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1. INTRODUCAO

A macieira (Malus x domestica Borkh), como outras espécies de clima
temperado, apresenta no final do ciclo a queda de folhas e o estabelecimento da
dorméncia hibernal (endodorméncia). Durante a endodorméncia, a maioria das
cultivares desta espécie necessita de regularidade e intensidade de baixas
temperaturas (> 600h, T<7,2°C), para que inicie a brotacdo e, consequentemente, se
estabeleca um novo ciclo vegetativo e produtivo (PETRI et al., 2002). Entretanto, em
regibes de clima temperado marginais, como a Regido Sul do Brasil, mesmo com o
emprego de préaticas paliativas de manejo para alcancar um padrdo adequado de
brotagdo (ex.: tratamento quimico), em muitos invernos ocorrem flutuagdes de
temperatura que resultam em grandes quedas de produ¢do (BERNARDES; GODOQY,
1988). Estes efeitos sdo observados principalmente nas cultivares exigentes em frio,
como Gala e Fuji, que, coincidentemente, sdo as de maior valor comercial. Neste
cenério, o problema da quebra de dorméncia tende a ser mais acentuado quando se
considera que a regido Sul do Brasil esta sujeita a aumentos médios de temperatura
na ordem de 2°C até 2050, conforme as previsées de mudancgas climaticas globais
(HULME; SHEARD, 1999; LIMA et al., 2001). Essa é uma preocupacado imediata e
crescente na fruticultura de clima temperado nacional, pois, considerando-se todos
estes cenarios, se acdes para compreender melhor a dorméncia e minimizar a
dependéncia elevada de frio hibernal ndo iniciarem, o Brasil corre o risco de deixar a
posi¢céo de exportador para o de importador de maca.

A baixa temperatura € um fator ambiental de grande influéncia na
endodorméncia de gemas, onde as respostas, em relacdo as baixas temperaturas,
variam de acordo com a idade das gemas e influenciam no crescimento e na
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sobrevivéncia das plantas (CRABBE; BARNOLA, 1996). Os processos fisiologicos
internos envolvidos na entrada e na saida da endodorméncia tém sido relacionados
com modificagbes na estrutura celular e no metabolismo energético da gema, como
a atividade de enzimas, sintese de nucleotideos, sintese de proteinas, fluxo de
carboidratos, suprimento de nutrientes, translocacéo de reservas a curta distancia e
regulagdo hormonal (STAFSTROM, 2000; MAUREL et al., 2004). Além disso, em
alguns estudos da dorméncia de gemas e até mesmo de sementes, independente
da espécie, sempre estdo em evidéncia as espécies reativas de oxigénio (EROs:
H.02, O2°, OH, etc.) e as enzimas relacionadas a manutencdo do estado redox
celular (PRASAD, 1996; FAUST et al.,, 1997; PACEY-MILLER et al., 2003). A
tolerdncia a dessecacdo, principio fundamental para estagios quiescentes do
desenvolvimento das plantas, também depende de mecanismos para combater
radicais livres, como a protecdo de grupos tidis em proteinas através de moléculas
de glutationa (KRANNER; GRILL, 1996). Com isto, destaca-se também que a
cianamida hidrogenada, que é considerada um inibidor da enzima catalase, pode
influenciar diretamente na quebra da dorméncia de gemas, independente da espécie
e, portanto, tem sido utilizada no manejo quimico paliativo da dorméncia (PETRI et
al., 2002). No conjunto, isto evidencia que o metabolismo oxidativo celular pode ter
influéncia sobre os processos de dorméncia e, possivelmente, ser um candidato ao
mecanismo de controle dos efeitos da temperatura sobre os varios processos
relacionados com a dorméncia. Portanto, a determinacéo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) pode apresentar-se como uma estratégia de
andlise para se caracterizar as relagdes entre 0 metabolismo oxidativo e a evolugéo
do status de endodorméncia.

Neste cendrio, destaca-se que, apesar de se ter conhecimento da acao de
diferentes fatores sobre o metabolismo de endodorméncia, salientando a
complexidade e variabilidade desse processo, ainda nédo se dispde do conhecimento
de como esses fatores se inter-relacionam e o que pode ser classificado como causa
ou consequéncia. Portanto, esta atividade teve como enfoque dar um passo nesse
processo, utilizando metodologias de andlise de dorméncia de gemas em uma
escala de maior magnitude de detalhes, como a determinacdo conjunta de
metabdlitos e a construgdo de bibliotecas supressivas subtrativas (DIATCHENKO et
al., 1996) em gemas de macieiras contrastantes em requerimento de frio.

Os objetivos deste trabalho foram estabelecer relagbes entre os niveis
enddgenos de marcadores bioquimicos do metabolismo celular oxidativo com o
processo de endodorméncia de gemas em macieira contrastantes em exigéncia de
frio hibernal, bem como obter bibliotecas de cDNA representando genes
diferencialmente  expressos, influenciados pelo frio hibernal durante o
estabelecimento e a finalizagdo da endodorméncia.

2. METODOLOGIA

2.1. Material vegetal, amostragem e armazenamento

Em todos os experimentos desta atividade, considerando as andlises de
metabdlitos e expressdo génica, empregaram-se no delineamento experimental as
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mesmas amostras de gemas. As avalia¢cdes foram conduzidas na Embrapa Uva e
Vinho, em Bento Gongalves, RS, e foram divididas em duas estratégias distintas. Na
primeira, foram utilizadas mudas de macieira das cultivares Imperial Gala e seu
clone mutante Castel Gala, que apresenta a mutacdo natural de reducdo da
exigéncia de frio, no periodo de inverno (DENARDI; SECCON, 2005). As mudas
dessas cultivares foram previamente preparadas pelos pesquisadores Frederico
Denardi (Epagri/EECd) e Jo&o Bernardi (Embrapa Uva e Vinho), em 2006, sendo
enxertadas em porta-enxerto M7 e mantidas em sacos de 3 L com solo corrigido
nutricionalmente. Apds preparadas, as plantas foram mantidas em casa de
vegetagdo na Embrapa Uva e Vinho, sob os cuidados dos pesquisadores Henrique
P. Santos e Luis Fernando Revers (Figura 1). No outono de 2007, as plantas de
ambos os genétipos, com aproximadamente 10 gemas cada, foram colocadas em
fitotron (2,5 x 3,0 x 2,8 m; com controle de fotoperiodo, de temperatura e de
umidade) e submetidas a um regime de temperatura de aproximadamente 1000
horas/7°C. Durante esse periodo, foram realizadas amostragens de gemas para a
andlise da evolucdo da endodorméncia, conforme metodologia descrita por
Balandier (1992) e Herter (1992). Essa analise foi realizada com a colaboragdo do
pesquisador Gabriel Berenhauser Leite (Epagri/fEECd). Durante as amostragens,
parte das gemas foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e mantidas
a -80°C até o momento das analises.

Destaca-se que nestas amostragens, pelo efeito de juvenilidade, as gemas
apresentaram-se extremamente rudimentares (Figura 2). Deste modo, optou-se por
ndo avancar nas analises previstas sobre esse material, pela dificuldade no
processamento das pequenas gemas e pelo fato dos resultados serem afetados pela
fase de desenvolvimento destas plantas em relacdo a uma planta adulta com
capacidade produtiva.

Na segunda estratégia, foi preconizada a realizacdo de amostragens de
gemas de Gala e Castel Gala, em plantas adultas, situadas na propriedade do Eng.
Agr. Janio Seccon, em Monte Castelo, SC (Figura 3). Esta abordagem mostrou-se
mais adequada ao estudo proposto porque foi realizada em plantas adultas e em
condic¢des naturais de desenvolvimento. Além disso, nessas amostragens utilizaram-
se as plantas de Gala que deram origem a mutagdo Castel Gala.

As amostragens ocorreram em abril, maio, julho, agosto e setembro de 2007,
sendo correlacionadas com o inicio do periodo da endodorméncia (abril), com a
evolucao (maio e julho) e com a saida da dorméncia da Castel Gala (agosto) e da
Gala (setembro). Foram, também, obtidos dados meteorolégicos deste mesmo
periodo da regido de Monte Castelo junto a Epagri, os quais possibilitaram calcular a
disponibilidade de frio e relaciona-la com as variaveis bioquimicas que foram obtidas
nas amostras de gemas. Todas essas amostras foram congeladas em nitrogénio
liguido no campo (Figura 4) e armazenadas em freezer a -80°C, em Bento
Gongalves, para a realizagdo das andlises detalhadas nos experimentos 1 e 2,
descritos a seguir.

No segundo ciclo de produgdo da macieira, na vigéncia do projeto, foi
realizado o segundo periodo de amostragens de gemas de Gala e Castel Gala, em
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plantas adultas, nas mesmas plantas no ciclo anterior, na propriedade do Eng. Agr.
Janio Seccon, em Monte Castelo, SC. O contraste de exigéncia de frio hibernal
observado entre Castel Gala e Gala no inverno de 2007 foi igualmente observado no
inverno de 2008. As datas de amostragens nos invernos de 2007 e 2008 foram,
respectivamente: 29/05/2007, 03/07/08, 13/08/2007 e 27/09/2007 e 20/05/2008,
01/07/2008, 29/07/08 e 17/09/2008. Em razdo de diferengas climaticas entre os
periodos, a antecipacdo da brotacdo da cultivar mutante Castel Gala reflete que o
inverno de 2008 foi mais ameno. Foram igualmente obtidos dados meteorolégicos do
ano de 2008, da regido de Monte Castelo, junto a Epagri, os quais foram usados
para calcular a disponibilidade de frio que ird entdo ser relacionada com as variaveis
bioquimicas que se obteve nestas amostras de gemas. Todas essas amostras foram
armazenadas em freezer a -80°C, na Embrapa Uva e Vinho, para processamento.

Figura 1. Mudas de Gala e Castel Gala enxertadas em porta-enxerto M7.
Dezembro/2006. Bento Gongalves, RS.

Figura 2. Detalhe das gemas das mudas de Gala e Castel Gala, enxertadas em
porta-enxerto M7, antes e ap0s tratamento de temperaturas baixas, em
fitotron. Julho/2007. Bento Gongalves, RS.
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Figura 3.

Figura 4.

Contraste de exigéncia de frio hibernal e comportamento fenoldgico inicial
entre as cultivares Gala e Castel Gala no ano de 2007. Na data indicada,
enquanto a Castel Gala apresentava frutos de 1,5 cm de diametro a Gala
apresentava, no maximo, gemas em estadio de ponta-verde.

Detalhe do momento de amostragem de gemas a campo, com
congelamento em nitrogénio liquido, em diferentes momentos do
periodo hibernal em pomar comercial das cultivares Gala e Castel Gala.
Monte Castelo, SC. 2007.
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2.2. Experimento 1. Estabelecimento de relagdes entre os teores endégenos
de marcadores bioquimicos do metabolismo celular
oxidativo com o processo de endodorméncia de gemas
em macieira contrastantes em exigéncia de frio hibernal.

Considerando a importancia do metabolismo oxidativo, foram determinados
os teores de glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) em gemas dormentes de
Gala e Castel Gala, conforme as amostragens descritas acima e de acordo com o
protocolo de descrito por Kranner (1998). Destaca-se que esse protocolo foi
desenvolvido para a quantificacdo desses compostos em fungos. Portanto, antes de
se aplicar em andlises diretas com gemas de macieira, foi necessaria uma etapa de
ajustes, envolvendo dois protocolos, um para glutationa total e outro para glutationa
oxidada, sendo por diferenca calculada a glutationa reduzida. Os ajustes desses
protocolos serdo descritos na sec¢do resultados e discussdo. O processamento das
amostras foi realizado nas dependéncias da Embrapa Uva e Vinho, mas a anélise
cromatografica foi efetuada no Laboratério de Proteinas Téxicas na UFRGS, sob
responsabilidade da professora Célia R. R. S. Carlini. Andlises estatisticas foram
realizadas utilizando-se o teste de analise de variancia ndo-paramétrica Kruskal-
Wallis.

2.3. Experimento 2. Obter bibliotecas de cDNA representando genes
diferencialmente expressos, influenciados pelo frio
hibernal durante o estabelecimento e a finalizacdo da
endodorméncia.

Para a etapa de extracdo de RNA total foram utilizadas 10 gemas de
espordes de Gala e de Castel Gala na entrada da endodorméncia (29/05/2007) e na
saida da endodorméncia (13/08/2007), perfazendo, assim, quatro extracdes de RNA.
A extracdo de RNA total foi realizada segundo o protocolo modificado de Zeng &
Yang (2002), adaptado para escala de purificagdo de tubos de microcentrifuga de
1,5 a 2,0 mL. Foi realizada a extragdo em cinco tubos de microcentrifuga que
tiveram os seus volumes unidos antes da etapa de precipitagdo por cloreto de litio. O
RNA mensageiro das diferentes amostras foi purificado a partir de 150 ug de RNA
total, utilizando o kit de purificagdo Poly(A) Purist™ da AMBION. Assim, originaram-
se quatro purificados de Gala e Castel Gala na entrada da dorméncia e na
superacdo da dorméncia.

O RNA Poly (A) obtido foi a matéria-prima inicial para a obtencédo das
bibliotecas supressivas subtrativas de cDNA. Utilizou-se o protocolo do PCR-
Select™ cDNASubtraction Kit (Clontech) e foram obtidas duas bibliotecas para cada
data de coleta, totalizando quatro bibliotecas. A partir destas, foram obtidas
bibliotecas supressivas que representam os genes expressos em Gala subtraidos
dos genes expressos em Castel Gala na entrada (G1-K1) e na superagao (G2-K2)
da dorméncia e os genes expressos em Castel Gala subtraidos dos genes
expressos em Gala na entrada (K1-G1) e na superacéo (K2-G2) da dorméncia.
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3. RESULTADOS

3.1. Padronizagdo do protocolo de determinagdo de glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) por HPLC, para caracterizagdo bioquimica
de gemas de macieira durante dorméncia hibernal:

Com o intuito de obter uma caracteriza¢éo bioquimica da dorméncia hibernal
em gemas de macieira e selecionar um marcador bioquimico do metabolismo
oxidativo celular, foram realizadas amostragens de gemas dos modelos de macieira
contrastantes para o quesito exigéncia de frio. As cultivares Gala standard e Castel
Gala foram coletadas em 2007 e 2008 em pomar comercial de propriedade do Eng.
Agr. Janio Seccon, Monte Castelo, SC, seguindo um delineamento experimental
completamente aleatério, em cada arvore, de coleta de gemas em esporfes de no
méaximo 3 cm, independente da idade do ramo. As gemas foram coletadas em
grupos individuais por planta, havendo duas e quatro &rvores para estudo,
respectivamente, das cultivares Gala e Castel Gala. Foram coletadas em média 40
gemas por arvore a cada evento de amostragem. As gemas foram imediatamente
congeladas em nitrogénio liquido no campo (Figura 4). Esse material serviu de base
para a adequacdo e padronizacdo do protocolo de determinagdo de glutationa
reduzida (GSH) e oxidada (GSSG) por HPLC, descrito por Kranner (1998).

A glutationa € um tripeptideo, cujo aminoacido central é uma cisteina,
portando um grupamento tiol (-SH) quando reduzido, ou formando uma ponte
dissulfeto entre duas moléculas de glutationa quando oxidado. As gemas dormentes
de macieira foram trituradas manualmente em almofariz, com auxilio de nitrogénio
liquido, e a extracdo foi realizada em tampéo acido. A partir disso, foram separadas
fracBes do material extraido para dois protocolos paralelos (Figura 5). O protocolo A
teve 0 objetivo de determinar a quantidade de glutationa total em relagdo a massa
fresca dos tecidos da gema submetidos a extracdo. Para tanto, utilizou-se ditiotreitol
(DTT) como agente redutor, e a marcagéo dos tidis livres (i.e., -SH do GSH original
ou do GSH formado a partir da quebra de GSSG) foi feita com um fluoréforo
especifico, 0 monobromobimano (mBBr). O protocolo B, por sua vez, permitiu a
determinacdo apenas da quantidade de GSSG (glutationa oxidada) presente nas
mesmas amostras de gema. Neste protocolo, inicialmente, bloqueou-se os tibis livres
do GSH com NEM (N-etil-maleimido), retirou-se seu excesso com lavagens
sucessivas de tolueno e, entdo, as pontes dissulfetos de GSSG foram reduzidas com
DTT para se obter os novos grupos -SH passiveis de marcacdo pelo mesmo
fluor6foro mBBr.
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Figura 5.

Representacdo das etapas de preparo das gemas para determinar
glutationa total (protocolo A) e oxidada (protocolo B). DTT= ditiotreitol;
mBBr = monobromobimano.

A padronizagéo do protocolo de extragdo exigiu varias estratégias e ajustes

descritos abaixo:

v

Houve a necessidade de remocao das bracteas lignificadas que envolvem a
gema, usando nitrogénio liquido, antes da trituracéo fina das amostras, pois
esses tecidos sédo altamente oxidados e podem alterar o resultado;

Ao contrario do protocolo original,a extragdo de GSH e GSSG teve que ser
efetuada em um tampdo que n&o desestabilizasse as moléculas de
interesse a partir de sua forma reduzida ou oxidada originais. Para tanto, foi
adicionado EDTA e PVP na solucéo de extragdo. O tampéo de extracdo
otimizado resultante foi: 0,1M de HCI, 0,5% Triton-X, 1 mM de EDTA e
1,25% de PVP;

Para melhor extracdo dos compostos a partir das gemas, o material foi
deixado em meio de extracdo por 12h, a 4°C;

Para reagbes que devem ser mantidas a temperatura ambiente,
estabeleceu-se a temperatura fixa de 25°C;

A degaseificacdo das solugBes antes de seu uso foi retirada, pois essa
etapa nao acrescentou melhoria no processo analitico;

Para garantir a estabilidade da amostra, foi aumentada a concentracdo
inicial de CHES (de 200 mM para 300 mM CHES) presente no Tampao
CHES;

Para forcar uma maior reacdo dos grupos tidis com o fluoréforo (mBBr),
aumentou-se a concentracéo inicial de DTT (de 3 mM para 20 mM DTT),
com sucesso analitico. Na etapa seguinte apd6s a extragdo, para
manutencdo da estequiometria, aumentou-se, também, a concentragao
inicial de NEM utilizada (de 50 mM para 100 mM NEM) na determinag&o de
GSSG;



Caracterizag&do da dorméncia hibernal em gemas de macieira 265

v Aremocédo de NEM e/ou de seus derivados usando tolueno, no protocolo B,
é uma das etapas mais demoradas, mas nao tem demonstrado
interferéncia na reagdo da glutationa com o fluor6foro. Para aumentar a
eficiéncia da separagdo das fazes e evitar contamina¢gdo com tolueno,
acrescentou-se um passo de centrifuga¢do por 2 min entre cada uma das
cinco lavagens com tolueno e outra, também, antes de ser transferido o
material remanescente para as etapas seguintes;

v' Em vista do custo do fluoréforo utilizado (mBBr, R$ 367,00/25 mg), testou-
se a substituicdo por OPA (o-ftaldeido). Porém, nos experimentos
realizados, este novo fluoréforo demonstrou ser pouco especifico em
relac@o a derivatizagdo de grupos tiéis. Em fun¢éo disso, manteve-se 0 uso
do mBBr no protocolo;

v' Para restringir possiveis interferéncias, foi acrescentado uma etapa de
centrifugacéo e filtracdo das amostras apds marcacdo nos protocolos e
antes destas serem armazenadas em nitrogénio liquido até o momento das
analises cromatogréficas para quantificacéo.

Apos a marcagdo com fluoréforo, as amostras foram analisadas por
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) no laboratério da professora Célia
Carlini/lUFRGS (Figura 6), empregando-se uma separacdo em modo de fase
reversa, em coluna do tipo C18 (ODS), com eluicdo por gradiente crescente de
metanol, e deteccdo de mBBr por fluorescéncia (excitacdo: 380nm/emisséo: 480nm).
Os ajustes mais significativos nessa fase foram quanto ao gradiente e ao fluxo de
eluicdo da amostra que foram utilizados, para otimizar a resolugcdo dos picos do
cromatograma e a diminui¢do na geragdo de residuos (metanol).

Figura 6. Foto do cromatdgrafo liquido de alta performance, situado no Laboratério
de Proteinas Toxicas, da professora Célia Carlini/lUFRGS, equipado com
coluna Shin-pack CLC-ODS (M), Shimadzu, (150mm x 4,6mm, tamanho
da particula de 5 pm e diametrode poro 100 A) ecoluna guarda Shin-pack,
Shimadzu, CLCG-ODS. Programado para um gradiente de eluicdo de 5%
a 90% Metanol, pH 3,9.
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Para os ensaios preliminares referentes a padronizacdo do método, foram
utilizados padrdes do tripeptideo glutationa, em sua forma reduzida (GSH) ou
oxidada (GSSG), bem como derivados de sua quebra, o dipeptideo y-L-glutamil-L-
cisteina (Glu-Cys) e o aminoéacido L-cisteina (Cys). Porém, para a determinagdo de
uma curva-padrao para a analise quantitativa das gemas de macieira foram usadas
apenas concentracdes crescentes do padrdo de GSH submetidas ao protocolo A ou
do padrdo de GSSG submetidas ao protocolo B. Na Figura 7 estdo expostas as
curvas-padréo estabelecidas para os protocolos A e B.
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Figura7. Curvas-padrao construidas de forma independente para os protocolos A
ou B, usando triplicatas de amostras em concentragfes crescentes dos
padrdes de glutationa reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG),
respectivamente, apés processamento segundo o protocolo otimizado,
descrito neste trabalho.
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3.2. Utilizagdo do protocolo de determinacdo de glutationa reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG) por HPLC, para caracterizacdo bioquimica
de gemas de macieira durante dorméncia hibernal:

Gemas de macieiras Royal Gala coletadas em 2007 foram testadas
inicialmente para se verificar a adaptacéo do protocolo a este tipo de tecido biol6gico
e foram obtidos resultados satisfatérios na extracdo de glutationa bem como na
verificagdo de seu padrdo cromatografico. A Figura 8 apresenta o perfil

cromatografico com a identificacdo do pico de glutationa em uma amostra de gema
de macieira.

—

Figura 8. Perfil cromatografico de amostra de gema de Gala segundo o protocolo A que avalia
a quantidade de glutationa total (b), ou protocolo B, referente apenas a quantidade
de glutationa oxidada (d), em comparacdo ao controle dos respectivos protocolos
(a) ou (c). Amostra coletada em 13/08/2007 e processada conforme o protocolo
otimizado neste trabalho. As setas indicam o pico de glutationa nas amostras.
Chaves indicam picos comuns entre controles e amostras.
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Nas analises de amostras de gemas coletadas ao longo do periodo hibernal,
foi possivel constatar que a concentragdo de glutationa total e oxidada varia de
modo crescente com o acUmulo de horas de frio, em ambas cultivares. Entretanto,
destaca-se que em gemas de Castel Gala ocorre uma antecipagéo, em relagdo a
Gala, no incremento da quantidade de glutationa em relagdo a massa fresca de
gemas (Figura 9).
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Figura9. Evolucdo, durante a dorméncia, da quantidade de glutationa total e
oxidada em relagédo a massa fresca de gemas de macieiras das cultivares
Gala e Castel Gala (CG) amostradas em 2007. Setas indicam as
respectivas datas de brotacao.
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No comparativo de evolugdo de glutationa total e oxidada (Figura 9), destaca-
se que a variacao total é inteiramente dependente da quantidade de glutationa
oxidada (GSSG). Isto indica que o acumulo de frio esta diretamente associado ao
incremento do metabolismo oxidativo nas gemas. Além disso, com esse parametro
foi possivel caracterizar o contraste fisiolégico entre as cultivares em relagdo a
exigéncia de frio hibernal para superar a endodorméncia. Portanto, as varia¢des dos
niveis de glutationa nas gemas dormentes podem auxiliar na melhor definicdo dos
pontos de controle na regulacdo metabdlica da endodorméncia.

3.3. Bibliotecas de cDNA representando genes diferencialmente
expressos, influenciados pelo frio hibernal durante o
estabelecimento e a finalizacdo da endodorméncia.

A estratégia principal desta etapa do trabalho consistiu em gerar bibliotecas
representando genes presentes ou mais expressos no inicio e no final do periodo de
endodorméncia da cultivar Castel Gala, de menor exigéncia de frio, em relacdo a
cultivar Gala. RNA Poly (A) obtido das amostras de gemas de ambas as cultivares
no inicio e ao final do processo de dorméncia foi a matéria-prima inicial para a
obtencdo das bibliotecas supressivas subtrativas de cDNA conforme descrito por
Diatchenko et al. (1996). Utilizou-se o protocolo do PCR-Select™ cDNASubtraction
Kit (Clontech) e foram obtidas duas bibliotecas para cada periodo de amostragem,
totalizando quatro bibliotecas, conforme representado na Figura 10. Dessa forma,
foram geradas quatro bibliotecas que possivelmente representam o0s genes
predominantemente expressos em Gala subtraidos dos genes expressos em Castel
Gala na entrada (G1-K1) e na superagdo (G2-K2) da dorméncia, bem como os
genes predominantemente expressos em Castel Gala subtraidos dos genes
expressos em Gala na entrada (K1-G1) e na superacao (K2-G2) da dorméncia. Ao
todo foram obtidos 4241 transformantes. Foram, entdo, escolhidos aleatoriamente
384 transformantes de cada biblioteca para armazenamento a -80°C até a etapa de
sequenciamento. Em virtude do ajuste orcamentario proposto pela financiadora
(FINEP) a etapa do sequenciamento ndo foi contemplada neste projeto, porém esta
prevista para o projeto REDEMACA. A Figura 11 representa as diferentes etapas
para obtencédo das bibliotecas supressivas subtrativas.
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Figura 10. Representagdo esquematica dos momentos selecionados para
construcéo das bibliotecas subtraidas durante o inverno de 2007. Datas
de amostragem de gemas estdo indicadas por setas. CG indica Castel
Gala. Os quadros indicam os estadios fenologicos.

Figura 11. Representagdo das etapas de obtencdo das bibliotecas supressivas
subtrativas. C- indica o controle sem cDNA para amplificacdo. G1-K1,
G2-K2, K1-G1 e K2-G2 representam as diferentes bibliotecas obtidas.



Caracterizag&do da dorméncia hibernal em gemas de macieira 271

4. CONCLUSOES E RECOMENDAGCOES FINAIS

v" O protocolo de avaliagdo e quantificacéo de glutationa foi padronizado para
gemas de macieira.

v' Os teores de glutationa total aumentam no final do ciclo de dorméncia, em
conjunto com uma crescente oxidacdo desta molécula, atingindo o &pice de
guantidade e oxidacdo as vésperas da etapa de superagdo da
dorméncia/brotagéo.

v Gala e sua mutante Castel Gala diferem em quantidade e época de
acumulo de glutationa em gemas dormentes, sendo mais 0s teores mais
baixos e mais antecipado em Castel Gala;

v' Os resultados do perfil de glutationa oxidada/reduzida permitem caracterizar
o0 estado fisioldgico de dorméncia em que a gema se encontra.

v' Quatro bibliotecas supressivas subtrativas foram obtidas durante a entrada
e a superacdo do processo de endodorméncia para as cultivares Gala e
Castel Gala.
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