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RESUMO
Ocotea catharinensis € uma espécie lenhosa florestal nativa da Mata Atlantica
que possui grande importancia econémica devida a sua madeira e a produgéo
de dleos essenciais. Por causa de sua intensa exploracdo comercial e da baixa
reprodugdo e viabilidade de suas sementes, O. catharinensis tornou-se
ameacgada de extingdo. O objetivo deste trabalho foi estudar a embriogénese
somatica de O. catharinensis por meio da analise proted6mica comparativa dos
diferentes estagios embriogénicos e também de agregados celulares cultivados
em diferentes meios de cultura que produzem células com distintas
competéncias embriogénicas. Para isso, os extratos de proteinas dos
agregados celulares cultivados em diferentes meios (WPM, MS, MS+2,4-D) e
dos embrides somaticos nos estagios globular (E1), cotiledonar inicial (E2),
cotiledonar intermediario (E3) e embrido maduro (E4) foram submetidos a
eletroforese bidimensional (2-DE). As amostras foram maceradas em N liquido
e po de vidro e precipitadas com solucdo de TCA/acetona seguida pela
extracdo e solubilizacdo em tampao 2-DE. A concentracdo de proteina foi
determinada utilizando-se Plus One 2D QuantKit (GE Healthcare). As amostras
foram submetidas a focalizagao isoelétrica utilizando-se géis de gradiente
imobilizados de pH (IPG) na faixa de 4-7. Também foram realizados géis
bidimensionais “dois-em-um” dos agregados celulares, nos quais os géis IPG
com a mesma faixa de pH para duas diferentes amostras foram colocados
lado-a-lado no topo de um gel para SDS-PAGE vertical para a separagao na
segunda dimensdo (Wang et al., 2003). Apds a coloragdo com nitrato de prata,
as imagens dos géis foram digitalizadas e submetidas a analises
computacionais para se determinar o numero e a intensidade dos spots,
levando a informacdo da expressao diferencial de proteinas. Poucos spots
mostraram mudangas de intensidade durante o desenvolvimento e nos meios
de cultura testados. Estes spots foram analisados por espectrometria de massa
utilizando-se espectrémetros de massa tipo MALDI-TOF e nano-LC MS/MS
(LTQ Orbitrap). Somente um spot foi identificado por MALDI-TOF e oito por
LTQ Orbitrap. Entre os diferentes polipeptideos identificados estdo proteinas
estruturais como a actina, proteinas antioxidantes como tiorredoxina,
superéxido dismutase e outras como proteinas da familia 14-3-3, germina e

enzima biossintética de tiamina.



ABSTRACT
Ocotea catharinensis is a forest tree species from Mata Atlantica that has
economic importance due to its wood and essential oils. O. catharinensis
became an endangered species mostly because of its intense exploitation and
its low seed production and viability. The objective of this work was to study O.
catharinensis somatic embryogenesis through the comparative proteome
analysis of different embryogenic stages as well as cell aggregates maintained
in different culture media that produce distinct cell embryogenic competence.
For that, the protein extracts of cell aggregates (calus) cultured in different
medias (WPM, MS, MS+2,4-D) and of the somatic embryos in globular (E1),
initial cotiledonary (E2), intermediary cotiledonary (E3) and mature embryo (E4)
stages were subjected to two-dimensional gel electrophoresis (2-DE). The
samples were ground in liquid N, and glass powder, and the proteins
precipitated with TCA/acetone solution followed by extraction and solubilization
in 2-DE buffer. The protein concentration was determined using Plus One 2D
QuantKit (GE Healthcare). The samples were submitted to isoelectric focusing
using pH 4-7 immobilized pH gradient (IPG) strips. We also carried out “two-in-
one” gels (Wang et al., 2003) of cell aggregates, where IPG strips with the
same pH range for two different samples were loaded side by side on top of a
vertical SDS-PAGE gel for separation in the second dimension. After silver
staining, the gel images were digitalized and subjected to computational
analyses in order to determine the number and intensity of the spots, allowing
the determination of protein differential expression. Few protein spots showed
different intensities during the development and in the different culture media
tested. These spots were analyzed by mass spectrometry using MALDI-TOF
and nano-LC MS/MS (LTQ Orbitrap). Just one spot were identified by MALDI-
TOF and eight by LTQ-Orbitrap. Among the identified polypeptides, there were
structural proteins like actin, antioxidant proteins like tioredoxin, superoxide
dismutase and others like the 14-3-3 family, germin and thiamine biosynthetic

enzyme.
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1.INTRODUCAO



1. 1 Mata Atlantica

A Mata Atlantica localizada na encosta Atléntica entre as latitudes 6°S e
30°S e longitudes 30°W e 50°W, com altitudes variando do nivel do mar até
2.700 metros (Lima & Capobianco, 1997), é considerada atualmente como um
dos mais ricos conjuntos de ecossistemas em termos de diversidade bioldgica
do planeta. Esse Bioma é composto de uma série de fitofisionomias bastante
diversificadas tendo como consequéncia, a evolugdo de um complexo bidtico
de natureza vegetal e animal muito rico (Apremavi, 2002).

Considerando-se apenas o grupo das angiospermas, acredita-se que o
Brasil possua por volta de 60.000 espécies, ou seja, 22 a 24% do total que se
estima existir no planeta. Deste total, as proje¢des sdo de que a Mata Atlantica
possua cerca de 20.000 espécies, ou seja, entre 33 e 36% das existentes no
pais. A verdade é que, em um pais em que a biodiversidade € pouco conhecida
COMOo 0 NOsso, ha espécies que podem ter sido extintas antes mesmo de terem
sido catalogadas pelos cientistas e outras que, ao serem descobertas, entram
imediatamente para a tragica lista das ameagadas de extingdo (Apremavi,
2002).

Esta floresta € o segundo ecossistema mais ameagado no mundo,
restando somente 7,84 % da floresta original apés 500 anos de idade do pais
(Figura 1). Dean (1996) fez um dos relatos mais impressionantes do seu
processo de destruicdo, mostrando que as politicas governamentais brasileiras
tinham como imperativo o “desenvolvimento econbmico” acima do
preservacionismo. A Mata Atlantica possui uma importancia fundamental, pois
exerce influéncia direta na vida de mais de 80% da populagao brasileira que
vive em seu dominio e é garantia de abastecimento de agua para mais de 120
milhées de pessoas. Projetos que visem a sua preservagcao e a utilizagao
sustentavel de seus recursos devem ser estimulados e estabelecidos, visando

a protecado do remanescente natural desse importante ecossistema.
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Figura 1. A Mata Atlantica. O mapa a esquerda mostra a situagao original do dominio
da Mata Atlantica. O mapa a direita mostra os remanescentes florestais em 2000.
Fonte: Fundacdo S.0.S. Mata Atlantica, Instituto Nacional de Pesquisas Espaciais
(INPE).

1.2 Ocotea catharinensis

A espécie Ocotea catharinensis Mez. (Lauraceae) (Figura 2), conhecida
popularmente pelo nome de “canela-preta”, é originaria da Mata Atlantica, com
ocorréncia natural nos Estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul
e Sao Paulo (Carvalho, 1994). A arvore pode atingir 30 metros de altura e 100
centimetros de diametro. Possui copa larga e bastante densa e distingui-se da
“canela-branca” (Ocotea spixiana) pelo cheiro que é mais suave. Sua area de
maior ocorréncia € a Floresta Ombrofila Densa constituida de formagao vegetal
exuberante (Carvalho, 1994).

Segundo Klein (1980), antes de 1980, a O. catharinensis era a espécie
era mais abundante na Floresta Atlantica no Estado de Santa Catarina em
altitudes entre 300 metros e 700 metros, representando aproximadamente um
terco do total de biomassa vegetal. Essa espécie possui importancia
econbmica pela produgcdo de madeira, principalmente a madeira serrada e
rolica, muito valorizada na construgdo civil, naval e na industria moveleira

(Carvalho, 1994). Também ¢é importante, como outras espécies da familia



Lauraceae, pela produgcao de quantidades significativas de 6leos essenciais
utiizados em perfumaria na industria cosmética (Sakiat & Yatagai, 1992;
Carvalho, 1994). Além disso, produz lignanas e neolignanas, que s&o
compostos biologicamente ativos, com efeito citotoxico em células tumorais
(Lordello, 1996; Funasaki, 2006). Esses compostos também foram isolados de
outras espécies da familia Lauraceae, como a Endlicheria dysodantha Mez. e a
Aniba megaphylla Mez. (Ma et al., 1991). Devido a sua intensa exploragao
econOmica nas décadas de 1940 a 1970, a espécie possui, atualmente, um
reduzido numero de individuos e, com isso, seus mecanismos naturais de
reprodugao estdo sendo afetados. Consequentemente, a espécie foi incluida
na Lista Oficial de Espécies da Flora Brasileira Ameagadas de Extingao (Brasil,
1992).

Adicionalmente, O. catharinensis produz esporadicamente flores e
sementes, as quais apresentam baixa viabilidade e resistem a poucos meses
de armazenamento (Viana, 1998). Essa caracteristica, na pratica, se traduz por
uma dificuldade para a obtencdo de mudas a partir de sementes,
comprometendo o estabelecimento de projetos de reflorestamento em suas
areas de ocorréncia natural. Esses fatos apontam a urgéncia de se desenvolver
meétodos alternativos de propagacédo e conservagao, visto que os meétodos
convencionais de propagacdo vegetativa para esta espécie nao tém
apresentado resultados satisfatérios (Silva, 2001). Assim, necessita-se
urgentemente do estabelecimento de programas de conservagao, incluindo o
desenvolvimento de métodos nao convencionais para a propagagao e
conservagao dessa espécie, como por exemplo, o da embriogénese somatica.

Técnicas biotecnolégicas, como a embriogénese somatica, podem ser
aplicadas para espécies lenhosas que sao caracterizadas por um longo periodo
de maturacado e baixa viabilidade de sementes, bem como para espécies de
dificil propagagao através de métodos convencionais (Jain & Ishii, 1998). A
cultura de tecidos vegetais é de grande importancia na propagac¢ao, em larga
escala, de espécies florestais de interesse para futuros programas de

reflorestamento e recuperagao de areas degradadas (Viana et al., 1999).
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Figura 2. Ocotea catharinensis Mez, familia Lauraceae, arvore adulta (Lorenzi, 1992).

1.3 Embriogénese

A embriogénese € o processo que inicia o desenvolvimento vegetal e,
em geral, comega quando os gametas se unem formando o zigoto. Em
angiospermas, a fecundagdo € dupla, pois também ocorre a unido de um
gameta masculino com dois nucleos polares formando o endosperma que
consistira no tecido de nutricao do embrido em desenvolvimento (Taiz & Zeiger,
2004).

Nos estudos de embriogénese, a Arabidopsis thaliana € uma espécie
modelo e o seu padrdo de desenvolvimento do embrido zigoético tem sido
amplamente estudado. Os estagios mais importantes da sua embriogénese
zigotica sdo: globular (embrido de oito células), cordiforme (primérdios do
cotilédone), torpedo (alongamento celular e desenvolvimento dos cotilédones)
e o estagio de maturagéo (perda de agua e metabolicamente quiescentes)
(Figura 3). A diferenciagcdo dos meristemas ja pode ser observada no estagio
cordiforme, onde a regido apical originara meristema apical e os cotilédones; e

a regiao central originara o hipocatilo e a regido basal originara a raiz.
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Figura 3. Visdo geral do desenvolvimento zigético de A. thaliana, mostrando seus
estagios de desenvolvimento.
(www.mun.ca/biology/desmid/brian/BIOL3530/DB_Ch07/DBNPIlant.html).

A embriogénese somatica, por outro lado, é o processo pelo qual,
através da técnica de cultivo in vitro, células isoladas ou um pequeno grupo de
células somaticas dao origem a embrides somaticos, num processo
morfogenético que se aproxima da sequéncia de eventos representativos da
embriogénese zigotica, (Tautorus et al, 1991, Zimmerman, 1993),
apresentando, inclusive, estagios de desenvolvimento embrionario similares
(Figura 4). A embriogénese somatica in vitro foi descrita pela primeira vez,
independentemente, por Steward e Reinert em 1958, em cenoura (Daucus
carota) e tem sido utilizada em varias espécies de plantas partindo-se de uma
grande variedade de materiais, tais como micrésporos, protoplastos, embrides

imaturos, explantes de tecidos e células cultivados in vitro (Schmidt, 1997).
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Figura 4. Diferentes estagios de desenvolvimento do embrido durante as

embriogéneses somatica e a zigotica. Adaptado de Zimmerman, 1993.

O emprego da embriogénese somatica na cultura de tecidos € um
método bastante promissor com uma série de aplicagdes biotecnoldgicas. Este
processo morfogenético, além de permitir o estudo de aspectos basicos da
embriogénese somatica, tem contribuido para garantir a propagacdo de
espécies lenhosas de dificil propagagdo por métodos convencionais (Jain &
Ishii, 1998), permitindo a obtengdo de um grande numero de individuos para

programas de reflorestamento (Figura 5).

Em comparacdo as outras técnicas de micropropagagao, a
embriogénese somatica apresenta as seguintes vantagens e aplicagoes:
permite a obtengcdo de uma grande quantidade de propagulos (embrides
somaticos); possibilita um alto grau de automatizagcdo do sistema, permitindo
baixar o custo efetivo da produgdo em larga escala de plantulas somaticas; os
propagulos (embrides somaticos) podem ser produzidos de forma sincronizada
(com a otimizacdo do sistema); possibilidade de armazenamento dos

propagulos por um longo prazo através da criopreservagao; possibilidade de



producao de sementes artificiais (Figura 6); utilizacdo das culturas para o
isolamento e fusdo dos protoplastos; e as culturas sao passiveis de
transformacao genética e podem ser utilizadas como ferramenta integrada em
programas de melhoramento florestal (Hogberg et al., 1998; Guerrra et al.,
1999).

Reflorestamento e Embriogénese Somatica
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Figura 5. Esquema de aplicagdo da embriogénese somatica em programas de
reflorestamento.

Figura 6. Aspecto de semente sintética de café: embrido somatico encapsulado (Cid,
2004).



O processo basico para a embriogénese somatica realizada com
giminospermas, principalmente coniferas, consiste de dois ciclos repetitivos
caracteristicos evidenciados na Figura 7. No primeiro, embrides zigoticos em
estagio inicial de desenvolvimento sido inoculados em meios de cultura
contendo horménio vegetal auxina, sendo a mais utilizada o acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D). Estas culturas geram complexos ou massas
celulares pro-embrionarias, que por processos de embriogénese repetitiva,
resultam em um ciclo repetitivo de divisbes celulares, formando embrides
somaticos globulares. No segundo ciclo, chamado de ciclo de maturagéo,
esses pro-embrides sao estimulados a prosseguir o seu desenvolvimento pela
retirada da auxina do meio de cultura, ou pela inclusdo de acido abscisico
(ABA), citocininas e de agentes que promovam estresse osmotico. Nesta fase
as culturas sdao mantidas em condicbes de luminosidade. Esse ciclo de
maturacao forma embrides somaticos que podem ser convertidos a plantas
(Guerra et al, 1999).
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Figura 7. Processo de dois ciclos para a indugdo e modulacdo da embriogénese

somatica em gimnospermas (Vanildo Silveira).



Para O. catharinensis foi desenvolvido um sistema de embriogénese
somatica de alta frequéncia a partir da cultura de embrides zigéticos maduros
(Figura 8) (Moura-Costa et al., 1993). De acordo com Viana e Mantell (1999), a
embriogénese somatica para essa espécie possui as seguintes fases: a)
indugdo de agregados celulares embriogénicos (embriogénese indireta) e de
embrides somaticos globulares (embriogénese direta) a partir de embrides
zigoticos maduros; b) diferenciagdo dos agregados celulares para os estagios
globular e cotiledonar; c¢) maturacédo; d) desidratacdo, e e) germinagdao. A
manutencdo das culturas no estagio de agregados celulares indiferenciados
ocorre na presenca de 2,4-D, e as culturas embriogénicas diferenciadas sao
mantidas em meio de cultura desprovido de reguladores de crescimento, em
estagio cotiledonar inicial, a partir da embriogénese secundaria repetitiva. Este
processo consiste na producdo de novos embrides somaticos a partir de
embrides somaticos nos estagios globular e cotiledonar inicial, inoculados a
cada 25 dias para o novo meio de cultura (Viana & Mantell, 1999). Entretanto,
uma limitacdo deste sistema € a baixa taxa de conversdo de embrides

somaticos em plantas (Viana, 1998).

Embr. indireta: agregados
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pue sl |
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4
globular n!
‘
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Figura 8. Fluxograma da embriogénese somatica desenvolvida para O. catharinensis.
(Adaptado de Viana & Mantell, 1999; Santa-Catarina, 2005).

Converséo
plantulas
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Varios aspectos deste sistema de embriogénese somatica foram
estudados, tais como o crescimento das culturas e a caracterizagao
morfoldgica, citoquimica e bioquimica dos embrides somaticos em diferentes
fases de desenvolvimento (Santa-Catarina, 2001; Santa-Catarina et al., 2003;
Santa-Catarina, 2005); o estabelecimento e manutencdo de suspensdes
celulares a partir de culturas embriogénicas na fase de agregados celulares
(Moser et al., 2003); os fatores que promovem a embriogénese repetitiva
(Santa-Catarina et al., 2004b); a analise da competéncia embriogénica através
da expressao do homodlogo do gene SERK em agregados celulares mantidos
em diferentes meios de cultura e na presenga ou auséncia de 2,4-D (Santa-
Catarina et al., 2004a). Além disso, estudos fisiolégicos e bioquimicos foram
realizados durante a fase de multiplicagcdo das culturas embriogénicas e
durante o desenvolvimento do embrido zigético de O. catharinensis (Santa-
Catarina, 2005).

1.3.1 Aspectos bioquimicos da embriogénese

Acredita-se que em todos os sistemas vegetais, 0s processos de
desenvolvimento sdo o resultado de um complexo controle espacial e temporal,
onde varios horménios atuam na regulagdo da expressao de multiplos genes
(Barendse & Peeters, 1995). Os hormdnios vegetais sdo reguladores quimicos
de ocorréncia natural que produzem respostas metabdlicas e fisiolégicas e que
sao efetivos em quantidades muito pequenas e sdo, provavelmente, os mais
importantes mediadores na transducdo de sinais. O mesmo horménio pode
ocasionar respostas diferentes em tecidos diferentes ou em diferentes fases de
desenvolvimento de um mesmo tecido (Taiz & Zeiger, 2004).

Os fitormbnios exercem sua agao por meio do reconhecimento de
receptores especificos presentes em células responsivas, traduzindo sinais
hormonais em eventos bioquimicos e fisiologicos (Guerra et al, 1999).
Tradicionalmente, quatro grupos de fitormérmios (Figura 9) estdo presentes
durante o desenvolvimento de varias espécies de angiospermas: auxinas,

citocininas, ABA e giberelinas. Fitorreguladores ou reguladores de crescimento
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sao substancias sintéticas que mimetizam os efeitos dos hormdnios no
metabolismo celular (Taiz & Zeiger, 2004).

O hormdnio conhecido como AIA (acido indol acético), é a principal
auxina presente em sementes de angiospermas em desenvolvimento (Bewley
& Black, 1994). O AIA é uma das principais substancias envolvidas no controle
do desenvolvimento da semente, determinando a orientagcdo do eixo
embrionario nas fases iniciais da embriogénese (Rock & Quatrano, 1995) e
controlando a formagao dos cotilédones (Liu et al., 1993; Astarita et al., 2003).
Segundo Rock & Quatrano (1995), quando os cotilédones completam a sua
formagao tem inicio a etapa de maturagdo da semente, que é caracterizada
pela diminuigdo dos niveis de AlA e giberelinas e aumento da concentragdo do
ABA. Nesta fase ocorre o acumulo de substancias de reserva e a progressiva
perda de agua (desidratagdo), completando-se o processo de formacéo das
sementes (Bewley & Black, 1994; Rock & Quatrano, 1995).

Varios estudos sobre a biossintese, metabolismo e transporte de AIA
foram realizados durante a embriogénese somatica de cenoura e mostraram
que essa auxina tem um importante papel na indugdo e na subsequente
morfogénese do embrido em cultura (Zimmerman, 1993). Hip6teses sugerem
que na presenga continua de auxina, as massas pro-embriogénicas sintetizam
os produtos génicos necessarios para iniciar a embriogénese até o estagio
globular e inibir a sua diferenciagdo para os demais estagios de
desenvolvimento embrionario. Por esta razdo, a remocao de auxina do meio de
cultura resulta na inativagéo dos genes repressores e o programa embriogénico
pode prosseguir. Deste modo, o papel da auxina € alterado e o embrido passa
a sintetizar sua prépria auxina, possivelmente por uma via alternativa
(Zimmerman, 1993).

Durante o inicio do desenvolvimento das sementes em varias espécies
vegetais, ocorre um aumento no nivel de ABA, o qual estimula a produgao de
proteinas de reserva LEA (late embryogenesis abundant) e também previne a
germinacgao precoce (Raven, 2001). Nos embrides maduros e desidratados de
varias espécies ha indicios do acumulo de ABA impondo um estado de
dorméncia por um periodo de tempo (Bewley & Black, 1994; Rock & Quatrano,
1995). De acordo com estes autores, os efeitos inibitorios do ABA estao ligados

ao papel que desempenha na prevengdo da germinagao precoce € na

12



dorméncia de curta duragao durante a maturacido. Desta forma, a quebra da
dorméncia em muitas espécies esta correlacionada com uma queda nos niveis
de ABA nas sementes (Raven, 2001).

Varios trabalhos indicam a importancia do ABA na maturacdo de
embrides somaticos, sendo que a sua adicdo ao meio de cultura durante a
maturagdo promove o0 desenvolvimento normal dos embrides e a sua
conversdo em plantulas em varias espécies (Stasolla & Yeung, 2003). Além do
ABA, a utilizagdo de agentes osmoticos no meio de maturagédo tem contribuido
para a otimizacdo dos sistemas de embriogénese somatica, sendo o PEG
(polietilenoglicol) o agente osmodtico preferido em relagdo aos agentes
plasmolisantes (sacarose, sais, manitol), devido ao seu carater n&o-
plasmolisante (Tautorus et al., 1991; Attree & Fowke, 1993; Stasolla & Yeung,
2003). Estudos com diferentes sistemas experimentais demonstram um
aumento na qualidade e na quantidade de embrides somaticos quando o meio
de cultura utilizado na maturacado contém ABA e PEG (Attree & Fowke, 1993;
Capuana & Debergh, 1997; Klimaszewska & Smith, 1997; Guerra et al., 2000).

A B
O — CHy — COOH

Cl

cl (S)-cis-ABA
2,4-Dichlorophenoxyacetic (naturally occurring
acid (2,4-D) active form)

COOH
(F) Gibberellic acid (GA3) Trans-Zeatina

Figura 9. Principais horménios vegetais. A) Acido 2,4-D diclorofenoxiacético (2,4-D),

B) Acido abscisico (ABA); C) Giberelina e D) Citocinina trans-zeatina.
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1.3.2 Marcadores moleculares da embriogénese somatica

As pesquisas sobre o desenvolvimento do embrido somatico comegaram
nos ultimos 20 anos, mas a maior parte destes estudos tem sido
biologicamente descritiva ou focada no melhoramento das metodologias de
cultivo. Recentemente, esforcos tém sido feitos para se descrever a
embriogénese no nivel molecular. Exemplos se estendem da investigagao de
processos bioldgicos durante o desenvolvimento normal aos efeitos da
mudancga das condigdes do meio de cultura na expressao génica global (Lippert
et al., 2005). Poucos estudos tém se focado na expressao protéica durante a
embriogénese em coniferas. Em Picea glauca, Dong et al. (1997) relataram o
aparecimento de varias proteinas novas em resposta a remoc¢ao de fitormbnios
do meio de cultura apés a estimulagao por ABA. Outros estudos realizados por
Flinn et al. (1993) mostraram que os niveis de transcritos, particularmente
aqueles relacionados ao acumulo de proteinas de reserva na embriogénese
somatica, eram similares aqueles encontrados na embriogénese zigotica.

Um resultado de fundamental importancia utilizando o sistema de
embriogénese somatica no estudo do desenvolvimento embrionario € a
geracao de marcadores moleculares relacionados com os eventos de
diferenciagdo celular durante a formacédo e desenvolvimento do embrido
(Zimmerman, 1993). O uso de proteinas como marcadores para embriogénese
somatica tem sido descrito para varias espécies (Hvoslef-Eide & Corke, 1997),
tentando relacionar os estagios embriogénicos com as alteragdes nos perfis
protéicos. A identificagcdo de proteinas estagio-especificas podera contribuir
para o entendimento do desenvolvimento embrionario de O. catharinensis e
para o melhoramento dos protocolos de embriogénese somatica. Estes estudos
sdo de importancia fundamental para a utilizagdo da embriogénese somatica
como metodologia alternativa de propagacgao, conservagdo de germoplasma,
reflorestamento, recuperacdo de areas degradadas e como ferramenta em
futuros programas de melhoramento genético destas e de outras espécies
arboreas. Esta identificacdo pode ser realizada utilizando-se ferramentas

protedmicas.
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1.3.3 Expresséo génica envolvida na embriogénese somatica

E conhecido que para a formagdo do embrido vegetal é requisitada a
indugdo e ativagdo de uma variedade de genes e muitos estudos tém
empregado diferentes técnicas de screening para identifica-los (Schmidt et al.,
1997). O processo de embriogénese envolve a expressao génica diferencial
conferindo as células somaticas a habilidade de demonstrarem seu potencial
embriogénico. A embriogénese somatica também envolve varias vias de
transducao de sinal para a indugédo e/ou repressao de um grande numero de
variedades génicas (Chugh & Khurana, 2002). Os genes que foram
relacionados a regulacdo da embriogénese somatica foram reunidos em varios
grupos em fungéo de caracteristicas comuns entre si (Figura 10) Dentre estes,
podemos citar os genes housekeeping que estdo envolvidos na expressao de
outros genes como H3-1 (histonas), Top | (DNA topoisomerase) e outros. Uma
outra classe € a dos genes de resposta aos horménios como os das heat shock
proteins (hsps) e pJCW1 e 2, todos induziveis por auxina (Chugh & Khurana,
2002)..

O mecanismo preciso que controla a expressao génica vegetal e os
passos detalhados pelos quais estes genes dirigem o processo especifico da

embriogénese vegetal ainda n&o estdo completamente entendidos.
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Figura 10. Representacao esquematica dos varios grupos de genes identificados que
influenciam a embriogénese somatica nas plantas superiores (Adaptado de Chugh &
Khurana, 2002).

1.3.4 Competéncia Embriogénica dos Agregados Celulares

Os eventos mais precoces e que acontecem durante os periodos nos
quais as células vegetais somaticas tornam-se embriogénicas tém sido pouco
estudados. Células em transicdo do estado somatico para o embriogénico séo
chamadas de células competentes (determinadas para a embriogénese), ou
seja, capazes de reagir a sinais especificos do desenvolvimento (Schmidt et al.,
1997). O termo embriogénico & definido como a habilidade para a formagéo do
embrido somatico sem a necessidade de aplicacdo exdgena de auxina (De
Jong et al.,, 1993). Em explantes de tecidos de varias espécies, a primeira

resposta € notada por uma rapida mudanga de localizagdo do vacuolo no
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citoplasma, seguida pela primeira divisdo. Em outras espécies, como Medicago
sativa e Ranunculus sceleratus, a resposta acontece em outros tecidos como o
epidérmico (Schmidt et al., 1997). Células competentes devem conter um
receptor inativo, o qual seria ativado pela presenga de um ligante proprio para
disparar o programa embriogénico (Fehér et al., 2003).

O gene SERK (somatic embryogenesis receptor kinase) foi
primeiramente descrito em culturas de células competentes de cenoura
(DCcSERK) (Schmidt, 1997). Células individuais de cenoura destinadas a se
desenvolverem em embrides somaticos expressam o gene luciferase como
reporter sob o controle de DcSERK, demonstrando que este gene € um
marcador para a competéncia das células somaticas se tornarem
embriogénicas. Outros homodlogos deste gene foram encontrados em
Arabidopsis thaliana (AtSERK1) (Hecht et al., 2001), Dactylus glomerulata
(DgSERK) (Somleva et al., 2000) e Medicago truncatula (MtSERK) (Nolan et
al., 2003).

De acordo com Santa-Catarina et al. (2004), a analise por Northen Blot e
hibridizagdo in situ mostraram que, nos agregados celulares cultivados nos
meios de cultura MS suplementado com 2,4-D (MS+2,4-D) e no meio WPM, a
expressao do gene SERK foi detectada. Culturas mantidas em meio MS sem
2,4-D (MS-2,4-D) nado apresentaram esta resposta, sugerindo que a adigdo do
2,4-D ao meio de cultura MS contribuiu para a ativagao da expressao do gene
SERK. A expressdo do gene em meio WPM sugere também que outros
componentes do meio de cultura possam ativar a expressao do gene SERK.

A importéncia da presengca do 2,4-D na indugdo da embriogénese
somatica foi intensamente estudada e descrita na literatura (Dudits et al.,
1995). Acredita-se que o 2,4-D atue como um agente metilador do DNA nuclear
(De Klerk et al., 1997), alterando o conteudo enddégeno de horménios, como o
AlA, através de um disturbio no metabolismo endoégeno de auxinas (Fehér et
al., 2003). Em agregados celulares de O. catharinensis cultivados em meio MS,
a expressao do homoélogo do gene SERK somente foi detectada quando o 2,4-
D foi incorporado ao meio de cultura. A indugao da expressao de um homélogo
do gene SERK por auxina foi também recentemente observada em culturas

embriogénicas de M. trunculata (Nolan et al., 2003).
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1.4 Protedbmica

Proteoma € o conjunto de todas as proteinas presentes em um material
biolégico e que ao contrario do genoma, estda em continua mudanga em
resposta aos estimulos internos e externos sofridos pelo organismo (Wilkins et
al., 1994). Foi Marc Wilkins, em 1994, quem batizou este importante ramo da
gendmica funcional com o termo proteoma —analogo PROTEico do genOMA.

Proteomas celulares sao muito complexos e compostos de milhares de
proteinas e estdo em continua mudanca em resposta aos estimulos internos e
externos do organismo. Protebmica € uma nova area da ciéncia que tem como
objeto estudar os proteomas e seu objetivo inicial foi a identificagdo em larga
escala de todas as proteinas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente,
consiste na analise simultdnea de misturas complexas de proteinas como as
provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de
detectar diferengas quantitativas e qualitativas na expressao protéica
(Westermeier & Naven, 2001). Seus objetivos se diversificaram para a analise
de varios aspectos funcionais das proteinas como modificacbes pos-
traducionais, interacdes proteina-proteina, atividades e estruturas. O campo de
atuacao desta ciéncia estende-se a descoberta de novas drogas, diagnosticos,
terapias, microbiologia, bioquimica. A analise de proteomas geralmente
comecga com a eletroforese em géis de poliacrilamida, principalmente os géis
bidimensionais (2-DE), e técnicas de espectrometria de massa. Na ultima
década, tem sido grandemente facilitada pelo desenvolvimento de novas
técnicas de espectrometria de massa (MS) e a disponibilidade de informagao
genbmica (Westermeier & Naven, 2001).

Pela técnica de 2-DE as proteinas sdo separadas em fungao dos seus
pontos isoelétricos (pl) na primeira dimensao e, posteriormente, de acordo com
suas massas moleculares na segunda dimens&o. A técnica de 2-DE ainda é a
principal plataforma para a separacao de proteinas e possui limitacdes técnicas
inerentes, como a habilidade limitada para fracionar classes especificas de
proteinas (Rabilloud, 2002) e a dificuldade de automatizacdo (Rose, 2004), o
que resulta em grande variabilidade experimental pela manipulagdo necessaria.
A 2-DE é um processo caro, trabalhoso e demorado, limitando analises em

larga escala da expressao protéica (Park, 2004).
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No contexto da protebmica comparativa, onde o objetivo € identificar-se
diferengas quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a técnica de
2-DE é geralmente o método de escolha, e gera dados em um formato que
possibilita uma boa avaliagdo visual (para amostras pouco complexas) e
fornece comparagdes quantitativas (Rabilloud, 2002).

Ainda em relagao a reprodutibilidade da 2-DE, existem problemas que
podem comprometer uma comparagdo eficiente entre duas amostras
diferentes: o tamanho do gel e a intensidade de coloragdo, esta podendo
fornecer resultados errbneos em relagao a intensidade de expressao protéica.
Dentro dos métodos que podem ser utilizados na 2-DE para se prevenir este
tipo de variagdo tem-se a técnica do gel “dois-em-um” (two-in-one gel) descrita
por Wang et al. (2003) e ainda pouco utilizada na pesquisa protedmica (Figura
11). Nesta técnica quantidades iguais de duas amostras a serem comparadas
sao focalizadas separadamente. Os mesmos strips sao entdo cortados ao meio
e as metades de strips com a mesma faixa de pH sao colocadas lado a lado no
topo de um gel para SDS-PAGE para a separagdo por massa na segunda
dimenséo.

A protebmica também avancou com o desenvolvimento da
espectrometria de massa (MS) voltada aos aspectos biolégicos € 0 aumento do
numero de sequéncias armazenadas em bancos de dados. O principio da MS é
a medigdo da razdo massa/carga (m/z) dos ions na fase gasosa resultantes da
ionizacdo da amostra e constitui sempre um método analitico destrutivo,
significando que a amostra é consumida pela ionizacdo de biomoléculas
termicamente labeis, no caso peptideos, que sdo transferidos para a fase
gasosa sem dissociagao (Jonsson, 2002).

As técnicas de ionizagao que foram desenvolvidas para a ionizagado de
proteinas e peptideos incluem MALDI (matrix assisted laser
desorption/ionization — desorgao/ionizagao a laser auxiliadas por matriz) e ESI
(electro spray ionization- ionizagdo por eletrovaporizagdo). Combinadas com
analisadores de massa TOF (time of flight - tempo de vdo) e quadrupolos,
aumentaram a sensibilidade e a acuracia na determinacdo da massa
(Aebersold & Mann, 2003). A escolha do analisador de massa ira fornecer mais
OU menos acuracia, resolucao, sensibilidade e custo dependendo do objetivo a

ser alcangado.
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Um importante componente para se analisar misturas complexas de
peptideos € o espectrdbmetro de massa em sequéncia, com diferentes
analisadores de massa acoplados no mesmo equipamento. Um espectrémetro
de massa hibrido combina caracteristicas de dois diferentes tipos de
espectrdmetros de massa para aumentar a capacidade ou performance do
instrumento.

Em nosso trabalho foi utilizado um espectrometro de massa hibrido que
conjugou um armazenador de ions (ion trap, Orbitrap) com trés quadrupolos
em sequéncia linear (LTQ) (Figura 12). O Orbitrap consiste em um eletrodo
central e um externo que armazenam os ions e os fazem oscilar
harmonicamente ao longo do eixo do eletrodo central com frequéncia
caracteristica de seus valores m/z. As imagens destes sinais de oscilagado séo
convertidas em uma frequéncia usando a transformada de Fourier. Este
aparelho tem demonstrado alta resolucdo e acuracia na determinacdo da

massa (Yates et al., 2006).

ISOELETROFOCALIZAGAO
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Figura 11. Esquema ilustrativo do principio da técnica “dois-em-um” (two-in-one gel)
(Adaptado de Wang et al., 2003).
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A identificacdo baseada na homologia com dados de MS é possivel, mas
requer uma grande quantidade de dados experimentais de sequence tags ou
PMFs. Uma limitagdo da MS ¢é a inabilidade para conseguir o pareamento da
maior parte do espectro as sequéncias de leituras abertas (ORFs) preditas.
Dois fatos podem contribuir para esta dificuldade. Em primeiro lugar estariam
as modificagdes pds-traducionais das proteinas que resultam em alteragcédo das
massas aparentes que diferem dos bancos de dados. Emboraainda passiveis
de erro, estas modificagdes podem ser reconhecidas pela analise de MS/MS
das sequéncias peptidicas. Em segundo lugar, a falta de acuracia da

determinagao dos limites de introns e éxons de genes individuais do genoma.

lon source Linear lon Trap C-Trap

A ot et

11 0 i

—
Differential pumping /\%\\}—'
orvitrap | =

Differential pumping

Figura 11. Esquema do LTQ-Orbitap utilizado neste estudo. ions sdo transmitidos do
armazenador de ions linear (ion trap) para o C-trap e deste para o Orbitrap (Yates et
al., 2006).

1.4.1 Protedmica Vegetal

Segundo Park (2004), a protebmica vegetal encontra-se menos
avancgada em relag&o a pesquisa protedmica para os organismos unicelulares e
leveduras. Grande parte do maior avango no caso destes organismos pode ser

explicada pela rapida disponibilidade de suas sequéncias gendmicas completas
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e menor complexidade do seu proteoma. Com o sequienciamento completo dos
25.000 genes do genoma de Arabidopsis thaliana (Agrawal et al., 2005) e de
outras plantas e obtencdo de dados EST, acredita-se que em pouco tempo a
protedbmica vegetal tornar-se-a um campo bastante explorado. A analise
protedmica em plantas foi iniciada com milho (Zea mays) (Touzet et al., 1996) e
A. thaliana (Sahnoun et al.,, 2000), mas a primeira revisdo em protedmica
vegetal foi publicada somente em 1999 (Thiellement et al.), a qual se seguiram
mais algumas outras. A maioria destes estudos baseava-se na comparagao
dos niveis de expressao sem a atual identificacdo das proteinas e tinham como
objetivo a identificacdo de marcadores para diferentes situagdes.

Além dessas plantas, estudos tém sido realizados em outras espécies
de dicotiledéneas tais como feijdo, uva, linho, ervilha, papoula, batata, tabaco,
tomate, espinafre, etc. Estes estudos tém fornecido um grande numero de
aplicagdes de novas tecnologias para a preparagao da amostra, e proteomas
de materiais vegetais de diferentes estagios do desenvolvimento passando por
estresses ambientais e interagdes planta-microbio (Agrawal et al., 2005).

Atualmente, com o desenvolvimento e surgimento de novas técnicas,
varios estudos tém sido realizados objetivando-se a determinagdo de
proteomas sub-celulares ou complexos protéicos como proteinas de
membrana, nucleo, mitocondria e cloroplastos (Van Wijk, 2001) para se
diminuir a complexidade da amostra. Isto é consequéncia do grande numero de
proteinas celulares presentes em niveis variaveis de abundancia e diversidade
de pl, hidrofobicidade e massa. Além disso, esse tipo de abordagem fornece a
caracterizagdo de organelas individuais e a localizagdo da proteina
relacionando-a a sua fungado. Espécies florestais também tém sido objetos de
estudo (Canovas, 2004), onde o estabelecimento de bancos de dados de ESTs
de espécies arboreas tem propiciado analises globais para se avaliar e estudar
mudangas na expressao génica associada a processos importantes nas
espécies arboreas como a diferenciagdo do xilema, embriogénese e o
crescimento.

Uma das maiores dificuldades da protedmica vegetal € a capacidade de
identificacdo de proteinas em genomas n&o sequenciados. A identificagdo e
caracterizacao de proteinas sao aceleradas pela disponibilidade de sequéncias

genbmicas e de ESTs. O genoma da Arabidopsis foi o primeiro genoma de

22



planta totalmente sequenciado (Arabidopsis Genome Iniciative, 2000).
Contudo, Arabidopsis ndo é uma espécie de interesse agricola, nem um
legume ou espécie arborea. Para contornar os problemas de falta de
sequéncias gendmicas, duas alternativas sdo possiveis: se sequéncias EST
estdo disponiveis, proteinas podem ser identificadas por seqiéncias tags
obtidas por ESI-MS/MS ou usando-se MALDI-TOF PSD (post source decay —
decaimento apos a fonte), mas €& fortemente dependente do tamanho e
qualidade dos bancos de dados EST. Um outro caminho seria realizar buscas
baseadas na homologia, preferencialmente usando-se sequéncias obtidas de
MS/MS, MALDI-TOF PSD, ou sequencimento de Edman. Proteinas vegetais,
em geral, compartilham uma quantidade significativa de identidade/homologia
entre elas (Van Wijk, 2001).

Boa preparagdo da amostra- “extragdo do maximo numero de proteinas
de uma dada célula, tecido, érgdo ou organismo” (Wilkins et al., 1996) — é o
mais importante passo para a subsequente separagdo, resolugcédo e
identificacdo das proteinas. A preparagcdo de amostras de material vegetal &
reconhecidamente mais dificil devido a rigidez das paredes celulares e ao
acumulo de uma ampla gama de metabdlitos secundarios no vacuolo central. A
prevaléncia destes compostos possivelmente representa o problema mais
significativo associado com a analise de proteomas vegetais (Rose et al.,
2004). A baixa concentragdo de proteina neste material também representa
outro obstaculo. Um protocolo de extragao ideal reproduziria a captura e
solubilizacdo do total de proteinas em uma dada amostra, minimizando
artefatos pos-extragdo e contaminantes n&o protéicos (Rose et al., 2004).
Varios métodos de preparacdo estao disponiveis para diferentes materiais
vegetais (Rabilloud, 1996). Um dos métodos mais comuns utilizados é o que
utiliza acido tricloroacético (TCA) e acetona (TCA/acetona) para a precipitagcao
direta da proteina de um dado material (Granier, 1988). Uma vantagem é a
precipitacdo imediata das proteinas e a inativacdo simultdnea de componentes
envolvidos na degradacédo protéica, como as proteases. Entretanto, este
método também envolve a precipitagdo de outras substancias (sais, pigmentos
e polifendis) que interferem com a focalizagéo isoelétrica (IEF) das proteinas.

A utilizacdo de ferramentas protedmicas na investigagao dos estagios da

embriogénese somatica e agregados celulares em meios diferenciais de O.

23



catharinensis e a identificacdo de suas possiveis proteinas especificas ou
diferencialmente expressas, além de contribuir para o entendimento do
desenvolvimento da embriogénese nessa espécie, pode também ser utilizada
para definir marcadores biolégicos para acompanhar o desenvolvimento dos

embrides somaticos.

1.5. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo principal realizar a analise protedmica
comparativa de agregados celulares de O. catharinensis em diferentes fases da
embriogénese somatica, assim como de agregados celulares cultivados em
diferentes meios de cultura. Pretende-se assim contribuir para a compreensao
do processo da embriogénese somatica de O. catharinensis visando o
aperfeicoamento das técnicas de propagacdo destas e de outras espécies

lenhosas.

1.5.1 Objetivos especificos

e Padronizar as condicbes para separagao das proteinas das amostras
vegetais por eletroforese bidimensional.

e Obter perfis protéicos bidimensionais de cada estagio de desenvolvimento
dos embrides somaticos.

e Obter perfis protéicos bidimensionais de agregados celulares mantidos em
diferentes meios de cultura.

e Realizar a analise digital comparativa dos diferentes perfis bidimensionais
obtidos.

e Comparar os mapas protedmicos dos diferentes estagios de desenvolvimento
do embrido somatico em busca de proteinas especificas de cada estagio ou

diferencialmente expressas.
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e Comparar os mapas protedmicos dos agregados celulares mantidos nos
diferentes meios de cultura buscando-se correlacionar diferengas na expressao
de proteinas especificas ou diferencialmente expressas com a competéncia

embriogénica.

¢ |dentificar os spots por espectrometria de massa selecionados nos géis
bidimensionais
e Tentar relacionar a expressao diferencial de proteinas com o processo de

embriogénese somatica
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2. MATERIAL E METODOS
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2.1 Fluxograma da pesquisa proteémica

O fluxograma para uma analise protebmica (Figura 13) consiste
primeiramente na extragcao das proteinas do organismo de interesse utilizando-
se o método adequado, seguida pela separagao das proteinas com o uso de
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE), sua digitalizacéao e
analise. Posteriormente, selecionam-se spots dos géis que serdo digeridos e
identificados por espectrometria de massa e cruzamento em bancos de dados
disponiveis (Park, 2004; Canovas et al., 2004).

ANALISE PROTEOMICA DESENHO
DE O. catharinensis EXPERIMENTAL
EXTRATO DE EXTRACAO E DOSAGEM
PROTEINA DAS PROTEINAS
1DE / 2DE SEPARACAO
DAS

PROTEINAS

DIGITALIZACAO |, EXCISAO DO SPOT E
DO GEL E DIGESTAO ENZIMATICA
ANALISE l

ESPECTROMETRIA

/ DE MASSA

MALDI-TOF ES-MSI/MS
L
Peptide mass Sequéncia tag de
fingerprint (PMF) aminoacidos
INVESTIGACAO EM BANCOS DE IDENTIFICAQAO
DADOS (Gendmico/EST/Proteinas) DA PROTEINA

Figura 13. Fluxograma das etapas da analise protedmica que sera utilizado neste
trabalho. (Adaptado de Rose et al., 2004).

27



2.2 Material vegetal

Este trabalho foi realizado em colaboragdo com a equipe dos
professores Walter Handro e Eny Floh do Laboratério de Biologia Celular de
Plantas (BIOCEL), Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sao Paulo (USP). Desta forma, todas as etapas de coleta e
cultivo embriogénico de Ocotea catharinensis foram realizadas por esta equipe
e 0s materiais vegetais enviados para analise no Laboratério de Bioquimica e
Quimica de Proteinas / Centro Brasileiro de Pesquisas em Proteinas
(LBQP/CBSP) da Universidade de Brasilia (UnB).

Para este trabalho foram utilizadas culturas embriogénicas na fase de
agregados celulares (células nao diferenciadas) cultivados em diferentes meios
de cultura (WPM, MS, MS+2,4-D) (Figura 14) e embrides somaticos nos
estagios globular (E1), cotiledonar inicial (E2), cotiledonar intermediario (E3) e
maduro (E4) (culturas embriogénicas diferenciadas) (Figura 15) mantidos em
ciclos repetitivos de divisdo celular conforme protocolo ja estabelecido por
Moura-Costa et al. (1993).

Os agregados celulares foram mantidos em meio de cultura MS
(Murashigue & Skoog, 1962) suplementado com sacarose (20 g.L™), carvao
ativado (3 g.L™"), Phytagel ® (Sigma) (2 g.L"), e na presenca de 40 mg.L" de
2,4-D (MS+2,4-D) e/ou auséncia (MS-2,4-D) e em meio WPM (Wood Plant
Medium, Sigma Co., USA) (Lloyd & McCown, 1981) suplementado com
sacarose (20 g.L™), sorbitol (22 g.L"), glutamina (0,4 g.L") e Phytagel ®
(Sigma) (2 g.L ™).

Os diferentes estagios dos embrides somaticos foram obtidos em meio
basico WPM suplementado com sacarose (20 g.L), sorbitol (22 g.L™),
glutamina (0,4 g.L™") e Phytagel ® (Sigma) (2 g.L™).

O pH dos meios MS-2,4-D, MS+2,4-D e WPM foram ajustados para 5,8
e o meio geleificado com Phytagel ® (Sigma). Distribuiu-se o meio em tubos de
cultura e esterilizou-se em autoclave por 15 minutos, a 120°C e 1,5 atm. As
culturas foram mantidas em sala de cultura sob condicdes ambientais
controladas: fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro, com
intensidade luminosa de 35 umol.m'z.s'1 e temperatura de 27 + 1°C, no periodo

de luz e 25 + 1°C no periodo de escuro.
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Figura 14. Fotografia mostrando a morfologia dos agregados celulares de O.
catharinensis. A) MS-2,4-D; B) MS+2,4-D; C) WPM. Fotografia cedida por Claudete
Santa-Catarina (BIOCEL/USP).

Figura 15. Fotografia mostrando a morfologia de embrides somaticos de O.
catharinensis observados ao estereomicroscopio, nos estagios globular (A),
cotiledonar inicial (B), cotiledonar intermediario (C) e maduro (D). Fotografias cedidas
por Claudete Santa-Catarina (BIOCEL/USP).

2.3 Extracao e quantificacao de proteinas
Foram utilizados dois procedimentos para a extracdo das proteinas do

material vegetal. O primeiro procedimento foi o0 método descrito por Silveira et

al., (2004). Este método consistiu na maceracdo de amostras de tecidos
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(aliquotas de 250 mg) em nitrogénio liquido e posterior adicdo de 1,5 mL de
tampéo fosfato 50 mM pH 7,5 a 4°C contendo 10 mM de 2-mercaptoetanol e
100 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF). O material foi
homogeneizado usando-se um homogenizador Potter-Elvehjem, transferido
para tubo de centrifuga, incubado sob agitacdo a 4°C durante 30 minutos e,
finalmente, centrifugado por 30 minutos a 30.000 g a 4°C. Coletou-se e
reservou-se 0 sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso em 0,5 mL do
mesmo tampé&o de extragdo acima e submetido a uma nova centrifugagdo nas
mesmas condi¢cdes. Os dois sobrenadantes juntos foram denominados de
fracao protéica soluvel.

O segundo procedimento utilizado para a extragdo de proteinas (Figura
16) consistiu na utilizagcdo de 1 g de amostra de cada estagio embrionario e dos
agregados celulares nos diferentes meios de cultura. O procedimento para
extragcdo foi adaptada de Imin et al. (2001) e consistiu na maceragéo,
utilizando-se um cadinho, das amostras em nitrogénio liquido e na presenca de
po de vidro. Apdés a maceragao, adicionou-se 5 mL de acido tricloroacético
(TCA) 10% em acetona contendo 0,07% de ditiotreitol (DTT) (-20°C), seguido
de incubacgéo a -20°C durante 1 hora e centrifugagdo a 30.000 g durante 20
minutos. Cada sedimento foi ressuspenso em 4 mL de acetona contendo
0,07% de DTT, seguido de incubagdo a -20°C durante 30 minutos e
centrifugacéo a 12.000 g durante 15 minutos, procedimento que foi repetido 2
vezes para a lavagem do sedimento e remogao de residuos de TCA. Apods a
centrifugacao, os sedimentos foram secos em Speed-vac e as suas massas
foram estimadas. Para a solubilizagdo, adicionou-se tampao de reidratacao
para 2-DE (Paba et al., 2004) constituido de 7M uréia, 2M tiouréia, DTT a 1%
(p/v), anfdlitos a 5% (v/v) (Pharmalyte), Triton X-100 a 2% (v/v) e tragos de azul
de bromofenol na proporg¢ao de 50 uL de tamp&o para cada miligrama de pellet.
Apds a adicdo do tampdo de reidratacdo, realizou-se tratamento com banho
sonicador por 20 minutos, com intervalos de 30 segundos de agitagdo a cada
1,5 minuto de banho sonicador. Em seguida, realizou-se a centrifugacao final a
12.000g durante 15 minutos a temperatura ambiente e retirada do

sobrenadante, fragao soluvel em tampéao de reidratacdo. Para a estimativa do
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conteudo de proteina utilizou-se o método Plus One 2D Quant-Kit (Amersham

Pharmacia) usando-se albumina de soro bovino como padrao.

Maceracéao
em N liquido
e p6 de vidro

=

Precipitacdo em
acetonac/ 10% TCA
e 0,07%DTT, 1 hora

a-20°C

2-DE

=

Centrifugacéao a
30.000g / 20 min

ﬂ sedimento

Incubac&o em acetona
0,07% DTT por 30 min.

T

Dosagem de proteinas

da fracdo soluvel em

tampéo IEF (PlusOne
2-D Quant Kit)

12.000 g/
min. 25°C

Centrifugacao

(—

15

a -20°C

ﬂ sedimento

Centrifugacéao a

12.000g / 15 min.

Extracdo/solubilizacéo
em tampao IEF com
sonicagao e vortex

<«

sedimento

Figura 16. Fluxograma do procedimento de extracdo de proteina dos estagios

embrionarios e dos agregados celulares de O. catharinensis.

2.4 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Foram realizadas eletroforeses desnaturantes (SDS-PAGE) para a

analise inicial dos perfis protéicos. A quantidade de proteinas variou de 5 a 30

ug em funcao da sensibilidade do corante que foi utilizado. Os géis posssuiam

espessura de 0,75 milimetros e gradiente de poliacrilamida de 8 a 15%.

Utilizou-se o sistema Hoeffer SE-600 (Pharmacia Biotech) conectado ao

resfriador Multitempll (Amersham). A separagao eletroforética foi realizada a

20°C e corrente constante de 35 mA.
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2.5 Eletroforese bidimensional (2-DE)

Ao volume correspondente a 250 ug de proteinas para estagios
embrionarios e 150 ug para agregados celulares das amostras provenientes da
solubilizacdo com tampao de reidratacdo foram adicionados 35 uL de
isopropanol e o volume necessario de tampao de reidratagcao até o volume final
de 350 uL. Para a focalizagao isoelétrica (IEF), géis de 18 cm com gradiente
imobilizado (IPG) de pH 4-7 (Immobiline Drystrip, Amersham Biosciences),
foram reidratados com as amostras durante 12 horas (Sanchez et al., 1997) e
submetidos a IEF em equipamento IPGPhor (Amersham Biosciences) a 20°C,
50 pA por strip e em trés passos sucessivos: 500 Vh, 1000 Vh e 32000 Vh
(step and hold), de acordo com as instrugdes do fabricante. Finalizada a IEF,
os géis foram submetidos a redugéo e alquilagdo por incubagdo consecutiva
em 3 mL de DTT 125 mMol.L”" e iodoacetamida 125 mMol.L™" em tampéo de
equilibrio (Tris-HCI 50 mMol.L™" pH 6,8, 6 M de uréia, glicerol a 30% (v/v), SDS
a 4% (p/v)) durante 40 minutos cada etapa.

Para a separagdo na segunda dimensado foi realizada eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida a 12% usando o sistema PROTEAN ||
(Bio-Rad®) conectado a um sistema de resfriamento Multitempll (Amersham).

Cada gel IPG foi fixado horizontalmente na extremidade superior do gel
de poliacrilamida com a ajuda de aproximadamente 800 pL de gel de agarose
(0,03% de agarose e tracos de azul de bromofenol). Utilizou-se como padréao
de massa molecular proteinas puras entre 14 e 94 kDa (Bio-Rad®). A
separacao eletroforética foi conduzida com corrente constante de 25 mA por
gel e a temperatura de resfriamento de 10°C.

Além do método tradicional em que se posiciona o strip sobre o gel para
SDS-PAGE da segunda dimensdo como descrito acima, também utilizou-se o
método do gel “dois-e-um”. Neste método do gel “dois-em-um” cada strip foi
cortado ao meio e as metades correspondentes em termos de pH foram fixas

lado a lado sobre o gel para a eletroforese desnaturante.
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2.6 Coloracéo dos géis com nitrato de prata

Apos a eletroforese, as proteinas dos géis foram coradas com nitrato de
prata (Blum et al., 1987). Os géis foram fixados com metanol a 50% (v/v), acido
acético a 12% (v/v), formaldeido a 0,05% (v/v) durante a noite. Nova fixacao
com alcool etilico 50% a (v/v) por 20 minutos, sensibilizagao por tiossulfato de
sédio a 0,02% (p/v) por 1 minuto, seguido de duas lavagens de 20 segundos
com agua Milli-Q. Posteriormente os géis foram impregnados por 20 minutos
em nitrato de prata a 0,2% (v/v) e formaldeido a 0,075% (v/v), lavados por 40
segundos com agua e as proteinas reveladas com carbonato de sédio a 6%
(p/v) e formaldeido a 0,05% (v/v). A reacédo de revelagdo foi parada com a
mesma solugao utilizada para a primeira fixacdo e os géis foram armazenados

em solugao de acido acético a 1% até a digitalizagdo da imagem.

2.7 Analise de Imagens

Os géis corados com prata foram digitalizados usando-se um scanner
(ImageScanner — Amershan Biosciences) em modo transparéncia com
resolugcdo de 300 dpi (dotch per inch) e as imagens geradas em formato tif,
foram analisadas usando-se o programa computacional ImageMaster Platinum
v.5 (Amershan Biosciences). A detecgao de cada spot de proteina foi validada
por inspecao manual e editada quando necessario. O programa também
forneceu o numero de spots e a estimativa dos seus pl e massa molecular.
Somente spots apresentando uma diferenga de volume de pelo menos trés
vezes foram assinalados como diferencialmente expressos. Os géis “dois-em-
um” contendo as partes acidas foram cortados ao meio e comparados entre si,
assim como os geis contendo as partes basicas do strip. No caso dos
agregados celulares a comparacéo foi feita da seguinte maneira: MS-2,4-D
versus MS+2,4-D; MS-2,4-D versus WPM e WPM versus MS+2,4-D.
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2.8 Digestéo de proteinas em gel para MALDI-TOF

Spots de interesse foram excisados do gel e descorados por incubagéo
em uma solu¢do 15 mM de ferrocianeto de potassio e 50 mM de tiossulfato de
sédio durante 10 minutos. Em seguida, de acordo com Shevchenko (1996), os
fragmentos de gel foram lavados 10 minutos em 100 mM de NH4HCO3;, e
depois em agua e acetonitrila a 100%, 2 vezes por 10 minutos cada uma. Na
ultima lavagem com acetonitrila, os fragmentos de géis foram macerados com
pistilo e secados em Speed Vac durante 20 minutos. Os macerados de géis
secos foram reidratados por adigdo de 5 uL de solugao contendo 100 mM de
NH4HCO3;, 5 mM de CaCl, contendo tripsina modificada (Promega) a 12,5
ng.uL™" e incubados no gelo durante 50 minutos, e apds isso, foram
adicionados 10 uL do mesmo tampao de digestao sem tripsina, e incubados a
37°C durante a noite. Os digestos resultantes foram extraidos com duas
lavagens com 40 uL de solugado acetonitrila:agua: TFA (acido trifluoroacético),
na proporcao 66:33:0,1 (v/v/v), em sonicador durante 30 minutos e secos a

vacuo.

2.9 Digestéo de proteinas em gel para nano-LC MS/MS

Os spots foram excisados dos géis e descorados como descrito acima.
Os spots também foram desidratados com acetronitrila e secos em centrifuga a
vacuo. Um volume de solugdo contendo 10 mM de ditiotreitol (DTT) em 100
mM de NH4HCO3 suficiente para cobrir os pedacgos de géis foi adicionado e as
proteinas foram reduzidas por 1 hora a 56°C. Apos resfriamento a temperatura
ambiente, a solugcdo de DTT foi substituida por volume igual de solugéo
contendo 55 mM de iodoacetamida em 100 mM de NH4HCO3. Apds 45 minutos
de incubacao a temperatura ambiente, no escuro, os spots foram lavados com
50-100 L de solugdo contendo 100 mM de NH4HCO; por 10 minutos,
desidratados pela adicdo de acetonitrila, inchados pela reidratacdo em solugéo
contendo 100 mM de NH4HCO3;, e desidratados novamente pela adicdo do

mesmo volume de acetonitrila. A fase liquida foi removida e os pedacgos de gel
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foram completamente secos em centrifuga a vacuo. Os pedagos de gel foram
hidratados em tampéao de digestdo contendo 50 mM de NH4HCO3;, 5 mM de
CaCl,, e 125 ng.uL' de tripsina (Boehringer Mannheim, grau de
sequenciamento) em banho de gelo .

Apos 45 minutos, o sobrenadante foi removido e substituido por 5-10 uL
do mesmo tamp&o, mas sem tripsina, para manter os pedagos de gel umidos
durante a clivagem enzimatica (37°C, durante a noite). Os peptideos foram
extraidos por uma mudanga de 20 mM de NH4HCO3 e trés mudancgas de 5%
acido férmico em 50% acetonitrila (20 minutos para cada mudanga) a

temperatura ambiente e secos em seguida.

2.10 Espectrometria de massa tipo MALDI-TOF

ApOs a secagem a vacuo, cada digesto foi solubilizado em 10 uL de TFA
0,1%. Por fim, misturou-se 1 uL do solubilizado a 1 uL de matriz de &cido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (10 mg.mL™" em 50% de acetonitrila e TFA 0,1%) e
aplicou-se na placa de ago do espectrometro de massa usando a metodologia
dryed doplet. Os digestos também foram dessalinizados antes da aplicagdo na
placa utilizando-se microcolunas de fase reversa Zip Tip (Millipore) de acordo
com as instrucdes do fabricante.

A fim de se obterem os mapas peptidicos de cada amostra, analises de
MALDI-TOF MS foram realizadas em um espectrometro de massa Reflex IV
(Bruker Daltonics). Os espectros foram obtidos em modo positivo, refletor e
extragcdo retardada. Cada espectro foi calibrado internamente usando
peptideos de tripsina (842,502 ou 2211,0968 m/z) e editados manualmente
usando os programas XMass e Biotools. As buscas em bancos de dados foram
realizadas através do programa MASCOT (http//:www.matrixscience.com),
usando o banco de dados nao redundante do National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Os parametros de busca foram: tolerancia de desvio de
massa molecular entre 50-100 ppm; restricdo ou ndo de massa molecular de

acordo com a observada na separacdo eletroforética; reino Plantae;
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carbamilagdo como modificagcdo constante de cisteinas e oxidagao de

metionina como modificagao variavel.

2.11 Anédlise por nano-LC MS/MS acoplada a LTQ Orbitrap

Também realizou-se analise por MS utilizando-se nano-LC MS/MS
acoplada a um espectrémetro de massa LTQ Orbitrap (ThermoElectron Corp.,
San Jose, CA). Estas analises foram realizadas no Max Planck Institute, em
Dresden, Alemanha, pela equipe do Dr. Andrej Shevchenko. Os digestos
tripticos foram redissolvidos em 15 uL de 0,05 % TFA e 4 uL foram submetidos
a cromatografia liquida acoplada a MS utilizando-se o equipamento nano-LC
MS/MS Ultimate 3000 system (Dionex, Amsterdam, The Netherlands) acoplado
a um espectrometro de massa LTQ Orbitrap (ThermoElectron Corp., San Jose,
CA).

Os peptideos foram primeiramente aplicados em uma micro-coluna (1
mm x 300 um D.l.) empacotada com particulas C18 PepMAP100 5 um (Dionex)
em 0,05 % TFA e uma vazado de 20 pL.minutos™. Apés 4 minutos de lavagem,
a amostra foi eluida com fluxo reverso e separada em uma nano-coluna de 15
cm x 75 um D.l. empacotada com particulas C18 PepMAP100 3 um (Dionex)
com uma vazéo de 200 nL.min"' usando o seguinte gradiente de fase mével: de
5 a 20 % do solvente B em 20 minutos, 20 a 50 % B em 16 minutos, 50 a 100%
B em 5 minutos, 100 % B durante 10 minutos, e de volta a 5 % B em 5 minutos.
O solvente A se constituia de 95:5 H,O : acetonitrila (v/v) com 0,1 % acido
férmico; o solvente B foi constituido de 20:80 H,O : acetonitrila (v/v) com 0,1 %
acido férmico.

Os peptideos foram eluidos no espectrometro de massa através uma
sonda dindmica de eletrovaporizacdo (Thermo Electron Corp.). Uma agulha
ndo cortada silicatip™ n&do recoberta (20 um D.l., 10 um tip D.l.) (New
Objective, Woburn, MA) foi usada com uma voltagem de vaporizagao de 1.8
kV, e a transferéncia de temperatura capilar foi mantida em 200°C. A aquisi¢cao
dos dados foi controlada pelo programa de computador Xcalibur 1.4

(ThermoElectron Corp).
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O espectrobmetro de massa foi operado no modo dependente de dados
para, automaticamente, alternar a aquisicdo de dados entre o Orbitrap-MS e o
LTQ-MS/MS (MS). A analise completa do espectro MS (de m/z 350-1500) foi
obtida no Orbitrap com resolugéo de 60.000 a m/z 400 (apdés acumulagao de
500.000 cargas em um ion trap linear). Os quatro ions mais intensos
(dependendo do sinal de intensidade) foram sequencialmente isolados para a
fragmentagao no ion trap linear utilizando a dissociagao induzida por colisdo
(collision induced dissociation) por indugdo a um valor de 10.000 ions. Os
fragmentos ionizados resultantes foram analisados no LTQ com baixa
resolucdo. Os ions precursores ja selecionados para MS/MS foram
dinamicamente excluidos por 60 segundos. De um modo geral, as condi¢des
de MS foram: voltagem da eletrovaporizagéo de 1.8 kV; nenhum uso de fluxo
de gas auxiliar, temperatura do tubo de transferéncia do ion de 200°C; energia
de colisdo normalizada de 35% para MS2. O limiar para seleg¢ao do ion foi de

500 contagens para MS2.

2.11.1 Identificacdo de proteinas por buscas em bancos de dados do

Mascot

O espectro MS/MS foi confrontado com um banco de dados MSDB
(atualizado em 15 de Maio de 2005; contendo 2.011.425 entradas de
sequéncias de proteinas) pelo programa Mascot v. 2.1 (Matrix Science Ltd.,
London, UK) instalado em servidores locais no Laboratorio. A toleréncia da
massa para o precursor e os fragmentos de ions foi 10ppm e 0.8 Da,
respectivamente; perfil do instrumento: ESI-Trap; modificacdo fixa de
carbamidometilacdo (cisteina); modificacdo variavel de oxidagdo (metionina).
Onde especificado, as buscas foram realizadas contra um subconjunto de

proteinas em Viridiplantae (Plantas Verdes).
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2.11.2 Sequenciamento de novo de peptideo e buscas no MS BLAST.

Quando especificado, arquivos no formato dta foram convertidos ao
formato Mascot genérico (mgf) e sequenciados de novo por uma versao
modificada do programa PepNovo (Frank & Pevzner, 2005). Enquanto o
espectro era interpretado, PepNovo foi ajustado para produzir até sete
sequUéncias candidatas parcialmente redundantes e também assinalou um
escore de qualidade, o qual reflete numero esperado de residuos de
aminoacidos determinados com confianga na proposta de sequéncia mais
acurada. Este escore foi derivado da soma das probabilidades dos
aminoacidos individuais estarem corretos, os quais foram computados
utilizando-se um modelo de regressao logistica previamente descrito (Frank et
al., 2005). As sequéncias candidatas foram editadas de acordo com as
convengdes MS BLAST e agregadas em uma unica busca em uma ordem
arbitraria como descrito previamente (Habermann et al., 2004; Shevchenko et
al., 2003). As buscas no MS BLAST foram realizadas contra bancos de dados
nao redundantes depositados em http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/ sob
0s seguintes parametros: Scoring Table: 99; Filter: none; Expect: 1000. A
significancia estatistica dos hits foi avaliada de acordo com o escore fornecido
pelo MS BLAST.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Adequacédo do protocolo de extracao de material vegetal.

Inicialmente, a extragcdo das proteinas de O. catharinensis seguiu o
protocolo descrito por Silveira et al. (2004), que utilizava tampao fosfato como
solvente. Um gel bidimensional resultante dessas extragdes esta mostrado na
Figura 17. A figura mostra que tal método de extracdo produziu mapas
bidimensionais de proteinas soluveis em tampéao fosfato sub-representando
proteinas hidrofébicas, como as de membrana, entre outras. Concluiu-se que
este método ndo era o adequado para a analise protedbmica proposta, pois
excluia uma parte significativa das proteinas presentes no material vegetal.
Outra dificuldade que este protocolo apresentou foi a de n&o eliminar uma
quantidade significativa de componentes n&o protéicos, os quais dificultavam a
visualizagéo dos spots e interferiam na dosagem de proteina total, além de n&o
prevenir totalmente degradagdes proteoliticas. Optamos, entdo, por usar um
método baseado no protocolo de Imin et al. (2001), o qual foi desenvolvido para
tecidos vegetais e envolve etapas de precipitacdo de proteinas com
TCA/acetona e re-suspensdao em tampdo de amostra de eletroforese
bidimensional. Os resultados mostraram um perfil protéico mais completo ja
que houve um aumento significativo do niumero de spots detectados e também
a menor presenca de interferentes provenientes do metabolismo secundario

vegetal (Figura 17).

3.2. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina em cada estagio embrionario e também nos
agregados celulares foi realizada utilizando-se o Plus One 2D QuantKit
(Amersham Pharmacia) tendo a albumina sérica bovina como padrdo
(Tabela 1). A concentragdo de proteinas ndo apresentou aumento ao longo
dos estagios embrionarios, apresentando-se no estagio mais precoce
relativamente alta, caindo no estagio cotiledonar e crescendo
moderadamente no estagio de embrido maduro. Uma vez que foi utilizada a
mesma relagdo tecido/volume na extracdo, estes valores podem ser

explicados pelo maior grau de hidratagdo que os estagios cotiledonar inicial
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e intermediario possuiam em relagdo ao globular e maduro. O estagio de
embrido maduro ja estava mais desidratado se comparado aos estagios

cotiledonares.

Quanto aos agregados celulares, observou-se que os extratos dos
diferentes meios de cultura apresentaram valores proximos de concentragao

de proteinas.
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Figura 17. Perfil bidimensional de proteinas de O. catharinensis extraidas com
tampao fosfato (Silveira et al., 2004). Focalizagao isoelétrica usou gel de IPG de pH
3-10 nao linear, 200 ug de proteina e a segunda dimens&o usou gel de gradiente de
poliacrilamida de 8-15% T. Coloragéo com nitrato de prata (Blum et al., 1987).
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Tabela 1. Dosagem de proteinas dos extratos de estagios embriogénicos e
agregados celulares de Ocotea catharinensis.

Estagios / Concentragao de Desvio Padrao Coeficiente de
Agregados Proteina (mg/mL) variacao (%)
celulares
E1 2,533 0,020 3,93
E2 1,480 0,004 0,59
E3 1,099 0,001 0,12
E4 1,428 0,009 1,52
MS 2,630 0,014 3,83
MS + 2,4-D 2,837 0,025 7,34
WPM 2,325 0,020 5,11

Método: PlusOne 2D Quant Kit. Albumina sérica bovina como padréo.
Extragéo: 50 uL de tampao / mg de pellet.

E1: globular, E2: cotiledonar inicial, E3: cotiledonar intermediario, E4: embrido
maduro, MS-2,4-D: meio de cultura MS desprovido de 2,4-D, MS+2,4-D: meio de
cultura suplementado com 2,4-D, WPM: meio de cultura WPM.

3.3 Eletroforese unidimensional

Primeiramente, realizou-se um teste para avaliar se um procedimento de
precipitagcdo com TCA/acetona da amostra ja extraida de acordo com Imin et al.
(2001) iria auxiliar ainda mais na retirada de interferentes presentes na
amostra. Vimos que houve diminuigdo geral da quantidade de proteina,
especialemnte para E2, principalmente as de baixa massa, e perda de algumas
bandas (Figura 18 A, indicado pelos numeros de 1 a 4). Com esse resultado,
preferiu-se aplicar a amostra diretamente do tampao de reidratacdo para
eletroforese bidimensional (Figura 18 A, indicado pelos numeros de 5 a 8).

Nas analises iniciais utilizando-se a eletroforese unidimensional (SDS-
PAGE) nao foram evidenciadas diferengas qualitativas nos perfis protéicos das
amostras dos diferentes estadios embrionarios (Figura 18 A). No caso dos
agregados celulares notam-se algumas diferengas sutis entre as amostras
(Figura 18 B) que, assim como no caso dos estagios, foi necessario um
aprofundamento da analise por meio da 2-DE, a qual tem o poder de resolver

de uma forma muito mais eficiente cada proteina.
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Figura 18. Perfis unidimensionais (SDS-PAGE) com gradiente de 8 a 15% T.
A) Extratos protéicos dos estagios embrionarios E1 a E4 (10 pg) com
precipitacdo adicional em TCA e lavados com acetona (pogos 1 a4) e E1 a E4
(10 ng) retirados diretamente do estoque em tampao de reidratagéo (pogos 5 a
8). Coloracdo com nitrato de prata. B) Extratos protéicos dos agregados
celulares cultivados em meios diferentes retirados diretamente do estoque em
tampao de reidratagdo em duas concentragdes: 15 ug e 30 ug. Coloragédo com

Coomassie Brilliant Blue coloidal.
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3.4 Padronizacéao das condi¢fes da 2-DE

O protocolo para a eletroforese bidimensional (2-DE) das amostras de
embrides somaticos dos quatro estagios de desenvolvimento inicialmente
utilizado foi de gradientes imobilizados de pH (IPG) na faixa de pH de 3—-10 nao
linear. Esses apresentavam as proteinas acumuladas na sua parte acida o que
diminuia muito a resolugdo de spots especificos dessa regido e dificultava a
analise (Figura 16). Assim sendo, optou-se pelo uso de géis de IPG na faixa de
pH 4-7. Esta faixa de pH mais estreita permitiu uma maior resolugao de spots
correspondendo a polipeptideos com pl entre 4 e 7 e consequentemente um
melhor perfil bidimensional.

Vérias concentragbes de acrilamida nos géis bidimensionais foram
testadas (dados ndo mostrados), sendo que 12% de acrilamida foi a mais
satisfatéria, por se mostrar mais reprodutivel do que as demais e a utilizacao
de gradiente.

A coloracdo dos géis bidimensionais com Coomassie Brillant Blue
coloidal foi testada e ndo se mostrou tdo sensivel quanto a coloragcdo com
nitrato de prata (dados ndo mostrados). Por esta razao utilizou-se somente a
coloragcado com nitrato de prata de acordo com Blum et al., (1987), com algumas

adaptacdes.

3.5. Comparacdo dos perfis bidimensionais dos estagios de

desenvolvimento da embriogénese somatica

A andlise visual dos géis unidimensionais ndo apresentou diferengas
qualitativas entre os estadios embrionarios (Figura 18). Isto se deve a
complexidade do perfil protéico da amostra e a relativa baixa resolugdo da
eletroforese unidimensional. Nos géis 2-DE as diferengas entre os estagios
também nao foram facilmente visualizadas necessitando-se de um programa
computacional especifico para a analise dos géis, Image Master 2D v.5 (GE
Healthcare), que calculou a massa molecular (MM), o ponto isoelétrico (pl)
aproximado, volume e o numero de spots e o0 pareamento destes spots em géis

submetidos a comparagéao. A Figura 20 exemplifica a analise computacional de
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alguns dos spots diferencialmente expressos. Nos géis a 12% T, a contagem e
0 numero de spots referem-se aos spots de massa molecular abaixo de
aproximadamente 50kDa porque alguns spots de alta MM, por serem muito
intensos e mal resolvidos, ndo puderam ser considerados na analise
computacional de imagens.

Assim, ao numero de spots detectados nos géis dos diferentes estagios
foram: 436 para E1, 456 para E2, 446 para E3 e 488 para E4. Os spots que
foram detectados apresentando uma diferenca de volume de pelo menos trés
vezes foram assinalados como diferencialmente expressos e totalizaram 16
spots (Figura 19). Alguns destes spots foram submetidos a identificagdo por

espectrometria de massa.
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Figura 19. Mapas proteémicos bidimensionais de O. catharinensis ao longo do desenvolvimento embrionério. A focalizagao isoelétrica foi
realizada com IPGs de pH 4 a 7 e para a segunda dimensao os géis foram feitos a 12% T, utilizou-se 250 ug de amostra. Coloragao com
nitrato de prata. E1) Globular; E2) Cotiledonar inicial. As caixas evidenciam os spots diferencialmente expressos que foram submetidos a

espectrometria de massa.
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FigUra 59. Mapas_proteémicos bidimensionais de O. catharinensis ao longo do desenvolvimento embrionario. A focalizagao isoelétrica foi
realizada com IPGs de pH 4-7 e a segunda dimensao os géis foram feitos a 12%T, e 250 ug de amostra. Coloracao com nitrato de prata. E3)
Cotiledonar intermediario e E4) Embrido maduro. As caixas evidenciam os spots diferencialmente expressos que foram submetidos a
espectrometria de massa.
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Figura 20. Resultado da analise computacional de alguns spots diferencialmente

expressos nos estagios embrionarios de O. catharinensis. Resultados obtidos

utilizando-se o programa Image Master 2D Platinum v.5 (GE Healthcare). Nos graficos

as barras vermelhas indicam o desvio padrédo da média das intensidades dos volumes

e a azul indica a

média aritmética.
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3.5.1 Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas nos estagios

embrionérios

Varios spots de interesse selecionados a partir dos perfis bidimensionais
de O. catharinensis (Figura 19) foram submetidos a técnica de peptide mass
fingerprinting (PMF) usando espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF sem
resultados positivos. Como o PMF & baseado nos valores exatos das massas
de peptideos gerados por uma digestdo quimica ou enzimatica da amostra, é
imprescindivel que a sequéncia da proteina ou de seu gene esteja
disponibilizada em bancos de dados. Atualmente ndo existem sequéncias de
proteinas de O. catharinensis nos bancos de dados disponiveis, invibializando
as analises por PMF, o que ja era previsto. Ja foram relatados casos, porém,
de identificacdo por PMF de proteinas cuja sequéncia nao estava depositada
em banco de dados, baseada em sequéncias altamente homdlogas de outros
organismos (Paba et al., 2004). No caso do presente projeto tornou-se
necessaria a obtencdo de sequéncias de novo por espectrometria de massa
para a identificagao dos spots.

A falta de identificacdo de proteinas por peptide mass fingerprinting
(PMF) levou-nos a buscar alternativas para as identificacées e concluséo dos
mapas proteémicos comparativos entre os estagios embrionarios e agregados
celulares. Assim, em colaboragdo com Dr. Andrej Shevchenko do Max Planck
Institute of Molecular Cell Biology and Genetics, Dresden, Alemanha, os
peptideos provenientes dos digestos tripticos dos spots foram seqtienciados
usando nano LC-MS/MS (LTQ-Orbitrap).

Em relagdo aos spots dos estagios embrionarios escolhidos para analise
por MS, somente os spots C e H foram submetidos a espectrometria de massa
tipo LC-MS/MS (LTQ-Orbitrap) e identificados. Os demais foram submetidos a
MALDI-TOF e n&o foram identificados.

O spot C (Figura 19 e Tabela 2) foi mais expresso nos estagios E1 e E3
em comparagao com os estagios E2 e E4, decaindo nesse ultimo ao seu mais
baixo volume . Esse spot foi identificado como uma proteina germina. As
germinas podem ser expressas constitutivamente ou induzidas por estresse
biotico ou abidtico.

Germinas e proteinas semelhantes as germinas (GLPs) sdo uma classe

de (glicoproteinas reguladas ao longo do desenvolvimento vegetal,

49



caracterizadas por um nucleo em forma de barril, um peptideo sinal, associado
com a parede celular ou com a matriz extracelular. Estao presentes em fungos
mixomicetos, bridfitas, pteridofitas, gimnospermas e angiospermas (Schweizer
et al., 1999). Essas proteinas possuem extrema estabilidade térmica e estéo
envolvidas na resposta das plantas a varios patégenos e na defesa vegetal
contra estresse bidtico e abidtico, incluindo a exposicdo ao calor, sais,
submergéncia e toxicidade ao aluminio (Woo et al., 2000). Segundo Schewizer
et al. (1999), possuem também papel significativo durante a embriogénese
zigoética e somatica ndo se conhecendo ainda os mecanismos em que estao
envolvidas.

De acordo com Lane et al. (1993), a germina € um marcador da fase
inicial de desenvolvimento no trigo e também em outros cereais como cevada,
arroz e aveia. Uma das fungdes que as germinas teriam no desenvolvimento do
embrido e germinacao seria combater a alta concentracdo de H,O, originado
do oxalato que pode promover a remodelagem dos tecidos mediada pelos
peroxissomos (Lane et al., 1993).

A estrutura da germina de cevada, determinada com resolugéo 1.6 A,
estd mostrada na Figura 21 (Woo et al.,, 2000). O dimero de germina é
estruturalmente equivalente ao monémero de 7S das proteinas de reserva
chamadas de vicilinas, indicando evolugao a partir de um ancestral comum. Um
unico ion de manganés esta ligado por monédmero de germina por ligantes
similares aos da superoxido dismutase de maganés (MnSOD). Germina é
também conhecida por possuir atividade de superdxido dismutase e tem-se
que a defesa contra radicais superoxidos extracelulares é um papel adicional

importante para as germinas e proteinas relacionadas.
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Figura 21. A arquitetura do hexdmero de germina mostrando os seus seis ions de

magnésio como esferas verdes (Woo et al., 2000).

Ao contrario do spot C, o spot H (Figura 18, 19 e Tabela 2) foi mais
expresso nos estagios E2 e E4, com queda acentuada em seu volume nos
estagios E1 e E3. Esse spot foi identificado como uma quitinase.

As quitinases hidrolisam as ligagdes glicosidicas -1,4 da quitina e sédo
amplamente distribuidas em varios organismos (Fukamizo, 2000). Quitinases
sdo reguladas por uma variedade de condicbes de estresse, bibticas e
abidticas, e por alguns fitormdnios como etileno, acido jasménico e acido
salicilico (Kasprzewska, 2003). Algumas quitinases vegetais estdo envolvidas
na defesa contra a invasdo de patégenos como os fungos que contém parede
celular de quitina (Fukamizo, 2000). Além disso, pela redu¢do da reacgédo de
defesa da planta, quitinases proporcionam interagdes simbidticas com
bactérias fixadoras de nitrogénio ou micorrizas. Investigacées recentes tém
mostrado que essas enzimas estdo também envolvidas em numerosos eventos
fisiologicos, como o0s processos de desenvolvimento e crescimento
(Kasprzewska, 2003).
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3.6. Comparacéao dos perfis bidimensionais dos agregados celulares em

meios distintos

Os meios de cultura utilizados possuem diferentes capacidades de
tornar os agregados celulares competentes para seguirem o processo de
embriogénese, sendo capazes MS+2,4-D e WPM e incapazes os agregados
celulares cultivados no meio MS-2,4-D. Salienta-se também que as
composi¢cdes dos meios, principalmente entre WPM e MS (com ou sem a
adicdo de 2,4-D), sao diferentes em relagdo a concentragdo salina e a
presenca do acgucar sorbitol. Essas duas diferengcas parecem ser suficientes
para causar um estresse osmoético nas células e consequentemente torna-las
competentes embriogenicamente.

Os mapas bidimensionais produzidos a partir de amostras de agregados
celulares cultivados em diferentes meios de cultura sdo mostrados na Figura
22. Os géis 2-DE apresentaram um acumulo de proteinas de alta massa
molecular dificultando a analise computacional desta regido. Experimentamos
géis a 10%T que resultaram em diferengas nao significativas na visualizagéo
dos spots de alta massa molecular e também a 8%T, o que ocasionou a perda
de varios spots de baixa massa. Decidiu-se realizar géis a 12% de acrilamida e
analisar as proteinas de massa molecular abaixo de 50 kDa, aproximadamente.
As amostras foram submetidas a focalizacdo isoelétrica com strips de 18
centimetros e pH de 4-7 e géis a 12%T na segunda dimensao.

As imagens digitalizadas dos géis foram submetidas a processamentos
computacionais utilizando-se o programa Image Master 2D Platinum v.5 (GE
Healthcare) o qual permitiu quantificar os spots revelados em cada gel, bem
como estimar a massa molecular (MM), o ponto isoelétrico (pl) e o volume dos
mesmos, sendo alguns exemplificados na Figura 25.

O numero de spots detectados foi de 965 no gel MS-2,4-D, 997 no
MS+2,4-D e 850 no WPM. Os spots que foram detectados apresentando uma
diferenca de volume de pelo menos trés vezes foram assinalados como
diferencialmente expressos e totalizaram 30 spots (Figura 22). Os meios MS-
2,4-D e MS+2,4-D apresentaram-se mais homogéneos entre si do que em
relacdo ao meio WPM. Alguns desses spots foram submetidos a identificacao

por espectrometria de massa.
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Figura 22. Mapas protedmicos bidimensionais de agregados celulares de O. catharinensis. A focalizagao isoelétrica foi realizada com IPGs de pH 4-
7 e na segunda dimens&o os géis a 12%T. Coloragdo com nitrato de prata. MS-2,4-D: agregados celulares cultivados em meio MS desprovido de
2,4-D; MS+2,4-D: agregados celulares cultivados em meio MS com 2,4-D. As caixas evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e
submetidos a espectrometria de massa.
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Figura 22. Mapas protedémicos bidimensionais de agregados celulares de O. catharinensis. A focalizagao isoelétrica foi realizada com IPGs de
pH 4-7 e na segunda dimensao os géis a 12%T. Coloracdo com nitrato de prata. MS-2,4-D: agregados celulares cultivados em meio MS
desprovido de 2,4-D; MS+2,4-D: agregados celulares cultivados em meio MS com 2,4-D; WPM: agregados celulares cultivados em meio WPM.

As caixas evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e submetidos a espectrometria de massa.
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3.6.1 Anadlise dos perfis protéicos 2-DE pela técnica do gel “dois-em-um”

dos agregados celulares cultivados em diferentes meios de cultura

Os géis do tipo “dois-em-um” das amostras cultivadas em diferentes
meios de cultura mostraram uma maior reprodutibilidade que as analises
anteriores, uma vez que o método minimiza possiveis diferencas na malha do
gel e outras condicdes da segunda dimensdo além de diferencas na
intensidade de coloragdo. Com a utilizagdo do gel “dois-em-um” obtivemos
perfis 2-DE mais confiaveis para proceder as analises de expressdo. As
Figuras 23 A, 23 B, 24 A e 24 B mostram os pares para comparagao e a Figura
26 mostra alguns exemplos da deteccdo dos spots pelo programa
computacional Image Master 2D Platinum v.5 (GE Healthcare). Os spots que
foram detectados apresentando uma diferenca de volume de pelo menos trés
vezes foram assinalados como diferencialmente expressos nos géis MS-2,4-D
versus MS+2,4-D e totalizaram 8 (Figura 23 A e B). Nos géis MS-2,4-D versus
WPM os spots diferenciais detectados foram 6 (Figura 24 A e B). Esses spots
foram submetidos a identificagcdo por espectrometria de massa. Alguns

resultados da comparagao computacional estdo mostrados na Figura 26.
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Figura 23 A. Perfis 2-DE “dois-em-um” dos agregados celulares cultivados nos meios
MS-2,4-D e MS+2,4-D. A) Faixa de pH de 4 a 5,5 da amostra MS-2,4-D, B) Faixa de
pH 4 a 5,5 da amostra MS+2,4-D. Utilizaram-se strips pH 4-7, 150 ug de proteina, gel

a 12%T. As caixas evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e

submetidos a espectrometria de massa.
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Figura 23 B. Perfis 2-DE “dois-em-um” dos agregados celulares cultivados nos meios
MS-2,4-D e MS+2,4-D. C) Faixa de pH de 5,5 a 7 da amostra MS-2,4-D e, D) Faixa de
pH de 5,5 a 7 da amostra MS+2,4-D. Utilizaram-se strips pH 4-7, 150 ng de proteina,
gel a 12%T. As caixas evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e

submetidos a espectrometria de massa.
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Figura 24 A. Perfis 2-DE “dois-em-um” dos agregados celulares cultivados nos meios MS-
2,4-D e WPM. A) Faixa de pH de 4 a 5,5 da amostra MS-2,4-D, B) Faixa de pH de 4 a 5,5 da
amostra WPM. Utilizaram-se strips pH 4-7, 150 ug de proteina, gel a 12%T. As caixas
evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e submetidos a espectrometria de

massa.
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Figura 24 B. Perfis 2-DE “dois-em-um” dos agregados celulares cultivados nos meios MS-
2,4-D e WPM. C) Faixa de pH de 5,5 da amostra MS-2,4-D e, D) Faixa de pH de 5,5 a 7 da
amostra WPM. Utilizaram-se strips pH 4-7, 150 ug de proteina, gel a 12%T. As caixas
evidenciam alguns dos spots diferencialmente expressos e submetidos a espectrometria de

massa.
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Figura 25. Resultado da analise computacional de alguns spots diferencialmente expressos
nos géis 2-DE dos agregados celulares em diferentes meios de O. catharinensis. Resultados
obtidos utilizando-se o programa Image Master 2D Platinum v.5 (GE Healthcare). Nos
graficos as barras vermelhas indicam o desvio padrdao da média das intensidades dos

volumes e a azul indica a média aritmética.
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Figura 26. Resultados da analise computacional de alguns spots diferencialmente

expressos referentes aos géis realizados com a técnica “dois-em-um” dos agregados

celulares O. catharinensis cultivados em diferentes meios. Resultados obtidos utilizando-se

o programa Image Master 2D Platinum v.5 (GE Healthcare). Nos graficos as barras

vermelhas indicam o desvio padrdo da média das intensidades dos volumes e a azul indica

a média aritmética.

3.6.2 Identificacdo das proteinas diferencialmente expressas nos estagios

embrionarios e nos agregados celulares cultivados em diferentes meios.

As tabelas 2 e 3 apresentam as proteinas identificadas e suas sequéncias por

nano-LC MS/MS realizados em um espectrometro LTQ-Orbitrap.

Tabela 2. Identificacdo dos principais spots diferencialmente expressos nos géis 2-DE de

extratos protéicos dos estagios embrionarios.

NO°/Letra do
spot/Estagio mais
expresso
C

E1eE3

E2e E4

Identificacéo Sequéncia
Germina K.AFQVDK.K
Q6YZA9 K.AFQVDKK.I
Quitinase R.IGFYKR.Y
Q4PJV8 K.GFYTYDAFIAAAK.A
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Tabela 3. Identificagdo dos principais spots diferencialmente expressos nos géis 2-DE de

extratos protéicos dos agregados celulares.

NO°/Letra do Identificacéo Sequéncia
spot/Estagio ou
agregado celular
mais expresso
A Precursor da Alfa- BXXLYLGLGEHTK
glicosidase BHSTGDLLFDTSP
MS+2,4-D e WPM Q43763 BENYLELSSSLPADR
MLGAD
MVRF
SSGGMD
E Enzima biossintética de K. AAHLALK.A
tiamina K. ALDMNTAEDAIVR.L
MS-2,4-D e MS+2,4-D AAV92529 K.VVVSSCGHDGPFGVR
P Superéxido-dismutase BXXVVHGDPDDLGK
[Cu-Zn]
MS+2,4-D e WPM Q12548

9 Familia multigénica 14- KDSTLIMQLLR
3-3 BYLAE
MS+2,4-D e WPM P48348; QOSWP7
15 Actina citoplasmica 1 K. AGFAGDDAPRA
AAC16055 R.DLTDYLMK.I
MS+2,4-D e WPM R.GYSFTTTAER.E
R.HQGVMVGMGQK.D
K.SYELPDGQVITIGNER.F
R.VAPEEHPVLLTEAPLNPK.A
16 Tiorredoxina K.VDVDELK.T

Exclusivo do WPM

Q6RJZ7

K.LVVVDFTASWCGPCR.F
K.KLVVVDFTASWCGPCR.F

O spot 15 (Figuras 23 B, 26 e Tabela 3) mostrou-se mais expresso nos meios
competentes para a embriogénese: MS+2,4-D e WPM, quando comparado ao meio
MS-2,4-D. O spot foi identificado como actina citopldsmica 1 do organismo

Mesostigma viride, uma alga verde unicelular pertencente a classe Cardfita.
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Segundo Kandasamy et al., (2004) as actinas vegetais sdao normalmente
divididas em duas classes: as vegetativas, que sao fortemente expressas em todos
os Orgdos vegetativos e tipos celulares; e as reprodutoras, sdo expressas
predominantemente no polen maduro, no 6vulo e, em alguns casos, no embrido.
Ambas as classes de actinas mostram diferentes padrdes de expressao temporais e
espaciais. Essas proteinas tomam parte em uma infinidade de processos celulares
nas células vegetais quando da conversdo de reagbdes quimicas em forgas
mecanicas como quando da reorganizagcdo do citoplasma vegetal em resposta a
uma variedade de estimulos internos ou, sugerindo uma correlagéo direta entre a
transducao de sinal e a reorganizacao do citoesqueleto nas plantas (Vantard, 2002).
Estudos recentes em plantas revelaram que os hormdnios, como auxina e ABA, e
sinalizadores como Ca?* e cAMP disparam cascatas sinalizadoras usando a actina
como um efetor.

Além disso, as pequenas proteinas ligantes de GTP da familia Rho
(conhecidas como Rop em plantas) parecem ser um dos controladores tipicos
regulados pela actina (Vantard, 2002). Outros estudos também sugerem que a
dindmica da actina esta envolvida em varios tipos de alongamento celular
provocados pela morfogénese. Plantas que ndo possuem filamentos de actina
podem se desenvolver anormalmente e apresentarem nanismo (Mathur, 2004).

Esses dados podem se relacionar a maior expressédo da actina nos geéis dos
agregados celulares de O. catharinensis que sdo competentes para a embriogénese,
como o meio MS+2,4-D que possui a presenca da auxina sintética 2,4-D e o WPM
com o sorbitol e o estresse osmatico.

O spot A (Figuras 22, 25 e Tabela 3) também possuiu maior expressao nos
meios competentes embriogenicamente: WPM e MS+2,4-D. Esse spot foi
identificado como precursor da a-glicosidase (EC 3.2.1.20). As oa-glicosidases
ocorrem em todas as células eucaridticas e estao envolvidas na N-glicosilagdo das
proteinas.

Glicoproteinas que possuem asparagina ligada (N-ligadas) ocorrem em todas
as células eucaridticas. A N-glicosilagdo pode modificar propriedades fisico-quimicas
e biolégicas das proteinas como conformacgao, degradacgao, distribuicdo intracelular
ou secrecdo. Em plantas, o papel da N-glicosilagdo € essencial, porque todas as
proteinas de reserva sao sintetizadas inicialmente no reticulo endoplasmatico e

varias delas sao N-glicosiladas.
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Em estudos dos alelos mutantes de A. thaliana gsc-1 e gsc-2 que codificam a-
glicosidases, Boisson et al. (2001) observaram a formagdo de sementes
subdesenvolvidas bloqueadas no estagio de desenvolvimento cordiforme. As
sementes mutantes tinham baixo nivel de proteinas de reserva, ndo possuiam
corpos protéicos tipicos, possuiam as células alongadas anormalmente e mostraram
rompimento ocasional. Analises bioquimicas confirmaram que a ligagao do glicosil
ligado ao a-1,2 constitutivo dos N-glicanos esta bloqueada nestes mutantes. Estes
resultados demonstram a importancia da sintese correta das N-glicanas para a
acumulagao das proteinas de estoque, formagao dos corpos protéicos, diferenciacéao
celular e desenvolvimento do embrido.

O spot 9 (Figuras 23 A, 26 e Tabela 3) mostrou-se mais expresso nos meios
MS+2,4-D e WPM do que no meio MS-2,4-D e foi identificado como membro da
familia multigénica 14-3-3 de A. thaliana com envolvimento na transdugao de sinal.

Até pouco tempo atras, o foco da pesquisa da transducao de sinal estava nas
cascatas e nas quinases que propagam o processo de sinalizagdo, acreditando-se
que a fosforilagao da proteina alvo por elas seria suficiente para causar a mudanca
no seu estado de atividade. Em varias circunstancias exemplificadas em estudos em
plantas com a enzima nitrato redutase (Huber et al., 1996), concluiu-se que somente
a fosforilagdo nao era suficiente para causar uma transigdo na atividade de algumas
proteinas-alvo e que proteinas especificas adicionais eram requeridas para
completar a alteragao na atividade dos alvos induzida pela transdugao de sinal.

Agora é sabido que as proteinas 14-3-3 servem a este papel completando a
alteracdo na atividade da proteina alvo induzida por um sinal multiplexado (Figura
27). As 14-3-3 parecem ser de ampla distribuicdo, mas sao essencialmente uma
familia eucaridtica de proteinas, e agora consideradas uma parte integrante da
transducéo de sinal (Ferl, 2004).

Além disso, existe o fato de que as quinases e fosfatases podem ser
reguladas pelas 14-3-3 e também potencialmente as integram em varios niveis da
transducdo de sinal. O resultado final € um complexo de contingéncias e
possibilidades de sinalizacdo fazendo-se possivel pela interagcdo com as proteinas
14-3-3.
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Figura 27. A transducao multiplexada de sinal € altamente regulada por um processo de
dois passos envolvendo as proteinas 14-3-3. Primeiramente, o sinal é recebido e transmitido
pelas quinases e fosfatases envolvidas na fosforilagdo da proteina-alvo, muitas vezes
somente marcando a proteina para uma mudanga potencial de atividade, da sua localizagcéo

subcelular ou estabilidade.

O spot E (Figuras 22, 25 e Tabela 3) foi mais expresso nos meios MS-2,4-D e
MS+2,4-D do que no meio WPM. Esse spot foi identificado como enzima
biossintética da tiamina.

Tiamina ou vitamina B-1, € um constituinte essencial de todas as células por
ser um cofator para dois complexos enzimaticos envolvidos no ciclo do acido citrico:
piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase. Tiamina € sintetizada pelas
plantas, mas é um requerimento dietético para os animais. A via biossintética da
tiamina nas plantas ainda ndo esta bem definida e nenhuma das enzimas envolvidas
foi ainda isolada.

Segundo Settembre et al. (2003), a sintese da tiamina é estreitamente
regulada nas plantas. Estudos tém demonstrado que a expressao dos genes que
codificam algumas enzimas biossintéticas da tiamina é regulada pelos niveis
enddgenos de tiamina.

Nao foi encontrada na literatura nenhuma relagao direta entre a tiamina e o
desenvolvimento vegetal. Pelos niveis de expressao do spot E vé-se que a maior
expressao da timina pode estar relacionada aos componentes dos meios de cultura
MS, visto que a sua expressao no meio WPM foi bem menor.

O spot 16 (Figuras 24 A, 26 e Tabela 3) foi expresso somente no meio WPM

como uma proteina de expressao especifica neste meio. Esse spot foi identificado
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como tiorredoxina e foi o unico spot identificado tanto por espectrometria de massa
tipo MALDI-TOF (PMF) como por LC/MS-MS (LTQ-Orbitrap).

As tiorredoxinas sdo pequenas oxirredutases dissulfeto especializadas na
reducido de pontes dissulfeto de outras proteinas. Geralmente, as enzimas as quais
sao especificamente reduzidas reversamente por estas protéinas oscilam entre uma
conformacao oxidada e inativa para uma conformacéao reduzida e ativa (Figura 28).
As tiorredoxinas possuem varios papéis na célula, incluindo a regulagdo redox de
enzimas alvo e de fatores de transcricdo. Elas também servem como doadores de
hidrogénios para peroxirredoxinas, peroxidases sem ferro recentemente descobertas
(Jacquot et al., 2002).

Figura 28. Representacdo do mecanismo de agdo das tiorredoxinas, sendo P1 a
tiorredoxina e P2 a enzima alvo que variam de seu estado oxidado para estado reduzido

dependendo da conversao de cisteinas livres em ponte dissulfeto (Jacquot et al., 2002).

As tiorredoxinas de plantas apresentam pequena massa molecular (cerca de
12 kDa), s&o geralmente termoestaveis e possuem por volta de 110 aminoacidos em
sua forma madura (Jacquot et al., 2002). Todas as tiorredoxinas possuem um sitio
ativo bastante conservado com a sequéncia WC[G/P]PC e no seu estado oxidado os
dois atomos de enxofre dos seus residuos de cisteina estdo ligados por ponte
dissulfeto. Sua estrutura 3D é conservada ao longo da evolugdo com uma sucesséo
de elementos secundarios (Menchise et al., 2001): 1, a1, B2, a2, B3, a3, p4, 5 e
o4 (Figura 29).

De acordo com Jacquot et al. (2002), as tiorredoxinas nas plantas, assim
como em outros organismos, sao codificadas por varios genes como, por exemplo,
em A. thaliana que contém por volta de 20 genes para este fim. Tem-se que
algumas isoformas sao especificamente expressas no citosol e outras nas

mitocondrias das células vegetais.
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Figura 29. Estrutura cristalografica da tiorredoxina h de Chlamydomonas reinhardtii. A ponte
dissulfeto, sitio ativo e os atomos de enxofre sdo mostrados em verde. Os dois residuos de
triptofano que conferem a proteina suas carateristicas espectrais Unicas sdo mostrados em
roxo (Menchise et al., 2002).

Segundo Ishiwatari et al. (1995), a expressdo de alguns genes para
tiorredoxina parece ser tecido-especifica e, além disso, uma caracteristica
importante em plantas superiores € que a tiorredoxina € a principal proteina
constituinte da seiva do floema, sugerindo que a proteina possua fungdo na
sinalizacdo a longa distancia. Outras fungdes sao: desintoxicacdo de metais
pesados, dissipagdo do estresse oxidativo e regulagdo de fatores de transcrigao
como nas células de mamiferos e leveduras

As tiorredoxinas dos cloroplastos servem como reguladores redox e auxiliam
no controle da taxa de fixacdo do carbono através da via da pentose fosfato
(Ishiwatari et al.,1995).

Segundo Buchanan et al. (1994), estudos com trigo sugeriram que a
tiorredoxina h estaria envolvida na germinagao e agiria na redugao da maioria das
proteinas de reserva como as gliadinas e gluteninas, aumentando a sua

suscetibilidade a protedlise e na redugao das proteinas inibidoras de dissulfetos,
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neutralizando as suas atividades e aumentando a fungdo catalitica das suas
enzimas alvo.

O spot P (Figuras 21, 24 e Tabela 2) foi mais expresso somente nos meios
competentes, e principalmente no meio WPM. Esse spot foi identificado como
enzima superoxido dismutase.

A enzima superéxido dismutase (SOD) pertence a um grupo de
metaloenzimas que catalisam a dismutacdo de Oj; sdo consideradas as enzimas
mais importantes contra os radicais livres e a funcido protetora provida pelas SOD
mostram mudangas relacionadas a idade nos tecidos vegetais (Droillard et al.,
1990). Trés classes distintas de SOD tém sido descritas baseadas no seu grupo
prostético metal: Cu-Zn, Mn, ou Fe. Duas isoformas de SOD tém Cu e Zn nos seus
centros cataliticos e estdo localizadas nos compartimentos citoplasmaticos (CuZn-
SOD ou SOD1) ou nos elementos extracelulares (EC-SOD ou SOD3) (Zelko, 2002).

A SOD de Cu-Zn ¢ inibida por cianeto e H,O,. Superdxidos dismutases com
Mn, Cu e Zn tém sido encontradas em varias espécies de plantas superiores e Fe-
SOD estdo presentes principalmente em procariotos e foram descobertas
recentemente em algumas plantas. Nas plantas, SODs tém sido localizadas
principalmente na mitocdndria, peroxissomos e cloroplastos (Droillard et al., 1990).

Os meios de cultura competentes para a embriogénese em O.catharinensis
podem produzir varias espécies reativas de O, em seu metabolismo,0 que pode

explicar, a presencga dessas enzimas nesses meios.
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4. CONCLUSOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A embriogénese é um processo complexo que envolve a regulagdo génica
sequencial e interativa (Dodeman et al., 1997). Os eventos que cercam a
embriogénese zigotica e somatica tém sido estudados através de analises
histolégicas e morfolégicas, sendo que a formacado do embrido zigdtico e somatico
tem sido descrita detalhadamente. Entretanto, os mecanismos moleculares e
bioquimicos que controlam a diferenciagdoo dos varios tipos celulares ainda nao
estdo elucidados (Dodeman et al., 1997).

A analise computacional de géis bidimensionais dede extratos protéicos de O.
catharinensis revelou que a maioria das proteinas detectadas apresentou expressao
conservativa ao longo do desenvolvimento embrionario sugerindo que as
caracteristicas que diferenciam cada estagio sao provavelmente consequéncias da
expressao diferencial de um numero limitado de proteinas, talvez nao detectavel
utilizando-se géis bidimensionais. Mas € necessario levar em consideragdo que
apenas uma fragao do proteoma total dos embrides foi extraida e outra fracdo desta
fracao foi representada nés géis-bidimensionais. Obteve-se também a identificagcéo
de proteinas diferencialmente expressas durante a embriogénese: a-glicosidase e
actina, as quais ja foram relacionadas como envolvidas nos processos de
desenvolvimento em outras espécies vegetais.

Produziram-se mapas bidimensionais de agregados celulares de O.
catharinensis cultivados em diferentes meios e obtiveram-se identificagcdes de
proteinas diferencialmente expressas nos diferentes meios. Algumas possuem papel
nos processos de desenvolvimento vegetal tais como germina e quitinase. Dentre as
proteinas identificadas também obteve-se a identificagdo de uma tiorredoxina
apresentava expressao especifica no meio de cultura WPM

Os principais estudos protedmicos sobre embriogénese somatica de plantas
superiores foram realizados em Picea glauca (Lippert et al., 2005) e Medicago
truncatula (Imin et al., 2005). Os trabalhos com Picea glauca consistiram na
submissdo de quatro estagios de desenvolvimento da embriogénese somatica do
abeto branco (white spruce) a 2-DE e analise subsequente em MS. Foram
identificadas 38 proteinas diferencialmente acumuladas, as quais mostraram
mudangas significantes ja no embrido em seu desenvolvimento inicial. Muitas das

proteinas ainda ndo tinham sido relacionadas ao processo de embriogénese como
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as de transporte de elétrons. Duas proteinas que foram identificadas em nosso
estudo também apareceram no trabalho de Lippert et al. (2005): a tiorredoxina e a
germina.

Nos trabalhos com Medicago truncatula (Imin et al., 2005) também foi
identificada uma tiorredoxina. Nesse trabalho partiu-se de culturas somaticas
embriogénicas com 2, 5, e 8 semanas, separadas por 2-DE o que resultou em mais
de 2.000 spots. Analises estatisticas mostraram a mudanga na expressdo somente
em 54 spots e identificaram 16 proteinas.

Nesse estudo, os padroes de expressdo protéicos associados ao
desenvolvimento embrionario de Ocotea catharinensis comegaram a ser
investigados utilizando-se a tecnologia de 2-DE. Estes resultados serdo utilizados
como base para estudos complementares, que visam a compreensao dos fatores
associados a embriogénese somatica nessa espécie. A continuidade nas analises
protedmicas durante a embriogénese somatica de O. catharinensis abre perspectiva
para a identificacdo de outras proteinas expressas diferencialmente, que possam
servir como marcadoras do desenvolvimento embrionario.

Sabe-se que a competéncia embriogénica de agregados celulares de O.
catharinensis cultivados em diferentes meios de cultura foi associada a expressao
do gene SERK (Santa-Catarina et al., 2004b) e que o mesmo ¢é ativado na presenca
de 2,4-D no meio de cultura.

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho e suas préoximas etapas
abrem perspectivas para continuidade e criagao de novas linhas de pesquisa em
embriogénese somatica de Ocotea catharinensis e em outras espécies de
angiospermas florestais. Estas linhas de pesquisa se baseardo principalmente no
emprego de ferramentas protedmicas e analise da expressao génica, visando a
identificacdo de marcadores bioquimicos para acompanhar o desenvolvimento da
embriogénese somatica.

Dificuldades podem ser apontadas para cada um dos métodos usados. Na
abordagem eletroforética, as principais dificuldades se relacionaram ao ajuste a
amostra de um protocolo de extracao que fornecesse um perfil protéico o mais
completo possivel. Outro ponto foi relacionado a reprodutibilidade em termos de
intensidade e localizagao dos spots em cada mapa protedmico, ficando a otimizagao

dos géis restrita a uma faixa estreita de pH. Na abordagem da espectrometria de
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massa, a dificuldade da identificagdo das proteinas por peptide mass fingerprinting
(PMF) vem do fato do organismo em estudo nao possuir genoma sequienciado.

Inicialmente, os géis 2-DE variaram muito em sua reprodutibilidade devido ao
protocolo de extracdo do tampao fosfato que ndo removeu grande parte dos
interferentes provenientes do metabolismo secundario vegetal, o uso da coloragao
de prata como método de detecgcdao também afetada pelos interferentes citados
anteriormente, e a necessaria intervengdo humana ao longo de todo o processo.

Devido a sua ampla difuséo, a eletroforese bidimensional tem suas vantagens
e deficiéncias bem documentadas. De forma geral, € aceito que algumas classes de
proteina sdo excluidas ou pouco representadas em géis bidimensionais. Essas
incluem proteinas muito acidas ou basicas; proteinas com massas moleculares
maiores que 200 kDa e menores de 5 kDa, assim como proteinas de membrana
e/ou muito hidrofébicas. Também, proteinas totalmente diferentes podem ter valores
de ponto isoelétrico e massa molecular o suficientemente préximos para ndo serem
resolvidas nos mapas bidimensionais ainda que usando-se IPGs de faixas estreitas
de pH (Paba et al., 2004). A utilizacdo da modalidade de 2-DE em nosso trabalho,
chamada “dois-em-um”, mostrou-se vantajosa para comparagdes entre perfis
bidimensionais, uma vez que minimizou as diferengas experimentais na eletroforese
bidimensional

O uso da 2-DE em nosso trabalho permitiu uma visdo mais geral dos
proteomas e a descoberta de possiveis spots marcadores moleculares. De um modo
geral o mapa protedbmico dos agregados celulares mostrou uma maior complexidade
de spots que o do estagio embrionario por causa da detec¢gdo de um maior numero
de spots.

Destaca-se a necessidade de continuidade desses estudos com a
padronizagao dos mapas protedmicos dos estagios embrionarios da embriogénese
zigoética, com a identificagdo qualitativa de proteinas especificas nos diferentes
estagios de seu desenvolvimento e a sua comparagdo com a embriogénese
somatica.

Também como perspectiva de experimentos poderia-se proceder ao uso de
IPGs de pH alcalino permitindo a analise das proteinas basicas. Pode-se também

proceder a identificagdo por MS dos demais spots diferencialmente expressos.
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Outra abordagem seria a avaliagdo de mudancas do proteoma sob a
influéncia de mais parametros que influenciam na diferenciacdo dos agregados

celulares e no desenvolvimento dos embrides.
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