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PREAMBULO

«A parte mais dificil do ensino da Genética ¢ a da explicacio: ¢ aqui que o trabalho pritico pode ser de importancia
méxima. Uma explicagdo completa deve resultar numa compreensio total, mas esta compreensio poderd realmente
ser obtida apenas com a participagao activa do estudante. (...) Ensinar Genética pratica contém por isso nio sé técnicas
que tém de ser aprendidas mas também certas atitudes e objectivos, que vao todos no sentido de conseguir-se um curso
satisfatério (...) ensinar Genética ao nivel bdsico é normalmente um problema nio somente tecnolégico mas um
problema educacional.» (traduzido de Antonovics [1973]). De acordo com estas palavras, possibilitar a pritica da
Genética ¢ parte integrante de uma «explicagdao» digna desse nome. A via a escolher é que pode ser menos ficil de
decidir, nomeadamente pela heterogeneidade de condigGes experimentais colocadas a disposigao dos docentes, tanto
nas Universidades como nas Escolas Secundarias. O presente trabalho pretende constituir uma base para a introdugio

da Arabidopsis thaliana no nosso ensino.

E conhecido o uso da Drosophila melanogaster, com a sua lista de mutantes, curto ciclo de vida e criagio em frascos, no
Ensino Universitirio. Mas, a ndo ser que esta utilizagao se enquadre em trabalhos de investigacdo que justifiquem a
permanente manutengao das linhas genéticas em laboratério, a actividade fora do periodo lectivo que essa manutengao
exige constitui uma dispersio de esforgos que justifica a escolha de outros organismos que tenham as mesmas
virtualidades [Antonovics, 1973]. Para além disso, a transferéncia para as Escolas Secundarias do ensino pratico baseado
em Drosophila melanogaster exige condigbes relativamente exigentes, o que sem ddvida deve contribuir para a quase

auséncia de demonstragdo pritica da Genética a este nivel de ensino.

Uma planta de semente ndo requer manutengao permanente e, no caso da Arabidopsis thaliana, nao exige condigdes
especiais de cultura; pode, com o seu ciclo de vida razoavelmente curto, satisfazer os requisitos do ensino num semestre
ou, ainda melhor, num ano lectivo. Ndao menos importante é o facto de esta crucifera se ter tornado, gragas a relativa
facilidade com que o seu genoma pode ser analisado e manipulado com métodos da Biologia Molecular, no mais
explorado modelo genético para as plantas superiores, suplantando espécies estudadissimas como a ervilheira, o
tomateiro e mesmo o milho. Desenvolver a sua utiliza¢io, num departamento onde se ensina Genética e Fisiologia,
contribui para acompanhar o progresso que ¢ feito neste organismo-modelo e veicula a sua utilizagdo em temas de

investigagdo, enquanto abre oportunidades de ensino tanto a nivel universitirio como secundério.

Como indica o titulo, trata-se de um texto para utilizagao pratica; ndo procura ser exaustivo sobre a Arabidopsis thaliana

mas pretende fornecer todos os elementos orientadores de uma aplicagao pratica bem sucedida. Uma grande parte



da bibliografia citada ¢ de ficil acesso e devera complementar este texto conforme se julgue de interesse.

Nos dois capitulos (“Um guia para a utilizacdo de Arabidopsis thaliana” e “A variagao genética em Arabidopsis thaliana”),
procurar-se-4 ilustrar um conjunto de caracteristicas da Arabidopsis thaliana relevantes para a sua utilizacgdo nos mais
diversos fins — dentro da Genética e também da Fisiologia — acompanhadas das técnicas e estratégias de andlise (que,
sem necessidade de meios especializados, um docente do ensino secundério com a necesséria formagao universitaria
possa implementar) e das fontes bibliograficas e de germoplasma que possam interessar ao utilizador. Decorre assim
que ndo se propde este texto para o uso do leigo: é um texto técnico que visa acima de tudo promover a utilizagao
profissional deste organismo para o ensino, o que se supde vir a ser do interesse apenas de quem tem as bases

conceptuais ¢ a motivagdo necessédrias para participar neste propésito de divulgagao pritica.



Primeiro capitulo
UM GUIA PARA A UTILIZACAO DE ARABIDOPSIS THALIANA

a. Escolha das sementes

A Arabidopsis thaliana (L.) Heynh é uma dicotiledénea anual que pertence a familia Crucifera (também conhecida por

Brassicacea) e se encontra distribuida por vérios continentes (cf. segundo capitulo), principalmente nas regides

temperadas do hemisfério Norte, onde se conta Portugal — tanto no continente como nas Regides Auténomas da
Madeira e dos Agores — conhecendo-se também a sua ocorréncia na Republica de Cabo Verde [Rédei, 1969; Ratcliffe,
1965].

As suas sementes sio muito parecidas com as de Capsella, mas de reduzidas dimensdes, podendo facilmente confundir-
se com migalhas de pido ou grios de areia: Rédei [1969] cita para sementes produzidas em laboratério um
comprimento médio de 0,5 mm, e largura média de 0,32 mm. Para cada mililitro de semente limpa devem contar-se
50000 sementes (volume médio 20.5 X 10’ mm’). Estimativas do peso dessas sementes dao cerca de 50000 em cada
grama, enquanto no caso das provenientes de colheitas no campo, por serem maiores, o niimero fica pelos 32000 por

grama [Rédei, 1969].
i. Populagoes naturais

As suas sementes podem ser colhidas na Primavera, embora a época exacta varie segundo as caracteristicas climaticas
e a sazonalidade em cada populagio. Embora seja comum afirmar-se que as populagdes naturais de Arabidopsis thaliana
sao virtualmente isogénicas, resultado previsivel da quase exclusiva autogamia das flores e tendo implicitos mecanismos
de selecgao dos genétipos melhor adaptados, a evidéncia experimental ndo confirma esta nogio, aparentemente em
virtude da manutengio de polimorfismos por heterose [Karbe & Rébbelen, 1968; Cetl, 1965; Kranz, 1976; Cetl,
1987]. Deste modo, para ter uma representagao da diversidade genotipica numa populagdo, o que pode interessar por
exemplo se se projectarem experiéncias de selecgao em laboratério, ¢ importante que se maximize o nimero de
plantas progenitoras donde se faz a colheita, e a mesma se faga ao longo de vérias visitas a uma mesma populagio, caso

alguma dessa diversidade se expresse em variagdes na fenologia da floragao.
1. Colecgdes

Alternativamente, e ¢ por certo a op¢ao mais comum, obtém-se as sementes de colecgbes de germoplasma ou de
laboratérios onde a Arabidopsis thaliana é estudada. A primeira colecgao foi iniciada por Laibach em 1937 e visou desde
logo abranger todas as localizagdes da planta [Rébbelen, 1965; Rédei, 1969; Kranz, 1976]; os trabalhos mais extensos
de documentagdo da biodiversidade das populagbes de Arabidopsis thaliana tém associados os nomes de Rébbelen
[1965], Kranz [1976] e Napp-Zinn [1976] na Alemanha, Cetl [1965, 1978] na Moravia, e Ratcliffe [1965] na Gra-

Bretanha.

As colecgdes publicamente disponiveis incluem actualmente o Nottingham Arabidopsis Stock Centre no Reino Unido
[www2] e o Arabidopsis Information Management Service nos Estados Unidos [www3], que integraram a colecgao
de Laibach e subsequentes adigdes, uma colecgio Sendai no Japao [www4], e finalmente uma empresa comercial

(Lehle Seeds [www4]), esta tltima com uma colec¢ao mais restrita.
tii. Viabilidade

As sementes permanecem vidveis pelo menos 2 anos a +20 °C, com declinio acentuado a partir dos 4 ou 5 anos

[Rédei, 1969], e dezenas de anos a =20 °C, se convenientemente secas [www2]. Sao geralmente fornecidas em tubos
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de plastico de 0.5 ou 1.5 mL, que vedam a entrada de humidade; ¢ norma coloca-las no frigorifico (+2 a +6 °C), mal
sdo recebidas, até sua utilizacdo; caso se pretenda assegurar a redugio do seu contetido em dgua, nomeadamente para
serem congeladas, devem incubar-se no escuro a 32 °C durante 3 semanas (tratamentos de pés-maturagao, cf. secgio

b-i [Rédei, 19697).
b. Germinagdo e emergéncia das plintulas

i. Embebi¢io

As sementes maduras requerem um periodo de hidratagao para germinarem, o que pode ser realizado no préprio
substrato onde as plantas irdo crescer, ou em meios transitérios, seja agar a 0.75% contendo KNO; a 0.01%, em perlite
regada, ou em papel de filtro molhado com é&gua. Para aumentar a uniformidade cronolégica das culturas, ¢é
recomendado estratificar as sementes, isto ¢, realizar a sua embebigdao a temperaturas préximas do ponto de
congelagdo. Os procedimentos de estratificagdio a empregar variam segundo certos detalhes do tratamento ou
preferéncia dos utilizadores: por exempli o Nottingham Arabidopsis Stock Centre recomenda 5 dias no frio, apés a
sementeira no solo [www2]; usando placas de Petri com uma folha de papel de filtro molhada, a estratificagdo pode
ser feita a 4 °C durante 7 dias, antes de proceder a outras manipulagdes [Valvekens et al., 1988]. Em todos os casos,
pode ser melhor iniciar a embebigdo a temperatura ambiente, durante 1 hora, antes de transferir para o frio [Lawrence,

1966; Antonovics, 1973].

Terminada a estratificagdo, transferem-se as sementes uma a uma para a superficie do substrato de cultura, sem as
enterrar, usando uma pinga micro-cirdrgica ou um pincel fino. No caso da pinga, hd que ter o cuidado de nio danificar
as sementes; para tal, ¢ recomendével molhar as pontas da pinga e procurar, com um mero toque das duas pontas
segurando cada semente, fazer com que ela adira a uma dessas pontas — este procedimento funciona desde que se
tenha evitado que as sementes agregassem entre si durante a embebigdo. Uma alternativa apresentada como muito
conveniente ¢ realizar uma suspensdo das sementes em agar liquido (a 0.1%), tal que se conheca o nimero de sementes
por unidade de volume dessa suspensdo e se possa, pela regulagio dos volumes pipetados, assegurar uma rdpida e

precisa distribuigao da sementeira [Rédei, 1967].

A germinagdo transitéria em agar, seguida de transplante para o solo, justifica-se em diversos procedimentos pelo
reduzido espago que as plantulas ocupam durante as manipulagées que venham a ser necessarias. Neste caso tém sido
recomendados esquemas de embebigao mais complexos para assegurar a uniformidade do desenvolvimento das plantas.
Van der Veen [1965] preconizou que as sementes fossem primeiro incubadas a 32 °C durante 3 semanas no escuro
e a seco (passo de pés-maturagao), semeadas no agar contendo KNO, e mantidas 24 horas em temperatura ambiente
e a luz (passo de germinagao propriamente dita), depois no escuro durante 2 a 3 dias (passo de estiolagdo), apés o que
os hipocétilos atingiam 1 a 1.5 c¢m; finalmente, mais 2 dias de novo a luz (passo de recuperagao) antes de transferir
para o solo. Esta transferéncia era preparada, logo antes da estiolagao, cortando no agar, com um tubo de vidro, uma
rodela a volta de cada semente: na altura da transferéncia bastava usar uma pequena espatula de modo essa realizar a
operagao sem tocar nas plantulas. A pequena porcao de agar transferida serve de reserva de dgua para as plantulas (mas
pode nao dispensar, mesmo com rega por capilaridade, que se use um pequeno nebulizador) e acaba por desaparecer.
Para mutagénese nas sementes [Van der Veen, 1968] (cf. segundo capitulo, secgao b), a exposigao aos raios X (até 16

kR) faz-se a seguir ao passo de estiolacdo; com o mutagénio quimico EMS, faz-se a seguir ao passo de pés-maturagio
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e requer o prolongamento do passo de germinacio para 32 horas de modo a sincronizar com controlos nio-

. |
mutagenizados .

A dorméncia das sementes (estado de nao-resposta a embebigao) de Arabidopsis thaliana, que pode durar virios meses
ap6s a plena maturagao das mesmas, é um cardcter altamente adaptativo e para o qual se supée bastante variagao entre
populagées (cf. segundo capitulo, seccdo a). Uma precaugdo elementar para verificar a dorméncia num lote de
sementes ¢ colocar uma amostra a embeber em papel de filtro e com luz: se nio estiverem dormentes (e forem vidveis),
hao-de ver-se as raizes primérias em crescimento quanto muito ao fim de 7 dias [Cetl et al., 1970]. Se por este critério
uma elevada propor¢io de sementes estd dormente, entido o passo de estratificagio antes mencionado ¢ indispensavel,
podendo alternativamente utilizar-se compostos como o édcido giberélico, acetaldeido a < 0,01%, ou ainda raios X para
provocar a germinagao [Rédei, 1969]. Quando as sementes estdo para germinar em agar, a estratificacao (durante 5
dias no escuro a 10 °C) ¢ feita antes de passarem a luz, portanto antes de iniciarem a germinagio propriamente dita,

estiolagdo, etc. [Van der Veen, 1968; Rédei, 1969].

A colheita de sementes imaturas, isto ¢, tiradas de frutos ainda verdes, permite atalhar a entrada em dorméncia e assim

reduzir ao minimo o intervalo de tempo entre geracdes (cf. secgio f-ii).

No fim das primeiras 24 horas de embebicdo em agar, considera-se que as sementes estio sincronizadas, em termos
de desenvolvimento vegetativo, para entrarem em tratamentos de vernalizagao visando induzir uma transi¢io precoce
para a fase reprodutiva (cf. secgao d-ii), a qual ¢ distinta da estratificagio precedente porque ji se faz no material em
germinagdo e ndo sobre sementes quiescentes ou até dormentes (isto ¢, quando se pretenda estratificar e induzir a
transigao para a fase reprodutiva num conjunto de sementes, o procedimento envolverd duas incubag¢ées no frio, entre

as quais se intercala o passo de germinagdo a temperatura ambiente).
1. Culturas em solo

H4 duas opgdes para o substrato onde se faz a cultura: em solo ou em agar. No primeiro caso, a recomendagio
unanime ¢é que se utilize um solo leve para Arabidopsis thaliana. Ha diversas férmulas propostas, geralmente misturas

a base de areia ou turfa, eventualmente suplementadas com nutrientes minerais ou por solo de jardim ou composto.

A Arabidopsis thaliana é particularmente sensivel a certos solos, ¢ a adequagdo de uma mistura nao ¢ evidente senao por
tentativa e erro. As razdes para um mau resultado, para além das caracteristicas mecanicas do substrato, podem implicar
deficiéncias nutricionais ou a presenga — ou desenvolvimento — de substancias inibidoras; a natureza destes factores
pode ser tao diversa, que cada utilizador acaba por chegar a um substrato preferido por pesquisa prépria [Rédei &

Zuber, 1967].

A importancia da leveza do substrato, especialmente na camada superior onde se fez a sementeira, deve-se a fragilidade

O requisito de luz para a germinagao prende-se com a actividade de um sistema dual de fitocromos que regula a resposta a
luz durante a germinagao e em todo o desenvolvimento da planta, com efeitos antagénicos entre si, codificados pelos loci PHYA

e PHYB [Kwok et al., 1996]; PHYA ¢ induzido pelo vermelho longinquo (FR) e inibido pelo vermelho (R), sendo a sua actividade
favorecida quando a semente ou planta se encontra debaixo da sombra de outras plantas; uma razio R:FR baixa mantém a
quiescéncia da semente, tal facto interpretando-se como uma estratégia de evitar a sombra. Mutantes deficientes para PHYA nio

tém esta nem outras respostas a razio R:FR.
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das plantulas. Se com areia em propor¢ao maioritdria talvez nao seja necessaria nenhuma precaugao com a compacgao
do solo, quando haja turfa ou composto em propor¢aes significativas torna-se fundamental deixar cerca de 1 cm da

superficie totalmente desprovido de compressao e finamente peneirado [Lawrence, 1966].

A densidade de sementeira, tendo em conta a competigao entre plantas pelos nutrientes e consequente influéncia no

grau de desenvolvimento que elas virdo a atingir, ¢ também factor importante a considerar (cf. secgdo f-iii, 1).

A rega mais conveniente, em experiéncias que ndo envolvam grandes espagos, ¢ por capilaridade: os recipientes (vasos
ou placas de alvéolos) contendo o solo sao colocados dentro de tabuleiros com dgua, deixando que esta penetre por
baixo e chegue até a superficie antes mesmo de se semear. A capilaridade tem diversas vantagens: o nivel da dgua no
tabuleiro permite controlar a suficiéncia da dgua nas raizes, assegura um bom arejamento das raizes e evita alteragdes
na estrutura do solo ou lixiviagao por ac¢io da gravidade. Quando se fagam grandes sementeiras, em viveiros ou em

estufas, o sistema de nebulizagio programada sera talvez o mais vantajoso.
ii. Culturas em agar

As sementes germinam facilmente em agar, e as plantas, dentro de certas condigdes, podem completar o seu ciclo de
vida inteiramente neste substrato. Nomeadamente para caracteres de variagdo continua, em cuja andlise genética se
requer uma reducio ao minimo da componente nio-genotipica, verificou-se que a cultura em tubos contendo meio
nutritivo com agar oferece uma uniformidade de condigées ideal [Griffing & Scholl, 1991]. A produgio de sementes,

porém, ¢ bastante reduzida quando se compara com as culturas em solo [Rédei, 1975].

Os cuidados de assépsia que prevalecem em trabalhos de microbiologia tém neste caso de ser observados
rigorosamente, com autoclavagem do substrato, recipientes e utensilios de manipulagao, e realizagio das manipulagées
em atmosfera estéril. A elimina¢ao de microrganismos contaminantes das sementes, especialmente quando o agar
contenha fontes de carbono orgédnicas como sacarose ou glucose, nio pode ser dispensada; os protocolos de
esterilizagao da superficie das sementes variam com os autores, alguns empregando hipoclorito, outros misturas de
peréxido de hidrogénio com etanol, etc. (cf. apéndice). S6 no caso de experiéncias com mutagénios quimicos a

esterilizagdao parece ser contraproducente [Rédei, 1969], pelo que o ciclo de vida tem de ser completado em solo.

Dada a enorme importancia que este sistema tem para a selecgdo de mutantes (cf. capitulo 2, secgao b-iv), qualquer
utilizador da Arabidopsis thaliana deve estar preparado para fazer a germinagao em agar. Os requisitos de assépsia podem
ser razoavelmente aproximados utilizando uma vulgar panela de pressao em vez do autoclave para a esterilizagao do
substrato e restantes materiais, ¢ de um bico de Bunsen para esterilizar a atmosfera', pelo que esta técnica nao sera

particularmente dificil de aplicar mesmo em escolas secundarias.

As férmulas dos meios de cultura em agar, e respectivas referéncias, encontram-se no apéndice; os nutrientes sao
minerais, a excep¢do de 1 — 2 % de sacarose ou glucose; a concentragao de agar é bastante critica, nao saindo da gama

dos 0,5 a 0,8% (w/v).

Também contribui para a assépsia: borrifar previamente o volume de ar sobre a bancada de trabalho com &lcool a 70%; lavar
¢ desinfectar as maos com etanol a 70%; usar uma bata esterilizada (em panela de pressio); cobrir os cabelos com uma touca;

colocar uma mdscara de cirurgido para a boca e o nariz.

6
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Caso se fagam as sementeiras em placas de Petri e enquanto ndo se faca o transplante para outro substrato, ¢é
importante que sejam colocadas aproximadamente na vertical para orientar o crescimento da raiz e parte aérea

correctamente. Schiefelbein & Sommerville [1990] faziam esta reorientagio 48 horas apds a sementeira.

Também se fazem culturas hidropénicas com Arabidopsis thaliana, sendo utilizadas em geral plantulas germinadas em

agar cuja cultura ¢ continuada em flutuagdao no meio nutritivo [Meyerowitz, 1987].

c. Desenvolvimento vegetativo

Ao fim de 7 ou quanto muito (no solo) 10 dias apés a sementeira, a maior parte senio todas as plantulas j sio visiveis
pelo aparecimento dos dois cotilédones verdes que se expandem e abrem perpendicularmente ao hipocétilo, e também
da raiz primdria (quando a germinagdo se realiza em agar). As posi¢ées de sementeira que por esta altura nio déem
sinais de germinagdo (o que no caso do solo pode dever-se a semente ter sido enterrada um pouco abaixo da superficie)
sdo em regra preenchidas de novo com mais sementes devidamente embebidas — se houver, na sequéncia, duas

plantulas a emergir numa posigao, isso ¢ ficil de detectar precocemente e de corrigir, removendo uma delas.
1. Morfologia

O desenvolvimento da plantula, a partir da emergéncia dos cotilédones, passa a depender dos nutrientes e da luz'; numa
primeira fase, o meristema apical caulinar limita-se praticamente a projectar, com grande regularidade temporal, novos
primérdios foliares, segundo uma filotdxia que parece ser varidvel nesta espécie, produzindo-se uma roseta
caracteristica; hd um progressivo alongamento dos peciolos e dos limbos, e surgimento de uma nitida serragao da
margem do limbo nas novas folhas — esta heterofilia parece dever-se ao alargamento do meristema a medida que a
planta se desenvolve [Rédei, 1969]. As folhas apresentam tricomas (pelos) ramificados. E raro haver ramificagio do
caule nesta fase do crescimento, isto ¢, nio se devem observar duas ou mais rosetas associadas a um mesmo sistema

radicular.

A raiz é aprumada, sem crescimento secunddrio; o meristema da raiz primaria [Scheres et al., 1996] individualiza-se

a partir de um primérdio no embriao derivado da célula hipofisea, enquanto os das raizes secundarias se desenvolvem
. . . . [ . L2 -

pés-embrionariamente a partir de grupos de células do periciclo que entram em divisao™. A genética destes processos

de desenvolvimento encontra-se ainda pouco explorada [Scheres et al., 1996].

Existem dois modelos de crescimento na germinagao: com luz suficiente, o modelo que funciona por defeito consiste da
expansdo dos cotilédones, que ficam verdes (processo que neste contexto recebe o nome de fotomorfogénese, por oposigao ao

de escotomorfogénese ou resposta ao escuro [Kwok et al., 1996]); com luz insuficiente, dd-se o alongamento do hipocétilo, sem
expansio cotiledonar nem produgio de clorofila (estiolagdo), fruto da indugdo de uma bateria de genes repressores da
fotomorfogénese (COPI, COPS, COP9, COP10, COPII, DETI, FUS4, FUSS5, FUSII, FUSI2), mas sem interferéncia com a ac¢io
do sistema PHYA/PHYB; todos eles foram identificados através de mutantes que nao alongavam os hipocétilos no escuro [Kwok
et al., 1996]; sabe-se que alguns alvos desta repressio sio genes da fotossintese, nomeadamente RBCS (ribulose-5-bifosfato

carboxilase subunidade pequena) CAB (proteinas que ligam a clorofila a) e CHS (chalcone sintetase).

O gene ALF4 parece ser necessario a transi¢io que leva as células do periciclo a iniciar os primérdios de raizes laterais [Scheres
et al., 1996].
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O crescimento radicular orienta-se em resposta a trés ordens de estimulos: a gravidade, que leva a um crescimento
preferencialmente na vertical e para baixo; a luz, que orienta o crescimento na direcgao oposta a sua proveniéncia; e
o toque, que tanto pode ser num grao de areia ou na superficie do agar, e que provoca uma curvatura da ponta da raiz,

. . . |
como que a contornar o que ¢ percebido como um obstdculo .

Apesar de ndo ser uma planta muito susceptivel a neméatodes parasitas (cyst nematodes em inglés) das raizes, o facto de
se ter conseguido adaptar a Arabidopsis thaliana a investigagao nesta drea [Sijmons et al., 1991], constituindo um bom
modelo para a dissecgdo experimental das interacgdes genéticas com os patogénios, leva a perguntar se nio poder4 vir

a tentar-se o mesmo para o estudo de endomicorrizas, apesar da provavel auséncia deste tipo de associagdes em

cruciferas [Marschner, 1995].

Do meristema apical caulinar partem todas as folhas da roseta e restantes primérdios, incluindo gemas axilares, da parte
aérea. Dado que a morfologia de toda a parte aérea acaba, em tltima andlise, por assentar na fisiologia desta mindscula
estrutura, interessa compreender a sua anatomia (figura 1.1). Distinguem-se trés regides no meristema apical caulinar
de Arabidopsis thaliana [Meyerowitz, 1997]: uma zona central (CZ), com actividade mitética relativamente reduzida,
presumivelmente apenas para continuagio da estrutura, uma zona periférica (PZ) com elevada actividade mitética,
donde se formam os primérdios foliares por divisio periclinal, ¢ uma zona basal (sob a CZ e a PZ), onde as divisdes
celulares sao segundo o eixo de crescimento (como nas células proximais dos pré-meristemas radiculares [Scheres et

. . . . 7 2
al., 1996]), daf se diferenciando as estruturas da medula, feixes vasculares e cértex”.

A intervengao das auxinas no gravitropismo da raiz ¢ mediada pelos loci AXR1 e (também para o gravitropismo do hipocétilo)
AXR2 e DWF, cujos mutantes sio relativamente insensiveis a estas fitohormonas e, pleiotropicamente, deficientes na resposta

gravitrépica; também se reconhecem outros loci, AUXI e AGRI, cuja intervengdo na resposta gravitrépica nio parece envolver a
sinalizagdo por auxinas; a resposta fototrépica das raizes ¢ deficiente em mutantes nos loci RPT1, RPT2 ¢ WAVI; finalmente, os
loci WAV2, WAV3 e WAV4 parecem, através dos padrées anormais de crescimento dos seus mutantes, relacionar-se com o controlo
da rotagdo da raiz quando responde ao toque [Okada & Shimura, 1992]. Os mutantes axrl~ apresentam um crescimento anormal
da parte aérea e do desenvolvimento dos estames, pelo que é um locus com expressiao em vérios tecidos onde actuam as auxinas
[Estelle & Sommerville, 1987]. Mutantes insensiveis ao etileno, com diversas altera¢des da morfologia dos cotilédones e hipocétilo
durante a germinagao, permitiram identificar os genes ETR, EINI, EIN2, ETO1 ¢ HLSI [Okada & Shimura, 1992]. O gene RHD6
também responde ao etileno, mas nas raizes, determinando o posicionamento correcto dos primérdios dos pelos radiculares

[Dolan & Roberts, 1995].

O locus STM favorece a manutencio da proliferagio no meristema apical caulinar, inibindo a diferenciacio celular, e foi
identificado através de mutantes que nio constitufam o primérdio deste meristema durante a embriogénese; CLVI e CLV3 regulam

o tamanho do meristema, controlando o ritmo das divisdes celulares (os mutantes tém meristemas gigantescos e, entre outras
anomalias, produzem carpelos supranumerdrios nas flores) [Meyerowitz 1997]. DIM [Takahashi et al., 1995] é um gene necessério
ao alongamento das células pés-meristematicas, e os seus mutantes sio deficientes na reorganizagao das microfibrilhas de celulose
das paredes, necessdria a esse processo, dando plantas anas células diminutas (algo surpreendentemente, descobriu-se que um
segmento de DIM tem homologia com um gene humano de fungio desconhecida que ¢ expresso em mioblastos!). Especificamente
para as estruturas derivadas da camada L1 (a mais superficial do meristema) os genes GLI e TTG complementam-se para a
diferenciagao dos tricomas na epiderme (pleiotropicamente, TTG contribui ainda para a distribui¢io dos pelos absorventes na
epiderme das raizes); também foi identificado um locus, TMM, que parece regular o espagamento dos estomas, por um mecanismo

de repressao lateral da determinagao destas estruturas [Dolan & Roberts, 1995].

8
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Zona central (CZ)
% Zona periférica (PZ)
Il Zona proximal ("rib")

Figura 1.1 — Meristema apical caulinar na fase de desenvolvimento vegetativo de Arabidopsis thaliana (fase de roseta). A esquerda,
esquema de uma planta vista de topo, com as folhas irradiando do centro onde (fora de escala para melhor se evidenciar) se situa
o meristema com as suas zonas central e periférica, e onde se representam dois primérdios foliares. A direita, corte longitudinal
atravessando o centro do mesmo meristema, ilustrando a delimitacdo aproximada das zonas central, periférica e proximal ("rib"
em inglés), e onde também se mostra a sua distribui¢io em relagio as duas camadas superficiais da parte aérea (segundo
Meyerowitz [1997]). As setas representam as direcgdes de crescimento a partir da PZ, na formacio e desenvolvimento dos
primérdios foliares, e a patir da zona proximal, na extensio dos tecidos do cértex e da medula do caule. Em meristemas florais

observa-se uma anatomia semelhante.

Também ndo hd crescimento secundério da parte aérea.
11. Luz, temperatura e controlo de infestagdes

A luz que se fornece as plantas pode ser um factor determinante nio sé para o vigor vegetativo que irdo desenvolver,
mas também para o tempo e quantidade de produgio de flores e frutos. Os regimes de luz podem ser: ao ar livre, com
a luz solar incidindo de preferéncia indirectamente; em estufa, com a luz solar por vezes suplementada artificialmente
para prolongar o fotoperiodo; ou em cimara de crescimento, com luz artificial fluorescente suplementada com

lampadas incandescentes (estas tltimas contribuindo luz em comprimentos de onda do vermelho longinquo).

A Arabidopsis thaliana cresce bem ao ar livre, desde que nas horas de maior intensidade luminosa fique protegida da
irradiagdo directa; a colocagao das plantas deve ser de tal maneira, perto de um canto formado por duas paredes ou
sob uma pala, de modo a que a 56 recebam luz solar directa no inicio ou no fim do dia; em sendo observado este
cuidado, pode dizer-se que a luz nas condigdes de Portugal nao constitui qualquer problema e que as plantas suportam
bem variagbes entre dias enevoados e dias limpidos, seja de Verdao ou de Inverno (assume-se, nesta afirmacao, que as

restantes condiges de crescimento ndo sio de modo a implicarem stress para as plantas). Uma medigdo realizada em
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29 de Agosto de 1995, num dia de céu limpo, deu um méximo de 325 }J.Einstein'rnfzsf1 recebido pelas plantas (que
nao pareciam dar sinais de excesso ou falta de luz) em penumbra e através de uma rede protectora de pléstico de cor
branca, até ao momento, cerca das 19 horas, em que a luz solar passou a incidir directamente (passou a 700
p,Einstein‘milsil, mas declinando rapidamente). Quanto a luz artificial, parece dever ficar no intervalo entre os 100

e os 150 p,mol'mﬂsi1 [Estelle & Sommerville, 1987; Putterill et al., 1995].

O fotoperiodo utilizado tem grande importincia no controlo do desenvolvimento (cf. sec¢ao d-ii). Dado que com a
Arabidopsis thaliana um fotoperiodo curto (por exemplo 8 horas de luz por cada 24 horas) nio ¢ propicio ao
desenvolvimento das inflorescéncias, mesmo que jd se tenha dado a transicio para a fase rreprodutora, pode nessas
condigdes maximizar-se o crescimento estritamente vegetativo; com este retardamento do desenvolvimento
reprodutivo, as plantas continuam (se bem que nao indefinidamente) a desenvolver-se vegetativamente, pela expansio

das folhas da roseta e prolongamento e ramificacdo das raizes.

A temperatura considerada ideal para o crescimento em laboratério da Arabidopsis thaliana situa-se entre os 22 ¢ os 25
°C. E frequente, em camaras de crescimento, baixar-se a temperatura em 2 a 4 °C durante o perfodo nocturno (por
exemplo 22 °C de dia com 70% de humidade relativa e 18 °C de noite com 80%, usando fotoperiodo longo
[Antonovics, 1973]). Esta margem de temperatura define-se pela maior velocidade de crescimento atingida, por isso
deduz-se que temperaturas mais elevadas ou mais baixas reduzem o crescimento. Estes limites foram definidos em
genétipos provenientes da Europa Central, e é conhecida a sensibilidade de alguns desses genétipos a temperaturas
da ordem dos 30 °C, que em certos casos sdo andlogas a mutantes sensiveis a temperatura que recuperam o
crescimento normal por suplementagdo com nutrientes organicos [Griffing & Scholl, 1991; Rédei, 1969]. Dada a larga
distribuigao desta espécie [Kranz, 1976], inclusivamente nas regides mediterrinicas, é possivel que as condigdes
geralmente tidas como “6ptimas” tenham de ser verificados com amostras de outras proveniéncias com climas bastante

diferentes.

Se o crescimento ¢ feito em agar, dado que se faz em compartimentos isolados (tubos ou placas de Petri), coloca-se

o problema da temperatura no interior dos mesmos, que pode elevar-se muito.

Tanto ao ar livre como em estufa a presenga de outros organismos ¢ inevitdvel: algas, musgos e fungos sio comuns, mas
estes ultimos podem ser patogénicos e, pelo menos em estufa, tém de ser controlados com fungicidas; a maior ameaga
para as culturas de Arabidopsis thaliana, porém, estd nos insectos, e acima de tudo os afideos, que nas culturas ao ar livre
sao presenga certa a partir da Primavera. Outras presengas indesejiveis sdo larvas de insectos, que podem devorar
dezenas de plantas cada uma. A solugao adoptada por um viveiro para a eliminagao de insectos [comunicagdo pessoal

de George Coupland, John Innes Centre, Norwich] ¢ a fumigagdo periédica com nicotina.
iii. Nutrientes e densidade de sementeira

A Arabidopsis thaliana adapta-se a praticamente qualquer regime nutritivo, seja ele pobre ou rico, para conseguir

completar o seu ciclo de vida com a produgio de algumas sementes pelo menos [Sroka, 1967]. Mas ¢ também em

. < -2 -1 -2 .
As unidades SI sio Jm s ou Wm °, nem sempre sendo possivel converter exactamente de unidades como lux,
P -2 -1 . S ~ . . .
MEinstein'm “s  ou Wmol'm s . O autor cinge-se em cada caso as informagdes disponiveis da literatura ou do aparelho

utilizado.
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resposta a nutri¢ao disponivel que esta planta exibe o méximo da sua plasticidade fenotipica em todos os seus caracteres
[Pigliucci et al., 1995]. Se por exemplo o experimentador quiser obter 10000 sementes por planta, o que se diz ser
possivel cultivando em solo [Meyerowitz, 1987], terd de saber optimizar, além das condigdes de luz e temperatura, a

nutrigio mineral.

Em primeiro lugar, a disponibilidade dos nutrientes implica limites a densidade de sementeira; por outras palavras,
o factor densidade ¢ tanto mais importante quanto mais pobre for o substrato [Myerscough & Marshall, 1967], o que
até pode ser explorado na utilizagio de Arabidopsis thaliana como bioindicador. Embora seja possivel semear até 10
individuos por cm’, os espagamentos de 5 ¢cm sdo o recomendado para culturas em solo [Lawrence, 1966]. Mesmo
que se pretenda compensar o efeito de uma maior densidade por suplementacio do solo com nutrientes, hd que contar

ainda com outro limite, que ¢ o da sombra de uns individuos sobre os outros.

E de admitir que vérios laboratérios a trabalhar regularmente com Arabidopsis thaliana tiveram de passar algum tempo
a testar diferentes combinagdes de substratos até conseguirem chegar a uma que satisfizesse as necessidades que tinham
de rendimento e reprodutibilidade. Em lugar de recomendar-se uma receita baseada em produtos que se possam
encontrar disponiveis comercialmente em Portugal, visto que nao foram testados, é preferivel formular algumas
sugestdes gerais quanto a sua escolha: a areia, quando devidamente tratada ([Myerscough & Marshall, 1967]; cf. terceiro
capitulo, seccio a), constitui sempre um substrato adequado, mesmo que relativamente pobre. A suplementacio da
areia com solug¢des nutritivas ¢ uma possibilidade 6bvia [Myerscough & Marshall, 1967], mas que se pode revelar muito
trabalhosa se exigir varios adicionamentos ao longo de uma experiéncia, para além dos riscos de hiperosmolaridade;
pode ter como alternativa vantajosa a intercalagio de uma camada de granulado nutritivo perto da base do recipiente
para o substrato, a qual se vai libertando progressivamente com o movimento de capilaridade da dgua de rega. A
suplementagdao com composto, turfa ou solo tem a desvantagem de poder ser menos reprodutivel, mas pode ser mais

benéfica para as plantas e serd do maior interesse na utilizagio da Arabidopsis thaliana como organismo bio-indicador.

Quanto a estrutura do substrato, a figura 1.2 ilustra o que parece ser o consenso para a cultura de Arabidopsis thaliana
[Lawrence, 1966; Cetl et al., 1970].

[EVAPORAGAO

CANCD

' ' —

7 /\@/_\:\'\ ~——=— CAMADA PARA SEMENTEIRA
O
4 PN 2

SUBSTRATO NUTRITIVO

CAMADA DE SUPORTE

FLUXO DE AGUA
DE REGA

Figura 1.2 — Esquema da estrutura do solo a utilizar em culturas de Arabidopsis thaliana. A camada de
sementeira deve ter até 1 cm de espessura, ser totalmente livre de compacgdo, e finamente peneirada; a
camada intermédia (substrato nutritivo) deve corresponder a 2/3 do restante (por exemplo 4 c¢m, ou 10

cm), ficando 1/3 para a camada de suporte, por exemplo cascalho (respectivamente, 2 ou 5 cm).
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d. Desenvolvimento dos eixos florais

Neste trabalho o termo indugao floral designa uma mudanga no padrao de crescimento da parte aérea, em que cessa
a formagado de novas folhas na roseta e o eixo do caule ird prolongar-se e ramificar-se para servir de suporte a uma ou
mais inflorescéncias. O termo inglés usado para esta transigao ¢ bolting (um dos significados do verbo to bolt é

endireitar), pois resulta num crescimento na vertical do caule e suas ramificacées.
1. Morfologia

A partir da indug@o floral, o comportamento do meristema apical caulinar, se bem que com a mesma estrutura interna,
resulta numa morfologia marcadamente diferente da parte aérea: os entrends passam a ser muito mais longos, cada né
produz uma folha apeciolada e uma gema axilar, e 0 ndmero de nés ¢é limitado; depois do ltimo né foliar inicia-se uma
inflorescéncia em cacho simples, sem bricteas, de tipo indeterminado e acropétala (isto ¢, a ordem de maturagio das
flores, centripeta, comega na mais antiga, junto a Gltima gema axilar, e continua no sentido do é&pice) [Gola et al.,

1959]. A figura 1.3 esquematiza uma planta nesta fase.

Cada gema axilar, por sua vez, pode também desenvolver pelo menos um eixo que recapitula todo este processo,
inclusivamente produzindo uma ou mais gemas axilares (figura 1.4) — a ramificacdo do caule ¢, assim, também

. . 1
indeterminada .

A resposta a sombra, mediada pela indugio do gene PHYA, traduz-se também nesta fase do desenvolvimento por uma menor
ramificagio do caule e aceleragao da floragio, interpretivel como uma estratégia “altruista” de encerramento do ciclo de vida,

na impossibilidade de atingir um maior desenvolvimento vegetativo [Callahan et al., 1997]. O crescimento indeterminado dos
cixos florais é mantido pela actvidade do ji referido locus TFL, que inibe a expressao de LFY e de outro iniciador das
inflorescéncias, AP/, no meristema apical caulinar; pelo contririo, a actividade do gene AG, para além de participar na
determinagao dos estames e carpelos das flores, implica a cessagdo da CZ do meristema, como o sugerem os mutantes ag , cujas

flores sao aparentemente indeterminadas, com vdrias repeti¢oes de sépalas-pétalas-pétalas [Meyerowitz, 1997].
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Figura 1.3 — Esquema de uma Arabidopsis thaliana nas Figura 1.4 — Esquema da mesma planta da figura 1.3
primeiras fases de desenvolvimento do eixo floral numa fase de desenvolvimento posterior, ja com uma
principal. ramificagdo desenvolvida.

O momento da transigdo do crescimento em roseta para o crescimento vertical ¢ uma caracteristica importante para
o estudo da variagao em Arabidopsis thaliana (cf. segundo capitulo, secgdo a). Nas formas de floragao precoce (cf. secgao
seguinte), esta transi¢ao ¢ prontamente assinalada pela presenga de um botdo no centro da roseta que, com fotoperiodo
longo, em poucos dias deverd comegar a subir por alongamento dos entrends do caule; nas formas de floragio tardia,
essa transigdio pode ser muito anterior ao alongamento do caule, sendo considerado mais rigoroso observar
directamente os primérdios florais (que se evidenciam por serem mais redondos e palidos que os foliares) para

confirmara a passagem para a fase reprodutiva em cada planta [Cetl et al., 1970].

A filotdxia da inser¢ao das folhas e flores parece ndo seguir um padrio uniforme para a espécie [discussdo em Miiller,

1965].
11. Sinais para o inicio do desenvolvimento dos eixos florais

A Arabidopsis thaliana é uma espécie de dia longo facultativo, isto é, na natureza o crescimento na vertical inicia-se
P Y b
quando o periodo de escuro dura menos de 12 horas, mas esta limitagao parece nao ser rigida: se se mantiver a planta

com fotoperiodo curto (por exemplo 8 horas de luz por cada 24 horas) ela levard mais tempo a iniciar este
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crescimento, mas acaba por fazé-lo.

Quando se disponha de uma camara de crescimento, e se pretenda um ciclo de desenvolvimento e reprodugao rapido,
o melhor regime ¢ a iluminagdo continua [Antonovics, 1973; Cetl 1965]. Nas condicdes de Portugal, quando a cultura
seja feita ao ar livre ou se, dentro de uma estufa, ndo houver suplementagao da luz natural, as sementeiras tém de ser
feitas entre a Primavera ou meio do Verdo, para que as plantas possam florescer ainda com fotoperiodo longo; sendo,

podem s6 produzir flores na Primavera seguinte.

No sentido de se poder controlar a época em que as plantas iniciam o crescimento vertical ¢ também necessario
conhecer as caracteristicas das plantas com que se trabalha, em termos de indugdo e desenvolvimento dos eixos florais,
que nesta espécie variam muito entre populagdes (cf. segundo capitulo, secgao a). Em particular, hd proveniéncias que
requerem um periodo de vernalizagdo, ou seja de permanéncia a temperaturas baixas. Sem vernalizagdo, o tempo para
a indugdo floral, mesmo que com fotoperiodo longo, pode variar entre 3 a 4 semanas (floragdo precoce) e cerca de
6 meses (floracio tardia) apds a sementeira [Napp-Zinn, 1976]; com vernalizagio, as plantas de floragao tardia podem
florir muito mais precocemente [Ratcliffe, 1965; Kranz, 1976], o que em termos de utilizagdo laboratorial pode ser
muito importante, nao s6 em termos do tempo dispendido mas também para facilitar a comparagio com plantas de

floragdo precoce.

A vernalizacio requer, para que se dé uma indugio floral precoce, temperaturas perto do ponto de congelagiao (em
termos experimentais, pois ecologicamente admite-se que até aos 10 ou mesmo 15 °C serdo efectivos [Ratcliffe,
1965]) e fotoperiodo curto [Laibach, 1965]; as fases de desenvolvimento onde tem de ser aplicada correspondem a
semente em germinagao (cf. secgdo b-i) ou entdo sé a partir dos 15 a 20 dias apés a germinagio [Rédei, 1969].
Concluida a vernalizagdo, que pode ter de durar 3 semanas ou até mais [Cetl et al., 1970; ver também Ratcliffe, 1965],
as plantas sdo colocadas a temperatura ambiente e mantidas em fotoperiodo longo para produzirem flores
precocemente. Se tal ndo acontecer (vernalizacdo insuficiente), pode tentar compensar-se com alta intensidade

luminosa ou com aplicagdo de cinetina [Rédei, 1969].

iii. Correlagio entre o desenvolvimento da roseta e o momento de transigio para a

fase reprodutiva

O namero de folhas da roseta, dentro das mesmas condi¢Ges ambientais e com o mesmo genétipo, depende do tempo
que medeia entre a germinagio e a indugao floral, mas cada folha da roseta continua a desenvolver-se mesmo depois
de terem sido acrescentadas outras folhas novas. Pode dizer-se que a assimilagdo pela planta a partir da indugao floral
depende do desenvolvimento da parte vegetativa: individuos com floragao retardada, seja porque foram cultivados em
fotoperiodo curto seja porque tém certas mutagdes, mostram um crescimento vertical muito vigoroso, e um maior

namero de flores que o normal [Rédei, 1969; Coupland, 1995]1,

Experiéncias de competi¢io (em condigdes de estufa) entre os mutantes de floracao tardia, nos loci GI, CO e LD e

Os mutantes nos loci GI, CO e LD tém um atraso da floragao em dias longos, mas quando se aplica no meristema apical caulinar
o antimetabolito 5-bromodesoxiuridina (BrdU), que retarda transientemente a actividade mitética nesta estrutura, tém um

comportamento normal [Rédei 1975]; CO ¢ responsavel pela indugao do locus LFY, que participa na iniciagao da inflorescéncia

[Simon et al., 1996].
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individuos normais mostraram a possibilidade de um maior fitness destes mutantes [Rédei, 1969], mas as caracteristicas
de muitas populagdes naturais, que tém floracio precoce (cf. segundo capitulo, secgio a) levam a colocar alguma
precaugio neste resultado: as condi¢des naturais nem sempre favorecem fenétipos de floracio tardia, apesar do seu
vigor vegetativo ser previsivelmente maior. Acrescente-se que, apesar de haver uma correlagdo positiva entre o tempo
de transigdo para o crescimento vertical e o nimero de folhas da roseta, o ntimero de frutos em plantas de floragao

tardia pode ser mais reduzido [Pigliucci & Schlichting, 1995].
e. Polinizacio

Embora tecnicamente ndo seja facil, a polinizagdo cruzada em Arabidopsis thaliana figura obrigatoriamente entre as
manipulagdes desta planta que é importante dominar. Procurar-se-do transmitir neste capitulo as recomendagées dos

que a praticam por rotina e juntar algumas observagdes préprias.
i. Morfologia da flor

As flores de Arabidopsis thaliana sdao, como as das cruciferas em geral (figura 1.5)", constituidas por 4 sépalas verdes,
alternando radialmente com 4 pétalas brancas, 6 estames (2 dos quais mais curtos) com antera e p6len amarelos, e 2
carpelos cujos estigmas estdao fundidos e exibem, na altura da receptividade, pelos transparentes relativamente longos,
a formar uma estrutura em “escova”. Nessa altura, uma flor de Arabidopsis thaliana tem aproximadamente 2,5 mm de

comprimento desde a base do cdlice [Antonovics, 1973].
1. Desenvolvimento da flor e procedimento para a polinizagio artificial
(1) Inflorescéncia

Ao longo do eixo de cada inflorescéncia héd flores em sucessivos estddios de desenvolvimento, pelo que em qualquer

momento da fase reprodutiva de uma planta ¢ possivel encontrar uma ou mais flores em cada inflorescéncia que

Os loci AP2, AP3, PI e AG sdo, conjuntamente, os responsaveis pela determinagio da identidade dos érgaos florais (figura 1.5).
A expressio de AG abrange o circulo central do meristema floral e ¢ circundada pela zona de expressiao de AP2, com o qual nio

se sobrepde; formando uma coroa intermédia, que se sobrepde parcialmente as duas dreas definidas pela expressio de AP2 e AG,
estd a expressio de AP3 e PI. Correlacionando os fenétipos dos mutantes em cada um destes loci com esta distribuicio da
expressao dos quatro genes, concluiu-se que, da periferia para o centro, e por ordem cronolégica na ontogenia, AP2 sozinho
determina as sépalas, AP2+ AP3 + PI determinam as pétalas, AP3 + PI + AG determinam os estames, ¢ AG sozinho determina
os carpelos. AG também suprime o crescimento indeterminado do meristema floral (cf. secgao d-i). MutagGes nestes loci resultam
em alteraces na identidade dos 6rgaos florais, e por isso se diz que estes genes sao homedéticos: por exemplo os fenétipos apetala,
no caso dos mutantes apZi, caracterizam-se por duas coroas simétricas de estames e Carpelos (estes na periferia e no centro), pois
verifica-se que a expressio de AG passa a alargar-se a zona de expressdo de AP2; no caso dos ap3 , hd duas coroas de sépalas ¢ duas
de carpelos. Jd o espacamento entre os primérdios florais (mas nao vegetativos) é determinado pelo locus PAN, reconhecido através

de mutantes com pétalas em excesso (todas as referéncias relevantes a estes genes estao revistas por Meyerowitz [1997].
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. o < - C
estejam em condigbes para remogido das anteras (emasculagio) e subsequente polinizagio . As restantes flores, que
deverdo ficar auto-polinizadas, ndo tém de ser removidas apds a polinizagdo, pois a ordem das flores nas inflorescéncias

ndo se altera e a posicio das flores manipuladas pode ser registada sem ambiguidades.
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Figura 1.5 — Diagrama floral (traco grosso) e modelo «<ABC» (vide texto) de determinagio dos 6rgaos florais a partir do meristema
floral. O circulo a tracejado define o limite do meristema floral para melhor situar a localizagio dos mRNAs de cada gene. A =

AP2,B = AP3 + PI,C = AG.
(2) Emasculagao

O desenvolvimento da flor ¢ ligeiramente protoginico, ou seja, o gineceu adianta-se no seu crescimento ao longo do
eixo da flor em relagdo ao androceu [Antonovics, 1973; Estelle & Sommerville, 1987]; posteriormente, com a corola
bem aberta, j& os estames atingiram o estigma e as flores encontram-se auto-polinizadas. A antese dd-se ainda antes
dos estames mais compridos alcangarem o estigma, e essa etapa marca o Gltimo estddio do desenvolvimento da flor em
que ¢é possivel obviar a autopolinizacio por remogao das anteras. Identifica-se esta fase a olho nu pelo facto de as pétalas
ja serem mais compridas que as sépalas (a flor tem 2 mm de comprimento), mas nao o suficiente para que a corola
se encontre totalmente aberta, antes continuando as pétalas paralelas ao eixo de simetria da flor. Em fases mais

precoces, dado que a flor é (ainda) mais pequena e porque as sépalas ainda encerram por completo os estames, é mais

O locus ER estd envolvido em diversos aspectos do crescimento das inflorescéncias, sendo o mutante induzido por Rédei (numa
linha Landsberg, cf. terceiro capitulo, secgdao a) caracterizado por uma disposigio anormal das flores na inflorescéncia,

presumivelmente por deficiéncia do crescimento do eixo que as suporta: uma imagem caracteristica deste mutante ¢ a
aglomeragio de botdes florais, flores e frutos no topo da inflorescéncia. A maior rigidez dos eixos florais estd na origem do nome
erecta dado a este fenétipo, mas a expressdo desta mutagdo observa-se na morfologia de varias outras estruturas (por exemplo,
pedicelos e frutos curtos). Esta linha (abreviadamente designada Ler) tornou-se talvez no principal background para a indugao de

mutagdes (cf. segundo capitulo, secgao b), pela conveniéncia de efectuar as polinizagdes neste tipo “compacto” de inflorescéncia.
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dificil de manipular. No entanto, como também hé flores numa fase em que o estigma chega a projectar-se além dos
limites das sépalas, também ¢é possivel realizar-se a polinizagdo prévia a antese sem danificar as flores e até sem
emasculd-las. Nesse caso, recobrindo-se completamente o estigma com o pélen do parceiro de cruzamento, a

possibilidade de autopolinizagao pode ser diminuta [Antonovics, 1973].

A emasculagido pode ser feita com o auxilio de uma lupa binocular, mas ¢é frequente as inflorescéncias crescerem a uma
altura que ja ndo poderem ser focadas por este instrumento. Uma lupa de mao em posigao fixa ou um 6culo de
relojoeiro (5 — 10X) sdo geralmente preferiveis. Em qualquer caso, ¢ indispensavel uma iluminagao suplementar das

flores para realizar a operagio.

Segura-se a flor que se escolheu para emascular entre o polegar e o indicador de uma mio, enquanto com a outra mao
as anteras sio removidas com uma pinga ou uma tesoura microcirdrgica. Qualquer dano ao gineceu, a corola ou ao
célice, mesmo que se trate duma leve quebra de uma das pegas florais de protecgdo, pode comprometer o éxito da

polinizagio — esta ¢ uma tarefa que requer bastante prética para comegar a dar resultado por rotina.

Alternativamente, pode construir-se um dispositivo de sucgdao dos estames para um tubo de calibre adequado,

accionado pelo operador por intermédio de um pedal eléctrico [Rédei, 1969].

Segundo parece, com suficiente treino e pericia chegam a poder executar-se 20 a 30 polinizages artificiais por hora
[Estelle & Sommerville, 1986]. As flores polinizadas apés emasculagao podem dar cerca de 20 sementes hibridas cada
uma, pelo que na maior parte das circunstincias apenas algumas flores terdo de ser polinizadas para conseguir-se uma
F, suficientemente grande. Se se pretenderem grandes nimeros de semente hibrida — mas abdicando da possibilidade
de cruzamentos recifprocos — entido ¢ preferivel recorrer a mutantes que facilitam a polinizagio cruzada,
nomeadamente a do mutante “as” (asymmetric rosette leaves), que desenvolve o gineceu prematuramente, alguns dias antes
da antese [Barabas & Rédei, 1971]. Actualmente sio preferidos os mutantes “ms” (male sterile) que tém tio pouco
pélen, ou mesmo nenhum, que s6 se reproduzem quando polinizados artificialmente [Antonovics, 1973; Estelle &

Sommerville, 1986].
(3) Colheita e aplicagdo do pdlen

O pélen, que nio ¢é particularmente abundante, deve ser obtido de flores plenamente desenvolvidas (corolas abertas)
e recolhido num pequeno quadrado de papel, que se dobra ao longo da diagonal de modo a formar um vértice que se
direcciona para o estigma. Alternativamente, usa-se um pincel para realizar a transferéncia do pélen recolhido para

o estigma.
(4) Prdtica dos cruzamentos

A emasculagdo requer que as sementeiras tenham sido feitas em pequenos vasos (ou caixas rasas, se isso melhorar as
possibilidades de utilizar uma lupa binocular para a polinizagdo), de preferéncia com uma planta cada. Dependendo

do nimero de tentativas que se considera necessario, assim se dimensiona o nimero de plantas a preparar.

Se se pretenderem fazer cruzamentos reciprocos, para a detecgio (ou rejeigao) de efeitos maternos ou hereditariedade

citopldsmica, ambos os genétipos a cruzar terdao de ser emasculados.

Os pélens, dado que esta planta produz pouca quantidade, serdo preferencialmente colectados de culturas em massa
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feitas a parte (ndo necessariamente em simultineo com as dos parceiros de cruzamento, mas neste caso deverdo ser

conservados no frigorifico ou no congelador).

A auto-polinizagio na prépria flor que se emasculou é uma possibilidade, pelo que os progenitores tém de estar
marcados geneticamente, tal que o feminino seja homozigético para um alelo recessivo em relagao ao alelo que provém
do pélen: deste modo, s6 as verdadeiras F, (derivadas do pélen transmitido artificialmente) apresentardo o fenétipo
dominante, distinguindo-se das plantas resultantes de autopolinizagao apresentadoras do fenétipo recessivo. £ sempre

de contar com uma percentagem de falsas F,, por isso a vantagem de um reconhecimento precoce do fenétipo materno

na descendéncia deve guiar a escolha da muta¢io marcadora.

O retrocruzamento da F, polinizando-a com o pélen do genétipo materno, acarreta trabalho de cruzamentos
desnecessirio, pois a F, obtida por autopolinizagao ¢ ficil de obter e em grandes quantidades; quando se esta a analisar
a segregagdo de um fenétipo mutante induzido, o retrocruzamento tem a desvantagem de nio permitir observar a

segregagdo de outros genes que possam ter sido mutados em simultineo com o que se estuda [Last & Fink, 1988].
f. Frutos

Uma vez polinizadas as flores, o primeiro sinal do desenvolvimento dos frutos ¢ o alongamento do gineceu, antes
mesmo da senescéncia dos restantes 6rgaos florais. Este crescimento prolonga-se até uma extensao para ld de 1 cm,
produzindo-se uma siliqua verde, e ligeiramente encurvada, que ao fim de 2 semanas pds-polinizagio comega a
amadurecer. As sementes estio maduras (e eventualmente em dorméncia) quando a siliqua estd totalmente seca —

a qual se abre espontaneamente ao mais leve toque, para as libertar.
i. Morfologia

Conforme a anatomia do ovario [Sessions & Zambryski, 1995], o fruto ¢ biloculado com um septo mediano (chamado
replo), resultante da fusio das margens desses carpelos (figura 1.6). As sementes, de inser¢do parietal nas margens dos

. . . I
l6culos, ficam por isso ligadas ao septo enquanto se desenvolvem e amadurecem .

Figura 1.6 — Siliqua madura. Desenho segundo ilustragées em Sessions & Zambryski

[1995]. 1, pedicelo; 2, replo; 3, sementes (acinzentado); 4, valva; 5, vestigio do estigma.
1. Colheita das sementes

Como ja referido anteriormente (cf. secgdo b-i), caso se pretenda evitar que as sementes entrem em dorméncia, é
importante colhé-las antes do amadurecimento final dos frutos, por exemplo quando comegam a transitar do verde

A A

para o amarelado e o tegumento das sementes ainda ¢ relativamente descolorido; é necessdrio bastante cuidado na

Diversos alelos mutantes do locus ETT [Sessions & Zambryski, 1995] caracterizam-se por alteragdes na construgio do gineceu
(e desenvolvimento da siliqua, quando nao sejam estéreis), atribuiveis a erros na coordenagio da informagiao posicional sensu

Wolpert dentro do carpelo entre ovirio, estilete e estigma, e entre os dois léculos, etc..
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manipulagio destes embrides, e a sua sementeira tem de ser imediata.

Quando se fazem sementeiras densas, e principalmente pela tendéncia dos eixos florais para se ramificarem e
encurvarem, ¢ bastante provével que estes se entrelacem de tal maneira que a colheita das siliquas uma a uma seja
complicada e morosa. Mas devem ser poucas as situagdes, como quando se pretende a colheita de sementes antes da
maturagio, em que colher uma a uma seja necessario — hd meios expeditos de fazer colheitas em conjunto: cessando-
se a rega, as plantas secam em poucas semanas (em geral completando a maturagio das sementes), para em seguida
poderem cortar-se os eixos florais pela base, separando-os das rosetas, e transferirem-se todos os frutos presentes nesse
emaranhado para uma folha de papel suficientemente grande (tanto a operagao de corte como a de transferéncia
implicam algum cuidado para que se minimize a queda de sementes); o papel ¢ em seguida enrolado a volta dos eixos
florais, o que permite a recolha da maior parte das sementes, que sao finalmente separadas do resto do material vegetal

passando-as por um crivo (ou um vulgar passador) com cerca de 1 mm de malha.

Quando se pretendem individualizar as descendéncias de cada planta, seja para contagem de letais (cf. segundo capitulo,
secgdo b-iii) ou para anélise de segregacGes, entdo as plantas tém de estar completamente separadas entre si, ou por
espagamento ou por sementeira individual em vasos. Feenstra [1967] verificou que a protecgio lateral dos eixos florais,
com uma manga de polietileno, faz com que quase ndo se percam sementes — sem duavida porque as protege das
deslocagoes de ar. Mal comece a aparecer a primeira flor do eixo principal, um tripé de 30 cm de altura por 7 cm de
lado ¢ enterrado em redor da planta, sendo-lhe fixada a manga com clips, deixando um espago de arejamento rente
ao solo, eventualmente suplementado de pequenos orificios a 5 cm do solo. Na altura da colheita soltam-se os clips,
corta-se a base dos eixos florais, sela-se a manga apertando-a a essa base, em seguida pressionando-a lateralmente para
soltar as sementes, analogamente ao descrito acima. O problema deste processo, em estufa pelo menos, ¢ a dificuldade
acrescida em combater os afideos e outros insectos. Existe uma variante deste procedimento (“pods-a-plenty”), usando

garrafas de pldstico de 1.5 litros fixadas a margem dos vasos [www1/4].
1. Factores determinantes da produgio de sementes
(1) Factores ambientais

Virios estudos, alguns dos quais bastante detalhados, [Pigliucci et al., 1995], identificaram o nivel de nutrientes, em
comparagdo com o de rega ou de iluminagao, como o factor que mais distintamente influencia a produgao de sementes.
A nutrigao das plantas influencia nomeadamente a ramificagio do caule e consequente nimero de inflorescéncias, entre

outros caracteres [Pigliucci & Schlichting, 1995].

Se é importante obter muitas sementes por planta, a sementeira deve fazer-se em solo; o espagamento dado e a riqueza
nutritiva do substrato devem ser tais que providenciam o maximo de crescimento das plantas — eventualmente
amplificado por regimes de fotoperiodo e temperatura que adiem a floragao para que a roseta atinja grandes dimensées.
Uma vez induzida a floragdo, o fotoperiodo deve ser longo, a temperatura préxima dos 25 °C e os nutrientes
disponiveis suficientes para suprir as vigorosas plantas que se desenvolveram. Meyerowitz [1987] refere que em
condicées adequadas uma s6 planta produz frutos quase indefinidamente, sendo possivel chegar-se as 10000 e mesmo

as 50000 sementes por individuo.
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(2) Factores genéticos

Em heterozigéticos produzidos por polinizacio cruzada entre linhas homozigéticas de Arabidopsis thaliana [Cetl, 1987],
o nimero de sementes ¢ a caracteristica onde mais fortemente se expressa a heterose; em contraste, as caracteristicas
temporais (nimero de dias desde a germinagdo até ao primérdio floral, etc., até a maturagao da primeira siliqua, assim
como o correlato ndmero de folhas na roseta) mantém-se inalterada nos heterozigéticos. E assim de esperar que,
quando se realizem cruzamentos entre progenitores de backgrounds genéticos diferentes, as F| produzam mais sementes
(talvez para cima do dobro, segundo os dados desse estudo) que os respectivos progenitores crescendo em paralelo e
nas mesmas condigdes. Quando se trate de cruzamentos entre linhas puras com o mesmo background (por exemplo
entre um mutante homozigético e a linha onde foi induzida a mutagio) tal efeito de heterose deverd ser mais a
excepgao do que a regra, embora o trabalho de Cetl [1987] indicasse a possibilidade de sobredomindncia num locus
ser determinante dessa heterose — por isso, quando se verifique esse efeito num heterozigético contendo essa nova

mutagio, é importante estar alerta para a eventualidade no sentido de ser submetida a anilise genética.
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Segundo capitulo
A VARIACAO GENETICA EM ARABIDOPSIS THALIANA
g. Populagdes naturais

Desde hd décadas que se reconhece na Arabidopsis thaliana uma notéria diversidade natural no que concerne
aos tempos de floragao, a qual se atribui grande parte da capacidade desta espécie de colonizar os mais
diversos habitats, desde a Noruega até ao arquipélago de Cabo Verde, do planalto do Pamir a Alemanha e
a Libia [Rédei, 1969]. O facto de ser uma planta autogdmica levaria a supor que cada populagio seja
constituida por apenas algumas linhas puras, ou mesmo ser virtualmente isogénica. Porém, a realidade nao
parece ser essa: amostragens relativamente abrangentes revelaram que numa determinada populagao pode
existir heterogeneidade genética e que uma larga proporgao dos individuos dao descendéncias marcadamente
heterogéneas também [Cetl, 1965, 1987; Karbe & Rébbelen, 1968; Napp-Zinn, 1976; Kranz, 1976]. Tal
deve-se provavelmente a situa¢des de polimorfismo equilibrado, isto ¢, 8 manuten¢ao de uma proporgao
significativa de heterozigéticos em diversos loci na populacao, por vantagem em relagao aos homozigéticos
(heterose) [Kranz, 1976; Usmanov et al., 1978; Cetl, 1987]; a tendéncia para o polimorfismo ¢ um pouco
facilitada pela polinizagao cruzada [Cetl, 1987], provavelmente mediada por insectos, que se pode presumir

atingir mais de 29 em populages naturais [Lawrence & Snape, 1971].
1. A floragio e a dorméncia na adaptagio aos habitats

A Arabidopsis thaliana é considerada, em fungao da sua localizagdo predominante, uma espécie europeia, mas
certos autores véem o seu centro de origem nas regides do Afeganistao, Tadjiquistao, e cordilheira dos
Himalaias, onde ocorrem muitas das outras espécies do mesmo género [Rédei, 1969]. Em todo o caso, a
sua diversificagao fisiolgica na Europa e costa norte de Africa tem levado 4 sua utilizacio como modelo de

adaptacgao ecoldgica para muitas espécies anuais com distribuicao semelhante [Ratcliffe, 1965].

Segundo Laibach [1965], as espécies anuais sdo classificadas em anuais de inverno que se desenvolvem
vegetativamente durante o outono e inverno para florirem na primavera, € anuais de verao que s6 germinam
depois de passarem o inverno como sementes. Na Arabidopsis thaliana ha populagdes de inverno assim como
as hd de verdo, o que se considera reflectir o potencial adaptativo da espécie a diversos climas, solos e
fitocenoses; o reconhecimento precoce desta variacao levou a que as colecgdes de germoplasma tivessem
sempre sido caracterizadas nao s6 em termos de morfologia como também de tempo de floracao [Rédei,
1969; Rébbelen, 1965]. O comportamento sazonal da Arabidopsis thaliana na Inglaterra central é paralelo ao
de outras plantas anuais, o que nao s6 indica uma convergéncia fisiolégica entre diferentes espécies, mas
acima de tudo sugere que os caracteres determinantes da época de germinacao e de floragao podem ter uma
forte correlagio com a adaptacio geogréfica [Ratcliffe, 1965]. Em conformidade, Ratcliffe procurou
estabelecer uma classificagdao para as populacoes europeias e da bacia mediterranica, subordinando-as as
regies climéticas correspondentes. Segundo as temperaturas e regime de chuvas, assim em cada populagao
prevaleceriarn os gendtipos que germinem e floresgam nas épocas mais propicias a permanéncia dessas
populagdes. Deste modo, Ratcliffe [1965] definiu 4 classes de populagbes de Arabidopsis thaliana segundo a

localizagao geogréfica e postulou os padres de dorméncia das sementes e indugao floral mais adequados
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(tabela 2.1):

Tabela 2.1 — Caracteristicas climaticas e adaptagdo fisiolégica correspondente em Arabidopsis thaliana,

segundo Ratcliffe [1965]

Populagdes Pluv. mix  Temp.inv. Temp.verio Germinagio Vernal.* Dorméncia*
mediterranicas  inverno frio elevada outono +7? 77

atlanticas inverno frio moderada outono + provavel
nérdicas (uniforme) muito frio  fresca out./fim inv. ++ 2?
continentais verao muito frio  elevada primavera - variavel

* note-se a indefinicdio quanto a classe mediterranica

Esta classificacao visa estabelecer uma correspondéncia idealizada entre o ciclo anual de cada populacio e
as condigbes em que o mesmo se desenrola; assim, no clima atlantico — tipificado pela Gra-Bretanha central
— a dorméncia termina entre Agosto e Setembro, o que com o solo molhado implica germinagao e
crescimento o mais tardar no outono mas, por causa do fotoperiodo curto e também da baixa temperatura,
obriga em principio a atravessar o inverno sem haver produgao de flores: as plantas continuam desenvolvendo
a roseta, enquanto se sujeitam a temperaturas préximas de 0 °C (o que constitui uma fase de vernalizagao),
e ¢ a partir de Janeiro-Margo que a actividade de reproducao realmente comega para em Mar¢o-Maio
efectivar-se a maturagao das sementes (as variacoes temporais neste esquema acompanham alatitude: quanto
mais ao Sul, mais cedo se dé a floragao e producao da semente). A dorméncia é assim um meio de evitar que
estas sementes germinem logo a seguir a sua maturagao, ainda na primavera e inicio de verao, pois supoe-se
que a época mais seca do verdo seria altamente prejudicial ao desenvolvimento das plantas,

consequentemente com o risco de desperdicio de recursos genéticos.

No entanto, o controlo da dorméncia constitui apenas uma parte das adaptacoes fisioldgicas aos habitats
demonstradas em Arabidopsis thaliana: nestas populagbes que tipificam o regime atlantico, a indugao floral é
fortemente dependente de um periodo de frio (a vernalizagao referida na tabela 2.1, cf. primeiro capitulo,
secgao d-ii) que previne a precocidade, neste caso a da floracao (evitando que se dé entre o outono e inicio

do inverno).

Em contraste, as populacbes mediterranicas nao deverao requerer dorméncia — s6 no outono a dgua
proveniente das chuvas permitird a germinagao; e “talvez” nao tenham requisito de vernalizagao porque o
clima s6 temporariamente propicia temperaturas proximas da congelagao. O fotoperiodo, ja sendo curto,
nao conduz ao desenvolvimento precoce da inflorescéncia. No extremo oposto encontram-se as populacoes
nérdicas, com um estrito e prolongado requisito de vernalizagao, coincidente com invernos longos, mas uma
provavel auséncia de dorméncia, devido aos verdes breves. Como se vé, segundo este esquema geral trata-se

de trés classes que se separam arbitrariamente no que parecem ser gradientes fisiologicos de requisito de
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vernalizacao (oposta a precocidade de floragao) e de dorméncia (figura 2.1).

Quanto as populacdes em clima continental, onde as temperaturas de outono sao mais baixas e o solo mais
seco que no clima atlantico, nao tenderio a germinar antes do inverno, e se o fizerem nao tém condigoes
para florir sendo na primavera. Para isso devera contribuir um periodo de dorméncia que as faca nao
responder a humidade do solo durante o verao. Por conseguinte, em geral passam o inverno como sementes

e germinam na primavera, mas tém de ser indiferentes a vernalizagao.

MEDITERRANICO : ATLANTICO NORDICO

GRAU DE VERNALIZACAO REQUERIDO

Figura 2.1 — Gradientes fisiolégicos, do grau de dorméncia

das sementes e do requisito de vernalizagio para indugio

floral, das populagoes de Arabidopsis thaliana segundo os trés

regimes climéaticos ndo-continentais da Europa.
Indubitavelmente estas correlagdes com as caracteristicas dos habitats sao sugestivas do significado adaptativo
do ajustamento da duracao da dorméncia nas sementes e da sensibilidade a sinais como a temperatura para
efectivar-se a indugao floral; mas sao demasiado redutoras, por exemplo em relagao as variagoes entre anos
sucessivos: ha populages no clima continental que podem ser “anual de inverno” num ano e no ano seguinte
« < » - T . : :

anual de verdao”, apenas em fungao das flutuacdes climaticas [Laibach, 1965]. Por isso talvez seja menos

significativo tentar submeter a variagio em Arabidopsis thaliana aos conceitos genéricos de ciclo de inverno
ou de verdo, apesar da sua conveniéncia, para em lugar disso referir as populagdes em termos de dorméncia

e de tempo de floragao, precoce ou tardia (cf. secgao iii).

A eventual validade da subdivisao das populagtes de Arabidopsis thaliana segundo as grandes regides climaticas
da Europa nio deixa, em todo o caso, de perder-se a nivel local. Um exemplo bem documentado de
heterogeneidade local é o de populagdes presentes numa regido relativamente pequena da Moravia,
distribuidas por diversas altitudes [Cetl, 1965, 1978], onde a baixas altitudes (e temperaturas mais altas)
predominam ciclos de inverno e nas maiores altitudes um ciclo de verao. Muitas destas populagdes pareciam
conter bastante heterogencidade de tempos de floragao [Cetl, 1965], e demonstrou-se que essa
heterogeneidade era determinada geneticamente [Cetl, 1987]. Outro exemplo de heterogeneidade local em
Arabidopsis thaliana foi relatado em no Tadjiquistao [Usmanovet al., 1978]. Uma explicacao sugerida para os
padrdes genoclinais observados refere que a colonizagao das altitudes mais elevadas foi feita a partir das zonas
baixas, acompanhando duas migragées humanas ocorridas séculos atrds, e que nas condigoes climéticas de
maior altitude o requisito de vernalizagao da planta para inducao floral teria deixado de conferir vantagem

adaptativa; em virtude disso, ter-se-iam fixado nessas populag()es genes recessivos aos quais parece estar
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associada uma perda da sensibilidade a vernalizacao (revisto em Cetl [1987]).

Em contraste com a vernalizagao, o fotoperiodo nao influencia a indugao floral, limitando-se a promover o
crescimento vertical do caule [cf. a discussaio em Ratcliffe, 1965]. Cetl [1978] concluiu, alids em
concordancia com Napp-Zinn [1976], que existe uma equivaléncia, em termos de valor adaptativo, entre
a variagao na fisiologia da dorméncia das sementes e na da indugao floral — assim, ¢ o conjunto das
condigdes de fotoperiodo e temperatura, e o estado de dorméncia, junto com a eventual contingéncia de um
requisito de vernalizagdo, que determinam no outono qual é o comportamento das populagoes.
Adicionalmente, registe-se que persiste no solo uma reserva de sementes de Arabidopsis thaliana que nao
germinam mesmo tendo condigoes, permanecendo vidveis mas dormentes para anos subsequentes [Ratclifte,
1976], o que acrescenta alguma complexidade ao quadro de adaptagGes desta espécie no sentido de assegurar

a sua permanéncia nos habitats.
1. Ecétipos de Arabidopsis thaliana

O termo ecdtipo refere uma populagao para a qual se define um conjunto de caracteristicas com suposto
valor adaptativo para o respectivo habitat natural. Em Arabidopsis thaliana essas adaptagoes sao quase sempre
de caricter fisiolgico, designadamente as que determinam as épocas de germinagao e de reproducao, em
contraste com as caracteristicas morfolgicas, que dada a sua plasticidade apresentam variagdes nao-
adaptativas — mas a existéncia de heterogeneidade para o crescimento da roseta ja foi evidenciada em
populagdes naturais [Karbe & Robbelen, 1968]. Mais ainda, ¢ comum verificar-se heterogeneidade genética,
precisamente nas caracteristicas de maior valor adaptativo, dentro de cada ecétipo: assim, numa aparente
uniformidade fenotipica para cada proveniéncia pode albergar-se uma reserva de diversidade genética

importante.

Sabendo-se isto, o uso do termo ecétipo em referéncia a linhas puras utilizadas nas mais diversas
manipulagoes laboratoriais ¢ incorrecto. Mesmo nos “ecétipos” com que se trabalha em laboratério, apesar
de apresentarem heterogeneidade e mesmo que recém-obtidos das colec¢oes de germoplasma estabelecidas,
se tem de questionar se sao ainda representativos das populagdes originais (ou de quaisquer populacoes
naturais de Arabidopsis thaliana): nas sucessivas geragdes de manutengao ex-situ ¢ extremamente dificil
controlar a erosao genética, nao sé por via da eventual fixacao de alelos mas sobretudo pela diminuicao da
frequéncia de genétipos heterozigéticos, sem os factores que na natureza os contrabalancam. Tais
consideragoes podem nao ter grande relevancia para a maior parte do trabalho com Arabidopsis thaliana, mas
terao de ser levadas em conta para o estudo da relagao entre o patriménio genético das populagdes e os

padrdes de adaptagao desta espécie.

As investigacGes mais detalhadas sobre variacao natural foram levadas a cabo sobretudo na Alemanha, Moravia
e Gra-Bretanha. Pelo contrério, as referéncias as populagées mediterranicas de Arabidopsis thaliana assumem-
se como hipotéticas e baseadas em extrapolagoes [Ratcliffe, 1965] — mesmo no estudo de coleccoes que

por certo incluiam representantes de tais populagoes, pouco se refere explicitamente [Kranz, 1976]. Por
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outras palavras, o conhecimento sobre populagées como as que existem em Portugal ¢ largamente superficial.

A ser aprofundado, esse conhecimento poderd complementar os dados sobre outras popula¢ées da Europa
acerca dos determinantes da dorméncia e da indugao floral na espécie. Trata-se de um tema cujo interesse
vai além da descricao da ecologia da espécie, e que tendo em conta a disponibilidade dos seus ec6tipos para
0 . a . ~ S A
a andlise experimental pode contribuir para o esclarecimento de questoes em fisiologia com relevancia nao

s6 para a Arabidopsis thaliana como, presumivelmente, para muitas outras espécies.
111, Sistemas experimentais

O facto da Arabidopsis thaliana ter caracteristicas tao adequadas a experimentagao controlada deu lugar a
sistemas experimentais que procuraram analisar, comparando as diferentes populagdes, os determinantes

fisiolégicos dos tempos de germinagao e de floragao.

* Ratcliffe [1965] vernalizou sementes em germinagao durante 3 semanas a 0 = 5 °C, depois realizou o
crescimento sob luz continua a 20 °C. Deste modo demonstrou floragao as 4 - 8 semanas pos-
vernalizacao em ragas inglesas mas nao das montanhas da Escécia (clima nérdico), deduzindo que para

estas o tratamento era insuficiente.

* Kranz [1976] utilizou representantes de diversas populagoes, que cresceram a 20 °C e com fotoperiodo
longo (16 horas de luz para cada 24 h) durante as primeiras 2 semanas, seguindo-se 3 semanas de
tratamento a 0 = 5 °C com fotoperiodo curto (8/24h de luz), apés o que voltavam para as condigoes
iniciais. O tempo de floracio foi contado nas plantas submetidas a vernalizacio e comparado com
controlos paralelos que permaneceram sempre nas condigdes iniciais. A diferenca de nimero de dias,
entre tratamentos e respectivos controlos, definiu um valor A que denotava a resposta ao tratamento;
conseguiu gragas a isso definir trés classes: com A entre — 10 e + 10 dias, a mais frequente, nio respondia
marcadamente ao tratamento (tratar-se-iam de anuais de verao?); com A < - 10 dias, também frequente,
denotando uma redugao do tempo para florir em resposta a vernalizagao (anuais de inverno tipicas); com

A > +10 dias, infrequente, o efeito oposto (vernalizagio induzia adiamento da floragao).

* Cetl [1965] realizou a germinagao de sementes em p6s-dorméncia (isto €, certificando-se previamente
que quase todas de cada lote germinavam, cf.primeiro capitulo, sec¢ao b-i), a que se seguiu o crescimento
sob luz continua a 25 * 3 °C, sem vernalizagdao. A contagem do tempo para a inducao floral (desde a
germinagao até ao aparecimento dos primérdios florais no centro da roseta) foi feita apenas durante um
periodo de 42 dias apds a germinagao, determinando-se a percentagem de plantas de cada amostra que
atingissem esse estado (que se designaram “generativas”); as condigoes eram consideradas discriminantes
entre anuais de verao e anuais de inverno (estas tltimas, na totalidade ou quase, nao sao induzidas dentro
deste tempo de observagao). A covariagao destas percentagens com a altitude e a temperatura média anual
foi ainda estudada através de regressoes e correlagbes para determinar os limiares de temperatura e

altitude mais determinantes de uma selecgao favorecendo plantas de floragao tardia ou precoce [Cetl,

1978].
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* Napp-Zinn [1976] cultivou as suas amostras do vale do Reno até poder determinar a idade no momento
da floragao (desde a sementeira), nimero de folhas na roseta e nimero de folhas no eixo floral, sem
limitar o tempo de observagao; deste modo caracterizou cada proveniéncia para os trés caracteres, cuja
variacao ia por exemplo desde familias com valores médios de tempo de floracao de 24,6 dias até outras
com 207 dias. Os trés caracteres eram altamente correlacionados entre si, mas o tempo de floragao
contrariava os padroes segundo a altitude descritos por Cetl (floragao tardia nas amostras a maior

altitude).

Um dos principais problemas na comparagao entre estes sistemas de andlise ¢ o facto de em geral estar a
realizar-se uma observacao, se bem que correlaciondvel com a variacao adaptativa em estudo, diferente de
uns para os outros: Ratcliffe e Kranzempregaram protocolos comparaveis de vernalizagao, mas o crescimento
subsequente nao foi nas mesmas condicoes, e s6 no caso de Kranz procurou-se uma quantificacao por
comparagao com controlos; este, surpreendentemente, nao deu quaisquer indicagbes acerca das
proveniéncias geograficas e sua correspondéncia com as classes definidas pelo valor de A (se nio houvesse
uma correlagao com climas, entao toda a argumentagao desenvolvida por Ratcliffe seria invalidada). Cetl e
Napp-Zinn usam estratégias semelhantes entre si, mas os dados nao sao comparaveis, pois nem Cetl
determina os tempos médios de floragdo nem Napp-Zinn deu percentagens de indugao num tempo pré-
fixado; para além disso, as condigdes utilizadas por este tltimo nao foram especificadas, impedindo que um
limiar de distingao entre populagdes precoces e tardias fosse estabelecido analogamente ao trabalho de Cetl
— mesmo assim, a inversao dos padroes de covariagao entre tempo de floragao e altitude entre estas duas
linhas de trabalho sublinha bem como ¢ dificil generalizar sobre as relagdes entre variacao fisiologica e
influéncias climaticas, como Ratcliffe [ 1965] sugeriu inicialmente. Por isso estes trabalhos estao longe de ser

conclusivos, mas o exposto poderd constituir um padrio para o delineamento de futuros estudos.

Apesar de se conhecer a heterogeneidade genotipica nos caracteres de floragao dentro de varias populages,
e das excelentes condigdes experimentais desenvolvidas para a Arabidopsis thaliana, poucos sao os exemplos
de selecqao artificial [Rédei, 1969], e pelo que parece nunca numa perspectiva de correlacao entre variagao
natural e adaptagdo aos habitats. As tentativas de andlise genética destes caracteres, inclusivamente pelo
estudo da distribuigao de isoenzimas, nio levaram ainda a identificacdo dos loci intervenientes, e nao se
conseguiram induzir mutantes que recapitulem rigorosamente a variagao natural [Kranz, 1976; Coupland,

1995].

Estas investigagbes, para terem significado, tiveram de basear-se em amostragens “de fresco” no campo
[Ratcliffe, 1965; Cetl, 1965, 1978; Karbe & Robbelen, 1968; Napp-Zinn, 1976; Usmanovet al., 1978], pois
o recurso as colecgoes de germoplasma [Kranz, 1976], nao deixando de ter representatividade, nao deixa
também de implicar, pelo facto de se manterem as plantas em estufa, uma perda de informagao e uma
potencial causa para observacoes de significado discutivel: em estufa deixam de estar em jogo as condigoes
de selecgao dos habitats naturais, o que conjugado com uma autogamia ainda maior que na natureza

[Lawrence & Snape, 197 1] implica uma inevitavel redugao da proporgao de loci heterozigéticos; acrescente-

24



Segundo Capitulo

se, que pela tendéncia para uniformizar as condigdes ambientais (ainda por cima artificiais) com todas as
populagdes da colecgao, independentemente das especificidades das suas proveniéncias, se corre o risco de

acelerar o afastamento entre as linhas mantidas em estufa e as populagées naturais.
1v. Perspectivas

Para os objectivos propostos no presente trabalho (cf. predmbulo), sdo de realgar trés aspectos relacionados

com a variagao natural em Arabidopsis thaliana:

* Aoportunidade de integrar as populages de Arabidopsis thaliana ocorrendo em Portugal com os esquemas
explicativos da variagao nos padrdes de dorméncia e floragao; estas populagdes podem servir também de
modelo a estudos das mesmas caracteristicas em outras espécies anuais coabitando nos mesmos

ecossistemas;

*  Avariacao natural, quando se encontrar associada a heterogeneidade genética nas amostragens feitas em
populagdes naturais, pode dar lugar a demonstragao didctica de respostas a selecgao artificial — o
presumivel valor adaptativo dessa variacdo pode adicionalmente conduzir a reflexdo sobre temas de

Biologia Evolutiva;

* Napréticacom aArabidopsis thaliana, e quando se utilizam sementes de colecgoes existentes, ¢ importante
.. N L .. -
conhecer os requisitos de dorméncia e de vernalizagao dos materiais que vao ser empregados, para que

nao haja surpresas (sementes que nao germinam, plantas que nao produzem flor).

h. Mutagénese

As mutagbes ocorrem espontaneamente, mas a sua indugéo experimental com radiagdes ou com mutagénios
quimicos ¢ indispensavel para que a atinjam uma frequéncia aceitavel para o isolamento sistematico de
variantes genéticas. A quase totalidade dos fenétipos mutantes em Arabidopsis thaliana foi produzida desta
maneira. Ao contrério da variagdo natural, que tende a restringir-se a caracteres de variagao continua como
o tempo de floragao ou o didmetro da roseta [Kranz, 1976; Karbe & Rébbelen, 1968], a variacao fenotipica
provocada pela mutagénese experimental resulta em principio de uma tnica alteragio no genoma,
produzindo classes fenotipicas cuja segregagao ¢ ficil de analisar pela metodologia mendeliana. Outra
diferenca estd na variedade de fenétipos induzidos [Kranz, 1976], potencialmente abrangente de todos os
loci da espécie, restando ao experimentador a tarefa de reconhecé-los, por observagao directa ou por

selecgao.
1. Mutagénios

As mutacoes resultam de erros de reparacao ou de replicagaio do DNA, que para além de ocorrerem
espontaneamente a uma taxa muito reduzida podem ser induzidas com o aumento do niimero de leses a

reparar, ou do nimero de erros de emparelhamento.
As radiagbes ionizantes (raios X, raios Y, neutrdes rapidos) produzem indirectamente lesGes no material
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genético, através da formagao de radicais livres e electroes aquosos no interior das células, que por sua vez
reagem com o DNA e outras biomoléculas [Willson, 1982]. Nucleétidos destruidos ou alterados sao
reconhecidos por sistemas enziméticos de reparacao do DNA, que os substituem fazendo a estrutura voltar
ao normal; no entanto, existe a possibilidade de ser introduzido um nucleétido diferente do original, e esse
erro ser propagado através da replicacio do DNA. Nessa instincia, promoveu-se uma mutagao a nivel
nucleotidico que pode ser ou nao reconhecivel a nivel fenotipico. A radiacao ultravioleta (UVB) é também
mutagénica porque, ao ser absorvida directamente pelos nucleétidos, pode favorecer ligages covalentes
entre pirimidinas vizinhas (na mesma cadeia ou entre cadeias complementares) que também podem dar

origem a erros de reparagao.

Apesar de terem constituido durante décadas a opgao mais largamente utilizada para a produgao artificial
de mutantes, as radiagdes ionizantes, pelo equipamento especializado que exigem e sobretudo pela
consciéncia que entretanto se adquiriu do risco de sadde que comporta o seu emprego, foram quase

totalmente substituidas pelos mutagénios quimicos, cujos riscos sao muito mais ficeis de controlar.

Quanto a estes, ha os que produzem o seu efeito por alquilagio directa dos nucledtidos (diversos derivados
de dcido metilsulfénico), e outros de ac¢ao dependente do metabolismo, como a nitrosometilureia (NMU,
que ¢ inibida por EDTA ou por venenos metabdlicos), diversas nitrosaminas metiladas (cuja accao ¢ mediada
por hidrolases endbgenas) e a metilnitrosoguanidina a pH acido (cuja acgdo, ao contririo do NMU, ¢é
potenciada por venenos metabdlicos) [Rédei, 1969]. De todos, o mais estudado e utilizado é o agente
alquilante ctilmetanosultonato erck Index ue ataca as guaninas produzindo
Iquil EMS (etil 1 CH,CH,0S0,CH; [Merck Index]), q guaninas produzind

6 . . . .. . ~ . .~
O’-etilguaninas, as quais emparelham com timinas e assim dao origem a transi¢oes G = A.

Todos os mutagénios, dependendo das dose utilizadas, podem dar individuos estéreis e também taxas de
letalidade significativas, mas no caso do EMS a relagio entre o nimero de mutantes detectaveis e a
esterilidade dos mesmos ¢ melhor do que usando radiagoes ionizantes [Rédei, 1969]. Outras razdes para a
popularidade actual do EMS incluem a simplicidade da sua utilizagao, incluindo a relativa seguranga na sua
manipulagao — desde que haja cuidados elementares, nomeadamente o uso de luvas e bata, e manipulagao
em “hotte” por causa da libertacao de fumos, seguindo-se a inactivagao do mutagénio1 de modo a evitar
contaminagao do meio ambiente. Todo o restante da presente secgao reporta-se a mutagénese com EMS,
mas deve ter-se em conta que diferentes mutagénios permitem em principio isolar diferentes mutantes

[Christianson, 1991].
1. Estratégias de mutagénese e de avaliagio

O material acessivel a aplicagdo do mutagénio pode ser por exemplo pélen, sementes ou gemas, embora em

Arabidopsis thaliana quase s6 se faga em sementes. O méaximo de eficiéncia do mutagénio [Rédei, 1969]

1
Nio foi encontrada nenhuma referéncia ao protocolo de inactivagio do EMS, talvez porque a maior parte dos utilizadores
considere desnecessdria a precaugio e nao a realize por rotina; uma estratégia de inactivagdo pode ser a de incubar o EMS usado

com bactérias, leveduras, tecidos mortos, etc, seguido de autoclavagem desse material.
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obtém-se quando, a par da permeabilizagao da semente, se sincroniza o tratamento com a actividade mitética
do embriao (por exemplo expor ao mutagénio 48 horas ap6s o inicio da embebigao com 0.1% KCl, a luz e
a 24 °C); entre as estratégias de aumento da eficiéncia contam-se também o ajustamento do pH ao valor 5
(apH 7, a eficiéncia aumenta acrescentando 1 mM ZnSO, a solugdo de embebigao; analogamente, a pH 9,
mas com 1 mM CuSO,) ou permeabilizando as sementes ao EMS juntando-lhe 5% dimetilsulféxido. Quase
todos os trabalhos actuais adoptam a incubagao a temperatura ambiente com 0,3% EMS (aproximadamente
24 mM) durante 16 horas [Estelle & Sommerville, 1987], mas a necessidade de optimizagao caso a caso
[www4] recomenda a devida atengao ao trabalho sistemaético de caracterizagio da mutagénese com EMS

realizado nos anos 60 [Alderson, 1965] e em grande parte reproduzido por Rédei [ 1969].

A geragao (designada M) que se desenvolve das sementes mutagenizadas é quimérica, porque na semente
de Arabidopsis thaliana existem duas células “geneticamente efectivas”, termo que designa as células
precursoras da linha germinal dos meristemas caulinares. Ambas devem conter mutagdes, mas ¢é
extremamente improvével que contenham uma mutagao no mesmo Jocus, e ainda menos que se trate da
mesma mutagao. Deste modo, uma dada mutacao numa das células efectivas do embriao abrange apenas um
sector da parte aérea, e por isso s6 uma parte dos frutos irdo ser portadores dessa mutagao [Miiller, 1965].
S6 na menos frequente eventualidade de terem ocorrido mutagdes dominantes se teria a detecgao de
fené6tipos mutantes na geracao M. Quanto as mutagoes recessivas, detectam-se na geracao M, (proveniente
das sementes que se encontram nos frutos da geragao M,), através dos homozigéticos segregando nos
sectores portadores da respectiva mutagio; a proporc¢ao destes homozigéticos na descendéncia de uma planta
M,, dado que provém de apenas metade dos seus frutos, é por isso de 1 : 7 [Langridge, 1994; Rédei, 1969,
1975; Christianson, 1991]. No caso das mutagbes dominantes, espera-se pelo mesmo raciocinio uma
proporgao de 3 sementes M, mutantes para 5 normais [ Christianson, 1991]. Sabe-se que a distribuicao das
duas linhagens por sectores, nas inflorescéncias nomeadamente, pode flutuar bastante [Miiller, 1965], mas
isso nao ¢ impeditivo de se fazerem, a partir das sementes M,, estimativas aproximadas e relativamente

reprodutiveis da eficiéncia dos mutagénios.
1ii. A eficiéncia dos mutagénios

A eficiéncia de um mutagénio pode ser medida sem necessidade de cultivar a geragao M,: nas siliquas das
plantas M, abertas antes de amadurecerem (seno as sementes caem) a falta de sementes permite estimar
o nimero de letais embrionarios resultantes da exposi¢gdo ao mutagénio (teste de Miiller). Essas posigoes
vagas na siliqua representam outros tantos embrides cujo desenvolvimento ndo se péde completar, e a
comparagao com controlos ¢ que permite deduzir resultarem de mutagoes letais herdadas da M, onde se fez

o tratamento — porque a expressao do respectivo locus causou letalidade seja nos gametéfitos femininos seja

27



Segundo Capitulo

. . 1
pés—mgo‘acamente na M,.

Uma regra empirica para a afinagao preliminar do protocolo de mutagénese situa a ocorréncia de 4 a 5%
de plantulas deficientes em clorofilana M2 como indicadora do regime éptimo de mutagénese [Rédei, 1975;

Christianson, 1991].

Um método alternativo, muito conveniente para o teste preliminar de potenciais mutagénios quimicos,
consiste em misturar a substancia mutagénica no agar onde se colocam segmentos da raiz [Rédei, 1969], e

avaliar pela propor¢ao dos segmentos que deixam de crescer com com a exposigao a essa substancia.

A reversao de mutantes recessivos, nomeadamente os de pigmentacao, pode observar-se pelo aparecimento
de sectores normais logo na M, (e segregando mutantes na geragao M,) e serviu também para avaliagao da
eficiéncia de um protocolo de mutagénese. Verifica-se que muitos destes revertentes sao na verdade
supressores de mutacGes missense ou nonsense (isto ¢, mutacdes em loci, geralmente de tRNA, que por
alterarem a tradugao dos coddes na sintese proteica, restituem pelo menos parcialmente a funcionalidade

da proteina codificada no gene mutado) [Rédei, 1969].
iv. Selecgio positiva dos mutantes

A busca de um novo mutante, se for orientada para um determinado tema de investigagao, requer um
esquema de selecgdo especifico que permita identificar os raros individuos (geralmente M,) que apresentam
um fenétipo de interesse. Por outras palavras, se aquilo que se procura nao tem implicagoes evidentes através
da morfologia ou da pigmentagao, o rastreio das M, de potencial interesse tem de fazer-se com recurso a
sementeiras de grandes dimensdes e através da evidéncia de uma diferenga em relagao as plantas normais
que leve, nas fases iniciais do desenvolvimento, a uma discriminagao segura. Para além disso, ¢ indispensavel
que os individuos com fenétipos de interesse obtidos por mutagénese sejam submetidos a analise genética,
para que valha a pena levar a cabo outros estudos de caracter bioquimico, fisiolégico ou molecular [Estelle
& Somerville, 1987; Schiefelbein & Sommerville, 1990, etc.]: a anélise das descendéncias M, obtidas por
autopolinizacao desses individuos (alguns dos fenétipos nao voltam a aparecer, implicando que nao sejam
hereditdrios), e a determinagao e localizagao do nimero de loci onde se produziram novos alelos, por
cruzamento com individuos normais. Finalmente, o cruzamento entre os diferentes mutantes permite
agrupé-los por grupos de complementagdo e ainda detectar interacgdes, como por exemplo epistasias,

complementaridades, redundéncias, ligagio cromossémica (cf. seccao v), etc..

Para quantificar a eficiéncia dos mutagénios por este método, pode adoptar-se a estimativa da frequéncia de plantas M,
segregando letais embriondrios, examinando as 5 primeiras siliquas (método M, ou m ); ou a da propor¢io de letais embrionarios

em relagdo ao total de embrides (método M, ou m ). Uma estimativa preliminar consiste em colher uma siliqua por planta M,
e calcular a proporcio das siliquas que segregam letais embriondrios (m;). Comparagdes podem ser feitas entre diferentes
mutagénios, ou talvez mais significativamente entre protocolos de mutagénese com EMS: por exemplo, a variagio de m_  ou m_
com o tempo de tratamento a uma determinada concentragio, ou com diferentes concentragdes num dado tempo. Mednik [1988]

indicou que a estimativa mais precisa, com taxas de mutagao baixas, é dada por m_.
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Nas revisdes de Rédei [1969] e de Estelle & Sommerville [1986] encontram-se alguns dos sistemas de
seleccao utilizados hd mais tempo. Segue-se no presente trabalho uma descrigao alguns exemplos

representativos de estratégias desenvolvidas entretanto.
(1) Exemplos de estratégias de selecgdo

* Langridge (revisto no texto desse autor de [1994]), baseado na expectativa de 1 mutante recessivo M,
para 7 normais a partir de cada planta M, heterozigética, calculou que o rastreio de grupos de 30
descendentes M, por planta M, dio uma probabilidade de 99% de detectar-se pelo menos uma
segregante. Cultivadas 110 familias M, em agar minimo (solucao de Knop suplementada com sacarose
e microelementos, onde o Ferro se encontrava quelado com EDTA, cf. apéndice) identificou 9 que
segregavam “letais” para as condigdes de cultura, isto ¢, plantas que germinavam mas nao se desenvolviam
normalmente, ou nao se desenvolviam de todo. Suplementando o meio minimo com misturas de
amino4cidos essenciais, nucleétidos, diversos monossacaridos, dissacaridos ou vitaminas, de acordo com
uma pratica corrente em leveduras, Langridge conseguiu restaurar o crescimento em dois desses grupos
de letais. Andlises subsequentes identificaram um destes dois mutantes como sendo deficiente, a
temperaturas superiores a 20 °C, para a producao de tiamina (vitamina B1). Este foi o primeiro passo da

. . ~ . . . .1
investigacao desta via de biossintese, continuada por Rédei .

* Estelle e Sommerville [1987] identificaram 13 individuos M, (num total de 300000) que, apés
germinagao, nao eram inibidos pela toxicidade da auxina 2,4-D a 5 WM, continuando a crescer (mas com
morfologia muito alterada nas raizes e folhas, assim como na ramificagdo dos eixos florais e, em 8 dos
mutantes, esterilidade por deficéncia do crescimento dos estames). Por complementagao determinou-se
que este fendtipo de resisténcia a auxina definia, para 7 dos mutantes, um tnico locus (AXR1), tendo
os heterozigéticos entre alelos mutantes um fenétipo normal (em termos da sensibilidade a auxina). Com
base na proporgao de mutantes recuperada (13/300000), os autores propuseram que os alelos mutantes,
embora recessivos, nao eram mutagoes nulas (para as quais as frequéncias tipicas eram dez vezes
superiores). O pleiotropismo dos fenétipos mutantes de AXR1 corrobora a diversidade de processos do
desenvolvimento que sao moduladas pelas auxinas. O rastreio foi feito em duplicado (duas vezes 150000

sementes M, ), para aumentar a possibilidade de isolar mutantes nao-redundantes (isto é, que tivessem

A tiamina ¢ sintetizada a partir de pirimidina e tiazol, e 4 loci foram identificados nesta via metabdlica: PY para a sintese da
pirimidina, TZ para a sintese de tiazol, e THI e TH2 para pelo menos dois passos intermédios entre os dois percursores e a

vitamina; os mutantes pyi e tz sio discrimindveis pela suplementagio de pirimidina ou tiazol, respectivamente, que nao
restabelecem o crescimento dos th . H4 complementagéo intragénica em varias combinagdes heterozigéticas de alelos mutantes
nesta via, isto é, os heterozigéticos contendo dois genes mutantes num mesmo locus podem ter um fenétipo normal [Rédei,

1969].
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origem em eventos de mutagio independentes)’.

Last e Fink [1988] isolaram mutantes deficientes para a sintese de triptofano, os primeiros auxotréficos
que ndo envolviam a via de biossintese da tiamina, adicionando ao meio de germinagao para as M, 500
a 600 WM de 5-metilantranilato, que as plantas normais metabolizam pela via de sintese do triptofano
num composto téxico, o 5-metiltriptofano (e também 40 a 50 WM de triptofano para favorecer o
crescimento destes mutantes). Sem este procedimento de seleccao, e porque as reservas de triptofano
da semente permitiam algum crescimento apés a germinagao, tornar-se-ia impossivel discriminar as
plantulas com a deficiéncia. A propor¢ao destas mutantes (55/180000) ¢é caracteristica de mutagoes nulas
(usaram o mesmo protocolo que Estelle e Sommerville no exemplo anterior), embora neste caso se viesse
a demonstrar a heterogeneidade genética dsetes mutantes, abarcando pelo menos 4 loci [www5]; o
rastreio fazia-se com 600 a 900 sementes de cada vez, o que evidencia a conveniéncia das culturas em agar
neste tipo de investigagao. Dos 55 mutantes havia 43 que eram férteis e as 4 primeiras familias analisadas
eram deficientes no passo catalizado pela antranilatofosforibosiltransferase (locus TRP1), pelo facto de
acumular-se nas plantas um derivado do percursor antranilato (um composto cuja fluorescéncia passou
a constituir o marcador fenotipico para estes mutantes). O crescimento dos mutantes deficientes na
sintese de triptofano nao era normal, mas por sinal muito semelhante ao dos mutantes axrl™, o que se
sugeriu dever-se a insuficiéncia de sintese da auxina (4cido indolacético) a partir do triptofano.
Demonstrou-se a especificidade da deficiéncia porque s6 o préprio triptofano ou o indole, seu percursor

imediato na mesma via metabélica, viabilizavam o crescimento destes mutantes.

Okada & Shimura [1992] descrevem um sistema engenhoso de cultura em agar, em caixas paralelipédicas
cuja posigao pode ser estavel e reprodutivelmente manipulada para produzir respostas de gravitropismo,
fototropismo e de reacgao ao toque que permitiram isolar e testar grande parte dos mutantes para genes
envolvidos nestes comportamentos (cf. secgao c-i). Depois da emergéncia da radicula e dos cotilédones,
estando as caixas assentes sobre um dos lados (e sempre com a superticie do agar na vertical), ao roda-las
90 graus (assentando sobre outro dos lados) promove-se um desvio também de 90 graus na direccao do
crescimento tanto do hipocétilo como da raiz, que assim estardo a responder gravitropicamente,
corrigindo a posicao horizontal em que ficaram apés a rotagao. Os mutantes axrl , axr2 , dwf , aux1
e agrl foram identificados por nao terem esta resposta, isto é, continuarem o crescimento da raiz (e

alguns casos do hipocétilo) na horizontal.

Eide e colegas [1996] isolaram mutantes deficientes na aquisi¢ao de Ferro pelas raizes através de um
sistema de colorimetria da ferrozina, que mede a actividade de uma ferrirreductase existente nos pelos
radiculares: a simples imersdo das raizes de pequenas plantulas numa solucao de ferrozina, que muda de

cor quando o ferro é reduzido, indicaria a actividade da ferrirreductase, a qual em plantas normais esta

Rédei [1975] mostra que em teoria o ideal para minimizar o problema da redundancia ¢ colher de cada planta M, um nimero

suficiente de sementes (por exemplo as 30 de Langridge, no exemplo anterior), mas considera-se isso impraticavel, preferindo-se

-ess -3 . [ E B2
o processamento da geragaio M, em massa [www1: “Compleat guide”].
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presente apenas em condigdes de falta de Ferro. Identificaram essa ferrirreductase com o locus IRT 1, cujos
mutantes (6/10000) sdo deficientes na resposta a condicoes de fraca disponibilidade de Ferro no

substrato
v. Mapeamento

Um dos aspectos fundamentais do poder experimental da Genética classica em Arabidopsis thaliana é o facto
de ter apenas 5 grupos de ligagao e, desde 1983, um mapa genético detalhado [Koornneef et al., 1983;
Bradley & Pruitt, 1992; www1/2/5]. Para além de caracterizar-se o fenétipo de um mutante, ¢ importante
determinar a sua posigao no respectivo mapa de ligagao, usando para isso marcadores cromossémicos
adequados, eventualmente com a utilizacao de trissémicos [Rédei, 1969]. Apesar do avango do mapa fisico
e da sequenciagao sistemética do genoma de Arabidopsis thaliana (cf. seccao c-iii,4), o mapeamento de ligagao
ainda vai sendo a via fundamental para a localizagao dos loci que vao sendo caracterizados. Jd Meyerowitz e
Pruitt [1985] descreviam uma série de mutantes de interesse como marcadores genéticos classicos
(morfolégicos e enzimaticos), e entretanto a lista tem aumentado e sido acrescentada pelos marcadores de
DNA polimérficos [Pruitt & Meyerowitz, 1976]. Para estes tltimos, importa salientar a existéncia de cerca
de 300 linhas recombinantes homozigéticas (estabelecidas a partir da F; de um cruzamento entre as linhas
Landsberg erecta e Columbia), que permitem uma rapida localizagao, por RFLPs (Restriction Fragment Length
Polymorphisms), de qualquer gene, havendo até um kit que facilita uma localizagao inicial [ Lister & Dean, 1993;

www2].

Os grupos de ligagao definidos por Rédei sao a convengao utilizada presentemente. A sua relagao com as duas

nomenclaturas usadas para as linhas trissémicas isoladas nas universidades de Columbia e de Géttingen € a

seguinte [Rédei, 1969]:

Grupo de ligagao 1 2 3 4 5

trissémico (Columbia) F R Y C N

trissémico (Gottingen) - 111 I II IV
1. Transformagio genética e exploragio do genoma

Apresentar a Arabidopsis thaliana, como se pretende neste trabalho, nao poderia prescindir de um aflorar da
grande actividade envolvida com a andlise molecular do seu genoma e da expressao dos seus genes. O
presente capitulo visa apenas enquadrar a literatura nesta matéria, que constitui actualmente o principal foco
de interesse nesta planta e motiva a sua dominancia nas publicagdes em Genética de plantas superiores. O
aprofundamento nesta matéria podera ser satisfeito pela consulta de livros especializados e diversos artigos
de revisao que se referenciam em diversas publicagoes electrénicas na World Wide Web sugeridas na

bibliografia deste trabalho.
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9]

1. “Small is beautiful

O rastreio de bancos genémicos e de cDNAs, para isolamento de genes, depende grandemente das
caracteristicas do genoma com que se trabalha. O reduzido conteddo em DNA do nicleo de Arabidopsis
thaliana, que se sabe de ha muito tempo ser talvez o mais pequeno de todas as angiospérmicas [Rédei, 19691,
¢ um reflexo da extrema simplificagao do genoma desta planta [Meyerowitz & Pruitt, 1985]: grande
percentagem (cerca de 75%) deste genoma consiste de sequéncias tinicas ou de baixa repetitividade, as quais
se confirmaram serem presumiveis genes pela amostragem de clones A [Pruitt & Meyerowitz, 1986]. As
sequéncias altamente repetitivas, que em quase todas as angiospérmicas caracterizadas constituem um
obsticulo ao encadeamento de clones de bancos genémicos por chromosome walking, encontram-se em
reduzida percentagem e relativamente nao-dispersas no genoma de Arabidopsis thaliana; em média, ocorrem
apenas em cada 125 kb de sequéncia nucleotidica (1kb = 1000 pares de bases), por isso colocando muito
menos problemas que as de outras espécies [Pruitt & Meyerowitz, 1986]. Nao menos importante ¢ o menor
grau de duplicagao das familias genéticas que noutras plantas [Meyerowitz & Pruitt, 1985; McDowell ez al.,

1996].

Em suma, o genoma de Arabidopsis thaliana é, entre os das plantas superiores, aquele que melhor se presta
as metodologias de andlise da Biologia Molecular, e foi a partir da constatagao da oportunidade que isto
representava [Meyerowitz, 1987] que se verificou a crescente adopgao desta planta como organismo-modelo.
Nos cerca de 10 anos que entretanto passaram, as publicagdes, nesta drea e nas que lhe sao afins como ¢ o
caso da Fisiologia, ficaram literalmente inundadas com a que era até entao considerada um organismo-
modelo interessante, com genética “excelente”, mas nao prioritario (refira-se que, por motivos semelhantes,

o arroz (Oryza sativa) constitui actualmente o genoma-modelo para as gramineas [Moore, 1995]).

A Genética Molecular de procariotas, leveduras e células animais conduziu a formulacao de protocolos de
manipulacao da Arabidopsis thaliana por introdugao de sequéncias de DNA, abrindo um novo caminho para
o estabelecimento de variantes (as plantas transgénicas) complementar a mutagénese radioldgica e quimica

convencional, como se d conta na secgao seguinte.
11. Revisio histérica das metodologias de transgénese em Ambidopsis thaliana
(1) Transformagao directa

Nos anos 70 deram-se, a imagem dos modelos procariéticos de transformacao com DNA, algumas tentativas
de transferir genes de Escherichia coli para a Arabidopsis thaliana, na circunstancia em mutantes no locus PY para
a via da tiamina (cf secgao b-v). Demonstrou-se que o DNA de E. coli era incorporado pelas células das
sementes e integrava-se estavelmente nos cromossomas, chegando a produzir fenétipos normais [Rédet,
1975]. Os conhecimentos da época em matéria de Genética Molecular ndo eram suficientes para explicar

algumas das observagoes, e esta linha de trabalho nao parece ter tido continuagao.

Chavao em inglés que exprime a preferéncia pelo que é pequeno
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(2)  T-DNA

A produgio de tumores em plantas, pelo Agrobacterium tumefaciens ou pelo A. rhizogenes, envolve a transferéncia
de um segmento de um plasmideo da bactéria (plasmideo Ti ou Ri, respectivamente) para as células da
planta, seguida da integracao do DNA transferido (abreviadamente, T-DNA), com alta eficiéncia, nos
cromossomas das células hospedeiras. O T-DNA contém sequéncias, no caso das provenientes do plasmideo
Ti de A. tumefaciens, que manipulam as respostas das células as auxinas e citocininas; dai resulta a proliferagao
desordenada das células transformadas, acompanhada pela abundante produgao de um derivado de
aminodcido (nopalina ou octopina consoante os plasmideos Ti) nessas células, que a bactéria utiliza como
fonte de carbono, azoto e energia— o que podera dar a entender que a bactéria explora a planta forgando-a

asintetizar em grandes quantidades os nutrientes necessarios para o seu préprio crescimento [Hohn, 1992].

As agrobactérias podem ser mantidas em culturas puras; por outro lado, a andlise dos plasmideos Ti e Ri
mostrou que a transformagao das células das plantas, e integragao do T-DNA nos seus cromossomas, podia
ser feita apenas com um par de sequéncias curtas, semelhantes entre si, designadas as borders (margens)
direita e esquerda (figura 2.2). A partir daqui construiram-se plasmideos recombinantes (figura 2.3), que
do plasmideo original retinham essas sequéncias minimas assim como a origem de replicagio para
manutengao na bactéria (oriy), € a de transferéncia do T-DNA (ori); nas vérias versoes de vectores incluem-
se segmentos de DNA heterdlogos para facilitar os procedimentos de selecgao em varios hospedeiros, e ainda

sitios tnicos de reconhecimento por enzimas de restrigao para a insergao dos genes de interesse.

insercao de

T-DNA

\ ! DNA heterélogo
- <7_1 _74 —— g PgS-PAocs_pnm
g iaaH iaaM ipt  nos . amp kan .
& ori ori
T T
=
s
Ol’i‘, catabolismo ori
das opinas v
Figura 2.2 — Plasmideo Ti (nopalina) de Agrobacterium Figura 2.3 — Exemplo de um plasmideo recombinante

tumefaciens. LB, RB: margens (borders) esquerda e direita do T- baseado no pasmideo Ti. pg5,promotor do “gene 5” do T-

DNA; iaaH, iaaM: genes de sintese de auxina (estimulantes da DNA; pnos, promotor do gene nos; pAocs, sinal de
formagio de rafzes); ipt: gene de sintese de citocininas poliadenilagao do gene ocs (sintetase da octopina); amp, gene
(estimulantes de crescimento da parte aérea); nos: sintetase de resisténcia a ampicilina, para seleccio de clones

da nopalina; oriy: origem de replicagio na bactéria; orip: recombinantes (que, por inser¢io do DNA heterélogo, tém

origem de transferéncia para a planta. As setas indicam o
sentido em que se dd a transcri¢do. As caixas representam
segmentos abrangendo os genes que conferem viruléncia e

que codificam o catabolismo da nopalina.

o gene amp inactivado e ficam susceptiveis ao antibiético) em
E. coli; kan, gene de resisténcia a kanamicina, do transposao
Tn5, para selecgao de plantas transformadas em placas de

agar.

Um exemplo da estratégia a seguir para a transgénese usando estes plasmideos recombinantes: insere-se no

segmento limitado pelas borders do plasmideo, por hipétese, um gene humano, em seguida transformam-se
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células de Agrobacterium com uma preparagao purificada desse plasmideo e seleccionam-se as colénias
transformadas; finalmente, suspensoes destas células de Agrobacterium serao incubadas com células receptivas
da Arabidopsis thaliana (ou doutra planta-hospedeiro), na presenga de um antibiético selectivo como a
kanamicina, demostrando-se a transferéncia do T-DNA com esse gene heterdlogo nas células que,
concomitantemente, receberam o gene que lhes confere resisténcia a esse antibiético (o gene nptll no caso,
ct. figura 2.3); o gene heterdlogo ficard assim integrado num dos cromossomas das células transformadas,

faltando apenas regenerar plantas transgénicas a partir das células transformadas [Estelle & Sommerville,

1986; Valvekens et al., 1988; Koncz & Schell, 1992].

A primeira transformagao bem sucedida com Agrobacterium foi publicada em 1985, utilizando discos foliares
(de petinia, tabaco ou tomateiro) cultivados em agar e inoculados com bactérias portadoras de plasmideos
recombinantes [Horsch et al., 1985]. A regeneragao de plantas transformadas passava pela indugao de calos
em meio selectivo (contendo higromicina), pois no plasmideo também se inseria um gene de Escherichia coli
conferindo resisténcia a esse antibiético. Estas plantas (geracao T, ), hemizigéticas para o DNA incorporado,
cresciam e produziam descendéncia por autopolinizacao (geragao T,), onde segregavam homozigéticos.
Porém, dada a reduzida fertilidade das T, s6 na geragao T se procedia a selecgao dos transformantes, em
agar contendo o mesmo antibidtico, seguida da sua transferéncia para solo para crescimento, analise

fenotipica e reproducao.
(3) Regeneragdo a partir de explantes de raizes

Um melhoramento significativo da transformagao de plantas com Agrobacterium [Valvekens et al., 1988]
consistiu em utilizar segmentos de raizes (desta vez o organismo-modelo ja foi a Arabidopsis thaliana), e
seleccionar os calos transformados usando um gene de resisténcia a Kanamicina (codificando a
neomicinafosfotransferase II, NPTII), para regenerar as plantas T,. Este sistema comprovou-se ser de maior
eficiéncia e passou a ser a escolha, nao s6 na Arabidopsis thaliana mas em diversas dicotiledéneas (como as ja

citadas petinias, tomateiro, planta do tabaco, e ainda soja e outras).

Mesmo assim, o requisito de uma “reaccao de cicatrizagio” por parte do material a transformar, que fornece
ao Agrobacterium os sinais de atracgao quimica (libertagao de fenéis simples [Hohn, 1992]) e também o
substrato de adesao as paredes celulares das células vegetais, constituia uma barreira para a aplicagao desta
metodologia as monocotiledéneas, onde a transformagao ¢ muito ineficiente, pelo que outras metodologias
(nomeadamente a transformacao de protoplastos e o bombardeamento de meristemas caulinares com
microprojécteis contendo DNA) mereceram bastante atengdo. Mas os trabalhos de manipulagio de
Arabidopsis thaliana usando a transformagao com o T-DNA de Agrobacterium foram entretanto comegando a

desbravar importantes aspectos da fisiologia das plantas superiores (cf. secqao iii).
(4) Transformagdo in planta

Bechtold e colegas [Bechtold et al., 1993; www4] apresentaram uma nova técnica de transformagao (vacuum

infiltration) que recapitula a infecgao na natureza: o Agrobacterium ¢ incubado, em suspensao, directamente
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com plantas em crescimento (e nao com explantes de raiz donde ¢é necessirio fazer regeneragao),
conseguindo realizar a transferéncia do plasmideo. A selecgao das plantas transformadas ¢ feita em solo,
usando um herbicida (BASTA — fosforinotricina), ao qual resistem pela presenga de um gene existente no
T-DNA. A principal diferenca deste novo sistema, que parece ser largamente adoptado actualmente, é a
possibilidade de aumentar grandemente o nimero de plantas transformadas com sucesso em cada

experiéncia.
iii. Utilizagio das plantas transgénicas: exemplos

Uma vez obtidas plantas transformadas, analisados os fenétipos dos homozigéticos e construidos bancos
genémicos a partir destes, estd aberto o caminho ao isolamento e andlise de sequéncias de DNA do genoma

de Arabidopsis thaliana.
(1) Sinalizagao do DNA inserido com sequéncias do T-DNA ou com transposées

A inser¢ao do T-DNA num genoma onde a densidade de genes ¢ da ordem dos 75% faz com que seja
bastante provavel ela resultar na inactivagao de algum gene. E por isso comum que os fenétipos mutantes
sejam a expressao de mutagdes recessivas resultantes da insercao do segmento, contendo o T-DNA, na regiao
codificante de um determinado locus. Por sinal, apesar da insercao ser em principio ao acaso, ¢ mais facil que

a mesma se dé em genes que sao transcritos nas células que sofreram a transformagao [Koncz & Schell,

1992].

Por hibridagao com uma sonda especifica para os elementos bacterianos do T-DNA (que nio tenham
homologias com sequéncias das plantas), podem encontrar-se os clones do banco genémico da planta
transformada que contém o(s) segmento(s) inserido(s), mas a melhor estratégia é recorrer a expressao dos
genes de Escherichia coli presentes no T-DNA que conferem resisténcia a antibiéticos para isolar, nos bancos
genémicos das plantas T}, os clones contendo o T-DNA. E frequente haver mais do que uma insergao no
genoma, o que se demonstra por hibridagao Southern, mas quando ha apenas uma entao pode estabelecer-se
uma relagao inambigua entre o fenétipo que se observa e a referida insergao. A homologia com clones de
bancos genémicos nao-transformados, usando como sonda o gene inactivado que ladeia o T-DNA, permite
isolar o gene normal e estudé-lo. Portanto, o T-DNA funciona como uma “etiqueta” (tag em inglés) que

assinala o fragmento inserido.

Trazendo muito maior sofisticagao, ainda dentro da estratégia de marcagao do genoma por insergao de
sequéncias [Altman ez al., 1995], recorreu-se ao uso de transposdes, segmentos de DNA mobilizaveis, isto
é, capazes de excisar-se do cromossoma para voltarem a inserir-se noutro ponto do genoma. Cruzando uma
linha de Arabidopsis thaliana transgénica, contendo o transposao Ds" (do milho) com uma linha também
transgénica contendo o trans-activador Ac” (a transposase que mobiliza o Ds™") dé-se uma muito frequente
transposigao do elemento Ds™ nas F,. Pela insercio (bastante aleatéria) do transposio noutros pontos do
genoma, esta F; é um mosaico genético contendo diversas mutagdes em linhagens celulares paralelas,

podendo com bastante eficiéncia produzir insergdes (donde muitas mutagoes) na linha germinal, seja
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masculina ou feminina. Um elemento importante para a frequéncia de transposigoes ¢ o promotor que
regula a expressao da transposase. Na F, podem facilmente isolar-se hemizigéticos estaveis, isto ¢, contendo
a nova insercao mas sem o gene da transposase. Estes hemizigéticos estaveis reconhecem-se pela auséncia
do gene marcador B-glucuronidase, em cis com 0 Ac", e pela resisténcia a Kanamicina (Kan"), indicativa da
reconstitui¢ao do gene NPTII por excisao do transposao nele inserido antes da F| [Honma et al., 1993]. A
eficiéncia deste sistema parece ser muito elevada, e tem o potencial de uniformizar melhor o espectro de
sequéncias do genoma da Arabidopsis thaliana onde se dao as novas insercées, para além de dar a oportunidade
de observar sectores ou inflorescéncias mutantes jd na F,. Pelo menos outro sistema baseado em transposaes

foi publicado [Fedoroff & Smith, 1993; www6].
(2) Anti-sense e K.O.

Quando se pretende testar uma hipétese de acgao de um determinado gene cuja sequéncia ja foi isolada
(gene-alvo), existe a possibilidade de, transformando uma planta normal com sequéncias desse gene, anular

- ,
a acgao do gene endégeno:

* Na via antisense, o T-DNA contém um gene quimérico que consiste dos exdes do gene—alvo e um
promotor (geralmente um promotor de expressao constitutiva proveniente do virus do mosaico da couve-
flor, CaMV) mas em orientagao inversa, tal que ¢ transcrita em todas as células a sequéncia complementar
(antisense) a do mRNA do gene endégeno; a presenga deste RNA antisense nas mesmas células onde o
mRNA endégeno ¢ expresso bloqueia a sua tradugao, produzindo um fenétipo analogo a de auséncia de

expresséo.
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