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1. Resumo

Elevadas temperaturas induzem stress térmico que afectam o crescimento e processos
fisiolégicos das plantas superiores. Neste estudo citoldgico, pretendeu-se analisar o efeito do
stress térmico na morfologia do nucleo em interfase e na dinamica do citoesqueleto
microtubular de células do apice radicular de centeio Secale cereale L., imediatamente apds
stress (0 RT) e apés diferentes periodos de recuperacdo (7 RT e 24 RT). Para o estudo da
morfologia do nucleo foi utilizado o corante especifico DAPI, e a andlise do citoesqueleto
microtubular foi realizada através de imunodeteccdo com anticorpos anti-a-tubulina total e
anti a-tubulina tirosinada no grupo carboxilo terminal. Em interfase,as 0 e 7 RT, observou-se o
aumento de nucleos anormais e de células com micronucleos. Também, o indice mitético foi
mais elevado as 7 RT em relagdo ao controlo e restantes periodos de recuperagdo. Apesar de
ndo se ter observado despolimerizacdo total do citoesqueleto microtubular, as células
interfasicas apresentaram diferentes padrdes de organizacdo dos microtubulos corticais,
aparecendo configura¢des do citoesqueleto com microtibulos ramificados e ondulados.
Relativamente as células em mitose, apds stress térmico observaram-se alteracGes na
organizacao dos microtubulos que formam a banda pré-profasica e o fragmoplasto, além de
alteracOes nas frequéncias relativas de células em distintas fases da mitose. Embora 24 h apds
tratamento se tenham detectado padrdes de organizacdo dos microtubulos similares ao
controlo em células interfasicas e mitdticas, as frequéncias de cada tipo celular diferem do
controlo, indicando a ndo recuperacdo completa do citoesqueleto apds este periodo de
recuperagao, nomeadamente ao nivel da mitose. Finalmente, ndo foram detectadas diferencgas
entre as marcagdes dos anticorpos utilizados. Os resultados apresentados neste trabalho
revelam alteracGes reversiveis nas dindmicas dos microtubulos interfasicos e mitdticos sujeitos
a stress térmico.

Palavras-chave: Secale cereale, stress térmico, microtubulos.
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2. Introducgao

2.1 Ciclo celular - Interfase e Mitose

O ciclo celular ou ciclo reprodutivo de uma célula define-se como a sequéncia
ordenada de eventos pelos quais uma célula duplica o seu contelddo e divide-se em duas,
sendo composto pela interfase (subdivide-se em trés fases: G1, S e G2) e pela fase M. A
replicagdo do DNA nuclear ocorre na fase S; a fase G1 é o intervalo entre a fase M e a S,
enquanto a fase G2 é o intervalo entre a fase S e M. Na fase M (composta por profase,
metafase, anafase e telofase) ocorre a divisdo do nucleo (cariocinese), do citoplasma e
respectivos constituintes (citocinese). Durante a interfase, a célula transcreve activamente a
informacdo contida nos seus genes e sintetiza proteinas. Antes da divisdao celular o DNA é
replicado, permitindo a duplicacdo dos cromossomas. Durante a fase M, o envelope nuclear
desagrega-se e ha formacdo de um fuso mitdtico a partir de microtubulos e outras proteinas
auxiliares. Os cromossomas sdo capturados pelo fuso e alinhados na placa equatorial pelos
centrémeros, com os cromatideos orientados para os pdlos (metafase). O passo seguinte é a
segregacdao dos cromossomas através da quebra do centrémero, com consequente migracao
dos cromatideos para os respectivos polos mediados pela despolimerizacdo dos microtubulos
(anafase). Quando os cromossomas chegam aos respectivos podlos inicia-se a descondensacao
da cromatina e ocorre a formacdo do fragmoplasto em células vegetais, para separacao das
células filhas. Nesta ultima fase (telofase), o invélucro nuclear reorganiza-se, voltando a
formar-se o nucleo. Apds este conjunto de etapas a célula entra em interfase, preparando-se
para uma nova divisdo (Criqui e Genschik., 2002; Alberts et al., 2004).

2.2 Citoesqueleto microtubular

As células sdo capazes de manter a sua estrutura interna, conformacgao e possuem a
capacidade de alterar a organizag¢do interna dos seus componentes, essencial nos processos de
crescimento, divisdo e adaptacdo ao meio ambiente (Alberts et al., 2004). Estas func¢Oes
estruturais e mecanicas sdo asseguradas em células eucariéticas por um complexo sistema de
filamentos extremamente organizado denominado citoesqueleto.

O citoesqueleto separa os cromossomas durante a mitose permitindo a divisdo das
células somaticas, sendo também indispensavel na divisdo meidtica; guia e direcciona o
transito intracelular de organelos, transportando materiais entre diferentes regides celulares.
Este sistema é constituido por trés familias de moléculas proteicas que se associam para
formar trés tipos principais de filamentos (fig. 1): (a) filamentos intermédios que conferem
resisténcia mecanica e contra stress, sdo fibras semelhantes a cabos, com diametro
aproximadamente de 10 nm, formados por subunidades fibrosas e longas (Alberts et al.,
2004); (b) filamentos de actina ou microfilamentos que determinam a forma da superficie
celular, estruturalmente sdo constituidos por dois protofilamentos enrolados em paralelo
numa hélice. Possuem uma extremidade (+) e uma (-), com concentragdes criticas diferentes.
Tal como o sinal sugere, a extremidade “mais” tem maior afinidade para se ligarem os
mondmeros, contribuindo para o aumento do comprimento do microfilamento. Na
extremidade “menos”, acontece o contrario. Como a afinidade é menor a tendéncia é para que
a cadeia se desagregue nesta extremidade e (c) microtibulos que determinam a posicdo de
organelos delimitados por membrana, direccionam o transporte celular e sdo responsdveis
pela segregacdo dos cromossomas.
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Figura 1 — Estruturas filamentosas constituintes do citoesqueleto: filamentos intermédios (azul), microtibulos
(verde) e filamentos de actina (rosa) (adaptado de Alberts et al., 2004).

Os microtubulos (MTs) sdo cilindros ocos constituidos por polipéptidos globulares de
a e B-tubulina, com grande afinidade entre si (Schmit e Nick, 2008). As tubulinas pertencem a
uma super-familia de proteinas que engloba as trés familias a-, B- e y-. Cada familia de
tubulinas apresenta uma sequéncia de aminodcidos bastante conservada filogeneticamente.
Em Secale cereale foram identificados seis isétipos e a-tubulina e pelo menos sete de B-
tubulina (Kerr e Carter, 1990). Algumas isoformas da tubulina resultam de varias modificacGes
pos-traducdao afectando ambas as subunidades o- e [B-, nomeadamente tirosinacdo e
acetilacdo. Uma das modificagdes pds traducdo mais estudadas em células vegetais de plantas
superiores e também em células animais é a tirosinacdo na extremidade carboxilo, que é
adicionada por uma enzima, tubulina-tirosina ligase e retirada por uma enzima designada
carboxipeptidase (Smertenko etal., 1997b). Foram observados microtubulos tirosinados e
destirosinados em células de ervilha (Duckett e Lloyd, 1994) e em células de tabaco em cultura
(Smertenko et al., 1997b). Também MTs tirosinados mas nao destirosinados foram detectados
em células isoladas e sec¢Ges da raiz de Pinus radiata e Allium cepa (Gilmer et al., 1999). Niveis
elevados de a-tub tirosinada foram detectados em novos MTs em células vegetais (Duckett e
Lloyd, 1994; Gilmer, 1999). MTs menos dindmicos sdo caracterizados pela presenca de a-
tubulina acetinada e a-tubulina ndo tirosinada (Duckett e Lloyd, 1994; Gilmer, 1999).

MTs menos dindamicos sao caracterizados pela presenga de a-tubulina acetilada e a-
tubulina ndo tirosinada. Estas modificagdes sdo importantes na regulacdo dos processos
fisiolégicos das plantas (Smertenko et al., 1997; Duckett e Lloyd, 1994).

Os MTs formam-se quando as subunidades de a e B-tubulina se associam através de
ligacdes ndo-covalentes para formar heterodimeros que se agregam direccionalmente
formando protofilamentos lineares, com um didmetro exterior de 24-25 nm e interior de 13-15
nm (Mayer e Jurgens, 2002) (figura 2). Sdo estruturas polares com duas extremidades
distintas, uma extremidade (+) de crescimento rapido e uma extremidade (-) de crescimento
lento, sendo a extremidade (+) cineticamente mais dindmica (Hashimoto, 2003). Durante a
divisdo celular organizam-se em estruturas dindmicas que configuram e conduzem as
diferentes fases da mitose. Esta dindmica requer a cooperacdo funcional de diferentes
proteinas que se associam aos MTs (Vanstraelen et al., 2006). As y-tubulinas existem em baixa
quantidade nas células e estao relacionadas com as estruturas responsaveis pela nucleagdo e
organizacdo dos MTs nas extremidades negativas. Os “Centros Organizadores de
Microtubulos” (em inglés: Microtubule Organizing Center - MTOCs) constituem a regido celular
onde se inicia a enucleagdao dos MTs.

Pagina 4 de 18



Figura 2 - Estrutura de um microtibulo e das suas subunidades. (A) A subunidade de cada protofilamento é um
heterodimero de tubulina, formado por um par de mondémeros de a e 8-tubulina fortemente ligados. A molécula de
GTP Guanosina Trifosfato esta fortemente associada ao mondmero de a-tubulina, sendo considerada parte
integrante da proteina. No mondmero de B-tubulina, a GTP apresenta uma associagdo menos intensa e
desempenha uma fung¢do importante na dinamica do filamento. Os nucledtidos estdo representados a vermelho.
(B) Representagdo esquematica de uma subunidade de tubulina (heterodimero a e B) e um protofilamento. Um
protofilamento é composto por muitas subunidades adjacentes com a mesma orientagdo. (C) O microtibulo é um
cilindro oco rigido formado por 13 protofilamentos alinhados paralelamente. (D) Segmento de um microtubulo
visto em microscopia electrénica. (E) Microfotografia electronica de uma secgdo transversal de um microtubulo
onde se consegue observar os 13 protofilamentos. (adaptado de Albert et al., 2004).
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Os microtubulos das células vegetais formam quatro tipos basicos de arranjos durante
o ciclo celular: microtubulos corticais em interfase, banda pré-profasica que corresponde ao
futuro plano de divisdo celular, fuso mitético e fragmoplasto que consiste em dois conjuntos
de microtubulos paralelos que possibilitam a formacdo da placa celular e consequente
citocinese (Cyr e Palevitz, 1995). Durante a mitose, a malha microtubular é constituida por MTs
corticais justapostos e orientados perpendicularmente ao eixo primario do alongamento,
estando alguns ligados a membrana celular. No fim da fase G2, a densidade de MTs aumenta
dando-se inicio a forma¢do da banda pré-profasica, que assume o aspecto de uma banda
estreita e circunscrita a regido onde mais tarde ocorrera a divisdo celular (citocinese) (Schmit e
Nick, 2008). No inicio da prometafase inicia-se a formag¢do do fuso acromatico, responsavel
pela correcta segregac¢do dos cromatideos irmaos em cada ciclo celular, adquirindo uma forma
de gaiola microtubular que envolve o envelope nuclear até este se desagregar no final da
profase. Na anafase da-se a separagdo individualizada e simultanea de todos os cromatideos
irmaos devido ao encurtamento dos MTs. Por fim, na telofase inicia-se a formag¢dao de um
denso cilindro de MTs formando-se a tipica estrutura anelar, o fragmoplasto, cuja principal
fungdo parece ser o transporte de vesiculas provenientes do aparelho de Golgi para o plano
equatorial, originando as novas membranas plasmaticas e parede das células (Schmit e Nick,
2008).
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2.3 Mts e stress térmico

A organizagao dos microtubulos é sensivel a varios factores ambientais como a
luz, a gravidade, pelas altas e baixas temperaturas (Smertenko et al., 1997; Miiller et al. 2007).
Estudos em células de Nicotiana tabacum sujeitas a stress térmico 3 h a 38 2C usando
anticorpos para a a-tubulina, mostraram desorganizacao dos MTs interfasicos e mitdticos. Os
arranjos de MTs mais sensiveis ao aumento da temperatura nestas células foram o fuso
mitético e o fragmoplasto. Também observaram-se varios tipos de anomalias tais como: (i)
quebra do fuso mitdtico em varias partes, (ii) alongamento do fuso, (iii) formacdo de MTs em
forma de estrela em células mitdticas e (iv) alongamento dos microtubulos do fragmoplasto
(Smertenko et al., 1997).

A temperatura ambiente pode variar significativamente em torno do valor éptimo
durante o periodo vegetativo da planta. Elevadas temperaturas induzem stress por calor, que
afectam o crescimento e todos os processos fisioldgicos das plantas superiores.

A resposta celular ao aumento da temperatura é conservada filogeneticamente e
envolve: a diminuicdo da sintese proteica, degradacdo de proteinas e dos respectivos mRNAs e
inducdo da sintese de proteinas que protegem os componentes celulares dos efeitos do calor,
como por exemplo as proteinas de choque térmico, (Heat Shock Proteins HSPs) que permitem
gue os tecidos das plantas sobrevivam a temperaturas acima do limite que conseguem tolerar.

2.4 Modelo estudado - Centeio (Secale cereale)

O modelo usado neste trabalho foi o centeio, Secale cereale L.. E uma
monocotiledénea anual pertencente a familia Poaceae (gramineas). O seu genoma
relativamente grande encontra-se organizado em 7 pares de cromossomas (2n=14). O centeio
constitui um excelente modelo para estudos citolégicos, nomeadamente na analise da
organizagdo do citoesqueleto microtubular (Caperta et al., 2006).

3. Objectivos

O presente trabalho teve como objectivos o estudo dos efeitos do calor nao letal e da
recuperagao do citoesqueleto como parte do comportamento adaptativo, seguindo os efeitos
perturbadores do calor que representa um dos grandes desafios ambientais para as plantas. A
organizagao do citoesqueleto estda muito bem estudada numa grande variedade de tipos de
células e 6rgdos vegetais, incluindo as raizes. Neste trabalho, pretende-se analisar a dinamica
do citoesqueleto microtubular em apices radiculares de plantulas de Secale cereale expostas a
stress térmico (calor), atyravés da imunodetec¢do com anticorpos anti a-tubulina total e anti
a-tubulina tirosinada no grupo carboxilo terminal.

4. Materiais e métodos

4.1 Material vegetal e condigdes de crescimento

Neste trabalho foram usadas sementes de S. cereale (cultivar Russian). Para obtencdo
de plantulas, foram colocadas 5 sementes em cada placa de Petri, num total de 4 placas, com
papel de filtro humedecido, na auséncia de luz, durante 2 dias a 42C, com o objectivo de
quebrar a dorméncia das sementes. Posteriormente foram colocadas numa fitoclima (Rumed),
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a 22°9C+2°C durante cerca de 2 dias, para induzir a sua germinacdo. Este procedimento foi
repetido 4 vezes.

4.2 Stress térmico (calor)

As plantulas usadas para controlo foram mantidas a 229C+22C. As outras foram
submetidas a stress térmico na fitoclima. O stress consistiu numa rampa de temperatura
crescente de 25 a 402C (com incrementos de 22C/h) permanecendo 4 horas a 402C. Apds este
periodo, a temperatura desceu progressivamente (cerca de 22C/h) até 25°C (fig. 3).

Apds indugao do stress térmico, os apices foram excisados das plantulas em trés
momentos diferentes: imediatamente apds exposi¢cdo (0 RT - Recovery Time), 7 horas e 24h
apods exposicdo (7 RT e 24 RT, respectivamente). O periodo de recuperacdo das plantulas
imediatamente apds stress foi feito na fitoclima, em condi¢des de controlo.

Figura 3 — Stress térmico aplicado as plantulas de Secale cereale, 2 dias apds germinagdo das sementes.
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4.3 Fixacao e digestao do material vegetal

Os apices radiculares com cerca de 1-2 cm foram excisados e posteriormente fixados
numa solugdo 4% (p/v) paraformaldeido em 1x MTSB' (preparada de fresco), durante 50
minutos. Apods fixagdo foram feitas trés lavagens em 1x MTSB durante 5 minutos cada.

4.4 Realizagao de esfregagos

Para obtencdo de esfregacos de células foram usadas laminas de vidro com alvéolos
previamente silanizadas?, para maior aderéncia das células. Com o auxilio de ping¢as e agulhas,
fez-se um corte na zona imediatamente acima da coifa dos apices radiculares e com alguma
pressdo (com o cuidado de manter as células intactas) libertaram-se células para uma gota de
1x MTSB em cada alvéolo. Deixou-se secar completamente a gota antes de iniciar o
procedimento de imunodetecgao.
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4.5 Imunodetecgao indirecta

A imunodeteccdo indirecta € uma técnica que se baseia na capacidade de um
anticorpo secundario, marcado com uma molécula fluorescente, reconhecer um anticorpo
primario, estabelecendo uma ligacdo que permite a visualizacdo e deteccdo de uma regido
especifica do anticorpo primario.

Para a imunodeteccdo do citoesqueleto microtubular, em apices radiculares, foram
usados dois anticorpos procedendo-se de acordo com o protocolo descrito em Caperta et al.,
2006. Os anticorpos primarios monoclonais usados foram anti a-tubulina DM1A, produzido em
rato (1:100; 6 pl) e YL % anti a-tubulina tirosinada na extremidade do grupo carboxilo terminal,
produzido em coelho (1:200; 6 pl), ambos diluidos em 1x MTSB, em cada alvéolo e incubaram-
se as laminas em cdmara huimida na estufa a 37 2C, durante 60 minutos. Posteriormente
retiraram-se os anticorpos e lavou-se com uma solucdo de 1x MTSB trés vezes, durante 5
minutos. Os anticorpos secundarios monoclonais usados foram anti-rato conjugado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (1:300; 6 ul) (emite fluorescéncia na gama do verde) e anti-
coelho associado ao fluorocromo Cy3 (1:200; 6 pl) (emite fluorescéncia na gama do vermelho),
ambos diluidos em 1x MTSB, em cada alvéolo, incubando as laminas em cdmara humida
durante 60 minutos a 37 2C. Terminado o periodo de incubacado, fez-se trés lavagens com 1x
MTSB durante 5 minutos. Aplicou-se ainda 12 ul do corante especifico de DNA 4’, 6-diamino-2-
fenilindol (DAPI) que marca regides ricas em A-T, com capacidade de fluorescéncia no azul
brilhante e colocou-se uma lamela sobre a lamina. As preparac¢des foram conservadas a 4 2C,
no escuro (Caperta et al., 2006).

4.6 Microscopia, processamento de imagem e analise estatistica

Para a visualizagdo das células marcadas com as moléculas fluorescentes, foi utilizado
um microscépio de fluorescéncia equipado com uma camara digital Zeiss AxioCam. As imagens
de fluorescéncia foram captadas para cada fluorocromo separadamente através da utilizagao
de filtros de excitacdao apropriados. As imagens foram processadas e tratadas utilizando o
software Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc.).

As células interfasicas e metafdsicas foram classificadas em diferentes classes
consoante o parametro em andlise e a comparagdo das distribuicdes obtidas foi realizada
através do teste estatistico de Qui-quadrado (x3).

O indice mitdtico foi obtido através do cdlculo do quociente entre o nimero de células
na fase M pelo numero total de células observadas respectivamente para o controlo e apds
stress (0, 7 e 24 RT).

T 10x MTSB (Microtubule Stabilizer Buffer) — 50 mM PIPES, 1.9g EGTA, 1.32 g MgS04, 7 H20 e 5g KOH em
800 ml de agua destilada, pH=7.0. 1:10 em 4gua destilada para obter 1x MTSB.

2 A silanizagdo é um tratamento aplicado as laminas com o objectivo de criar maior aderéncia. As
laminas sdo lavadas e agitadas em agua quente com detergente. Apds a lavagem em agua quente
corrente até ser retirado o detergente, um cesto com laminas foi submerso sequencialmente numa tina
com agua, agua destilada e alcool comercial a 70%. Seguidamente foram mergulhadas sequencialmente
numa solugdo de 2% (p/v) de silano em acetona (durante 10 segundos), acetona e dgua destilada. Apds
este ultimo passo as laminas foram colocadas a secar numa estufa a 37 2C.
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5. Resultados

A andlise citoldgica da dinamica do citoesqueleto microtubular foi realizada em células
de apices radiculares de plantulas de Secale cereale, 2 dias apds germinacdo, em condi¢Oes de
controlo e sujeitas a stress térmico. Recolheram-se também apices radiculares nos diferentes
periodos de recuperacdo (0, 7 e 24h). No controlo, as raizes eram longas, finas e com poucos
pélos na regido de absorcdao e os apices apresentavam cor branca opaca. Em contraste, as
raizes de plantulas sujeitas a stress eram mais curtas e grossas, com pélos grossos, compridos e
numerosos e os apices possuiam coloracdo menos esbranquicada. Realizou-se a técnica de
imunodeteccdo indirecta, com um anticorpo para tubulina total (DM1A) e outro anticorpo com
afinidade para a a-tubulina tirosinada no grupo carboxilo terminal (YL %), para visualizar a
dindmica do citoesqueleto. Para este estudo apenas foram consideradas as células que
apresentavam contornos regulares.

A morfologia do nucleo em interfase foi caracterizada usando o corante DAPI, tendo-
se considerado células com nucleos: normais (fig. 5a), com forma e contornos regulares;
anormais (fig. 5b), com contornos irregulares; e micronucleos (fig. 5c), independentemente do
numero de micronucleos presentes. No controlo, a maioria das células apresentavam nucleos
normais (94%) (figura 6). Imediatamente apds stress (0 RT), observou-se um aumento de
células com nucleos anormais (21%) e de microntcleos (3%). As 7 RT (7h apds stress) a
frequéncia de nucleos anormais e de micronucleos duplicou (41 e 6% respectivamente). Apds
24h de recuperagao (24 RT) observou-se que a frequéncia de células com nucleos anormais e
micronucleos diminuiu acentuadamente. Foram detectadas diferencas significaticas nos tipos
de n+ntcleos comparando com o controlo (x*=35.31, P<0.05). Também foram encontradas
diferencas significativas entre o controlo e células sujeitas a stress térmico apds 7 RT (x°=92.36,
P<0.05).

Figura 4 - Caracterizagdo da morfologia do nucleo. Células interfasicas de Secale cereale coradas com

DAPI provenientes de plantulas controlo e exposta a stress térmico, 2 dias apds a germinagdo das sementes. (a)
Nucleo normal; (b) Nucleo anormal; (c) Nucleo com micronucleo.

Figura 5 - Frequéncias de células interfasicas com nucleos normais, anormais e micronucleos de Secale cereale
provenientes de plantulas expostas a stress térmico, 2 dias apds a germinagdo das sementes imediatamente apds
stress (0 RT), 7 e 24h (7 RT e 24 RT, respectivamente).
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Para a analise do citoesqueleto microtubular usou-se inicialmente apenas o anticorpo
anti a-tubulina DM1A (a verde), que detecta tubulina total. Nas células de plantulas controlo
observaram-se as diferentes configuracdes tipicas do citoesqueleto microtubular para plantas
superiores (Caperta et al.,, 2006), tanto em interfase como em mitose. Foi observada a
organizagao cortical dos microtubulos, banda pré-profasica, fuso acromatico e fragmoplasto
(fig. 6 a-e). Posteriormente foi usado o anticorpo e YL % (a vermelho, aplicando a mesma
técnica) (fig. 6 k-0), que tem afinidade para a a-tubulina tirosinada no grupo carboxilo
terminal. Ndo se observou alteracdo no sinal. Nas células pré-profdsicas observou-se a banda
pré-profdsica, com sinal forte e brilhante, apresentando MTs longos e finos concentrados e
paralelamente dispostos na regido central da célula. Em metafase e anafase o fuso mitético
era constituido por MTs longos, bem definidos e organizados dos polos até ao centro da célula
e o fragmoplasto igualmente bem definido.

Figura 6 - Imunodetecgdo indirecta do anticorpo anti-a-tubulina DM1A (verde) e YL % (vermelho) em células de
apice radicular de Secale cereale de plantulas sujeitas a condigSes de controlo e corados com DAPI (azul). (a) Célula
em interfase. (b) e (I) Nas células pré-profasicas observou-se a banda pré-profasica, apresentando MTs longos e
finos concentrados e paralelamente dispostos na regido central da célula; (c), (m), (d) e (n) as células em metafase e
anafase, respectivamente, exibiram o fuso mitdtico e o (e) e (0). Nucleos das células filhas e fragmoplasto,
respectivamente (f) e (g). Cromossomas em metafase e anafase, respectivamente (h) e (i).

1 )

Nas células sujeitas a stress, ndao se verificaram diferengas de marcagdo, tanto em

interfase como em mitose. Contudo foram observadas diferengas na organizacdo dos MTs,
tanto em interfase como durante a mitose.

Imediatamente apds o periodo de exposicao das plantulas a 40 oC durante 4h (0 RT)
observou-se uma reducdo significativa na frequéncia de células com a configuracdo tipica dos
microtubulos corticais, nas células interfasicas e mais de metade (56%) das células observadas
apresentavam microtubulos ondulados e 28% microtubulos ramificados (fig. 7h), ausentes no
controlo (fig. 7 e 8). Em células mitdticas observam-se anomalias como bandas pré-profasicas
constituidas por poucos MTS e de sinal menos intenso, fuso acromatico aparentemente com
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MTs mais curtos e fragmoplasto com microtdbulos mais finos comparativamente com o
controlo. Relativamente a configuracdo padrdao dos MTs em células mitdticas, destaca-se um
aumento muito acentuado da frequéncia de células com banda pré-profasica (BPP) anormal
(73%) comparativamente com o controlo (0%). Este aumento foi acompanhado de uma
reducdo de BPP normais de 64% no controlo para 5% imediatamente apds stress. Houve uma
reducdo para metade da percentagem de células observadas com fuso mitético. A frequéncia
de células em profase aumentou em rela¢do ao controlo (fig. 9 e 10).

Apds 7h de recuperagdo, houve reducdo significativa do nimero de células que
exibiam configuragdo microtubular obevada em células controlo e aumento da frequéncia de
microtubulos ramificados (35%) e uma reducdo para 28% dos MTs ondulados. Nas células
mitéticas houve anomalias na formacdo da banda pré-profasica, fuso acromatico e no
fragmoplasto, também encontradas as 0 RT. A frequéncia de células em Profase (48%) diminui
em relacdo ao controlo e 0 RT. A percentagem de células com BPP normais aumentou para
17%. A frequéncia de células com fragmoplasto (telofase) aumentou para mais do dobro
(25%).

Apds 24 h, as células exibiam as configuracbes tipicas do controlo e verificou-se a
recuperacgao total do citoesqueleto em interfase (95%) (fig. 8). Contudo, nas células em divisdo
os BPP normais aumentaram para 27%, contudo a percentagem ainda é muito reduzida
comparando com os dados do controlo. Houve uma grande redu¢do dos BPP anormais para 6%
e um aumento para 48% da percentagem de células mitéticas com fuso (metafase). A
fregéncia de células em telofase manteve-se elevada (19%). Ou seja, as 24 RT o citoesqueleto
microtubular de células mitéticas ndo estava recuperado (fig. 10).

Figura 7 - Imunodetec¢do indirecta do anticorpo anti-a-tubulina YL % (vermelho) em células interfasicas de apice
radicular de Secale cereale de plantulas expostas a stress térmico e corados com DAPI (azul). (a) e (b) Nucleo com
contornos irregulares. Microtubulos corticais muito curtos e finos. (c) e (d) Nidcleo com um nucléolo ao centro e
blocos com marcagdo mais intensa agrupados no topo da célula. MTs com vdrias direcgdes. (e) e (f) Nicleo com dois
nucléolos. Consegue-se visualizar varios blocos de DNA com marcag¢do mais intensa localizados na parte inferior da
célula; (g) e (h) célula com contornos irregulares e cromatina pouco uniforme. MTs desorganizados, pouco
numerosos e com marcagdo pouco intensa.
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Figura 8 — Frequéncia dos tipos de configuragdo padrdao de microtubulos corticais observados em células
interfasicas (anticorpo YL %) de apices radiculares de plantulas de Secale cereale em condigbes de controlo e apds
os diferentes periodos de recuperagdo (0, 7 e 24 RT), 2 dias apds a germinagdo das sementes.

100%

90% 28

80%

70% 56
L‘G 60%
% 50% Microtlbulos Ondulados
c\g 40% W Microttbulos Ramificados

30% m Controlo

20%

10%

0% . . .
Controlo ORT 7RT 24RT
Periodo de analise (horas apos stress)

Figura 9 - Imunodetecgdo indirecta do anticorpo anti-a-tubulina YL % (vermelho) em células mitdticas de apice
radicular de Secale cereale de plantulas expostas a stress térmico e corados com DAPI (azul). (a) e (b) Célula em
profase. Microtubulos corticais muito curtos e desorganizados, banda pré-profasica surge com aspecto diferente do
controlo apresentando-se mais intensa na zona cortical e menos intensa no centro. (c) e (d) Célula em metafase..
Célula em telofase (7 RT) com MTs corticais finos, muito curtos e desorganizados, com fragmoplasto desorganizado.
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Figura 10 — Frequéncia dos tipos de configuragdo padrao de microtubulos corticais observados em células mitéticas
(anticorpo YL %) de apices radiculares de plantulas de Secale cereale em condi¢bes de controlo e apds os diferentes

periodos de recuperagdo (0, 7 e 24 RT), 2 dias apds a germinagdo das sementes. BPP — banda pré-profasica,
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Posteriormente, foi determinado o indice mitdtico no controlo e para os diferentes

periodos de recuperagdo apds stress térmico. No controlo o indice mitético era de 6%, tendo

diminuido as O RT para 3%. Apds 7 RT registou-se um aumento para 18%, trés vezes superior

ao controlo. Contudo, apds 24h de recuperagdo a frequéncia desceu significativamente (9%)

(tabela 1). Os resultados apontam para diferencgas significativas entre as frequéncias do idice
mitdtico (x’=49.72, Df=3, p=0.95).

Tabela 1 - indice mitético observado imediatamente apds stress térmico (0 RT), 7 e 24 horas apés stress.

indices
Fase Controlo (%) 0 RT (%) 7RT (%) 24RT (%)
Interfase 94 97 82 91
Mitose 6 3 18 9
Total 100 100 100 100

Pagina 13 de 18



6. Discussao dos resultados e conclusao

O stress térmico, 4h a 40 2C nos dapices radiculares de S. cereale, induziu alteracdes na
morfologia do nucleo, no indice mitético e na dinamica do citoesqueleto microtubular em
interfase e mitose. Porém, ndo se observaram diferengas entre as marca¢cées dos anticorpos
nti a-tub total e a-tubulina tirosinada na extremidade carboxilo terminal, o que sugere que o
stress térmico ndo afecta esta modificacao pds traducao da a-tubulina.

Analisando a evolu¢cdo das frequéncias obtidas para os diferentes tempos de
recuperacao em relacdo ao controlo, observou-se que a frequéncia de células normais desceu
drasticamente até atingir o valor minimo as 7 RT, aproximando-se dos valores do controlo 24
horas apds stress. Relativamente a frequéncia de células com micronucleos esta duplicou as 0
e 7 RT, atingindo o valor maximo neste ultimo periodo de recuperacdo. A presenca de
micronucleos em nucleos interfasicos resulta de erros na disjuncdo dos cromossomas durante
a anafase, com consequente perda de cromossomas inteiros ou fragmentos. As anomalias no
citoesqueleto, devido a stress s3o responsaveis por estas formacSes. As 24 RT, as frequéncias
de nucleos normais eram semelhantes ao controlo. O indice mitético variou relativamente ao
controlo nos diferentes tempos de recuperagdo, com o valor maximo em 7 RT, mantendo-se
elevado as 24 RT. A analise estatistica dos resultados obtidos permite afirmar que,
relativamente a conformacdo apresentada pelos nucleos interfdsicos apds stress térmico, as
diferencas detectadas nos diferentes periodos de recuperacdo sao significativas comparando
com o controlo ( x*= 424.97, P<0.05).

Em células interfasicas, imediatamente apds stress (0 RT) observou-se o aumento de 2
para 84% da frequéncia de células com microtubulos alterados (ondulados e ramificados),
tendo havido uma redug¢do para 63% das células com microtibulos alterados as 7RT. Apds 24h
do periodo de recuperacdo, verificou-se uma redugdo muito significativa de células interfasicas
com anomalias, apresentando frequéncias similares as do controlo, havendo portanto,
recuperacgao total do citoesqueleto. Em relagdo aos MTs mitéticos detectou-se uma frequéncia
mais elevada de células em profase as 0 RT (78%) comparativamente com o controlo. As 7 RT
houve diminuicdo da frequéncia de células em profase e um aumento de células em anafase e
teléfase, em relagdo ao controlo. A maioria das células em profase apresentava BPP com
anomalias. Em 7 RT houve diminuicdo da frequéncia de células em profase e um aumento de
células em anafase e telofase, embora com as configuracdes tipicas observadas no controlo.

Em células de N. tabacum, os microtubulos interfdsicos e a banda pré-profasica
formam os arranjos mais estaveis, permanecendo inalterados 2 h apds stress térmico (382C),
enquanto o fuso mitético e fragmoplasto sdo bastante afectados. Relativamente ao fuso
mitdtico detectaram-se trés grandes tipos de anomalias: (i) divisdo em varias partes
(fragmentado), (ii) formacdo atipica de MTs finos e longos e (iii) inducdo de novos focos de
polimerizacdo (Smertenko et al., 1997b). No presente trabalho, os resultados obtidos sugerem
que os arranjos dos MTs mitdticos sdo muito sensiveis ao stress térmico, possivelmente devido
as diferentes estruturas que tém de formar (banda pré-profasica, fuso mitdtico, fragmoplasto,
etc) num curto espacgo de tempo, ou seja, sdo muito dinamicos.

Em S. cereale, as células interfdsicas mostraram uma recupera¢do total do
citoesqueleto as 24 RT apresentando frequéncias similares as do controlo. Contudo, o

citoesqueleto microtubular das células mitéticas ndo estava ainda completamente recuperado

apos este periodo de recuperacdao. Também as frequéncias de cada uma das fases da mitose
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diferem das do controlo, observando-se cerca de metade das células em profase e o dobro das
células em anafase. Provavelmente a inexisténcia de citoesqueleto microtubular apropriado
em interfase, leva a acumulacdo de mitoses anormais, tal como foi observado em células
vegetais expostas a concentragGes elevadas de colquicina (droga que induz a despolimerizagdo
dos MTs) (Caperta et al., 2006).

Com este estudo, conclui-se que a exposicao de apices radiculares de S. cereale a
stress por calor provoca alteragGes na morfologia dos nucleos interfasicos verificando-se que a
morfologia nuclear aparenta resultar da organizacdo do citoesqueleto microtubular, dado que
a sua reorganizacdo total as 24 RT possibilita a visualizacdo da maioria dos nucleos com
morfologia normal, em frequéncia aproximadamente semelhante a observada nas células do
controlo. As altera¢gdes na organizacdao dos microtubulos corticais em células interfasicas
parecem também contribuir para a formacdo de BPP andmalas imediatamente apds stress
térmico. Contudo, estas altera¢des do citoesqueleto sdo temporarias, uma vez que as células
mitéticas sdo capazes de polimerizar microtdbulos formando as configuragbes usuais
observadas em plantas superiores quando as plantulas recuperam do stress.
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