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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar o desenvolvimento da semente de
Araucaria angustifolia através da protedmica comparativa, buscando compreender as
alteracdes fisiologicas e metabdlicas que ocorrem durante esse processo. Inicialmente,
foram avaliados trés diferentes metodologias de extracdo de proteinas. A metodologia
composta por solugéao de extracdo contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 1% de ditiotreitol,
2% de Triton-100, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil e 5 uM de pepstatina, seguido de
precipitagdo em 20% de acido tricloroacético apresentou géis de maior resolugéo e
reprodutibilidade, tendo sido escolhida como metodologia de extragcdo protéica para o
estudo das alteracbes no proteoma da semente de A. angustifolia. Uma dificuldade
associada ao estudo do proteoma de espécies ndo sequenciadas € a baixa
representatividade nos bancos de dados protéicos, resultando em identificacdes baseadas
em homologia. Estratégias protedmicas baseadas em fracionamento em gel resultam em
grandes contaminagdes por fragmentos de queratina. Sendo assim, foi desenvolvido um
programa de remogao de espectros de baixa qualidade para utilizagdo em protedmica
baseada em homologia. As analises mostraram que o programa reduz o tempo de busca,
melhora a qualidade dos alinhamentos e nao resulta em perda de identificagdes positivas.
Finalmente, utilizando as metodologias descritas, foram estudadas as alteracbes no
proteoma durante o desenvolvimento da semente de A. angustifolia. Noventa e seis
proteinas foram identificadas e agrupadas de acordo com sua fungao biologica e padrao de
deteccao. Os resultados obtidos permitiram o estabelecimento de marcadores protéicos no
inicio e final do desenvolvimento embrionario. A andlise das proteinas abundantes no inicio
da embriogénese indica um maior controle no metabolismo oxidativo em relagdo aos
estadios finais. Contrariamente, o final da embriogénese é caracterizado por um alto
metabolismo de assimilagao de carbono e acumulo de proteinas de reserva. As implicagoes
dos resultados obtidos no controle e melhoramento de sistemas de embriogénese somatica
na espécie também foram discutidas.



ABSTRACT

The aim of the present work was to characterize the seed development of Araucaria
angustifolia through proteomics in order to understand the physiological and biochemical
changes during this process. For that, initially, three different protein extraction methods
were evaluated. The extraction based on protein solubilization in 7 M urea, 2 M thiourea, 1%
dithiothreitol, 2% Triton-100, 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride, 5 uM pepstatin, followed
by 20% trichloroacetic acid precipitation showed the highest gel resolution and reprodutivity
and, thus, was chosen to be used in the analysis of the proteome of A. angustifolia seeds.
One aspect that hampers the proteome study of unsequenced species is the low protein
representativity in databases. So, protein identification is usually carried out through
homology. Strategies based on 2-DE result in high keratin contamination. In the present work
a spectra filtering software was developed and evaluated for use in homology driven
proteomics. The software reduced the time of search, improved alignment quality and did not
result in lost of positive identifications. Finally, using the described strategies, the changes in
the proteome of A. angustifolia seeds were studied. Ninety six proteins were identified and
classified according to their biological functions and expression profiles during seed
development. The identified proteins may be used as protein markers of early and late
embryogenesis. Proteins involved in the control of oxidative metabolism were highly
expressed during the early stages of seed development; while, carbon metabolism and
storage proteins were highly expressed in late stages. Considerations on the improvement
and control of somatic embryogenesis through medium manipulation and protein markers

screening using data generated are also discussed.
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CAPITULO 1. Introducéo geral

1. A espécie em estudo — Araucaria angustifolia

1.1. Distribuicdo e descricdo da area de ocorréncia

A familia Araucariaceae esta distribuida principalmente no Hemisfério Sul, ocorrendo
na Nova Caledbnia, na Nova Guiné, na Australia, na Nova Zelandia e na Ameérica do Sul
(SETOGUCHI et al., 1998). Na América do Sul, as principais espécies sado a A. araucanae a
A. angustifolia. A A. angustifolia € uma espécie nativa com ocorréncia natural nos estados
do Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul e com manchas esparsas em Sao Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro, ocupando uma area original de cerca de 200 mil quildbmetros
quadrados (AULER et al., 2002; GUERRA et al., 2002). Em conjunto a outras arbéreas de
grande porte, constituti a Floresta Ombrofila Mista que esté circunscrita a uma regiao de
clima pluvial subtropical em altitudes que vao de 500 a 1.200 m e com &rea original de
ocorréncia aproximada de 20 milhdes de hectares (GUERRA et al., 2002). As médias anuais
de precipitagdo no planalto central dos estados sulinos oscila entre 1.500 e 1.700 mm,
sendo maior na borda das Serras do Mar e Geral (MACHADO, 1980). A umidade
atmosférica na maior parte da regido de ocorréncia natural de A. angustifolia é bastante alta,
apresentando uma média anual em torno de 80% (MACHADO, 1980). A A. angustifolia é
uma espécie que ocorre em diferentes tipos de solos, mas de modo geral os solos
dominantes da regidao de ocorréncia natural da espécie sdo os siltico-argilosos, podendo

ainda ser encontrada em solos oriundos de granitos, dioritos e arenitos (MACHADO, 1980).

1.2. Aspectos morfoldgicos

As arvores de A. angustifolia possuem ciclo de vida longo, atingindo maturidade apés
15 anos de crescimento. As plantas sao didicas, raramente monoicas, apresentando até 50
m de altura, copa cdnica, com ramos primarios cilindricos, nos individuos jovens e,
posteriormente, corimbosa na maturidade, com ramos primarios verticilados e ramos
secundarios alternos, caducos e agrupados no apice dos ramos primarios (GARCIA, 2002).

As folhas verticiladas concentram-se na porgao terminal dos galhos, medem de 15 a 80 mm
5



de comprimento, e de 6 a 35 mm de largura com numerosas nervuras finas, que se
estendem da base ao apice, sem nervura central (REITZ e KLEIN, 1966). As folhas podem
ser oval-lanceoladas a estreito-lanceoladas, apide agudo, base decurrente, concavas,
glabras, coriaceas e com estdbmatos alinhados longitudinalmente (GARCIA, 2002). A
estrutura reprodutiva masculina apresenta de 10 a 15 cm de comprimento, e é constituida
por escamas coriaceas com 10 a 25 anteras elongadas, presas na fase ventral de cada
escama. As escamas encontram-se arranjadas em forma espiral e se abrem deixando o
poélen livre para ser transportado pelo vento até o estrébilo feminino. A estrutura reprodutiva
feminina, ou pinha, localiza-se no apice do ramo e é constituida por inUmeras bracteas

coriaceas com 6vulo, inseridas sobre um eixo central (REITZ e KLEIN, 1966).

1.3. Embriogénese zigdtica e desenvolvimento da semente

De maneira geral, pode-se identificar duas fases distintas na embriogénese de
coniferas: a primeira fase inicia-se com a formagéao do zigoto e termina com os cotilédones
completamente formados; e a segunda fase, que compreende o estadio de maturagao da
semente (Figura 1).

Como em outras espécies de coniferas, a embriogénese zigoética de A. angustifolia é
caracterizada pela presenca de uma etapa de nucleos livres, quando ocorrem sucessivas
divisdes nucleares sem a biossintese de parede celular (CAIRNEY e PULLMAN, 2007). Em
espécies de Araucariaceae, ha a formagdo de 32 a 64 nucleos livres antes do inicio da
formacao das paredes celulares (GUERRA et al., 2008). A polaridade dos pro-embrides
ocorre pela organizacao dos nucleos livres, constituindo trés tipos celulares bem definidos:
as células do suspensor, da capa e do grupo embrionario (GUERRA et al., 2008).

A poliembrionia também é um fen6meno comum nas coniferas e é definida pela
presenca de mais de um embrido nos estadios iniciais do desenvolvimento da semente.
Existem dois tipos de poliembrionia, a poliembrionia polizigbtica e a poliembrionia por
clivagem. Em muitas espécies de Pinus, ocorrem os dois tipos de poliembrionia, sendo que,
por poliembrionia polizigtica, dois ou mais O6vulos sdo fecundados em um mesmo

megagametofito, produzindo separadamente pré-embrides, ou seja, cada arquegdnio produz
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um Unico pro-embrido. Posteriormente, cada pro-embrido formado sofre poliembrionia por
clivagem, onde se dividem por processo de clivagem em até oito pr6-embrides. Em espécies
do género Araucaria foi observada somente a poliembrionia polizigética (GIFFORD e
FOSTER, 1989).

A fase pro-embrionaria envolve todos os estadios pds fecundagéo, até que o pré-
embrido cesse o alongamento do suspensor (HAINES e PRAKASH, 1980). Esse fendmeno
€ de fundamental importancia, ja que permite o direcionamento do embrido em diregcédo ao
megagametoéfito (DOGRA, 1978). Nos estadios iniciais do desenvolvimento do embrido, o
suspensor representa a principal via de transporte de nutrientes para o pré-embrido

(ASTARITA, 2000).

DESENVOLVIMENTO EMBRIONARIO EM CONIFERAS (PINACEAE)

pro-embrionia embriogénese inicial embriogénese tardia maturacio
/ meristema testa
. linar g
megagametdéfito ma_ssg X cotilédones caul - _\

embrionaria | P y / 1

A N = | \
) : g £ { \\\
rnE 00 > £ \
iVPE  faTe\E e €A | R | |

v AT  suspensor, | | 75 | et |
elelv 2. s ';» % ’i\ |
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J A ] ‘ | 4-!
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:U - camada superior N fonia por clivagem TORPEDO SEMENTE gametdfito

Figura 1: Aspectos do desenvolvimento do embrido de Pinus taeda. Adaptado de VON
ARNOLD et al. (2002).

Apdés o final do estadio pro-embrionario, o suspensor degenera e ocorre um
transiente aumento dos niveis de acido indol-3-acético (AlA) nos tecidos embriondrios
(ASTARITA et al, 2003) e deposicdo de materiais de reserva principalmente nos
cotilédones, cujas reservas sao supridas por nutrientes presentes na camada de corrosao
do megagametdéfito (DOGRA, 1978). O armazenamento de reservas comega nos tecidos
mais externos do megagametodfito, possibilitando que o eixo embriondrio aumente de
tamanho. A formacgéao do tecido de reserva, ou seja, do megagametoéfito e dos cotilédones, é
caracterizada pelo aumento do numero e tamanho das células, muitas das quais
multinucleadas e com o citoplasma espesso, devido a presenca de proteinas e um grande
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numero de graos de amido (HAINES, 1983). Finalmente, quando os cotilédones completam
a sua formacéo, tem inicio a fase de maturagdo da semente, a qual é caracterizada pela
diminuicao nos niveis do AlA e acido giberélico (GA), e aumento da concentragao do acido
abscisico (ABA) (ASTARITA et al., 2003; SILVEIRA et al., 2008).

A A. angustifolia € uma espécie recalcitrante, cujas sementes maduras perdem a
viabilidade, rapidamente, em condi¢des convencionais de armazenamento. Embrides
maduros de A. angustifolia armazenam grandes quantidades de agua (100 a 130% de teor
hidrico) e sofrem danos irreversiveis quando submetidos a desidratacdo, como a
degradacdo de membranas e desintegracdo nuclear (ESPINDOLA et al., 1994). Andlises
histolégicas de embrides maduros mostram a presenga de vacuolos armazenadores de
proteinas nos embrides maduros, mitocondrias diferenciadas e ativas no citoplasma
embrionario, além de presenca de grande quantidade de agua livre, caracteristicas de
recalcitrantes (ESPINDOLA et al., 1994; PANZA et al., 2002). Os embrides de A. angustifolia
apresentam alteracdes estruturais e tornam-se inviaveis quando o teor hidrico atinge valores

inferiores a 70% (TOMPSETT, 1984; FARRANT et al., 1989).

1.4. Importancia econémica e exploragcao

As utilizagbes mais comuns da A. angustifolia sempre estiveram associadas a
obtencdo de madeira para tabulados, vigamentos, caixas, méveis, instrumentos musicais,
artigos de esporte, ferramentas e fabricagdo de compensados (GUERRA et al., 2002). A
madeira serrada e laminada nessa espécie foi, por um longo periodo, um dos produtos mais
importantes na exportagédo brasileira. Além disso, a madeira da espécie contém 58% de
celulose, 29% de lignina e fibras longas de alto rendimento em celulose, tornando-a muito
atraente para as industrias de papel e celulose (GUERRA et al., 2008).

Um outro produto da arvore muito utilizado por populagdes locais € a semente,
também conhecida como pinhdo (CONFORTI e LUPANO, 2007). O pinhdo é uma fonte rica
de amido, possuindo também proteinas, lipidios, aglcares, fibras, magnésio e cobre, em
menores quantidades (CORDENUNSI et al., 2004). Além disso, a coloragdo avermelhada da

casca da semente madura indica a presenca de compostos polifendlicos, benéficos ao
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sistema vascular e ao combate do cancer. Estes compostos, presentes na casca sao
transferidos para o gametéfito quando do cozimento da semente para consumo
(CORDENUNSI et al., 2004).

A exploragéo de A. angustifolia pelo homem intensificou-se a partir de 1934 e teve
seu auge entre as décadas de 1950 e 1970, quando o metro cubico da espécie era o
produto madeireiro mais importante do Brasil (SHIMIZU e OLIVEIRA, 1981; SEITZ, 1986).
Em virtude do intenso desmatamento e do consumo sem preocupa¢cées com 0 manejo e
conservagao, a producao de madeira tendeu a um esgotamento das reservas naturais. Esta
situacao prejudicou o abastecimento de matéria-prima para a industria e alterou a fisionomia
de extensas areas no Sul do Brasil (GUERRA et al., 2008). O intenso processo de
exploracao predatoria colocou a espécie na lista daquelas criticamente em perigo pela IUCN
(The World Conservation Union) e fez com que as reservas fossem severamente reduzidas
nos estados do Parana e Santa Catarina, e praticamente exauridas no estado de Sao Paulo.
Atualmente, as reservas naturais dessa espécie estdo limitadas a valores entre 2% a 4% da

area original no pais (GUERRA et al., 2002).

1.5. Aspectos biotecnoldgicos

Técnicas biotecnolégicas baseadas na embriogénese somatica podem ser
alternativas viaveis para a propagacao de A. angustifolia (HANDRO et al., 1988; GUERRA et
al., 2002). A embriogénese somatica € um processo onde através da técnica de cultivo in
vitro, células isoladas ou um pequeno grupo de células somaticas dao origem a embrides
(TAUTORUS et al., 1991), numa sequéncia morfogenética que se aproxima aos eventos
representativos da embriogénese zigoética. Este processo pode ser dividido em quatro fases:
1) a indugcao em meios de cultura contendo auxinas (mais frequente) e citocininas (menos
frequente); 2) multiplicacdo em meios de cultura contendo auxinas em baixa concentragéo;
3) maturagédo em presenca de ABA e/ou contendo agentes osméticos e; 4) germinacao em
meios de cultura isentos de fitorreguladores (TAUTORUS et al., 1991).

Comparativamente as demais técnicas de micropropagagdo, a embriogénese

somatica apresenta as seguintes vantagens: a) permite a obtencdo de uma grande
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quantidade de propagulos (embrides somaticos); b) permite um alto grau de automatizagéo,
reduzindo os custos por unidade produzida; c) os embrides somaticos podem ser produzidos
de forma sincronizada, com alto grau de uniformizagdo e pureza genética; d) pode ser
utilizada como uma ferramenta integrada a programas de melhoramento genético florestal,
em especial, quando associada a técnica de criopreservacao; e) pode ser utilizada para a
producao de metabdlitos secundarios (MERKLE e DEAN, 2000).

Em A. angustifolia, a embriogénese somatica compreende uma sequéncia de etapas
que incluem a inducdo e a multiplicacdo de complexos celulares suspensor-embrionarios,
que sao os precursores dos embrides somaticos (GUERRA et al., 2008). A estratégia
empregada no estabelecimento da embriogénese somatica em A. angustifolia consiste em:
um ciclo de indugdo e multiplicacdo de culturas embriogénicas, originadas a partir do
embrido zigético imaturo pela adicdo de auxinas e citocininas (Figura 2A); e um ciclo de
maturacdo, promovido por altera¢des no balan¢o de reguladores de crescimento e fontes de
carbono adicionados ao meio de cultura (Figura 2B). O resultado destas etapas leva a

formacao de embrides somaticos maduros (STEINER, 2005; GUERRA et al., 2008).

Planta | [F:
matriz | |
l Multiplicacdo

Embriao
zigotico

Ciclo Inibicao da

clivagem

Ciclo de
maturagao

repetitivo

A B

Inducédo Cultura

embriogénica

!

Maturagéo dos
embrides somaticos

l 'a
estabelecimento W
ex vitro Germinacao .

Figura 2: Esquema da modulagao de culturas embriogénicas de A. angustifolia, por meio de

ciclo repetitivo de multiplicacao e ciclo de maturagcéo. Adaptado de STEINER (2005).
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As condicoes basicas e os fatores que afetam a indugdo, manutencdo e
multiplicacdo de culturas embriogénicas de A. angustifolia ja foram estabelecidas em varios
estudos (DOS SANTOS et al., 2002; GUERRA et al., 2002; SILVEIRA et al., 2002; STEINER
et al., 2005). Adicionalmente, sabe-se que as taxas de multiplicagéo e rotas morfogenéticas
podem ser influenciadas pela adicdo de ABA, agentes osméticos, carvao ativado, poliaminas
e 6xido nitrico nos meios de cultura (ASTARITA, 2000; SILVEIRA et al., 2002; STEINER et
al., 2005; STEINER et al., 2007). Entretanto, os eventos tardios da embriogénese somatica
nesta espécie ainda nao estdo suficientemente elucidados e frequentemente resultam na
producdo de embrides soméaticos de baixa qualidade. Esta condicdo € limitante para a
utilizagdo desta estratégia em programas de conservagdo ou como ferramenta no
melhoramento genético da espécie. Além disso, em coniferas, métodos de propagagao por
estaquias sado de dificil controle, devido a relacdo inversa entre a idade das plantas
doadoras e a capacidade de enraizamento das estacas (STASOLLA e YEUNG, 2003).
Portanto, embora as sementes de A. angustifolia sejam recalcitrantes e, consequentemente,
de dificil armazenamento (ESPINDOLA et al., 1994; PANZA et al., 2002), o reflorestamento

ainda é realizado por plantio e dispersao de sementes (GUERRA et al., 2002).

2. A proteémica em plantas

Nas ultimas décadas, os cddigos genéticos de diversos organismos tém sido
sequenciados, representando um importante avango do conhecimento na area genomica.

“A

No contexto das “6micas”, grande énfase tem-se dado para a genémica funcional, que visa
a identificacdo da sequéncia e fungdo dos genes e proteinas através de estudos do
transcriptoma e proteoma dos organismos (DIAS et al., 2007).

As avaliagbes da expressdo génica em nivel do transcriptoma podem fornecer
informacdes importantes sobre a carga genética transcrita de um organismo em um
determinado momento; entretanto, ela nao reflete diretamente a expressdo das proteinas

(CHEN e HARMON, 2006). Ap6s a transcricdo, podem ocorrer modificagbes pos-

transcricionais e pds-traducionais, com alteracdo da conformacao espacial de proteinas, e
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que resultam em classes protéicas que bioquimica e estruturalmente podem desempenhar
diferentes funcdes metabdlicas (CHEN e HARMON, 2006).

A protebmica € o estudo sistematico de um proteoma, ou conjunto de proteinas
expressas pelo genoma de um organismo (WASINGER et al., 1995), que permite avaliacoes
quantitativas e qualitativas de proteinas que atuam no metabolismo celular (PARK, 2004;
CHEN e HARMON, 2006). Consequentemente, a identificacdo de proteinas expressas
durante o desenvolvimento vegetal permite a caracterizacdo de diferentes eventos
fisiologicos que ocorrem nas células, tecidos e 6rgaos das plantas (KORMUTAK et al.,
2006). Em geral, a protebmica possui muitas aplicagcbes como no: a) estudo da expressao
diferencial de proteinas; b) estudo de modificagbes pds-traducionais; c) estudos de interagao
proteina-proteina; d) estudo estrutural; e e) estudo da fungao das proteinas (DIAS et al.,
2007).

Nos ultimos anos varios trabalhos tém enfocado a caracterizagdo da dinamica de
proteinas ao longo do desenvolvimento vegetal (CANOVAS et al., 2004; PARK, 2004;
HOCHHOLDINGER et al, 2006). A dindmica da proteinas em um sistema vivo é
influenciada por diversos fatores, internos e externos, que determinam modificagcoes
estruturais e a conformacgéo das proteinas. Neste sentido, o estudo e a caracterizagéo de
mapas protedmicos apresentam-se como importantes ferramentas complementares aos
estudos anatémicos, fisiolégicos e de genémica. A andlise do proteoma permite examinar
simultaneamente alteragdes e classificar padrdes temporais de acumulo de proteinas que
ocorrem durante o desenvolvimento da semente, permitindo a identificagdo de proteinas
marcadoras estadio especificas (DIAS et al., 2007).

Com o0s recentes avancos nas técnicas de 2-DE, como o aumento da
reprodutibilidade pelo uso de gradientes imobilizados de pH, a visualizagdo de imagens e
aumento de sensitividade de deteccdo; e nas andlises por espectrometria de massas, como
o aumento de sensitividade, resolucéo e velocidade de aquisicao de dados, a protedmica
tem se tornado uma estratégia alternativa no estabelecimento de marcadores bioquimicos e
uma das mais utilizadas para andlises metabdlicas e de expressdao génica global

(SHEORAN et al., 2005; PAWLOWSKI, 2007).
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Devido a grande diversidade de proteinas acumuladas nos compartimentos
celulares, as diferentes metodologias para o estudo do proteoma nao sao simples (GORG et
al., 2004). As duas metodologia mais utilizadas atualmente envolvem: a) a eletroforese
bidimensional (2-DE) combinada a espectrometria de massas; e b) andlises em “shotgun”,
como a tecnologia de identificacdo protéica multidimensional (MudPIT) (AEBERSOLD e
MANN, 2003).

A 2-DE foi desenvolvida no inicio da década de 1970 e ainda é uma das técnicas
mais utilizadas para o fracionamento protéico (CHEN e HARMON, 2006). A primeira etapa
do processo consiste na separagdo das proteinas de acordo com seus pontos isoelétricos
(pls) e, posteriormente, de acordo com suas massas moleculares relativas (Mr). Esta
situacdo permite o fracionamento de milhares de proteinas, além da obtencdo de
informagdes fisico-quimicas das mesmas. Posteriormente, os géis sdo corados,
digitalizados, e as imagens produzidas analisadas através de programas de andlise de
imagens (Figura 3A) (CHEN e HARMON, 2006). Além da 2-DE, outras técnicas de
fracionamento protéico também tém sido utilizadas com sucesso, como a MudPIT em que
os peptideos, previamente digeridos em uma solugdo protéica, sdo fracionados em uma
coluna de troca catiénica e, posteriormente, em uma fase reversa (Figura 3B) (AGRAWAL et
al., 2008). Alternativamente, a eletroforese unidimensional também pode ser utilizadas para
fracionamento de misturas protéicas complexas, permitindo analises globais do proteoma
em estudo, ja que permite a melhor detecgao de proteinas pouco abundantes (Figura 3C)

(GAO et al., 2008).
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Figura 3: Metodologias de preparo de amostras protéicas para identificacdo por
espectrometria de massas. A. Fracionamento protéico por eletroforese bidimensional (2-
DE), seguido de excisédo e digestao de proteinas in gel. B. Obtencao de peptideos tripticos
diretamente da solucao protéica. C. Fracionamento protéico por SDS-PAGE (1-DE), seguido
de corte e digestao in gel. D. Fracionamento por CLAE.

Atualmente, independente da estratégia utilizada, o procedimento padrdo para
identificacdo de proteinas inicia-se com a digestdo enzimatica (OLSEN et al., 2004).
Posteriormente, os peptideos sdo fragmentados em um espectrometro de massas, gerando
espectros do tipo MS/MS, os quais séo utilizados nas buscas em bancos de dados. Os
programas utilizados na busca de dados baseiam-se na comparacdo entre o padrdo de
fragmentagdo tedérico de uma proteina e o espectro de fragmentagdo obtido
experimentalmente. A estratégia de identificacdo por MS/MS, que permite a determinacao
precisa da sequéncia experimental de aminoacidos, € mais precisa do que a identificagao de
proteinas baseada somente na comparagdo entre as massas dos fragmentos tripticos,
chamada de “peptide mass figerprinting” (PMF) (CHEN e HARMON, 2006).
Alternativamente, os espectros do tipo MS/MS também permitem buscas por similaridade de

sequéncias entre organismos proximos, através da reconstrugcdo da sequéncia de
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aminoacidos manual ou automaticamente. Essa estratégia € muito interessante quando o
organismo estudado possui baixa representatividade nos bancos de dados (CHEN e
HARMON, 2006).

Os primeiros estudos envolvendo variagdes no proteoma durante o desenvolvimento
e germinacao de sementes foi realizado em Arabidopsis thaliana e Medicago truncatula
(GALLARDO et al., 2001; GALLARDO et al., 2003). Trabalhos semelhantes tém sido
realizados em outras espécies modelos e naquelas que apresentam valor econémico, como
Glycine max, Oryza sativa, Lycopersicum esculentum, Triticum aestivum e Hordeum vulgare
(Tabela 1). Entretanto, poucos estudos foram realizados com espécies arboéreas. Destacam-
se os trabalhos realizados por SALLANDROUZE et al. (2002), que estudaram a dindmica da
expressao protéica durante as etapas finais do desenvolvimento embrionario, avaliando a
mobilizacdo de proteinas de reserva e a expressao de proteinas “late embryogenesis
abundant” (LEA) na conifera Cupressus sempervirens; e o trabalho de PAWLOWSKI (2007)
que realizou um estudo do acumulo diferencial de proteinas durante a germinacao de
sementes dormentes Fagus sylvatica.

Recentemente, DOS SANTOS et al. (2006) realizaram analises qualitativas e
quantitativas dos mapas protedmicos obtidos por 2-DE de diferentes estadios do
desenvolvimento da semente de A. angustifolia. Embora ndo tenham sido utilizadas técnicas
de espectrometria de massas para a identificacdo de proteinas, a presenca de
arabinogalactanos e proteinas do tipo quitinases foi detectada por coloragdo imunolégica e
utilizagao de substratos especificos em analises por eletroforese unidimensional.

SILVEIRA et al. (2008) realizaram um estudo comparativo entre o proteoma dos
estadios torpedo e maduro em A. angustifolia. Foram identificadas alteragbes no padrao
eletroforético entre os diferentes materiais estudados. Entretanto, ndo foram realizadas
andlises quantitativas dessas variagées. Adicionalmente, os pesquisadores utilizaram a
estratégia de identificacao de proteinas por PMF para a identifcar proteinas observadas
exclusivamente no estadio maduro, tendo sido identificadas a enzima fosfoinositideo

fosfatase, uma proteina LEA e uma proteina de reserva do tipo vicilina.
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Tabela 1. Espécies cujas sementes foram estudadas utilizando abordagem protedmica.

Familia Espécie Assunto Referéncia
Brassicaceae Arabidopsis thaliana Protedmica comparativa durante germinagao (GALLARDO et al., 2001)
Protedmica comparativa entre diferentes 6rgéos e sementes (GIAVALISCO et al., 2005)
Estudo do metabolismo e processamento de proteinas de reserva (HIGASHI et al., 2006)
Mecanismos de controle da dorméncia em sementes (CHIBANI et al., 2006)
Efeito do 4cido salicilico nos mecanismos de defesa durante a (RAJJOU et al., 2006)
germinacdo
Protedmica durante o armazenamento de sementes (RAJJOU et al., 2008)
Fabaceae Medicago truncatula Protedmica durante a maturagio (GALLARDO et al., 2003)
Caracterizacdo do proteoma nuclear durante maturagdo (REPETTO et al., 2008)
Glycine max Protedmica durante o desenvolvimento da semente e em relagdo a (AGRAWAL et al., 2008)
sementes oleaginosas
Identificac@o de proteinas alergénicas em sementes (MAGNI et al., 2005)
Protedmica durante o desenvolvimento da semente (HAJDUCH et al., 2005)
Protedmica comparativa entre diferentes gendtipos e respectivos (XU et al., 2007)
alergénicos
Lupinus albus Identificac@o de proteinas alergénicas em sementes (GOGGIN et al., 2008)
Poaceae Oryza sativa Efeito da temperatura no actimulo diferencial de proteinas durante o (LIN et al., 2005)
desenvolvimento da semente
Protedmica durante a germinacao (YANG et al., 2007)
Mecanismos de regulacdo oxidativa durante a germinacao (YANO e KURODA, 2006)
Hordeum vulgare Protedmica durante o desenvolvimento da semente (FINNIE et al., 2002)
Efeito da transgenia e de fatores ambientais no proteoma da semente (FINNIE et al., 2004)
Protedmica comparativa durante a germinagdo (BONSAGER et al., 2007)
Triticum aestivum Caracterizac@o de proteinas de reserva associadas a cromossomos (ISLAM et al., 2002)
telocéntricos no endosperma
Chenopodiaceae Beta vulgaris Protedmica comparativa entre tecidos da semente durante a (CATUSSE et al., 2008)
maturagio
Brassicaceae Brasica napus Protedmica durante o desenvolvimento da semente (HAJDUCH et al., 2006)
Asteraceae Helianthus annuus Protedmica comparativa entre diferentes gendtipos (HAJDUCH et al., 2007)
Euphorbiaceae Ricinus communis Protedmica do reticulo endoplasmdtico durante o desenvolvimento da (MALTMAN et al., 2007)
semente e germina¢do
Cupressaceae Cupressus sempervirens Prote6mica durante o desenvolvimento da semente (SALLANDROUZE et al., 2002)
Fagaceae Fagus sylvatica Efeito do 4cido absisico e de giberelinas na quebra da dorméncia (PAWLOWSKI, 2007)
Araucariaceae Araucaria angustifolia Protedmica comparativa entre o inicio e final do desenvolvimento (SILVEIRA et al., 2008)

embriondrio

Protedmica durante o desenvolvimento da semente

(DOS SANTOS et al., 2006)

Embora tenham sido obtidos avancos na proteémica da semente de A. angustifolia,

ndo existem investigacbes em larga escala sobre as alteragbes do proteoma de A.

angustifolia durante o desenvolvimento da semente e o processo de embriogénese zigotica.
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3. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo do desenvolvimento da
semente de A. angustifolia através da protedbmica comparativa. Foram propostos os

seguintes objetivos especificos:

e Estabelecimento de uma metodologia de extracdo de proteinas de A. angustifolia
para uso em sistemas de 2-DE;

e Desenvolvimento de programa computacional para aumento da eficiéncia de
identificagdes protéicas por similaridade de sequéncias nesta espécie, cujo genoma
ainda nao é sequenciado;

e Estudo das alteragdes no proteoma durante o desenvolvimento da semente.
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CAPITULO 2. Selecao de metodologia de extracdo de proteinas de embrides de
Araucaria angustifolia para utilizacao em sistemas de eletroforese

bidimensional

1. Resumo

O preparo de amostras protéicas € uma etapa crucial na eletroforese bidimensional
(2-DE). Tecidos vegetais sao ricos em fendis, carboidratos e lipidios, fato que pode interferir
na obtencdo de géis reprodutiveis e de alta resolugdo. No presente trabalho, foram
avaliados trés diferentes metodologias de extragdo de proteinas de embriées cotiledonares
de A. angustifolia: a) solubilizagdo e precipitagdo em acido ticloroacético (TCA); b) extragao
bifasica em fenol seguido de precipitagdo em acetato de aménio; ¢) extracdo em solugao de
uréia e tiouréia seguido de precipitagdo em TCA. Os géis 2-DE obtidos, através da terceira
metodologia de extragcao apresentaram maior resolugao, reprodutibilidade e niumeros total e

especifico de “spots” detectados.

2. Introducao

A estratégia mais utilizada para analise do proteoma em plantas consiste na
sequéncia: 1) extragdo de proteinas em tampao com agentes caotropicos, 2) separagao
protéica através de 2-DE em gel de poliacrilamida, 3) digestdao de “spots” in gel, 4)
identificacdo da proteina por espectrometria de massas, e 5) buscas em bancos de dados
disponiveis (GIAVALISCO et al., 2003).

A 2-DE é uma das ferramentas mais poderosas da protedbmica na separagao e
quantificacao de proteinas (NATARAJAN et al., 2005). O uso de gradientes imobilizados de
pH (IPG) na focalizacao isoelétrica, e a otimizagdo no processo de aplicagao das amostras
tém permitido a utilizacdo de quantidades cada vez menores de proteinas e maior
reprodutibilidade nos géis estudados (WESTERNMEIER, 2001). Na 2-DE, o preparo da

amostra é uma etapa crucial. A solubilizacdo e extracdo incompleta de proteinas podem
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afetar o processo e, consequentemente, comprometer o estudo do proteoma de um tecido,
6rgao ou organismo (ISLAM et al., 2004; CARPENTIER et al., 2005). Em tecidos vegetais, a
etapa de extragdo requer maior atencao, ja que grande parte do volume da célula é ocupada
pela parede celular e vacuolos, os quais acumulam grande quantidade de moléculas que
podem interferir na protedmica, como o0s acidos orgéanicos, carboidratos, lipidios e fendis
(HOCHHOLDINGER et al., 2006).

Durante o preparo das amostras para 2-DE, as proteinas precisam ser solubilizadas,
desnaturadas e reduzidas sem alterar suas cargas e massas moleculares (VALCU e
SCHLINK, 2006). Atualmente, diferentes metodologias de extracdo tém sido descritas para
contornar os problemas referentes a quantidade de interferentes e a baixa concentragao de
proteinas em células vegetais. Apesar dos avangos, a maioria dos trabalhos faz uso da
metodologia tradicional de extracdao, onde é utilizado TCA e acetona, seguido de
ressolubilizacdo das proteinas em tampdes contendo agentes caotrdpicos e detergentes
(SARAVANAN e ROSE, 2004). Dessa maneira pode-se obter extratos protéicos em alta
concentracdo e livre de contaminantes; embora compostos poliméricos, como os
polissacarideos e os polifenois, ndo sao retirados através dessa metodologia (SARAVANAN
e ROSE, 2004).

Além dos compostos fendlicos, terpenos e acidos graxos, os carboidratos podem
interferir na 2-DE (CARPENTIER et al., 2005). Carboidratos, como o amido, podem bloquear
os poros dos géis de acrilamida, causando precipitagcdo, aumento no tempo de focalizagéo,
rastros e perda de proteinas durante a focalizagao isoelétrica (CARPENTIER et al., 2005).
Sementes de A. angustifolia possuem uma grande quantidade de compostos polifendlicos
gue na sua maioria esta limitada aos tecidos da testa da semente. A sua transferéncia para
o megagametdéfito ocorre apenas apdés o cozimento da semente para consumo, mais
especificamente, para a alimentagcdo humana (CORDENUNSI et al, 2004). Em A.
angustifolia, o metabdlito de reserva mais abundante é o amido (CORDENUNSI et al., 2004;
CONFORTI e LUPANO, 2007; 2008). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi estabelecer
uma metodologia adequada para a extragdo de amostras protéicas a ser utilizada em

sistemas 2-DE nos embrides de A. angustifolia.
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3. Materiais e métodos

3.1. Material vegetal
Foram utilizadas sementes de A. angustifolia, coletadas no municipio de Bom Retiro
— SC (27°47'S e 49°29'W) em abril 2005. Os embrides, no estadio cotiledonar, foram

isolados e armazenados a -80°C para avaliagdes posteriores.

3.2. Extracao de proteinas
Para cada extrato protéico, 10 embrides cotiledonares foram pulverizados em
nitrogénio liquido. Foram utilizados 500 mg do p6 e avaliadas as seguintes metodologias de

extracao (Figura 1).

3.2.1. Metodologia 1: Precipitagao em solugdo de &acido tricloroacético

Essa metodologia foi baseada naquela descrita por DAMERVAL et al. (1986). O
material pulverizado foi ressuspendido em solu¢do de acetona contendo 20% de TCA, 0,2%
de ditiotreitol (DTT), 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 5 uM de pepstatina. As
proteinas foram precipitadas, por 12 h, a temperatura de -20°C. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas por 30 min a 12000 g (4°C), o sobrenadante descartado e as proteinas
lavadas por trés vezes em acetona gelada contendo 0,2% de DTT. Finalmente, as proteinas
foram ressupendidas em solugao contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 1% de DTT, 2% de
Triton-100, 2% de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare, Chalfont St. Giles, England), 1 mM

de PMSF e 5 uM de pepstatina.
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Figura 1: Metodologias de extragcdo de proteinas de embribes de A. angustifolia.
Metodologia 1: solubilizagdo e precipitagdo direta em &cido tricloroacético (TCA).
Metodologia 2: extracdo em tampao fenol e precipitacdo em acetato de amonio.
Metodologia 3: extracdo em solugdo de uréia-tiouréia seguido de precipitacdo em TCA.

*

EDTA: acido etilenodiaminotetracético. adicionado 1% de ditiotreitol, 1 mM de

fenilmetilsulfonil e 5 uM de pepstatina nas solucéo.

3.2.2. Metodologia 2: Extracdo em tampd&o fenol e precipitagdo em acetato de aménio

Essa metodologia foi baseada naquela descrita por CARPENTIER et al. (2005). O
material pulverizado foi ressuspendido em tampéao de extragdo contendo 50 mM de Tris HCI
pH 8,8, 5 mM de acido etilenodiaminotetracético (EDTA), 100 mM de KCI, 1 mM de PMSF, 5
UM de pepstatina, 30% de sacarose e 1% de DTT. Apds agitagao por 30 s, foi adicionado o
tampéao Tris-fenol (pH 8,0, GE Healthcare) e o material agitado novamente por 15 min.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada por 3 min (6000 g a 4°C), a fracdo fendlica
coletada e as proteinas precipitadas por 12 h pela adigdo de cinco volumes de solugao

metanolica contendo 100mM de acetato de amoénio a -20°C. Finalmente, as proteinas foram
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ressuspendidas em tampao contendo 7M de uréia, 2M de tiouréia, 1% de DTT, 2% de
Triton-100, 2% de IPG Buffer pH 3-10, 1imM de PMSF e 5uM de pepstatina, como descrito

na segao 3.2.1.

3.2.3. Metodologia 3: Extragcdo em solugdo de uréia-tiouréia

Essa metodologia foi baseada naquelas descritas por CARPENTIER et al. (2005) e
NATARAJAN et al. (2005). O material pulverizado foi ressuspendido em solucao de extracao
contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 1% de DTT, 2% de Triton-100, 1 mM de PMSF e 5
UM de pepstatina. Cada uma das amostras foi agitada por 15 min, centrifugada por 5 min
(12000 g a 4°C) e, no sobrenadante coletado, as proteinas foram precipitadas, por 1 h, em
solucdo de acetona contendo 20% TCA e 0,2% de DTT. Ap6s centrifugacédo (12000 g a 4°C)
por 30 min, as proteinas lavadas por trés vezes em acetona gelada contendo 0,2% de DTT.
Finalmente, as proteinas foram ressupendidas em tampao contendo 7 M de uréia, 2 M de
tiouréia, 1% de DTT, 2% de Triton-100, 2% de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare), 1 mM

de PMSF e 5 uM de pepstatina, como descrito na se¢ao 3.2.1.

3.3. Quantificagcao de proteinas
O conteudo de proteinas nos extratos foi determinado pelo 2-D Quant Kit (GE

Healthcare), contendo albumina sérica bovina como padréo.

3.4. Eletroforese bidimensional

As amostras foram diluidas em tampéao de reidratagdo, contendo 7 M de uréia, 2 M
de tiouréia, 2% de CHAPS, 2% de IPG Buffer pH 4-7, 1% de DTT e 0,002% de azul de
bromofenol, até a concentracdo de 570 ug de proteinas por 1 mL de extrato. Para cada gel,
foram utilizados 200 ug de proteinas, carregados simultaneamente a reidratagéo, em tira de
IPG (GE Healthcare). Foram utilizadas tiras de 18 cm com faixa de separacgéo linear de pH
4-7. A reidratagdo foi realizada por 12 h, e a focalizagédo isoelétrica foi realizada em uma
unidade de IPG Phor Il (GE Healthcare), a temperatura de 20°C, com limite de corrente de

50 pA por tira, segundo as etapas: 0,5 kVh a 500 V, 8 h a 1000 V, 3 h a 8000 V, 20 kVh a
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8000 V. Antes de iniciar a segunda dimensao, as proteinas foram reduzidas, por 15 min, em
solugéo de equilibrio (50 mM de Tris-HCI pH 8,8, 6 M de uréia, 30% de glicerol, 2% de SDS,
0,002% de azul de bromofenol) adicionado de 125 mM de DTT e, posteriormente, alquiladas
(solugao de equilibrio adicionada de 125 mM de iodoacetamida). A segunda dimenséao foi
realizada em gel de 12% de poliacrilamida, em condi¢cées desnaturantes (SDS-PAGE). A
separacao eletroforética foi realizada com corrente constante de 25 mA por gel, em um

sistema vertical Protean Il (BioRad, Hercules, EUA).

3.5. Coloragéo dos géis

As proteina foram visualizadas pela coloragdo com nitrato de prata (SHEVCHENKO
et al., 1996). Inicialmente, os géis foram fixados, por 12 h, em solugéo de fixagdo contendo
50% de metanol, 12% de &cido acético e 0,05% de formaldeido. Apés duas lavagens por 30
min em solucdo de 50% de etanol, os géis foram incubados, por 2 min, em solu¢do de
0,02% de tiossulfato de sédio e, posteriormente, lavados em agua. Em seguida, os géis
foram incubados por 20 min em solugdo de 0,2% de nitrato de prata e 0,08% de
formaldeido. Apds lavagem em agua, a revelagéao foi realizada durante 3 min pela incubagao
dos géis em solugédo de 6% de carbonato de sddio, 0,16% de tiossulfato de sodio e 0,05%
de formaldeido e interrompida utilizando a mesma solugéo de fixagdo do inicio do processo

de coloragéo.

3.6. Andlise dos géis

Os géis bidimensionais (2-D) foram digitalizados e analizados no programa Image
Master Platinum 6.0 (GE Healthcare). A autenticidade e o contorno de cada “spot” foram
determinados automaticamente e, posteriormente, validados por inspecao visual e editados
quando necessarios. Duas repeticdes foram realizadas para cada metodologia de extragéao,
sendo avaliados o numero de “spots” detectados e a resolugdo dos géis obtidos. Os
alinhamentos entre os géis das repeticdes foi realizado automaticamente, utilizando trés

“spots” de referéncia, seguido de inspegao e corre¢do manual quando necessario.
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4. Resultados e discussao

No presente trabalho, foram avaliados trés diferentes metodologias de extracdo de
proteinas para uso em sistemas 2-DE em embrides de A. angustifolia. Proteinas, lipidios e
amido sao as principais fontes de reserva de energia em sementes, sendo sintetizadas em
abundancia durante o desenvolvimento dos cotilédones (YANG et al., 2007). ASTARITA et
al. (2003) estudaram o perfil de acumulo de proteinas durante o desenvolvimento do
embrido zigbtico de A. angustifolia. Estes pesquisadores verificaram um aumento na
quantidade de proteinas durante a embriogénese, embora ndo tenham sido observadas
diferengas significativas no conteudo de proteinas entre os estadios cotiledonar e maduro. A
escolha do estadio cotiledonar para o estabelecimento da metodologia de extracdo deve-se
a grande quantidade de proteinas nestes embrides e ao alto teor de amido, em sementes
desta espécie, apds o desenvolvimento cotiledonar (CORDENUNSI et al., 2004).

Em todas as andlises foram utilizadas tiras de IPG de 4-7. Estudos eletroforéticos
preliminares demostraram que a disposicao preferencial de proteinas, quando submetidas
ao fracionamento em gradiente amplo de pH (3-10), € em torno do pH 6 (Figura 2). Sendo
assim, para o experimental, foram utilizadas tiras de IPG de 4-7, as quais permitiram melhor
visualizacao, deteccao e resolugéo dos géis 2-D.

Por ser uma estratégia simples, rapida e eficiente, a metodologia de extracdo e
precipitacdo de proteinas em solugcées de TCA (metodologia 1) é o procedimento mais
utilizado em tecidos vegetais (GIAVALISCO et al., 2003). Em embrides de A. angustifolia,

seu uso resultou na deteccao de 824 + 144 “spots” de proteina, nos géis 2-D (Tabela 1).
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Figura 2: Géis bidimensionais de proteinas de embrides globulares (A) e maduros (B) de A.
angustifolia. O fracionamento protéico foi realizado em tiras de poliacrilamida com gradiente
imobilizado de pH de 3-10 (18 cm). A SDS-PAGE foi realizada em géis de 12% de
poliacrilamida com corrente constante de 25 mA por gel.

A maior desvantagem de metodologias que empregam precipitacdo por TCA é a
dificil ressolubilizagado das proteinas (NANDAKUMAR et al, 2003). Alternativamente,
estratégias distintas de fracionamento e limpeza das solugbes protéicas tém sido
empregadas. Dentre essas, a utilizagdo da extragdo por fenol (metodologia 2) é a mais
utiizada em tecidos com altos teores de interferentes (SARAVANAN e ROSE, 2004;
CARPENTIER et al., 2005; VINCENT et al., 2006). Recentemente, SARAVANAN e ROSE
(2004) e CARPENTIER et al. (2005) adaptaram esse método, primeiramente proposto por
HURKMAN e TANAKA (1986), pela adicdo de sacarose. Esta adaptagdo permite a inversao
e obtengcdo de uma fase aquosa rica em carboidratos, acidos nucléicos e demais
interferentes aquosos. Além disso, o uso de KCI, EDTA, tampdes alcalinos e inibidores de
proteases foi proposto numa tentativa de otimizar o processo de extragao bifasico, e de inibir
a acao de enzimas proteoliticas (CARPENTIER et al., 2005). Esta metodologia de extracao
por fenol (metodologia 2) também foi avaliada para extracdo de proteinas em embrides de
A. angustifolia. Foram detectados 737 + 66 “spots’de proteinas nos géis 2-D (Tabela 1) e

observados rastros horizontais na regido acida do gel (Figura 3).
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Tabela 1: Conteudo protéico e numero total de “spots” detectados através das trés
diferentes metodologias de extracdo em embrides de A. angustifolia. MF: massa fresca.
TCA: acido tricloroacético.

Metodologia Conteldo protéico (mg™'.g MF) “Spots”detectados
1 (extragdo em TCA) 5,17 £ 0,07 824 + 144

2 (extracao em fenol) 5,75+0,19 737 £ 66

3 (extragdo em uréia e tiouréia) 5,22 +1,32 1009 + 48

Uma terceira metodologia de extragao foi avaliada, utilizando solugdo de uréia e
tiouréia para solubilizacado de proteinas. Embora os protocolos originais descrevam somente
0 uso da uréia, a tiouréia € atualmente adicionada por possuir capacidade de aumentar a
solubilizagdo de proteinas conjugadas a agucares e proteinas hidrofébicas (GIAVALISCO et
al., 2003; CARPENTIER et al., 2005). Esta metodologia, seguida de precipitacdo em TCA
resultou na detecgédo do maior numero de “spots” dentre as metodologias avaliadas: 1009 +
48 (Tabela 1). Adicionalmente, os géis obtidos ndo apresentaram rastros horizontais nos

géis 2-DE (Figura 3).

Figura 3: Géis bidimensionais de proteinas de embrides cotiledonares de A. angustifolia
extraidas em &cido tricloroacético (TCA) (metodologia 1) (A), fenol seguido de precipitacdo
em acetato de amoénio (metodologia 2) (B) e uréia e tiouréia seguido de precipitacdo em
TCA (metodologia 3) (C).

Embora tenham sido detectadas diferencas no nimero total de “spots” nos géis 2-DE

de cada metodologia de extragdo, ndo foram observadas diferengas entre os conteudos
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protéicos (Tabela 1). Assim, a maior quantidade de “spots” detectados a partir da extracao
com uréia e tiouréia (metodologia 3) deve estar relacionada a obtencao de géis de maior
resolucéo.

O fator reprodutibilidade também foi avaliado quantitativamente, pela obtencado de
graficos de dispersao de intensidade dos “spots” entre as repeticdes de cada metodologia
de extracdo. A metodologia de solubilizacao de proteinas em TCA (metodologia 1) foi aquela
com menor reprodutibilidade entre as repeticbes, apresentando um coeficiente de correlagéao
linear de 0,782 (Figura 4A). Contrariamente, nas repeticbes obtidas a partir das
metodologias de extracdo em fenol (metodologia 2) e em uréia e tiouréia (metodologia 3)
observaram-se altos coeficientes de correlagdo linear: 0,940 e 0,944, respectivamente

(Figura 4B e C).
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Figura 4: Graficos de dispersdo de intensidade de “spots” entre as repeticbes de cada
metodologia de extragcdo de proteinas de embrides cotiledonares de A. angustifolia. A:
solubilizagédo em &cido tricloroacético (TCA) (metodologia 1), B: extracdo em fenol seguido
de precipitagdo em acetato de amoénio (metodologia 2), C: extracdo em uréia e tiouréia
seguido de precipitagdo em TCA (metodologia 3).

Os padroes eletroforéticos, obtidos a partir dos mapas 2-D, foram avaliados nas trés
metodologias de extracdo (Figura 5). Para tanto, os géis analizados foram alinhados,
visando atribuir identidades comuns entre os “spots” das repeticdes, e os “spots” presentes
nas duas repeticdes foram adicionados aos mapas. Nao foram visualizadas variagbes no

perfil eletroforético de distribuicdo dos “spots” de acordo com a massa molecular relativa
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(Mr) entre as metodologias avaliadas, sendo que, a classe de “spots” contendo Mr entre 20
e 40 kDa foi a mais abundante (Figura 5). Posteriormente, os mapas 2-DE foram alinhados,
e 0 numero de “spots” especificamente detectados em cada metodologia foi computado. As
metodologias de extracao por TCA e fenol apresentaram a menor quantidade de “spots”
especificos, ou seja, 245 e 130, respectivamente. Os mapas 2-D obtidos a partir da extracéo

em uréia e tiouréia apresentaram a maior quantidade de “spots” especificos (380).

B <20 [ 204 B 06 [ coso M >s0

Figura 5: Mapas 2-D de proteinas isoladas de embrides cotiledonares de A. angustifolia e
distribuicao de “spots” de acordo com a massa molecular relativa. A: extracdo em acido
tricloroacético (TCA) (metodologia 1), B: extracdo em fenol seguido de precipitacdo em
acetato de amoénio (metodologia 2), C: extracdo em tiouréia e uréia seguido de precipitacdo
em TCA (metodologia 3).

5. Consideracoes finais

Estudos comparativos do proteoma de um organismo por 2-DE requerem a
maximizagdo no numero de “spots” detectados e a obtencdo de géis reprodutiveis. No
presente trabalho foram testados trés metodologias de extragdo de proteinas de embrides
cotiledonares de A. angustifolia. Em todos os métodos, foi adicionada uma etapa de

precipitacdo objetivando a limpeza dos extratos protéicos. Embora a precipitagcdo esteja
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associada a perda de proteinas, no presente trabalho verificamos que essas podem ser
reprodutiveis e, assim, ndo comprometer a sua utilizacdo em estudos comparativos.

O fendbmeno de comigragdo de “spots”, ou padrao similar de distribuicao
eletroforética, € comum em analises bidimensionais de amostras protéicas complexas e
pode resultar em géis 2-D de baixa resolugcado. Tal fato, associado as impurezas e rastros
presentes nos géis, podem interferir na visualizagdo e detecgdo dos mesmos, gerando
mapas 2-D com baixo numero de “spots”. Embora ndo tenham sido verificados diferentes
padrées de distribuicdo de Mr entre as metodologias de extracdo avaliados, houve variagdo
no numero total de “spots” detectados. Além disso, foram verificadas diferentes quantidades
de “spots” especificos, indicando que tais variagdes podem refletir a heterogeneidade fisico-
quimica das proteinas, e as distintas propriedades de solubilizacdo das metodologias
testadas.

Para embrides de A. angustifolia, a metodologia de extragdo em uréia e tiouréia
(metodologia 3) foi aquela que resultou em um maior numero de “spots” totais e especificos,
além de maior reprodutibilidade. Assim, essa metodologia foi escolhida para a extragao de
proteinas e estudo da variagdo do proteoma durante a embriogénese zigbtica de A.

angustifolia.
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CAPITULO 3. Desenvolvimento de um programa de selecdo de espectros para
identificacdo de proteinas em embrides de Araucaria angustifolia'*

1. Resumo

A andlise e fragmentacdo de peptideos tripticos por espectrometria de massas
geram espectros que sao utilizados na identificacdo de proteinas, apds buscas em bancos
de dados. Entretanto, apenas uma pequena parte dos espectros obtidos resulta em
identificacdo positiva. Em organismos cujo genoma ainda nao é conhecido, como em A.
angustifolia, espectros interferentes podem afetar o tempo de processamento de dados,
qualidade de alinhamentos obtidos e ndmero de identificagbes, principalmente quando
utilizadas estratégias de identificagcdo baseadas em homologia e similaridade de sequéncias.
Nesse trabalho, foi desenvolvido um programa para remogéao de espectros de fragmentos de
queratina e tripsina, interferentes comuns em identificagées de proteinas por espectrometria
de massas apos eletroforese bidimensional (2-DE). Avaliagdes de desempenho, realizadas
a partir de espectros obtidos de proteinas digeridas de géis bidimensionais (2-D) de
embrides de A. angustifolia, mostraram que o programa diminui 0 numero de espectros
interferentes, resultando em maior numero de identificagdes positivas, redugéo no tempo de
processamento de dados e no numero de identificagbes limitrofes, as quais requerem
cuidadosa validacao manual. Devido ao alto desempenho, tanto em buscas restringentes
por MASCOT, como por similaridade de sequéncias (MS BLAST), o programa foi
incorporado na estratégia de analise do proteoma da embriogénese zigbtica de A.

angustifolia.

! Este capitulo foi desenvolvido no Max Planck Insitute of Molecular Cell Biology and Genetics, sob orientacio
do Prof. Dr. Andrej Shevchenko.
? Este capitulo encontra-se publicado no periédico Journal of Proteome Research 7, 3382-3395 (2008).
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2. Introducao

Atualmente, a estratégia mais utilizada para identificacdo de proteinas é a
fragmentagdo de peptideos tripticos em um espectrdmetro de massas, seguido de
alinhamento dos espectros obtidos com sequéncias depositadas em bancos de dados (ONG
e MANN, 2005). Embora seja possivel obter milhares de espectros de qualidade em uma
Unica andlise, apenas 5 a 50% resultam em alinhamentos, sendo que uma porcentagem
ainda menor resulta em identificagbes positivas, ou seja, referentes a proteinas alvo
(JOHNSON et al., 2005).

Os espectros nao alinhados podem ser agrupados em trés tipos. O primeiro grupo é
formado por aqueles oriundos de proteinas alvo, mas que ndo foram alinhados nos bancos
de dados devido a presenga de sequéncias polimérficas ou modificagbes pos traducionais
(LISKA et al., 2004; SHEVCHENKO et al., 2005). Entretanto, a identificacdo dessas
proteinas ainda pode ser realizada pelo uso de estratégias de busca tolerante a erros
(Figura 1). O segundo grupo de espectros origina-se de fontes ndo protéicas, como
detergentes e plasticos, cujos ions precursores podem ser facilmente reconhecidos por
espectrdmetros de alta resolucdo e excluidos dos eventos de fragmentacao, se necessario,
por possuirem apenas uma carga (SCHLOSSER e VOLKMER-ENGERT, 2003).

Fragmentos de queratina e tripsina formam o terceiro grupo de espectros néo
alinhados. Eles s&o o0s principais contaminantes em experimentos envolvendo
espectrometria de massas e, em abundancia, podem gerar um grande numero de
sequéncias polimorficas e adutos de sédio, além de sobrecarregar os arquivos, aumentando
os tempos de busca nos bancos de dados.

Em organismos cujo genoma ainda ndo é totalmente conhecido, a identificagao de
proteinas pode ser realizada através de buscas por similaridade de sequéncias (KATZ et al.,
2007; WARINDEL et al., 2007) (Figura 1). Na prote6mica dirigida por homologia, sequéncias
redundantes, degeneradas e nao precisas, obtidas por sequenciamento de novo
automatizado de espectros, sdo alinhadas com sequéncias de proteinas de organismos
filogeneticamente distantes daquele em estudo (HABERMANN et al., 2004; LISKA et al.,

2004). Entretanto, quanto menor a restringéncia no tamanho do banco de dados utilizado,
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maior a obtengéo de alinhamentos nao relativos a proteina alvo. Adicionalmente, sequéncias
de queratina sédo ricas em fragmentos repetitivos e de baixa complexidade e, portanto,
podem gerar identificagbes que, em primeira instancia ndo referem-se a queratinas. A
validacao dessas identificagdes requer inspecao manual de cada alinhamento obtido pelo
BLAST com a sequéncia completa da proteina identificada, o que inviabiliza seu uso em

programas de identificagédo em larga escala.

= Busca restringente (alinhamento total) A
SSLHQGRK AIFDAPELPDESR ETPRDSSGCS banco de dados
AIFDAPELPDESR sequéncia observada
= Busca tolerante a erros (desalinhamento pontual e de regides) B
SSLHQGRK AIFDAPELPDESR ETPRDSSGCS banco de dados
AIFDAXELPDESR sequéncia observada
SSLHQGRK AIFDAPELPDESR ETPRDSSGCS banco de dados
XXXDAPELPDESR sequéncia observada
= Busca por similaridade de sequéncias (desalinhamentos muiltiplos) C
SSLIIIQGR|i< AIIIiDAPEILPDESR ETPRDSSGCS banco de dados
SSLPQGRQ ALDDAPQLPDESR sequéncia observada

Figura 1: Diferentes estratégias de alinhamento utilizadas na identificagao
de proteinas por sequéncia de fragmentos peptidicos. A: Busca
restringente. B: Busca tolerante a erros. C: Busca por similaridade de
sequéncias. A letra X indica imprecisdo na determinag¢do do aminoacido.

Devido a heterogeneidade dos ions precursores, os espectros dos fragmentos
contaminantes sao pouco reprodutiveis dificultando a selecdo dos mesmos em listas de
exclusdo. Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar um programa
para rapido reconhecimento e exclusdo de espectros de contaminantes, independente do
uso de banco de dados, para identificagdo de proteinas de A. angustifolia, um organismo

cujo genoma € desconhecido.
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3. Materiais e métodos

3.1. Obtencéao de extratos peptidicos de embribes de A. angustifolia e de queratina

Embrides de A. angustifolia, obtidos a partir de sementes coletadas no municipio de
Bom Retiro - SC (27°47'S e 49°29'W) em abril 2005, foram isolados e pulverizados em
nitrogénio liquido. As proteinas foram extraidas em solugéo contendo 7 M de uréia, 2 M de
tiouréia, 1% de ditiotreitol (DTT), 2% de Triton-100, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) e 5 uM de pepstatina, como descrito no método de extracdo em solucao de uréia-
tiouréia (Capitulo 2). Cada amostra foi agitada por 15 min, centrifugada por 5 min (12000 g a
4°C) e o sobrenadante coletado. Posteriormente, as proteinas foram precipitadas por 1 h em
solucdo de acetona contendo 20% TCA e 0,2% de DTT. Ap6s centrifugacédo (12000 g a 4°C)
por 30 min, as proteinas lavadas por trés vezes em acetona gelada contendo 0,2% de DTT.
Finalmente, as proteinas foram ressupendidas em tampao contendo 7 M de uréia, 2 M de
tiouréia, 1% de DTT, 2% de Triton-100, 2% de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare, Little
Chalfort, England), 1 mM de PMSF e 5 uM de pepstatina. A quantidade de proteinas em
cada extrato foi determinada pelo 2-D Quant Kit (GE Healthcare), contendo albumina sérica
bovina como padrao.

Previamente a 2-DE, as amostras de embrides foram diluidas em tampao de
reidratacéo, contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 2% de CHAPS, 2% de IPG Buffer pH 4-
7,1% de DTT e 0,002% de azul de bromofenol, até a concentracdo de 570 ug de proteinas
por 1 mL de extrato. Para cada gel, foram utilizados 200 pug de proteinas, carregados
simultaneamente a reidratacdo em tira de gradiente de pH imobilizado (IPG, GE Healthcare).
Foram utilizadas tiras de IPG de 18 cm com faixa de separagéo linear de pH 4-7. A
reidratacéo foi realizada por 12 h e a focalizagao isoelétrica foi conduzida em uma unidade
de IPG Phor Il (GE Healthcare) a 20°C com limite de corrente de 50 pA por tira, segundo as
etapas: 0,5 kVh a 500 V, 8 h a 1000 V, 3 h a 8000 V, 20 kVh a 8000 V. Antes de iniciar a
segunda dimensao, as proteinas foram reduzidas, por 15 min, em solugéo de equilibrio (50
mM de Tris-HCI pH 8,8, 6 M de uréia, 30% de glicerol, 2% de SDS, 0,002% de azul de
bromofenol) adicionado de 125 mM de DTT e, posteriormente, alquiladas (solugédo de

equilibrio adicionada de 125 mM de iodoacetamida). A segunda dimenséo foi realizada em
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gel de 12% de poliacrilamida, em condigbes desnaturantes (SDS-PAGE). A separagao
eletroforética foi conduzida com corrente constante de 25 mA por gel, em um sistema
vertical Protean Il (BioRad, Hercules, EUA) e a visualizagdo dos “spots” foi realizada pela
coloragcao com nitrato de prata (SHEVCHENKO et al., 1996).

A digestao de proteinas foi realizada in gel (SHEVCHENKO et al., 2006). Para tanto,
“spots” selecionados foram isolados dos géis 2-D, cortados em pequenos fragmentos e
desidratados por meio de adicdo de acetonitrila por 10 min. Posteriormente, as proteinas
foram reduzidas e alquiladas em solu¢des de 100 mM de bicarbonato de aménio contendo
10 mM de DTT, por 30 min a 56° C, e 55 mM de iodoacetamida, por 10 min em temperatura
ambiente no escuro, respectivamente. A digestao enzimatica foi realizada através de adi¢céo
de 16 ng.L™” tripsina (grau de sequenciamento, Promega, Madison, US) & 37° C por 12 h.
Finalmente, os peptideos foram extraidos em solugdo contendo 5% de acido férmico e
acetonitrila (1:2, v/v) por 15 min a 372 C. O sobrenadante foi coletado, seco e os peptideos
ressuspendidos em 0,05% de acido trifluoroacético (TFA).

Os extratos peptidicos de queratina foram obtidos por meio de digestao triptica de

fragmentos de 1 cm? de géis do tipo SDS-PAGE 12% sem prévio carregamento protéico.

3.2. Fracionamento e andalises dos peptideos em espectrémetro de massas

As misturas peptidicas, resultantes do processo de digestdo, foram analisadas em
um nanoLC-MS/MS por um cromatografo liquido Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, US)
acoplado a um espectrometro de massas do tipo LTQ-Orbitrap (ThermoFisher Scientific,
Waltham, US). Para tanto, os peptideos tripticos foram ressolubilizados em 0,05% de TFA e
eluidos em uma pré-coluna de carregamento C18 PepMAP100, (Dionex) (5 x 300 mm, 5
pum) sob um fluxo de 20 pL/min.

Apoés o carregamento, concentragcao e lavagem, os peptideos foram separados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) usando uma uma nano-coluna C18
PepMAP100, 3 um (Dionex) (15 cm x 75 um). Foram utilizados como solventes uma solu¢ao
de 5% acetonitrila e 1% de acido férmico (solvente A) e uma solucao de 80% acetonitrila e

1% de acido formico (solvente B). A separacao foi realizadas sob um fluxo de 200 nL/min e
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a mudanca na propor¢do do solvente B em relagdo ao solvente A definiu o gradiente de
corrida, conforme descrito a seguir: de 5 a 20% nos primeiros 20 min, de 20 a 50% de 20 a
36 min, de 50 & 100% de 36 a 41 min, 100% de 41 a 51 min e 5% entre 51 e 56 min. Apos
a separacao em CLAE, os peptideos foram injetados em tandem no espectrémetro de
massas utilizando um sistema de nanospray (ThermoFisher Scientific) equipado com uma
agulha de silica de 10 um de diametro interno (New Objective, Woburn, US). A voltagem do
spray utilizada foi de 1,8 kV e a temperatura do capilar de transferéncia i6nica foi ajustada a
180°C. O espectrdmetro de massas operou no modo dependente de dados (DDA). O
controle de ganhos automaticos (AGC) foi ajustado & 5x10° e 5x10* para os eventos de
fragmentagdo MS/MS no quadrupolo triplo linear (LTQ). Cada ciclo de aquisicdo de dados
consistiu em uma varredura de moléculas entre 200-2000 m/z no analisador Orbitrap
seguido de fragmentacao MS/MS, sob energia de colisdo de 35% na célula de coliséo linear,
dos quatro fons precursores mais intensos. fons de carga igual a +1 foram excluidos dos
eventos de MS/MS e as m/z dos ions precursores fragmentados foram inseridos em uma

lista de exclus&o por 90 segundos.

3.3. Identificacdo de proteinas

Os espectros obtidos em cada ciclo de andlise foram convertidos em um Unico
arquivo tipo .mgf, utilizando o programa BioWorks 3.2 (ThermoFisher Scientific). As buscas
foram realizadas no banco de dados MSDB através do programa MASCOT v.2.2 (Matrix
Science, London, UK) instalado em dois servidores locais. As configuragdes de busca foram:
10 ppm para tolerdncia de massas do ion precursor e 0,5 Da para os fragmentos. Foi
permitido uma falha na fragmentagdo. Carbamidometilagdo da cisteina, oxidagdo de
metionina e acetilacdo de N-proteinas foram adicionadas como modificacbes variaveis.
Foram consideradas identificagbes as proteinas com pelo menos trés peptideos de escore
maior que 20. Para identificaces a partir de somente um ou dois espectros, ao menos um
peptideo deve possuir escore acima de 50.

Paralelamente a busca restringente por MASCOT, sequenciamento de novo

automatizado foi realizado. Para tanto, o programa PepNovo foi utilizado e apenas
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sequéncias candidatas com escore acima de 6 foram consideradas (FRANK e PEVZNER,
2005). Nas buscas por MS BLAST, todas as sequéncias peptidicas selecionadas foram
combinadas em uma Unica entrada e as buscas foram realizadas no NCBInr através do sitio
http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/. A confirmagdo das proteinas identificadas por
MASCOT, ou a identificacdo de novas proteinas foi realizada de acordo com a tabela de

identificagdo do MS BLAST (HABERMANN et al., 2004).

3.4. “Eagle Eye”: o programa de selecdo de espectros

O programa aqui descrito e denominado Eagle Eye foi desenvolvido em linguagem
C™ em colaboragdo com os alunos de doutorado Victor Spirin (Brigham and Women’s
Hospital - Harvard Medical School) e Magno Junqueira (Max Planck Institute of Molecular
Cell Biology and Genetics) e pode ser acessado pelo sitio
http://genetics.bwh.harvard.edu/cgi-bin/msfilter/eagleeye.cgi.

Basicamente, o programa desenvolvido busca dissimilaridades entre espectros,
contidos nos arquivos do tipo .mgf, e aqueles presentes em uma biblioteca de interferentes.
Visando sua utilizagdo em diferentes experimentos, o Eagle Eye possui bibliotecas de
espectros obtidos a partir de dois diferentes espectrdmetro de massas (LTQ ou LTQ-
Orbitrap). Além disso, o usuario pode utilizar sua prépria biblioteca para processamento dos
espectros experimentais. O alinhamento, e consequente filtragem, pode ser otimizado pelo
uso de parametros de tolerancia a erros nas massas dos precursores e fragmentos e por
ajuste do valor p, referente a probabilidade de que espectros ndo oriundos de queratina e
tripsina sejam filtrados aleatoriamente. Além disso, o Eagle Eye pode criar uma biblioteca

nao redundante por combinagao de espectros provenientes de diferentes andlises.

3.5. Processamento da biblioteca de interferentes

Espectros de fragmentos de queratina e tripsina provenientes de cinco digestdes
independentes de géis de poliacrilamida 12% foram agrupados e, visando a inclusédo de
maiores quantidades de espectros interferentes, foram adicionados 2.183 espectros

oriundos de auto digestdes de tripsina em solugéo, identificados por MASCOT e MS BLAST,
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e 1.750 espectros que ndo haviam sido removidos em filtragens anteriores. Para a obtencao
de uma biblioteca ndo redundante, cada espectro foi alinhado a biblioteca pré-existente e

apenas adicionado se nao observado nenhum alinhamento (item 3.4).

4. Resultados e discussao

4.1. Desenvolvimento do programa

O processo de filtragem desenvolvido inicia-se por meio de comparagao entre a
carga e m/z dos ions precursores. Caso ndo sejam correspondentes, 0s espectros sao
considerados diferentes e o espectro candidato ndo é removido da analise. Contrariamente
as buscas tradicionais em que se visa a detec¢ao de alinhamentos significativos, o Eagle
Eye busca dissimilaridades entre dois espectros. Tal estratégia deve-se a necessidade de
deteccao de informacgbes suficientes para a nao exclusdo de espectros de interesse

contendo pequeno numero de sinais interferentes (Figura 2).
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Figura 2: Diagramas comparativos entre espectros candidatos e interferentes em duas
situagdes distintas. A: Espectro candidato possui grande quantidade de alinhamentos,
indicando tratar-se de um espectro interferente. B: Espectro com grande quantidade de

picos ndo alinhados e, embora possua alinhamentos interferentes, ndo deve ser removido.

Sendo assim, foi necessario o estabelecimento de uma variavel de controle de
exclusdo, além das tolerancias a erros de massas dos precursores e fragmentos, ajustavel
pelo usuario e que fosse baseada em medidas de dissimilaridade entre os espectros
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comparados. Em ensaios anteriores, foi observado que o alinhamento entre espectros
candidatos e interferentes ocorre principalmente por correspondéncia de sinais de pequena
abundancia e em regides espectrais pouco abaixo da m/z do ion precursor alinhado.
Portanto, para a determinacdao das medidas de dissimilaridade, os espectros foram
empiricamente particionados em trés regides de m/z distintas (A, B e C) de acordo com a
densidade de picos interferentes.

Em cada regido, foram determinados valores referentes a soma das intensidades
relativas dos picos presentes no espectro candidato (/) e que ndo foram observados em um
espectro depositado na biblioteca de interferentes (j). Esse valor foi denominado S; ;" e a
somatéria de todas as intensidades relativas do espectro i foi denominado S; ‘.

Analogamente, S; ;" e S;' referem-se aos mesmos valores, porém para o espectro j.

n n n n n n
Dij= CASA, ij + CBSB, ij + CcSC, ij + CASA, i+ CBSB, ji T Ccsc’ i (1 )

t t t t t t
CASA,/ + CBSB,,' + CcSC,,' + CASA,j + CBSB,j + CcSC,j

Considerando que os sinais de maior massa encontram-se em regides do espectro
com menor incidéncia de interferentes (regido C) e que aqueles de menor massa
encontram-se em regides com alta densidade de interferentes (regido B), foram realizadas
pequenas simulagdes computacionais entre espectros conhecidos nado interferentes e
espectros de queratina e tripsina, previamente identificados por buscas no MASCOT,
visando otimizar a remogao de espectros interferentes sem comprometimento daqueles de
interesse. Sendo assim, para cada valor da equacao (1) foram multiplicados os seguintes

coeficientes: c,=2; cg=1; cc=4.
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Figura 3: Distribuigdo cumulativa dos melhores alinhamentos entre espectros conhecidos e
espectros interferentes em relagao a distribuicdo de Weibull. O eixo das abscissas indica a
menor distancia, ou medidade de dissimilaridade, observada entre o espectro conhecido e
espectros da biblioteca, enquanto o eixo das ordenadas indica a probabilidade de obter a

mesma distancia aleatoriamente.

No presente trabalho, o limite de remocao de espectros é esperado somente para
aqueles que apresentem a menor medida de dissimilaridade em relagdo ao espectros
interferentes. As propriedades estatisticas pela busca da menor distancia, ou
dissimilaridade, entre elementos de uma amostra enquadram-se na teoria dos valores
extremos, a qual é muito utilizada para avaliar a significancia estatistica de alinhamentos
oriundos de bancos de dados (PALAGI et al., 2006; FORNER et al., 2007). Embora existam
trés diferentes formas assintéticas de distribuicao probabilistica (GUMBEL, 1958; KENDALL
et al., 1977; ALDOUS, 1989), as distribuicbes de Gumbel e Frechet ndo se enquadram na
andlise, jA que ndo existem valores que ultrapassem os limites de dissimilaridade 0 e 1.
Sendo assim, o perfil de distribuicdo dos valores extremos de dissimilaridade entre os
espectros deve seguir a distribuicao probabilistica de Weibull.

Para a determinacdo dos parametros da distribuicdo de Weibull, foram utilizados
2.000 espectros conhecidos com escore acima de 45, em buscas via MASCOT. Cada
espectro conhecido foi alinhado a outros de uma biblioteca de 6.000 espectros de queratina

e tripsina e a distribuicdo cumulativa dos escores das medidas de distancia foi computada. A
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curva obtida seguiu a distribuicdo de Weibull (Figura 3) e a partir de sua equagéo (2) os

parametros de distribuicdo foram obtidos (a=1,20; 3=8,87).

F(D)=1- exp(—ch,-B) (2)

Finalmente, a partir da distribuicdo obtida, foi possivel estabeleger a variavel de
controle de filtragem ao Eagle Eye, o limite ou valor p, o qual é utilizado pelo programa para
a determinagdo da medida de dissimilaridade limite (D,) para remogé&o de um espectro. Este
valor indica a fragdo de espectros nao interferentes que serao removidos pelo programa. Ou
seja, se compararmos 10.000 espectros possuindo a mesma carga e razdo m/z de um
espectro da biblioteca sera esperado a remogao de 10 espectros nado interferentes quando
ajustado um valor p igual a 0,001. A estratégia de remogéao de espectros esta ilustrada na

Figura 4.

4.2. Desempenho na remog&o de espectros interferentes de amostras de A. angustifolia
Para avaliacao do desempenho do programa Eagle Eye, foi criada uma biblioteca de
espectros interferentes oriunda de 4 digestées independentes de géis de poliacrilamida
acrescido de espectros provenientes de auto digestdes de tripsina em solugdo. Sendo
assim, a biblioteca utilizada nesta simulagdo continha 10.348 espectros redundantes de
fragmentos de queratina e tripsina. O desempenho de filtragem foi avaliado pelo resultado
da selecdo de espectros de cinco grupos distintos: 1.659 espectros interferentes,
provenientes de outra digestdo de gel de poliacrilamida, e quatro grupos de 100 espectros
nao interferentes, ou espectros modelo, provenientes de “spots” digeridos de géis de
embrides de A. angustifolia, porém classificados de acordo com o0s escores peptidicos
atribuidos pelo MASCOT. Ressalta-se que, apds a utilizagdo do programa, a informagao
referente a qualidade dos espectros modelo foi facilmente recuperada, ja que a mesma foi

adicionada ao nome dos arquivos.
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Figura 4: Estratégia de filtragem de espectros candidatos. Para cada espectro candidato, o
programa Eagle Eye seleciona um espectro interferente de mesma massa e carga e
computa a dissimilaridade entre os mesmos (D;). Posteriormente, o programa calcula a
dissimilaridade limite (D,), utilizando a equagao de distribui¢ao probabilistica e baseando-se
no valor p definido pelo usuério. Finalmente, a medida de dissimilaridade obtida (D;) é
comparada com aquela calculada pelo valor p selecionado (D,) e, se menor, o espectro é

removido.

O programa apresentou alta eficiéncia e precisdo de filtragem em simulagbes
variando-se o valor p e a tolerancia a erros na massa dos precursores (Figura 5). Para um
valor de p igual a 0,01, apenas um espectro de baixa qualidade foi removido (escore entre
25 e 40), enquanto que mais de 90% de espectros interferentes foram filtrados. O aumento
no valor p, até seu valor maximo igual 1, resulta em aumento na fracdo de espectros de
queratina e tripsina removidos; porém, também implica na remocao de espectros nao
interferentes de boa qualidade. Ressalta-se que, em principio, o ajuste do valor p igual 1
deveria resultar na remocao de todos os espectros interferentes; entretanto, isso nao ocorre
ja que a estratégia de filtragem adotada é baseada em dissimilaridades e resulta em
remocao de somente aqueles que possuem as mesmas massas e razao m/zem relagdo aos
ions precursores de espectros presentes na biblioteca. Consequentemente, menos de 100%

dos espectros interferentes foram removidos quando ajustado o valor de p igual a 1. De

50



maneira semelhante, aumentos na tolerancia a erros na massa dos precursores também
resultaram, embora em menor propor¢ao, em aumento no numero de espectros removidos

(Figura 5B).
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Figura 5: Avaliacao do desempenho de filtragem de espectros pelo programa Eagle Eye
utilizando amostras embrionarias de A. angustifolia e variando-se o valor p (A) e a tolerancia
a massa do precursor (B). O numero total de espectros interferentes foi de 1.659.
Quatrocentos espectros candidatos foram agrupados em quatro classes de acordo com sua
qualidade. Os valores absolutos estdo indicados préximos as barras. No painel A, a
tolerdncia a massa do precursor e dos fragmentos foi ajustada em 0,01 e 0,6 Da,
respectivamente. No painel B, o valor p foi ajustado em 0,01 e a tolerancia a massa dos
fragmentos em 0,6 Da.
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4.3. Desempenho na identificagdo de proteinas de embribes de A. angustifolia por buscas
restringentes (MASCOT)

O desempenho do programa Eagle Eye na remogédo de espectros de baixa
qualidade, potencialmente geradores de falso-positivos e interferentes foi avaliado para a
identificacdo de proteinas em buscas restringentes no banco MSDB, pelo MASCOT. Para
tanto, dez “spots” de diferentes massas moleculares relativas foram excisados, digeridos e o
namero de espectros obtidos antes e apos filtragem foi avaliado, utilizando o valor p igual a
0,01 e tolerancia de erros na massa do precursor e fragmentos igual a 0,01 e 0,6 Da,
respectivamente. Além disso, para determinacdo do desempenho do programa na reducao
do numero de falso-positivos, o niumero de identificagbes também foi computado em buscas
em banco randémico DECOY.

Como esperado, foi observada uma reducado no numero de espectros apos filtragem
em todas as avaliagbes (Tabela 1). A porcentagem de remogao de espectros apresentou
uma média de 62% e variou entre 73% e 37%. Tal fato deve-se, possivelmente, aos
diferentes graus de contaminagdo por manipulagdo durante a digestdo ou presentes na
propria malha de poliacrilamida entre as amostras de um gel 2-D. Embora tenham sido
observados diferentes desempenhos de retengcédo de espectros entre as amostras protéicas
de embrides em A. angustifolia, ndo foram detectadas redugdes no nimero de identificagbes
obtidas em buscas no banco MSDB, resultando em uma relagdo constante e igual a 1 entre
o numero de identificacdes antes e apds a selecdo. Ressalta-se que houve redugdo no
numero de identificagbes falso-positivas apds utilizacdo do programa Eagle Eye. Oito dos
dez “spots” avaliados apresentaram uma reducdo de 4 a 15 vezes no numero de
identificacées falso-positivas, sendo que dois “spots” ndo apresentaram nenhum
alinhamento significativo, ou seja, trés peptideos de escore acima de 20 ou pelo menos um

acima de 50, quando avaliados em um banco de sequéncias aleatdrias, baseada no MSDB.
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Tabela 1: Desempenho de programa Eagle Eye na selegdo de espectros interferentes e
obtencao de identificagdes positivas em amostras de embrides de A. angustifolia.

“Spots” Nimero de espectros % remocio Identificacio MSDB*  Identificacio DECOY"
Antes Apos Relacao antes / ap6s Antes Apds
selecdo selecdo selecdo selecdo selecdo

1 1869 694 63 1 18 5

2 1821 631 65 1 7 3

3 1436 560 61 1 16 3

4 858 299 65 1 9 2

5 1746 1102 37 1 17 11

6 1633 545 67 1 14 2

7 1862 676 64 1 9 0

8 1777 572 68 1 15 1

9 1794 483 73 1 10 0

10 1555 616 60 1 8 1

a: relagdo do nimero de identificagcdes obtidas antes e ap6s selegao de espectros no banco MSDB pelo MASCOT
b: relagdo do numero de identificagbes obtidas antes e ap6s selegdo de espectros no banco de sequéncias randémicas
DECOQY pelo MASCOT

4.4. Desempenho na identificacdo de proteinas de embribes de A. angustifolia por
similaridade de sequéncias (MS BLAST)

Estratégias de identificacdo de proteinas por similaridade de sequéncias possuem
duas grandes dificuldades relacionadas a existéncia de espectros interferentes (WARINDEL
et al, 2007). A primeira refere-se as necessidades computacionais exiremas para
processamento de grandes arquivos, contendo espectros que, na maioria das vezes, ndo
resultam em identificagdo. A outra refere-se a alinhamentos significativos, cuja relagdo com
fragmentos de queratina ou tripsina requer inspegdo manual de cada alinhamento obtido
pelo MS BLAST com a sequéncia completa da proteina identificada. Tais alinhamentos séo
denominados falso-positivos.

Para avaliar a performance do Eagle Eye em buscas por similaridade de sequéncias,
proteinas de um “spot” de 42 kDa de gel 2-D em embrides maduros de A. angustifolia foram
digeridas, os espectros obtidos sequenciados automaticamente e analisados por MS
BLAST. Os alinhamentos positivos e limitrofes (HABERMANN et al., 2004) foram
contabilizados quanto ao numero de identificagbes positivas, numero de falso-positivos e

numero de identificagdes interferentes (fragmentos de queratina ou tripsina).
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Figura 6: Graficos representativos da distribuicdo das identificagcdes obtidas por MS BLAST.
Foram consideradas identificagcdes positivas aquelas que resultaram em alinhamentos com
actinas de diferentes espécies de plantas. As identificacdes interferentes relacionam-se a
descricdes de fragmentos de queratina e tripsina e as identificagcdes falso-positivass
referem-se a anotacbes cuja relacdo com fragmentos de queratina e tripsina séo

identificados somente apds visualizacdo manual.

A andlise via MASCOT das proteinas contidas no “spot” do embrido resultou em
alinhamentos com diferentes actinas de plantas, sendo que a identificagdo mais significativa
foi o acesso Q9SPI7 referente a espécie Picea rubens. O sequenciamento automatizado
seguido de busca por MS BLAST confirmou a identificagdo e resultou em inameros
alinhamentos com outras proteinas homologas de espécies de plantas, animais, fungos e
bactérias. Além disso, 470 identificagcbes foram relacionadas a fragmentos de queratina e
tripsina; enquanto 838 alinhamentos correspondiam a sequéncias de queratina e tripsina,
porém com outra anotagao (identificagbes falso-positivas).

Conforme esperado, apés analise no Eagle Eye utilizando valor p de 0,01, o nimero
de alinhamentos interferentes e de falso-positivos foi reduzido de 470 para 92 e de 838 para
15, respectivamente (Figura 6). Como consequéncia, o tempo de envio e processamento
dos dados foi reduzido drasticamente de 38 para 08 min. Vale ressaltar que, nesse caso, 0
nuamero de identificagdes positivas aumentou apos filtragem. Tal fato pode estar relacionado
com o processamento incorreto do MS BLAST de sequéncias positivas em alinhamentos de

queratina e tripsina ou limitrofes.
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5. Consideracoes finais

O programa Eagle Eye mostrou-se eficiente na remocao de espectros interferentes
sem comprometer a identificagdo de proteinas alvo. Devido a alta especificidade utilizada
em buscas restringentes, o programa nao é essencial para identificacdo de componentes
protéicos principais. Entretanto, em andlises descritivas do proteoma e/ou dependentes de
identificacdo de proteinas por similaridade de sequéncias ou busca tolerante a erros, o
Eagle Eye é fundamental, devido ao maior universo de organismos e os diferentes padrdes
de alinhamentos utilizados nessas abordagens.

O algoritmo desenvolvido baseia-se somente na dissimilaridade de espectros,
independente do padrdo de fragmentagédo e da sequéncia do peptideo. Portanto, ele pode
ser utilizado para filtragem de espectros oriundos de diferentes espectrometros de massas,
excetuando-se naqueles cujas identificacdes baseam-se em ions mono carregados devido
ao modelo de alinhamento utilizado.

Ajustes nos parametros de filtragem podem ser facilmente realizados por alteragdes
na tolerancia a erros na massa dos ions precursores e pelo valor p. Simulagdes realizadas a
partir de proteinas digeridas in gel em embrides de A. angustifolia resultaram em redugéo no
tempo de processamento computacional, na quantidade de identificacées de queratinas e
tripsinas e de falso-positivos, sem afetar o nimero de identificacdes positivas e de peptideos

de alta qualidade em buscas por MASCOT e MS BLAST.
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CAPITULO 4. Caracterizacdo do proteoma de Araucaria angustifolia durante o

desenvolvimento da semente®

1. Resumo

O objetivo desse trabalho foi caracterizar e identificar alteragbes no proteoma
durante o desenvolvimento de sementes A. angustifolia. Para tanto, as proteinas presentes
nas sementes foram estudadas por eletroforese bidimensional (2-DE) e espectrometria de
massas, segundo as metodologias estabelecidas nos capitulos anteriores. A analise do teor
de proteinas mostrou um aumento a partir do inicio do desenvolvimento cotiledonar. Nao
foram observadas diferengas marcantes no perfil de acimulo de proteinas por 2-DE durante
o inicio e final da embriogénese, sendo que as maiores diferencas foram observadas no
estadio cotiledonar inicial. A estratégia de identificagdo protéica permitiu a identificagcdo de
96 proteinas, que foram agrupadas de acordo com sua fungéo bioldgica e o padrdo de
acumulo durante o desenvolvimento embrionario. A analise das proteinas abundantes no
inicio da embriogénese indica um maior controle no metabolismo oxidativo em relagdo aos
estadios finais. Por outro lado, o final da embriogénese é caracterizado por um alto

metabolismo de assimilacdo de carbono e acumulo de proteinas de reserva.

2. Introducao

O desenvolvimento das sementes é um dos processos mais estudados dentro da
fisiologia vegetal. De acordo com sua tolerancia a desidratagdo, as sementes podem ser
agrupadas em dois tipos (ROBERTS, 1973). O primeiro grupo abrange as sementes
ortodoxas que adquirem tolerancia a desidratacédo, podendo ser armazenadas e mantendo a
viabilidade por longos periodos. O segundo grupo, abrange as sementes recalcitrantes que
nao possuem adaptagbes anatémicas e fisiolégicas para o processo de desidratacao e,

portanto, mantém-se metabolicamente ativas durante a maturagdo, ndo podendo ser

? Este capitulo foi aceito para publicagdo no periédico Journal of Proteomics, doi: 10.1016/j.jprot.2009.01.011
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armazenadas por longos periodos de tempo (ROBERTS, 1973; ANGUELOVA-MERHAR et
al., 2003).

Em sistemas biolégicos complexos, diversos fatores podem afetar a dinamica de
expressao dos genes e a biossintese de proteinas. O estudo comparativo do proteoma de
um organismo em diferentes estddios de desenvolvimento é uma ferramenta importante
para a determinagao de fungdes bioldgicas desempenhadas por proteinas diferencialmente
expressas. Entretanto, embora a proteébmica possua o potencial de gerar uma grande
quantidade de informagbes sobre o desenvolvimento embriondrio, o Unico trabalho
abordando aspectos do desenvolvimento da semente em uma espécie recalcitrante foi
aquele realizado em Fagus sylvatica, durante a quebra da dorméncia (PAWLOWSKI, 2007).

De maneira semelhante, poucos s&o os estudos abordando alteragdes no proteoma
durante a embriogénese zigbtica em espécies de gimnospermas. O primeiro trabalho
descrito investigou a dindmica de acumulo de proteinas de reserva em sementes de Picea
glauca (FLINN et al., 1991), enquanto que a caracterizagdo do acumulo de proteinas
durante a embriogénese foi descrito para Cupressus sempervirens (SALLANDROUZE et al.,
2002). SILVEIRA et al. (2008) identificaram quatro proteinas envolvidas no desenvolvimento
embrionario em A. angustifolia e DOS SANTOS et al. (2006) estudaram o acumulo das
quitinases e arabinogalactanos durante esse processo.

O objetivo desse trabalho foi caracterizar e identificar alteracées no proteoma
durante o desenvolvimento de sementes de A. angustifolia através da eletroforese
bidimensional (2-DE) e espectrometria de massas, considerando as adequacoes

metodolégicas ja estabelecidas nos capitulos anteriores.

3. Materiais e Métodos

3.1. Material vegetal
Sementes de A. angustifolia foram mensalmente coletadas no municipio de Bom
Retiro-SC (27°47'S e 49°29'W), entre dezembro de 2006 e maio de 2007. As sementes

foram armazenadas a -80 °C até a realizagdo das andlises. Embrides nos estadios pro-

59



embrionéario, globular, torpedo, cotiledonar inicial, cotiledonar tardio e maduro foram
identificados de acordo com a classificagao proposta por ASTARITA et al. (2003) (Figura 1).
Devido ao pequeno tamanho e baixo conteudo protéico, os pré-embrides, embrides
globulares e torpedos foram processados em conjunto com os gametéfitos femininos.
Embrides nos estadios cotiledonar inicial, cotiledonar tardio e maduro foram isolados dos

gametofitos, e as proteinas extraidas separadamente.

Embriogénese Embriogénese Tardia
Inicial

embrigo +

megagametodfito embrido megagametdfito

Figura 1: Embrides e megagametéfitos de A. angustifolia. Megagametoéfitos contendo pro-
embrides (A), embribes no estadio globular (B) e estadio torpedo (C). Embrides e
megagametofitos nos estadios cotiledonar inicial (D, E), cotiledonar tardio (F, G) e maduro
(H, I). Barras: 1,25 cm.

3.2. Extracao de proteinas

Extratos protéicos foram preparados em trés repeticoes bioldgicas. Devido as
diferencas nas massas frescas entre os diferentes materiais estudados (Tabela 1), cada
repeticao foi composta por 15 sementes.

Os tecidos analizados foram pulverizados em nitrogénio liquido e as proteinas
extraidas em solucdo contendo 7 M de uréia, 2 M de tiouréia, 1% de ditiotreitol (DTT), 2% de
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Triton-100, 1 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) e 5 uM de pepstatina, como
descrito no método de extracao em solugao de uréia-tiouréia (Capitulo 2). Cada amostra foi
agitada por 15 min, centrifugada por 5 min (12000 g a 4°C) e o sobrenadante coletado.
Posteriormente, as proteinas foram precipitadas durante 1 h em solucdo de acetona
contendo 20% TCA e 0,2% de DTT. Apds centrifugacdo (12000 g a 4°C) por 30 min, as
proteinas foram lavadas por trés vezes em acetona gelada contendo 0,2% de DTT.
Finalmente, as proteinas foram ressupendidas em tampao contendo 7 M de uréia, 2 M de
tiouréia, 1% de DTT, 2% de Triton-100, 2% de IPG Buffer pH 3-10 (GE Healthcare, Little
Chalfort, England), 1 mM de PMSF e 5 uM de pepstatina. A quantidade de proteinas em
cada extrato foi determinada pelo 2-D Quant Kit (GE Healthcare), contendo albumina sérica

bovina como padréo.

Tabela 1: Massa fresca (g) dos diferentes materiais durante o desenvolvimento da semente
de A. angustifolia. Estadios embrionarios: pro-embridao (1), globular (2), torpedo (3),
cotiledonar inicial (4), cotiledonar tardio (5), maduro (6).

Material Estadios embrionarios
1 2 3 4 5 6

Semente

1,51+0,35 3,66+024  423+047 9,24 +091 9,58 £ 0,85 11,80 £ 0,31

Embrido + Megagametdfito

0,12+£0,05 0,53+0,04 0,56+0,06 - - -

Embrido

- - - 0,05 £ 0,01 0,16 £0,02 0,20+ 0,03

Megagametifito

- - - 2,60 + 0,20 4,96 £ 0,56 7,47 +£0,27

3.3. Eletroforese bidimensional

As amostras foram diluidas em tampéao de reidratagdo, contendo 7 M de uréia, 2 M
de tiouréia, 2% de CHAPS, 2% de IPG Buffer pH 4-7, 1% de DTT e 0,002% de azul de
bromofenol, até a concentracdo de 570 ug de proteinas por 1 mL de extrato. Para cada gel,
foram utilizados 200 pg de proteinas, carregados simultaneamente a reidratacdo em tira de

gradiente de pH imobilizado (IPG, GE Healthcare). Foram utilizadas tiras de IPG de 18 cm,
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com faixa de separacao linear de pH 4-7. A reidratacao foi realizada por 12 h e a focalizagéo
isoelétrica foi realizada em uma unidade de IPG Phor Il (GE Healthcare) a 20°C, com limite
de corrente de 50 pA por tira, segundo as etapas: 0,5 kVh a 500 V, 8 h a 1000 V, 3 h a 8000
V, 20 kVh a 8000 V. Antes de iniciar a segunda dimensao, as proteinas foram reduzidas, por
15 min, em solucao de equilibrio (50 mM de Tris-HCI pH 8,8, 6 M de uréia, 30% de glicerol,
2% de SDS, 0,002% de azul de bromofenol) adicionado de 125 mM de DTT e,
posteriormente, alquiladas (solu¢do de equilibrio adicionada de 125 mM de iodoacetamida).
A segunda dimensdo foi realizada em gel de 12% de poliacrilamida, em condigcbes
desnaturantes (SDS-PAGE). A separacado eletroforética foi conduzida com corrente

constante de 25 mA por gel, em um sistema vertical Protean Il (BioRad, Hercules, EUA).

3.4. Coloragéo dos géis

As proteinas foram visualizadas pela coloragdo com nitrato de prata
((SHEVCHENKO et al., 1996). Inicialmente, os géis bidimensionais (2-D) foram fixados por
12 h em solugao de fixagcdo contendo 50% de metanol, 12% de &cido acético e 0,05% de
formaldeido. Apds duas lavagens de 30 min em solugdo de 50% de etanol, os géis foram
incubados por 2 min em solugéo de 0,02% de tiossulfato de sédio e, posteriormente, lavados
em agua. Em seguida, os géis foram incubados por 20 min em solu¢ao de 0,2% de nitrato
de prata e 0,08% de formaldeido. Ap6s lavagem em agua, a revelacao foi conduzida por 3
min pela incubagao dos géis em solucdo de 6% de carbonato de sodio, 0,16% de tiossulfato
de sbdio e 0,05% de formaldeido e interrompida utilizando a mesma solugéo de fixagao

utilizada no inicio do processo de coloragao.

3.5. Analise de imagens

Os géis 2-D foram analizados pelo programa Image Master Platinum 6.0 (GE
Healthcare). Os parametros para deteccdo automatizada de “spots” foram otimizados
através de analise em diferentes regides dos géis 2-D. Posteriormente, o contorno de cada
“spot” foi avaliado manualmente para isolamento, remocédo ou adicdo dos mesmos, caso

necessario. Para a caracterizacao dos géis, mapas 2-D foram obtidos, contendo apenas os
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“spots” detectados em todas as repetigcdes. Para tanto, os géis analizados foram alinhados
visando atribuir identidades comuns entre os “spots” das diferentes repeticbes. Os mapas

criados foram utilizados na caracterizagao do perfil eletroforético das proteinas detectadas.

3.6. Agrupamentos de expressao

Para identificar padroes similares de acumulo de proteinas durante a embriogénese
zigética, foi utilizado o programa EPCLUST, disponivel no sitio
www.bioinfo.ebc.ee/EP/EP/EPCLUST/. Para tanto, as porcentagens dos volumes de cada
“spot” dos diferentes acessos detectados nos mapas 2-D, nos embrides e megagametdfitos,
foram somados e convertidos a valores logaritmicos (log,). Distancias euclidianas e o
algoritmo UPGMA (“unweighted pair group method with arithmetic mean”) foram utilizados

nos agrupamentos.

3.7. Digestéao de proteinas

A digesté@o de proteinas in gel foi realizada conforme descrito por SHEVCHENKO et
al. (2006). Para tanto, cada “spot” foi isolado dos géis 2-D, cortados em pequenos pedagos
e desidratados pela adicdo de acetonitrila por 10 min. Posteriormente, as proteinas foram
reduzidas e alquiladas em solugdes de 100 mM de bicarbonato de amédnio contendo 10 mM
de DTT, por 30 min a 56° C, e 55 mM de iodoacetamida, por 10 min, em temperatura
ambiente no escuro, respectivamente. A digestao enzimatica foi realizada através de adi¢céo
de 16 ng.L" tripsina (grau de sequenciamento, Promega, Madison, US), & 37° C, por 12 h.
Os peptideos foram extraidos em solugao contendo 5% de acido férmico e acetonitrila (1:2,
v/v) por 15 min a 37° C. O sobrenadante foi coletado, seco e os peptideos ressuspendidos

em 0,05% de &cido trifluoroacético (TFA).

3.8. Fracionamento e analise dos peptideos em espectrémetro de massas
As misturas peptidicas, resultantes do processo de digestao, foram analisadas por
nanoLC-MS/MS em um cromatégrafo liquido Ultimate 3000 (Dionex, Sunnyvale, US)

acoplado a um espectrébmetro de massas do tipo LTQ-Orbitrap (ThermoFisher Scientific,
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Waltham, US), segundo o procedimento descrito no Capitulo 3. Para tanto, os peptideos
tripticos foram ressolubilizados em 0,05% de TFA e eluidos em uma pré-coluna de
carregamento C18 PepMAP100 (Dionex, 5 x 300 mm, 5 um), sob um fluxo de 20 pL/min.
Apbs o carregamento, concentracdo e lavagem, os peptideos foram separados em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando uma uma nano-coluna C18
PepMAP100, 3 um (Dionex, 15 cm x 75 um). Foram utilizados como solventes uma solucao
de 5% acetonitrila e 1% de acido férmico (solvente A), e uma solucao de 80% acetonitrila e
1% de &cido férmico (solvente B). A separagao foi realizadas sob um fluxo de 200 nL/min e
a mudanga na proporgao, do solvente B em relagéo ao solvente A, definiu o gradiente de
corrida, conforme descrito a seguir: de 5 a 20% nos primeiros 20 min, de 20 a 50% de 20 a
36 min, de 50 & 100% de 36 a 41 min, 100% de 41 a 51 min e 5% entre 51 e 56 min. Apos
a separacao em CLAE, os peptideos foram injetados em tandem no espectrdmetro de
massas utilizando um sistema de “nanospray” (ThermoFisher Scientific) equipado com uma
agulha de silica de 10 um de diametro interno (New Objective, Woburn, US). A voltagem do
spray utilizada foi de 1,8 kV e a temperatura do capilar de transferéncia iénica foi ajustada a
180 °C. O espectrometro de massas operou no modo dependente de dados (DDA). O
controle de ganhos automaticos (AGC) foi ajustado & 5x10° e 5x10* para os eventos de
fragmentagdo MS/MS no quadrupolo triplo linear (LTQ). Cada ciclo de aquisicdo de dados
consistiu em uma varredura de moléculas entre 200-2000 m/z no analisador Orbitrap,
seguido de fragmentagao MS/MS, sob energia de colisdo de 35% na célula de colisao linear,
dos quatro fons precursores mais intensos. fons de carga igual a +1 foram excluidos dos
eventos de MS/MS, e as m/z dos ions precursores fragmentados foram inseridos em uma

lista de exclus&o por 90 segundos.

3.9. Identificacdo das proteinas

Os espectros obtidos em cada ciclo de andlise foram convertidos em um Unico
arquivo tipo .mgf, utilizando o programa BioWorks 3.2 (ThermoFisher Scientific).
Previamente a identificacdo de proteinas em bancos de dados, os espectros foram filtrados

para remocgao de espectros de queratina e tripsina utilizando o programa Eagle Eye, como
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descrito no Capitulo 3. Foi utilizada a prépria biblioteca disponivel no sitio
http://genetics.bwh.harvard.edu/cgi-bin/msfilter/eagleeye.cgi, contendo 12.009 espectros
interferentes. Os parametros de selegao utilizados foram: tolerancia a erros na massa dos
fragmentos igual a 0,6 Da, toleréncia a erros na massa dos precursores igual a 0,01 Da e
valor pigual a 0,01 (Figura 2).

As buscas foram realizadas no banco de dados MSDB através do programa
MASCOT v.2.2 (Matrix Science, London, UK) instalado em dois servidores locais. As
configuragbes de busca foram: 10 ppm para tolerancia de massas do ion precursor e 0,6 Da
para os fragmentos. Foi permitido uma falha na fragmentacdo e carbamidometilagdo da
cisteina, oxidacdo de metionina e acetilagdo de N-proteinas foram adicionadas como
modificagdes variaveis. Foram consideradas identificacées as proteinas com pelo menos
trés peptideos de escore maior que 20. Para identificagcdes a partir de somente um ou dois

espectros, ao menos um peptideo deve possuir escore acima de 50 (Figura 2).

espectros de queratina e tripsina

1
1
i
1 1
espectros MS/MS |—>| EAGLE EYE |—>| espectros selecionados |—> sequen_c:l:l)e‘largzr;t\?ofje novo :
x i
i ' =
| espectros de !
ieraiva s ipainal MASCOT f——— MS BLAST f------"

y A y

identificacao identificacao N identificagao
positiva limitrofe positiva

Figura 2: Estratégia de identificacdo de proteinas de embrides e gametéfitos femininos de A.
angustifolia.

Paralelamente a busca restringente por MASCOT, o sequenciamento de novo
automatizado foi realizado (Figura 2). Para tanto, o programa PepNovo foi utilizado e apenas
sequéncias candidatas com escore acima de 6 foram consideradas (FRANK e PEVZNER,
2005). Nas buscas por MS BLAST, todas as sequéncias peptidicas selecionadas foram
combinadas em uma Unica entrada. As buscas foram realizadas no NCBInr através do sitio

http://genetics.bwh.harvard.edu/msblast/. A confirmagéo ou identificacdo de proteinas foi
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realizada de acordo com a tabela de identificacdo do MS BLAST (HABERMANN et al.,
2004).

4. Resultados e discussao

4.1. Variagcao no conteudo de proteinas e caracterizacao dos mapas protéicos

Durante o desenvolvimento da semente de A. angustifolia, foi observado o mesmo
padrdo de variagcdo do conteudo protéico nos tecidos embriondrios e gametofiticos
Entretanto, o teor de proteinas nos megagametoéfitos foi menor em relagdo aquele
observado para os tecidos embrionarios. A avaliagdo do acumulo de proteinas entre os
diferentes estadios de desenvolvimento indicou um aumento de até 17 vezes na
concentracao de proteinas (Figura 3). Esse aumento é evidente nos embrides em estadio
cotiledonar tardio, quando observou-se a maior concentracdo protéica durante o processo

(19 pg.mg™' de massa fresca).

257
N embrido + megegametéfito

20 O megagametofito

El embrido

101

Contetdo protéico (ug/mg MF)

Estadios de desenvolvimento

Figura 3: Conteudo de proteinas de A. angustifolia durante a embriogénese zigotica.
Estadios de desenvolvimento: 1: pré-embrido, 2: globular, 3: torpedo, 4: cotiledonar inicial, 5:
cotiledonar tardio, 6: maduro.

ASTARITA et al. (2003) constataram um grande aumento na quantidade de
proteinas soluveis acumuladas em tecidos embrionarios entre as fases torpedo e cotiledonar
incial. Entretanto, essas proteinas ndao foram avaliadas qualitativamente. PANZA et al.
(2002) observaram a presenca de vacuolos protéicos em cotilédones e embrides maduros

de A. angustifolia, indicando que os tecidos embrionarios também sao responsaveis pelo
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acumulo de proteinas de reserva. Tal fato sugere um aumento e manutengdo de alta
concentracdo de proteinas durante maturacdo. A reducdo na concentracdo protéica no
embrido maduro de A. angustifolia indica que o transiente aumento observado durante o
desenvolvimento cotiledonar, seguido de redugdo no estadio maduro, pode estar
relacionado tanto com o acumulo de proteinas de reserva, como também com um aumento
transitério da expressdo génica, traducao protéica e atividade metabdlica, j& que a

mobiliza¢do de proteinas de reserva ocorre somente ap6s a germinagdo (BEWLEY, 1997).

Embriogénese inicial
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Figura 4: Mapas 2-D das proteinas detectadas durante o desenvolvimento da semente de A.
angustifolia. Estadios de desenvolvimento: A: pr6-embrido, B: globular, C: torpedo, D e E:
cotiledonar inicial, F e G: cotiledonar tardio, H e I; maduro. O gradiente de pH utilizado e as
massas moleculares relativas (em kDa) estdo representados na por¢ao superior e lateral
dos mapas.
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A andlise do mapa 2-D das sementes no estadio cotiledonar inicial mostra a
presenga de um grande numero de proteinas, ja que 955 + 21 “spots” foram detectados no
tecido embrionario e 545 + 74 no megagametofito (Figura 4 e Tabela 2). Embora o final do
processo de embriogénese seja caracterizado por reducdes nas taxas de divisdo celular e
inicio do acumulo de substancias de reserva, a alta expressdo protéica na fase de
diferenciagao e desenvolvimento cotiledonar sugere a importancia dos eventos que ocorrem
nesse periodo.

A transigéo entre o estadio cotiledonar tardio e maduro foi caracterizada por uma
reducdo no numero de “spots” detectados, semelhante aquela ja evidenciada na
quantificacdo de proteinas totais. Esta situagdo indica uma possivel queda na ativagao
génica e consequente diminuicdo na biossintese de proteinas. Adicionalmente, nao foi
observada alteracdo no numero de “spots” detectados nos mapas 2-D de tecidos
gametofiticos, considerados tecidos de reserva, importantes para o final do processo

embriogenético (Tabela 2).

Tabela 2: Namero total de “spots” detectados nos géis 2-D durante o desenvolvimento das
sementes de A. angustifolia (média £ DP, n=3). Estadios de desenvolvimento: pr6-embrido
(1), globular (2), torpedo (3), cotiledonar inicial (4), cotiledonar tardio (5), maduro (6).

Material vegetal Estadio de desenvolvimento Niumero total de ‘“spots”
Embrido + Megagametdfito
1 426 + 42
2 425 £ 82
3 353 £124
Embrido
4 955 +21
5 773 £232
6 496 + 56
Megagametdfito
4 545 +74
5 473 £ 111
6 427 £93

A 2-DE permite a deteccdo de propriedades fisico-quimicas das proteinas
fracionadas, como por exemplo a massa molecular relativa (Mr) (CHEN e HARMON, 2006).
Durante o inicio da embriogénese, ndao foram identificadas alteracées nos perfis de
distribuicao dos “spots” de acordo com a Mr (Figura 5). Foram identificados poucos “spots”

com pequena Mr (menores de 20 kDa), sendo que a maior porcentagem ocorre nos
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embrides maduros (13%). Ressalta-se que nos estadios inciais, o material era constituido de
embrides e megagametdfitos, ndo tendo sido verificadas alteragcbes na porcentagem de
“spots” de baixa Mr nessa fase. Entretanto, nos mapas 2-D de tecidos embrionarios e
megagametofiticos isolados (Figura 5B e C) foram observadas alteracées expressivas na
classe de “spots” com Mr entre 20 e 40 kDa. Além disso, o aumento na porcentagem de
“spots” com Mr entre 20 e 40 kDa é mais evidente nos megagametoéfitos dos estadios
cotiledonar inicial, tardio e maduro (9%, 29% e 18%, respectivamente, Figura 5C). Em
embrides nos estadios cotiledonar inicial, tardio e maduro (Figura 5B), também foi possivel
verificar um aumento na porcentagem de “spots” de pequena Mr (2%, 6% e 13%), indicando
que houve um aumento na quantidade de polipeptideos de pequena Mr em ambos os

tecidos estudados durante a embriogénese.

embrido + megagametdfito
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Figura 5: Distribuicdo dos “spots” detectados nos mapas 2-D, de acordo com a massa
molecular relativa (kDa), durante o desenvolovimento das sementes de A. angustifolia.
Estadios de desenvolvimento: pré-embriao (1), globular (2), torpedo (3), cotiledonar inicial
(4), cotiledonar tardio (5), maduro (6).

Visando uma melhor caracterizagdo das variagbes no padrdo de acumulo de

proteinas durante a embriogénese, os mapas 2-D dos diferentes estadios foram alinhados e
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0 numero de spots comuns quantificados. A analise do nimero de “spots” comuns indicou
que as menores alteragées no perfil protéico ocorrem durante o inicio da embriogénese. Os
mapas 2-D dos estadios pré-embrionarios e globulares apresentam 24% de “spots” comuns,
enquanto que aquele referentes aos estadios globulares e torpedo apresentaram 23% de

“spots” comuns (Tabela 3).

Tabela 3: Tabela comparativa dos “spots” comuns entre os mapas 2-D durante o
desenvolvimento das sementes de A. angustifolia. Estadios de desenvolvimento: pro-
embrido (1), globular (2), torpedo (3), cotiledonar inicial (4), cotiledonar tardio (5), maduro

(6).

Material Estadios de Numero de Porcentagem de
vegetal desenvolvimento ‘‘spots” comuns “spots”’comuns
Embriao + Megagametofito

1-2 203 24

2-3 179 23
Embriao

34 168 13

4-5 414 24

5-6 235 19
Megagametofito

34 154 17

4-5 167 16

5-6 175 19
Embriao e Megagametofito

4 257 17

5 201 16

6 258 28

A transicdo entre o estadio torpedo e cotiledonar tardio € caracterizada pelas
maiores alteragdes no perfil de acumulo de proteinas. Embora nao tenham sido verificadas
diferengas na distribuicao dos “spots” de acordo com a Mr (Figura 5), os nimeros de “spots”
comuns entre os mapas 2-D dos estadios torpedo e cotiledonar inicial foram os menores
durante a embriogénese zigbtica. Assim, foram detectados 168 e 154 “spots” em relagao
aos mapas de embrides e megagmetofitos dos estadios torpedo e cotiledonar inicial,
respectivamente. Tal fato, em associacdo com os resultados observados quanto as
variagbes no conteudo protéico durante a embriogénese (Figura 3), indicam uma alteracéao
no perfil metabdlico durante a diferenciagéo e crescimento cotiledonar.

Em coniferas, a interacdo entre embrides e megagametdfitos é de extrema

importancia no desenvolvimento das sementes (SALLANDROUZE et al., 2002). A andlise
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comparativa entre os “spots” detectados em embrides e megagametoéfitos apresenta
variagdes importantes de acordo com o estadio de desenvolvimento avaliado (Tabela 3).
Nos mapas dos estadios cotiledonar inicial e tardio ocorrem as menores porcentagens de
“spots” comuns (17 e 16%, respectivamente). Entretanto, pela analise comparativa entre os
mapas de embrides e megagametdfitos do estddio maduro foi verificada uma grande
porcentagem de “spots” comuns (28%). Esta situagao indica que os possiveis processos de
diferenciagéo e crescimento celular no embrido, e a sua interacdo com o tecido materno

estejam sendo finalizados.

4.2. Alteragées metabdlicas durante e embriogénese zigdtica
4.2.1. Identificacdo de proteinas

Visando a identificacdo de alteragbes no metabolismo de A. angustifolia durante a
embriogénese zigdtica, foram selecionados os 155 “spots” mais abundantes em % de volume
dos mapas 2-D, presentes nos estadios globular e maduro. Seus correspondentes nos géis
2-D foram excisados, digeridos e analisados em espectrémetro de massas (Figura 6).

Para a identificagao das proteinas foram utilizadas buscas seriadas por MASCOT e
por sequenciamento de novo automatizado seguido de alinhamentos no MS BLAST. A
estratégia adotada mostrou-se bem sucedida, ja que A. agustifolia € um organismo cujo
genoma é desconhecido e para a qual existem somente 6 proteinas depositadas nos bancos
NCBI e SwissProt. Foram obtidas identificagbes de 56 “spots” nos estadios globular e 81
“spots” no maduro. Destes, 15 do globular e 40 do maduro foram exclusivos dos respectivos
estadios. Esta situacao torna estes materiais potenciais candidatos a marcadores do inicio e

final do desenvolvimento embrionario (Tabela 4).
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Figura 6: Géis 2-D dos estadios globular (A) e maduro (B) do desenvolvimento de sementes de A. angustifolia. As proteinas identificadas estao

indicadas com setas e referem-se aquelas descritas na Tabela 4.
72



Tabela 4: Lista de proteinas identificadas durante a embriogénese de A. angustifolia.

Spot’__ Actmulo® MASCOT MS BLAST Mr (kDa) ol
Peptideos Cobertura’ Seq Cobertura”
Proteina N acesso® Organismo Escore® Unicos® (%) Proteina N acesso® _Organismo alinhadas® (%) Teo. Obs. Teo. Obs.
Processamento protéico
16 ‘-i Heat shock protein 17.0 Q40851 P. glauca 94 2 1 Heat shock protein 17.0 Q40851 P. glauca 3 23 17 17 5.8 5.7
36 J?L—-—X—iﬁ Chloroplast chaperonin 21 Q6B4V3 V. vinifera 70 1 " Putative chaperonin 21 Q6Y679 P. vittata 1 17 13 27 4.6 5.84
iﬁ i Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
37 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase P21568 S. lycopersicum 74 1 8 CYP20-2 Q9ASS6 A. thaliana 3 15 18 29 8.8 5.8
63 iﬂﬂ Putative elongation factor 2 Q6H4L2 O. sativa 164 3 3 OSJNBa0020P07.3 protein Q7XTK1 O. sativa 4 6 94 41 5.9 55
75 J—i—IE Protein disulfide isomerase Q5EUD6 Z. mays 146 3 4 Putative disulfide-isomerase Q75M08 O. sativa 3 9 40 47 6.3 5.6
ﬁ Putative rubisco subunit binding-protein RuBisCO large subunit-binding protein
88 alpha subunit Q8L5U4 A. thaliana 236 4 7 subunit alpha P21238 A. thaliana 10 19 62 63 5.1 4.7
iij_-ﬁ_h Putative rubisco subunit binding-protein RuBisCO large subunit-binding protein
89 alpha subunit Q8L5U4 A. thaliana 391 5 9 subunit alpha P21238 A. thaliana 21 43 62 61 5.1 4.7
91 ‘—ﬂ—ﬁ—ﬂ Hsc70 Q40151 L. esculentum 454 8 20 Heat shock protein 70 Q40693 O. sativa 6 " 72 70 5.2 5.0
92 l—ij—k—.ﬁ Hsc70 Q40151 L. esculentum 318 6 14 Heat shock protein 70 Q40693 O. sativa 4 8 72 70 5.2 4.9
93 j—lj—I] Heat shock protein 60 Q8HeU4 P. dulcis 485 7 13 Heat shock protein 60 Q8HeU4 P. dulcis 16 33 58 61 5.3 5.6
95 i_ij_iﬁ_f] Molecular chaperone Hsp90-1 Q6UJIX6 N. benthamiana 975 20 22 Heat shock protein 83 P51819 1. nil 19 30 80 80 4.9 4.9
96 ﬂmﬂ Heat shock protein Q71EE1 H. brasiliensis 913 18 19 Heat shock protein 81-1 Q0J4P2 O. sativa 19 30 80 80 5.0 4.9
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115

133

134

137

159

161

188

189

192

195

196

210

FEEEREETFEIET

Protein disulfide isomerase

Leucine aminopeptidase 1

Heat shock protein 60

Putative TCP-1

Putative elongation factor 2

NI

NI

Heat shock protein 17.0

20 kDa chaperonin

Putative 60S acidic ribosomal protein PO

Putative 60S acidic ribosomal protein PO

Translational elongation factor Tu

Q5EUD6E

P30184

Q8HeU4

Q6AV23

Q6H4L2

Q40851

065282

Q8LNX8

Q8LNX8

Q851Y8

o

o

o

R

N

N

o

mays

thaliana

dulcis

sativa

sativa

. glauca

thaliana

elegans

elegans

sativa

65

245

116

432

164

122

110

241

255

503

36

38

22

Probable protein disulfide-isomerase

Leucine aminopeptidase 1

Heat shock protein 60

Putative TCP-1

OSJNBa0020P07.3 protein

70 kDa peptidyl-prolyl isomerase

408 ribosomal protein S12

Heat shock protein 17.0

Chloroplast chaperonin 21

60S acidic ribosomal protein PO

60S acidic ribosomal protein PO

Translational elongation factor Tu

P38661

P30184

Q8HeU4

Q6AV23

Q7XTK1

Q38931

Q9XHS0

Q40851

Q6B4V4

P50345

024573

Q8w2Cc4

M. sativa

A. thaliana

P. dulcis

O. sativa

O. sativa

A. thaliana

H. vulgare

P. glauca

V. vinifera

L. luteus

Z. mays

O. sativa

20

34

4

32

36

39

44

27

40

55

58

58

94

62

27

22

22

48

52

56

70

61

38

82

26

39

39

4

6.3

5.7

53

5.6

59

5.2

54

58

8.9

9.6

9.6

6.0

56

53

5.4

5.7

53

5.2

5.1

4.8

5.1

4.9

5.2

6.5
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Metabolismo basal

47

60

64

72

73

77

83

84

94

112

113

114

=L eEES

B
e
i

"
——

P E

Putative uncharacterized protein

Cysteine synthase

Glutamine synthetase

GDP-mannose-3,5-epimerase

GDP-mannose-3,5-epimerase

Adenosylhomocysteinase

Granule-bound glycogen (Starch)

synthase

Granule-bound starch synthase 1

Cytosolic phosphoglucomutase

Type llla membrane protein cp-wap13

Type llla membrane protein cp-wap13

Type llla membrane protein cp-wap13

004428

P32260

Q9AXD8

Q93VR3

Q93VR3

Q4H1G1

Q9ZSQ5

Q00775

Q6S3D6

024548

024548

024548

C. paradisi

S. oleracea

A. marina

A. thaliana

A. thaliana

™

vulgaris

A. membranaceus

»

tuberosum

o

tomentosa

<

unguiculata

=<

unguiculata

V. unguiculata

291

131

498

143

395

211

213

60

459

124

358

323

20

30

28

Putative uncharacterized protein

Cysteine synthase

Glutamine synthetase

GDP-mannose 3,5-epimerase

GDP-mannose-3,5-epimerase

Adenosylhomocysteinase

Granule-bound glycogen (Starch)

synthase

Granule-bound starch synthase 1

Phosphoglucomutase

Type llla membrane protein cp-wap13

Type llla membrane protein cp-wap13

Putative reversibly glycosylatable
polypeptide

004428

QIXEA6

Q9AXD8

Q93VR3

Q93VR3

P93253

Q9ZsQ5

Q43092

P93804

024548

024548

Q9SR90

C. paradisi

O. sativa

A. marina

A. thaliana

A. thaliana

M. crystallinum

A. membranaceus

P. sativum

Z. mays

V. unguiculata

V. unguiculata

A. thaliana

8

34

36

27

33

4

39

43

43

54

67

67

63

39

39

39

34

38

44

47

47

55

58

58

66

46

46

46

55

6.8

6.2

5.9

59

58

7.6

6.9

55

6.2

6.2

6.2

4.8

59

5.4

59

58

59

53

5.2

55

59

5.7

56
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123

138

140

141

142

143

199

201

=P LD F

Metabolismo energético

4

43

58

-

Adenosylhomocysteinase

Betaine-aldehyde dehydrogenase

NI

Alpha-glucosidase 1

Alpha glucosidase 1

Cobalamin-independent methionine

synthase

Putative adenosine kinase

S-adenosylmethionine synthetase

Triosephosphate isomerase

Triosephosphate isomerase

Malate dehydrogenase

Q4H1G1

Q6DQ92

022444

022444

Q6KCRO

Qesv73

Q9FVG7

P48496

P48496

Q5QLS8

B. vulgaris

M. acuminata

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

P. tremula

P. contorta

S. oleracea

S. oleracea

O. sativa

508

66

59

54

131

612

802

293

106

50

23

39

Adenosylhomocysteinase 1

Betaine-aldehyde dehydrogenase

Putative alpha-xylosidase

Alpha-glucosidase 1

Alpha-glucosidase 1

Cobalamin-independent methionine

synthase

Putative adenosine kinase

S-adenosylmethionine synthetase

Triosephosphate isomerase

Triosephosphate isomerase

Malate dehydrogenase

023255

Q6DQ9Y2

Q8vwve

022444

022444

QBKCRO

Q6SV73

Q9FVG7

P48496

P46225

Q42972

A. thaliana

M. acuminata

P. pinaster

A. thaliana

A. thaliana

A. thaliana

P. alba

P. contorta

S. oleraceae

S. cereale

O. sativa

8 16
6 26
2 31
1 1
2 2
2 3
8 38
14 43
12 42
2 8
1 3

54

29

101

101

101

91

25

43

34

34

42

55

59

104

105

106

76

42

47

28

29

39

58

6.3

6.3

5.6

5.6

8.2

6.0

56

6.5

6.5

76

5.7

56

5.6

5.7

5.8

59

5.1

5.4

55

53

78

76



59

69

70

78

79

81

85

87

1

122

144

193

198

E e pifEreED

Nodule-enhanced malate dehydrogenase

NADP specific isocitrate dehydrogenase

NADP specific isocitrate dehydrogenase

Enolase

UTP--glucose-1-phosphate

uridylyltransferase

UDP-glucose pyrophosphorylase

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit beta

Enolase

Enolase

2,3-bisphosphoglycerate-independent

phosphoglycerate mutase

ATP synthase gamma chain

Fructose-bisphosphate aldolase

081278

Q9zwit

Q9zwWi

Q42971

Q43772

Q8W557

Q01859

Q01859

Q6WB92

Q42971

P35493

Q59153

Q9LLD?7

IS}

carota

IS}

carota

o

sativa

T

vulgare

A. fructicosa

O. sativa

O. sativa

G. barbadense

o

sativa

By

communis

1. nil

O. sativa

440

646

440

88

257

182

259

370

86

252

97

152

132

23

Nodule-enhanced malate dehydrogenase

NADP specific isocitrate dehydrogenase

NADP specific isocitrate dehydrogenase

Enolase 1

UTP--glucose-1-phosphate

uridylyltransferase

UDP-glucose pyrphosphorylase

ATP synthase subunit beta

ATP synthase subunit beta

Enolase

Enolase

Phosphoglycerate mutase

ATP synthase subunit gamma

Fructose-bisphosphate aldolase

081278

Qozwit

Qozwit

Q9LEJO

Q9SDX3

Q8wW557

P29685

P19023

Q43130

Q42971

Q9XE59

P26360

Q53P96

G. max

D. carota

D. carota

H. brasiliensis

M. acuminata

A. fructicosa

H. brasiliensis

Z. mays

M. crystallinum

O. sativa

S. tuberrosum

I. batatas

O. sativa

23

28

30

21

44

46

46

48

52

52

59

59

48

48

61

36

42

40

47

47

53

56

56

56

56

45

53

63

34

38

6.9

6.5

6.5

54

5.2

59

59

6.2

54

55

9.0

9.0

58

6.2

6.1

5.7

5.6

5.4

52

5.1

6.1

58

59

4.2

56

77



Reserva

1 4i_i Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A- angustifolia 587 10 20 Vicilin-like storage protein Q8LKI7  A. angustifolia
3 i—i Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 998 18 22 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
4 j Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 552 8 17 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
5 i‘!-—h—% Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 518 9 18 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
6 4i5—i— NI - - - - - Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
J High molecular weight glutenin subunit

7 1By15 Q4JHY1 T. aestivum 111 2 2 High molecular weight glutenin y-subunit ~ Q7Y0S9 T. elongatum

8 ‘x—iﬁ Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 508 10 18 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
9 J Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 433 8 15 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
18 —i—ﬁ—iﬁ Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 1035 22 36 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
19 —i—ﬁﬁ—l Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 1100 24 35 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia
27 J Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia 905 21 32 Vicilin-like storage protein Q8LKI7 A. angustifolia




31

35

38

39

40

42

44

45

61

 EEEerel s

Resposta ao estresse

3

NI

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Peroxiredoxin

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8s3L0

>

. angustifolia

>

. angustifolia

>

. angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

. angustifolia

>

angustifolia

>

. angustifolia

P. tremula

175

566

244

277

218

167

304

727

116

23

23

27

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Vicilin-like storage protein

Peroxiredoxin

Q40844

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8LKI7

Q8s3L0

P. glauca

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

>

angustifolia

P. tremula

26

23

26

40

51

53

53

53

53

53

53

53

53

24

27

28

29

29

29

30

29

4

79

7.7

77

7.7

7.7

7.7

77

7.7

77

5.6

55

6.0

5.7

5.6

56

54

6.1

6.2

6.9

5.0
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62 —E—ﬁ—lﬂ Putative aldose reductase
j_ij_h_.j Putative mitochondrial aldehyde

80 dehydrogenase ALDH2a

98 L Cytosolic ascorbate peroxidase 2

104 —t—ﬂ—‘ﬂ— Ascorbate peroxidase

Sinalizagao

99 i—'—lﬁi 14-3-3-like protein GF14 iota

102 ﬁ—ﬁ—x— 14-3-3-like protein GF14 iota

211 —']—i—la 14-3-3 protein

212 jﬂ—ﬂ 14-3-3-like protein GF14 iota

Transporte

163 i Ij NI

164 j— NI

Qe5WW3

QeYWQ9

Q76LA6

Q6RY58

Q8LEN1

Q8LEN1

QePWL7

Q8LEN1

O. sativa

O. sativa

G. max

P. pinaster

A. thaliana

A. thaliana

S. chacoense

A. thaliana

107

57

55

218

166

13

306

161

22

Putative aldose reductase

Mitochondrial aldehyde dehydrogenase

Cytosolic ascorbate peroxidase

Ascorbate peroxidase

14-3-3-like protein D

14-3-3 protein

14-3-3-like protein

14-3-3 protein

Patellin-3

Patellin-3

Q8GXWO0

Q8LST5

Q8H1K7

Q6RY58

Q96453

Q944P2

Q9SPO7

Q944P2

Q56259

Q56759

A. thaliana

S. bicolor

R. raetam

P. pinaster

G. max

F. cirrhosa

L. longiflorum

F. cirrhosa

A. thaliana

A. thaliana

22

36

46

27

27

29

29

29

29

56

56

42

56

28

30

34

34

32

33

13

113

6.3

5.9

5.7

54

4.9

4.9

4.7

4.9

52

5.2

5.7

55

4.8

55

4.7

4.8

4.7

4.7

4.7

4.7
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Ciclo cellular

i_iﬁ_l_l Proliferating cell nuclear antigen large

194 Proliferating cell nuclear antigen P17070 O. sativa 376 9 37 form Q00265 D. carota 17 49 29 36 4.6 4.3
Estrutural

68 j—ﬂ—ﬂ—.j Actin Q9sP17 P. rubens 1288 23 62 Actin P93485 P. sativum 18 55 83 46 6.0 5.2
197 E—ﬂ-ﬂ—k Tubulin beta-2 chain P18026 Z. mays 291 5 12 Tubulin beta-4 chain Q41782 Z. mays 3 7 50 37 4.8 54
Classificagao incerta

65 i—ﬂ-‘lﬁ NI - - - - - F13E7.34 protein Q9MBR4 A. thaliana 4 11 42 44 5.2 5.6
191 i-l GTP-binding protein, ras-like Q9FJHO A. thaliana 368 7 31 GTP-binding protein, ras-like Q9FJHO A. thaliana 7 34 24 26 5.7 5.1

NI: proteina néo identificada

a: niimeros correspondem aqueles presentes na Figura 6

b: perfil de expressdo durante o d Lvii da . His s em preto, cinza e branco indicam aciimulo em megagametdfitos contendo embrides; embrides; e me
c: niimero de acesso no Swiss-Prot/TrEMBL.

d: escore total inferido por probabilidade MOWSE pelo MASCOT

e: niimero de sequéncias peptidicas unicas identificadas pelo MASCOT

f: porcentagem de cobertura prevista pelo MASCOT

g: niimero de alinhamentos identificados pelo MS BLAST com escore igual ou acima de 55

h: porcentagem de cobertura prevista pelo MS BLAST de acordo com a férmula[Zalinhamentos positivos (aa)x100]/sequéncia prevista (aa).

jfitos, respecti
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A estratégia de identificagdo de proteinas por similaridade de sequéncias validou
todas as identificagbes sugeridas pelo MASCOT, e permitiu a identificacdo de 8 novas
proteinas (Tabela 4: “spots” 6, 31, 65, 140, 161, 163, 164 e 188). Vale ainda ressaltar que
das 96 identificagbes, 38 encontravam-se presentes em mais de um “spot”, como a proteina
vicilina (numero de acesso Q8W557). A ocorréncia de “spots” multiplos ja foi reportada em
espécies de coniferas, como em Pinus pinaster (GION et al., 2005) e Picea sitchensis
(LIPPERT et al., 2007). Sua presengca pode ser consequéncia de modificagbes pods-
traducionais, ou da existéncia de diferentes isoformas, derivadas de um Unico gene ou de

variantes alélicos (LIPPERT et al., 2007).

4.2.2. Classificagdo funcional de proteinas

As 96 proteinas identificadas neste trabalho foram classificadas de acordo com sua
funcdo biolégica. Para tanto, foi utilizada a classificagdo proposta pelo “Gene Ontology
Annotation”, disponivel no sitio www.ebi.ac.uk/GOA/. Como n&o existem catalogos funcionais
delimitados para espécies de coniferas, foi utilizado um catalogo global, disponivel no sitio
mips.gsf.de/project/funcat (RUEPP et al, 2004). Sendo assim, as proteinas foram
classificadas em 9 e 8 categorias para os estadios globular e maduro, respectivamente
(Figura 7). As classes mais representativas em ambos os estadios foras as proteinas
envolvidas no processamento protéico (ajuste conformacional e degradacao de proteinas),
metabolismo basal, metabolismo energético e de reserva.

A maior classe de proteinas detectadas durante a embriogénese de A. angustifolia é
aquela referente a funcéo biolégica de processamento protéico, sendo as proteinas do tipo
“heat shock” as mais abundantes dentro dessa classe. O segundo grupo mais representativo
foi aquele formado por proteinas envolvidas no metabolismo basal, contendo 26 e 17% dos
“spots” nos estadios globular e maduro, respectivamente (Figura 7). A classe das proteinas
envolvidas no metabolismo energético, ou seja, relacionadas a glicélise, via do acido
tricarboxilico (TCA) e conversdo de energia constituiu-se de 16 “spots”; entretanto, apenas
10 identificagbes foram observadas. Outro grupo com alta frequéncia de identificacdes

redundantes é o das proteinas de reserva. Este grupo apresentou a maior variagao entre os

82



estadios globular e maduro, sendo que no estadio maduro foi uma das classes mais
abundantes. Sendo assim, verificou-se que o envolvimento de 2% dos “spots” no estadio

globular e 25% no estadio maduro relacionavam-se aos processos de reserva.

classificacio
ciclo celular  estrutural incerta rocessamento sinalizacfio iclo cel lestmtural o
2% 2% 3% P o 4% cclocelular 2%  classificacio
v resera protéico 1% incerta

reposta ao
estresse
4%

transporte
3%

2% 29%

2% reserva

sinalizacdo
25%

7%

metabolismo
energético
19%

resposta ao
estresse
7%

metabolismo

metabolismo basal metabolismo processamento
energético 26% basal protéico
19% 17% 26%

Figura 7: Classificagcao funcional dos “spots” identificados durante o desenvolvimento das

sementes de A. angustifolia. A: estadio globular, B: estadio maduro.

4.2.3. Dinamica de acumulo das proteinas identificadas

Em analises do proteoma por 2-DE, a expressao de um Unico gene pode resultar na
deteccao de varios “spots” protéicos (AGRAWAL et al., 2008). Além disso, A. angustifolia é
uma espécie cujo genoma € desconhecido, dificultando a caracterizacao e identificacao das
funcdes bioldgicas desenvolvidas pelas diferentes isoformas. Portanto, na caracterizagao da
dindmica do perfil de deteccao das proteinas identificadas foram consideradas todas as
variagbes por acesso entre os 96 “spots” identificados.

Sendo assim, os 66 acessos protéicos foram agrupados de acordo com a abundancia
e o perfil de deteccdo observado durante da embriogénese zigética (Figura 8). O
agrupamento A é caracterizado por proteinas abundantes durante todo o desenvolvimento
embrionario e é formado por apenas 7 acessos protéicos, como a actina e a proteina
ligadora a RuBisCo (RBP). O agrupamento B é formado por 26 proteinas com baixo acumulo
durante a embriogénese; enquanto que o agrupamento C é formado por 25 proteinas

abundantes nos estadios finais da embriogénese. Finalmente, o agrupamento D, formado
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por apenas 6 proteinas, é caracterizado por alto acumulo no inicio do desenvolvimento
embrionario.

Visando uma melhor compreensdo das alteragbes no proteoma e na ativagdo de
diferentes rotas metabdlicas durante o desenvolvimento da semente, algumas proteinas de
maior abundancia no inicio e final da embriogénese serao discutidas. Essas proteinas, além
de fornecer informagdes sobre mudangas no metabolismo da embriogénese zigotica, sao

potenciais candidatas a marcadores protéicos neste processo de desenvolvimento.

4.2.4. Proteinas de maior abundéncia durante o inicio do desenvolvimento das sementes

A ascorbato peroxidase (APX) € uma das enzimas mais importantes do sistema
oxidativo, atuando no controle e modulagdo dos niveis intracelulares do peroxido de
hidrogénio (H.O,) (ISHIKAWA e SHIGEOKA, 2008). O H,O, possui um efeito celular
deletério em altas concentragbes; entretanto, ele pode atuar na defesa contra organismos
invasores durante o final do desenvolvimento da semente e na oxidacdo de inibidores da
germinagdo em angiospermas (OGAWA e IWABUCHI, 2001; SCHOPFER et al., 2001).
Atualmente, existem poucos trabalhos relacionados a sintese de espécies reativas de
oxigénio (ROS) durante o desenvolvimento das sementes recalcitrantes. Por outro lado,
varios estudos tém reportado a producdo de ROS durante o acumulo de proteinas e
dessecacao em espécies ortodoxas (MCDONALD, 1999; PUKACKA e RATAJCZAK, 2005).

Embora apenas um acesso protéico de APX (Q76LA6) tenha sido incorporado ao
agrupamento D, o outro (Q6RY58) também apresentou maior acumulo no estadio globular
(Figura 8). A identificacdo dessa enzima, em abundancia nos estadios pré-embrionério,
globular e torpedo, sugere um elevado metabolismo oxidativo durante o inicio do
desenvolvimento embrionario, quando a APX pode atuar na regulacdo e controle da
atividade das ROS. Tal fato estd de acordo com a grande quantidade de identificagbes
funcionalmente agrupadas na categoria ‘resposta ao estresse’ durante o inicio de
desenvolvimento das sementes de A. angustifolia, correspondente ao estadio globular

(Figura 7A).
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O inicio da embriogénese em coniferas é caracterizado por diversos ciclos de diviséo
nuclear, seguido de celularizagdo (CAIRNEY e PULLMAN, 2007). A divisdo celular nas
plantas ocorre pela formagéo da placa celular e é caracterizada por eventos de mobilizagdo
e transporte de membranas (BEDNAREK e FALBEL, 2002). A patelina (“spots” 163 e 164),
que foi observada em pequena quantidade e identificada principalmente no estadio globular
(Tabela 4 e Figura 8), é uma proteina carregadora recrutada durante o desenvolvimento da
placa celular, sendo a sua estrutura constituida por um dominio de ligagéo lipidica e um
dominio de interacdo com o aparato golgiano (PETERMAN et al., 2004). Além de atuar nos
processos de transporte celular envolvidos na citocinese, ela também participa da
biossintese de fosfolipideos (PETERMAN et al., 2004). O aumento nos niveis de patelina nos
estadios globular e torpedo, seguido de reducdo durante o final do desenvolvimento das
sementes, indicam uma possivel reducao nas taxas de divisdo celular durante o acumulo de
proteinas e maturagdo da semente de A. angustifolia. Tal fato esta de acordo com a
auséncia de alteragbes e transicoes morfolégicas, nos embrides zigbticos e
megagametofitos, a partir do estadio torpedo (ASTARITA et al., 2003) e podem indicar uma
reducdo na taxas de diferenciagéo e perda de competéncia celular para a formagao de pro-

embrides a partir do estadio cotiledonar inicial.
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cofiledonar tardio

cofiledonar inicial
maduro

pré-embriondrio

globular
torpedo

vicilin-ike storage protein (Q8LKI7)
type lla membrane protein cp-wap13 (024548)
actin (@95P17)
A ATP synthase subunit beta (Q01859)
putative rubisco subunit binding-profein alpha subunit (Q8L5U4)
peroxiredoxin (Q853L0)
UTP--glucose-1-phosphate uridylyliransferase (@43772)
adenosylhomocysteinase (Q4H1G1)
Hsc70 (Q40151)
malate dehydrogenase (Q5QLS8)
14-3-3-like protein GF14 iota (QBLEN1)
UDP-glucose pyrophosphorylase (QEW557)
dul malate (081278)
leucine aminopeptidase I (P30184)
putative adenosine kinase (Q6SV73)
betaine-aldehyd
s-adenosyimethionine synthetase (QIFVG7)
putative elongation factor 2 (QGHAL2)

L

B putative uncharacterized protein (004428)
2,3-bis i mutase (P35493)
putative mi ial aldehyde ALDH2a (( )

putative 60S acidic ribosomal protein PO (Q8LNX8)
putative TCP-1 (Q6AV23)
molecular chaperone Hsp90-1 (Q6UJX6)
cystein synthase (P32260)
heat shock protein (Q71EE1)
14-3-3 protein (Q6PWL7)
translational elongation factor Tu (@851Y8)
cobalamin-independent methionine synthase (Q6KCRO)
ATP synthase gamma chain (Q59153)
protein disulfide isomerase (QSEUD6)
enolase (Q42971)
proliferating cell nuclear antigen (P17070)
heat shock protein 60 (Q8H6U4)
ascorbate peroxidase (Q6RY58)
(GDP-mannose-3,5-epimerase (Q93VR3)
NADP specific isocitrate dehydrogenase (Q9ZW11)
granule-bound glycogen (starch) synthase (Q9Z5QS5)
adenosylhomocysteinase (Q4H1G1)
cytosolic phosphoglucomutase (Q653D6)
granule-bound starch synthase | (Q00775)
heat shock protein 60 (Q8H6U4)
enolase (Q42971)
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase (P21568)
triosephosphate isomerase (P48496)
heat shock protein 17 (Q40851)
C 408 ribosmal protein $12 (Q9XHS0)
glutamine synthetase (Q9AXD8)
F13£7.34 (QIMBR4)
fructose-bisphosphate aldolase (Q9LLD7)
tubulin beta-2 chain (P18026)
protein disulfide isomerase (Q5UD6)
putative elongation factor 2 (Q6HAL2)
‘GTP-binding protein, ras-like (Q9FJHO)
20 kDa chaperonin (065282)
chioroplast chaperonin 21 (Q6B4V3)
high molecular weight glutenin subunit 1By15 (Q4JHY1)
putative aldolase reductase (Q65WW3)
heat shock protein 17.0 (Q40851)
vicilin-like storage protein (Q40844)
70 kDa peptidyl-prolyl isomerase (Q38931)
cytosolic ascorbate peroxidase 2 (Q76LA6)
alpha glucosidase | (022444)
D putative alpha-xylosidase (Q8VWV9)
enolase (Q6WB92)
pateliin-3 (Q56259)

P

o

4.852 9.704 14.556

Figura 8: Abundéancia e perfil de detec¢do das 66 proteinas unicas identificadas durante o

desenvolvimento da semente de A. angustifolia.

A proteina antigeno nuclear de proliferagdo celular (PCNA) possui um papel
importante na duplicagéo e reparo do DNA (HERRERA et al., 2000), tendo sido observada
em sementes de milho (HERRERA et al, 2000). Em A. angustifolia, uma espécie
recalcitrante, foi observada uma reducdo nos niveis de PCNA durante o final do
desenvolvimento, indicando a necessidade de sintese de novo dessa proteina durante a

maturacao das sementes.
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Processos biologicos que envolvem altas taxas de divisdo celular requerem a
expressao e acumulo de proteinas envolvidas na biossintese e degradacao de membrana e
parede celular, como as xilosidases (“spot” 140) e as proteinas de membrana cp-wap 13
(“spots” 112, 113 e 114), essenciais na expansao celular e tecidual de tecidos jovens
(SANCHEZ et al., 2003; WALD et al., 2003; NAKAI et al., 2007).

Poucas proteinas envolvidas no metabolismo do carbono e de reserva durante os
primeiros estadios da embriogénese de A. angustifolia. Destaca-se a identificagdo da alfa-
glucosidase do tipo | (“spots” 141 e 142), a qual hidrolisa, preferencialmente, substratos
heterogéneos como a sacarose (NAKAI et al., 2007). E interessante notar que enquanto os
niveis de alfa-glucosidase diminuem, os niveis da enzima amido sintetase (“spots” 83 e 84)
aumentam durante o desenvolvimento da semente. Esta situagao sugere que, durante o
inicio do desenvolvimento embrionario, a sacarose seja hidrolisada pela alfa-glucosidase |,
liberando alfa-D-glucose que é utilizada como substrato na biossintese do amido, que é o
metabdlito de reserva mais abundante em sementes maduras de A. angustifolia

(CORDENUNSI et al., 2004).

4.2.5. Proteinas de maior abundancia durante o final do desenvolvimento das sementes

As chaperoninas sao proteinas que desempenham papel fundamental no
processamento protéico. Atualmente, elas sdo divididas em duas classes de acordo com sua
localizagcado celular: a) as chaperoninas do tipo | que estdo presentes no estroma do
cloroplasto, matriz das mitocéndrias e em eubactérias; e b) as chaperoninas do tipo Il que
sao encontradas no citossol de eucariotos e em arqueobactérias (KOUMOTO et al., 2001).
Uma das prinicipais diferengas entre as duas classes é que as chaperoninas do grupo | tém
sua atividade dependente de co-chaperoninas (KOUMOTO et al, 2001). Durante o
desenvolvimento das sementes de A. angustifolia, as chaperoninas nao apresentaram
acumulo preferencial em nenhum estadio de desenvolvimento. Entretanto, as chaperoninas
de acesso protéico igual a 065282 e Q6B4V3, ambas apresentando 20 kDa, foram

detectadas apenas no final do processo estudado (Figura 8).
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As chaperoninas cpn60 e a co-chaperonina cpn10 ja foram extensivamente
estudadas em Escherichia coli (BONSHTIEN et al., 2007). Em plantas, um homoélogo desta
co-chaperonina foi identificado em Pisum sativum e Spinacia oleracea, possuindo o dobro de
sua massa e cuja sequéncia indicou ser formada por dois homologos da cpn10, sendo assim
denominada co-chaperonina cpn20 (BERTSCH et al., 1992; DICKSON et al., 2000). Estudos
in vitro mostraram que a cpn20 participa, em conjunto com a cpn60, no processamento da
RuBisCo (BERTSCH et al., 1992; VIITANEN et al., 1995). Embora a RBP (Q8L5U4) tenha
sido detectada nas fases iniciais e finais do desenvolvimento de A. angustifolia, a co-
chaperonina cpn20 ndo foi detectada durante o inicio da embriogénese (Figura 8). No
presente trabalho verificou-se a presenca das co-chaperoninas cpn20 somente a partir do
estadio torpedo. Esta situacdo indica que a diferenciagdo e desenvolvimento do aparelho
fotossintético incia-se a partir do desenvolvimento cotiledonar, podendo atuar no
fornecimento de energia, através do processo fotossintético.

Durante os estadios iniciais da embriogénese, a concentracdo de ATP é baixa, ja que
o O, disponivel é principalmente convertido para superdxido (ROLLETSCHEK et al., 2004).
Posteriormente, a partir da diferenciagdo do aparelho fotossintético e expressdao e
diferenciagcdo de enzimas das vias glicoliticas e do ciclo do TCA, os niveis de ATP
aumentam. Embora a enzima enolase tenha sido detectada em todos os estédios de
desenvolvimento da semente de A. angustifolia e, consequentemente, tenha sido localizada
nos agrupamentos B, C e D, outras enzimas envolvidas na glicélise e na via do TCA foram
identificadas somente nas fases finais do desenvolvimento. Dentre elas destacam-se a
trifosfato isomerase, a frutose bifosfato aldolase e a isocitrato desidrogenase. O grande
acumulo dessas enzimas nos estadios finais da embriogénese sugere uma alteracao no
metabolismo de estresse oxidativo. Com uma maior disponibilidade de O,, como aceptor final
de hidrogénio, e aumento das taxas de respiracdo na semente madura. A D-glucose é outro
substrato envolvido na cadeia respiratéria e é possivelmente encontrada em grandes
quantidades no final da embriogénese devido a hidrélise da sacarose pela agéo da alfa-
glucosidade do tipo | no inicio do desenvolvimento do embrido. Outra evidéncia de grande

acumulo de D-glucose no final do desenvolvimento das sementes refere-se a alta expressao
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da enzima amido sintetase (Q9ZSQ5 e Q00775), que utiliza a D-glucose como substrato
para a biossintese do amido.

O final do desenvolvimento embriondrio € caracterizado por um aumento na
quantidade de metabdlitos de reserva e acumulo de enzimas relacionadas, como por
exemplo a amido sintetase em sementes ricas em amido. Embora as sementes de A.
angustifolia sejam amilaceas, “spots” da proteina vicilina foram identificados em grande
quantidade na semente madura. A deteccao de multiplos “spots” relacionados com essa
identificacdo sugerem a existéncia de alteragdes pds traducionais e expressao de isoformas
protéicas (LIPPERT et al., 2007). No presente trabalho ndo foram verificadas enzimas
proteoliticas, embora em A. bidwillii foi identificada a acao de aminopeptidases em sementes
maduras (GALLESCHI et al., 2002). A identificagdo dessas mesmas endopeptidases em
sementes maduras de A. cunninghamii (GALLESCHI et al., 2002), uma espécie ortodoxa,
indica que a presenga de enzimas proteoliticas é independente da existéncia de um
desenvolvimento continuo do embrido, sem a interpolagdo de uma etapa de baixa atividade
metabdlica, como observado em sementes ortodoxas. Portanto, alternativamente, o
fendmeno de identificagdes multiplas de proteinas do tipo vicilina pode ser resultado da
digestdo enzimatica dessas proteinas de reserva, gerando peptideos de diferentes

tamanhos, pls, e diferentes padroes eletroforéticos.

O evento mais importante da maturagdo é o acumulo de proteinas de reserva, a
partir de aminoacidos livres, no final da embriogénese. Em Pinus taeda e Pinus pinaster os
residuos de aminodacidos mais frequentes sdo a arginina, a glutamina e o acido glutamico
(ALLONA et al., 1992; RODRIGUEZ et al., 2006). As plantas utilizam nitrato, aménio e o gas
N, como as principais fontes externas de nitrogénio para a biossintese de aminoacidos e
compostos orgénicos (MASCLAUX-DAUBRESSE et al, 2006). O nitrato é o ultimo
composto inorganico da via de assimilagao do nitrogénio, o qual € incorporado pela agao da
enzima glutamina sintetase (GS). Posteriormente, a glutamina, na presenca de 2-
oxoglutarato, é convertida em glutamato por atividade da glutamato sintase (GOGAT) nos
cloroplastos. O glutamato pode ser convertido em outro aminoacido, a glicina, por atividade

da glutamato:glioxalato aminotransferase (GGAT), nos peroxissomos, produzindo uma
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molécula de 2-oxoglutarato que pode ser reciclada na forma de glutamato (Figura 9).
Alternativamente, o glutamato pode também ser convertido em 2-oxoglutarato, pela

atividade da enzima glutamato desidrogenase (GDH), produzindo aménio (Figura 9).
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Figura 9: Esquema simplificado da assimilacdo e metabolismo do nitrogénio. Enzimas
catalizadoras das reagfes: glutamina sintetase (GS), glutamato sintase (GOGAT),
glutamina;glioxalato aminotransferase (GGAT), serino:glioxalase aminotransferase (SGAT),
glutamato desidrogenase (GDH). Esquema adaptado de MASCLAUX-DAUBRESSE et al.
(2008).

As reacdes catabolizadas pela enzima GS podem ocorrer no citoplasma e no
cloroplasto pela atividade da GS1 e GS2, respectivamente; entretanto, a enzima GS2 ainda
nao foi detectada em coniferas (CANOVAS et al., 1998). Sabe-se que a GS1 possui duas
isoformas que apresentam propriedades estruturais e cinéticas distintas. A GS1a € induzida
pela luz, enquanto a GS1b apresenta expressao constitutiva e estd associada aos tecidos
vasculares (MASCLAUX-DAUBRESSE et al., 2006). Um estudo comparativo da expressao
dos genes GS1a e GS1b, em embrides zigéticos e somaticos de Pinus pinaster, mostrou
que a expressdao do gene GS1b ocorre principalmente nas células do procambio dos

embrides (RODRIGUEZ et al., 2006). Entretanto, nao foi observada expressao do GS1a em
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embrides zigbticos, enquanto que seus transcritos foram detectados somente a partir do

estadio cotiledonar nos embrides somaticos (RODRIGUEZ et al., 2006).

Embora pouco se saiba a respeito do metabolismo do nitrogénio nos tecidos
embrionarios de coniferas, o suprimento e balanco correto desse composto € critico no
desenvolvimento embrionario (RODRIGUEZ et al., 2006). Sabe-se que o ciclo GS / GOGAT
€ a via preferencial de assimilagao do N durante a embriogénese somatica em Picea glauca
(JOY et al., 1997). No presente trabalho, foi observado um grande acumulo da enzima GS, a
qual cataliza a conversao entre o acido glutamico e glutamina, no estadio cotiledonar inicial.
AlteracGes no acumulo dessa enzima, durante o processo de maturacao, podem indicar que
a biossintese e interconversao da glutamina e do acido glutamico é ativa durante o inicio da
maturagao de coniferas. Em A. angustifolia, verificou-se que o acido glutamico é aminoacido
livre mais abundante em sementes maduras (ASTARITA et al, 2003). Além disso, a
composicao de aminoacidos da proteina vicilina (Q8LKI7) indica que mais de 10% de sua
sequéncia é composta por acido glutdmico. Sendo assim, a expressao da enzima GS em
tempos especificos da embriogénese pode ser determinante para a obtengdo de embrides

maduros na espécie.

5. Consideracoes finais

A eletroforese bidimensional e a espectrometria de massas mostraram-se eficientes
na caracterizacao do proteoma de A. angustifolia, durante o desenvolvimento das sementes.
Estudos de expressédo temporal das identificagbes aqui obtidas, principalmente daquelas
relacionadas as proteinas do tipo vicilinas, poderao fornecer informagdes importantes sobre
a dindmica da expressao dos genes e compartimentalizagao das proteinas correlatas. Além
disso, proteinas estadio-especificas podem ser utilizadas como marcadores do processo de
maturagdo em culturas embriogénicas de A. angustifolia e servir de base para estudos
genéticos, fisiologicos e de metabolismo sobre o desenvolvimento embrionario em espécies

de coniferas.
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CAPITULO 5. Consideracgées gerais, implicacdes e perspectivas

No presente trabalho foi caracterizado o proteoma do desenvolvimento da semente
de Araucaria angustifolia. As caracteristicas deste sistema vegetal, associado ao nimero
limitado de estudos com esse material exigiram a adequecao de metodologias iniciais.

Sementes de A. angustifolia séo ricas em amido, 0s quais podem bloquear os poros
dos géis de acrilamida, causando precipitagdo, aumento no tempo de focalizagao, rastros e
perda de proteinas (CARPENTIER et al, 2005). Portanto, foi necessaria a selecdo da
metodologia de extracdo ideal de proteinas para analises em eletroforese bidimensional.
Dentre os métodos avaliados, a extracdo de proteinas em solucao de uréia e tiouréia
resultou em melhor fracionamento protéico e obtengdo de géis bidimensionais (2-D) com
maior resolugao e maior numero de “spots”.

Pelo fato de A. angustifolia ser uma espécie cujo genoma ainda nao € conhecido. A
identificacao de suas proteinas baseia-se principalmente na homologia com outras espécies
vegetais. Adicionalmente, os alinhamentos obtidos por buscas restringentes, via MASCOT,
sao de pequena extensdo e, portanto, faz-se necessaria a utilizacdo de estratégias
alternativas de validacao das identificagcdes obtidas em bancos de dados. As buscas por
similaridade de sequéncias sado eficientes estratégias de identificacdo de proteinas de
organismos nao sequenciados (LISKA et al., 2004; WARINDEL et al., 2007). Entretanto, por
basear-se em alinhamentos entre sequéncias degeneradas, repetitivas e redundantes,
muitos alinhamentos ndo correspondem aqueles das proteinas alvo, aumentando o tempo
de processamento computacional e a probabilidade de identificagdes falso-positivas. Sendo
assim, foi desenvolvido um programa de selecdo de espectros para remog¢ao daqueles
considerados como interferentes, sem a necessidade de prévia identificagcdo dos mesmos
via MASCOT ou MS BLAST. A plataforma de selecao do programa Eagle Eye é baseada em
valores estatisticos de dissimilaridade entre espectros e, portanto, ndo depende de
informacgdes referentes a fragmentacdo dos peptideos e/ou sequéncia de aminoacidos. Os
resultados obtidos mostraram que o Eagle Eye é eficiente na remocdo de espectros

interferentes, ou seja, relacionados a identificagbes de queratina e tripsina, diminuindo o
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tempo de busca substancialmente e aumentando a sensitividade na identificacdo de
proteinas alvo. Ressalta-se que, devido a possibilidade de carregamento de diferentes
bibliotecas de interferentes, o Eagle Eye apresenta potencial de uso em outras estratégias
proteébmicas, como na identificacdo de interatores protéicos em andlises do tipo “shotgun”, ja
que populacbes de proteinas podem ser co-isoladas junto ao complexo em estudo
independente da especificidade entre isca e presa.

Similaridades morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas entre os processos de
embriogénese somatica e zigo6tica foram demonstradas para diferentes sistemas vegetais.
Uma melhor compreenséao dos fatores associados a embriogénese somatica pode ser obtida
na interface entre os modelos de embriogénese zigética e somatica. Em Pinus, foi
demonstrado que além das semelhangas morfoldgicas, similaridades estdo presentes no
padrao de aminodacidos nos diferentes estadios da embriogénese (PULLMAN et al., 2003).
Mais recentemente, foram observadas similaridades nos processos de embriogénese
somatica e zigbtica em Cyclamem persicum, através da protedmica comparativa
(WINKELMANN et al., 2006).

Embora muitos estudos abordando a inducao e evolucao de embrides somaticos de
A. angustifolia tenham sido realizados, apenas as fases iniciais do processo de
embriogénese somadtica nessa espécie encontram-se relativamente bem estabelecidos
(DOS SANTOS et al., 2002; SILVEIRA et al., 2006; STEINER et al., 2007). O estudo do
desenvolvimento embrionario em sementes, além de permitir um melhor entendimento das
bases moleculares e fisiologicas envolvidas no processo embriogenético, podem gerar
informagdes importantes para a manipulacao e otimizagcao da técnica de multiplicacédo in
vitro por embriogénese somatica (SILVEIRA et al., 2008).

Para A. angustifolia, as etapas de rearranjo morfolégico e metabdlico seguem
aquelas descritas para as gimnospermas (CAIRNEY e PULLMAN, 2007). Segundo
observado no Capitulo 4, as alteragbes no perfil de acimulo de proteinas indicam que a
embriogénese zigética de A. angustifolia pode ser dividida em embriogénese incial e tardia,
sendo que o rearranjo metabdlico que ocorre durante a formagao dos cotilédones parece ser

crucial para o correto desenvolvimento embrionério.
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Na embriogénese somatica de coniferas, embribes imaturos tém sido
especificamente utilizados na indugdo de novas culturas in vitro. Além disso, foi observando
que o estadio de desenvolvimento do in6culo afeta a taxa de indugéo observada (PARK et
al., 1993; LI e HUANG, 1996; SALAJOVA et al., 1999). Na embriogénese somatica de A.
angustifolia, a escolha do estadio de desenvolvimento correto do explante é crucial na
indugdo de novas culturas embriogénicas, tendo sido obtidos étimos resultados quando
inoculados embrides zigbticos nos estadios torpedo e cotiledonar inicial (DOS SANTOS et
al., 2002; SILVEIRA et al., 2002). A restringéncia no uso de embrides jovens em A.
angustifolia e em outras espécies de coniferas indica que a reprogramagdao do
desenvolvimento embrionario é dificil em culturas in vitro (STASOLLA e YEUNG, 2003).
Considerando os resultados obtidos no presente trabalho, pode ser inferido que o sucesso
na obtengdo de pré-embrides somaticos utilizando indculos embrionarios no estadio torpedo
e/ou cotiledonar inicial possivelmente deve-se a um aumento nos niveis de expressao
génica, traducao de diversas classes protéicas e consequente ativacéo de diferentes vias
metabdlicas, durante esses estadios. Esse fato refletiu-se no grande numero de “spots”
observados nos géis do estadio cotiledonar inicial, seguido de redug¢édo no estadio maduro,
caracterizando o final de uma etapa de intensa divisdo celular para uma etapa de
diferenciacéo e determinacéo celular.

Proteinas envolvidas no metabolismo basal, energético e processamento protéico
sao essenciais no desenvolvimento da semente de A. angustifolia. As proteinas do
metabolismo basal sdo abundantes durante o inicio do desenvolvimento embrionério, ou
seja, nos estadios caracterizados por intensa divisdo celular e crescimento. Em Araucaria,
existem espécies ortodoxas, como a A. cunninghamii, e recalcitrantes, como a A. bidwillii
(GALLESCHI et al.,, 2002). Devido ao elevado conteudo de agua e baixa tolerancia a
desidratacao, as sementes de A. angustifolia sao recalcitrantes (ESPINDOLA et al., 1994;
PANZA et al., 2002). A grande quantidade de “spots” relacionados as identificagdes do
metabolismo basal e energético no embrido maduro indica a existéncia de um metabolismo
ativo no embriao maduro. Contraiamente as ortodoxas, as sementes recalcitrantes possuem

alto contetdo de agua e sdo metabolicamente ativas quando maduras (PAMMENTER e
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BERJAK, 2000). Embora tenham sido verificados padrdes eletroforéticos similares ao
observado para sementes ortodoxas, a grande quantidade de proteinas envolvidas no
metabolismo basal e energético no estadio maduro corrobora a natureza recalcitrante da
espécie e sugere uma estratégia de desenvolvimento continuo sem a interpolacdo de uma
fase de baixa atividade metabdlica (PANZA et al., 2002). Tais constatacdes podem ser muito
importantes no estabecimento e otimizagdo de protocolos de embriogénese somatica na
espécie, ja que pouco se sabe sobre o perfil protéico de coniferas recalcitrantes e grande
quantidade de protocolos de embriogénese in vitro, incluindo-se aquele desenvolvido para
A. angustifolia (GUERRA et al., 2002; STEINER et al., 2007), sdo baseados no perfil de
acumulo de proteinas em espécies ortodoxas.

Alem disso, no presente trabalho, foram observados perfis eletroforéticos
semelhantes de distribuicdo e acumulo de proteinas entre embrides e megagametdfitos,
principalmente nos tecidos maduros. Tal fato pode refletir uma sinalizagéo, e conversao
mutua de proteinas, entre o embrido e o tecido que o envolve. A andlise dos géis dos
estadios cotiledonar tardio e maduro indicam que as proteinas de reserva, utilizadas para o
crescimento da plantula, acumulam-se tanto no embrido, como no megagametéfito. Sendo
assim, a adicao de agentes promotores de maturagéo, que induzam a sintese de proteinas
de reserva do tipo vicilina, é esperada para a obtengao de embrides somaticos maduros. A
adicao de acido glutamico é sugerida, ja que a andlise da sequéncia primaria da vicilina
indica uma predominancia desse residuo de aminoacido. Além disso, as identificagdes do
tipo vicilina foram as mais abundantes no presente trabalho. Esta situagédo reflete sua
importancia nos estadios finais do desenvolvimento embrionario de A. angustifolia e o seu
potencial como marcador protéico no estabelecimento e controle da maturagdo de embrides

somaticos.
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