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RESUMO

O estudo dos mecanismos do desenvolvimento embriondrio em plantas pode ser facilitado
pelo estabelecimento de sistemas modelos associados a embriogénese in vitro. Avangos no
conhecimento bdsico e aplicacdes biotecnoldgicas sdo decorrentes dos estudos destes
sistemas bioldgicos. Com a finalidade de regular eficientemente a regeneracdo de plantas
por meio da embriogénese somdtica € importante entender como os embrides somdticos
sdo formados e como este desenvolvimento ¢é influenciado por sinalizacdo enddgena ou
exdgena. O objetivo do presente trabalho foi estudar o padrdo de organizagdo morfoldgica
e a histogénese durante o desenvolvimento inicial do embrido somdtico em Araucaria
angustifolia, Pinus sylvestris e Picea abies assim como o perfil de proteinas e o padrio de
expressdo do gene SERK durante a embriogénese somdtica em A. angustifolia. O modelo
de desenvolvimento de embrides somdaticos de A. angustifolia se caracteriza pela formacao
de culturas embriogénicas a partir de embrides zigdticos imaturos que proliferam na forma
de massas pré-embriondrias (MPEs). Embrides sométicos desenvolvem-se a partir das
PEMs por meio da retirada de fitorreguladores e pela suplementacdo de ABA, PEG e
Maltose. A transicio das MPEs para embrides sométicos € um dos pontos criticos
observados e diversas anormalidades morfoldgicas sdo observadas. A morte celular
programada (MCP) ocorre nos primeiros estddios finais da embriogénese ndo nos estadios
iniciais do desenvolvimento de embrides somaticos de A. angustifolia. Células
embriogénicas e células do suspensor sdo eliminadas durante o inicio da embriogénese
final por meio da MCP caracterizada pela autofagia As proteinas arabionogalactanas
(AGPs) sao marcadores espaciais e temporais da morte celular em embrides somdticos de
A. angustifolia. O epitopo JIM 13 foi detectado principalmente em células do suspensor
em processo de degradacdo. Foi utilizado, como modelo comparativo, o sistema de
embriogénese somadtica em P. abies para estudar o efeito do ABA na morfologia e MCP
durante os estddios iniciais de desenvolvimento de embrides somdticos em P. abies
visando melhor entender as anormalidades morfolégicas observadas em A. angustifolia. O
tratamento com ABA durante os estddios iniciais da embriogénese induz morfologias
anormais do embriio e um aumento da freqiiéncia de células TUNEL positivas
embriondrias e de suspensor. O Fluoridone promove a diferenciagdo dos estddios iniciais
do desenvolvimento dos embrides somdticos em P. sylvestris. No entanto os estddios
tardios de desenvolvimento dos embrides somdticos de P. sylvestris mantém a capacidade
autoreplicativa. Foi caracterizado o perfil de expressdo de proteinas durante a fase pro-
embriondria, embriogénese inicial e final do embrido somatico de A. angustifolia por meio
da andlise em eletroforese bidimensional (2-DE). Foram identificadas proteinas que
apresentaram expressdo diferencial durante os distintos estddios. Proteina de reserva
vicilina foi observada em embrides somdaticos no inicio da embriogénese final de forma
similar ao observado na embriogénese zigética. A expressdo do gene SERK foi avaliada
durante a fase de pré- embriondria e embriogenese inicial e sua expressdo foi detectada,
por meio de hibridacdo in situ, em células do 4pice embriondrio em meio de cultura
suplementado com ABA, PEG e maltose. Os resultados aqui obtidos ampliam a base
cientifica para aprofundar a compreensdo dos fatores associados a biologia do
desenvolvimento embriondrio em coniferas e a embriogénese somética em A. angustifolia.
O estabelecimento de um protocolo completo de embriogenese somdtica em A angustifolia
se configura em uma ferramenta para o estabelecimento de programas de conservagio e
melhoramento de germoplasma desta conifera nativa.
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ABSTRACT

The study of the mechanisms envolved during embryonic development in plants can be
facilitated by the establishment of in vitro systems of plants embryogenesis models.
Biotechnological advances in the basic knowledge and applications are decurrent of the
studies of these biological systems. In order to efficiently regulate the formation of plants
via somatic embryogenesis it is important to understand how somatic embryos develop
and how the development is influenced by endogenous and exogenous signals. The aim of
the present work was to study the morphological organization and histogenesis during the
early development of somatic embryo in A. angustifolia, Pinus sylvestris and Picea abies
as well as to study the protein profile and expression of gene SERK during somatic
embryogenesis in A. angustifolia. The pathays of somatic embryos development in A.
angustifolia was characterized by the extrusion of embryogenic cultures from immature
zygotic embryos that proliferate like pro-embryonic masses (PEMs). Somatic embryos
develop from PEMs by the withdrawal of plant growth regulators and plus of ABA, PEG
and Maltose. The transistion of the PEMs for somatic embryos is one of the critical points
observed and diverse morphological abnormalitys in somatic embryos were observed. The
programmed cell death (PCD) occurs at the beginning of late embryogenesis and not in the
early embryogenesis of somatic embryos in A.angustifolia. Embryogenic and suspensor
cells are eliminated during the beginning of late embryogenesis through autofagic PCD.
Arabionogalactanas proteins (AGPs) are time and space markers of cell death in somatic
embryos of A. angustifolia. Epitopo JIM 13 was detected mainly in suspensor cells wich
started the degradation process. It was used, as comparative model, the somatic embryo
development in P. abies to study the effect of ABA in the morphology and MCP during
early somatic embryo development aimed to understand the morphologic abnormalitys
observed in A. angustifolia. The ABA treatment during the early embryogenesis induces
abnormal morphologies of the somatic embryo and increases the frequency of TUNNEL
positive cells. The Fluoridone promotes the embryo differentiation during early
embryogenesis in P. sylvestris. However late somatic embryos keeping autoreplicativa
capacity. The profile of protein expression was characterized during the pro-embryonic,
early and late phase of somatic embryo development in A. angustifolia by the
bidimensional eletroforese analysis. Proteins had been identified and diferente level of
expression was observed during distinct steps. Vicilin storage protein was observed in
somatic embryos at the beginning of late embryogenesis similar with what was observed
in zygotic embryogenesis. The expression of gene SERK was evaluated during
proembryonic phases and early embryogenesis and its expression was detected, by in situ
hibridization, in cells of the embryonic apex when the culture medium was supplemented
with ABA, PEG and maltose. These results extend the scientific basic and help to
understanding the biology of embryonic development in conifers and somatic
embryogenesis in A. angustifolia. The establishment of somatic embryogenesis protocol to
the A. angustifolia is an auxilliary tool for the germoplasm conservation and breeding
programs for this native conifer.
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CAPITULO I

Analise protedomica durante a embriogénese somatica de A. angustifolia
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3.1. INTRODUCAO

Durante os ultimos anos diversos estudos vém sendo realizados buscando
caracterizar a dinamica de proteinas durante o desenvolvimento vegetal, associado a
caracterizacdo do genoma e transcriptoma (Chen & Harmon 2006; Gallardo et al., 2007,
Baginski, 2009). A andlise protedmica pode gerar informacdo relevante para a elucidagao
dos mecanismos moleculares envolvidos no processo de desenvolvimento (Rossignol et
al., 2006). Para algumas espécies de coniferas o padrio de acumulo de proteinas de
reserva durante o desenvolvimento de embrides zigdticos e somdticos € similar e pode ser
utilizado como marcador molecular do desenvolvimento embriondrio destas espécies
(Hakman, 1993). A caracterizacdo do perfil e da dindmica de proteinas torna possivel
analisar comparativamente o desenvolvimento do embrido in vivo e in vitro (Finnie et al.,
2002). Neste sentido, também andlises relacionadas ao metabolismo de proteinas,
aminodcidos e hormonios tem sido utilizados para estabelecer marcadores bioquimicos e
moleculares para estddios especificos do desenvolvimento embriondrio em espécies
florestais (Silveira et al., 2004a,b; Tun et al., 2006; Santa Catarina et al., 2006; Steiner et
al., 2007; Silveira et al., 2007, Steiner et al., 2008).

As principais proteinas presentes nas sementes sdo as proteinas LEA e proteinas de
reserva. As proteinas LEA s@o sintetizadas apds a histodiferenciacdo do embrido e
conferem tolerancia a desidratacdo que ocorre no final do desenvolvimento da semente
(Bewley & Black, 1994; Sallandrouze et al., 2002). As proteinas de reserva sio
responsaveis pelo suprimento de N organico e de aminoacidos durante a germinagdo e
crescimento da plantula para a sintese de proteinas estruturais e enzimadticas, essenciais
para o metabolismo celular normal (Higgins, 1984; Shewry et al., 1995). Proteinas de
reserva também tem sido consideradas marcadores do processo de maturacido em embrides

zigbticos de gimnospermas e angiospermas (Dunstan et al., 1998). Nas coniferas, tanto
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embrides somdticos quanto embrides zigdticos acumulam proteinas de reserva em
abundancia durante a fase de maturacdo dos embrides (Hakman et al., 1993).

A dinamica de proteinas nos sistemas bioldgicos é influenciada por vérios fatores
internos e externos. A andlise protedOmica permite avaliar mudangas simultineas e
classificar o padrao temporal de acimulo de proteinas que ocorrem durante 0s processos
de desenvolvimento, entre os quais a embriogé€nese (Skylas et al., 2000; Bove et al.,
2001).

Estudos referentes ao controle do processo de maturacio em embrides sométicos
requerem um melhor entendimento das mudangas estruturais nos tecidos ativos na
acumulacgdo de substincias de reserva (Hakman, 1993; Lippert et al., 2005), assim como a
identificacdo de proteinas marcadoras para situagdes especificas, tais como a diferenciagio
celular e respostas celulares a estimulos externos diversos (Wilkins et al., 1997).

Neste contexto, o presente trabalho objetivou avaliar e caracterizar o perfil de
expressdo de proteinas por meio da andlise protedmica durante diferentes estidios de

desenvolvimento do embrido somdtico de A. angustifolia.
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3.2. MATERIAL E METODOS

3.2.1. Material vegetal

As andlises protedmicas foram realizadas durante trés diferentes estadios de
desenvolvimento (pré-embriondrio, embriogé€nese inicial e final) do embrido somadtico de
A. angustifolia. Foram utilizadas culturas embriogénicas induzidas a partir de embrides
zigbticos imaturos no periodo 2006/2007. O estddio pré-embriondrio foi proveniente da
etapa de proliferacdo. Os estddios embriondrio inicial e embriondrio tardio, foram
provenientes de dois periodos da etapa de maturacdo (30 e 60 dias apés a inoculagdo,
respectivamente) sendo armazenadas em freezer (-20°C) até a posterior utilizacdo nas
andlises.

Durante a etapa de proliferacio as culturas embriogénicas foram subcultivadas com
intervalos de 20 dias em meio de cultura BM (Gupta & Pulman, 1991) suplementado com
L-glutamina (1 g.L'l), mio-inositol (1 g.L'l), caseina hidrolisada (0,5 g.L’l) e sacarose (3%
p/v), 2,4-D (2uM), BAP e Kin (0,5uM cada). Durante a etapa de maturacdo as culturas
embriogénicas foram inoculadas em placas de petri contendo 25 mL de meio de cultura
BM (Gupta & Pullman, 1991) acrescido de PEG 4000 (7%), maltose (9% v/v), carvao
ativado 1,5 g.L’1 e ABA (150uM). A L-glutamina (1 g.L’l), mio-inositol (1 g.L'l), caseina
hidrolisada (0,5 g.L'l) e 0 ABA foram filtro-esterelizados e adicionados ao meio de cultura
apds a autoclavagem. Em todas as etapas o pH do meio de cultura foi ajustado para 5.8
com NaOH (0,5N) e HCI (0,5N) antes da adi¢do do phytagel (2,5 g/L™"). As culturas foram

mantidas no escuro a uma temperatura de 25 + 2°C.
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3.2.2. Extracao e quantificacdo de proteinas

O experimento foi conduzido utilizando-se trés amostras de 500 mg de matéria
fresca (MF) de cada estddio de desenvolvimento dos embrides. A extracdo foi realizada de
acordo com metodologia descrita por Natarajan et al. (2005). As amostras foram
maceradas em 1,2 mL de tampdo de extracdo Uréia/Tiouréia contendo Uréia (7M),
Tiouréia (2 M), ditiotreitol (DTT) (1%), Triton 100 (2%), Pharmalyte® (GE Healthcare®)
(0,5%), Fenilmetilsulfonilfluoride (PMSF) (1 mM) e Pepstatina (5 uM). Apods, as
amostras foram agitadas em vortex por 5 min e, posteriormente, centrifugadas por 5 min a
12000 g a 4°C. O sobrenadante contendo a fracdo protéica foi coletado e armazenado a -
20°C até a quantificacdo de proteinas e preparacdo dos géis bidimensionais. Impurezas
foram removidas dos extratos protéicos através da precipitacdo com 4cido tricloroacético
(TCA) (100%) de acordo com Silveira et al. (2007). Amostras foram incubadas em 10%
vliv de TCA (100%) durante 30 min. a 4°C. Apds incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 g por 8 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o “pellet” foi
submetido a trés lavagens com acetona gelada intercaladas por centrifugacdes a 10.000 g
por 5 min a 4°C. Ap6s a tltima lavagem a acetona foi descartada com cuidado e o tubo de
polipropileno (1,5 mL) foi mantido aberto para secagem do “pellet” ao ar por pelo menos
3 min, até o tubo de polipropileno secar. Em seguida o pellet foi solubilizado em 200ul de
tampao de extracdo uréia/ tiouréia (Natarajan et al., 2005) e centrifugado a 10000g por 5
min. a 4°C. O sobrenadante contendo a frac@o protéica foi coletado e armazenado a -20°C
até o momento da andlise em gel 2-DE. Foram preparados tr€s géis para cada amostra. A
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando o método do 2D-Quanti Kit (GE-

Healthcare ®). Albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada como padrio.
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3.2.3. Eletroforese bidimensional (2-DE)

Aliquotas do extrato protéico contendo 200 pug de proteina foram concentradas
através da precipitacdo em TCA 10% (v/v) conforme descrito no item 2.2.2. O “pellet”
resultante foi solubilizado em 375 pL de tampao de reidratagdo (Uréia (7M), Tiouréia (2
M), CHAPS (2%), (gradiente de proteinas imobilizado) IPG Buffer (pH 4-7) (0,5%), DTT
(1%) e azul de bromofenol (0,002%). Amostras foram aplicadas em tiras de gel IPG
(gradiente imobilizado pH) 11 cm com escala linear de separagdo, pH 4-7 (GE
Healthcare®) e mantidas em reidratagdo por 12 h a 20 °C em IPGphor II (GE Healthcare®).
Ap6s reidratacdo, foi iniciada a focalizagdo isoelétrica (IEF) em uma unidade IPGPhor
(GE—Healthcare®), a 20 °C com corrente elétrica limitada a 50 mA/IPG. O ajuste de
voltagem foi de 500 V a 0.5 kVh, 1.000 V a 0.8 kVh, 8.000 V a 13.5 kVh e 8.000 V a 20
kVh conforme recomendacdo do fabricante. Antes de iniciar a andlise em segunda
dimensdo, as tiras de gel IPG foram reduzidas por 20 min em 3 mL de tampdo de
equilibrio (Tris-HCI (50mM), Uréia (6M), glicerol (30%), SDS (2%), azul de bromofenol
(0,002%) contendo DTT (125mM), seguido de alquilagdo por 20 min em 3 mL de tampao
de equilibrio contendo iodoacetamida (125 mM). A segunda dimensdo foi realizada em
gel de poliacrilamida 12%, em condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE). Foi utilizado o
sistema Protean II (Bio-Rad®), acoplado a um sistema de resfriamento MultitemplI (GE-
Healthcare®) a 15°C. A separacdo eletroforética foi conduzida al2.5 mA/gel por 50 min e
25 mA/gel até o Azul de Bromofenol atingir a base inferior do gel. Marcador de peso
molecular (Bio-Rad®) com 6 bandas de proteina entre 14 e 94 kDa foi utilizado como
padréo.

As proteinas foram visualizadas por meio da coloracdo com Comassie de acordo
com Westermeier et al. (2002). Os géis foram incubados durante uma noite em solugio de

fixacdo contendo metanol (50%), acido acético (12%) e agua destilada (38%). Apds, os
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géis foram incubados por 12 h em solugcdo de Azul de Coomassie Coloidal G-250 em
tiossulfato de sédio (0,02%) seguidos de trés lavagens de 1 min em H,O Milli-Q. Apds, os
géis foram submergidos em Tris base 0,1M com pH 6,5 por 3 min e incubados com sulfato
de amonio 20%. Os géis foram descorados com 4cido acético 1% (v/v) e armazenados em

dcido acético (1%) até a andlise de imagens.

3.2.4. Analise do gel

Os géis foram digitalizados com Image Scanner (GE-Healthcare®) e analisados no
programa Image Master Platinum (GE-Healthcare®). Foi utilizado o termo “spot” para
designar peptideos observados nos géis. A autenticidade e o contorno de cada “spof” de
proteina foram validados e editados por inspecdo visual em todas as repeticdoes de cada
estddio de desenvolvimento. Avaliou-se o nimero, a porcentagem de volume e
distribuicdo dos “spots”. As proteinas foram consideradas diferencialmente expressas
quando exibida uma variacdo de + 2 vezes e foram consideradas significativas pelo teste
Tukey com 95% de significancia.

Para visualizar a diferenca de expressdo dos volumes nos diferentes estddios da
embriogenese, foi construida uma matriz de similaridade das proteinas identificadas
durante as diferentes fases da embriogénese com base na distancia euclidiana, usando o
software GENESIS (versao 1.7.2 Graz University of Technology, Institute for Genomics

and Bioinformatic, Austria, (www.genome.tugraz.at ).

3.2.5. Digestao dos spots
A metodologia seguida para a digestdo com tripsina foi descrita por Westermeier et
al. (2002). Os “spots” foram manualmente recortados géis e colocados em tubos de

polipropileno de 0,5 mL. Foi adicionada a solug@o de descoloragdo com acetonitrila (50%)
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e bicarbonato de amonio (25 mM) por 1h na temperatura ambiente ou até a remog¢do do
corante. As amostras foram desidratadas com acetonitrila (100%) por 2 min e mantidas em
bomba de vacuo 5 min. Para reidratacdo foi utilizado 10 pL de solugdo de tripsina (10
pug.mL-1 de Tripsina Promega, Madison, USA) em bicarbonato de aménio (25mM), pH 8.
A digestao foi realizada durante a noite a 37°C. Para a remoc¢do dos peptideos do gel
adicionou-se 30 pL de solugdo de extragdo (50% acetonitrila, 5% Trifluoracético - TFA),
homogeneizado no vortex por 30 min a temperatura ambiente e o homogenizado foi

coletado em novos tubos tipo eppendoff de 500 pL.

3.2.6. Analise em espectrometro de massa e interpretacao dos dados

A identificacdo de proteinas foi realizada no Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal do Parand, com a colabora¢do do Prof. Dr. Emmanuel Maltempi e
Prof. Dr. Luciano Huergo.

O volume obtido foi seco e depois hidratado com 2 pL da solugdo (4% TFA
(2,5%), 75% acetonitrila (100%), 21% de &agua ultra pura). Foi misturado 1 pL dos
peptideos contendo TFA com 1 pL. da matriz saturada (4cido a-ciano-4- hidroxi-cinamico,
Sigma) e aplicado na placa leitora. Os espectros MS e MS/MS foram determinados no
espectrometro de massa MALDI Tof/Tof (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization
Time-of-Flight) (Ultraflex, Bruker Daltonic). O equipamento foi calibrado com padrao
interno de peptideos II (Sigma). Os espectros MS e MS/MS gerados foram analisados
usando o programa Flex Analysis (Bruker Daltonics). As massas dos peptideos foram
utilizadas para buscas na base de dados NCBInr e SwissProt utilizando Mascot on line
(matrixsciences.com). Os parametros utilizados para a aceitacdo da identificacdo foram:

taxonomia: plantas verdes; enzima: tripsina; clivagem perdida: 1; modifica¢des varidveis:
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carbamidometil; modificagdes fixas: Oxida¢do Metionina; tolerancia de massa do

peptideo: 100 ppm e tolerancia de massa do fragmento: 0,6 Da.

3.2.7. Analise estatistica

Todos os tratamentos dos experimentos da cultura in vitro foram realizados em
triplicata. Também foram realizadas triplicatas de géis 2-DE para cada estidio de
desenvolvimento do embrido. Somente foram avaliados “spots” presentes nos trés géis

sendo assim considerados reproduziveis.

3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1. Estadios de desenvolvimento dos embrioes somaticos

A embriogénese somdtica em A. angustifolia se inicia com a formacido de PEMs
constituidos por um grupo de células embriogénicas conectadas a células de suspensor o
que constitui a fase pro-embriondria (Figura 1a). Apds 30 dias no tratamento de maturagao
os proembrides se tornam individualizados das PEMs pelo alongamento do suspensor e
estabelecimento da polaridade (Figura 2b). Nesta etapa os fitorreguladores, sao
completamente retirados do meio de cultura, o qual foi entdo suplementado com ABA,
maltose e PEG. Nestas condi¢des ap6s 60 dias de cultura observou-se a formacdo de
embrides em estddios tardios do desenvolvimento em que o dpice torna-se coeso € O
suspensor em degeneracdo (Figura 2c,d). O perfil protéico em géis bidimensionais
correspondeu a estas trés fases do desenvolvimento do embrido somadtico de A.

angustifolia.
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Padrao de desenvolvimento de embrioes somaticos em A. angustifolia

T , . n L] . n .. L] . N .
Pré-embriogénese Embriogénese Inicial Embriogénese Final

Tratamentos e pontos de coleta das amostras

(b)

| Fitorreguladores | ABA, Maltose, PEG | ABA, Maltose, PEG |
L) l T l T 1
0 dias 30 dias 60 dias

Figura 1. (a) Padrio de desenvolvimento de embrides somaticos de A. angustifolia
correspondentes aos estddios de desenvolvimento utilizados neste estudo. (b) Tratamentos
e periodos de coleta das amostras correspondente as diferentes fases do desenvolvimento
do embrido somético (a). Amostra 1 (0 dias) - cultura embriogénicas provenientes da etapa
de proliferacdo em meio de cultura BM (Gupta & Pullmann, 1991) suplementado com 2,4-
D (2uM), BAP e Kin (0,5uM cada) contendo predominantemente pré-embrides somaticos.
Amostra 2 (30 dias) - culturas embriogénicas coletadas ap6s 30 dias de subcultivo em
meio de cultura BM (Gupta & Pullmann, 1991) suplementado com ABA (150uM),
Maltose (9% p/v) e PEG (7%p/v) isento de fitorreguladores contendo embrides sométicos
em estddios iniciais do desenvolvimento. Amostra 3 (60 dias) - culturas coletadas ap6s 60
dias de cultivo nas mesmas condi¢des da amostra 2 contendo embrides somaticos em
estadios tardios do desenvolvimento.

3.3.2. Contetido de proteinas e perfil protéico em géis bidimensionais

A concentragdo de protefnas totais aumentou durante os diferentes estddios de
desenvolvimento do embrido somético (Figura 2). Pequenas variacdes ndo significativas
na concentracdo de proteinas durante a fase pré-embriondria e embriogénese inicial foram
observadas. Ja durante a embriogénese final foi a concentracdo de proteinas foi o dobro
comparativamente aos estddios iniciais (Figura 2). Nesta mesma espécie, ao longo da

embriogé€nese zigética foi também observado um actimulo de proteinas nos estadios
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tardios do desenvolvimento (Balbuena et al., 2009), corroborando assim os resultados do
presente trabalho. Além disso, durante os estddios iniciais do desenvolvimento grande
parte de proteinas sdo expressas continuamente devido a alta demanda de proteinas

envolvidas no processo de divisdo celular (Gallardo et al., 2003).

Embriogénese somatica

0,6
0,5
0,4 4
0,3
0,2 q

0,1 4

Proteinas (mg.g-1 MF)

0,0

Préembrionaria Embriogénese inicial Embriogénese final

Estagios de desenvolvimento

Figura 2. Conteido de proteinas da fase pré-embriondria, embriogénese inicial e
embriogénese final durante a o desenvolvimento do embrido somadtico de A. Angustifolia.
Barras verticais sobre colunas representam + desvio padrdo da média.

O mapa 2-DE apresentou diferentes perfis de proteinas durante o desenvolvimento
embriondrio, evidenciando alteraches na expressdo relacionadas ao nimero de
polipeptideos em diferentes classes de peso molecular e ponto isoelétrico (Figura 3).
Observou-se um aumento do nimero de proteinas de alto peso molecular e uma
diminuicdo de proteinas de baixo peso molecular durante o desenvolvimento dos embrides
somaticos (Figura 3). Todos os estidios de desenvolvimento avaliados apresentaram
predomindncia de proteinas com peso molecular entre 20 kDa e 60 kDa. Nas coniferas, as
proteinas de reserva possuem peso molecular entre 55 e 60 kDa, que em condigdes

desnaturantes podem resultar em polipeptidios com peso molecular entre 22 e 42 kDa

(Hakman, 1993). O incremento da expressdo de proteinas com alto peso molecular é
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fundamental para o desenvolvimento embriondrio e isto se relaciona com atividades de
manutengdo e reserva, enquanto que proteinas de baixo peso molecular estio relacionadas

a processos de sintese manutencdo do metabolismo (Vensel et al., 2005).

Embriogénese somatica A

80 1
70 A
60 -
50 A

f§ | mmﬂlﬁ i 5

6-26 26-46 46-66 66-86 86-106 106-126 126- 146 146- 166

Nede Spots

Peso Molecular (kDa)

120 +

100 + T

4-5 5-6 6-7
Ponto isoelétrico (pl)

B Pro-embrionaria O Embriogénese inicial O Embriogénese tardia

Figura 3. Distribui¢cdo do niimero médio de “spots” de acordo com o parametro peso
molecular (Kda) e ponto isoelétrico (pI) no gel 2-DE dos estadio de pré-embrionario,
embriogénese incial e embriogénese taradia durante o desenvolvimento do embrido
somdtico de A. Angustifolia. Valores foram obtidos dos spots presentes nas trés repeti¢cdes
de cada estddio. Barras verticais sobre colunas representam + desvio padrdo da média.
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A andlise do perfil 2-DE das diferentes fases de desenvolvimento durante a
embriogénese somadtica de A. angustifolia revelou a dindmica de protefnas envolvidas no
desenvolvimento do embrido (Figura 4). Evidenciou-se a presencga de proteinas especificas
e comuns durante o processo de desenvolvimento (Figura 5).

O ndmero de “spots” detectados nos diferentes estddios de desenvolvimento da
embriogénese somdtica foi de 117 polipeptideos no estaddio de pré-embriondrio, 209
durante a embriogé€nese inicial e 168 durante a embriogénese final (Figura 3). A anélise
comparativa durante a embriogénese somdtica demonstrou que um grande nimero de
proteinas foram observadas exclusivamente em cada estadio de desenvolvimento, com 38,
123 e 88 polipeptidios presentes especificamente nos estddios pro-embriondrio,
embriondrio inicial e tardio, respectivamente (Figura 3). Foram observados 37
polipeptideos comuns aos estddios de desenvolvimento analisados; 61 polipeptidios foram
comuns aos estddios de pré-embriondrio e embriondrio inicial; 62 comuns aos estadios
embriondrios inicial e tardio e 55 comuns aos estadios pro-embriondrio e tardio (Figura 5).

A andlise protedmica da embriogénese zigdtica de A. angustifolia evidenciou 426,
425 e 353 “spots” no estadio pré-embrionario, globular e torpedo, respectivamente
(Balbuena et al., 2009). Assim, evidenciou-se no presente trabalho um baixo numero total
de spots em todos os estddios de desenvolvimento comparativamente ao outro trabalho
com a mesma espécie. Esta diferenca pode ser explicada por dois aspectos (i) as proteinas
presentes no megamet6fito foram analisadas em conjunto com o embrido zigdtico no
trabalho de Balbuena et al. (2009); (ii) a utilizagcdo, no referido trabalho, de Nitrato de
Prata que confere sensibilidade maior na colora¢do de proteinas comparativamente ao

Corante Comassie Brilhant Blue (Westermeier et al., 2002).
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Figura 4. Perfil 2-DE da fase pré-embrionaria (A), embriogé€nese inicial (B) e embriogénese final (C) durante o desenvolvimento do embrido
somdtico de A. angustifolia. As imagens representam o perfil de proteinas expressas a partir das amostras coletadas durante a proliferacio (0
dias), maturagdo (30 e 60 dias). O gradiente de pH e a posicdo dos marcadores de peso molecular estio indicados no topo e lado esquerdo das
imagens, respectivamente. Os numeros indicados nos géis se referem as proteinas identificadas durante as diferentes fases de
desenvolvimento do embrido, as quais estdo especificadas na Tabela 1. Os mesmos nimeros em diferentes géis representam a mesma

proteina. Nimeros tnicos representam proteinas especificas.
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Pré-embrionaria Embriogénese inicial
(117) (209)

Embriogénese final
(168)

Proteinas expressas somente no estagio de pro-
embrido

Proteinas expressas somente na embriogénese
inicial

Proteinas expressas somente na embriogénese
tardia

Proteinas expressas na pr6-embriogénese e
embriogénese inicial

Proteinas expressas na pré-embriogénese e
embriogénese tardia

Proteinas expressas na embriogénese inicial e
tardia

O Proteinas expressas em todos os estagios

Figura 5. Expressdo diferencial de proteinas, em nimero de “spots”, entre a fase pré-
embriondria, embriogénese inicial e embriogénese final durante o desenvolvimento do
embrido somadtico de A. angustifolia. Valores entre paréntesis representam o nimero total
de spots em cada fase. Valores foram obtidos a partir do gel sintético contendo somente os
spots presentes nas trés repeticdes de cada estadio.
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3.3.3. Identificacao e perfil de expressao de proteinas

Apesar do nimero de “spots” observados nas diferentes fases do desenvolvimento
do embrido somatico e do fato da A. angustifolia nao apresentar o genoma seqiienciado, no
presente trabalho foram identificadas 35 proteinas durante as diferentes fases analisadas
(Tabelal). A classificacdo funcional destas proteinas foi a agrupada de acordo a base de
dados do “gene ontology” de acordo com os processos bioldgicos e componentes celulares
(Figura 7). A classe mais representativa das proteinas identificadas foi a aquela
relacionada com o metabolismo de carboidratos com 11,1% (Figura 7a). Com relagdo aos
componentes celulares a mitocdndria (16,7%) seguida do ntcleo e o proteassomo (13,9%)
foram as organelas mais envolvidas (Figura 7b).

Avaliando a expressdo diferencial através do critério percentagem de volume dos
spots e com base na similaridade do padrio de expressdo, foram estabelecidos trés
principais grupos durante as diferentes fases do desenvolvimento do embrido somédtico
para as proteinas identificadas (Figura 6). As proteinas com maior expressdo durante a
fase pré-embriondria foram agrupadas no Grupo A, aquelas maior expressdo durante a
embriogénese inicial foram agrupadas no Grupo B e aquelas com maior expressdo durante
a embriogénese final foram agrupadas no Grupo C (Figura 6).

No grupo A foram detectadas observadas algumas proteinas como, por exemplo,
actina (spot 66), ascorbato peroxidase (spot 138), ATP sintase (spot 44), enolase (spot
119), proteina sintase glucano o 1,4, proteina de ligacdo luminal (spot 14, 15, 16) e
proteina de choque térmico (spot 13) (Tabela 1). Estas proteinas estdo associadas tanto aos
eventos de transducdo de sinais, metabolismo de carbono, resposta a estresse quanto aos
mecanismos de divisdo celular (Alberts, 2006). A fase pré-embriondria pode ser
caracterizada especialmente pela presenca de proteinas envolvidas em divisdo celular

(Gallardo et al., 2003), uma vez que nesta fase ocorre intensa proliferacdo de PEMs. Em
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A. angustifolia, também durante esta etapa, foi observada a presenca de granulos de amido
tanto em células embriondrias quanto em células de suspensor durante o processo de
proliferacdo das PEMs (Steiner, 2005) o que certamente justifica a presenca de proteinas
relacionadas ao metabolismo de carbono. A proteina sintase glucano a 1,4, observada
durante a embriogénese inicial, estd envolvida na sintese de polissacarideos de parede
celular (Alberts, 2006). J4, a actina € considerada uma proteina altamente conservada e é
essencial componente do citoesqueleto, na organizagdo e movimento de componentes
citoplasmdticos e crescimento (Alberts, 2006). Durante a embriogénese somatica de M.
truncatula a expressdo da proteina de choque térmico 70 kDa (HSPs heat shock proteins)
e a proteina de ligacdo luminal decresceram ap0s oito semanas de cultivo, demonstrando
que alta expressdo destas proteinas foi necessaria para a manutengdo das células durante o
crescimento inicial (Imin et al., 2005). Assim a deteccdo destas proteinas durante a fase
pré-embriondria de A. angustifolia sugere que as mesmas estdo especialmente conectadas
aos eventos relacionados a divisao celular.

Durante a embriogénese inicial as proteinas com maior percentagem no volume de
expressdo reunidas no grupo B incluiram proteina de ligacdo subunidade rubisco (spot
3423), precursor malato desidrogenase (spot 3533, 3536), adenilato quinase B (spot 3592)
e DNA endonuclease (spot 3634) (Tabela 1). Esta fase € caracterizada pelo
estabelecimento da polaridade e individualizacdo do embrido a partir das PEMs (von
Arnold et al., 2002; Steiner et al., 2008). Conforme descrito no Capitulo I do presente
trabalho, os embrides somdticos nesta fase de desenvolvimento apresentam uma série de
anormalidades especialmente no que diz respeito 2 manutencdo da atividade mitdtica e
balango hormonal. A proteina adenilato quinase B tem sido descrita como sendo essencial
para a manutengdo do crescimento celular em arroz (Kawai et al., 1992), e apresenta alta

expressdo durante esta fase (Figura 6). Isso pode estar relacionado com as anormalidades

32



observadas. Além da proteina malato desidrogenase envolvida no metabolismo de
carbono, também a presenca proteina de ligacdo subunidade rubisco foi confirmada
durante a embriogénese zigética nesta espécie (Balbuena et al, 2009). Estes autores
sugeriram que durante a embriogénese zigética o aparato fotossintético € diferenciado a
partir do estddio de desenvolvimento torpedo que corresponde a embriogénese final.

Ja no grupo C, no qual foram detectadas as proteinas com maior expressao durante
a embriogénese final observou-se a presenca da glutamina sintetase (spot 8249),
proteassomo subunidade a tipo 6 (spot 126), foforilase UDP-glucose (spot 49) e a proteina
de reserva vicilina (spot 8362) (Tabela 1). Durante esta etapa o dpice embriondrio se torna
coeso e as células do suspensor sdo degradadas na medida em que o embrido se
desenvolve (Steiner, 2005). As proteinas observadas nesta etapa estdo de maneira geral
associadas ao metabolismo de carboidratos, sintese de parede celular e a maturacdo de
embrides o qual inclui o acimulo de compostos de reserva (von Arnold, 2002; Carney &
Pullman, 2007). Estes resultados estdo de acordo com aqueles observados na andlise
protedmica da embriogénese zigdtica em A. angustifolia as quais também apresentaram
grupos especificos de proteinas durante as distintas fases de desenvolvimento do embrido
(Balbuena et al, 2009). A principal similaridade entre o perfil protéico durante a
embriogénese zigética e somdtica nesta espécie foi o acimulo de proteinas de reserva
durante a fase de embriogénese final.

A presenca das proteinas glutamina sintetase (spot 8249) de reserva vicilina (spot
8362) foram sugeridas como proteinas que poderiam ser associadas aos estadios tardios do
desenvolvimento e que esta dltima poderia ser utilizada como um marcador de qualidade
do desenvolvimento dos embrides somaticos de A. angustifolia (Silveira et al., 2008,
Balbuena et al, 2009). No protocolo de embriogénese somadtica em A. angustifolia

previamente estabelecido por Steiner (2005), foram observados baixos numeros de
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embrides somdticos maduros e diversas anormalidades durante a fase pré-embriondria.
Apesar disso, no presente trabalho foi observada a presenca de proteinas de reserva
durante a embriogé€nese final quando as culturas foram submetidas ao ABA. Em Picea
glauca a proteina de reserva vicilina somente foi observada apds as culturas serem
submetidas ao tratamento com ABA (Lippert et al,, 2005) corroborando com 0s nossos
resultados.

Durante as fases finais da embriogé€nese somdtica em coniferas a sintese das
proteinas de reserva e proteinas LEA pode ser estimulada em resposta ao ABA exdgeno
(Tautorus et al., 1991). O ABA esta envolvido na expressdo dos genes lea que codificam
as proteinas LEA. Dong et al. (1997) reportaram o aparecimento de diversas novas
proteinas em resposta a retirada de fitorreguladores do meio de cultura e a exposi¢do ao
ABA em P.glauca. Mesmo assim, tem sido observado que apesar de embrides soméaticos
maduros acumularem substancias de reserva em resposta ao ABA, estes apresentam
anormalidades morfoldgicas as quais limitam a germinacdo em Pinus taeda (Carney &
Pullman, 2007), Feijoa sellowiana (Pescador et al., 2008) e Pinus sylvestris (von Arnold
et al., 2009, dados ndo publicados). Assim os resultados do presente trabalho sugerem que
a presenca da proteina de reserva vicilina por si sé ndo indica que a histogénese normal
dos embrides somaticos foi estabelecida, mas sim indica que a histogénese e acimulo de
substancias de reserva sdo processos que ocorrem durante a embriogenese final, mas
podem ndo acontecerem simultaneamente.

A atividade do complexo proteassomo € associada aos processos de proliferacdo
celular e que decresce quando as células sdo estimuladas ao processo de diferenciagdao
(Amsterdan et al., 1993). Em Picea glauca foi sugerido que o decréscimo ou auséncia de
atividade do proteassomo pode ser um marcador confidvel para estudar o desenvolvimento

embriondrio, uma vez que foi observado um decréscimo na expressdo desta proteina
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durante os estddios tardios do desenvolvimento (Lippert et al., 2005). Ao contririo, no
presente trabalho foi observado um incremento da proteina proteassomo subunidade a tipo
6 (spot 8314) durante a fase final do desenvolvimento do embrido (Figura 6). Um estudo
do desenvolvimento embriondrio de galinhas demonstrou que o incremento na atividade
de proteassomo estd relacionado também a anormalidades durante o desenvolvimento
destes embrides (Hutson et al, 1997). Assim, em A. angustifolia o incremento na
expressdo desta proteina durante os estadios tardios pode estar associado ao baixo nimero
de embrides sométicos formados e a ocorréncia de suas anormalidades.

O estudo dos diferentes padrdes de expressdo permite o entendimento da relagdo
entre os diferentes grupos de proteinas com os diferentes eventos durante o
desenvolvimento do embrido. Vdrios estudos nesse sentido foram feitos com diversas
espécies, detectando variagdes nos niveis de expressdao de determinadas proteinas, em
diferentes condi¢des de cultivo como em Medicago truncatula (Imin et al., 2004, 2005),
Picea glauca (Lippert et al., 2005), Cyclamen persicum (Winkelmann et al., 2006) e Vitis
vinifera (Marsoni et al, 2008). Em embrides somdticos de Acca sellowiana foram
detectadas 74 proteinas com diferenca de expressdo nos estddios de desenvolvimento
destes embrides (Cangahuala-Inocente et al., 2009).

Os resultados obtidos no presente trabalho se configuram em um conjunto de
importante fonte de informagdo para o entendimento das relagdes complexas envolvidas
no metabolismo e no controle da embriogénese somdtica em coniferas. Demonstrou-se a
expressdo diferencial de proteinas durante os estddios iniciais de desenvolvimento da
embriogénese somdtica de A. angustifolia. Estas informagdes contribuem para o
entendimento da dindmica de expressdo de proteinas durante desenvolvimento do embrido

nesta espécie.
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Tabela 1. Lista de proteinas identificadas durante a embriogénese somdtica de A. angustifolia

2 . PIVV b s C
No. a Nome da Proteina Es’p ccies com /P1 Protein Segqiiéncia ID peptideos * Acesso ID °
Spot proteinas homoélogas Obs Teor Score%
Proteina relacionada choque : . .
13 térmico 70 kDa (HSPs) Pisum sativum 88.0/4.5 | 75.6/52 |46 IINEPTA ASLAYGFER 2il399942
14 | Protefna ligagio luminal 4 (BiP 4) | NVicotiana tabacum 88.0/4.7 | 73750 |46 IKDAVVTV PAYFNDAQR | &1729620
15 Proteina ligacao luminal Spinacia oleracea 87.0/4.8 | 73.7/5.0 |40 DAVVTVP AYFNDAQ BIP_SPIOL
16 | Proteina ligagio luminal 5 BiP 5) | NVicotiana tabacum 86.0/49 | 739550 |43 DAVVIVP AYFNDAQR | &1729623
25 | Possivel proteinase subsitiina -\ pr 54 acuminata 79.0/64 |79.9/66 |46 GAHP DWSPGAIK 2il102139846
83 ﬁu'TtI;c ?I:ﬁzls“b“mdade B, Arabidopsis thaliana | 66.0/4.9 | 22861 |33 CALVYGQMNEPPGAR | ATPBM_ARATH
a4 ATP s1ntas_e subunidade J, Chlamydqmonas 65.0/5.05 | 62,050 |44 IPSAVGY PTLATDLGG ATPBM_CHLRE
mitocondrial reinhardtii LQER
49 Fosforilase UDP-glucose Pinus taeda 63.0/5.5 |53.1/52 |64 YSGSNIDIHIFN QSQYPR | gil148887793
K
51 Fosforilase UDP-glucose Pinus taeda 61.0/5.7 |[53.1/52 |41 YSGSNIDIHIFNQSQYPR gil148887793
M
66 Actina — 42 (fragmento) Solanum tuberosum 53.0/5.0 |37.0/5.4 |34 TYEL PDGQVITIGA ER ACTI1_SOLTU
69 Proteina produto nio nomeado Oryza sativa 52.0/5.1 |[422/52 |73 SYELPDGQVI TIGAER gil20322
79 Nao conhecida Picea sitchensis 48.0/5.3 |39.7/59 |45 HETA DIHTFSWGVA NR | gill16779848
82 Glucano proteina sintase a 1,4 Zea mays 46.0/5.4 41.2/5.7 41 NLDFLEMWR UPTG_MAIZE
Enolase (fosfoglicerato Solanum lycopersicum 48.0/5.6 YGQDAT NVGDEGGFAP .
119 deidratase) 30.0/4.7 92 NIQENK gill119354
8314 | Proteassomo subunidade a tipo 6 | Glycine max 28.006.15 | 27.6/6.1 |43 R HITIFSPEGR L PSA6_SOYBN
. . . YAQDEDAF .
138 Ascorbato peroxidase Pinus pinaster 25.0/45 | 27.4/54 |99 FADYAEAHLK gil39939493
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Tabela 1. (continuago)

2 . b 2 C
No. a Nome da Proteina Es;pec1es com MW/PL Protein Seqiiéncia ID peptideos * Acesso ID °
Spot proteinas homédlogas Obs Teor Score %
K
145 Ascorbato peroxidase Pinus pinaster 24.0/44 | 27.4/54 |86 YAQDEDAFFADYAEAHL | gil39939493
KL
153 | Nao conhecida Picea sitchensis 23.0/57 |239/53 |46 ¥ DVGPSLYVIDYIATLHK 1 411116778950
3420 | Proteina produto ndo nomeado Vitis vinifera 81.0/4.7 |50.7/8.0 ]50 DDGSGGDQE SR gil157353266
3423 gloéie:clg de ligagdo subunidade | 1 jopsis thaliana | 80.0/52 | 64.1/62 |61 R GYISPYFVIDSEKM | RUBB_ARATH
3429 Nao conhecida Populus trichocarpa 78.0/5.4 | 45.1/48 150 GYIS PYFITDQK gill118481051
3440 ATP sintase subunidade 3 Chlamydqmonas 72052 | 620149 |33 RIPSAVGYQPTLATDLGG ATPBM_CHLRE
mitocondrial reinhardtii LQER1I
3533 Precursor malato desidrogenase Medicago sativa 43.5/8.1 |57 GVDV VVIPAGVPRK gil2827084
3536 | Precursor malato desidrogenase Medicago sativa 46.0/5.9 |43.5/8.1 66 GVDV VVIPAGVPR gil2827084
3537 Precursor malato desidrogenase Medicago sativa 46.0/5.7 | 43.5/8.1 ]66 GVDV VVIPAGVPR gil2827084
3592 Adenilato quinase B Oryza sativa 34.0/6.8 |26.8/7.6 |37 K VPGVDDVTGEPLIQR K | KAD2_ORYSJ
3634 | DNA endonuclease Peperomia polybotrya | 26.0/5.6 | 32.1/99 |39 MLISGFLVKP R gil854348
3658 | Ndo conhecida Picea sitchensis 15.0/5.6 |21.0/8.5 |50 EAIEF YGDFDGR gil116791600
grp1 | Homologa protease regulatéria \  pigo G matiana | 27Y40 | 468149 |51 DSYLILDTLPSEYDS ¢il556560
Subunidade 26S
8249 | Glutamina sintetase Lactuca sativa 47.0/5.5 |39.6/52 |43 HKEH IAAYGEGNER GLNA_LACSA
43 ATP sintase subunidade f - 1 Arabidopsis thaliana 59.8/6.2 |38 CALVYGQMN EPPGAR ATPBM_ARATH
8362 | Proteina de reserva vicilina Araucaria angustifolia | 16.0/6.8 | 53.6/7.7 |48 NPYVFKEEE QER gil21913852
8368 Nao conhecida Picea sitchensis 11.0/5.5 | 21.0/85 |63 EAIEF YGDFDGR gil116791600
g370 | Fator deiniciagio transdugdo Solanum lycopersicum | 90/60 | 17.7/5.8 |44 TF PQQAGTIR IF5A2_SOLLC
eucariotica SA-2

a - N°do spot corresponde aos nimeros indicados na Fig 4
b — Massa molecular e PI experimental e tedrico

¢ — Score da Proteina a partir do MASCOT
d — Seqiiéncia de peptideos identificados a partir dos dados MSMS
e — Identificacdo da primeira proteina usando a base de dados NCBI e SwisProt
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Ascorhato peroxidase

Proteina ligacio luminal 4 (BiP 4)

Proteina ligacio luminal 5 (BiP 5)
Fosforilase TDP - glucose

ATP sintase mitocondrial subunidade hexa 1
ATF sintase mitocondrial subunidade [
Possivel proteinase subsiiilina sexina
Proteina ligagio luminal

ATF sintase mitocondrial subunidade [
Actina - 42 (fragmento )

Proteina sintase Glucamo o 1,4

Proteina realcionada chogue térmice 70 MDa
Enolase (fosfoglicerato deidratase)
Proteina produts nie nomeado

Azcorhato peroxidase

Homologa protease regulatiria subunidade 265
Nio comhe cida

Glutamina sinie tase

Precursor malato desidrogenase

Mio conhecida

Proteina de lizacio subunidade rubisco
Precurs or malaio desidrogenase

Precurs or malaio desidrogenase

Adenilaio quinase B

DNA endonuclease

Proteassomo subunidade @ tpo &

Proteina produte nie nomeade

Mio conhecdda

C| Nio conhecida

INio conhecida
Proteina de reserva vicilina
Fosforilase TDP - glucose

Fator de indciacio transducio eucaridtica 542

Figura 6. Dindmica de expressdo, com o critério percentagem de volume, das 35 proteinas identificadas durante a fase pro-embriondria, embriogénese
inicial e embriogénese final do desenvolvimento do embrido somatico de A. angustifolia. Valores obtidos a partir dos géis contendo somente spots

presentes em todas as trés repeticdes de cada estadio.
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Processos hiologicos

Resposta stress
Mio localizada 139

Sintese ATP 83%
Transdugdo 2 8%

Biosintese Processo
Glutamina 2 8% Metabdlico 8,3%

Homegostase
celular 5 5%

Mo conhecida

0
Metabalismo ?E ld)
carboidrato 11,1% Siganizachs pamde
celular 2 3%

Marte celular 5 5% Glocolise 2 8%

Regulagao raparo

DiMASE% Processo Catabdlico
16,7%

Componente celular

Claroplasto 5 6% Reticulo

Mao conhecida B 3%

Membrana
plasmaticad 3%

WMitocondna 16,7%
Micles 13 9%

Citoesquelelo 5 5%

Proteassomo 13 9%

Parede celular 2 8% Citoplasma 19.4%

Figura 7. Classificacdo funcional das proteinas identificadas durante o desenvolvimento
do embrido somatico de A. angustifolia. A classificacdo funcional de acordo a base de
dados do gene ontology (http://www.expasy.org)

3.3.4. Conclusoes

O estudo da expressdo diferencial de proteinas durante a embriogénese € fonte

importante de conhecimento para o entendimento das relagdes complexas envolvidas no
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metabolismo e no controle da embriogénese em plantas. O presente estudo demonstrou a
expressdo de proteinas durante os estiddios iniciais de desenvolvimento da embriogénese
somdtica de A. angustifolia. Estas informacdes contribuem para o entendimento da
dindmica de expressdo de proteinas durante desenvolvimento do embrido nesta espécie.
Foram identificados proteinas associadas aos diferentes fases da embriogénese incluindo
as proteinas relacionadas a histogénese assim como a proteina de reserva vicilina
especificamente durante a embriogénese final. Apesar de ter sido observada diversas
anormalidades durante o desenvolvimento assim como uma baixa freqiiéncia de embrides
somdticos maduros foi possivel a identificacio de proteinas semelhantes aquelas

observadas no embrido zigdtico desta espécie.

Foi observada uma diferenga expressiva de proteinas totais e de ndmero de “spots”
nos diferentes estddios de desenvolvimento. Apesar disso, o protocolo para a identificagdo
de proteinas utilizando MSMS, descrito neste trabalho, precisa ser aprimorado. No Brasil,
este tipo de protocolo apresenta um gargalo especialmente no que diz respeito a etapa de
digestdo protéica e obtencdo dos espectros de massa. Esta limitacdo no protocolo assume
grande magnitude especialmente para espécies que ndo possuem o genoma seqiienciado
como € o caso de A. angustifolia. Apesar disso, trabalhos em colaboragdo externa ao
Brasil, assim como alguns grupos pioneiros desta técnica no Brasil t€ém obtido sucesso na
identificacdo. Os resultados obtidos no presente trabalho contribuem para que a técnica de
protedmica de plantas apresente um aprimoramento compativel com sua importancia

emergente no Brasil.
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CAPITULO III

Expressao do homélogo do gene SERK em culturas embriogénicas de Araucaria

angustifolia
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4.1. INTRODUCAO

As fases da ontogenia associadas a um programa genético e epigenético
especificado a partir das primeiras divisdes do zigoto resultam no desenvolvimento de um
embrido vegetal (Laux & Jirguens, 1997). Durante a embriogénese somdtica um grupo de
células sofre alteracdes bioquimicas e morfolégicas culminando com a formagdo do
embrido, sendo que a expressdo génica € o principal ponto de controle da ontogenia
(Rojas-Herrera et al., 2002).

Os processos moleculares que governam a competéncia para a embriogénese em
células vegetais ainda ndo estao totalmente esclarecidos. A aquisi¢do de competéncia para
o desenvolvimento embriondrio envolve um processo complexo que inclui a
desdiferenciacdo, reativacdo celular, alteragdes nos planos de divisdes celulares e
reprogramacgdo do metabolismo e desenvolvimento (Fehér et al., 2006). O gene “Somatic
Embryogenesis Receptor Kinase” (DcSERK) foi relacionado a expressdo da competéncia
celular em cultura de tecidos de cenoura (Daucus carota) (Schmidt et al., 1997). O gene
SERK codifica um receptor transmembrana que contém um dominio intracelular de
proteina-Kinase e um dominio extracelular rico em repeticdes de leucina, pertencente a
uma grande e diversificada familia de receptores Kinases em vegetais (Becraft, 1998). Em
diversas espécies Arabidopsis (AtSERKI) (Hecht et al., 2001; Salaj et al., 2008), Dactylis
glomerata (DgSERK) (Somleva et al., 2000), Medicago trunculata (MtSERK) (Nolan et
al., 2003), Theobroma cacao (Oliveira Santos et al., 2005; Alemanno et al., 2008),
Triticum aestivum (Singla et al.,, 2008) e Vitis vinifera (Schellenbaum et al., 2008) a
expressdo de homdlogos do gene SERK foi associada a aquisi¢do de competéncia
embriogénica. Assim, a expressdo do gene SERK é considerada como um marcador de

células competentes para a formacdo de embrides somdticos sugerindo a sua utilizagdo
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para distinguir células embriogénicas competentes € ndo competentes para a embriogénese
(Suprasanna & Bapat, 2005).

Em agregados celulares de O. catharinensis cultivados em diferentes meios de
cultura, a expressdo do gene SERK foi associada a competéncia embriogénica (Santa
Catarina et al., 2004). Neste trabalho, o 2,4-D foi associado a expressdo do gene SERK e
foi observada a existéncia de populagdes de células competentes e ndo competentes no
mesmo material.

A indugdo do gene SERK pela auxina foi recentemente descrita para culturas
embriogénicas de M. trunculata (Nolan et al., 2003). Apesar de este estudo indicar que a
embriogénese somadtica estd associada com a alta expressdo do gene SERK, a auxina
isoladamente ndo induziu a embriogénese, como no caso de cenoura e Arabidopsis
(Schmidt et al., 1997). Em M. trunculata A auxina induziu a formacao de raizes, existindo
uma regulacdo positiva do gene MrSERKI durante a diferencia¢do, o que sugere que o
mesmo apresenta uma participagdo mais ampla na morfogénese das culturas (Nolan et al.,
2003).

Em A. angustifolia, ainda nao foi estabelecido um protocolo completo de
embriogénese somdtica e estudos do monitoramento da competéncia das culturas
embriogénicas, para a formacdo dos embrides somdticos, podem auxiliar na identificagao
dos aspectos limitantes para a regeneracdo completa de plantas por meio desta rota
morfogenética in vitro. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi monitorar a expressao
dos homologos do gene SERK em culturas embriogénicas de A. angustifolia submetidas a

diferentes tratamentos durante a etapa de proliferagdo e maturacdo.
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4.2. MATERIAL E METODOS

4.2.1. Material vegetal

Foram utilizadas culturas embriogénicas de A. angustifolia da etapa de
proliferacdo e maturacdo. Durante a etapa de proliferacdo foram coletadas amostras do
meio de cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) na presenga de 2,4-D (2uM), BAP e
Kin (0,5 pM) e auséncia destes fitorreguladores, denominadas de BM20 e BMOO,
respectivamente. Durante a etapa de maturacdo estas amostras foram coletadas ap0s
serem submetidas 35 dias ao tratamento com ABA (150 uM), PEG (7% p/v), Maltose

(9% p/v) e foram denominadas de BM2 35d e BMO 35d.

A andlise da competéncia embriogénica das culturas através do monitoramento
da expressd@o do homodlogo do gene SERK foi realizada em colaboragdo com Prof. Dr.

Marcelo Carnier Dornelas — Instituto de Biologia/UNICAMP.

4.2.2. Extracao de RNA

Realizou-se a extragdo de RNA utilizando-se Trizol. As amostras foram maceradas
em graal com nitrogénio liquido e em seguida, transferidas para tubo falcon (15 mL)
contendo Trizol, numa relagdo de 10 mL de trizol para 2 gramas de amostra. A amostra foi
agitada até completa homogeneizagdo com o Trizol, seguindo-se a incubag¢do em
temperatura ambiente por 5 min. As amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 min
a 4°C para ajudar na limpeza. A fase superior foi coletada com auxilio de uma pipeta e
transferida para tubo falcon de 15 mL novo, onde adicionou-se cloroférmio (temperatura
ambiente) numa relacdo de 0,2 mL de cloroférmio para cada 1 mL de trizol coletado. Apds
agitacdo vigorosa (15 segundos), as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por

3 min, e centrifugadas por 3000 rpm, por 15 min, a 4°C. Em seguida, coletou-se a fase
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superior (fase aquosa), que foi transferida para tubos eppendorfs de 1,5 mL (colocado 1
mL para cada tubo de polipropileno), onde adicionou-se 600 uL de isopropanol
(temperatura ambiente) para cada 1 mL de amostra, misturando-se aproximadamente 20
vezes por inversdo. Apds 10 min em temperatura ambiente, as amostras foram
centrifugadas 10.000 rpm por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado com cuidado
(para evitar que o “pellet” seja deslocado do fundo do tubo), e o “pellet” foi lavado com 1
mL de etanol 75% gelado. A amostra foi agitada em vortex por alguns segundos e
centrifugada a 6.000 rpm, por 5 min. Em seguida, o sobrenadante foi descartado com
cuidado, e o “pellet”’ foi lavado novamente com etanol absoluto gelado. A centrifugacao
foi repetida, descartando o sobrenadante com cuidado e o tubo de polipropileno foi

3

mantido aberto para secagem do “pellet” ao ar por pelo menos 10 min, até o tubo de
polipropileno secar. Em seguida, o “pellet’ foi re-suspendido em 20 pL de dgua DEPC

(dietilpirocarbamato) 1%, sob agitacdo em vortex, por 15 min.

4.2.3. Quantificacao de RNA total

Procedeu-se a quantificacio de RNA por espectrofotometria (260 nm) e a
integridade das amostras de RNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%.
Para a quantificacdo por espectrofotometria, misturou-se 5 UL de amostra concentrada de
RNA extraido em 600 uL de dgua DEPC. Apés calibragdo do aparelho com dgua DEPC,

procedeu-se a quantificacdo do RNA da amostra.

Para a eletroforese, utilizou-se o gel desnaturante de agarose 1%, onde misturou-se
0,35 g de agarose, 3,5 mL de tampao MOPS 10X (MOPS a 20mM (pH 7,0), acetato de
sédio a 8 mM e EDTA a 1 mM (pH 8,0)) e 30 mL de 4gua DEPC (para um total de 35 mL

de gel), seguido de aquecimento até dissolver a agarose. Quando esta solu¢d@o atingiu uma
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temperatura de aproximadamente 40 °C, adicionou-se 1,75 mL de formaldeido 37%, em
capela, e colocou-se este gel em cuba de eletroforese, estando pronto para uso apds a
solidificag@o. A amostra foi preparada utilizando-se 10 pL de tamp3ao de denaturagcdo + 2
puL de amostra de RNA extraido. Esta mistura foi mantida em temperatura de 56 °c, por
15 min. Apés este periodo, a amostra mantida em gelo e foi aplicada no gel em contendo
tampdo de corrida TAE. A corrida foi realizada em 100V, 60 mA, por 30 min. Em

seguida, o gel foi fotografado em luz ultravioleta.

Cada mL do tamp3do de denaturacido é composto de: 100 pL de tampao MOPS
10X; 175 pL de formaldeido; 500 uL de formamida deionizada; 80 puL de brometo de

etidio (I mg/mL); 100 uL de tamp@o de amostra e 45 uL de d4gua DEPC.

4.2.4. RT-PCR para clonagem de homoélogos de SERK

Visando a avaliacdo dos padrdoes de expressio de alguns genes marcadores
utilizou-se a técnica de PCR reversa (RT-PCR) para a clonagem de genes candidatos.
Entre estes marcadores, estdo os expressos nas células embriogénicas como o gene
Somatic Embryogenesis Receptor Kinase (SERK, Schmidt et al., 1997; Santa-Catarina et
al., 2004). Para tal, realizou-se a extracdo de RNA total de culturas embriogénicas
conforme descri¢do no item 4.4. A producdo da primeira fita de cDNA foi realizada com
utilizacdo do kit de RT-PCR (Superscript, Invitrogen) e a sintese dos fragmentos
correspondentes aos homoélogos provaveis dos genes marcadores previstos inicialmente,
com a utilizagdo de iniciadores 5’e 3 desenhados a partir de regides conservadas dos
genes mencionados acima (Haecker et al., 2004), a partir de alinhamentos de seqii€ncias
homoélogas de diferentes espécies. Os iniciadores utilizados foram: SERKS (5'-
ATGGCNTTYGCNTGGTGG-3") e SERK3 (5-YTCNGANGAYTTNCCNGT-3"). As

condicdes de PCR variaram apenas quanto a temperatura de anelamento dos iniciadores.
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Estas temperaturas foram as recomendadas pela empresa responsdvel pela sintese dos
iniciadores (Imprint) e foram: SERK: 51°C por 40 s. As demais condi¢des da PCR foram:
desnaturagdo inicial a 94°C por 3 min e 40 ciclos de 94°C por 40 s; (ciclo de anelamento
especifico) e 72°C por 1min. Apds a PCR, os fragmentos amplificados foram separados
por eletroforese em gel de agarose e documentados.

A seguir, as bandas foram cortadas do gel e purificadas com o Kit Puré Link Quick
Gel extraction (Invitrogen), de acordo com as instru¢des do fabricante. Os fragmentos de
DNA assim obtidos foram quantificados e clonados no vetor PCR2.1 (TA Cloning kit,
Invitrogen). As construgdes obtidas foram transformadas em E. coli (células eletro-
competentes DH5-alfa) e 10 transformantes foram selecionados para posterior andlise por
seqiienciamento. Dez colonias brancas foram escolhidas de cada experimento de
transformacg@o e foram sub-cultivadas para extra¢do de plasmideos. Os plasmideos foram
extraidos com o Kit PureLink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen). Apés dosagem, uma
aliquota das extracdes plasmidiais foram testadas para a presenca do inserto clonado,
mediante digestdo com a endonuclease EcoRI e os fragmentos separados por eletroforese
em gel de agarose 1%. Apds a confirmagdo da presenca do inserto no vetor, amostras de
DNA foram enviadas em duplicata para seqiienciamento na concentragdo de 100ng/ml. Os
iniciadores utilizados para o seqiienciamento foram o T7 (forward) e M13 (reverso). O
seqlienciamento foi realizado em um seqiienciador 3100 Genetic Analyser (Applied
Biosystems) do CENA/USP. Apds a clonagem e caracterizagdo da por¢do conservada dos
fragmentos dos genes citados, procurou-se a clonagem da seqii€éncia completa do gene,
mediante o alongamento das fitas de cDNA com emprego das técnicas de 3-RACE e 5°-
RACE, utilizando-se o kit Marathon TM cDNA Amplification (Clontech). Os sub-clones

assim obtidos também foram clonados e seqiienciados como descrito acima.
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4.2.5. Caracterizacao dos possiveis homodlogos de SERK por analise de seqiiéncias

Os cromatogramas gerados pelo seqiienciamento foram processados pelo programa
PHRED e a montagem das seqiiéncias consenso foi realizada pelo programa CAP3. As
seqiiéncias assim obtidas foram comparadas com as seqiiéncias dos bancos de dados do
NCBI com o emprego do algoritmo BLAST (Altschul et al, 1997,

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLLAST/). Alinhamentos multiplos das seqiiéncias obtidas

com os possiveis homodlogos de Arabidopsis ou de outras espécies para as quais estas
seqiiéncias estejam disponiveis foram realizados com o emprego do programa
CLUSTALW (Thompson et al., 1994). Cladogramas e arvores filogenéticas foram obtidas
utilizando-se matrizes obtidas com célculo de distdncia. As arvores foram construidas por
neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987), com célculo e Bootstrap para 1000 repeti¢des. O
desenho das 4arvores foi feito com os Programas TreeView ou MEGA

(http://www.megasoftware.net).

4.2.6. Caracterizacao do padrao de expressao dos possiveis homoélogos de SERK por
hibridizacao in situ

Com base nos resultados preliminares das RT-PCRs, os materiais utilizados para os
experimentos de hibridizacdo in situ foram embrides somadticos de A. angustifolia
cultivados em meio BMO (meio BM sem fitorreguladores) e BM2 35d (meio BM
acrescido de PEG, maltose e ABA) apds o repique e apds 35 dias em cultivo. Para a
fixacdo, o material coletado foi imediatamente mergulhado em 4% paraformaldeido (p/v)
em tampao fosfato e submetido a vicuo (60 mmHg) por 20 min ou até que o material
afundasse completamente na soluc¢do do fixador. O material foi fixado por 24 h a 4°C ou

por 2 h a temperatura ambiente.
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Os tecidos fixados foram desidratados em série etilica até etanol absoluto onde
permaneceram pelo menos 2 dias. Em seguida as amostras desidratadas foram emblocadas
em parafina, seccionadas seriadamente (8 um) e montados em laminas de vidro.

As sondas sense e antisense foram obtidas com a transcricdo in vitro dos
fragmentos clonados por RT-PCR correspondentes aos cDNAs/genes estudados. As
moléculas de RNA utilizadas como sonda foram sintetizadas na presenca de dUTPs
marcadas com digoxigenina (DIG), segundo as instru¢cdes do fabricante do material de
marcacdo (Roche). A hibridizacdo foi conduzida sob condicdes de estringéncia
apropriadas no material desparafinado em xilol e submetido ao tratamento de pré-
hibridiza¢do com proteinase-K (Dornelas et al., 1999; 2000). A visualizag¢do do sinal foi
obtida através de reacdo colorimétrica, utilizando-se anticorpos anti-DIG conjugados a
fosfatase alcalina, empregando NBT/BCIP como substrato (Fastblue plus levamissole,
Roche). Os resultados foram observados e documentados em um microscépio Zeiss

Axioskop 50 equipado com camera fotografica digital (Zeiss).

4.3.RESULTADOS E DISCUSSAO
4.3.1. Quantificacao de RNA

Para as amostras da fase de proliferagcdo foi observada uma concentracio de RNA
total de 1,43 pg/uL, para a amostra BMO0O, e 1,61 pg/uL para a amostra BM20. Para as
amostras da fase de maturacdo observou-se uma concentracdo de RNA total de 0,99
pug/uLl, para a amostra BM035d, e 4,42 ug/uL para a mostra BM235d (Tabela 1). Foi
observado, por meio de eletroforese em gel de agarose (1%), que ndo ocorreu degradacao

do RNA das amostras das culturas embriogénicas de A. angustifélia (Figura 1).
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Tabela 1. Rendimento e qualidade do RNA total por
espectrofotdmetro em amostras de A. angustifolia.

Tratamento | (PM) Peso RNA Total Rendimento
Macerado* ug/g PM

BMO O 1,596 g 1,43 pug/uL 101,74

BM20 1,833 g 1,61 pg/uL 116,8

BMO 35d 1,19 ¢ 0,99 ug/uL 61,0

BM2 35d 20g 4,42 pg_g/pL 293,84

_
* Peso macerado: Peso da matéria fresca (MF) apds a maceragdo com
Nitrogénio Liquido.

BMO35 BM235

BMO0D  BmM20

Figura 1. RNA em gel de agarose (1%) obtidos em 4 amostras de A. angustifolia. BM00 =
Meio de cultura BM sem adi¢éo de fitorreguladores (fase proliferacdo); BM20 = Meio de
cultura BM com adi¢do de 2,4-D (2uM) BAP e Kin (0,5uM) (fase proliferacdo); BMO 35d
- culturas provenientes do meio BMOO ap6s 35 dias de cultura em meio BM com adicao de
PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase maturagdo); BM2 35d — culturas
provenientes do meio BM20 apds 35 dias de cultura em meio BM com adicdo de PEG
(7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase maturagao).

4.3.2. Obtencio de homélogos de SERK

Foram obtidos fragmentos de amplificagdo a partir de todas as reacdes de PCR
testadas. O produto obtido com o emprego dos primers referentes ao gene SERK, parece
amplificar bandas diferencialmente, dependendo da amostra de cDNA empregada,
segundo os resultados da RT-PCR (Figura 2). Este resultado concorda com outros dados de

expressdo diferencial de homodlogos de SERK em que a expressio do gene estd
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correlacionada com a indugdo de respostas embriogénicas in vitro (Santa-Catarina et al.,

2004).

BMO BM2
Mkb BMo00 BM20 35d 35d

Figura 2. RT-PCR a partir de RNAs extraidos de culturas celulares de A. angustifolia ,
com utilizacdo de primers degenerados para o gene SERK. Os c6digos em cada canaleta
representam os diferentes meios de cultura onde foram cultivados os materiais utilizados
para extracdo de RNA: BMO0O = Meio de cultura BM sem adicdo de fitorreguladores (fase
proliferacdo); BM20 = Meio de cultura BM com adi¢do de 2,4-D (2uM) BAP e Kin
(0,5uM) (fase proliferacdo); BMO 35d - culturas provenientes do meio BM0O apés 35 dias
de cultura em meio BM com adicdo de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase
maturacdo); BM2 35d — culturas provenientes do meio BM20 ap6s 35 dias de cultura em
meio BM com adicdo de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase maturacdo).
Mkb: Marcador molecular.

4.3.3. Clonagem e caracterizacao dos possiveis homoélogos de SERK

A super-familia de proteinas-kinase em plantas contém um grupo de receptores-
kinase (Receptor-Like Kinases, RLKSs) caracterizados por um dominio extra-celular, um
dominio transmembrana e um dominio de porteina-kinase intracelular (para uma revisio,
veja Becraft, 1998). O provavel papel das RLKs em plantas € a transducdo de sinais
ambientais e/ou informacgdes provenientes de células vizinhas para o acionamento de
respostas especificas em processos do desenvolvimento. Um destes processos € a

embriogénese somatica, onde a resposta embriogénica de um grupo de células depende
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ndo apenas do tipo de célula introduzida in vitro, mas também da composicdo do meio de
cultura. Experimentos que almejavam correlacionar o potencial embriogénico de culturas
celulares com o padrdo de expressdo diferencial de genes, permitiram o isolamento do
gene SERK em cenoura (Schmidt et al., 1997). Varios genes codificadores de RLKs
semelhantes a SERK foram isolados em angiospermas (Santa-Catarina et al., 2004), mas
relatos da identificagcdo e clonagem de genes relacionados a SERK em gimnospermas sio
escassos na literatura (Cairney & Pullman, 2007).

No presente trabalho, um clone parcial de uma RLK de A. angustifolia foi isolado
por PCR usando-se iniciadores degenerados correspondentes a uma regido altamente
conservada entre as seqiiéncias de cDNA de SERK de Arabidopsis e de cenoura. No
dominio extra-celular de proteinas SERK tipicas, o peptideo sinal é seguido de um
provével ziper de leucina (ZIP), cinco repeti¢des ricas em lecunia (LRRs, leucine-rich
repeats), € um dominio rico em prolina (SPP). A anélise dos diferentes clones de uma
provavel SERK de A. angustifolia revelou que todos codificavam uma mesma proteina,
que foi denominada AbLSERKI. Para a obtencdo de maior informacdo a respeito da
seqiiéncia nucleotidica de ADSERK, experimentos de 3" e 5-RACE foram realizados. O
maior clone obtido contém 2095pb e possui um quadro aberto de leitura (ORF) de 471
aminodcidos, no entanto, a ORF se inicia na regidao do quarto LRR e, portanto, ndo
apresenta o cédon codificador da primeira metionina, correspondendo a 69% da extensdo
da proteina SERK de Arabidopsis (Figura 3). A identidade de seqiiéncia entre a proteina
AbSERK e outros homoélogos de SERK descritos na literatura variou entre 65% e 86%.
Esta similaridade ndo foi constante ao longo de toda a seqiiéncia protéica e foram
particularmente baixas nas regides N-terminal, no peptideo sinal e na regido adjacente ao

dominio transmembrana (Figura 3).
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Com o objetivo de investigar a relacdo entre os homoélogos vegetais de SERK, uma
comparagdo filogenética da seqiiéncia protéica de AbPSERK com seus homdlogos putativos
em outras espécies vegetais foi realizada. Considerando a variacdo considerdvel de
seqiiéncia em determinadas regides das proteinas SERK, o alinhamento utilizado para a
construcdo da arvore filogenética considerou apenas a regidao do dominio kinase (Figura
4). A funcdo descrita na literatura para os membros da sub-familia SERK de proteinas
kinase é bastante varidvel e inclui de resisténcia a doencas ao controle da embriogénese
(Becraft, 1998; Baudino et al., 2001; Santa-Catarina et al., 2004, Song et al., 2008). Entre
este grupo bastante heterogéneo de proteinas, ADSERK juntamente com AtSERKI formam
um clado distinto, suportado por valores significativos de Bootstrap, de acordo com a

andlise comparativa de seqiiéncias (Figura 4).
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Figura 3. Comparacgio da seqiiéncia protéica de AbSERKI de A. angustifolia com outros
homodlogos de SERK: As seqiiéncias deduzidas de aminodcidos de proteinas SERK de
milho (ZmSERKI e ZmSERK?2), Arabidopsis (AtSERKI-5), Medicago (MtSERKI) e
cenoura (DcSERKI) foram alinhados e os dominios relevantes indicados por retdngulos
abaixo do alinhamento. Os aminodcidos totalmente conservados s@o indicados por “*" e os
parcialmente conservados, indicados por ":". "Gaps’ incluidos para otimizacdo do
alinhamento sao indicados por "-" . ZIP: ziper de leucina putativo; LRRI-5: dominios
contendo os padrdes repetitivos de leucina (Leucine Rich Repeats); SPP: regido rica em
prolina; 7M: dominio transmembrana; /-XI: dominios caracteristicos de proteinas-kinase I
a XI; C-terminal: dominio carboxi-terminal.
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Figura 4. Relacdes filogenéticas entre homoélogos de SERK. As seqiiéncias protéicas
correspondentes aos dominios kinase [-XI de diferentes homdlogos de SERK foram
alinhados e uma matriz de distancia (Saitou& Nei, 1987) gerada. Esta matriz foi utilizada
para a construcdo do cladograma por neigbour-joining. A barra indica 10% de
substitui¢des ndo-sindnimas. Os nimeros indicam valores de bootstrap, em porcentagem
(1000 repeticdes). Apenas os valores acima de 75% sdo mostrados.

Este grupo foi denominado de EU-SERK e as funcdes descritas na literatura para
todas as proteinas do clado EU-SERK estdo relacionadas com o controle do processo

embriogénico (Schmidt et al., 1997; Baudino et al., 2001; Hecht et al., 2001). Observou-se

que a expressdo de APSERK foi ativada em culturas embriogénicas de A. angustifolia,

segundo os dados de RT-PCR.
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4.3.4. Caracterizacio do padrao de expressao dos possiveis homélogos de SERK por
hibridizacao in situ

A andlise da seqii€ncia do fragmento clonado demonstrou tratar-se de um provavel
homélogo do gene SERK, inicialmente descrito em cenoura (Schmidt et al., 1997). Desta
forma este gene foi nomeado como AaSERK (A. angustifolia SERK). Uma comparacio da
seqiliencia protéica deduzida de AaSERK com as seqiiencias de outras RLKs descritas na
literatura indicou que a proteina AaSERK pertence ao clado denominado de EU-SERK. As
funcdes descritas na literatura para todas as proteinas do grupo EU-SERK estdo
relacionadas com o controle do processo embriogénico (Schmidt et al., 1997; Baudino et
al., 2001; Hecht et al., 2001). Uma vez que, segundo os dados de experimentos de RT-
PCR observou-se que a expressido de AaSERK ¢ ativada em culturas embriogénicas de A.
angustifolia foram realizados ensaios de hibridizac¢do in situ para determinar o padrdo de
expressdo de AaSERK durante a proliferagdo e maturacdo do processo de embriogénese
somdtica. Comparou-se os padrdes de expressio de AaSERK em calos em fase de
proliferacdo (cultivados em meio BM isento de fitorreguladores BMO) e em calos
embriogénicos em fase de maturacdo (apds 35 dias de cultura em meio BM com ABA,

PEG e maltose (BM2 35d); Figura 5).
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Figura 5. Estercomicroscopia e microscopia eletronica de varredura de culturas
embriogénicas de A. angustifolia em fase de proliferacdo (cultivados em BMO) (a,c) e
durante a embriogenese inicial na: fase de maturacdo (em meio BM2 35d (Meio de ) (b,d).
Nas culturas em BMO ndo ha formagdo aparente de embrides somadticos iniciais, apenas
pro-embrides. Em culturas cultivadas em meio BM2 35d, observa-se a formacgdo de
embrides somaticos em fases iniciais do desenvolvimento sobre a superficie da cultura.
BMO - Meio de cultura BM (Gupta & Pullman, 1991) sem adi¢ao de fitorreguladores (fase
proliferacdo); BM20 = Meio de cultura BM com adi¢do de 2,4-D (2uM) BAP e Kin
(0,5uM) (fase proliferacdo); BM2 35d — culturas provenientes do meio BM20 ap6s 35 dias
de cultura em meio BM com adi¢do de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase
maturacdo). Barras: 500um.

As culturas embriogénicas em BMO nido mostraram sinais de expressdo de

AaSERK, (Figura 5 A) em conformidade com o observado nos resultados de RT-PCR .
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Figura 6. Hibridizac¢do in situ com a utilizagdo de sondas sense (E-F) e antisense (B-D) de
AaSERK em A. angustifolia O sinal de hibridizacdo € observado pela presenca da
coloragdo rosa-arroxeado. A: Cultura em meio de proliferacdo (BMO0); B: Cultura em meio
BM2 35d. A seta indica um grupo de células em intensa divisdo celular apresentando
sinais de hibridizacdo. C: cultura em meio de maturacdo (BM2 35d) apresentando
estruturas semelhantes a embrides iniciais. A seta indica o dpice embriondrio, com sinal
intenso de hibridizag@o e a ponta de seta indica a células do suspensor as quais estdo em
processo de degeneragdo, com sinal menos intenso de hibridizagdo. D: Embrides
somadticos apresentando sinal de hibridizacdo apenas nas regides periféricas do dpice
embriondrio (ep). Culturas em meio BMO (E) e em meio BM2 35 dias (F) ndo
apresentaram sinais de hibridiza¢do acima do ruido de fundo, quando hibridizados com a
sonda sense. ep: dpice embrionario; su: suspensor. BMO - Meio de cultura BM (Gupta &
Pullman, 1991) sem adicdo de fitorreguladores (fase proliferacao); BM20 = Meio de
cultura BM com adi¢do de 2,4-D (2uM) BAP e Kin (0,5uM) (fase proliferacdo); BM2 35d
— culturas provenientes do meio BM20 ap6s 35 dias de cultura em meio BM com adi¢do
de PEG (7%), Maltose (9%) e ABA (150 uM) (fase maturacdo). Barras: 500um. Barras:
A, Ce E: 250um. B, D e F: 100um.

As culturas cultivadas por 35 dias em meio de maturagdo (BM2 35d) mostraram a
formacdo de embrides somdticos em estddios iniciais assim como de pro-embrides
caracterizando o desenvolvimento dessincronizado. A observacdo em microscopia

eletronica de varredura das culturas embriogénicas revelou a presenca de embrides em

estadios iniciais do desenvolvimento na superficie da cultura (Figura 6B). A andlise
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citoquimica revelou que os pré-embrides somdticos de apresentam células do suspensor,
as quais sido alongadas em oposicdo as células do dpice embriondrio as quais sdo
isodiamétricas e compactas; (Figura 6 B). Os embrides somdticos em estadios iniciais do
desenvolvimento s@o formados por um grupo de células embriogénicas com auséncia de
suspensor ou com este ja em fase de degeneracdo conforme descrito no Capitulo 1. Células
embriogénicas coesas as quais sdo precursoras dos estadios tardios do desenvolvimento do
embrido apresentaram forte sinal de hibridiza¢do com a sonda de AaSERK (Figura 7 B). A
medida que os pré-embrides somaticos se desenvolvem, hd a formacgdo de dois dominios
distintos: o dpice embriondrio que contém células isodiamétricas e de citoplasma denso,
apresentando forte sinal de hibridizacdo com a sonda de AaSERK; e o grupo de células do
suspensor que possuem um sinal fraco ou nao hibridizam com a sonda de AaSERK (Figura
6 C). A medida que o embrido € individualizado das PEMs (massas celulares
proembriondrias) por meio do alongamento das células de suspensor, este assume uma
posicdo mais distal do agregado celular que lhe deu origem. Nesta fase, a expressdo de
AaSERK limita-se a regido periférica do dpice embriondrio e o sinal de hibridizacdo ndo é
mais detectado nas células do suspensor. Nao se detectou sinal de hibridizagdo das sondas
sense controle (Figura 6 E e F).

Apesar de virios homoélogos de SERK ja terem sido descritos em espécies
angiospermas, nido ha relatos na literatura do padrdo de expressio de SERK em
gimnospermas (Afzal et al., 2008). O tnico relato da identificacdo de homdlogos putativos
de SERK em gimnospermas foi através da andlise de ESTs (Carney et al., 2006; Cairney &
Pullman, 2007). Os padrdoes de expressdo observados para AaSERK é semelhante ao
observado para os homoélogos de SERK de angiospermas (Schmidt ez al., 1997; Baudino et
al., 2001; Hecht et al., 2001; Santa-Catarina et al., 2004). Em todos os casos relatados na

literatura, a expressdao dos homoélogos de SERK inicia-se em um grupo pequeno de células
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pré-embriondrias, em meio a outras células que ndo expressam o gene, como observado
em A. angustifolia. Desta forma, o gene SERK pode ser considerado um confidvel
marcador molecular para as células com potencial embriogé€nico (Santa-Catarina et al.,
2004). Na maioria das espécies angiospermas, a formacdo da estrutura do suspensor
durante a embriogé€nese somdtica € um fato raro. Durante a embriogénese zigdtica, no
entanto, observou-se que a expressio dos homoélogos de SERK limita-se as células
embriondrias apenas nas fases iniciais (até fase globular), sendo que a expressio no
suspensor pode (em Arabidopsis thaliana, Hecht et al., 2001) ou ndo (em Hieracium
subgénero Pilosella, Tucker et al., 2003) ser detectada. Em A. angustifolia o padrio de
expressdo de SERK durante a embriog€nese somdtica assemelha-se ao observado para
Hieracium subgénero Pilosella, uma vez que o sinal de expressio de AaSERK foi
drasticamente reduzido nas células do suspensor, 2 medida em que as mesmas se
diferenciaram. Perspectivas futuras se relacionam com a investigacdo do padrido de
expressdo de AaSERK durante a embriogé€nese zigética em A. angustifolia, uma vez que o

resultado poderia indicar se a expressdo de SERK nas células do suspensor em

angiospermas € uma caracteristica basal ou derivada.
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