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RESUMO

Sementes sdo componentes vitais na dieta mundial. O embrido de
sementes é equipado estrutural e fisiologicamente para desempenhar seu papel
no meio ambiente e esta provida com reservas alimentares para sustentar o
crescimento da semente até o seu estabelecimento como um ser autotréfico. Em
embrides de sementes de milho caracterizamos uma atividade fosfatasica que
aumenta seis vezes ao longo de 24 horas de germinacao e apresenta pH 6timo na
faixa de 4,5 — 5,5. Tal atividade contra pNPP mostrou-se saturavel entre 2 — 3 mM
e linear até 60 minutos. Através do uso de inibidores clédssicos de fosfatases,
requerimento de ions para catdlise e atividade contra fosfoaminoacidos, sugere-se
que esta fosfatase acida seja do tipo tirosina fosfatase. Andlise de
imunocitoquimica através de western blotting de homogenatos totais ao longo da
germinagdo mostram a presenca de inUmeras proteinas fosforiladas em residuos
de tirosina, apresentando um polipeptideo majoritario de 14 kDa como principal
alvo da desfosforilacdo. O processo de purificacdo realizado através de
precipitacdo por sulfato de aménio, coluna de afinidade do tipo Concanavalina A
Sepharose e coluna de filtragdo em gel do tipo Superose 6HR, levou a
identificacdo de uma fosfatase de massa molecular de 112 kDa e em uma
purificacdo de cerca de 330 vezes. Em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
esse material apresenta 3 polipeptideos de massas estimadas em 70, 25 e 15
kDa. A fim de verificarmos o tipo de fosfatase eluida da coluna Superose 6HR,
alguns inibidores classicos de tirosina fosfatase foram utilizados e mostraram forte
efeito inibitorio sobre a fragdo purificada. A atividade fosfatasica foi localizada “in

situ” em cortes de embrides de sementes de milho com 24 horas de germinagao e
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verificamos que esta atividade foi predominante nas regides de meristema apical
da raiz, coledptilo e nas primeiras folhas, sendo inibida na presenca de inibidores
de tirosina fosfatases. O crescimento dos embrides nas sementes hidratadas na
presenca desses inibidores foi retardado, em 10 a 30%, quando comparados com
o0 controle e consequentemente a atividade pNPPasica também foi menor. O
conjunto desses dados mostra a participacdo de uma atividade tirosina fosfatasica

no processo de germinacao das sementes de milho.
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ABSTRACT

Seeds are a vital component of the world’s diet. The embryos’s seed is
structurally and physiologically equipped for its role in the enviroment and is well
provided with food reserves to sustain the growing seedling until it establishes itself
as a self-sufficient, autotrophic organism. Here, we characterized in embryos of
maize seeds a phosphatase activity that increased during the first 24 hours of
germination, showing an optimum pH at 4.5 - 5.5, being this activity linear until 60
minutes. Using classics phosphatase inhibitors, requirement of ions and assaying
the enzyme against phosphoaminoacids, we suggest that this acid phosphatase
occurs as a tyrosine phosphatase. Western blotting of total homogenates during
germination shows the presence of proteins phosphorylated in tyrosine residues,
showing a major polipeptide of 14 kDa as the dephosphorylated target. The
purification process, carried out through ammonium sulphate precipitation, affinity
chromatography using Con A and molecular sieve using Superose 6HR, results in
a phosphatase with a molecular mass of 112 kDa. SDS-PAGE of the purified
phosphatase shows three bands of 70, 25 and 15 kDa. In the presence of tyrosine
phosphatase inhibitors, the fraction with high pNpPase activity from molecular
sieve was totally inhibited. To localize the phosphatase activity in embryo tissues of
maize seeds with 24 h of germination, the activity was analyzed in situ. The highest
activity was observed in the root apical meristems, coleoptile and in the first leafs,
being this activity inhibited by tyrosine phosphatase inhibitors. The embryo growth
of seeds soaked in the presence of these inhibitors, was delaied in 10-30% when

compared with control. The pNPPase activity was smaller in these seeds soaked
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with tyrosine phophatase inhibitors. These data shows the role of this phosphatase

in the germination process of maize seeds.
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Introducéo

I-INTRODUCAO

O conhecimento que se tem hoje sobre as sementes teve inicio
principalmente devido a necessidade de alimentos. Em 1850, éramos 1 bilhdo de
habitantes na Terra, hoje somos cerca de 6 bilhdes, e a previsdo é de que a
populagdo mundial aumente ainda mais até o final deste século. A perspectiva é
de que a maior parte dos nascimentos ira ocorrer em paises considerados do
terceiro mundo, por isso a necessidade de aumentar a produgcédo de alimentos e
reduzir o crescimento demografico sao prioridades nesses paises. Alguns paises
ja criaram, inclusive, bancos de sementes (seed banks), onde diversos tipos de
sementes foram congelados. Isso foi feito devido ao receio de que mudancas
climaticas, praticas errbneas na agricultura e destruicdo do habitat gerassem
diminuicdo ou escassez desses alimentos. Segundo Gibbons, a esperanca é de
que o mundo reconheca e invista no conceito de que o futuro das nacbes nao
depende apenas da diversidade econdmica e social, mas também da diversidade
de plantas que irdo alimentar suas populagdes (Gibbons, 1991).

Desta forma, as sementes passaram a ser vetores tecnoldgicos no intuito
de assegurar o aumento da oferta de alimentos, principalmente aqueles que
compdem a dieta basica da populagao.

A semente € o resultado da fertilizagdo do Ovulo pelo podlen, e
desempenha fungdes importantes durante o 1 ° estagio de desenvolvimento da

nova planta, sendo equipada estrutural e fisiologicamente para desempenhar o
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Introducéo
papel de nutri-la até que esta se estabelegca como um ser autotréfico (Bewley,
1997). E também responsavel pela perpetuacdo da espécie e por isso carrega
toda a informacao genética necessaria para formagao de um novo ser, além de
armazenar nutrientes (proteinas, carboidratos e lipidios) necessarios ao seu
desenvolvimento (Murray, 1984).

As plantas com sementes compreendem dois grandes grupos: as
gimnospermas e as angiospermas. Estas se desenvolvem a partir de um évulo
fertilizado e consistem basicamente de um embrido protegido. As sementes
produzidas podem ser classificadas em monocotiledbneas e dicotileddneas.
Segundo Mayer e Poljakoff-Mayber em 1963, as monocotiledéneas produzem
sementes com um cotilédone e dicotiledbneas com dois cotilédones. Exemplos de
plantas do primeiro grupo sdo os cereais (milho, cavada, trigo, arroz, aveia, etc) e
do segundo grupo sao as leguminosas (ervilha, feijao, soja, grao de bico, lentilha e
etc).

Como as sementes de plantas sdo uma fonte rica de carboidratos e
proteinas, estas consequentemente desempenham um papel importante na
nutricdo humana. Sabe-se que cerca de 70% de todo consumo alimentar é
fornecido por sementes (cereais e leguminosas) e esses graos representam 50-
70% do total de proteinas e calorias da dieta consumida diariamente (Esken,
1990).

As sementes de cereais contém cerca de 10-15% de proteinas enquanto as

leguminosas contém 20-30%. As proteinas mais abundantes em ambos os tipos
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Introducéo
de sementes sdo as proteinas de reserva, que usualmente compreendem cerca
de 50-60% do total de proteinas da semente. As principais proteinas de reserva
das leguminosas sao as globulinas soluveis em salina. Os cereais também contém
pequenas quantidades de globulinas, mas suas principais proteinas de reserva
sdo um grupo de polipeptideos sollveis em alcool chamadas de prolaminas

(Larkins e cols., 1993).

1.1- A semente de milho.

O milho é uma graminea domesticada de origem mexicana, usada para
produzir graos utilizados como base de uma série de alimentos e como forragem.
Devido a sua adaptabilidade e produtividade, a cultura de milho se expandiu
rapidamente, pela maioria dos paises do mundo sendo a terceira maior area
plantada mundial, perdendo apenas para trigo e arroz. A maior parte da producao
de milho ocorre nos Estados Unidos, Republica Popular da China e Brasil, que
juntos produzem cerca de 73% da producao mundial anual de 456.2 toneladas
(Magalhaes, 1995).

A semente de milho é formada basicamente por trés estruturas: (A)

endosperma; (B) o escutelo e (C) o embrido (Figura 1).
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Introducéo

Endosperma

Escutelo

Embriao

Figura 1: Principais estruturas da semente de milho.

(retirado de : http://www.embrapa.br)

Nas angiospermas, a célula-ovo esta contida dentro de um 6vulo no interior
do ovario da flor. Na fecundagao, o grédo de pdlen depositado na superficie do
estigma emite o tubo polinico, pelo qual dois gametas masculinos migram para o
ovulo. Um gameta masculino fecunda a célula-ovo, enquanto o outro combina-se
com outra célula no interior do évulo para formar um tecido nutritivo especializado,
o endosperma, que envolve o embrido e constitui a fonte de nutrientes para o seu
desenvolvimento (Wolpert e cols., 2000).

O embrido maduro consiste de um eixo semelhante ao caule, e nas
extremidades opostas encontram-se os meristemas apicais do eixo caulicular e da
raiz. Os meristemas sao constituidos por células meristematicas — células capazes

de divisdes repetidas (Raven e cols., 1992).
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Introducao

Nas monocotileddneas, o Unico cotilédone, se apresenta como um érgao de
reservas ou fotossintetizante, além de realizar a funcao de absor¢do. Mergulhado
no endosperma, o cotilédone absorve nutrientes digeridos por atividades
enzimaticas. As substancias digeridas sdao entdo movidas por meio do cotilédone
para as regides de crescimento do embrido. Quando totalmente formado, o
embriao das gramineas possui um cotilédone macico, o escutelo, que é inserido
no endosperma. O escutelo, como o0s cotilédones da maioria das
monocotileddneas, atua na absorcdo das substancias de reserva do endosperma

(Raven e cols., 1992).

1.2- O processo de germinacao.

A germinagdo € uma sequéncia de eventos fisiolégicos influenciada por
fatores externos (ambientais) e internos (dorméncia, inibidores e promotores da
germinagao) no qual cada fator pode atuar por si ou em interacdo com os demais.
E definida como a emergéncia das estruturas essenciais do embrido,
manifestando a sua capacidade para dar origem a uma planta normal, sob
condicdes ambientais favoraveis. A viabilidade e a capacidade de germinar é
bastante variavel entre as diferentes espécies de sementes, sendo o processo
disparado pela entrada de agua, além de serem necesséarios outros fatores

ambientais como luz, oxigénio e temperatura (Bewley, 1997).
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A maioria das sementes maduras é extremamente seca, contendo
normalmente 5 a 20% do seu peso total em agua. Deste modo, a germinacao nao
€ possivel até que a semente absorva a agua necessaria para disparar as
atividades metabdlicas. As sementes apresentam enzimas que sao ativadas e
outras sintetizadas para a digestdo e utilizacdo dos nutrientes de reserva
acumulados nas células durante o periodo de formacéo do embrido. As mesmas
células que inicialmente sintetizavam imensas quantidades de reserva, no
momento da germinacao invertem completamente seus processos metabdlicos,
passando agora ao processo de degradacao (Raven e cols, 1992).

A germinag&o se inicia mergulhando a semente seca em agua e termina
com o inicio do elongamento pelo eixo embrionario, usualmente a radicula
(Bewley, 1997). A entrada de agua na semente, processo chamado de embebicao,
é controlada principalmente pela permeabilidade da casca, disponibilidade de
agua e composicao quimica das proteinas de reserva. Com a reidratagdo dos
tecidos ocorre intensificacdo da respiracdo e de todas as outras atividades
metabdlicas, como ativacdo de enzimas, sintese de RNA e de proteinas, que
resultando no fornecimento de energia e nutrientes necessarios para a retomada
de crescimento por parte do eixo embrionario. Estes eventos estdo intimamente
relacionados com o término da germinagcdo e o preparo para o desenvolvimento
(Ehreenshaft e Brambl, 1990, Botha e cols., 1992, Salon e cols., 1988).

A figura 2 mostra o desenvolvimento da semente de milho desde as

sementes secas, passando pelo periodo de embebicao, as primeiras 24 horas de
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Introducéo
germinagdo (onde podemos observar a emergéncia do eixo embrionario
representado pela radicula), seguido dos estagios de 36, 48, 72, 96, 120 e 144

horas de desenvolvimento.

SH 24 36 48 72 96 120 144

Figura 2: Sementes de milho em diferentes estagios de desenvolvimento. Onde S:
semente seca; H: semente hidratada; os numeros apresentados indicam as horas
apds a embebigao.

(retirado de : http://www.embrapa.br)

Durante a germinacao ocorrem reacoes catabdlicas, como a mobilizagéao e
utilizacdo das reservas, ja que o embrido em desenvolvimento é totalmente
dependente delas até que possua as organelas necessarias para desempenhar a
fotossintese; e reacdes anabdlicas como o desenvolvimento celular e

aparecimento de organelas.
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Introducéo

Os processos bioquimicos e fisioldgicos da germinacdo das sementes sao
importantes no estabelecimento da planta em seu meio ambiente. Um aspecto
chave nesse processo € a mobilizagdo das reservas: proteinas, carboidratos e
lipidios (Wallace e Oaks, 1997).

As proteinas de reserva do milho sdo um grupo de polipeptideos soluveis
em alcool chamados de zeina (Shewry and Tatham, 1990). Essas proteinas sao
sintetizadas no endosperma em desenvolvimento, onde elas formam corpusculos
proteicos com o reticulo endoplasmatico rugoso. Em gel desnaturante na
presenca de SDS, a zeina apresenta seis polipeptideos com massas moleculares
de 10, 14, 16, 19, 22 e 28 kDa, sendo classificada em quatro tipos: a, B, y € 6 de
acordo com a composi¢cdo de aminoacidos que apresenta (Shewry and Tatham,
1990). As zeinas compreendem mais da metade do conteudo de proteinas de
reserva das sementes, por isso, sdo os primeiros determinantes da composicéo de
aminoacidos e do valor nutricional das sementes. Vale ressaltar que existem
limitacbes nutricionais associadas as proteinas de reserva, tanto para as
globulinas quanto para as prolaminas, devido a caréncia ou deficiéncia em um ou
mais aminoacidos necessarios a alimentacdo humana. As prolaminas dos cereais
sao carentes em lisina, enquanto as globulinas das leguminosas séo limitadas em
aminoacidos sulfurados, metionina e cisteina (Larkins e cols., 1993). Uma solucao
simples empregada na Nutricdo foi a utilizacdo na dieta de misturas protéicas
envolvendo cereais e leguminosas, tentando resolver desta forma as deficiéncias

isoladas.
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As reservas acumuladas no interior das sementes sdo responsaveis pela
nutricdo do embrido durante as suas primeiras fases de desenvolvimento. Essas
reservas podem ser encontradas no endosperma no caso das monocotiledéneas
(ex. milho) ou nos cotilédones, no caso das dicotilédoneas (ex. feijao). Além das
proteinas, as sementes estocam polissacarideos como o amido e também lipidios
(Subbarao e cols., 1998). As proteinas do endosperma sofrem agéo de proteases
e endopeptidases liberando peptideos e aminodacidos livres, como ja foi
demonstrado, por exemplo, em soja (Seo e cols., 2001) e milho (Wallace e Oaks,
1997). As reservas de amido sofrem acédo de amilases (Subbarao e cols., 1998) e
glicosidases que estariam envolvidas na quebra dos oligosacarideos hidrolisados
primeiramente pelas amilases (Yamasaki e cols., 1996), enquanto os lipidios,
quando na forma de ftriglicerideos estocados nos corpusculos lipidicos, sao
degradados pela acéo de lipases com colaboracéo de fosfolipases e triacilglicerol

lipases (Feussner e cols., 2001).

1.3- Fosforilacao e desfosforilacao de proteinas.

O processo de fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas tem um papel

crucial na regulacdo de muitos eventos celulares, principalmente nos mecanismos

de transducédo de sinais e regulagdo de atividades enzimaticas em plantas e

animais (Bose e Taneja, 1998; Zapata, 1998).
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O estado de fosforilagdo das proteinas é regulado pelas atividades opostas de

proteinas cinases e fosfatases (Figura 3).

BROjE N ROTEN—EE =P

Phosphatase

Figura 3: Processo de fosforilagdo catalisado pelas proteinas cinases,
adicionando um grupamento fosfato em residuos de serina, treonina ou tirosina, e
proteinas fosfatases catalisando a reagao inversa, isto é, retirando grupamentos
fosfato desses residuos.

(Retirado de: http:// www.calbiochem.com)

A fosforilagdo de proteinas eucaridticas ocorre predominantemente em
residuos de serina e treonina (97%) e em menor extensdo em residuos de tirosina.
Em animais, a fosforilagdo de proteinas tem um papel bem conhecido em diversos
processos celulares como metabolismo de glicogénio, controle do ciclo celular e

transducao de sinais (Smith e Walker, 1996).
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Frequentemente a ligacdo de alguma molécula ou horménio ao seu
receptor inicia uma cascata de mudancgas celulares que constituem um caminho
de transducdo de sinal. Em alguns casos a ligacdo de um horménio ao seu
receptor resulta na formacdo de um segundo mensageiro intracelular, como o
célcio por exemplo, e 0 segundo mensageiro entdo inicia a cascata regulatéria.
Um componente comum dessa cascata regulatéria é a fosforilagdo de varias
proteinas celulares, alterando suas atividades biolégicas (Fosket, 1994).
Ultimamente tem se observado um interesse semelhante em analisar o
papel da fosforilagdo de proteinas na regulacéo celular de plantas e identificar as
proteinas cinases e fosfatases que modulam o estado de fosforilagdo de
moléculas alvo como substratos. Um aumento no nimero de proteinas cinases
identificados em plantas tem sido observado nos ultimos anos, onde algumas
dessa enzimas teriam um papel importante no controle dos mecanismos de defesa
das plantas, transducdo de sinais e no metabolismo. A exemplo disso, Huber e
cols em 1996, mostraram que a enzima chave no metabolismo de sacarose em
milho, a sacarose sintase tipo 2, pode ser fosforilada no residuo serina15 in vivo,
reacdo que parece ter uma atividade regulatéria significativa, ja que as
propriedades cataliticas da enzima na forma fosforilada sao afetadas. Em feijao,
proteinas cinases foram encontradas em tecidos de folha, cotilédone e raiz, com
um aumento da atividade enzimatica durante o desenvolvimento da semente
refletindo  em um aumento no numero de polipeptideos fosforilados

(Mukhopadhyay e Singh,1997).

XX1X



Introducéo

Neste mesmo trabalho, ficou demonstrado o aumento na fosforilacdo de
proteinas do eixo embrionario. Estas cinases utilizam proteinas endoégenas ou
caseina como substratos e, segundo os autores, a associagcdo destas enzimas
com esses tecidos de intenso crescimento e metabolismo, sugere um possivel
envolvimento da fosforilacdo de proteinas em diferentes processos regulatorios
nas diferentes fases de desenvolvimento da semente e crescimento do embrido
(Mukhopadhyay e Singh, 1997).

Em comparagdo com o sistema animal muito pouco é conhecido sobre
proteinas fosfatases de plantas e seu envolvimento no controle dos mecanismos
de transducdo de sinais e metabolismo (Evans e cols., 1994). J& foi demonstrado
que atividades de fosfatases do tipo PP2A estdo envolvidas na regulacdo de
varias enzimas em planta como, quinato dehidrogenase (Mackintosh e Cohen,
1989), sacarose-fosfato sintase (Huber e cols., 1996) e fosfoenol piruvato
carboxilase (Carter e cols., 1990).

Estas enzimas sao classificadas em dois grandes grupos baseados na sua
especificidade pelo substrato: serina/treonina cinases e serina/treonina fosfatases,
que agem em residuos de serina e treonina; e tirosinas cinases e tirosinas

fosfatases, que agem em residuos de tirosina (Luan, 1998).
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1.4 — Fosfatases.

As proteinas fosfatases sdo enzimas capazes de remover grupamentos
fosfato da cadeia lateral de fosfoaminoacidos, podendo ser classificadas em
fosfatases &cidas e fosfatases alcalinas de acordo com sua faixa 6tima de pH,
além da classificagdo pela especificidade de substrato em serina/treonina

fosfatases e tirosina fosfatases, como mencionado anteriormente.

.4.1 — Serina/treonina fosfatases.

As serina/treonina fosfatases (PPases) catalisam especificamente a
desfosforilacdo de fosfoserina e fosfotreonina em substratos protéicos. Essas
enzimas sao tradicionalmente classificadas em quatro subgrupos (PP1, PP2A,
PP2B e PP2C) baseada em suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas: PP1
e PP2A sao inibidas por 4cido ocadaico, PP2B é Ca*?/calmodulina dependente e
PP2C necessita de Mg*? para sua atividade. A maioria das PPases sdo compostas
de mais de uma subunidade catalitica ou regulatéria. Enzimas dessa familia
dividem uma grande similaridade de sequéncia (exceto PP2C), sendo no entanto

significativamente diferentes tirosina fosfatases (Luan, 1998 e Shenolikar, 1994).
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O mecanismo catalitico utilizado pelas PPases se da pelo ataque direto de
uma molécula de agua ao centro possuidor do fésforo no substrato, sem
transferéncia do fosfato para a enzima (Egloff e cols., 1995).

Estudos bioquimicos e genéticos em plantas mostram o envolvimento das
atividades fosfatasicas da PP1 e/ou PP2 em diferentes processos celulares
(Smith e Walker, 1996). PP1 e PP2A parecem estar envolvidas no mecanismo de
sinalizagdo por acido abscicico para o fechamento dos estématos, através da
regulacdo de canais ibnicos (Ward e cols., 1995; Pei, 1997). Analises genéticas
em plantas mutantes de Arabidopsis, insensiveis ao &cido abscicico, foram feitas e
dentre os varios genes mutados essenciais ao seu mecanismo de sinalizagao,
dois sdo de proteinas fosfatases. A mudanca fenotipica mais dramatica,
observada nesses mutantes, é encontrada nos estébmatos, que tem seus poros
permanentemente abertos na presencga do acido abscicico ( Leung, 1994).

Além disso, PP1 e PP2A, estao presentes em uma variedade de extratos de
plantas como trigo, ervilha, cenoura e outras. Como exemplo, em extratos de
células de cenoura a PP2A se mostrou capaz de inativar a enzima citosélica
quinato desidrogenase (Mackintosh e cols., 1991).

Ferreira e cols em 1998 purificaram e caracterizaram quatro isoformas de
fosfatases acidas de sementes de soja, sendo estas capazes de desfosforilar
fosfoaminoacidos (fosfoserina e fosfotirosina) e acucares fosforilados, sugerindo

entdo, uma possivel atividade fosfoproteina fosfatase e uma participacao desta no
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metabolismo de acucares. Este mesmo grupo, mostrou a atividade dessas
isoformas sobre intermediarios glicoliticos como substratos, sugerindo que uma
das isoformas pode ter um papel importante no metabolismo de carboidrato na
semente de soja, hidrolizando preferencialmente fosfoenolpiruvato, enquanto
outras duas isoformas poderiam participar na via glicolitica, agindo na glicose-6-

fosfato e frutose-6-fosfato (Ferreira e cols., 1999).

.4.2 — Tirosina fosfatases.

A fosforilacdo em residuos de tirosina de proteinas intracelulares é um
importante mecanismo regulatério, envolvido em processos como crescimento,
proliferacéo e diferenciacao celular.

Todas as proteinas tirosina fosfatases (PTPases) dividem um dominio
catalitico conservado, que consiste de uma cisteina e uma arginina separadas por
cinco aminoacidos (CxsR) — no qual o residuo de cisteina do sitio catalitico esta
envolvido com a formacao de um intermediario fosfoenzima (Luan, 1998).

Essas fosfatases podem ser identificadas bioquimicamente, pela sua
sensibilidade ao vanadato, insensibilidade ao acido okadaico, por néao
necessitarem de ions para sua atividade catalitica e pela perda total dessa
atividade, quando ocorre uma mutacao em seu sitio ativo, na troca da cisteina por

uma serina. Todas essas fosfatases parecem preferir peptideos contendo
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fosfotirosina, embora algumas tenham especificidade dupla, também hidrolisando
fosfoserina e fosfotreonina (Fauman e Saper, 1996). Com base na funcéo,
estrutura e sequéncia, essas fosfatases podem ser agrupadas em quatro familias
principais: (1) as tirosinas fosfatases especificas, (2) tirosina fosfatases de

especificidade dupla e (3) as tirosina fosfatases de baixo peso molecular.

(1) Tirosinas fosfatases especificas (PTP): estdo envolvidas em uma variedade
de mecanismos de sinalizacdo. Nos ultimos anos mais de 100 PTPs tem
sido sequenciadas em diversos organismos. Todas dividem um dominio
catalitico de 230 aminodcidos, dos quais 71 sédo altamente conservados.
Esta familia ainda € subdividida em fosfatases do tipo receptores-like que
contém um dominio transmembrana e um extracelular, e fosfatases
citoplasmaticas néo receptores-like que tem associados dominios alvo ou
regulatérios, como os dominios SH2 ligadores de fosfotirosina, mediando a
sinalizagdo de varios receptores de fator de crescimento ativados

(Fordham-Skelton e cols., 1999).

(2) As tirosinas fosfatases de especificidade dupla como: VH1 (virus vaccinia)
foi a primeria tirosina fosfatase identificada que também hidrolisava
fosfoserina e fosfotreonina. A VH1, que desfosforila especificamente uma
proteina viral histona-like importante para a encapsulacado, € necessaria
para a replicacao de um virus viavel. Uma fosfatase humana homologa foi

descrita, mas nédo se conhece sua fungao (Fauman e Saper, 1996).
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Outra tirosina fosfatase de especificidade dupla, a cdc25 (cell-division control)
foi primeiro identificada na levedura Schizosaccharomyces pombe. Na
levedura, a cdc25 desfosforila a tyr15 da cdc2, uma cinase dependente de
ciclina, componente do fator que promove a maturacao, isto é, direciona a
célula a entrar em mitose por fosforilagdo de varias proteinas estruturais e
regulatérias (Fauman e Saper, 1996 e Dunphy e Kumagai, 1991). A cdc25

também é regulada por fosforilacao.

(3) Tirosina fosfatases de baixo peso molecular: originalmente chamadas de
fosfatases 4&cidas, tem sido encontradas em mamiferos, leveduras e
bactérias. Enquanto muitas enzimas das outras familias possuem dominios
regulatérios, as fosfatases de baixo peso molecular parecem ser compostas
apenas do dominio catalitico. Nenhuma funcéo biolégica especifica para

elas é conhecida até o momento (Fauman e Saper, 1996).

A estratégia catalitica das tirosina fosfatases utiliza a formacdo de um
intermediario enzimatico fosforilado e nao requer ions metdlicos para sua
atividade. Nesta reacao ocorre a formacao de um intermediario fosforilado com a
cisteina do sitio ativo, gerado pelo ataque nucleofilico do tiol da cisteina ao atomo

de fésforo do substrato (Denu e cols., 1996).
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A reacao pode ser representada em dois passos (Figura 4): a transferéncia do
fosfato para a enzima acompanhado pela liberagcdo do produto desfosforilado () e

a hidrélise do intermediario tiol-fosfato (II).

ROH H,O

J
E + ROPO32- <<=~ E-POj32- — HoPO,
| ' I ,

Figura 4: Reacao de hidrélise catalisada pelas tirosinas fosfatases.
(Retirado de: Fauman e Saper, 1996)
Passo | —transferéncia do fosfato para a enzima e liberagdo do produto

desfosforilado. Passo Il — hidrélise do intermediario tiol-fosfato.

Embora proteinas fosforiladas em tirosina estejam presentes em células de
plantas em niveis maiores do que os achados em células animais (Duff e cols.,
1994) e atividades de tirosina cinases e fosfatases tenham sido demonstradas em
diferentes sementes, seus papéis fisioldgicos ainda nao estdo esclarecidos,
existindo apenas suposicoes de possiveis papéis destas enzimas nos

mecanismos de diferenciacdo e desenvolvimento celular.
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1.4.3 — Fosfatases em sementes.

Fosfatases acidas vem sendo descritas durante a germinagdo de varios
tipos de sementes como: escutelo de milho (Rossi e cols., 1981), algodao
(Bhargava e Sachar, 1992), tremocos (Zheng e Duranti, 1995; Olczak e cols.,
1997), soja (Ullah e Gibson, 1988), entre outras. Em geral essas atividades
fosfatasicas aumentam durante a germinacao, porém sua fungcao ainda nao foi
elucidada. Sugere-se a participacdo desta classe de enzimas na mobilizacdo de
reservas de fosfato, sendo essencial para o desenvolvimento da planta (Zheng e

Duranti, 1995; Biswas e cols., 1996; Duff e cols., 1994).
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1.5 - Objetivos:

Gerais:

Estudar atividade(s) fosfatasica(s) ao longo da germinacao de embrides de
sementes de milho (Zea mays) bem como seu possivel envolvimento na

germinacao da semente.

Especificos:

1- Caracterizar bioquimicamente a(s) atividade(s) fosfatasica(s) com relagao
ao pH, substrato, efetores e temperatura.

2- Analisar a presenca de proteinas fosforiladas em residuos de tirosina.

3- Purificar esta(s) enzima(s).

4- Localizar in situ a(s) atividade(s) fosfatasica(s) e observar seu possivel

papel na germinacédo das sementes.
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Il- MATERIAL E METODOS:

Il.1- Reagentes.

EDTA, EGTA, padrdes de peso molecular para gel de poliacrilamida na
presenca de SDS, Tris, Glicina, acrilamida, TEMED, DMSO, DTT, p-NPP,
Levamizole, Tetramizole, Fosfoserina, Fosfotreonina e Fosfotirosina, Fast Blue BB
e a-naftil fosfato foram obtidos da firma SIGMA FINE CHEMICALS (St. Louis, MO,
USA). Orto-vanadato de sddio foi obtido da CALBIOCHEM (L. Jolla, CA, USA).
Fluoreto de sédio e tartarato duplo de Na*'/K*' obtidos da Reagen. Anticorpo
policlonal contra fosfotirosina foi proveniente da Santa Cruz Biotechnology. Etanol
e metanol da firma MERCK. Os demais reagentes utilizados foram de pureza

analitica.
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I1.2- Sementes.

As sementes de milho (Zea mays L.) linhagem Pé de Boi (BR-106) — Santa
Helena Sementes LTDA — foram lavadas com agua sanitaria, até que todo o
fungicida fosse retirado e lavadas varias vezes com agua corrente. Em seguida
foram submetidas ao processo de embebicao, que consiste na imersdao em agua

destilada para hidratacao por um periodo de 24 horas.

1.3- Coleta dos embrioes das sementes.

Apoés o periodo de hidratagéo as sementes foram colocadas para germinar
em um recipiente forrado com algodao umidecido em agua e papel de filtro, onde
foram dispostas na auséncia de luz por 24 horas.

Em intervalos de tempo determinados (0, 3, 6, 9, 12 15, 18, 21 e 24 horas
de germinacao), os embrides foram coletados com auxilio de pinga e congelados.
Para cada ensaio experimental, estes embrides eram descongelados e

homogeneizados em tampéao apropriado conforme descrito posteriormente.
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I1.4- Dosagem de proteinas.

As dosagens de proteinas foram realizadas seguindo-se o protocolo
descrito por Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina 0.1g% como

padrao.

I.5- Determinacao do pH o6timo da atividade fosfatasica de embrides de

sementes de milho com 24 horas de germinacao.

O pH 6timo da atividade fosfatdsica foi determinado com o uso de
homogeneizados totais de embrides coletados com 24 horas de germinacao. Apds
homogeneizacdo em tampao 0.1 M acetato pH 5,0, foram centrifugados por 5
minutos a 12000 g. Os diferentes pHs, foram ajustados utilizando uma mistura de
tampdes contendo acetato de sddio, citrato de sédio, tris e glicina, todos numa
concentracao de 0.1 M variando de 3,0 até 8,5 ajustados com HCI ou NaOH. Os
ensaios foram realizados em placas de ELISA de 96 pogos a 37 °C por 60 minutos
utilizando 0.002 mg proteina total e 2 mM de p-nitrofenilfosfato (p-NPP). A reacao
foi paralisada com a adicdo de 1:10 volumes de 1 N NaOH e a liberacao do p-
nitrofenol (p-NP) foi monitorada pela absorbancia a 405 nm em um leitor de ELISA

(Thermomax Machine, Molecular Devices).
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A atividade enzimética est4 expressa como quantidade de pNP liberado x mg ptn’
x min™" , utilizando o coeficiente de extingdo molar para o fon p-nitrofenolato
(1.75x10* M cm™) a fim de determinar a atividade enzimatica especifica (Sheng e

Charbonneau, 1993).

I.6- Medida de Atividade pNPPasica ao longo da germinacao.

Os embrides coletados nos diferentes horarios previamente descritos foram
descongelados e homogeneizados em tampado 0.1 M acetato de sédio pH 5,0,
centrifugados por 5 minutos a 12000 g e os sobrenadantes coletados e utilizados
como fonte de enzima. Os ensaios foram realizados a 37 °C por 60 minutos
utilizando o tampao acima descrito na presengca de 2 mM pNPP. Apds 60 minutos
a reacao foi paralisada com a adicdo de 1:10 volumes de 1 N NaOH e a placa de
ELISA submetida a leitura no leitor Thermomax. A atividade enzimatica esta

expressa como quantidade de pNP liberado x mg ptn 'x min™".

I1.7- Analise cinética da fosfatase acida.

Embrides de 24 horas de germinagcdo foram descongelados,
homogeneizados em tampao 0.1 M acetato de sodio pH 5,0, centrifugados por 5

minutos a 12000g e os sobrenadantes coletados e utilizados como fonte de

xlii



Material e métodos
enzima. Para a determinagdo da curva de concentragcdo de pNPP e o curso
temporal, os meios reacionais continham em média 0.002 mg de proteina total.
Diferentes concentragdes de pNPP (0, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10 mM)
foram utilizadas e a reacao foi paralisada ap6s 60 minutos. Para o curso temporal
foram utilizados diferentes tempos de reacéo (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120,
150, 180, 210 e 240 minutos) e 2 mM pNPP. Tanto para o experimento de curva
de concentracdo de pNPP quanto para o curso temporal, as reacdes foram
paralisadas com 1 N NaOH e as placas de ELISA foram submetidas a leitura no
Thermomax. A atividade enzimatica esta expressa como quantidade de pNP
liberado x mg ptn "'x min™ para a curva de concentragdo de pNPP e quantidade de

pNP liberado x mg ptn - para o curso temporal.

11.8- Medida da atividade pNPPasica na presenca de cloreto de sédio.

Embrides de 24 horas de germinacdo foram homogeneizados em tampao
0.1 M acetato de sbédio pH 5,0 e centrifugados por 5 minutos a 12000g € 0s
sobrenadantes coletados e utilizados como fonte de enzima. O homogenato

total teve sua atividade medida na presenca de concentracoes crescentes de NaCl

(0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 e 500 mM).
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A reacao foi iniciada com a adicao de 2 mM pNPP e apds 60 minutos a reacao foi
paralisada com 1 N NaOH. A atividade enzimatica esta expressa como quantidade

de pNP liberado x mg ptn 'x min™.

I1.9- Efeito de efetores de fosfatases na atividade pNPPasica.

A fim de obtermos uma caracterizagao bioquimica da atividade pNPPasica
utilizamos homogenato de embrides de 24 horas de germinagdo em tampao 0.1 M
acetato de sédio pH 5,0, 2 mM pNPP e 0.002 mg proteina total. Os efetores
utilizados foram: Fluoreto de sédio (0.5, 1, 5 e 10 mM), tartarato duplo de Na*'/K*"
(0.1, 1,5 e 10 mM), levamizole (1 e 10 mM), tetramizole (1 e 10 mM), Pi (1, 5, 10
e 30 mM), o-vanadato de sodio (0.5, 1 e 2 mM), EDTA (1, 5, 7 mM), EGTA (1, 5,7
mM), CaClz (1, 3, 5, 10 mM), MgCl; (1, 3, 5, 10 mM), MnCl; (1, 3, 5, 10 mM), ZnCl,
(0.01, 0,05, 0.1, 0.3, 1 mM) . Ap6s incubagéo a 37 °C por 60 minutos, a reagéo foi
paralisada com a adicdo de 1:10 volumes de NaOH 1 N e a placa foi submetida a
leitura em um leitor de ELISA a 405 nm. A atividade enzimatica esta expressa

como quantidade de pNP liberado x mg ptn “'x min™.
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I.10- Ensaio de inativacao térmica da fosfatase.

Para o ensaio de inativagao por desnaturacao térmica, o homogenato total
de embrides de 24 horas de germinacao (0.002 mg de proteina total) foi pré-
incubado a 0, 28, 37, 56 e 80 °C em tempos determinados (0, 15, 30, 45 e 60
minutos). Apdés os 60 minutos de pré-incubacdo, todos foram ensaiados para
atividade pNPPasica em tempo fixo de 60 minutos a 37 °C e 2 mM de substrato.
As reacoes foram paralisadas com 1N NaOH e submetidas a leitura a 405 nm. A
atividade enzimatica esta expressa como quantidade de pNP liberado x mg ptn "'x

min™.

I1.11- Atividade fosfatasica contra outros substratos.

Embrides com 24 horas de germinagéo foram homogeneizados em tampéo
0.1 M acetato de sodio pH 5.0, centrifugados por 5 minutos a 12000g. O
sobrenadante coletado foi utilizado para a medida da atividade fosfatasica contra
0s seguintes substratos: 2 mM fosfotreonina, 2 mM fosfoserina, 1 mM fosfotirosina
e 2 mM pNPP. Apds 60 minutos a 37 °C a reacgéo foi paralisada coma adigcdo do
reagente de Fiske e a quantidade de fosfato produzida foi determinada pelo
método de Fiske e Subbarow (1925) utilizando uma curva padrao de fosfato. A

atividade est& expressa como nmol Pi x mg ptn =" x min™.
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I.12- Determinacao do Ki.

Para determinar o Ki aparente dos seguintes inibidores: NaF (0.001, 0.005,
0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25, 0.3, 0.35, 0.4, 0.45, 0.5 mM), o-
vanadato de sédio (0.001, 0.005, 0.01, 0.02, 0.03, 0.05, 0.07, 0.1, 0.15, 0.2, 0.25,
0.3, 0.35, 0.4, 0.45, 0.5 mM) e molibdato de aménio (0.01, 0.05, 0.07, 0.1, 0.15,
0.2, 0.25, 0.3, 0.35, 0.4, 0.45, 0.5 uM), homogenato total de embrides de 24 horas
de germinagdo tiveram sua atividade pNPPasica medida na presenca desses
inibidores, nas concentragdes acima descritas. A reacao foi realizada utilizando-se
2 mM pNPP e 0.002 mg proteina total por 60 minutos a 37 °C. A reacéo foi
paralisada com 1 N NaOH e submetida a leitura no leitor Thermomax. A atividade

esta expressa em nmol pNP liberado x mg ptn ' x min™".

11.13- Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicoes desnaturantes

(SDS-PAGE).

As eletroforeses em gel de poliacrilamida na presenca de SDS foram
realizadas empregando o sistema descrito por Laemmli (1970). Foram utilizados
géis contendo 10% de acrilamida e nas corridas foram utilizadas correntes de 20

mA.
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Apoés as corridas os géis foram corados por prata (Bose and Taneja, 1998)

ou com 0.03 % (p/v) Coomassie Brilliant Blue R, 46% metanol (v/v) e 9 % (v/v)
acido acético por 30 minutos e descorados com uma solucao de 5 % (v/v) de

metanol e 7.5 % (v/v) acido acético.

Il.14- “Western blotting”

Ap6s SDS-PAGE (10%), as proteinas foram eletrotransferidas do gel para
uma membrana de nitrocelulose. A eletrotransferéncia foi realizada em tampao
Tris-glicina 25 mM e metanol 20% (v/v), pH 8,3 a 180-200 mA por 90 minutos a
4°C (Towbin e cols., 1979) utilizando-se o sistema de transaferéncia da Bio-Rad. A
eficiéncia da transferéncia foi monitorada corando-se a membrana com vermelho
de Ponceau 0.5% (p/v) em TCA 10% (p/v) por 10 minutos. Posteriormente, a
membrana foi descorada por lavagem com Tris-HCI 0.01 M pH 7,6 contendo 0.15
M de NaCl (TBS). A membrana totalmente descorada do Ponceau, foi entao
blogueada com Tris-HCI 0.01 M pH 7,6 contendo 0.15 M NaCl e 2% albumina
sérica bovina fragdo V (Calbiochem) e 0.005% de Tween 20 (TBS-Tween-
Albumina) por 18 horas a 4 °C. apdés 18 horas, o tampido de bloqueio foi
desprezado e a membrana incubada com anticorpo policlonal para fosfotirosina

numa diluicdo de 1:1000 por 2 horas a temperatura ambiente. Em seguida, a
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membrana era lavada 3x com TBS-Tween-Albumina e incubada por 1 hora a
temperatura ambiente com anti-lgG coelho conjugada com peroxidase diluida
Material e métodos
1:8000 na solugdo de bloqueio. A membrana foi entdo lavada 3x por 5 minutos
com TBS-Tween-Albumina, 2x com TBS-Tween e 1x com TBS. Por fim o
complexo antigeno-anticorpo foi revelado através do método de intensificacao de
quimioluminescéncia pelo luminol (ECL). O método ECL consiste basicamente na
oxidacao do luminol, reacao catalisada pela peroxidase em presenca de perdxido
de hidrogénio. Intensificadores quimicos sustentam a emissao de luz do luminol
que imprime as bandas correspondentes as proteinas em filmes autoradiograficos.
O filme Kodak X-OMAT foi exposto por 90 segundos, revelado e fixado

adequadamente em camara escura.

I1.15- Purificacao da fosfatase acida presente nos embrides de sementes de

milho.

1.15.1- Precipitacao com Sulfato de Amoénio ((NH4)2S04).

Os embribes de 24 horas de germinagcdo foram descongelados,
homogeneizados em tampao 0.1 M acetato de sddio pH 5,0 contendo os seguintes
inibidores de proteases: SBTI (1mg/ml) + Benzamidina (2 mM) e centrifugados a
8000 rev/min por 20 minutos. O sobrenadante foi tratado com sulfato de amoénio

sob agitacdo no gelo, para saturacéo a 50% e centrifugado por 30 minutos a 8000
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rpm. O precipitado obtido foi ressuspenso em tampéo 0.1 M acetato de so6dio pH
5,0. O sobrenadante foi ajustado para 70% de saturagéo com sulfato de aménio e
Material e métodos
centrifugado por 30 minutos a 8000 rpm. O mesmo foi feito para saturacdo a
90%.Cada precipitado obtido teve sua atividade pNPPasica ensaiada na presenca
de tampao 0.1 M acetato de sodio pH 5,0 , 2 mM pNPP e 0.002 -0.004 mg de
proteina de cada precipitado por 60 minutos. A reacao foi paralisada pela adicao
de 1 N NaOH e submetida a leitura a 405 nm. A atividade enzimatica esta

expressa como quantidade de pNP liberado x mg ™' x min™.

I.15.2- Cromatografia em coluna de afinidade do tipo Concanavalina A

Sepharose.

Os precipitados de 50 % e 70% foram agrupados e dialisados por 18 h
contra tampao 0.1 M acetato pH 5,0 com 2 trocas de 1L a 4 °C. Em seguida foram
concentrados em speed vac e posteriormente aplicados em uma coluna de
afinidade do tipo Concanavalina A Sepharose (Pharmacia). A coluna foi
previamente equilibrada com tampédo 0.1 M acetato de sédio pH 5,8 contendo
0.25 mM NaCl, 0.02 mM MnCl; e 0.02 mM CaCl, . A amostra dialisada e
concentrada foi aplicada na coluna, onde permaneceu a 4 °C por 18 horas. Apos
esse periodo, para remover as proteinas ndo ligadas, a coluna foi lavada com o
tampao de equilibrio até que a leitura da absorbancia a 280 nm chegasse préximo

de zero. A fosfatase foi eluida da coluna pelo tampao de equilibrio contendo 0.2 M
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o-metil manopiranosideo e 0.2 M glicose, fracbes de 1ml foram coletadas. As

fracdes com atividade foram agrupadas e dialisadas por 18 horas contra agua.
Material e métodos
11.15.3- Cromatografia em coluna de filtracao em gel Superose 6-HR acoplada

ao sistema de HPLC.

As fragbes eluidas da Concanavalina A Sepharose foram dialisadas contra
agua por 18 horas com 2 trocas de 1 L, concentradas em speed vac, e em seguida
foram aplicadas na coluna Superose 6-HR acoplada a um aparelho de HPLC,
equilibrada em tampéao 0.1 M acetato pH 6,0 contendo 0.15 M NaCl. A eluicao da
amostra foi realizada com o mesmo tampao de equilibrio e as fragcdes coletadas
(500 pl) no fluxo de 0.5 ml/min foram monitoradas por sua absorcdo a 280 nm e
ensaiadas (5ul de cada fracao) para atividade fosfatasica, utilizando pNPP como
substrato como descrito anteriormente. A massa molecular da enzima foi
determinada utilizando-se padrdes de peso eluidos na mesma coluna com as
mesmas condigdes, a saber: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalase

(232 kDa), albumina (67 kDa) e ovoalbumina (43 kDa).

I1.16- Localizacao da atividade fosfatasica in situ.

Os estudos histoquimicos do conteudo citoplasmatico do embrido apds 24
horas de germinagdo foram realizados em cortes a fresco. As amostras foram

montadas em Tissue — Tek (O.C.T. Compound) formando um bloco. Os cortes



foram realizados no criostato (IEC CTF Microtomo- Cryostat) a temperatura de-30

°C em secgbes entre 12-16 um de espessura (Flores e cols,2001).

Material e métodos

Para localizagdo da atividade fosfatasica foi utilizado um protocolo descrito

para atividade em gel de poliacrilamida (Bhargava e Sachar, 1987). Os cortes
foram incubados por 60 minutos a 37 °C em trés condigbes diferentes: (1) em
tampéo 0.1 M Tris-HCI pH 6.0 1mg/ml Fast Blue BB, (2) tamp&o 0.1 M Tris-HCI pH
6.0, Tmg/ml Fast Blue BB, 0.1M a-naftil fosfato, (3) tampéo 0.1 M Tris-HCI pH 6.0,
1mg/ml Fast Blue BB, 0.1M o-naftil fosfato e coquetel de inibidores de fosfatases
contendo 0.1 mM molibdato de aménio, 0.1 mM vanadato de sodio, 1 mM fluoreto
de sédio. Apds o tempo de reacao as laminas foram lavadas com tampao 0.1 M
Tris-HCI pH 6.0 e em seguida fotografadas com uma camera acoplada a um

microscépio optico com um aumento de 40 X.

1.17 — Efeito de inibidores de fosfatases no processo de germinacao.

Sementes secas de milho foram lavadas com 4gua sanitéria, até que todo o
fungicida fosse retirado e lavadas varias vezes com agua corrente. Em seguida
foram submetidas ao processo de embebicdo na presengca de inibidores de
tirosinas fosfatases: 1mM orto-vanadato de sédio e 1 mM molibdato de aménio.

Apds 24 horas de embebicdo, as sementes foram colocadas para germinar na
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auséncia desses inibidores e os embrides foram coletados nos horarios
determinados. Esses embrides tiveram seus tamanhos determinados através de

uma régua graduada em milimetros.
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11.18 — Densitometria.

A andlise densitométrica foi realizada no filme X-OMAT revelado por ECL
conforme descito na secao western blotting. O filme foi submetido a densitometria
utilizando um scanner acoplado a um Programa Imagemaster Tollab da
Amersham Pharmacia. A porcentagem de desfosforilacdo do polipeptideo de 14

kDa, principal alvo da desfosforilagéo, foi analisada.
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Ill - RESULTADOS:

lll.1 —-PARTE I: Identificacao e Caracterizacdo de uma
atividade fosfatasica presente em embrides de sementes

de milho (Zea mays).

Como ja foi demonstrado em alguns trabalhos utilizando diferentes
sementes, a atividade fosfatasica aumenta ao longo da germinagcdo. Desta forma,
resolvemos estudar a presenca de atividade(s) fosfatasica(s) na germinacao do
embrido da semente de milho, local de intensa atividade metabdlica.

Para estimar as variagcoes da quantidade de proteina durante as 24 horas
de germinacao, embrides de varios horarios foram homogeneizados em 1 ml e
centrifugados. Esses homogeneizados tiveram seus sobrenadantes coletados e
denominados homogenatos totais. Como podemos observar na figura 5, logo
apds o periodo de embebigédo o conteudo de proteinas fica em torno de 0.5 mg/ml
e ap6s 21 horas de germinacdo o conteudo proteico se apresenta em torno de
0.85 mg/ml, com variagcdes ao longo desse periodo. A figura 6 mostra o perfil
eletroforético dos homogenatos totais ao longo das 24 horas de germinacéo.
Como podemos observar nesta figura, o perfil de proteinas parece sofrer algumas

alteragdes durante as primeiras 24 horas de germinagao.
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Em seguida fomos observar a atividade fosfatdsica ao longo das 24 horas

de germinacao dos embrides de sementes de milho. Utilizamos para o ensaio 0
substrato sintético p-nitrofenilfosfato (pNPP). A hidrélise do fosfato do pNPP gera
p-nitrofenol (pNP), uma substéancia de coloracdo amarelada em meio alcalino que
pode ser quantificada através de sua absorbancia a 405 nm. Para calcularmos a
atividade enzimadtica, utilizamos o coeficiente de extingdo molar do pNPP. A

reacao de hidrolise do pNPP esta demostrada a seguir:

QNa
@N@O—fONa QNOOH + Na,HPO,
o)

p-nitrofenilfosfato p-nitrofenol

A figura 7 mostra que os homogenatos totais dos diferentes horarios de
germinagao, quando incubados em pH acido sdo capazes de hidrolisar pNPP.
Observamos que a hidrélise do pNPP vai aumentando com a germinagdo. O
aumento total na atividade pNPPasica foi de cerca de 6 vezes ap6s 24 horas de
germinacdao em relacado a atividade na semente hidratada (0 horas). A partir dai
utizamos o homogenato de embribes com 24 horas de germinacdo para

caracterizacao cinética dessa atividade.
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Experimentos para deteminagcdo de pH 6timo e caracteristicas cinéticas
como: curva de concentracdo de pNPP e curso temporal foram entdo realizados.
O conjunto inicial dos dados nos mostra que o pH 6timo para as atividades
enzimaticas esta em torno de 4,5 — 5,5 (figura 8), e que neste sistema também
encontramos atividade pNPPasica em pHs mais alcalinos como 7,0 e 7,5. Quanto
as caracteristicas cinéticas, podemos concluir que a reacao é saturavel a partir de
2 — 3 mM quando utilizamos pNPP como substrato e se apresenta linear até 60
minutos conforme demonstrato na figura 9 A e B.
Diferentes concentracdes de cloreto de sodio foram adicionadas e a
atividade pNPPasica ensaiada. Como podemos observar na figura 10, o aumento

da forga ibnica nao altera a atividade fosfatasica desses homogenatos totais.
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Figura 5: Dosagem de proteina total ao longo de 24 horas de germinacao de
embridoes de sementes de milho.

Homogenatos totais de embrides de sementes de milho foram obtidos
utilizando embrides homogeneizados em 1 ml de tampé&o 0.1 M acetato de sodio
pH 5,0. A dosagem foi realizada utilizando-se o método descrito por Bradford
(1976) e albumina sérica bovina 0.1g% como padrdo. O resultado representa a
média + EP de trés experimentos feitos em ftriplicata, com diferentes

homogenatos.
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Germinacao

Figura 6: Perfil eletroforético dos homogenatos totais ao longo de 24 horas
de germinacao.

0.04 mg de homogenatos totais de embrides em diferentes horarios ao
longo de 24 horas de germinacao (0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 e 24 horas) foram
adicionados de tampao de amostra com SDS e submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida na presenca de SDS (10%). Apés a corrida, o gel foi corado com
Coomassie Blue e descorado. Os padrées de peso molecular utilizados foram:
fosforilase b (97 kDa), albumina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase

carbénica (30 kDa) e inibidor de tripisina (20 kDa).
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Figura 7: Atividade fosfatasica acida em embrides de sementes de milho ao
longo de 24 horas de germinacao.

Homogenatos totais de embrides em tampao 0.1 M acetato de sédio pH 5,0
foram ensaiados para atividade fosfatésica, utilizando 2 mM de p- nitrofenilfosfato
como substrato sintético e 60 minutos de reacdo a 37 °C. A reagéo foi paralisada
com adicao de 1:10 volumes de 1 N NaOH e o p-nitrofenol livre foi determinado a
405 nm. Os resultados estdo expressos em nmol pNP. mg ptn™'. min™' e representa
a média + EP de trés experimentos feitos em ftriplicata, com diferentes

homogenatos.
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Figura 8: Curva de pH na atividade pNPPasica.

Embrides com 24 horas de germinagéo foram homogeneizados em tampéo
0.1 M acetato de sbédio pH 5,0. A atividade pNPPasica foi ensaiada em uma
mistura de tampdes: acetato de sodio, citrato de sédio, glicina e tris, todos 0.1 M
com pHs variando de 3.0 a 8.5. A hidrolise de pNPP ocorreu em um meio
reacional contendo 0.002 mg de proteina total em diferentes pHs e 2 mM pNPP.
Apos 60 minutos a 37 °C, as reagbes foram paralisadas com 1:10 volumes de 1 N
NaOH. Os resultados estdo expressos em nmol pNP. mg ptn™". min™ e a média +

EP de trés experimentos feitos em triplicata, com diferentes homogenatos.
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Figura 9: Analises cinéticas da atividade fosfatasica acida.

Embrides de 24 horas de germinacdo foram homogeneizados em tampéo
0.1 M acetato de sodio pH 5.0. Para determinar a curva de concentragdao de pNPP
(painel A) e o curso temporal (painel B) da hidrélise de pNPP, o meio continha
0.002 mg de proteina total. Diferentes concentracdées de pNPP (0, 0.25, 0.5, 0.75,
1,2, 3, 4,5, 6,7, 10 mM) foram utilizadas e apds 60 minutos a 37 °C, as reagoes
foram paralisadas com 1:10 volumes de 1 N NaOH. O curso temporal foi
determinado utilizando-se diferentes tempos (0, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 90, 120,
150, 180, 210 e 240 minutos), 2 mM pNPP e as reagdes foram paralisadas como
descrito acima. O resultado representa a média + EP de trés experimentos feitos

em triplicata, com diferentes homogenatos.
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Figura 10: Atividade fosfatasica na presenca de Cloreto de sédio.

Embrides de 24 horas de germinacdo foram homogeneizados em tampao
0.1 M acetato de sédio pH 5.0. A atividade pNPPésica foi ensaiada na presenca
de concentracbes crescentes de NaCl (0, 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 450 e 500 mM). A reacao foi iniciada com a adi¢cao de 2 mM
pNPP e apdés 60 minutos a reagao foi paralisada com 1 N NaOH. A atividade
enzimatica esta expressa como quantidade de pNP liberado x mg ptn ' x min™. O
resultado representa a média = EP de trés experimentos feitos em triplicata, com

diferentes homogenatos.
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Em seguida, estudamos o efeito de inibidores classicos de fosfatases na
atividade pNPPasica, conforme demonstrado na tabela I. A hidrélise do pNPP &
fortemente inibida por 0.5 mM de fluoreto de s6dio, 0.5 mM de orto vanadato de
sodio e 0.1 mM de molibdato de amdnio. Este resultado sugere que tal enzima
seja uma fosfatase acida com atividade do tipo tirosina fosfatase.

Quando utilizamos moduladores da atividade de serina/treonina fosfatase e
fosfatases alcalinas como: &cido ocadaico, levamizole, tetramizole e citrato de
so6dio nao observamos modificagdo significativa na atividade. O agente redutor
DTT nao foi capaz de alterar a atividade, e o Pi, produto final da hidrélise
enzimatica, na concentracdo de 30 mM inibiu cerca de 20% a atividade. Quando
utilizamos sulfato de cobre, um metal que causa inativagcao de tirosinas fosfatases
por oxidacdo reversivel em seu sitio ativo em concentracées milimolares, este
também foi capaz de inibir a atividade em cerca de 35% e sulfato de zinco, um
conhecido inibidor de tirosina fosfatases foi capaz de inibir a atividade da enzima
em 50 % quando utilizamos a concentragdo de 1 mM. Esses resultados sugerem
que a principal atividade fosfatasica acida presente em embrides de sementes de
milho com 24 horas de germinacéo seja do tipo tirosina fosfatase.

Tirosinas fosfatases sdo enzimas cuja atividade n&o requer a presencga de
ions metalicos. Utilizamos calcio, magnésio e manganés na atividade pNPPasica
de homogenatos de embrides de milho. Podemos observar na tabela Il, que a
enzima nao necessita de ions para a sua atividade pNPPésica e sua atividade

também nao é alterada por quelantes de calcio como EDTA e EGTA.
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A figura 11 mostra a determinacdo do Ki aparente dos efetores que
causaram maior inibicdo na atividade pNPPasica. Os Kis obtidos foram 0.025 mM
vanadato de sédio, 0.075 uM molibdato de amdnio e 0.022 mM NaF.

Realizamos também um curso temporal de inativacdo térmica nesses
homogenatos em diferentes temperaturas (figura 12). Este dado sugere a
ocorréncia de uma unica atividade fosfatdsica capaz de hidrolisar pNPP com
atividade maxima em 37 °C. A tabela Ill mostra a atividade fosfatasica contra
fosfoaminoacidos como: fosfoserina, fosfotreonina e fosfotirosina, além do pNPP.
Como podemos observar, a enzima teve maior eficiéncia em desfosforilar
fosfotirosina, visto que sua atividade foi quase duas vezes maior em relagdo a
fosfoserina e fosfotreonina com apenas metade da concentragéo final de substrato
utilizada para estes, que foi de 2 mM.

O conjunto dos dados apresentados até o momento nos sugere que a
fosfatase acida presente nos embrides de sementes de milho com 24 horas de
germinagao, apresenta uma atividade do tipo tirosina fosfatase. Por conta disso,
fomos analisar a presenga de proteinas fosforiladas em residuos de tirosina
através de western blotting com o uso de anticorpo anti fosfotirosina. Para tal,
0.04 mg proteina de homogenatos totais de embrides em diferentes horérios de
germinagao foram submetidos a eletroforese em condi¢ées desnaturantes. Apos
transferéncia para membrana de nitrocelulose, o material foi bloqueado, incubado
com anticorpo anti fosfotirosina e revelado por ECL (figura 13 A). Podemos
observar que o anticorpo anti fosfotirosina reage com algumas proteinas,

principalmente com um polipeptideo de cerca de 14 kDa, que tem o seu nivel de
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fosforilacdo diminuido ao longo das 24 horas de germinagcdo, como pode ser

observado por densitometria (figura 13 B).
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Tabela I: Efeito de moduladores na fosfatase acida de embrioes de sementes

de milho.
Efetores nmol pNP.mg ptn ~".min” % inibicdo
Controle 221.16+11.14 0
NaF
23.06 +4.12 89.6
0.5 mM 18.90 + 2.51 91.6
1 mM 10.73 £ 1.44 95.1
5mM 9.43 +1.84 95.7
10 mM
Tartarato
203.5+13.8 8
0.5 mM 214.63+10.13 3
1 mM 218.36 + 10.62 1.3
5mM 222.66 + 11.98 -
10 mM
Levamisole
220.2 +13.30 -
1mM 216.96 + 11.20 2.0
10 mM
Tetramisole
215.73 + 12.60 2.4
1mM 218.06 + 9.81 1.4
10 mM
DTT
233.85+11.25
1mM 232.55+5.95
10 mM
Pi
228.3+1.00 -
1mM 218.95 £ 7.65 1.0
5 mM 215.95 + 10.65 2.3
10 mM 169.00 £ 5.00 236
30 mM
Vandato de sédio
88.83+17.42 60
0.5 mM 56.73+14.34 74.3
1 mM 35.8+9.75 83.9
2 mM
Molibdato de amdnio
19.60 * 4.21 91.1
0.1 mM
Citrato
239.50 + 4.90
5mM
CuSO0,
1mM 144.8 + 3.20 34.5

Ixvi




Sulfato de zinco

239.55 + 6.25

0.01 mM 231.65+12.75 -
0.05 mM 213.30 + 9.60 3.5
0.1 mM 129.50 + 12.10 41.6
0.3 mM 99.95 + 9.05 54.8
1 mM
Acido ocadaico

215.75+19.55 2.4

10 nM

Homogenenatos de 24 horas de germinagao foram ensaiados na presencga de diversos efetores de fosfatases

utilizando pNPP como substrato sintético conforme descrito em material e métodos. Os resultados estéo

expressos em nmol pNP. mg ptn™'. min™'e representa a média + EP de trés experimentos feitos em triplicata,

com diferentes homogenatos.

Tabela ll

Resultados

Efeito de ions e quelantes na fosfatase acida de embrides de sementes de

milho.
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Moduladores

nmol pNP.mg ptn"’.min’’

Controle 242.16 £ 4.19
Calcio

2423 + 6.3
1 mM 242.62 +5.29
3mM 241.96 + 6.63
5mM 234.29 + 3.04
10 mM
Magnésio

240 + 2.86

1 mM 241.23+2.57
3 mM 244.43 + 10.43
5mM 240.28 + 7.62
10 mM
Manganés

222.89+14.5
1 mM 234.86 £+ 3.5
3 mM 231.01 £2.98
5mM 232.23 + 0.42
10 mM
EDTA 237.54 + 6.21

229.99 + 3.33
1mM 231.22+13.22
5mM
7 mM
EGTA

242.98 + 6.32
1 mM 234.13+6.13
5mM 239.01 + 11.68
7 mM

Homogenenatos de 24 horas de germinagdo foram ensaiados na presenca de ions,

utilizando pNPP como substrato sintético conforme descrito em material e métodos. Os

resultados estdo expressos em nmol pNP. mg ptn”. min"e representa a média + EP de

trés experimentos feitos em triplicata, com diferentes homogenatos
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nmol pNP.mg ptn ".min"!

Resultados
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Figura 11: Determinacao do Ki aparente dos diferentes inibidores.

A atividade pNPPasica foi ensaiada na presenca de concentragdes variadas
dos seguintes inibidores: vanadato de sdédio (A), fluoreto de sodio (B) e molibdato
de amonio (C). Utilizou-se 2 mM de substrato. Apds 60 minutos a 37 °C a reagdo
foi paralisada com 1:10 volumes 1 N NaOH e submetida a leitura a 405 nm. A

1

atividade foi expressa em nmol pNP. mg ptn . min™ e representa a média + EP

de trés experimentos feitos em triplicata, com diferentes homogenatos.
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Figura 12: Inativacao térmica da atividade pNPPasica.

Homogenato total de embrido de sementes de milho com 24 horas de
germinacéo foi pré-incubado a 0, 28, 37, 56 e 80 °C em tempos determinados (0,
15, 30, 45 e 60 minutos). Apdés os 60 minutos de pré-incubacéo, todos foram
ensaiados para atividade pNPPasica em tempo fixo de 60 minutos a 37 °C na
presenca de 2 mM de substrato. As reacdes foram paralisadas com 1:10 volumes
de 1IN NaOH e submetidas a leitura a 405 nm. A atividade enzimética esta

1

expressa como quantidade de pNP liberado . mg ptn . min” e é média + EP de

dois experimentos feitos em triplicata, com diferentes homogenatos.
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Tabela Il

Atividade fosfatasica em embrioes de sementes de milho com o uso de

fosfoaminoacidos.

substrato atividade
(nmol Pi . mg ptn . min™)
pNPP (2 mM) 402.93 £9.75
fosfotreonina (2 mM) 185.74 +1.53
fosfoserina (2 mM) 169.20 £9.12
fosfotirosina (1 mM) 289.32 £ 5.44

Homogenenatos de 24 horas de germinagdo foram ensaiados na presenca dos
fosfoaminoacidos e pNPP como substrato conforme descrito em material e
métodos. Os resultados estdo expressos em nmol pNP. mg ptn'. min'e
representa a média = EP de trés experimentos feitos em triplicata, com diferentes
homogenatos
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Conclusoées da parte I:
Identificacao e Caracterizacao de uma atividade fosfatasica presente em

embrioes de sementes de milho (Zea mays).

- Ocorre um aumento na atividade pNPPésica ao longo da germinacdo das

sementes de milho de cerca de 6 vezes durante as primeiras 24 horas.

- Com base na curva de pH e caracteristicas cinéticas incluindo o uso de
inibidores classicos de fosfatases e a observagdo da necessidade de ions para
catalise, a atividade pNPPaésica foi caracterizada como pertencente a uma

fosfatase acida com atividade tirosina fosfatase.

- O ensaio de inativacao térmica mostra a atividade fosfatasica com atividade
maxima quando pré-incubada a 37 °C e perda total dessa atividade quando pré-

incubada a temperatura de 80 °C.
- Quando sua atividade foi ensaiada com outros substratos, a fosfatase mostrou

preferir fosfotirosina como substrato, embora também desfosforile residuos de

fosfoserina e fosfotreonina.
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Resultados
- Western blotting com anticorpo antifosfotirosina mostrou a presenca de algumas
proteinas fosforiladas em residuos de tirosina, apresentando um polipeptideo
majoritario como alvo da desfosforilacdo. Além disso, a diminuicdo na quantidade
de proteinas fosforiladas em tirosina que ocorre durante as 24 horas de

germinagao, é concomitante com o aumento da atividade fosfatasica.
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lll.2 - PARTE II: Purificacdo da tirosina fosfatase de embrioes de sementes
de milho com 24 horas de germinacao.

A fim de purificarmos tal enzima e estimarmos a massa molecular da
fosfatase acida, comegcamos o processo de purificacdo através do protocolo de
precipitacdo por sulfato de amdnio. Homogenatos totais de embrides com 24
horas de germinagédo foram centrifugados e o sobrenadante coletado foi utilizado
para precipitacdo a 50% com sulfato de amdnio. Apds agitacdo, o material foi
centrifugado por 30 minutos e o precipitado formado foi resuspenso em tampao
0.1 M acetato de sbédio pH 5,0. O sobrenadante coletado foi ajustado para
precipitacdo a 70% e 90% conforme descrito em material e métodos.

Os precipitados de 50%, 70% e 90% foram ensaiados para a atividade
pNPPasica. Observamos que a maior parte da atividade se encontra nos
precipitados de 50 e 70% (figura 14). Estes foram entdo, agrupados e dialisados
por 18 horas contra tampao 0.1 M acetato de sédio pH 5.0, concentrados em
speed vac e aplicados a uma coluna de afinidade do tipo Concanavalina A
Sepharose. Apds 18 horas a 4 °C, a coluna foi lavada com tampao de equilibrio,
conforme descrito em material e métodos. Como esta coluna possui afinidade por
residuos de manose e glicose, utilizamos o tampao de equilibrio acrescido de 0.2
M glicose e 0.2 M de a-metil d-manopiranosideo para eluir as proteinas ligadas.
Fracdes de 1ml foram coletadas e ensaiadas para atividade pNPPasica. A figura
15 mostra o perfil de eluicdo da coluna a 280 nm e a atividade pNPPasica das

fracoes.
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Como podemos observar, a fosfatase interage com a coluna e existe
apenas uma atividade fosfatasica acida eluida nas fracées 17 e 18. Esse dado
sugere que esta enzima é uma glicoproteina, j& que interagiu com este tipo de
coluna.
As fracbes com atividade foram agrupadas e dialisadas por 18 horas contra
agua, concentradas e aplicadas em uma coluna de filtracdo em gel (Superose 6
HR) acoplada a um aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (figura 16
A). Apés a eluicdo as fracdes foram ensaiadas contra pNPP e observamos a
existencia de uma unica atividade fosfatasica acida eluida na fracao 30 (figura 16
B). A massa molecular definida para essa enzima é de aproximadamente 112
kDa, estimada através do uso de padrées de peso molecular aplicados a coluna

(figura 17, seta fechada).
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Figura 14: Atividade pNPPasica das fracoes resultantes da precipitacao com
sulfato de amoénio.

Embribes de 24 horas de germinacdo foram homogeneizados,
centrifugados e o sobrenadante ajustado para precipitacdo a 50%, 70% e 90% de
sulfato de aménio. Os precipitados formados foram ressuspensos em tampao 0.1
M acetato de sédio pH 5.0 e a atividade pNPPasica ensaiada. Utilizou-se 2 mM de
PNPP como substrato e apdés 60 minutos a 37 °C a reacéo foi paralisada pela
adicao de 1:10 volumes de 1 N NaOH e submetida a leitura a 405 nm. A atividade

1

esta expressa como nmol pNP. mg ptn . min ' e representa a média + EP de dois

experimentos feitos em triplicata.
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Figura 15: Cromatografia de afinidade em coluna do tipo concanavalina A.

Os precipitados de 50 e 70% formados no processo de precipitacao por
sulfato de amobnio, foram agrupados, dialisados, concentrados e aplicados em uma
coluna de Concanavalina A Sepharose. Fragcbes de 1 ml foram coletadas durante
a lavagem com tamp&o de equilibrio e durante a eluicdo da coluna. A seta indica o
inicio da eluicdo da coluna, na qual foi utilizado 0.2 M glicose e 0.2 M a-metil d-
manopiranosideo em tampao de equilibrio. As fracbes foram ensaiadas para
atividade pNPPésica utilizando-se 2 mM pNPP como substrato e 2 pl das fracdes.
Apo6s 60 minutos a 37 °C as reagdes foram paralisadas com 1:10 volumes 1 N
NaOH e submetida a leitura a 405 nm. A atividade estd expressa em nmol pNP.

min .
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Figura 16: Cromatografia de filtracao em gel na coluna Superose 6 HR
(HPLC).

As fragbes 17-18 com atividade pNPPasica eluidas da coluna
Concanavalina A Sepharose foram agrupadas, dialisadas, concentradas e
aplicadas em uma coluna de filiracdo em gel do tipo Superose 6 HR acoplada a
um sistema de HPLC. O painel A mostra o perfil de eluicdo de proteina. O painel
B mostra a atividade pNPPasica determinadas nas fracdes eluidas, utilizando 2
mM pNPP como substrato e 5 ul das fragées. Apds 60 minutos a 37 °C a reagao
foi paralisada com a adi¢cdo de 1:10 volumes 1 N NaOH e submetida a leitura a
405 nm. A atividade esta expressa em nmol pNP.min . A seta no painel A indica

a fracdo com maior atividade pNPP43sica.
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Figura 17: Determinacao da massa molecular da fosfatase de embrides de
sementes de milho com 24 horas de germinacao.

Para determinacdo da massa molecular da fosfatase foi utilizada a fragao
30 eluida da coluna de filtragdo em gel Superose 6 HR, que apresenta maior
atividade pNPPasica. A seta indica a posicao de eluicao da fosfatase (fracao 30)
cuja massa molecular foi determinada através da comparacao de seu tempo de
retencao na coluna com o uso de padrdes aplicados e eluidos na mesma coluna
nas mesmas condicdes, conforme descrito em material e métodos. Os padrdes
utilizados foram: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), catalase (232 kDa),

albumina (67 kDa) e ovoalbumina (43 kDa).
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A fragcdo 30 eluida da Superose 6 HR quando aplicada em gel de
poliacrilamida na presenca de SDS coradas pelo método de prata, e apresenta
trés polipeptidios (figura 18), com massas aproximadas de 70, 25 e 15 kDa
estimados pelos padrées de peso molecular aplicados no gel.

A tabela lll mostra os passos da purificacdo da fosfatase a partir do
homogenato total de embrides de sementes de milho com 24 horas de
germinagdo. Podemos observar que a fosfatase foi purificada cerca de 330 vezes
com um rendimento de 69%.

A fragdo 30 eluida da Superose 6 HR teve sua atividade ensaiada na
presenca de efetores de fosfatases (tabela 1V). Assim como a atividade
fosfatasica do homogenato total dos embrides com 24 horas de germinacao, os
inibidores de tirosina fosfatases foram capazes de inibir a atividade pNPPasica da
enzima purificada. 0.1 mM vanadato de sédio inibiu cerca de 90% da atividade,
enquanto fluoreto de sbédio e molibdato de aménio inibiram 77% e 100%,

respectivamente.
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Tabela Il

Purificacao da fosfatase acida com atividade tirosina fosfatasica de

embridoes de sementes de milho com 24 horas de germinacao.

etapa volume proteinatotal atividade atividade purificagdo rendimento
(mL) (mg) total” especifica™ (%)

Extrato 10 17.10 0.53 0.030 1 100

total

(NH4),S04 3 4.98 0,56 0.112 3.73 105.6

Con A 2 0.388 0.43 1.108 36.93 81.3

Superose 0.5 0.037 0.368 9.945 331.5 69.4

+ atividade expressa em nmol pNP.min"
#x [atividade total] = atividade especifica expressa em noml pNP.mg ptn™'. min’
[proteina total]
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Tabela IV

Efeito de efetores de fosfatase na atividade pNPPasica da fracao 30

eluida da Superose 6 HR.

Efetores % atividade pNPPasica
Controle 100
Vanadato de sédio (0.1 mM) 7.3
Fluoreto de sédio (0.1 mM) 23.4
Molibdato de aménio (0.1 mM) 0
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Conclusoées da parte Il:
Purificacao da fosfatase presente em embrides de sementes

de milho com 24 horas de germinacao.

- A massa estimada para esta enzima € de 112 kDa. Obtivemos uma purificacao
da enzima de cerca de 330 vezes utilizando os métodos a sequir: precipitacao
com sulfato de aménio, cromatografia em Concanavalina A Sepharose e Superose

6 HR.

- A cromatografia em coluna de afinidade do tipo Concanavalina A mostrou ser a
etapa de purificacdo mais efetiva, para a purificacdo desta fosfatase. Ainda com
relacdo a este dado, podemos caracterizar a fosfatase como sendo uma

glicoproteina, ja que apresentou grande interagdo com a coluna.

- A eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS das etapas da
purificacdo, mostra que a fosfatase eluida da coluna Superose 6 HR apresenta
trés polipeptideos, quando corada pelo método de prata. As massas estimadas

foram de 70, 25 e 15 kDa.

- A atividade pNPPasica eluida na fragdo 30 da coluna Superose 6HR foi inibida

por inibidores de tirosina fosfatase a saber: vanadato de sédio e molibdato de
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aménio em cerca de 90 % e 100%, respectivamente. Esse dado mostra tratar-se

esta enzima da mesma enzima anteriormente caracterizada em homogenato total.

1ll.3 — PARTE lll: Localizacao da atividade fosfatasica e possivel papel

desta na germinacao das sementes de milho.

No intuito de localizarmos a atividade fosfatasica nos tecidos dos embrides
de sementes de milho com 24 horas de germinacéo, cortes dos embrides foram
feitos e a atividade analisada in situ. Utilizando a-naftil fosfato como sustrato e fast
blue BB como corante, os cortes foram incubados a 37 °C e apdés 1 hora de
reacdo foram lavados com tampao 0.1 M Tris-HCI pH 6,0 . Observamos que 0s
cortes incubados na presenca do substrato apresentam uma coloracédo
avermelhada na regido do meristema apical da raiz e na regidao do coleoptilo e
primeiras folhas (figura 19 A e B). Quando o ensaio foi realizado na presenca de
um coquetel de inibidores de fosfatase contendo 0.1 mM vanadato de sédio, 0.1
mM molibdato de aménio e 1 mM de NaF (figura 19 E e F), nenhuma marcacao
foi observada. Na figura 19 C e D observamos a incubacao dos cortes apenas na
presenca do corante, onde é possivel observar uma marcagao, porém diferente da
apresentada quando o tecido foi incubado na presencga do substrato (figura 19 A e
B).

Em seguida fomos observar se a presenca de inibidores de tirosina
fosfatases no momento da embebicdo da semente, alteraria o processo de

germinagdo. As sementes, apds 24 horas de embebicdo na presenca de 1mM de
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vanadato de sbédio ou 1 mM de molibdato de amoénio, foram germinadas na
auséncia desses inibidores e os embrides coletados ao longo de 24 horas de
germinagao.
Resultados
A tabela V mostra que os embrides tiveram o seu crescimento retardado,
visto que, aqueles que foram hidratados apenas com agua, medem cerca de 19
mm com 24 horas de germinagdo, enquanto aqueles que foram hidratados na
presenca dos inibidores de tirosina fosfatases, medem cerca de 13,6 mm no
mesmo periodo de germinacao. A porcentagem de crescimento variou de 70, 8% -
89 % em relagdo ao controle, sendo maior a diferenca nos embrides de 18 e 24
horas de germinacéo. Esse dado pode ser melhor visualizado na figura 20 A e B,
onde podemos observar que os embrides de sementes que hidrataram na
presenca dos inibidores, tem o seu processo de crescimento retardado de forma
evidente.
A atividade pNPPasica desses embrides foi ensaiada e podemos observar
na figura 21 que a atividade em 24 horas de germinagdo cai em torno de 60%
quando hidratada na presenca de vanadato de sddio e 64% na presenga de

molibdato de amonio quando comparada com o controle.
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Figura 19: Atividade fosfatasica em cortes de embridoes de sementes de
milho com 24 horas de germinacao.

Cortes a fresco de embrides de sementes de milho com 24 horas de
germinacgao foram analisados para atividade fosfatasica. Utilizamos a-naftil fosfato
como substrato e fast blue BB como corante. A atividade foi ensaiada na presenga
ou auséncia de coquetel de inibidores de fosfatases composto por: 1 mM NaF, 0.1
mM molibdato de aménio e 0.1 mM vanadato de sddio. Os painéis A e B mostram
0s cortes ensaiados para atividade fosfatasica. Os painéis C e D mostram os
controles, sem a presenca do substrato o-naftil fosfato. Os painéis E e F
apresentam os cortes ensaiados para atividade fosfatdsica na presenca do
coquetel de inibidores. As setas |, Il e lll indicam as regides de meristema apical

da raiz, coledptilo e primeiras folhas respectivamente.
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Tabela V

Resultados

Crescimento do embriao de sementes de milho embebidos com inibidores

de tirosina fosfatases ao longo de 24 horas de germinacao.

Germinagao Agua (mm) Vanadato (mm) Molibdato (mm)
(horas) (controle) (100%)" (1 mM) (%)* (1 mM) (%)"
0 5.6 +£0.24 4.8 +0.20 (85,7%) 5+ 0.31(89.3%)
6 6.2 £0.20 5.2 £ 0.20 (83.9%) 5+ 0.31 (80.6%)
12 6.4 £0.24 5.4 £0.24 (84.4%) 5.4 £ 0.24 (84.4%)
18 7.6 £0.24 5.6 £0.24 (73.7%) 5.6 £0.24 (73.7%)
24 19.2 £ 0.80 15+ 1.34 (78.1%) 13.6 £ 0.81 (70.8%)

* (%) — refere-se a porcentagem de crescimento em relagcao ao controle.
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Figura 21: Atividade pNPPasica de homogento total de embrides hidratados na
presenca ou auséncia de inibidores de tirosina fosfatases.
Sementes de milho foram hidratadas na presencga ou auséncia de 1 mM de

vanadato de s6dio ou 1 mM de molibdato de aménio e em seguida colocadas para
germinar em agua. Os embrides foram coletados ao longo de 24 horas de
germinagdo e homogeneizados em tampao 0.1 M acetato de sédio pH 5.0. A
atividade pNPPaésica foi ensaiada utilizando 2 mM pNPP como substrato e apos
60 minutos as 37 °C a reagbes foram paralisadas com 1:10 volumes 1 N NaOH. A

1

atividade esta expressa em nmol pNP. mg ptn . min " e é a média + EP de dois

experimentos feitos em triplicata, com diferentes homogenatos. Os simbolos

representam:—=a— 4gua, — A— vanadato de s6do, —®— molibdato de

amonio.
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Conclusoes da parte lll:
Localizacao da atividade fosfatasica e possivel papel

na germinacao das sementes de milho.

- Os cortes de embribes ensaiados para atividade fosfatasica “in situ”
apresentaram uma marcacgao predominante nas regides de meristema apical da
raiz, coleoptilo e nas primeiras folhas, sendo esta marcacao inibida quando o

ensaio foi realizado na presencga de inibidores de tirosina fosfatases.

- O crescimento dos embrides das sementes hidratadas na presenga de inibidores

de tirosina fosfatases foi retardado quando comparado com o controle.

- A atividade pNPPasica foi menor nas sementes hidratadas com inibidores de

tirosina fosfatases. A hidratagdo na presenca de vanadato de sddio inibiu cerca de

60 % da atividade, enquanto o molibdato de aménio inibiu 64%.
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Discussao

IV- DISCUSSAO

O sucesso da existéncia das plantas é totalmente dependente de como elas
vao coordenar seu crescimento com as mudancas externas que as cercam. A
resposta de uma planta a um estimulo do meio ambiente resulta em algumas
mudancas inter e intracelulares que a levam a uma resposta final. Uma série de
eventos envolvendo desde reconhecimento molecular de um estimulo do meio
ambiente até uma resposta definida constituem um mecanismo de cascata de
sinalizacao e o fenbmeno inteiro € chamado de transdugao de sinal. Basicamente,
um estimulo primario percebido por uma célula (provavelmente através de
receptores especificos) gera varios mensageiros intermediarios. A natureza da
resposta apds a cascata de sinalizacdo estar iniciada, depende da velocidade,
sensibilidade e especificidade dos elementos envolvidos no mecanismo de
transducgao de sinais (Sopory e Munshi, 1998).

A amplificacdo e especificidade de uma resposta geralmente € mediada
pela modificagdo do estado de fosforilagdo de proteinas pela acdo de proteinas
cinases e fosfatases. Durante as duas Ultimas décadas a fosforilacdo de proteinas
vem se tornando um dos maiores mecanismos envolvidos na transducao de varios
estimulos externos, mediando diversos eventos intracelulares em células
eucaridticas. A fosforilacdo de proteinas tem sido chamada de “o cérebro de uma
célula” e tem um importante papel no metabolismo da planta (Sopory € Munshi,

1998).
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A fosforilagdo ocorre predominantemente nos aminodcidos serina, treonina
e tirosina. A fosforilacdo em 97% dos casos ocorre em residuos de serina e
treonina, enquanto em residuos de tirosina ocorre apenas em taxas de 0.01 a
0.05% (Walton e Dixon, 1993).

Uma quantidade consideravel de informacdes estda disponivel sobre
estrutura, mecanismo de acao, funcao fisiolodgica e regulacao de cinases, contudo,
poucos estudos mostram evidéncias de que fosfatases estdo envolvidas em
funcdes essenciais nas plantas (Smith e Walker, 1996).

Em plantas, ja é sabido que a atividade fosfatasica acida aumenta com a
germinagao e crescimento da semente e os trabalhos sugerem que essas enzimas
estejam envolvidas na mobilizacdo de fosfato, contribuindo assim, para o
crescimento do eixo embriondrio (Kundu e Banerjee, 1990). Esse aumento na
atividade fosfatasica ja foi descrito em diferentes tecidos de mono e dicotiledéneas
(Jagiello e cols., 1992). A fosfatase secretada por cultura de células de
endosperma de milho, tem pH 6timo 5.5, e utilizando p-nitrofenil fosfato como
substrato foi inibida por fosfato inorganico, fluoreto e molibdato, sendo
caracterizada como uma fosfatase acida nao especifica (Miernyk, 1992). Também
em cultura de células de soja foi demonstrada a presenca de uma fosfatase acida
dependente de Mn*? como cofator e pH 6timo de 5.5 (LebansKy e cols., 1991).
Nos cotilédones de varias sementes o aumento da atividade fosfatasica foi

demonstrado. Como exemplo podemos citar: papoula (Chung e Polya, 1992), soja
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(Ullah e Gibson, 1988; Ferreira e cols., 1998), girassol (Park e Etten, 1986), Vigna
sinensis (Biswas e Cundiff,1991;Biswas e cols,1996), tremocos (Olczak e
cols,1997), milho (Rossi e cols., 1981) e Lupinus albus (Zheng e Duranti, 1995). A
atividade fosfatdsica também aumenta no eixo embrionario de sementes de
algodao (Bhargava e Sachar, 1983; Bhargava e Sachar, 1987), milho (Jagiello e
cols., 1992) e Vigna radiata (Kundu e Banerjee, 1990).
Em sementes de milho , Rossi e cols. (1981) descreveram a purificacdo de
uma atividade fosfatasica acida presente no cotilédone das sementes com 96
horas de germinacdo, com pH 6étimo 5.4, e massa molecular de 65 kDa que
apresenta 16% de agucares neutros na sua estrutura, ndo necessita de cations
para sua atividade e catalisa a hidrélise de glicose-6-fosfato. Também foram
demonstradas algumas propriedades cinéticas e estruturais dessa enzima no
estado de dorméncia e durante as primeiras 96 horas de germinagcédo. Segundo os
autores nao houve evidéncias de sintese de novo dessa enzima ou de que
modificagdes moleculares seriam responsaveis pelo aumento da atividade que
ocorre durante a germinacdo da semente (Teno e cols., 1987). Jagiello e cols.
(1992) identificaram trés atividades de fosfatase em sementes de milho com
especificidades diferentes para uma variedade de substratos fosforilados,
incluindo, fosfocaseina, pNPP, fosforilase a e varios fosfopeptideos contendo
fosfoserina e fosfotreonina.
Nesta tese, acompanhamos a atividade de fosfatasica acida ao longo da
germinagcdo de sementes de milho, em um periodo de 24 horas, visto que

segundo Bewley (1997), o processo de germinacao tem inicio com a entrada de

xciil



Discussao
agua na semente e esta completo quando uma parte do embrido, usualmente a
radicula, se estende para penetrar na estrutura que o rodeia.

Para isto resolvemos ensaiar homogenatos de embrides de milho para
detectarmos uma atividade fosfatasica, usando pNPP como substrato.
Observamos na figura 7 que existe um aumento de cerca de 6 vezes na atividade
do homogenato de 24 horas de germinacdao em relagdo ao homogenato de 0
horas. Este dado esta respaldado por trabalhos anteriores, que mostram um
aumento da atividade fosfatasica durante a germinacao. Mostramos também que
esta enzima apresenta um pH 6timo em torno de 4.5 - 5.5 (figura 8), que hidrolisa
pNPP em uma reacdo saturavel (figura 9 A) e apresenta-se linear até 60 minutos
de reacgdo a 37 °C (figura 9 B). Sabe-se que em condigdes de estresse salino a
atividade de fosfatases e cinases sao alteradas. Em sementes de alfafa o estresse
salino causado por NaCl foi capaz de aumentar a atividade cinasica, enquanto a
atividade fosfataisca foi inibida (Yupasins e cols., 1994). A figura 10 mostra que a
atividade fosfatasica das sementes de milho ndo é alterada pelo aumento da
concentracdo de NaCl no meio reacional, o que nao significa que esta atividade
nao seja alterada quando a semente € germinada em condicbes de estresse
salino.

Ao estudar o efeito de moduladores na atividade fosfatasica para uma
melhor caracterizacao do tipo de fosfatase presente (tabela I), observamos ser
esta enzima fortemente inibida por vanadato de sédio (ki = 0.025 mM), molibdato
de aménio (ki =z 0.075 uM) e sulfato de zinco, inibidores classicos de tirosina

fosfatases (Tonks e cols., 1988; Gellatly e cols., 1994; Fauman e Saper, 1996;
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Zapata e Sotomayor, 1998; Rotenberge Brautigan, 1987), além de fluoreto de
sodio (ki =z 0.022 mM), um reagente nucleofilico que tem sido identificado como
inibidor de uma variedade de enzimas como esterases, hidrolases e fosfatases
(Vifals e cols., 1993). Quanto as fosfatases, o NaF posssui caracteristicas de ser
um inibidor ndo competitivo e especifico para hidrolases da classe EC 3.6.1.17. O
ki descrito para sementes € de 2-3 uM e para tecidos de mamiferos é de 20 uM
(Edwards e Pearson, 1961; Guranowski, 1990). A enzima também teve sua
atividade inibida em cerca de 34% pela presenca de sulfato de cobre. Sabe-se que
0 cobre inativa a tirosina fosfatase de especificidade dupla do virus vaccinia, além
da PTP 1B, por oxidacao reversivel (Kim e cols., 2000). Inibidores de fosfatases
alcalinas como levamizole e tetramizole (Belle, 1972) nao alteraram a atividade
fosfatasica do homogenato total de embrides, assim como tartarato duplo de sodio
e potassio, um inibidor classico para fosfatases lisossomais secretadas (Araujo e
cols., 1976; Vihko e cols., 1993 e Ek-Rylander, 1997) também nao alterou a
atividade da enzima. Acido ocadaico, um inibidor classico de serina/treonina
fosfatases, também nao foi capaz de alterar a atividade da enzima, sugerindo que
este homogenato total de embrides com 24 horas de germinagdo, ndo apresenta
uma atividade do tipo serina/treonina fosfatase. Quando ensaiamos a atividade
pNPPasica na presenca de diversos ions (tabela Il), nenhum deles foi capaz de
induzir uma alteracao significativa da mesma.
Ao analisarmos a atividade desta enzima na presencga de outros substratos
além do pNPP, podemos observar a sua preferéncia por desfosforilar fosfotirosina,

apesar de desfosforilar com menor eficiéncia fosfoserina e fosfotreonina.
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O conjunto desses dados sugere que esta enzima apresenta caracteristicas
tipicas de uma tirosina fosfatase.

Além disso demonstramos que homogenato total de embrides em diferentes
horarios de germinacao apresentam proteinas fosforiladas em tirosina (figura 13) e
que essa fosforilagdo diminui ao longo da germinacao, sendo possivel visualizar
que, com 24 horas de germinacdo, o nivel de fosforilacdo dessas proteinas
diminui, em um sugestivo paralelo com o aumento da atividade da enzima
caracterizada.

Fosforilagdo em residuos de tirosina tem sido considerada como uma
modificacdo especifica para eucariotos que dispara eventos bioldgicos
importantes, como: transdug¢do de sinal, controle do crescimento, metabolismo e
transformacao maligna. Porém, na bactéria Acinetobacter johnsonii, existe uma
atividade tirosina fosfatasica que € amplamente inibida por molibdato de aménio e
vanadato de sédio (Grangeasse e cols., 1998). Em plantas, os niveis de proteinas
fosforiladas em tirosina sdo maiores dos que os encontrados em células animais
(Duff e cols., 1994). Sequéncias codificando proteinas com homologia com tirosina
fosfatases tem sido identificadas em arabidopsis, soja e ervilha (Fordham-Skelton
e cols., 1999). Em sementes de lentilha, uma tirosina fosfatase de baixo peso
molecular (30 kDa) foi identificada em 48 horas de germinacéo. A inducédo dessa
enzima foi inibida pelo tratamento com ciclohexamida e estimulada por
reguladores do crescimento da planta como auxina e acido giberilico. Esta enzima
€ ainda fortemente inibida por vanadato em concentracées uMolares, molibdato de

amoénio e pCMB. Esse trabalho mostrou pela primeira vez que a germinagao induz
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uma fosfatase acida de baixo peso molecular pertencente a familia das tirosina
fosfatases e que esta apresenta um papel na diferenciacdo e desenvolvimento
celular durante a germinagao da semente (Bose e Taneja, 1998).

Em raizes de Catharanthus roseus foi encontrada uma tirosina fosfatase na
fracdo sollvel e particulada, sendo sua atividade inibida por vanadato de sédio e
estimulada por B-mercaptoetanol. Além disso, concentracbes crescentes de
vanadato de sédio induziram o aumento na fosforilagdo de duas proteinas
presentes na fracao soluvel desta raiz (Zapata e Sotomayor, 1998). Uma fosfatase
acida de alto peso molecular purificada de batata € capaz de desfosforilar outros
fosfomonoésteres como pNPP, fosfoserina, fosfoenol piruvato e ATP,
apresentando maior especificidade com fosfotirosina (Gellatly e cols., 1994). Em
ervilha foi parcialmente purificada e caracterizada uma enzima com atividade
tirosina fosfatase, com massa molecular de 90 kDa e susceptivel a inibigao por
baixas concentracdes de vanadato e molibdato (Guo e Roux, 1995).

Todas essas tirosinas fosfatases aqui citadas, além da enzima apresentada
nesta tese, tem sido caracterizadas através das similaridades de suas
propriedades com as propriedades de tirosina fosfatases de mamiferos e
leveduras, que parecem estar envolvidas na regulagéo do ciclo e desenvolvimento
celular. Assim como as tirosina fosfatases de plantas, essas tirosinas fosfatases
frequentemente apresentam pH 6timo acido, sdo potentemente inibidas por
vanadato, molibdato e zinco, e catalisam a desfosforilagdo de pNPP assim como

de uma variedade de outros fosfomonoésteres (Walton e Dixon, 1993).
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A fosfatase encontrada em embriées de sementes de milho com 24 horas
de germinacéo foi purificada, como mostra a tabela Ill. Assim como as fosfatases
mostradas em sementes de trigo (Cheng e Tao, 1989), algodao (Bhargava e
Sachar, 1987), tremocos (Olczak e cols., 1997), girassol (Park e Etten, 1986) e
outras, ela parece ser uma glicoproteina, ja que se liga em coluna de afinidade do
tipo Concanavalina A (figura 15). Tal enzima apresenta uma massa molecular
aproximada de 112 kDa, estimada através do uso de padrées de peso aplicados
em coluna de filtracdo em gel (figura 18). Eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS apresenta trés subunidades com massas aproximadas de 70, 25
e 15 kDa foram estimadas pelo uso de padrdes de massa aplicados no mesmo gel
de poliacrilamida. Além disso, a atividade fosfatdsica da enzima eluida da fragao
30 da Superose 6 HR, foi inibida por inibidores classicos de tirosina fosfatases
(tabela I1V). Esse dado mostra que a enzima purificada se trata da mesma
fosfatase caracterizada em homogenato total de embrides de sementes de milho.
O desenvolvimento das plantas, comparado com os animais, € influenciado
muito mais pelo meio ambiente no qual elas crescem, sugerindo que as plantas
tem mecanismos que retransmitem sinais do meio ambiente para controlar a
divisdo celular e com isso o crescimento da planta. A maior parte da atividade
divisional nas plantas esta localizada em pequenos grupos de células, chamados
de meristemas, que estao sempre presentes no embridao e estdo ativos durante a
maior parte do ciclo de vida da planta (Boer e Murray, 2000). Como ja é descrito
que tirosina fosfatases estdo envolvidas em sinalizagdo, crescimento e

diferenciacao da célula e ciclo celular (Fauman e Saper, 1996), fomos observar se
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a fosfatase de embribes de milho poderia estar envolvida no processo da
germinacao, envolvendo o crescimento do embrido.Para isso decidimos investigar
a localizacdo da atividade fosfatasica em cortes de embrido com 24 horas de
germinacao.

A atividade fosfatasica foi ensaiada in situ na auséncia ou presenga de
inibidores de fosfatases. A marcacgao foi intensa na regidao dos meristemas apical
da raiz, coledptilo e das primeiras folhas (figura 19), locais estes de intensa
atividade celular. Em feijao uma fosfatase acida foi localizada apenas na parede
celular de duas das trés fileiras periféricas de células do cotilédone e sua
atividade nao foi detectada no embrido. A esta enzima foi proposto um papel na
mobilizacdo de fosfato organico durante a germinagdo, baseado no perfil de
hidrélise dos substratos testados (preferindo ATP e pirofosfato) e em sua
localizagao (Cashikar e cols., 1997). Chiatani e cols. (1991) demonstraram que o
padrdo de fosforilagdo de proteinas nucleares do meristema da raiz de ervilha é
diferente em proteinas nucleares purificadas de raiz em estado quiescente ou em
proliferacdo do meristema. Segundo os autores isto mostra que a variacdo da
fosforilacdo dessas proteinas deve estar relacionada com o estado de proliferacao
e diferenciacao da célula.

Em ovos de Xenopus foi demonstrado que varias proteinas tem o
seu padrao de fosforilagao alterado pela fertilizacao do ovo, e que ao trata-los com
um inibidor de tirosina fosfatase (Vanadato 1 mM) antes da fertilizac&o, a ativacéao
do ovo induzida pela fertilizagdo foi inibida. O tratamento destes ovos com

inibidores de tirosinas cinases também inibiram esta ativacao. Os autores sugerem
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que a fosforilagdo e a desfosforilagdo de proteinas em tirosina, tem um papel
importante na ativacéo do ovo induzida pelo esperma (Sato e cols., 1998). Como a
germinagao das sementes tem inicio com a entrada de agua, adicionamos a esse
processo de embebicdo inibidores de tirosina fosfatases para observarmos se o
crescimento do embrido seria afetado, assim como a atividade da enzima.

Como podemos observar as sementes tratadas com vanadato de sodio e
molibdato de amoénio apresentaram seus embriées com o crescimento retardado
como mostra a tabela de germinacao (tabela V). A atividade da enzima também foi
menor nos embrides das sementes tratadas pelos inibidores de tirosina fosfatases
(figura 21). No controle sem inibidores a atividade esta em torno de 250 nmol
pNP.mg ptn™'. min™', enquanto nas sementes tratadas com vanadato de sédio e
molibadato de aménio a atividade ficou em torno de 100 e 90 nmol pNP.mg ptn™.
min” respectivamente. Estes dados sugerem que o estado de fosforilacdo de
proteinas do embrido é um fator importante no processo de germinacao.

Intensas atividades metabdlicas ocorrem durante a embriogénese e o
desenvolvimento da semente. Apds atingir a maturidade, as sementes passam por
um processo de desidratacao e entram em dorméncia quando todas as atividades
metabdlicas cessam. O subsequente inicio da germinacao dispara o resurgimento
de atividades anabdlicas no embrido em crescimento, enquanto os cotilédones

das sementes em germinacdo passam por uma reversao drastica de suas

atividades, levando a mobilizacado e degradacao de reservas antes estocadas.
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A associacao de proteinas fosfatases e cinases com esses tecidos indicam
metabolismo e crescimento ativo, sugerindo o possivel envolvimento de
fosforilacao de proteinas em diferentes processos regulatérios nas varias fases da

semente (Mukhopadhyay e Singh, 1997).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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