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Padr&o de expresséo espaco-temporal do gene MdADHN11 em
sementes de macieira por hibridiza¢&o in situ

Vitor S. Falavigna', Jaiana Malabarba', Vanessa Buffon®; Yohanna E. Miotto®, Jorge
E.A. Mariath®, Marcia Margis-Pinheiro®, Giancarlo Pasquali®, Luis F. Revers®

Nos ultimos estagios de desenvolvimento da semente, estabelece-se a
toleréncia a dessecacgdo. Um dos mecanismos envolvidos nesta tolerancia é
a inducdo de desidrinas (DHN), uma classe de proteinas envolvidas na
resposta adaptativa vegetal a estresses abioticos. O perfil transcricional de
onze DHNs de macieira (Malus pumila P Mill), previamente caracterizado em
diferentes 6rgdos por PCR em tempo real, permitiu identificar um gene
(MdDHN11) 6.000 vezes mais expresso em sementes maduras em relacao
a gemas dormentes. Este resultado sugere o envolvimento da MdDHN11 na
toleréncia & dessecacdo de sementes. A técnica de hibridizacéo in situ foi
utilizada para determinar a expressdo tecido especifica deste gene em
sementes de frutos de 2, 4 e 6cm de didmetro da cultivar Maxi Gala. As
amostras de sementes foram fixadas em formaldeido 4%, desidratadas em
séries etandlicas e embebidas em parafina. Sementes do estdgio 6cm foram
descascadas, uma vez que a casca lignificada dificulta os cortes
histolégicos. Cortes longitudinais e transversais (5-8um) foram realizados e
montados em |aminas de microscopia. Sondas especificas senso e
antissenso, relativas a 176pb da regido N-terminal do gene MdDHN11,
foram geradas contendo digoxigenina usando transcricao in vitro. Apés a
detecc¢édo de sinais de coloragdo, as laminas foram lavadas, desidratadas e
montadas com entellan. Os cortes foram fotografados usando-se
microscopia de campo claro. Nos estagios 2 e 4cm, MdDHN11 foi expresso
no nucelo da semente em uma regido proximal ao tegumento interno que
compde a casca. Nao foi observado sinal de hibridizacdo no estagio 6¢cm,
possivelmente devido a remocdo da casca. Os resultados obtidos
constituem a etapa inicial da caracteriza¢éo funcional do gene MdDHN11 e
indicam que sua funcdo protetora se restringe aos tecidos de origem
materna que envolvem o embrido. Novos estudos estdo sendo
desenvolvidos para a melhor compreenséo de suas fungdes.
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