de 1/50 em MTSB durante 45 minutos, seguido de 3 lavagens
de 15 minutos com MTSB. Seguiu-se a aplicacdo do anticorpo se-
cunddrio na diluicdo de 1/100 em MTSB durante 45 minutos, apds

0s quais se realizaram 3 lavagens cada com MTSB com a duragio de

20 minutos cada.
Para a marcac@o da cromatina utilizou-se DAPI (4°,6-diamino-2-fe-

nilindol) na concentracdo de lug/ml em dgua destilada, durante 1
minuto. Seguiu-se uma lavagem com MTSB,

Na montagem adicionou-se, a cada janela, um produto que retarda a
perda de sinal, comercializado pela Universidade de Londres sob a
designacdo de citifluor, em que a substincia activa € diluida em
slicerol e solugdo fosfato salino. Colocou-se a lamela e selou-se com
Verniz.



Silanizacao das liminas

Antes de serem utilizadas para a realizacio do esfregaco as laminas sofre-

ram um processo de silanizagdo que permite uma maior aderéncia das células as
limenas.

Apos duas a quatro horas de imersao em mistura sulfo-crémica, as 1Aminas
foram lavadas em dgua corrente e secas em estufa. Quando as 1dminas estavam se-
cas foram merguihadas em 2% de 3-aminopropil-trimetoxi-silano durante 30 se-

gundos seguindo-se duas passagens por acetona e secagem em estufa.
Microscopio

As observagGes realizaram-se no ISA, utilizando o microscopio de epifluorescén-

cia, Leitz Biomed, equipado com uma cimara {otogrifica Wild MPS 52.

5.3.2. Padriao de Microtiabulos

Para avaliagdo do padrdo de microtibulos definiram-se cinco tipos princi-
pais de possiveis apresentagdes dos MT, sendo as células observadas ciassifica-
das do seguinte modo:

MO - (Fig 7A) - Células que apresentavam muitos microtitbulos e organizados;

PO - (Fig 7B) - Células que apesar de apresentarem o padrio cortical caracte-
ristico apresentavam poucos microtibulos;

MD - (Fig 7C) - Células que apresentavam muitos microtitbulos mas de pequeno
comprimento e dispostos de uma maneira mais casual, mats desorganizada;

PD - (Fig 7D) - Células que apresentavam poucos microtiibulos ¢ desorganizados;

S - Células sem microtiibulos.
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Fig. 7- Visualizagdo de MT em células de dpices radiculares de centeiopor
imunofluorescéncia com anticorpos antitubulina. A-Padrio MO (Muitos
e Organizados); B-Padrdo PO (Poucos mas Organizados); C-Padrio

MD (Muitos mas desorganizados); D-Padrdo PD (Poucos e desorgani-
zados).

As células a observar deviam respeitar os seguintes parimetros:

1) Estarem em interfase. Deste modo sé eram avaliados os microtibulos corti-
cais.

i) Estarem individualizadas, ou seja nfio estarem justapostas a qualquer outra
célula;

ii1) Estarem completas;
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iv) Nio se apresentarem de topo, dado que nesta disposicdo ndo pode ser
avaliada a organizacdo dos microtiibulos corticais.

v) Nio estarem nos bordos da preparagdo pois pode, devido a uma pior silani-
zagdo das laminas,o anticorpo "fugir” para o centro da preparacio,

Na modalidade a 20°C foram realizadas trés repeti¢des, com observagio de
50 células em cada repeti¢io num total de 150 células.

Na modalidade a 8°C foi realizada apenas uma repeticio por cada periodo
de incubagio, resultando um total de 150 células por vartedade / populacio na
globalidade da modalidade a 8°C.

A 4°C foram realizadas trés repeticdes por cada tempo de incubacdo (150
células) num total de 450 células para cada variedade / populacio na globalidade
da modalidade.

Para avaliar o padrio de MT segundo os critérios atrds definidos e uma
vez que as ldminas de que dispunhamos eram de trés janelas foram usualmente
distribuidas as diferentes modalidades do seguinte modo: a primeira janela tinha
sempre o esfregaco correspondente & modalidade de 20°C, e, nas duas seguintes,
duas temperaturas diferentes para o mesmo tempo de incubagio. Portanto a
primeira modalidade a observar era sempre, em cada ldmina, a modalidade de
20°C, tentando, em cada sessdo de observacdes, uma aferigio do avaliador.

5.4. Metodologia estatistica

A homogeneidade de comportamento intravarietal e intervarietal foi ava-
liada através da estatistica do 2 uma vez que tinhamos observacdes que se dis-
tribuiam por diferentes classes. Na modalidade a 20°C, as classes PO, MD e PD
tiveram de ser agrupadas, pois esta estatistica indica que cada classe ndo deve
apresentar vajores inferiores a cinco (Carvalho,1988; Parker,1973).

A nipétese de homogeneidade era rejeitada sempre que o valor de
1.2 correspondesse a umna probabilidade inferior a 3% (=0.05).
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6. Resultados

6.1. Curvas de crescimento

Das medi¢oes efectuadas construiram-se as curvas de crescimento radicu-
lar a 4°C e 8°C para cada uma das variedades / populagdes (Anexo ).

Pela andlise das curvas de crescimento verificamos, como seria de esperar,
gue havia variedades / populacbes com maior ou menor desenvelvimento no
mesmo periodo de tempo e sob as mesmas condigdes. As variedades Marder e
Peras tiveram um crescimento muito inferior is restantes apresentando também
uma baixa taxa de germinagdo (dados ndo incluidos), pelo que foram retiradas das
observacOes seguintes. As variedades Rapid e Dank nowe foram as que mais se
desenvolveram a 8°C, enquanto a 4°C sdo as populagdes Lordelo e Padrela as que
atingem maior crescimento.

O cdleulo das fungdes de crescimento a 4°C e 8°C {Anexol) permitiu com
a utilizagio da estatistica exposta em material e métodos (pag. 23) distinguir as
variedades / populagdes com diferencas significativas entre as duas curvas de
crescimento {a 4° e a 8°C)Quadro 1).

Quadro 1 - Valores da estatistica para compara¢do das curvas de crescimento

a4°Ce 8°C,
Variedade / populagao Diferenca significativa Diferenge nao significativa
Amando 1=5,671
Dank nowe t=2,531
Gambit =175
Hacada t=2,642
Halo t=0,110
Lordelo t=1.785
Padrela t=5,053
Rapid t=2,998
Warko t=1,784

t8(0,05)=1,860
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As variedades Amando, Dank nowe, Hacada e Rapid bem como a popula-
¢do Padrela apresentam diferencas significativas entre as curvas de crescimento a
4°C e 8°C, enquanto que para Gambit, Halo, Lordelo e Warko nfo se verifica um

efeito significativo da variacdo da temperatura no crescimento radicular.

6.2. Padrao de organizacio dos microtibulos corticais

6.2.1. Modalidade de 26°C

No quadro 2 encontram-se 0s resultados da observagdo do padrao de MT
apds incubacio a 20°C.

Quadro 2 - Nimero de células nos diferentes padrdes de organizagio que cada
variedade / populagio apresentou na modalidade de 20°C.

20°C
12 Rep 2% Rep 32 Rep
MO LPOIMD | PD | MO |PO|MD | PD | MO | PO |MD | PD
Amando 36 9 5 0 42 5 3 ¢ 41 4 5 0
Dank nowe | 43 6 1 0 41 8 3, 0 40 5 4 0
Gambit 42 1 7 0 44 1 5 0 44 3 3 0
Hacada 4 7 2 0 45 4 1 0] 45 2 2 Q
Hale 46 1 3 0 44 0 6 Q 42 3 5 0]
Lordelo 44 5 1 0 44 3 2l o] 41 5] 2 o
Padrela 40 6 4 0 42 3 5 0 41 L5 4 0
Rapid 42 2 5 1 41 4 4 1 43 s} 1 0
Warko 37 8 5 0 36 4 7 3 44 2 4 0

{MO-Muitos e crganizades; PO-Poucos 2 organizadas; MD-Muitcs e desorganizados; PD-Peoucas e desorganizades)

Os valores de y?para andlise de homogeneidade intravarietal podem ser

consultados no Quadro 3.
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Quadro 3 - Valores de ¢ ? na avalia¢io de homogeneidade intravarietal na
modalidade 20°C.

20 °C
¥ Proby 2 (%)

Amando 2,521 28,35
Dank nowe 0.65% 72.20
Gambit 0,461 79,39
Hacada 2,651 26,56
Halo 1,515 46,88
Lordelo 0,462 79,39
Padreta 0,271 87,33
Rapid 0,297 86,17
Warko 4,425 10,92

No Quadro 4 encontra-se o valor de ¢ ? resultante da comparago inter-
varietal na modalidade a 20°C (Anexo II1).

Quadro 4 - Valores de i *e respectiva probabilidade de ocorréncia
para andlise de homogeneidade intervarietal a 20°C.

total
modalidade ¥ Prabab.
Q,
(%)
20°C 22818 12

6.2.2. Modalidade de 8°C

Quando incubadas a 8°C verificou-se uma diminui¢io do nimero de célu-
las com padrdao MO com um aumento correspondente dos outros ‘padrées (Quadro
3), ou seja ocorre uma certa despolimerizagio dos MT.

No Quadro 6 podem ser consultados os valores de ¥ 2 para andlise de ho-
mogeneidade entre os diferentes tempos de incubacdo a 8°C. Ele permite-nos
verificar que hd homogeneidade de comportamento dentro de cada variedade / po-

 pulagdo, independentemente do tempo de incubacio - 8°C-1h, 8°C-4h e 8°C-24h.



Quadro 5 - Namero de células nos diferentes padrées de organizagio que cada
vaniedade / populacio apresentou na modalidade de 8°C.

g8°C
1 hora 4 horas 24 horas

MO PO MD{ PD [MO| PO ! MD |PD| MO |PQ| MD | PD

Dank nowe { 36 | 12 2 G 44 2 4 Q0 37 9 4 0
Gambit 35 g 2 5 37 4 9 0 41 3 3] 0
Lordelo 38 8 4 0 38 Z 2 3 34 6 10 Q
Padraia 36 8 3 3 33 8 8 1 41 5 4 G
Rapid 37 7 4 2 36 6 6 2 36 |10 4 0

{MO-Muitos & organizades; PO-Pouces e arganizados; MD-Muitos & desarganizados; PD-Paucos & desarganizados)

Quadro 6 - Valores de y ?e respectiva probabilidade na modalidade 8°C

Dank nowe Gambit Lordelo Padreta Rapid
modalidade -2 | Prob. 2 | Prob. z { Prob. | 2 | Prob. 2 Prob.
- {%) 4 (Yo} - {%e) x (%) X (%)
8°C(1h,4h,24h) |4,428( 10,9 {2,009| 36,6 {1,081| 57,8 |3,341| 18,8 [ 0,067 | 96,7

Peia andlise dos valores do Quadro 7 podemos venficar que as diferentes

variedades / populagtes t&m comportamentos semelhantes nos tempos de trata-

mento a 8°C.

Quadro 7 - Valores de ¥ ?e respectiva probabilidade de ocorréncia para andlise
de homogeneidade intervarietal a 8°C.

total 1 hora 4 horas 24 horas
modalidade X Probab. 4 2 |Probab. X 2 | Probab X 2 Probab.
(%) {%) (%) {%o)
g8 11.7241 925 0.525 | 97.1 i6.8982| 1386 4.207 37.9
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6.2.3. Modalidade de 4°C

A incubagio a 4°C, sendo uma temperatura mais baixa e por conseguinte

mais desfavordvel, levou a maior despolimerizagio dos MT, verificando-se de

uma maneira geral um maior ndmero de células nos padrdes PO, MD e PD, e um

decréscimo do nimero de células no padrio MO (Quadro 8).

(Quadro 8 - Nimero de céiulas nos diferentes padroes de organizagio que cada
variedade / populacdo apresentou na modalidade de 4°C.

4°C
Rep 1 hora 4 horas 24 horas
MO | PO | MD | PO | MO { PO | MD PO [ MO |PO| MD | PO

1 35 ¢ 11 1 3132 5 11 213 |12 8 1
Dank 2 28 | 13 8 1 29 | 15 4 213 |8 8 2
nowe 3 27 12 7 4 30 10 8 2 32| 9 8 1
Total| 90 | 36 | 16 | 8 | @1 | 30 | 23 | 6 | 97 |28 | 20 | 4
1 37 6 3 4 {371 8 6 1§ 44 1 1 5 a
Gambit | 2 30 7 7 8 132 | 4 8 6 {138 | 5 4 3
3 25 12 9 4 36 11 7 2 35 7 B 2
Total| 92 | 25 19 | 14 | 89 | 21 21 g |117 | 13 15 5
1 40 4 8 0133110 5 1133 |10 B8 1
Lordelo | 2 30 3 5 3] 27 | 9 11 313 |10 5 1
3 29 9 ) 8 | 30 | 10 g9 1134 | 8 7 1
TJotal] 99 | 22 | 17 |12 1 90 | 29 | 26 | 5 |101 28 18 | 3
1 35 9 6 Q13 | 86 7 0 {40 | 9 1 0
Padrela | 2 31 9 5 4 28 7 12 13343 89 6 Q
3 33 5] 5 B | 32 | 10 8 0378 4 1
Total] 99 | 24 | 17 {10 | 97 | 23 | 27 | 3 |112|26 | 11 1
1 29 9 9 3 1331 8 01|34 |8 8 2
Rapid 2 28 | 10 | 11 1 28| 9 W0 3fz2r ot 1 2
3 26 | 14 7 3127 113110 1 0 |26 j12 g8 4
Totail 83 | 33 | 27 | 7 | 88 |28 30 | 4 | 87 (28| 27 | 8

(MQ-Muitos e organizados; PO-Paucos e arganizacos; MD-Muitos e desorganizados; PD-Poucos e descrganizados)

O teste de % * ndo nos permite rejeitar a hipdtese de homogeneidade intra-

varietal no seio de cada tempo de incubagdo a 4°C para cada variedade / populagio

(Quadro 9).



A aplicagdo do mesmo teste na comparaciio entre os vdrios tempos de in-
cubacio a 4°C permite-nos verificar que tanto a variedade Gambit como a popula-
¢30 Padrela apresentam comportamento diferente entre os diferentes tempos de
incubagio, uma vez que a probabilidade correspondente ao valor de ¥ 2 é de 3.4%
para Gambit ¢ 4.8% para Padrela. As variedades Dank nowe e Rapid bem como a
populagio Lordelo ndo t8m um comportamento significativamente diferente nos
diferentes tempos de incubag@o a 4°C. Para as variedades Dank nowe e Rapid e

populacdo Lordele ndo se verifica um efeito da durac@o do tratamento.

Quadro 9 - Valores de 2 ¢ rtespectiva probabilidade na modalidade de 4°C.

maodalidade { Dank nowe Gambit Lordelo Padreia Rapid
40 ~2 |Proba| ~2 |Probab.| ~2 |Probab.} 2 |Probab| ~2 |Probab
Z X 4 L 4
b.(%) {%) (%) . (%) (%)

1 horas 4,68 132,14 | 703 { 13,42 | 665 | 1554 (255 63,61 |1,68| 79,48
4 horas 7,71 (10,30 7,10 | 13,06 | 3,06 | 54,85 (8,19 18,85 | 3,761 43,96
24 horas 1,29 186,29 6,08 | 19,28 | 0.59 | 96,40 |3,82| 41,75 | 3,71 | 44,66
1-4-24 horas | 1,86 | 76,08114,39| 3,44 | 3,87 | 42,35 |9,57| 4,83 |0,74| 94,58

A andlise de homogeneidade intravarietal na modalidade de 4°C pode ser
realizada com base nos valores do Quadrc 10, mostra significativas diferencas
entre as variedades / populagdes no final de 24 horas de frio.

Quadro 10 - Valores de 7 ?e respectiva probabilidade de ocorréncia para andlise
de homogeneidade intervarietal a 4°C.

total 1 hora 4 horas 24 horas
modalidads i Prebak. y 2 Probab, x 2 Probab x 2 Probab.
{%) {%) (%) (%)
4°C 46.41 | 1148 |16.961| 1511 |4.292| 82.08 | 25.18 0.15

A contribuicdo de cada variedade para o elevado valor de ¥ 2 que se regis-
ta na modalidade de 4°C-24h pode ser consultada no Quadro 1 1.
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Quadro 11- Contribuigdo de cada variedade / populagio para o valor de ¥ 2 da

modatidade 4°C-24horas.

4°C-24 h X 2 Prob. y 2

MO PO MD+PD a.l (%)
Dank nowe 97 29 24 150 2 1,1528
Gambit 117 13 20 150 2 7,8331%
Lordelo 101 28 21 150 2 0,5319
Padrela 112 26 12 150 2 5,7100
Rapid a7 28 35 150 2 39,9288

Total 514 124 112 750 8 25,1566 0.15

asperados 102,8 24,8 22,4 150

6.2.4. Modalidade 20°C versus 8°C e 4°C.

A comparagdo das modalidades correspondentes as diferentes temperatu-

ras mostra que em todas as variedades / populacdes hd um efeito da temperatura na

polimerizacio dos MT (Quadro 13).

Quadro 13 - Valores de ¢ ?e respectiva probabilidade na comparacdo entre as
diferentes temperaturas de incubagio.

modalidade Dank nowe Gambit Lardeio Padrela Rapid
y* {Prob.| g2 |Prob. | y® iProb.j y: Prab. | ¢z | Prob.
(%) (%) (%) (%a) (%)
20°C-8'C-4"C  |32.462[ 1E-04 £8.109|7E-04 SEN4| 3E-08
20°C-8°C-4"C,1h 26.878| 2E-03 10.303] 3.58
20°C-8°C-4°C,4h 18.833 = .08 12576 1.35
207C-8°C-4°C,24h 7.778] 10.01 6.380{ 17.25
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7. Discussago

A andlise dos resultados apresentados permite-nos dizer que a 20°C ndo hd
diferengas significativas no grau de organizagio dos MTC entre plantas da mesma
variedade / populacio e mesmo entre plantas variedades / populacdes diferentes.

Resultados semelhantes ocorrem na modalidade a 8°C uma vez que nio se
registam diferencas significativas de comportamento entre os diferentes tempos de
incubagio, ou seja, ndo se verifica um efeito do tempo no tratamento a 8°C. Este
facto permitiu o agrupamento dos dados e o seu iratamento como um todo na
comparagio com as mocalidades de 20°C e de 4°C.

Nas modalidades de 20°C e de 8°C verifica-se homogeneidade de compor-
tamento intravarietal.

Na modalidade a 4°C verifica-se homogencidade de comportamento no
seio de cada variedade e periodo de incubagio, mas essa homogeneidade ndo se
verifica quando comparamos os diferentes periodos de incubacio de Gambit e
Padrela.

A analise de homogeneidade intervarietal a 4°C permite-nos observar que,
embora na globalidade da modalidade a 4°C as variedades / populagdes possam ser
consideradas homogéneas, pois a probabilidade correspondente ao valor de ¢ ? €
de 11.46%, quando analisamos o seu compertamento relativamente a cada periodo
de incubacdo a 4°C, verificamos que nido se comportam de modo seme-lhante no

final de 24horas a 4°C (probabilidade correspodente a y 2de 0.15%). Da andlise da

contribui¢do de cada variedade / populagio para o elevado valor desse ¥ 2 (Quadro
t0) observa-se que sdo sobretudo as vartedades Gambit e Rapid e populagdo
Padrela as que mais contribuem para esse elevado valor, tendo, no conjunto das
CINCO, COMpOTAMentos exXtremos.

De notar que sendo o centeio uma espécie de fecundacdo cruzada nio
apresenta diferencas significativas na resposta ao tralamento entre plantas da
mesma variedade / populagdo. Isso permite-nos comparar variedades diferentes e
garante-nos também, que as diferengas observadas nessas comparagbes ndo sdo
devidas a variagGes introduzidas pela écnica.



No final de 24 horas a 4°C a variedade Rapid apresenta, relativamente as
outras variedades / populagbes, uma maior despolimerizagio dos MTC (menor
namero de células com padrio MO, e simultaneamente, o maior nimero de células
com padrio PD).

A variedade Gambit é aquela que apresenta uma maior percentagem de
células no padrao MO seguida da populagdo Padrela. Esta altima € a que apresenta
o menor nimero de células no padréo PD.

No conjunto podemos dizer que Rapid e Dank nowe tém um comporta-
mento semelhante entre si, e distinto de Gambit e Padrela, que, entre si, também

apresentam alguma semelhanga (Fig. 8).

4°C-24horas

% de células

Fig, 8- Percentagem de células nos diferentes padrdes de organizagio na
modalidade 4°C-24h. Esquema comparativo entre variedades/ populagdes.

As variedades Rapid e Dank nowe sob o efeito do frio despolimerizam
bastante os seus MT que se mantém despolimerizados no final das 24 horas de
frio, enquanto Gambit e Padrela também sofrem uma despolimerizacao inicial apos
lhora e 4horas de frio mas no final de 24 horas ja apresentam alguma recuperagao.
Essa recuperagdo ¢ tdo significativa que o valor de % *nos permite dizer que ¢ se-
melhante a 8°C e 20°C (Quadro 10; Anexo II1.5).
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A diferenca de comportamento, em termos de crescimento radicular, das
variedades / populagdes numa temperatura stressante parece estar correlacionada
com ¢ grau de polimerizagdo dos MTC.

Ao analisarmos comparativamente as curvas de crescimento e o grau de
polimerizacao dos MTC (fig. 9 e 10} podemos dizer o seguinte:

A vanedade Gambit, que as 24horas de frio jd recuperou bastante da sua
despolimerizacdo inicial, ndo apresenta diferenca significativa entre a curva de
crescimento radicular a 4°C versus 8°C, sendo o valor do estimador de n um valor
muito semelhante nas duas curvas (Anexol), o que é 0 mesmo que dizer que ape-
nas se veritica um desiasamento no tempo entre as duas curvas.

A populagdo Padrela, cujo comportamento dos MT € semelhante & va-
riedade Gambit, com forte recuperagio da polimerizagdo as 24 horas de frio, ape-
sar de apresentar diferenga significativa entre as curvas de crescimento radicular a
4°C e 8°C € a que atinge maior ¢crescimento a 4°C.

A variedade Rapid apresenta uma diferenca significativa entre as curvas a
4°C e 8°C, sendo a variedade gue, logo a seguir a Dank nowe atinge maior
crescimento a 8°C, ocorrendo uma quebra bastante acentuada no crescimento a
4°C relativamente a 8°C. No que respeita ao grau de polimerizagio dos MT, a
andlise da figura 7, permite-nos dizer que se verifica uma despolimenizacdo inicial
a 4°C-thora ndo ocorrendo a recuperagiio que se observou nas variedade Padrela e
Gambit.

A variedade Dank nowe, sendo a variedade que atinge maior crescimento
a 8°C, tem um comportamento muito semelhante ao da variedade Rapid, ndo sé
no que respeita ao crescimento radicular, em que ocorre uma diferenga significa-
tiva entre as curvas a 4°C e 8°C, como também na organizacio dos MT em que se
verifica uma descida muito ligeira na percentagem de células com padrdo PD,
mas continuando a ocorrer uma elevada percentagem de céluias com padrdo
PO+MD+PD.

A populacdo Lordelo tem curva de crescimento radicular semelhante a
Padrela sendo a que, depois de Padrela, atinge maior crescimento a 4°C, néo se
verificando, no entanto diferenca significativa entre a curva a 4°C e 8°C. O com-
portamento dos MT pode-se dizer que estd numa situagdo intermédia entre

Gambit e Padrela versus Dank nowe e Rapid, aproximando-se mais das primeiras
do que das segundas.



Fig. 9 - Percentagem de células nos diferen-
tes padrdes de organizagdo dos MTC na

modalidade 20°C e 4°C (lhora; 4horas;

24horas).
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Fig. 10 - Curvas de crescimento radicular
das variedades/ populagdes Dank nowe,
Gambit, Lordelo, Padrela e Rapid a 4°C e
8°C.



A modalidade 1hora a 4°C foi a que, no conjunto das variedades / popula-
¢Oes, apresentou maior niimero de células no padrio PD. No final de uma hora de
frio foi também possivel observar, embora com pouca frequéncia (dados ndo in-
cluidos) alguns distirbios nos MT constituintes do fuso. Com efeito resgistaram-
-se casos em que os MT do fuso despolimerizaram constituindo C-metafases
(Fig.11). Casos semelhantes ndo foram observados em qualquer das modalidades
4horas ou 24horas de frio.

Fig. 11 - Células de dpices radiculares de centeio tratadas com anticorpo anti-
tubulina. Célula metafisica em que houve despolimerizacdo dos MT
constituintes do fuso. Variedade Rapid, modalidade 4°C-1h. Ampliacio
[35x. A-Marcacfo anti-tubulina; B-Dapi.

O comportamento diferencial dos MTC das diferentes variedades / popula-
¢des ap6s 24horas de frio poderd contribuir para o seu comportamento mor-
folégico, sendo as variedades / populages que mais rapidamente recuperam o pa-
drdo de MT para um padrdo mais organizado as que apresentam também o me-
lhor crescimento radicular a 4°C (Padrela e Lordelo), ou, caso da variedade
Gambit e populagdo Lordelo, se comportam de forma semelhante a 4°C ou 8°C.
As variedades / populagdes que demoram mais tempo na sua recuperagio sofrem
maiores quebras de crescimento radicular a baixas temperaturas, caso de Rapid e
Dank nowe que, sendo as variedades que apresentam o maior crescimento a 8°C,

apresentam diferengas significativas nas curvas de crescimento radicular.
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Os resultados indicam existir uma correlagdo entre comportamento mor-
folégico e grau de resisténcia dos MTC ao frio.

Contririamente a0 que seria de esperar numa primeira aproximagcio, ndo
sdo as variedades oriundas de latitudes mais elevadas, com invernos mais rigoro-
808, as que apresentam MT mais resistentes ao frio nem um melhor crescimento 4
baixas temperaturas. No entanto os resultados alcancados neste trabalho estio de
acordo com os resultados de ensaios de campo realizados para analise compara-
tiva de curvas de crescimento. Com efeito nesses ensatos, levados a cabo em di-
versas estagOes experimentais, as variedades Rapid e Dank nowe apresentam um
crescimento inicial muito lento comparativamente a populagdes regionais portu-
guesas que no periodo invernal apresentam um crescimento mais rdpido mesmo a
baixas temperaturas (comunica¢io pessoal da Prof. Olinda Carnide). As varie-
dades Dank nowe e Rapid embora no periodo inicial de desenvolvimento passem
por uma fase estaciondria recuperam o desenvolvimento na primavera quando as
temperaturas se tormam mais amenas.

Em termos morfolégicos podemos dizer que as variedades Dank nowe e
Rapid pelo facto de passarem por uma fase estaciondria do desenvolvimento, com
um porte rasteiro, estardo mais adaptadas a suportar a neve e as baixas temperatu-
ras. As populagdes portuguesas apresentam um desenvolvimento mais continuo
no periodo invenal sendo mais precoces no espigamento ¢ na floragio relativa-
mente as restantes variedades,

O comportamento morfolégico apresentado pelas diferentes variedades e
populagtes poderd estar intimamente relacionado com o grau de resisténcia dos
MT. Um desenvolvimento mais continuo durante o periodo invernal poderd de-
pender da alteragdo dos MT, por comparagdo com variedades que apresentando
mais fraco desenvolvimento nfo alterariam os seus MT.

O mecanismo peio qual os MT se tornam resistentes as baixas temperatu-
ras ainda ndo estd completamente esclarecido mas, como ja se fez referéncia (pdg.
8) diversos estudos indicam que poderd verificar-se o envolvimento de diferentes
isotipos de tubulina na constituicio dos MT  (Kerr e Carter, 1990-a; Chu ez
al.,1993). Uma hipétese a considerar, e que ndo estaria em desacordo com os re-
suitados al€ agora alcan¢ados peios diversos cientistas, bem como com os resulta-
dos deste trabatho, seria a capacidade que as plantas teriam, quando sujeitas a
baixas temperaturas, de apés despolimerizarem os seus MT, repolimerizarem no-
vos MT com outras caracteristicas. As novas propriedades poderiam advir da in-

corporagdo de diferentes isétipos, ou da alteragdo das proporgdes em que inicial-
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mente ocorreriam. Por outro lado, diferentes isotipos poderio possuir locais de li-
2a¢do a MAP com diferente afinidade permitindo que a eles se liguem umas MAP
em detrimento de outras. Estas poderdo, por sua vez, possuir uma diferente afini-
dade para Ca™, permitindo também uma regulacio por este ido (Schellenbaum er
al., 1992%,

Os resultados alcangados neste trabalho estdo ainda de acordo com os
apresentados por Chu e colaboradores (1993) em Arabidopsis thaliana, pois estes
autores registam a ocorréncia de alteragSes no nivel de transcritos de trés is6tipos
de B-tubulina no final de seis horas de tratamento a 4°C. Com efeito apenas foi
possivel observar o aparecimento de MT resistentes ao frio no final de 24 horas
ndo se registando esse facto no final de 4 horas de frio.

Para esclarecimento do mecanismo através do qual os MT conseguem re-
cuperar para padroes mais organizados e semeihantes a temperaturas que nao in-
duzem a stress, serd necessdrio a realizacio de estudos mais detathados, que de-
tetem quer a presenca de diferentes isdtipos de tubulina, quer a presenca de dife-
rentes MAP. No entanto, dever-se-4 previamente confirmar a ocorréncia de varia-
bilidade genética, ndo s6 com outras variedades / populacoes dentro de Secale
cereale, como também utilizando outras espécies que apresentem grandes ampli-
tudes varietais de comportamento.

A partir dos resultados alcangados neste trabatho poder-se-do desenvolver
vidrias linhas de accio

- procura e confirmacio de variabilidade genética com populacdes de ori-
gem ainda mais diversa quer em Secale cereale L. ou noutra espécie;

- Utilizacdo de tempos mais longos de exposicdo ao frio, procurando
verificar se variedades gue apresentem um fraco desenvolvimento a baixas tem-
peraturas conseguem apresentar MT resistentes ao frio ou mantém o mesmo pa-
drdo de despolimerizagio.

- Procura do mecanismo pelo qual os MT se tornam mais resistentes 4o
frio tirando partido de variedades com comportamentos extremos no que respeita
a apresenta¢do ou nio deste tipo de MT.
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8. Conclusoes

O estudo realizado sobre o grau de polimerizagdo dos MTC em varieda-
des / populagBes de Secaie cereale L., sujeitas a stress térmico - 4°C e 8°C - e cu-
jos resuitados ¢ discussao fol apresentada nas pdginas anteriores, permite-nos
concluir:

1) H4 um efeito das diferentes temperaturas na polimerizagio dos MTC,

diminuindo o grau de polimeriza¢io e organizacdo com a severidade do trata-
mento.

11) Para todos os tratamentos ndo se encontrou variabilidade intravarietal

significativa.

i) As variedades / populagdes estudadas ndo apresentam diferencas sig-
nificativas entre si na sensibitidade dos seus MTC aos tratamentos de 20°C e de
8°C.

1v) As variedades / populagGes estudadas apresentam diferencas significa-
tivas de comportamento apds 24 horas de incubagio a 4°C, distinguindo-se dois
tipos de comportamento: as que no final do tratamento apresentam uma elevada
despolimerizagdo dos MTC, e as que recuperam o padrio de organizagio para
valores semelhantes aos observados no tratamento de 20°C.

v) Parece haver uma relagio entre o crescimento radicular ¢ a sensibilidade
dos MTC ao {rio. Vanedades que mantém uma maior despolimenizacdo dos MTC
no final de 24 horas a 4°C sdo também aquelas que apresentam uma diferenga
significativa entre as curvas de crescimento radicular a 4°C e 8°C, com um
crescimento significativamente menor a 4°C. Variedades que repolimerizam os
seus MTC no final de 24 horas a 4°C, apresentam, ou elevados valores de cresci-
mento radicular a 4°C, ou tém curvas de crescimento radicular a 4°C e 8'C que
ndo diferem significativamente.
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ANEXOS



ANEXQO 1



I.1. Fungdes de crescimento (y=a x) e

valores do estimador de »
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[.2. Definicdo da fungdo de crescimento e dados
de crescimento radicular

Ficheiro expl.lsp

{defun expl (theta)
(* (select theta 0) (M x (select theta 1)))

)

(defx1'02468 1012 14)
(def x2'(0246)

(def amandol (00 .033 43 2.4 6.87 14.73 24 51))
{def amando? (0 1.55 19.8 50.6))

(def dank1 (0 0.013 .855.63 15.07 28.04 41.11))
(def dank2 '(0 2.94 31.56 §1.33))

(def gambitl (00 067 .794.45 11.93 22.8 35.7))
(def gambit2 (0 .55 9.4 31.1))

{def hacadal (00 .02 .57 2.2 7.8 i8.67 31.03))
(def hacada2 '(0 .85 13.95 50.9))

(def halol (00 .053 1.17 4.62 12.37 26 39.73))
{def halo2 '(0 .6 10.95 44.5))

(def locarmol (0 0 .06 .83 3.66 10.21 20.73 33.77T)
(def locarmo2 '(0 .65 7.9 22.83))

(def lordelol (00 .36 3.11 13.21 30.07 52.6 71.13)
(def lordeto2 (0 2.3 18.75 45.35))

{format t "~a~%" "AMANDQO")
(def x x1)

(def modamandel (nreg-model #expl amando] (list .001 4.))
(def x x2)

(def modamando2 (nreg-mode] #expl amando2 (list .0001 2.)))



(print
(/ (- (select {send modamando! :coef-estimates) 1)

{select (send modamando? ;coef-estimates) 1))

(FF (% 2/ (+ (% 6 (** (select (send modamando] :coef-standard-errors) 2N
(* 2 (** (select (send modamando? :coef-standard-errors} 1) 2))
Y8 .3y

)
)

(format t "~%~%~%~a~%" "DANK™
(defx x1)
(def moddank1 (nreg-model #expl dank1 (list .001 4.)))
{def x x2)
(def moddank2 (nreg-model #'expl dank2 (list .0001 2.)))
(print
(/ (- (select (send moddank ! :coef-estimates) 1)
(select (send moddank2 .coef-estimates) 1))
(%% (% 2 (/ (+ (F 6 (*¥* (select (send moddank ] :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 {*= {select (send moddank?2 :coef-standard-errors} 1) 2))
1 81).5)
)
)

(format t "~%~%~%~a~%" "GAMBIT™
(def x x1)
(def modgambit] (nreg-model #'expl gambitl (list .001 4.)))
{def x x2)
{def modgambit2 {nreg-model #expl gambit2 (list .0001 2.)))
(print
(/ (- (select (send modgambit! :coef-cstimates) 1)

(select {send modgambit2 :coef-estimates) 1))

(% (F 2 (/ (+ (* 6 (** (select (send modgambit] ;coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modgambit? :coef-standard-errors) 1) 2))
)81 .5)

)
)

(format t "~%~%~%~a~%" "HACADA")
(def x x1)
{def modhacadal {nreg-mode! #'expl hacadal (list .001 4.)))
{def x x2)
{det modhacada2 (nreg~model #expl hacada?2 (list .0001 2.)))
{print
(/ (- (select (send modhacadal :coef-estimates) 1)
(select (send modhacadaZ2 :coef-estimates) 1))



(% (% 2 (/ (+ (* 6 (¥* (select (send modhacadal :coef-standard-errors) 1323
(* 2 (** (select (send modhacada? :coef-standard-errors) 1) 2))
18)).3)
)
)

(format t "~%~%~%~a~%" "HALO")
(def x x1)
(def modhalol (nreg-model #'expl halol (list .001 4.)))
(def x x2)
(def madhaloZ (nreg-model #'expl halo2 (list .0001 2.)))
(print
(/ (- {select (send modhalol :coef-estimates) 1)
{select (send modhalo?2 :coef-estimates) 1))
(F* (52 (/(+ (% 6 (** (select (send modhalo| :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modhalo? :coef-standard-errors) 1) 29)
1 8)).5)

{format t "~%~%~%~a~%" "LORDELO")
(def x x1)
(def modlordelol (nreg-model #expl lordelo] (list .001 4.)))
(def x x2)
(def modlordelo2 (nreg-model #expl lordelo2 (list .0001 2.)))
{print
{/ (- (select (send modlordelol :coef-estimates) 1)

(select (send modlordelo? :coef-estimates) 1))

(F* (F 2 (/ (+ (% 6 (** (select (send modlordelo! :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modlordelo?2 :coef-standard-errors) 1) 2))

) 8)).5)
)
)
Ficheiro exp2.lsp

(defun expl (theta)
(* (sclect theta 0) (* x (select theta 1))
) %

(defx1(02468 1012 14)
{def x2'(0 24 6))



(det marder1 (000 .092 312.256.5 15.88})
(det marder2 '(0 0 .75 5.75))

(def padrelal (00 .271 3.22 12.23 28.21 49.57 80.38))
{def padrela2 '(0 1.14 14 33.71))

(def perasl '(000.037 .21 2.87 8.87 16.38))
(def peras2 (00 1 4.65))

(def rapidt (0 0.1 1.27 5.4 15.17 28.5 42.47))
(def rapid2 (0 2.95 26.1 68.2))

(def warkol (00 .18 2.15 8.93 22.03 41.33 60))
{def warko2 '(0 1.15 10.8 31.3))

(format t "~%~%~%~a~%" "MARDER™)
(def x x1)
(def modmarder]1 (nreg-model #'expl marderl (list .000001 7.5)))
(def x x2)
(def modmarder2 (nreg-model #expl marder2 (list .0003 7.)))
(print
(/ (- (select (send modmarder! :coef-estimates) 1)

(select {send modmarder2 :coel-estimates) 1))

(% (* 2 (/ (+ (* 6 (** (select (send modmarder] :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modmarder2 :coef-standard-errors) 1) 2))
) 8)).5)

)
)

(tformat t "~%~%~%~a~%" "PADRELA™
(def x x1)
{def modpadrelal (nreg-mode! #'expl padrelal (list .001 4.)))
(def x x2)
(def modpadrela2 (nreg-model #expl padrela2 (list .0001 2.)))
{print _
(/ (- (select (send modpadrelal :coef-estimates) 1)
(select (send modpadrela2 :coef-estimates) 1))
(%% (% 2/ (+ (* 6 (** (select (send modpadrelal :coef-standard-errors) 1) 2))

(* 2 (** (select (send modpadrela2 :coef-standard-errors) 1) 2))
) 8)).5)



)
)

{tormat t "~%~%~%~a~%" "PERAS")
(def x x1)
(def modperas] (nreg-model #'expl perasi (list 0000007 6.)))
(def x x2)
(def modperas?2 (nreg-model #expl peras2 (list .005 3.82)))
(print
(/ {- {select (send modperas| :coef-estimates) 1)

(select {send modperas?2 :coef-estimates) 1))

Ce* (F 2/ (+ (% 6 (** (select (send modperas1 :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modperas2 :coef-standard-ertors) 1) 2))

) 8)).5)
)
)
{format t "~%~%~%~a~%" "RAPID")
{defx x1)
{def modrapidl (nreg-model #expl rapidl (list .001 4.))
(def x x2)
(def modrapid2 (nreg-model #'expl rapid2 (list .0001 2.)))
(print

(/ (- (select (send modrapid] :coef-estimates) 1)
(select (send modrapid2 :coef-estimates) 1))
(R OF 2 (7 (+ (% 6 (** (select {(send modrapid] :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select {send modrapid2 :coef-standard-errors) 1) 2))
) 8)).3)
)
)

(format { "~%~T%~%~a~%" "WARKQO"™
{def x x1)
(def modwarkol (nreg-model #'expl warkot (list .001 4.)))
(def x x2)
(def modwarko2 (nreg-model #expl warko2 (list .0001 2.3))
(print
(/ (- (select (send modwarkol :coef-estimates) 1)

(select (send modwarko? :coef-estimates) 1))

(¥* (% 2(/ (+ (% 6 (¥ (select (send modwarko| :coef-standard-errors) 1) 2))
(* 2 (** (select (send modwarko? :coef-standard-errors) 1) 2))
) 8)).5)



[.3. Estimadores de a ¢ n das fungdes de crescimento a 42C e §°C
para cada variedade ou populacio

; leading "expl.lsp”®

AMANDG

Residual sum of squares: 242.%22
Residual sum cof squares: 6.94967
Rasidual sun of sguares: 1.58114
Residual sum of sguares: 1.58079
Least Squares EZstimates:

Parameter 0 0.0011656 (0.0004742586)
Parameter 1 3.77694 (0.3157611)
R Squared: 0.997232
Sigma hat: 0.513288
Number of cases: g
Degrees cof freedom: 3
Residual sum of squares: 2954.37
Residual sum of squares: 21.3928
Residual sum of sguares: 14.5338
Residual sum of sguares: 11,1542
Rezidnal sum of scuares: 9.51708%
Reszidual sum of squares: 5.67184
Residual sum of scuares: 4.59737
Residual sum of squares: 4.5%96z22
Residual sum of sguares: 4.59622
Least Sguares Estimates:

Parameter 0O 0.634831 {0.208098)
Parameter 1 2.44605 {0.188782)
R Squared: 0.8997232
Sigma hat: L..51585
Numper <f cases: 4
Degrees cof freedom: 2
5.67077

DANE

Residual sum of squares: B8 .9223
Residual sum of sgquares: 86.9784
Residual =zum of squares: 84.9107
Residual sum of squares: 82.7416
Residual sum of squares: 82.369
Residual sum of squares: 80.8965
Residnal sum of squares: 78.5164
Residual sum of squares: 75.4441
Residual sum of squares: 71.8874
Regidual sum of sguares: 70.46086
Residual sum of squares: 65.728
Residual sum of squares: 63.8883
Residual sum of scquares: 58.07124
Residual sum of squares: L83 2L
Residual sum cof squares: 13.1797
Regidual sum cf squares: 13.176%
Residual sum ¢f squares: 13.1759

Least Sguares Estimates:

Parameter 0
Parameter 1

R squared:
Sigma hat:
Number of

cases:

Degrees of freedom:

0.00852707

3.18183

0.%9z2282
1.48154

-

o Q.

{0.00532954)
(0.218065)



Residual sum of sguares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sgquares:
Residual sum of sguares:
Residual sum of sguares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sguares:
Residual sum of squares:
Rezidual sum of scuares:

Least Squares Estimates:

Parameter QO
Parameter 1

R Squared:

Sigma hat:

Number cf cases:
Lagrees of freedom:

2.53082

GAMBIT

Residual sum of squarss:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum cf squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of scquares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:

Least Squares REstimates:

Parameter 0
Parameter 1

R Squared:

Sigma hat:

Numper of cases:
Degrees of freedom:

Residual sum of squares:
Residual sum of scuares:
Residual sum cf squares:
Residval sum of sguares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of =squares:
Residual sum of sguares:
Rezidual sum of squares:
Residual sum of squares:

Least Squares Estimates:

Parameter 0
Parametar 1

R Squared:
Sigma hat:

7618.56

51 503
33.4607
24.8234
21.7725
11 .58693
8.%8142
8.57%3¢6
8.57%3¢6

1.617461
2.44727

0.597988
2.071154
4

5
&

L5779
12.4317
11...3563

11.0078555
10,7365
10.341¢6

.81387

.20715

.80961

.58487

.B63114

.B839%¢6

.B8B386

.88386

= i g U0 D 0O N O

0.0046897
3.39328

0.9G66062
0.90220¢
8
B

1055.62
23.5077
20.1828
17.3732
17.2074
14.1748
12.7943
L2412
0.35859%
0.394814

0.142354
3.0070151

0.999378
0.444305%

(0.285233)
{0.160872)

(0.00200954)
(0.166622)

{0.0294831)
{0.117562)



Number cf cases:
Cegrees of freedom:

1.752%4

HACADA

Residual sum of sguares:
Besidual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sguares:

SR el
4.82697
4.75168
4.75168

Least Sguaress Estimates:

Parameter 0
Parameter 1

R Squared:

Sigma hat:

Number of cases:
Degreas of freedom:

Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sgquares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sguares:
Regidual zum of squares:
Residual sum of sguares:
Residual sum of squares:
Residual sum of sguares:
Residual sum cf squares:

0.000860129
3.%8315

0.394852
5.8859514
8
6

2785.72
81.6038
78.01969
69,2302
60.8416
52.7345
50.E357
39.4313
29.61%21
1.95548
0.423985
0.419397

Least Squares Estimates:

Parameter O
Parameter 1

R Scuared:
Sigma hat:

Number of cases:
Degrees of Ifreedom:

2.64192

HALO

Residual sum of squares:
Residual sum cof squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squarss:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of scuares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:
Residual sum of squares:

0257318
3.22887

0.999754
0.458256
4
2

2851
34.4063
53, 2159
31.8669
gL, #9550
30.3244
28.04211
26.6482
24.6571
10.9348
8. 2613k
8.35654
58.35653

Least Squares Estimates:

Parameter 0
Parameter 1

0.00448967

3.45219

{0.000509924)
(0.,229248)

(0.0225785)
(0.08156083)

(0.0022%836)
(0.198933)



R Squared
Sigma hat

Number of cases:

Degrees of [reedom:

Residual
Residual
Residual
Rasidual
Residual
Residual
Regidual
Residual
Residual
Residual
Regsidual
Residual
Residual
Residual
Raesidual
Residual

Least Squares Estimates:

Parameter
Parametar

sum
SUm
sSumn
Sum
sun
Suamn
SuIm
Sum
S
Sum
sSum
Sum
SUm
sum
3um
sSum

a
1

R Scuared:
Sigma hat:

Number of

TREeR

of
of
of
of
of
of
of
cf
af
of
of
ot
of
of
of

squares:
squares:
SQuUAres:
SguUares:
sguaras;:
sguares:
sguares:
suares:
sguares:
SUAarss:
sguares:
squares:
squares:
sguares:
sgquares:
sgquares:

Degrees of freedom;

=i, 120056

LOCARMC

Regidual
Residual
Residual
Residual
Rezidual
Regidual
Residual

Least Squarss Estimates:

Parameter
Parameter

R Scuared
Sigma hat

Number ©f cases:

sSum
siun
s5Um
Sum
Sum
Sim

SuIn

0
1

SCRIEres :
suares:
squares:
squares:
sguares:
squares:
squares:

Degreas of freedom:

Residual
Residual
Regidual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual

Least Sguares Estimates:

Parameter

S0
S1m
Sum
sum
sum
S
sum
sum
sSum

0

of
of
of
of
af
of
of
of
of

sguares:
squares:
squares:
squares:
sduares:
squares:
sgquares:
sSquUares:
squareas:

0.994
1.18

27
8.
63
53
47
42
38

34,
3@,
26.
24.
18.

il
1.0
6.1
0.1

o.c87z2
3.47

0.398
0.272

22

-
o

63 ) Lo noun

3.60

.99
089

58
T

507
015
2
&

0C.16
06547
.4992
L8265
«H S5
.7566
.6587
6001
4824
3933
7071
9845
3.667
98665
48744
48021

921
943

a8’
0438
4
2

07538
.2423

.B7955
.61313
.4723¢
.91843
.51837

0.00249838

958

732
742
8
b

4.765
40065

5.30906

4.

42832

3.45412

2.
0.6
.3
Deed

0.182

91056
45505
38983
38633

954

{0.00955051)
{0.0617741)

{0.0009473566)
{0.147117)

{0.0411753)



Parameter 1

R Squared:

Sigma hat:

Number of cases:
Degrees of freedom:

4.53109

LORDELO

Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual

sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of

Least Squares Estimates:

Parameter O
Parameter 1

R Squared:

Sigrna hat:

Number of cases:
Degrees of freedom:

sum of
sum of
sum of
sum of
sum of
sum of

Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual

Least Squares

Paramekber O
Parameter 1

R Squared:

Sigma hat:

Number of cases:
Degrees of freedom:

1.78518 "

>

squaras:
sguaras:
squares:
sgquares:
squares :
sguares:
sguares:
sguarss:
sguares:
squares:
squares:
sgquares:
squares:
sguares:
squares:
squares :

sguares:
sguares:
zquares:
sguares:
sguares:
SQuUares:

Estimates:

2574.68%
2540.55
2536.021
2505.9
2465.87
2406.99
2392.4
2309.58%
2280.41
2212.73
1544 .29
224 .557
65.1086
53,1943
53.1915
53 1815

0.0460661

2. T9EDE

0.989929
2.9774586
8

2
o}

2413.087
8.70288
6.87722
4.76645

2.5107
25095

0.751175
2.2%088

0.998C86
1.12C18
4

2

{0.0252379)
(0.215573)

{0.1878186)
(0.143824)



; loading "exp?

MARDER

Regidual
Rasidual
Residual
Residual
Residual
Residual
Resldual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Rezidual
Residual

sum
SUm
Sum
sum
sum
B
3um
SUIm
3um
S
S
S
Sum
sum
sum
Sum

of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
cf
of

.1lsp"

sguares:
squares:
squares:
squares:
SCAres:
suares:
sUATes
sqguares:
squares:
sguares:
sguares:
sguares
squares:
sguares:
sguares:
sguares:

158024

0.0886443

Least Squares Estimates:

Parameter
Parameter

0
1

R Squarad:
Sigma hat:

Number of

cases:

Degrees of freedom:

Reszidual
Regidual
Residual
Residual
Regidual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual

sum
S
S1mM
sum
3um
sSumm
Sum
SN
sum
sum
S

of
of
of
of
of
of
of
of
of
of
of

scuares:
squarss:
squares:
squares:
squares:
squares:
squares:
squares:
squares:
squares:
squares:

2.98187e-06
5.865929

0.999559¢%
0.121548%
8
]

6137 .41
390.1¢9
31.8164
0.138908
0.126584
0.11223
0,101391
0.0885614
0.6185761
0.000529761
0.000527388

Least Squares Estimates:

Parameter
Paramater

0
e

R Squared:
Sigma hat:

Number of

casas:

Degrees of freedom:

PADRELA

Residual
Residual
Regidual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residuzl

Sum
suam
sum
sum
Sum
sum
3um
Sum
sum

cf
of
of
ot
cf
of
cf
of
of

squares:
squares:
squaras:
squares:
sguares:
sguares:
sguares :
sguares:
sguares:

2.000700915
5.02988%9

0.989977
0.0162479
4

2

2983 .85
2897.868
2880.36
2839.55
2159.685
509 .724
7.96666
7.63285
7.54794

{7.92088e2-07)
(0,101672)

(6.73781e-05)
{0.053831)



Least Squares Estimates:

Parameter
Parametear

0
1

R Squared:
Sigma hat:

Number of
Dagraas o

Residual
Residual
Regidual
Rasidual
Rezidual
Eesidual
Residual

cases:
f freedcm:

sum
S i
sum
sum
sum
sum
sum

squares:
squares:
squares:
squares:
Suares:
souares:
squares:

0.0147526
326239

0.298762
1.1218

8

&

L83 J2s
7.28183
6.88857
4.8431
2.90686
2.90252
2.30258

Least Squares Estimates:

Parameter
Parameter

ot

R Sguared:
Z3igma hat:

Number of
Degrees o

5.05%3135

DERAS

Eesidual
Residual
Residual
REezidual
Reszidual
Rezidual
Residual
Residual
Eesidual
Residual
Residual
Residual
Residual
Residual

cases:
f freedom:

sum
sum
sum
sum
sum
Sum
sum
sum
sum
sum
sum
sum
SUIM
sum

cf
of
of
of
of
of
ot
of
of
of
of
of
of
of

squares:
squares:
squares:
squares:
squares:
sguares:
squares:
squares :
souares
squares:
squares :
sQuUares:
sguares:
squares:

0.523804
2.32747

0.296062
1.2047

4

2

174.092¢6
172.444
170.375
170.0841
167.77%2
163.887
161.487
6. 200
143.5¢6
5.613¢68
2.059488
2.042301
2.041861
2.04186

Least Squares Estimates:

Parameter
Parameter

0
1

R Sguared:
Sigma hat:

Number cf
Degrees o

Regidual sum of sguares:
Regidual sum of squares:

cases;:
f freedom:

5.16878e-05
4.80816

0.991483
0.583361
8
)

0.00689635
0.00503189

Least Sguaras Estimates:

Parameter
Parameter

R Squared
Sigma hat
Number of

g
i

cases:

0.00491652
3.8244

0.999656
0.050158
4

(0.00336252)
(0.0887618)

—
Lob I i}

(4.83507e-05)
10.359743)

(0.00108897)
(0.12585¢8)



Degreas of freedom: 2
2.18415

RAPID

Residual sum of zquares: 105.169
Resicdual sum of sguares: 102.4
Regsidual sum of sgquares: 101.921
Residual sum of sguares: 99,4129
Rasidual sum of squares: 96.6797
Ragidual sum of squares: 92,5353
Residual sum of squares: 92.4956
Residual sum of squaras: 86.9%832
Residual sum of scquares: 86.5655
Residual sum of squares: 80.,01959
Residual sum of scuares: 19.3711
Residual sum of squarses: 11.4122
Residual sum of squares: 11.4058
Residual sum cf scuares: 11.4057
Least Sguares EZsktimates:

Parametar O 0.00847452 (C.00427293)
Parametesr 1 3.23749 (0.20101)
R Souared: 0.9936356
Sigma hat: 1.37875
Number of cases: 8
Degrees of freedcom: &
Residual sum of squares: 5340 .58
Residual sum of squares: 34.08992
Residual sum of squares: 21.5483
Residual sum of squares: 15.4253
Residual sum of squares: 13.295
Residual sum of squares: 5.859377
Residual sum of squares: 3.47203
Rasidual sum of squares: 3 A7l
Least Squares Estimates:

Parameter 0 0.841207 (0.1797333)
Parameter 1 2.45466 (0.122437)
R Squared: 0.3598834
Sigma hat: 1.3174
Number of cases: 4
Degrees of frecedom: 2
2.99973

WARKO

Residual sum of squares: 1058.81
Residual sum of squares: 1031.84
Residual sum of sguares: 1025.84
Residual sum of squares: 995.222
Residual sum of squares: 947 .12
Residual sum of scuares: 917.084
Residual sum of squares: 906.615
Residual sum of squares: 658.232
Residual sum of squares: 24.7148
Residual sum of squares: 22,732
Residual sum of sgquares: 22.7327
Residual sum of squares: 22 38T



Least Scquares Estimates:

Parameter 0 0.9188217 {0.00824111}
Parameter 1 e o]l e (0.151149)
R Squared: 0.9%93707

Sigma hat: 1.94648

Number of cases: 3

Degrees of fresedom: 3

Residual sum of squares: 1097.39

Residual sum of squares: 12.781

Residual sum of squares: 8.89612

Residual sum 2f sguares: 7.21222

Residual sum of squares: 5.52202

Residual sum of sqguares: 4.5995%

Residual sum of squares: 0.905258

Residual sum of squares: 0.303201

Residual sum of sguares: 0.302877

Least Squares Estimates:

Darameter 0 0.258742 {0.0398722)
Parameter 1 2.68772% {0.0879211,
R Squared: 0.999519
Sigma hat: 0.389151
Number of cases: 4
Degrees of freedom: 2

1.78379



ANEXO II



A II'1. Teste de y? - Avaliacio da homogeneidade intravarietal.

ATLL Teste de x? - Analise da homogeneidade a 20°C.

Amando !rep padrao de Mt e Prob.y 2
Modalidade | MO | outros | totai MO | outros || (%)
1 36 14 50 39,6667| 10,333
20°C 2 42 8 50 esp. 20°C; 39,6667 10,333 2,521 28,35
3 41 9 50 39,6667 10,333
Dank  |rep|padrac de Mt x2 Prob.y >
nowe
Modalidade | MO | outros | total MC | cutros |] (%)
i 43 7 50 41,3333 8,6667
20°C 2 41 9 50 esp. 202C| 41,3333| 38,6667 0,651 72,20
3 40 10 50 41,3333| 8,6667
Gambit jrep{padric de Mt Y2 Prob.y ?
MO | outros | tetal MO | outros || (%)
1 42 8 50 43,3333| 6,6667
20°C 2 44 6 50 esp. 202C] 43,3333 6,6667 0,461 79,39
3| a4 6f 50 43,3333| 6,5667
Hacada |rep|padrao de Mt 2 Prob.y ?
Modalidade | MO | outros | total MO outres (%)
1 41 g 50 44 6
20°C 2 45 5 50 esp. 20°C 44 B 2,651 26,56
3 46 4 50 44 6
Halo repipadrao de Mt 2 Prob.y 2
Maodalidade | MO | outros | total MO | outros || {%)
' 1 46 4 50 44 6
20°C 2 44 6 50 esp. 20°C 44 6 1,515 48,88
3 42 8 50 44 8




Lordelo irepipadrao de Mt %2 Prob.y?
Modalidade ; MO | outros | total MO | outres (%)
1 44 & 50 43,3333| 85,6667
208C 2 44 8 50 esp. 202C| 43,3333| 5.6667 0,4615 79.39
3 42 8 50 43,3333| 5,6687
FPadrela |rep|padrac de Mt g2 Prob.y 2
Modalidade | MO | outros | total MO outros (%)
1 40 10 50 41 a
20°C 2 42 8 50 esp. 20°C 41 9 0,271 87,33
3 41 9 50 41 !
Rapid  [repipadrdo de Mt y Prob.y 2
Modalidade | MO | cutros | total MO outros (%)
1 42 8 50 42 8
20°C 2 41 9 50 esp., 20°C 42 8 0,297 86,17
3 43 z 50 42 8
Warko [rep padrao de Mt ¥ 2 Prob.y >
Modalidade | MO | outros | total MO outros (%)
1 37 13 50 39 i
20°C 2 a6 14 50 esp. 20°C 39 11 4,429 10,92
3 44 B8 50 39 11




A II 2. Teste de 2 - Analise da homogeneidade a 8°C.

Dank repipadrao de Mt X 2 Prob.y
nowe

Modalidade MO  |outros jtotal MO | outros || (%)
82C-1h 36 14 50 esp. 8eC 39 11

82C-4h 44 6 50 39 11 4,429 10,92
82(C-24h 37 13 50 39 i1

Gambit irep|padrdo de Mt ¥ 2 Prob.y 2
Modalidade |MC  |outros |total MO outros || (%)
g8°C-1h 35 15 50 esp. 8°C| 37,6667 12,333

82C-4h 37 13 50 37,6667 12,333 2,009 36,62
82C-24h 41 g 50 37,6667] 12,333

Lordelo |repipadr&o de Mt ¥ 2 Prob.y 2
Modalidade MO |outros |total MO | outros || (%)
B2C-1h 38 12 50 esp. 89C| 36,6667| 13,333

8¢C-4h 38 i2 50 36,6667] 13,333 1,091 57,96
82G-24h 34 16 50 36,6667 13,333

Padrela |rep|padrao de Mt ¥ 2 Prob.y 2
Modalidade {MQ  |outros jtotal MO outros || (%)
82C-1h 36 14 50 esp. 82C| 36,6667| 13,333

82C-4h 33 17 50 36,6667| 13,333 3,341 18,82
82C-24h 41 9 50 36,6667 13,333

Rapid |rep|padrao de Mt Y2 Prob.y 2
Modalidade (MO Joutros |total MO | outros || (%)
8°C-1h 37 13 50 esp. 8°C| 36,3333| 13,667

B2C-4h 36 14 50 36,3333 13,667 0,067 96,67
8°C-24h 36 14 30 36,3333| 13,667




- A IL3. Teste de 2 - Analise da homogeneidade a 4°C -1 hora; 4°C-dhcras e

42C-24horas.

D. nowe [rep |padrao ge MT Total
Modalidade | MO | PO |MD+PD MO [ PO [ MD<PD [ %2 |Prob g2
1 35 11 4 50 30 12 & 4.683 32.13
4°C-1h 2 28 13 g 50jesp. 42C-1h 30 12 8
3 27 12 1 50 30 12 8
D. nowe [replpadrio de MT Total
Modalidade | MO | PO |MD+PD MO | PO [MD:PD I 42 IProby>
1 32 5 12 33.33 10 6.67 7.706 10.29
42G-4h 2 29 15 & esp. 4°C-4h
3 30 10 10
D. nowe [rep[padrao de MT Total
Modalidade MO PO jMD+PD MO PO MD+PD ¥ Prob Y2
1 31 12 7 32.33 S.67 8 1.2¢1 86.29
42C-24h | 2 34 8 8 esp.47C-24h
3 32 9 9
Gambit [rep padrao de MT Total
Modalidade MO PO |MD+PD MO PO MD+PD o Prob ¥ 2
1 37 6 7 50 30.67 8.33 11 7.031 13.42
4°C-1h 2 30 ot 13 50|esp. 42C-1h | 30.67| 8.33 1
3 25 12 13 50 30.67 8.33 11
Gambit [rep{padrao de MT Total
Modalidade | MO | PO |MD+PD MO | PO | MD<PD x? | Proby?
1 37 & 7 50 33 7 10 7.102 13.06
42(-4h 2 3z 4 14 5C|esp. 4°C-4h a3 7 10
3 30 1 9 50 33 7 10




Gambit |replpadréc de MT Total
Modalidade MO PO [MD+PD MO PO MD+PD ¥z Prob x?
1 44 1 5/ 50 39] 4.32 B.87 6.085 19.29
4°C-24h; 2 38 5 £ 50|esp.42C-24h 39 433 6.67
3 35 7 8 50 39 433 6.67
Lordelo |rep |padrao de MT Totat
Modalidade | MO PC [MD+PD MO PC MD+PD %3 Prob y 2
1 40 4 6 50 33| 7.83 9.67 6.653 15.54
4*C-1h 2 30 9 i1 50iesp. 4°C-1h 33 7.33 9.67
3 29 9 12 50 33 7.33 9.67
Lordelo |rep |padrao de MT Total
Mcdalidade MO PO |MD+PD MO PO MO+PD x? Prob 12
1 33 10 7 50 30 .67 10.33 3.056 54.85
4°C-4h 2 27 9 14 50lesp. 4°C-4h 30 9.67 10.33
3 30 10 10 50 30| 9.67 10.33
Lardelo {rep |padrao de MT Total
Modalidade MO PO [MD+PD MO PO MD+PD X2 Prob 42
1 33 10 7 a0 33.67 9.33 7 501 96.40
4°2C-24h | 2 34 10 6 50|esp.4°C-24h| 33.67] 9.33 7
3 34 8 8 50 33.67 8.33 7
Padrela ]rep padrao de MT Total
Modalidade MO PO {MD+FD MO PO MD+PD X2 Prob % *
1 35 9 6 50 33 8 9 2.548 63.61
4°C-1h 2 31 9 10 5(|esp. 4°C-1h 33 8 9
Q) 33 6 " 50 a3 8 3




Padrela [rep|padrac de MT Totai
Modalidade MO PO [MD+PD MO PO MD+PD 2 Prob y 2
1 37 B 7 50 32.33 7.67 10 6.188 18.55
42C-4h 2 28 7 15 50|esp. 4°C-4h | 32.33 7.67 10
3 32 10 8| 50 3233 7.67 10
Padrela [rep|padréo de MT Total
Modalidade | MO | PO |MD+PD MO [ PO [ MD+PD [[ y: |Proby
1 40 9 1 50 37.33 8.67 4 3.916 41.75
4°C-24h{ 2 35 9 5 50|esp.4°C-24h| 37.33 B.67 4
3 37 8 5 50 3733 8.67 4
Rapid [replpadrao de MT Total
Maodalidade MO PO |MD+PD MG PC MD+PD y Prob oy 2
1 29 g 12 50 27.67 11 11.33 1.677 79.49
4°C-1h 2 28 10 12 50iesp. 4°C-1h | 27.67 11 11.33
3 26 14 10 50 27.67 11 11.33
Rapid [rep]padrdo de MT Total
Modailidade MO PO |[MD+PD MO PO MD+PD ¥ Prob y 2
1 33 6 11 50 26.33 9.33 11.33 3.758 43.96
4°C-4h 2 28 9 13 50iesp. 4°C-4h | 20.33 9.33 11.33
3 27 13 10 50 29.33 8.33 11.33
Rapid [rep|padrdo de MT Total
Modaiidade | MO | PO |MD+PD MO | PO | MD-PD ¥ |Proby?
1 34 B 10 50 29 9.33 11.67 3.71 44.66
4°C-24h | 2 27 10 13 50{esp.4°C-24h 29 9,33 11.67
3 28 12 12 50 29 9.33 11.67




A IL.4 Teste de ? - Andlise da homogeneidade a 4°C (1 hora -4horas -24horas).

D. nowe |rep [padréo de MT Total

Modalidade | MO | PO [MD+PD MO | PO [ MD+<PD vz | Proby’

42C-1h 1 90| 36 24i 150 92.67| 31.67 25.67 1.864 70.07
4°C-4h 2 91 30 29 150|esperados 92.67| 3167 25.67

4°C-24h | 3 97 29 24y 150 92.67| 31.67 25.67

Gambit |rep|padrao de MT Total

Modalidgade | MO | PO [MD+PD MO | PC | MD+PD %: | Prob y:

48C-1h 1 g2 25 33 180 102.67| 19.67 27.67 10,39 3.44
4°C-4h 2 89 21 30| 150|esperados |102.67| 19.67 27.67

4°C-24h | 3 117 13 20| 150 102.67| 19.67 27.67

Lordelo [replpadrao de MT Total

Modalidade | MO | PO [MD+PD MO PO | MD+PD r i Prob y*

4°C-1h 1 29 22 28 150 96.67| 26.33 27 3.873 42.35
42C-4h 2 90 29 31| 150|esperados | 98.87| 26.33 27

4°C-24h | 3 101 28 21 150 96.67| 26.33 27

Padrela jrep|padrao de MT Total

Modalidade | MO | PO [MD+PD MO PO | MD+PD ¥? |Proby?

49C-1h 1 99 24 27i 150 102.67| 24.33 23 9.571 4.83
4°C-4h 2 97 23 30 150|esperados |102.87| 24.33 23

4°C-24h | 3 112 26 12y 150 102.67| 24.33 23

Rapid [repjpadrao de MT Total

Modalidade | MO | PO [MD+PD MO | PO | MD+PD ¥? |Proby?

4°C-1h | 1 83 33 34 150 86| 29.67 34.33 0.744 94.58
43C-4h 2 88 28 34| 150|esperados 86| 29.67 34.33

4°2C-24h | 3 87 28 35| 150 86| 29.67 34.33




ANEXO III



A TII. Teste de 2 - Avaliacao da homogeneidade intervarietal.

A L. 1 - Teste de y ?- Avaliacdo da homogeneidade intervarietal a 20°C

20|=C
MO PO MD+PD  jtotal
Dank nowe 124 18 8 150
Gambit 130 5 15 150
Lordelo 130 14 6 150
Padrela 123 14 13 150
Rapid 128 12 12 150
633 83 54 750
esperados 126,86 12,6 10,8 150
126,6 12,6 10,8
126,68 12,6 10,8
126,6 12,6 10.8
126,6 12,6 10,8
y2= 22,618 Proby = 0,1243

ATIL. 2 - Teste de % 2 - Avaliacio da homogeneidade intervarietal a 8°C

8°C
1[h 4lh 24lh
MO outros MG outros MO outros totat

Padrela 36 14 33 17 41 9 150
Lordelo 38 12 ag 12 34 16 150
Dank nowe 36 14 44 6 37 13 150
Gambit 35 15 37 13 41 9 150
Rapid 37 13 36 14 36 14 150
Total 182 68 188 52 189 51 750
esperadas 36,4 13.6] 37,6 12,4]  37.8] 12.2

36,4 13,8 37.6 12,4 37.8] 122

36,4 13,6 37.6 12,4 a78] 122

36.4 13,6 37,6 12,4 378 122

36,4 13,6 37.6 12,4 378] 122
Total ¥2= 11,724 Prop. y 2= 9923~
(8°C-1h) % *=0,525 Prob. y2= 0.871
(8°C-4h)- v?- 6992 Prop.yi-0.136
(8°C-24h) Y= 4207 Prob. y 2= 0379




A I 3- Teste de x * - Avaliagio da homogeneidade intervarietal a 42C

45C
in an 24h
MO | PO MD [ PD [ MC [ PG |MD+PD! MO | PO [MD-PD| Total
D. nowe 93 36 16 5 o 31 28 97 29 24| 450
Gambit 92 25 19 14 99 21 30] 117 13 20| 450
Lordelo od 22 17 12 90 29 31 101 28 21 450
Padrela 99 24 17 0] 97 23 30 112 26 12[ 450
Rapid 83 aa 27 7| 88 28 34 87 28 35 450
466 140 96] 48] 485| 132]  153] 514]  12a]  112] 2280
esperados| 932 28]  192] o8] 93] 264] 306 1028 248 224
932 28] 192 98 93] 264 206 1028 248 224
932 28] 1920 96 93] 264 306 102,8] 248 o204
93,2 28]  19,2) 98] 93] 254 306 102.8] 248 204
932 28] 192 96 93| 26,4] 306 1028 248 22,4
#C yeo %641 propy 0.1146
42C-1h 1511

y7 169612 propyz O,

42C-4h

222 42002 Proby: 08298

43C24h

X

:_ 25,1560 prop 2 0,0015

Alll. 4 - Teste de - Avaliagdo da homogeneidade intervarietal a 42C- 24 horas.
Contribui¢do de cada variedade para o valor final.

4°C-24 h
MG PO MD+PD] Total a.l x? Prob. y 2
Dank nowe 97 29 24| 150 2 1,1528
Gambit 117 13 20 150 2 7,8331
Lordelo 101 28 211 150 2 0,5318
Padrela 12 26 121 150 2 57100
Rapid 87 2B 35| 150 2 39,9288
Total 514 124 112 750 8| 25,1566 4,0015
esperadqs 102.8 248 22,4 150
102,8 24,8 224 150
102,8 24,8 22,4 150
102,8 24,8 22,41 150
102,8 248 22,4 150




ATIL. 5- Teste de - Avaliagio do efeito da temperatura na organizacio

dos MTs a 20°C, 8°C e 4°C

Dank nowe |padrdc de Mt
Modalidade MO PO | MD+PD | total
20°C 124 18 g 150
82C 117 23 10 150
48C 278 95 77 450
total 519 136 a5 750
Esperados 103,8 27,2 19
103.,8 27,2 19
3114 81,6 57
Proby 2= 1E-08
¥ 2= 32,462
Lordelo padrao de Mt
Modalidade | MO PO {MD+PD | total
20°C 130 14 6 150
82C 110 21 19 150
42G 290 79 81 450
total 530 114 106 750
Esperados 106y 22,8 21,2
106 22,8 21,2
318 684 83,6
Proby 2= 7E-08
2_ 29,108




Gambit padrao de Mt
Modalidade | MO PO MD+PD | totai |
200G 130 5 15 150
8°C 113 15 22 150
4:C-1h 92 25 33 150
total 335 45 70 450
Esperados 1117 15 23,33
11,7 15 23,33
111,7 15 23,33
Probx 2. 2E‘05
Y 2= 26,878
Gambit padrao de Mt Gambit padrac de Mt
Medalidade| MC PG | MD+FD | total Modalidade | MO PO MD+PD | total
20°C 130 5 15 150 20°C 130 5 15 150
8eC 113 15 22 150 82C 113 15 22 150
4°C-4h 99 21 30 150 4°C-24h 117 13 20 150
totat 342 41 &7 450 total 360 33 K7 450
Esperados t14] 13,67 22,333 Esperados 120 11 19
114| 13,67 22,333 120 11 19
114 13,67 22,333 120 11 19
Proby * =|0,00085 Proby * =| 0,1001
¥i= 18,8332 G 7,776
Rapid padrao de Mt
Modalidade | MO PO | MD+PD| total
20°C 126 12 12 150
8°C 109 23 18 150
49 258 89S 103 450
total 493 124 133 750
Esperados 98,61 248 26.6
98,6] 248 26,6
295,8 74.4 79,8
Proby 2=| 3E-08
© = 50000




Padrela padrao ds Mt
Modalidade | MU PO {MD+PD | total

20°C 123 14 13 150
82C 110 21 16 150
42C-1h 99 24 27 150
total 332 58 39 450

Esperados 110,7{ 19,67 19,67
110,7) 19,67 19,67
110,7] 19,67 19,67

Proby 2| 0.0356

¥2= 10,303
Padrela padrac de Mt Padrela padrio de Mt
Modalidade| MO PO | MD+PD | total Modalidade | MO PG | MD+PD | totai
20°C 123 14 13 150 20°C 123 14 13 150
8°C 110 21 16 150 g8eC 110 21 19 150
42C-4h a7 23 30 150 49C-24h 112 26 12 150
total 330 58 52 450 total 345 61 44 450
Esperados 110 19,33| 20,667 Esperados 115| 20,333 14,667
110} 19,33] 20,667 115) 20,3331 14,667
110] 19,33 20,667 115] 20,333 14,667
Probxz= 0,01354 Probx?: 0,1725
= 12,5766 B J 8,3805
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ABSTRACT

The amm of the present work was to evaluate the resistance of the cortical
microtubules to cold in different varieties and popuiations of rye (Secale cereale
L.). In order to accemplish that, two varieties of seeds native to Germany, one
varety of seeds native to Poland and seeds ot two Portuguese popuiations were
incubated at 20°C, 32C (1h. 4h and 24h) and 4°C (ih, 4h and 24h) and using the
indirect immunofluorescence tecnnique the pattern of cortical microtubules was
assessed.

The homogeneity of the intervaretal behaviour in the 20°C, 8°C and 4*C (1h
and 4h) treatments was observed. However, in the 4°C-24h treatment the
behaviour among the varieties and/or populations vaned sigmiicantiy.

The comparison of the cortical microtubules pattemn and the root growth
showed a correlation between the two parameters. The varieties showing a low
root growth at 4°C did not show cortical microtubules resistant to cold after 24h at
42C; while both the populations and the varieties which showed a superior root
erowth at low temperatures or curves of roor growth similar at 8°C and at 4°C
showed microtubules which were resistant to coid after 24h at 4°C.

Key words: Corucal microtubules; Sensibility o cold; Genetic variability; Secale

cereale; Root growth; Immunofluorescence.
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RESUMC:

Neste trabalho procurou-se avaliar a resisténcia ac frio dos microtibulos
corticais em diferentes variedades e populacdes de centeio (Secaie cereale 1.,
Para tal as sementes de duas variedades oriundas da Alemanha, uma oriunda da
Polénia e duas populacdes regionais de Portugal foram incubadas a 20°C, 82C (1h,
4h e 24h) e 42C (ih, 4h, 24h) e pela técnica de imunotluorescéncia foi visualizado
0 padrdo de microtiubuios corticais.

Verificcu-se homogeneidade de comportamento intervarietal nas modalidades
de 20°C e 8°C ¢ 4°C (1h e 4h), mas na modalidade de 4°C-24h o comportamento
entre as variedades e/ou populacdes diferia significativamente entr si.

A comparacio do padrio de microtlibuios COITICAIS € O COMPOITamento
morfolégico em termos de crescimento radicular revelou existir correlagio entre
os dows parimetros. Variedades com baixo crescimente radicular a 4°C nio
apresentavam microtibulos resistentes ao fro no final de 24h a 4°C, enquanto as
populagdes ¢ variedades que apresentavam maior crescimento radicular a baixas
temperaturas ou curvas de crescimento radicular semelhantes a 8°C e 4°C

apresentavam microilibulos resistentes ao frio no final de 24h a 4°C.

Palavras chave: Microtibuios corticals; Sensibilidade ao frio; vanabilidade

genética; Secale cereale; Crescimento radicular; Imunofluorescéncia.




