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RESUMO

A Araucaria angustifolia ¢ a nica conifera nativa com importincia econémica no
Brasil. Originalmente a 4. angustifolia representava 40%, 31% e 25% da superficie do
Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, respectivamente. Manchas esparsas eram
encontradas em S#o Paulo (3%), inteirando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro
(1%), em éreas de altitudes elevadas. Pequenas manchas desta espécie eram encontradas na
Argentina e no Paraguai. Em plantas, o processo de desenvolvimento e diferenciagio da
semente ¢ controlado direta ou indiretamente por mudangas no padrio da expressdo de
genes. Assim, o capitulo 1 do presente trabalho apresenta a andlise da expressdo diferencial
de genes no megagametofito de 4. angustifolia durante o desenvolvimento da semente ¢
embrido maduro. Para isso, foi isolado RNA de MG (megegametéfito contendo embrido no
estaddio globular), MC (megagametdfito contendo embrido cotiledonar), MM
(megagametofito contendo embrido maduro) e EM (embrido maduro). Os RNAs foram
utilizados em experimentos de display diferencial de mRNA. Nos experimentos de display
diferencial foram utilizados os primers ancoradores T, VC e T(;VG e os primers arbitrarios
OPJO1, OPJO8 ¢ OPJ10. Com a utilizagio destes primers, foram isolados 163 cDNAs
diferenciais sendo 28 de MG, 54 de MC, 43 de MM ¢ 38 de EM.

Os 163 cDNAs isolados foram analisados através de slof blot sendo que 129 tiveram
a expressio diferencial confirmada: 15 de MG, 48 de MC, 31 de MM e 35 de EM. Os sinais
de hibridizacio dos ¢DNAs diferenciais foram quantificados utilizando-se o programa
CrazyQuant V. 1,3. As médias dos valores de intensidade de cada cDNA foram calculadas
e a seguir, calculou-se o coeficiente de expressdo (CE). Um total de 49 c¢cDNAs com os
maiores CEs foram clonados e seqiienciados. Alguns desses cDNAs apresentaram
seqiiéncias repetidas, restando assim, 36 seqiiéncias. O alinhamento das seqiiéncias foi feito
com o auxilio do programa Clustal W (V. 1,75). As seqiiéncias foram comparadas com
seqliéncias disponiveis em bancos de dados, com o auxilio do programa BLAST X (V.
2,1,1). Um total de 21 fragmentos apresentaram similaridade com seqii€ncias disponiveis
em bancos de dados, sendo 6 de MG, 5 de MC, 6 de MM ¢ 4 de EM.

Desenvolvimento e diferenciagio s3o também controlados através de fosforilagéo.

Virias proteinas e enzimas sdo fosforiladas em plantas. Como exemplo, podemos citar:
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ATPase, RNA polimerase, malato sintase, histona H1 e outras. No capitulo 2 ¢ apresentada
a andlise da sintese e fosforilagio de proteinas no megagametofito de A. angustifolia
durante o desenvolvimento da semente. Para isso, foi realizada extragdo de proteina total do
megagametofito nos estadios MG, MC e MM. As proteinas foram submetidas a
fosforilagio in vitro e analisadas através de SDS-PAGE. Um total de 19 proteinas foram
fosforiladas. Os tamanhos relativos dessas proteinas variavam de 324 a 279 kDa. Para MG
foram observadas 6 proteinas fosforiladas, enquanto que para MC e MM foram observadas
um total de 14 e 17 proteinas, respectivamente.

A CKIl (caseina quinase tipo II) é uma das principais proteinas quinases
multifuncionais da célula com mais de 200 substratos conhecidos. Ela esta envolvida no
controle da replicagdo e transcri¢do, processamento de RNA, transdugfio e metabolismo
celular. Assim, foram realizados ensaios de fosforilagdo in vifro utilizando heparina,
caseina, ATP ou GTP (como doadores de fosfato) para identificacdo da atividade de CKII
em MG, MC e MM. Fez-se também, ensaios de quinase em gel para CKII, utilizando
caseina incorporada ao gel e ATP ou GTP para identificar a CKII no gel. Através desses
ensaios foi observada a presenga de atividade da CKII nos extratos das amostras analisadas,
e a identificagio de dois polipeptideos de 35 e 15 kDa que representam a subunidade o’ e
B, respectivamente da CKII.

Com o objetivo de analisar a expressdo temporal de transcritos de CKII durante o
desenvolvimento da semente de A. angustifolia, RNA total isolado de MG, MC, MM, EG
(embrido globular), EC (embrifio cotiledonar) e EM (embrifio maduro) foram transferidos
para membranas de nylon e hibridizados com as sondas de CKII isoladas de cana-de-
aciicar. Os resultados mostraram uma maior quantidade de transcritos de CKII nos estadios
iniciais de desenvolvimento, MG e EG, com as duas sondas utilizadas. A quantidade de
transcritos de CKII diminuiu progressivamente tanto no megagametéfito quanto no embrido

nos dois estadios finais de desenvolvimento.
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SUMMARY

Arqucaria angustifolia is the only native conifer of economic importance in Brazil.
Originally, it covered 40%, 31% and 25% of Parana, Santa Catarina and Rio Grande do
Sul, respectively. Sparse patches were also found in the States of S&o Paulo (3%), Minas
Gerais e Rio de Janeiro (1%), in areas with elevated altitudes.

In plants, the process of seed development is controlled direct or indirect by changes
in gene expression. In this way, differential gene expression in the megagametophyte,
during seed development, and in the mature embryo of 4. angustifolia was investigated.
The obtained results were presented in Chapter 1. For this investigation, total RNA was
isolated from MG, MC, MM and EM and used in the mRNA differential display
experiments with the anchor primers T;;VC and T;;VG and the arbitrary primers OPJO1,
OPJO8 and OPJ10. A total of 163 differentially expressed ¢cDNAs were isolated in the
experiments (28 from MG, 54 from MC, 43 from MM and 38 from EM). From these 163
cDNAs, 129 (15 from MG, 48 from MC, 31 from MM and 35 from EM) had their
differential expression confirmed by slot blot.

The hybridization signals of the differential expressed cDNAs were quantified using
the CrazyQuant V. 1.3 program and used in the calculation of the expression coefficients.
The 49 ¢cDNAs exhibiting the highest CEs were cloned and sequenced. Some of the ¢cDNAs
presented repeated sequences leaving a total of 36 different sequences. The alignment of
the sequences was performed with the Clustal W V. 1.75 program. The sequences were
compared with GenBank sequences using the BLAST algorithm, BLASTX function
(V.2.1.1). The sequence of 21 (6 from MG, 5 from MC, 6 from MM and 4 from EM)
differentially expressed cDNAs showed similarity with GenBank sequences.

It is well known that protein phosphorylation plays an important role in
development and differentiation. In this way, in Chapter 2, the synthesis and
phosphorylation of proteins in the megagamethophyte, during 4. angustifolia seed
development, was investigated. The proteins, isolated from MG, MC and MM, were
analyzed by SDS-PAGE. These proteins were subjected to in vitro phosphorylation and
after electrophoresis in a 10% acrylamide gel it was observed that 19 proteins, ranging from

324 to 27.9 kDa, were phosphorylated.
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The CKII (casein kinase II) is an important kinase with more than 200 substrates
known. It is involved in DNA replication, transcription control, RNA processing, signal
transduction and cell matabolism. In this way, in vitro phosphorylation essays were
performed using heparin, casein, and ATP or GTP to identify CKII in MG, MC and MM.
In order to identify CKII in gel, kinase tests were performed in gel using casein and ATP or
GTP. The obtained results indicated the presence of CKII activity in the extracts of MG,
MC and MM. Two 35 and 15 kDa proteins observed in the gels corresponds to the o’ and {3
subunit, respectivelly, of CKIL

To apalyze the temporal expression of CKII during the 4. angustifolia seed
development, total RNA was isolated from MG, MC, MM, EG, EC and EM and transferred
to nylon membranes. The RNA was hybridized with the CKII probes SCEQAMI1039G02.¢g
and QSD1077B01.g, isolated from sugarcane. According to the results, the amount of CKII
transcripts are higher in the initial stages of development, MG and EG, decreasing in the
final stages in both the megagametophyte and embryo.
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INTRODUCAO
1. Araucaria angustifolia

O género Araucaria possui apenas duas espécies na América do Sul, 4draucaria
araucana e Araucaria angustifolia, sendo que somente 4. angustifolia (Figura 1A) ocorre
no Brasil (Joly & Hemogénes, 1979). 4. angustifolia é a tnica conifera nativa com
importincia econdmica no Brasil (Guerra et al., 2000). Segundo Carvalho (1994),
originalmente a 4. angustifolia representava 40%, 31% e 25% da superficie do Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul, respectivamente. Manchas esparsas eram encontradas
em Sdo Paulo (3%), inteirando-se até o sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro (1%), em
areas de altitudes elevadas. Pequenas manchas desta espécie eram encontradas na Argentina
¢ no Paraguai.

As arvores da 4. angustifolia atingem 20-50 m de altura sendo que o tronco, em
geral cilindrico, apresenta didmetro de 1-2 m (Reitz ef al., 1978). A casca € grossa, resinosa
no interior ¢ no exterior, e se desprende em placas com coloragio cinzento-escura (Reitz et
al., 1978). As arvores apresentam ramificacdo racemosa em verticilos que se ramificam
formando as grimpas. A folhagem ¢ rija, verde-escura e densa (Reitz er al, 1978). A
madeira serrada e laminada foi por um longo periodo, um dos produtos de exportagdo de
grande importdncia. Em 1964, ela ocupou o 4° lugar entre os produtos brasileiros de
exportacdio (Reitz et al, 1978). A madeira era utilizada em construcbes em geral,
fabricacio de moéveis, laminados e outros. A araucaria produz 58,3% de celulose de fibra
longa e 28,5% de lignina sendo assim, utilizada na industria do papel. A resina exudada da
casca serve para fabricagdo de vernizes, terebentina, acetona ¢ outros. O pinhio tem alto
valor nutritivo e é consumido por humanos e pela fauna silvestre, principalmente no
inverno (Guerra et al., 2000).

A araucéria se encontra na lista de espécies da flora brasileira ameacadas de
extingdo (Carvalho, 1994). A exploragiio da 4. angustifolia se intensificou a partir de 1934
(Mattos, 1994). As reservas do Estado de Sdo Paulo foram exauridas entre os anos 30 e 40
e as do Parani nos anos 70 (Shimizu & Oliveira, 1981). Atualmente a vegetagio natural
representa de 0,7% (Longhi, 1993) a aproximadamente 1% (Lima & Capobianco, 1997) da
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area original. FEsta espécie necessita de grande demanda de nutrientes durante o
desenvolvimento da planta, precisando de solos férteis muito mais que as outras espécies de
coniferas (Handro, 1986). Este fator associado com o longo ciclo reprodutivo entre a
polinizagdo e a formagio da semente, impossibilita o reflorestamento em grande escala
(Guerra et al., 2000). Assim, o reflorestamento da 4. angustifolia declinou nos dltimos anos

sendo substituida por Pinus elliottii, Pinus taeda € Eucaliptus.
2. Consideragdes gerais sobre o desenvolvimento da semente de coniferas

O desenvolvimento da semente representa um modelo biolégico interessante para
estudos de organizagiio celular, acGmulo de proteinas e expressio gémica diferencial
(Goldberg er al., 1989; Lindsay & Topping, 1993). Em plantas, o processo de
desenvolvimento e diferenciaciio da semente é controlado direta ou indiretamente por
mudangas no padrio da expressdo de genes (Misra, 1994). Entre estes genes, os de
proteinas de reserva e os genes lea (late embryogenesis abundani) tem sido extensivamente
investigados e suas fungdes elucidadas (Dure, 1993; Thomas, 1993). A identificagdo de
genes envolvidos no desenvolvimento da semente é altamente desejavel.

Virios estudos envolvendo desenvolvimento da semente foram realizados em
angiospermas (Goldberg et al., 1989). No entanto, pouco se sabe sobre o desenvolvimento
da semente de coniferas. O estudo do desenvolvimento deste tipo de semente ¢ limitado
pelo longo ciclo reprodutivo e a dificuldade em se obter sementes em desenvolvimento
(Chatthai & Misra, 1998).

As sementes de araucéria sdo grandes apresentando de 3-8 cm de comprimento, 1-2
cm de largura e 6,5-8,5 g de peso fresco (Figura 1C). Elas sdo compostas por uma casca
densa que envolve o megagametéfito (Espindola et al., 1994). Os embriSes da araucaria
possuem dois cotilédones longos e estdo localizados dentro da cavidade de comosdio do
megagametofito (Figura 1D). Os embrides ndo apresentam dorméncia e germinam
facilmente em temperaturas variando de 10 a 30°C, sendo que a temperatura Otima fica ao
redor de 25-30°C (Espindola ef al., 1994). A espécie é didica, algumas vezes monbica com
flores unissexuais. A flor masculina possui de 10-13 cm de comprimento. O cone feminino

¢ oval, com uma casca consistente e didmetro de 20 a 25 cm (Figura 1B; Rizzini, 1976).
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O ciclo reprodutivo da A. angustifolia é de aproximadamente 4 anos (Guerra ef al.,
2000). O desenvolvimento do cone feminino comega na primavera (entre agosto e outubro),
estando pronto para a polinizagiio em setembro do ano seguinte (Guerra ef al., 2000). A
fertilizacdo acontece somente no terceiro ano, entre outubro e dezembro € os cones iniciam
a matura¢do no quarto ano (Guerra et al., 2000).

A embriogénese em gimnospermas difere da embriogénese de angiospermas em
varios aspectos. Por exemplo, o processo de fertilizagdio dupla nfdo ocorre em
gimnospermas. Em coniferas, dois gametas masculinos sdo formados, contudo, um destes
gametas nio € funcional (Singh, 1978). O gameta funcional, ap6és fus@io com o gameta
feminino, vai dar origem ao embrifo dipldide. O desenvolvimento do embrido ocorre
dentro da cavidade de corrosdo do megagametofito hapléide cujo desenvolvimento ocorre
antes do processo de fertilizagdo.

Duas fases sdo observadas durante 0 processo de embriogénese em coniferas: (1)
fase pro-embrionaria que vai desde a fertilizag8o até o rompimento da arquegoénia pelo pré-
embrifo e (2) fase embriondria que vai desde o rompimento da arquegdnia até a maturagio
do embrido (Owens & Moulder, 1984).

O embrido, no decorrer do desenvolvimento, forma um grupo globular compacto
que resulta na formacdioc do embriio globular, O embrido globular aumenta,
aproximadamente duas vezes dando origem ao embrifio globular tardio. A parte apical do
embrifio globular tardio sofre um alongamento, resultando na formagdio do estddio de
desenvolvimento embrionario conhecido por torpedo. A seguir, com o alongamento
posterior da regifio apical, sdo formados os cotilédones dando origem & fase cotiledonar de
desenvolvimento. O embrifio aumenta de tamanho, ocupando todo o eixo central do
megagametdfito. O 4pice radicular se forma a partir da diferenciagdo de células proximas
a0 suspensor secunddrio e o apice caulinar é formado a partir do dpice embriondrio dando
origem ao embrido maduro (Espindola e al., 1994). Os estadios globular, cotiledonar e
maduro de desenvolvimento do embrido sdo mostrados na Figura 1D.

A formagio do arquegdnio ocorre a partir de um uUnico gametofito na familia
Araucariacea, variando consideravelmente em ndimero, dependendo da espécie (Gifford &
Foster, 1989). Em A. angustifolia, o megagametéfito contém quatro células do arquegdnio,

onde apenas uma vai ser fertilizada originando um nimero equivalente de células do
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complexo embriondrio. Este fendmeno ¢ denominado de “poliembrionia simples” ou
“poliembrionia polizigotica” (Dogra, 1978). Apenas um destes pro-embrides vai se
desenvolver em embrido maduro (Gifford & Foster, 1989).

O megagametofito ¢ uma fonte importante de nutrientes para o embrido em
desenvolvimento e plantula. Neste tecido de origem materna sdo depositados a maior parte
dos compostos de reserva, que sdo constituidos principalmente por proteinas € lipidios
(Owens et al., 1993). Em Pseudotsuga menziessi, 0S lipidios representam 50% ¢ 30% e as

proteinas aproximadamente 12% e 10% do peso seco do megagametdfito e embrido,

com o desenvolvimento do embrido (Favre-Duchartre, 1958).

No embrido zigético de Picea glauca os produtos de reserva seguem umd ordem de
deposigio aonde o amido € o primeiro preduto a acumular seguido pelos lipidios ¢
finalmente pelas proteinas (Krasowski & Owens, 1993). No megagametofito e embrido de
Picea abies, as proteinas de reserva comegam a serem acumuladas em 15 DAF (dias apds a
fertilizacfio) e 21 DAF, respectivamente (Hakman, 1993). Em Picea glauca, © tamanho € ©
niimero de corplisculos protéicos no megagametofito aumentam nos estadios finais de
maturagdo da semente (Misra, 1994). Na semente madura, os lipidios, os grios de amido ¢
0s corpusculos prot€icos estdo distribuidos de maneira uniforme no megagametofito

(Misra, 1994).
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Figura 1. (A) arvore de Araucaria angustifolia. (B) cone feminino (pinha) de araucaria
contendo as sementes. (C) sementes de araucaria nos estadios: 1- globular, 2- cotiledonar ¢
3- maduro. (D) 1, 2 e 3 - megagametdfitos nos estadios globular, cotiledonar ¢ maduro de
desenvolvimento do embriio (MG, MC e MM, respectivamente), ¢ 4, 5 e 6- embrides nos
estadios globular, cotiledonar e maduro (EG, EC e EM, respectivamente). As setas mostram
a cavidade de corrosfo do megagametofito.
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3. Genes ¢ desenvolvimento

Progressos importantes foram feitos no que diz respeito ao conhecimento da
estrutura e modo de agfio de genes envolvidos no desenvolvimento do embrifio e maturagéo
da semente de angiospermas (Wobus & Weber, 1999). Assim sendo, trés genes reguladores
da maturacio da semente foram isolados através da andlise de mutantes de Arabdopsis
thaliana. Embrides apresentando mutagbes nestes genes, ABA-INTENSIVE3 (4BI3),
FUSCA3 (FUS3) e LEAFY COTYLEDON!I (LECI), entrariam em processo de germinacgéo
sem passar pelo processo de maturagio (Parcy er al., 1997). Miissig et al. (2000)
caracterizaram © gene SHL de A. thaliana que codifica uma proteina nuclear, cuja
expressdo resulta na redugdo do crescimento, floragdio e senescéncia precoces € ma
formagdo da semente e flor. Dois genes embrides-especificos de A. thaliana foram
identificados através de display diferencial de mRNA (Nuccio & Thomas, 1999). Esses
genes foram denominados ATS! e ATS3. Através de hibridizagdo in situ, observou-se que
os genes ATS] e ATS3 apresentaram padrfic de expressdo similar para 0 gene GE4AI e os
genes de proteinas de reservas da semente de Arabidopsis, respectivamente (Nuccio &
Thomas, 1999). Transcritos do gene GEA/ foram detectados na semente imatura, sendo que
a maior quantidade foi observada na semente madura (Gaubier ef al., 1993).

Em coniferas os estudos envolvendo desenvolvimento e germinagdo da semente s&o
poucos. Foram isolados ¢DNAs das principais proteinas de reserva de Picea
glaucalengelmanii (Newton et al., 1992) e Pseudotsuga menziesii (Leal & Misra, 1993).
Um dos cDNAs de proteina de reserva de Picea glaucalengelmanii isolado representava
uma proteina de 50 kDa, com 28-38% de identidade com as vicelinas 7S de angiospermas
(Newton et al., 1992). Leal & Misra (1993) isolaram um ¢cDNA (DFI) que apresentava 29-
38.5% de identidade com as globulinas 11-128 de angiospermas. A hibridizagio deste
¢DNA com RNA isolado do embrifio e megagametofito em diferentes dias apos a
fertilizacio mostrou que a expressio deste gene era mais abundante nos estadios iniciais €
intermedigrios de desenvolvimento (Leal & Misra, 1993).

Tranbarger & Misra (1996) isolaram um cDNA (Pm3-3) de Pseudotsuga menziesii
que codificava para uma protease de cisteina (CysP). Andlise através de Northern blot

mostrou que os transcritos CysP eram abundantes no megagametofito apos a germinacdo da
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semente (Tranbarger & Misra, 1996). Estes transcritos nfo foram detectados no embrifo e
megagamet6fito durante a embriogénese (Tranbarger & Misra, 1996). Jarvis et al. (1996)
isolaram os primeiros genes lea (late embryogenesis abundant) de sementes maduras de
Pseudotsuga menziesii. Os genes isolados por Jarvis et al. (1996), Df65, DF6 e Df77,
apresentaram similaridade com as classes 2, 1 e 3 dos genes leq, respectivamente. Foi
isolado também, de Pseudotsuga menziesii, um gene de metalotioneina (MT) cuja
expressdo ocorria principalmente no megagametdfito durante a embriogénese (Chatthai ez
al., 1997). Aparentemente, a expressdo deste gene era modulada por ABA (Chatthai ef al.,
1997). As metalotioneinas sdo proteinas ricas em Cys que se ligam a metais (Hernandez et
al., 1998). A fun¢fio das metalotioneinas em plantas esta relacionada com a tolerncia a
metais pesados por destoxificagfio.

Larsson et al. (1998) isolaram de uma biblioteca de ¢cDNA de embrifio de Picea
abies L. o primeiro ¢cDNA correspondente a um gene homeobox, HBKI, em conifera. A
seqiiéncia deste gene apresentou similaridade com os genes homeobox KNOX (Knotted-like
Homeobox) encontrados em diferentes angiospermas. Os autores sugeriram que a funcfio do
gene HBK] € controlar a diferenciago celular no meristema apical (Larsson ef al., 1998).

Mulien & Gifford (1997), isolaram dois ¢cDNAs completos, a partir de mRNA de
megagamet6fito de Pinus taeda L., que codificam a enzima isocitrate liase glyoxysomal
(ICL). Os cDNAs foram designados Ptbs ICL 8 e Pths ICL 12. Anélise de Northern blot e
slot blot revelaram que mRNAs de Pths ICL 8 ¢ Ptbs ICL 12 estavam presentes em baixo
nivel no megagametofito maduro, mas aumentavam significativamente apés a germinagio
{Mullen & Gifford, 1997). A ICL é uma enzima chave na mobilizacio de lipidios. Apos a
germinagfo da semente, os lipideos de reservas sdo hidrolisados através da atividade de
lipases, e os dcidos graxos produzidos sdc convertidos em sacarose pela via da B - oxidagéio
e ciclo do glioxalato (Ching, 1963). ApGs este processo, a sacarose € transportada do
megagamet6fito para a plantula em desenvolvimento, sendo entio utilizada como fonte
primdria de carbono e energia até a planta adquirir independéncia fotoautotréfica (Ching,
1972). Em Picea glauca, seis cDNAs denominados PgEMB 2, 6, 7, 8, 24 e 34, associados a
embriogénese somatica, foram caracterizados (Dong & Dunstan, 1999). Os transcritos
PgEMB 2, 6, 24 e 34 foram detectados durante o desenvolvimento de embrides somaticos e

ziglticos, enquanto que os transcritos PgEMB 7 e 8 s6 foram detectados durante o
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desenvolvimento de embries somaticos (Dong & Dunstan, 1999).

Um cDNA completo, que codifica uma proteina de transferéncia de lipidios (Pal 8).
foi isolado de Picea abies (Sabala et al.. 2000). Hibridizacdo in situ rnostrou que a
expressdo do gene Pal8 ocorre em todas as células embriogénicas, contudo, a expressdo €
maior no embrifo somatico e zigético maduros (Sabala et al., 2000). Sabala er al. (2000),
através de testes para avaliagio da atividade antimicrobiana em linhagens de células
mutantes parz 0 gene Pal8, sugeriram que o gene Pal8 esta envolvido com fungfo
antimicrobiana.

Na fanilia Araucariacea, estudos sobre a expressio de genes durante ©

desenvolvimento e germinagio da semente ainda séo inéditos.
4. Sintese e fosforilaciio de proteinas durante o desenvolvimento

Estudos envolvendo a sintese e deposigdo de proteinas durante o desenvolvimento
da semente assim como estudos sobre modificagdes que ocorrem apés a tradugdo, como,
por exemplo, fosforilagdo, ainda sdo inéditos em Araucaria angustifolia.

Muitos processos celulares, tais como divisdo e diferenciagdo celular e transducéo
de sinal, sdo regulados através da fosforilagio e desfosforilagdio de proteinas. Varias
proteinas e enzimas sdo fosforiladas em plantas. Como exemplo podemos citar: ATPase,
RNA polimerase, malato sintase, histona H1, ativadores de transcri¢do e outras (Trewavas
& Gilroy, 1991).

Durante o desenvolvimento da semente, ocorre inicialmente uma rapida divisdo
celular segunida de diferenciagio destas células e sintese de proteinas, principalmente as de
reserva (Mukhopadhyay & Singh, 1997). Foi observada para varias espécies de plantas a
ocorréncia de mudancas drasticas na sintese de proteinas, durant€ O processo de
desenvolvimento e germinaciio da semente. A modulagfo da sintese de proteinas requer wm
controle preciso a nivel de tradugdo. Em células animal e de levedura, a regulacio da
tradugdo ocorre através de mudangas a nivel de fosforilaggo dos fatores de iniciagdo (ell's)
(Le et al., 1998). Gallie er al. (1997) observaram que dois fatores de iniciagio, elF2 e
elF4B, apresentavam diferencas nas sementes e nas folhas de trigo, no que diz respeito a

fosforilagic. Posteriormente, Le et al. (1998) mostraram que a fosforilagdo dos fatores
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elF4B e elF2, subunidades a- e PB-, era regulada diferencialmente durante o
desenvolvimento e germinacio da semente de trigo.

Mukhopadhyay & Singh (1997) observaram um aumento significativo na atividade
de quinases, com concomitante aumento no nfimero de polipeptideos fosforilados, durante
0 desenvolvimento da semente de Psophocarpus tetragonolobus. Aparentemente, a
fosforilagdo das proteinas estava correlacionada com o aumento do contetido de proteinas
na semente em desenvolvimento.

Através de analise de Westhern blot e ensaio de proteina quinase, Anil ef al. (2000),
identificaram duas proteinas quinases célcio dependentes (CDPKs) em Sarntalum album L.
Estas proteinas com peso molecular de 55 e 60 kDa foram denominadas de swCDPKs (Anil
et al., 2000). Elas sdo proteinas soliveis e estavam presentes em todos os estadios da
embriogénese somatica, no endosperma da fruta madura e estddios avancados de
desenvolvimento da semente (Anil ez al, 2000). A regulagio das swCDPKs no endosperma
parece ser iemporal durante o desenvolvimento, dorméncia, ¢ germinacio da semente (Anil
et al., 2000). Em embrides zigoticos, a acumulacdo das swCDPKs foi alta no fruto maduro,
sementes dormentes, estadio inicial da germinacfio, e pldntulas. Frattini et al. (1999),
identificaram através de Westhern blot duas CDPKs em arroz com peso molecular de 59
kDa (CDPK2) e 61 kDa (CDPK1).

Um clone de ¢cDNA correspondente a uma CDC2 (CDC2 Pa) foi isolado de Picea
abies L. Karst (Kvarnheden et al., 1995). Apesar da fungio da CDC2 ser desconhecida em
Picea abies, Kvarnheden et al. (1995) mencionaram que em fungos as proteinas quinases,
P340 ¢ p34°? interagem com diferentes classes de ciclinas para regulacéo de transigfio
das fases G1/S e G2/M durante o ciclo celular.

A CKII (caseina quinase II, assim chamada por fosforilar substrato artificial de
caseina in vitro) é uma das principais proteinas quinases multifuncionais da célula (Lee et
al., 1999) com mais de 200 substratos conhecidos (Battistutta e al., 2000a). A CKIl
reconhece residuos de Ser/Thr situados em meio acido no substrato (X-S/T-X-X-E/D)
(Pinna, 1990; Litchfield & Luscher, 1993; Allende & Allende, 1995). Ela esta envolvida no
controle da replicacfio e transcrigdio, processamento de RNA, transduc@io € metabolismo
celular (Litchfield & Luscher, 1993).

A CKII é uma holoenzima composta por duas subunidades cataliticas (o e/ «’) e
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duas subunidades B regulatérias (Battistutta ef al., 2000b) que estabilizam a subunidade
catalitica e determinam a sua especificidade aos substratos (Espunya & Matinez, 1997). A
estrutura priméria e quartenaria da CKII ¢ altamente conservada nos organismos (Wirkner
et al., 1992). As CKII apresentam vérias caracteristicas em comum: (1) alta sensibilidade a
polidnions como heparina, (2) habilidade de usar tanto ATP quanto GTP como doadores de
fosfato, (3) preferéncia por substratos dcidos como a caseina € fosvitina e (4) s#o
estimuladas por poliaminas (Pinna, 1990). A CKII reconhece varios sitios fosforeceptores €
que sdo especificados através de multiplas cargas negativas nos aminoacidos (Battistutta et
al., 2000b).

A fosforilagdo de proteinas que fazem parte da maquinaria de transcrigdo € um
mecanismo importante de regulagdo da expressdo de genes em sistemas animal (Klimczak
et al., 1992). A fosforilagdo pode afetar a ligagdo do fator de transcrigdo ao DNA (Prywes
et al., 1988; Yamamoto er al., 1988). Klimczak er al. (1992), demostraram que o fator
GBF1 pode ser fosforilado através da atividade da CKIIL A atividade de CKII na
fosforilagio do GBFI foi identificada através da utilizagéio de GTP como doador de fosfato,
baixa concentragdo de heparina, fosforilagdo de substratos 4cidos (caseina e fosvitina) e
auséncia de fosforilagio de substratos basicos (histonas) (Klimczak ez al., 1992).

Na semente em desenvolvimento de milho foi observada a fosforilag@o de fatores de
transcri¢iio (Ciceri et al., 1997), como o gpaco 2, que regula a expressio da zeina (proteina
de reserva produzida durante o desenvolvimento do endosperma de milho). Uma proteina
basica de milho rica em glicina, codificada pelo gene rab-17, foi encontrada altamente
fosforilada in vive e in vitro (Plana et al., 1991). Plana et al. (1991), mostraram que a RAB-
17 ¢ fosforilada através da CKII, e que no méximo 4 moléculas de fosfato foram
incorporadas por molécula de RAB-17 pela CKIL Experimentos envolvendo mapeamento
do fosfopeptideo mostraram que o peptideo fosforilado pela CKII in vitro foi idéntico ao
peptideo fosforilado in vive (Plana er al., 1991). A purificagio da proteina através de
cromatografia liquida e seqiienciamento parcial do fosfopeptideo, indicou que este
corresponde 2 regifio da proteina contendo um grupo de residuos de serina (residuos 56-89).

Diferenciagio e desenvolvimento sdo também controlados através de fosforilagfo.
Uma vez que CKII estd presente numa vasta gama de eucariotos superiores, incluindo as

plantas, a analise da fosforilagdo de proteinas e a identificagdo de atividade CKII no
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megagametofito durante o desenvolvimento da semente de A. angustifolia € importante
para compreensdo dos eventos que ocorrem na semente em desenvolvimento.

O estudo da expressio génica, sintese ¢ fosforilaghio de proteinas no
megagametofito de Araucaria angustifolia é de fundamental importdncia. A araucaria esta
na lista das espécies, da flora brasileira, ameagadas de extingdo e ¢ de grande importincia
econdmica. Assim, os resultados obtidos neste trabalho podem beneficiar estudos
relacionados a embriogénese somdtica que poderdo ser utilizados na producio de sementes

sintéticas visando auxiliar na propagagéo da espécie.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL:

Anilise da expressio diferencial de genes, sintese e fosforilagdo de proteinas no

megagametofito da semente de Araucaria angustifolia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Capitulo 1. Expressio de genes no megagametéfito de Araucaria angustifolic durante

o desenvolvimento da semente e embriio maduro

« Identificagio de ¢cDNAs expressos diferencialmente no megagametéfito (MG, MCe MM)

e embrido maduro (EM);

« Confirmacio da expressio diferencial dos cDNAs isolados através de experimentos de

slot blot;

« Clonagem e seqiienciamento dos cDNAs diferenciais. Comparagio das seqiiéncias com

seqiiéncias disponiveis em bancos de dados.

Capitulo 2. Sintese e fosforilagio de proteinas no megagametofito de Araucaria

angustifolia durante o desenvolvimento da semente

o Andlise do perfil eletroforético das proteinas do megagametofito MG, MC e MM)

durante o desenvolvimento da semente;

o Anélise do perfil eletroforético das proteinas fosforiladas in vitro atraveés de SDS-PAGE;

o Identificacdo da atividade de CKII (caseina quinase II) e analise através de ensaio de

quinase em gel;
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¢ Verificagio do padriio do actimulo de transcritos de CKII no megagametofito MG, MC e

MM) e embridio (EG, EC e EM) durante o desenvolvimento da semente.
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CAPITULO 1

W

EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES NO MEGAGAMETOFITO
DE Araucaria angustifolia DURANTE O DESENVOLVIMENTO
DA SEMENTE E EMBRIAO MADURO
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1. INTRODUCAO

Araucaria angustifolia é a tnica espécie de conifera nativa do Brasil que possui
importincia econdmica (Guerra ef al., 2000). As reservas naturais desta espécie foram
quase que totalmente exauridas. Originalmente, as florestas de araucdria cobriam uma area
de 182.295 km® do territério brasileiro (Guerra ef al., 2000) atualmente, somente 0,7%
(Longhi, 1993) a 1% (Lima & Capobianco, 1997) da drea original permanece. As arvores
desta conifera podem fornecer semente, madeira, fibra e resina (Guerra et al,, 2000). As
sementes apresentam alto valor nutritivo e sfo consumidas por humanos e animais. As
sementes da araucdria s80 grandes apresentando de 3-8 cm de comprimento, 1-2 cm de
extensdo e 6,5-8,5 g de peso fresco. Elas possuem uma casca densa que envolve o
megagametofito (Espindola et al., 1994). O embrifio esta localizado dentro da cavidade de
corrosdo de megagametdfito.

O megagametofitc ¢ uma fonte importante de nutrientes para o embrifio em
desenvolvimento e plantula. Neste tecido de origem materna é depositada a maior parte dos
compostos de reserva, que sio constituidos principalmente por proteinas € lipidios (Owens
et al., 1993). A deposi¢io de reservas no megagametofito coincide com o desenvolvimento
do embrido (Favre-Duchartre, 1958).

Virios genes que se expressam no megagametofito de coniferas ja foram isolados e
caracterizados. Assim sendo, Newton er al. (1992) e Leal & Misra (1993) isolaram cDNAs
das principais proteinas de reserva de Picea glaucalengelmanii ¢ Pseudotsuga menziesii,
respectivamente. Tranbarger & Misra (1996) isolaram um ¢cDNA (PM3-3) de Pseudotsuga
menziesii que codificava para uma protease de cisteina (CysP). Andlise através de Northern
blot mostrou que os transcritos CysP eram abundantes no megagametéfito apos a
germinacdo (Tranbarger & Misra, 1996). Jarvis et al. (1996) isolaram Os primeiros genes
lea (late embryogenesis abundant) de sementes maduras de Pseudolsuga menziesii.
Chatthai ef al. (1997) isolaram um gene de metalotioneina de Pseudotsuga menziesii cuja
expressdo ocorria principalmente no megagamet6fito durante o processo de embriogénese.

Na familia Araucariaceae, estudos sobre a expressio de genes durante o

desenvolvimento e germinacdo da semente ainda s&o inéditos.
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Assim sendo, neste capitulo ¢ apresentado a identificaclo, atraveés de display
diferencial de mRNA, de genes expressos diferencialmente no megagametofito (MG, MC e
MM) e embrido maduro da semente de 4. angustifolia. A expressdo diferencial dos genes
foi confirmada através de experimentos de slot blot e os coeficientes de expressdo (CE)
foram calculados. Alguns dos cDNAs que apresentaram os maiores CEs, foram clonados €
seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram comparadas com seqiiéncias disponiveis em

bancos de dados.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Coleta e utiliza¢do do material biolégico

Cones femininos foram coletados da planta A3 de 4. angustifolia na localidade de
Bom Retiro, Santa Catarina entre janeiro e abril de 2000. Os cones foram transportados
para UNICAMP, desinfetados com 4lcool ¢ as sementes (pinhdes) foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C. Como em individuos da mesma espécie ocorre
variabilidade genética, as sementes utilizadas nesse trabalho foram coletadas de uma
mesma arvore contudo, embrides da mesma arvore podem ter pais diferentes. Assim sendo,
foram utilizados varios embrides da mesma planta para minimizar este fator.

As coletas das sementes, nos diferentes estidios de desenvolvimento, foram

realizadas nos meses que se seguem:

Coletas 2000:
Fevereiro - sementes contendo embrifio no estidio globular
Margo - sementes contendo embrifio no estadio cotiledonar

Abril - sementes contendo embrido no estadio maduro

As sementes coletadas em 2000 e sementes coletadas por outros pesquisadores do
laboratorio em 1999 foram utilizadas nos experimentos.

Para os experimentos de display diferencial de mRNA, foi isolado RNA total de
MG (megagametofito isolado de semente contendo embrifio globular), MC
(megagametéfito isolado de semente contendo embrifio cotiledonar), MM (megagametofito
isolado de semente contendo embrifio maduro) e de embriio de sementes maduras (EM).
Os cDNAs que apresentaram padrio de expressio diferencial mo megagametofito
(expressdo mais acentuada em MG, MC ou MM) ou embrifio EM foram isolados dos géis
de display e tiveram a expressdo diferencial confirmada através de experimentos de slof

blot.
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2.2. Isolamento de RNA total

Foi isolado RNA total de megagametdfitos MG, MC e MM ¢ embrides zigéticos
maduros (EM), segundo metodologia descrita por Precott & Martin (1987), com algumas
modificagdes. Para isto, 50-100 mg de tecido foi macerado em nitrogénio liquido e
homogeneizado em 1 ml de solugio contendo: Tris-HC1 50 mM, pH 9,0; EDTA 5mM, pH
8,0; SDS 5%; LiCl 150 mM. A seguir, fez-se uma extragfo com fenol: clorofomio: alcool
isoamilico (25:24:1, v/v/v) ¢ uma extragio com cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v/v).
O RNA foi precipitado através da adiggio de 0.4 volumes de LiCl 8 M e incubagho a -20°C
por 2 h. Apés centrifugacio, o RNA foi ressuspendido em 50 pl de agua DEPC. Nova
precipitacio foi efetuada com 0,1 volume de acetato de sodio 3 M, pH 5,0 e 2.5 volumes de
etanol absoluto gelado. O RNA foi incubado a -20°C durante a noite. Apos centrifugacéo, 0
precipitado de RNA foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 80 ul de dgua DEPC.
O RNA foi armazenado a —70°C.

2.3. Isolamento de ¢DNAs expressos diferencialmente no megagametéfito e embrido

maduro através de display diferencial de mRNA

O RNA total isolado do megagametofito (MG, MC ¢ MM) e embrido (EM), foi
utilizado em experimentos de display diferencial de mRNA (Liang & Pardee, 1992). Os
padrdes dos cDNAs obtidos nos géis de display foram comparados € ©os ¢cDNAs com

expressio diferencial em MG, MC, MM e EM foram isolados dos géis.
2.3.1. Sintese de ¢cDNA

O RNA total foi tratado com DNAse através da adicio de: 0,5 ul de RNA
guard (37.8 Uful; Gibco BRL); 5 ul de Tris-HCI 0,1 M, pH 8,3; 5 ul de KCI105M; 5 pul de
MgCl; 15 mM; 1 pl de DNAse (10 U/ul; Gibco BRL) e agua q.s.p. 100 pl. A reagdo foi
incubada por 1 h a 37°C. Acrescentou-se 100 il de 4gua e foi realizada urma extragdo com
fenol: cloroformio (3:1. v/v). O RNA, livre de DNA, foi precipitado atraves da adicdo de
acetato de sodio 3 M, pH 5.2 e etanol absoluto. Apds centrifigac@o, o RNA foi
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ressuspendido em dgua DEPC e quantificado em gel. A concentragdo do RINA foi ajustada
para 1 pg/ul.

Para sintese de ¢DNA foi utilizado o kit ready-to-go RT-PCR beads
(Amersham Pharmacia). Para isto, acrescentou-se a cada bead 44 ul de agua DEPC. Apods 5
minutos acrescentou-se: 5yl de primer T VN (T12VC ou T12VG) 10 uM e 1 plde RNA (1
ug/pul) tratado com DNAse. A reagdio foi incubada por 30 min a 42°C. A enzima foi

inativada a 95°C por 5 min e os cDNAs foram armazenados a -20°C.
2.3.2. PCR a partir do cDNA e eletroforese das amostras amplificadas

Os ¢DNAs foram amplificados em um termociclador Perkin Elmer 2400
utilizando-se primers ancoradores (T12VC e T12VG) e primers arbitrarios (OPJ-01, OPJ-02,
OPJ-08 e OPJ-10; Operon Technologies Inc.). As seqgiiéncias dos primers arbitrarios séo
mostradas na Tabela 1. As reagBes, feitas em duplicata, eram compostas por: 2 ul de
¢DNA; 2 ul de primer ancorador (10 uM); 2 ul de primer arbitrdrio (10 uM) e 14 pl de
uma mistura constituida por: tampdo de amplificacdo 10 X (Tris-HCI 20 mM, pH 8.,4; KC(l
50 mM; Gibco BRL); 0,5 ul de MgCl, 50 mM; 2 ul de ANTP 20 pM (de cada um); 0,5 pl
de (a-’P) dATP, 8,7 ul de agua e 0,3 pl de Tag polimerase (5 U/ul; Gibco BRL). As
condig¢Ges de amplificagdo foram 94°C (3 min), seguido de 40 ciclos de 94°C (30 s), 40°C
(2 min) e 72°C (30 s). A extens#o final foi a 72°C por 20 min.

Ap6s a amplificagdo, 7 pl do produto de cada reacéio de PCR foram misturados com 5
ul de tampdo contendo: formamida deionizada 95% (v/v); EDTA 10 mM, pH 8.0;
xilenocianol 0,9% e azul de bromofenol 0,9% (Xu et al., 1997). As amostras foram
desnaturadas a 80°C por 4 min e a seguir, 10 ul foram submetidos a eletroforese em gel de
5% de acrilamida e 50% de uréia. A eletroforese foi realizada em tampéo TBE (Sambrook
et al., 1989) a 1320 V-35 mA, até a frente de xileno cianol chegar ao final do gel. O gel foi
colocado sobre uma folha de papel Whatman 3 MM e seco a vacuo. Os produtos de
amplificagio foram detectados através de exposi¢io a filme de raio-X (Hyperfilm,
Amersham Pharmacia).
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Tabela 1: Seqiiéncia dos primers arbitririos (Operon Technologies Inc.) utilizados nos
experimentos de display diferencial de mRNA

Primers Seqiiéncias (5°-37)
OPJ01 CCCGGCATAA
QPJO8 CATACCGTGG
OPJ10 AAGCCCGAGG

2.3.3. Isolamento, eluigio ¢ reamplificacio dos cDNAs diferenciais

O filme de raio-X foi posicionado sobre o gel de display, na mesma posi¢édo
em que foi exposto, e as regides contendo os cDNAs de interesse foram cortadas. O cDNA
foi eluido do gel em 200 pl de 4gua apds incubagdo por 15 min a 95°C. O cDNA foi
precipitado com 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 5,2 ¢ 2 volumes de etanol absoluto
durante a noite a ~20°C. O DNA foi centrifugado e ressuspendido em 10 pl e agua. Quatro
ul do DNA foram amplificados em reagdes (40 pl) contendo: Tris-HC12 mM, pH 8,3; Kl
5 mM; MgCl, 4 mM; 1 uM do primer arbitrario; 1 pM do primer ancorador; 0.8 pl de
dNTP (concentrago final 20 uM de cada um); 2,5 U de Tag polimerase (Gibco BRL). As
condicdes de amplificagiio foram as mesmas empregadas na reagdo de display. Os produtos
das amplificacbes foram separados em gel de 2% de agarose em tampdo TAE 1 X
(Sambrook et al., 1989) para confirmagio do tamanho e quantificagdo dos cDNAs. Como
padriio de massa e peso molecular foram utiiizédos nos géis o Ladder | Kb (Gibco BRL) e
0 ¢y 174/Hae 1 (Gibco BRL). Os cDNAs que apresentaram contaminagdo com fragmentos
de tamanho aproximado ao esperado foram cortados do gel e purificados com o kit Concert

Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL).
2.4. Confirmagio da expressio diferencial através de experimentos de sZo7 blot

A expressdo diferencial dos ¢cDNAs isolados dos géis de display’ foi confirmada
através de experimentos de slot blot (Xu et al., 1997).
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24.1. Transferéncia dos cDNAs isolados dos géis de display diferencial de

mRNA para membranas de nylon

Dez ng de DNA de cada ¢cDNA, em um volume final de 200 pl, foram
desnaturados por 10 min a 95°C. A seguir, adicionou-se 200 pl de SSC 20 X filtrado. As
amostras foram transferidas para membranas de nylon (Hybond-N, Amershan Pharmacia)
com o auxilio de um slor blot (Hybri-Slot, Gibco BRL). Antes da transferéncia das
amostras, as membranas foram umedecidas em SSC 10 X. Apos a transferéncia das
amostras, os s/ofs foram lavados com 500 pl de SSC 10 X filtrado. As membranas foram
secas a temperatura ambiente e 0 DNA foi fixado a 80°C por 2 h. Todo o experimento foi

realizado em duplicata.
2.4.2. Obtencio de sondas radioativas e hibridizac¢io das membranas

Os cDNAs sintetizados a partir de RNA isolado de MG, MC, MM e EM
foram amplificados, quantificados e utilizados como sonda nos experimentos de slor blot
para confirmacio da expressio diferencial dos ¢cDNAs isolados. A quantificacio foi feita
em gel de 2% de agarose através de comparagio com o padrio de massa e peso molecular
¢y 174/Hae III. Aproximadamente 30 ng dos cDNAs foram marcados com o kit
Megaprimer DNA labelling system (Amersham Pharmacia), seguindo-se as especificages
do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 42°C por 5 h em: formamida
deionizada 50%; SSC 5 X; Denhardt’s 10 X (Sambrook et al., 1989); Tris-HC] 20 mM, pH
7,5; SDS 1% e DNA de esperma de salmio desnaturado 100 ug/ml. As membranas foram
hibridizadas durante a noite a 42°C em: formamida deionizada 50%; SSC 5 X; SDS 1%;
sulfato de dextran 5%; Denhardt’s 2 X; Tris-HCI 20 mM, pH 7.5; DNA de esperma de
salmdo desnaturado 100 pg/ml e 107-10° cpm/ml da sonda previamente desnaturada a 98-
100°C por 35 min. As membranas foram lavadas a temperatura ambiente por 2 vezes, 15 min
cada vez, em solugfio contendo SSC 2 X e SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram
lavadas por 2 vezes a 60°C, 30 min cada lavagem, em solugfo contendo SSC 0,1 X e SDS

0,1%. As membranas foram expostas pelo tempo necessario a filmes de raio-X (Hyperfilm,
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Amersham Pharmacia).
2.5. Anilise dos padries de hibridiza¢io obtidos nos experimentos de slof blot

Os sinais de hibridizacio dos ¢DNAs foram quantificados através da utilizagdo do
programa CrazyQuant V. 1,3 ( HYPERLINK http://chroma http://chroma. mbt.
Whashington. edw hood www/crazyquant/Applet. htm). A andlise dos dados da
quantificagdo foi baseada em Gill er al. (1999). Apés a quantificacio, fez-se a média da
intensidade do sinal das repeticSes de cada amostra hibridizada. A partir das médias obtidas
calculou-se o coeficiente de expressdo (CE). Para o calculo de CE, o valor de intensidade
do cDNA hibridizado com uma sonda especifica (MG, MC, MM ou EM) foi dividido com
a média dos sinais do ¢DNA hibridizado com as diferentes sondas (MG, MC, MM e EM).
Esta analise foi feita para todos os cDNAs analisados nos experimentos de sZot blot.

A partir do CE, os ¢cDNAs foram agrupados através da utilizacdo dos programas
Gene Cluster  (http:/rana.stanford.eduw/software) e Tree View V. 145
(http://rana.stanford.edw/so...). O padriio de expressdo foi representado nas Figuras obtidas
através de cores, onde o vermelho representa a expressio mais acentuada e o amarelo
representa auséncia de expressdo. Expressdes intermedidrias entre a mixima (vermetha) e a

auséncia (amarela) sdo mostradas nas Figuras através da combinacéo das duas cores.

2.6. Clopagem dos cDNAs diferenciais

Apds a quantificacdo da intensidade de sinal dos cDNAs, e analise dos dados, os
cDNAs cujo padrio de expressdo diferencial foi confirmado, foram selecionados tomando
como base o CE para clonagem e segiienciamento. Devido ao grande ntimero de cDNAs
com expressio diferencial confirmada, selecionamos 40 ¢cDNAs (10 de cada estadio) que

apresentaram os maiores CEs em MG, MC, MM e EM, para analise.
2.6.1. Reacio de ligaciio

Os ¢DNAs selecionados foram clonados em pGEM-T Easy (Promega), seguindo-se
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as especificacdes do fabricante.
Na reacfo, foi utilizado 3 pl de inserto, 5 pl de tampdo de ligacdo 10X, 1 ul de
vetor pGEM-T (Promega) e 1 pl de enzima T4 DNA ligase (Promega). A reacgfio foi

incubada a temperatura ambiente.
2.6.2. Transformacio bacteriana

A reac8o de ligacdo foi adicionada a tubo eppendorf contendo 100 ul de células
competentes (DHS5«) em um fluxo laminar. A mistura foi incubada em gelo por 30 min e
em seguida, & 42°C por 90 s. A seguir, a mistura foi colocada imediatamente no gelo.
Adicionou-se a mistura 700 pl de meio LB (Sambrook ef al., 1989) e incubou-se a 37°C
por 1 h. As amostras foram plaqueadas em meio LB sélido contendo X—Gal, S-bromo-
4chloro-3-indolyl-B-D-galactoside, (0,8 mg/placa) e ampicilina (100 pg/ml). As placas
foram incubadas a 37°C durante a noite. Dessas placas foram isoladas 12 colénias (brancas)
de cada fragmento. Essas colonias foram inoculadas em meio LB liquide contendo
ampicilina (100 pg/ml). Para todas as coldnias isoladas fez—se cultura permanente (750 ul
de inoculo e 250 ul de glicerol estéril). As culturas permanentes foram armazenadas a —

80°C.
2.7. Isolamento de DNA plasmidial

Para cada fragmento, seis colonias foram selecionadas para isolamento de DNA
plasmidial. Elas foram inoculadas em 3 ml de meio LB liquido contendo ampicilina. Apéds
incubagio a 37°C durante a noite, 1,5 ml das culturas foram transferidas para tubos
eppendorf, e centrifugadas por 1 min em uma microcentrifuga a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 300 ul de tampdo P1
(Tris—HCI1 50 mM, pH 8,0; EDTA 10 mM e RNAse 100 ug/ml). Adicionou—se 300 pl de
tampdo P2 (NaOH 200 mM e SDS 1%) e agitou-se suavemente por inversdo
(aproximadamente 10 vezes). Deixou-se a temperatura ambiente por 5 min. O DNA

gendmico foi precipitado através da adigdo de 300 ul de tampio P3 (acetato de potassio 3
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M, pH 5.5). As amostras foram centrifugadas por 15 min, e o sobrenadante foi transferido
para tubos novos. O DNA plasmidial foi precipitado através da adi¢do de 400 ul de
isopropanol. Ap6s a precipitagfio, as amostras foram centrifugadas por 15 min em uma
microcentrifuga a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
Javado com |1 ml de etanol 70%. O DNA plasmidial foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 20 pl de TE (Tris—HCI 10 mM, pH 8,0 e EDTA 1 mM pH 8.,0).

2.8. Digestdo do DNA plasmidial com EcoR I

A verificacio da clonagem foi feita através de digestiio do DNA plasmidial com a
enzima de restricio FcoR 1. Na reagdo de digestiio utilizou—se 5 pl de DNA plasmidial,
12,3 ul de agua milli-Q estéril, 2 pl de tampdo da enzima 10 X (Promega), 0,2 ul de BSA
(10 mg/ml Promega), 0,5 pul de EcoR I (12 U/pl Promega). As reagbes foram incubadas a
37°C por 2 h. Apés incubago, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de 1%
de agarose em TAE 1 X. Os fragmentos utilizados na clonagem foram submetidos a
eletroforese junto com os seus respectivos clones, para confirmagfo do tamanho. Um total

de 6 clones para cada fragmento foram digeridos com EcoR 1.

2.9. Seqiienciamento

Para cada fragmento clonado foram seqiienciados dois clones para confirmagéio da
seqiiéncia. Para a reaciio de seqiienciamento, os fragmentos foram amplificados em um
termociclador (Perkin Elmer). Nas reagdes, utilizou-se o kit DNA Sequencing Big Dye ™
(Perkin Elmer). As reagdes foram constituidas de 400 ng de DNA, 2 pl de mix Big Dye € 1
ul de primer (direto ou reverso). As condi¢des de amplificagio foram: 96°C (105), 50°C (5
s) e 60°C (4 min) em um total de 25 ciclos. Apds a amplificacdo, as amostras foram
precipitadas através da adigdo de 80 pl de isopropanol 75% (preparado na hora). As
amostras foram centrifugadas por 20 min em uma microcentrifuga a temperatura ambiente.
O sobrenadante foi descartado. Adicionou—se 180 ul de etanol 70% e as amostras foram
centrifugadas por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a temperatura

ambiente. As amostras foram mantidas a —20°C até o momento do seqiienciamento. O
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seqiienciamento foi realizado em um seqiienciador automatico ABI PRISM™ 377 (Perkin

Elmer).

2.10. Anilise das seqiiéncias

O alinhamento da seqiiéncia dos clones de um mesmo ¢DNA diferencial foi feito
através do programa Clustal W (V. 1,75). A seguir, as seqtiéncias foram comparadas com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados através da utilizagfio do programa BLAST X. O
programa BLAST X deduz a seqiiéncia de aminoacidos a partir da seqiiéncia nucleotidica, e

compara com seqiiéncias de aminoacidos disponiveis em bancos de dados.



3. RESULTADOS E DISCUSSAC

3.1. Isolamento de ¢cDNAs expressos diferencialmente através de display diferencial de

mENA

A caracterizacio da expressdo génica durante o desenvolvimento € germinagio da
semente de angiospermas vem sendo amplamente investigada (Reidt er al., 2000; Fujii ef
al., 2000; Lewis ef al., 2000; Wang et al,, 1999; Delseny et al., 1993; Skriver & Mundy,
1990; Galau er @l., 1987; Dure, 1993). Em coniferas, 08 estudos de expressio génica
durante o desenvolvimento da semente tem se concentrado, principalmente, nos genes de
protefnas de reserva e lea (Leal e Misra, 1993; Hakman ef al., 1990; Flinn et gl, 1991,
Misra & Green, 1991; Hakman, 1993; Dong & Dunstan, 1999). Na familia Araucariaceae,
estudos sobre a expressio de genes durante o desenvolvimento da semente ainda sfo
inéditos.

A téenica de display diferencial descrita por Liang & Pardee (1992), vem sendo
amplamente utilizada no isolamento de genes expressos diferencialmente em diversos
organismos (Liang et al., 1992; Sager er al., 1993; Watson & Mergulies, 1993; Zhang &
Medina, 1993; Donohue ef al., 1994; Johnson ef al., 1995; Hutchison et al., 1999, Brosche
& Strid, 1999; Kuno et al., 2000). Através da técnica de display diferencial de mRINA,
vérias amostras de RNA podem ser comparadas simultaneamente e assim, os ¢cDNAs
podem ser detectados (Kuno ef al., 2000).

Para realizacio dos experimentos de display diferencial foram utilizados cDNAs
sintetizados a partir de RNA isolado de MG, MC, MM e EM. A comparacgio entre 0S
padrdes de ¢DNAs de MG, MC, MM e EM nos géis de display, permitivc © isolamento de
cDNAs com expressio diferencial nos 3 estidios de desenvolvimento, ¢ a comparagio entre
os padrdes de expressio dos cDNAs obtidos para o megagametofito ¢ para O embrido (EM)
permitiu o isolamento de cDNAS com expressio diferencial no megagametofito,

Nos experimentos de display diferencial foram utilizados os primers ancoradores
TVC e TVG e os primers arbitrarios OPJO1, OPJO8 e OPJI0 (Operon Technologies
Inc.) (Tabela 1). Com a utilizagfo destes primers, foram isolados 163 cDIN As diferenciais

sendo 28 de MG, 54 de MC, 43 de MM ¢ 38 de EM (Tabela 2).
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Tabela 2: Namerc de ¢DNAs isolados nos experimentos de display diferencial de
mRNA com cada combinaciic de primers

'¢DNAs com expressio mais acentuada em MG;
(sDNAs com expressio mais acentuada em MC;
*cDNAs com expressdo mais acentuada em MM;
*cDNAs com expressio mais acentuada em EM.

Os experimentos de display diferencial de mRNA, com os diferentes primers, estio
apresentados nas Figuras 1 e 2. Alguns dos cDNAs diferencias isolados estdo indicados por
setas nestas Figuras.

Os primers que permitiram a identificagdo de um maior nimero de ¢cDNAs
diferenciais foram: T12VC — OPJ10 (37 ¢cDNAs diferenciais, alguns desses mostrados na
Figura 2B), T;;VC — OPJ08 (34 ¢DNAs diferenciais, alguns desses mostrados na Figura
1C) e TRVG - OPI08 (34 ¢cDNAs diferenciais, alguns desses mostrados na Figura 2ZA).

Todos os primers utilizados apresentaram ¢cDNAs com padrdes repetitivos nas duplicatas.
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A T,,VC - OPJO1 B T,VG - OPJO1 C T, VC - OPJOS

MG MC MM EM

MG MC MM EM MG MC MM _EM

pb pb pb
—

517 —
N7 — 517 — 300 —
o T 500 e
96— 396 — 396 —
2 i . 344 v

344 — |
298 — 298 —

298 —| : [
220 — 220 —

220 —

Figura 1. Display diferencial de mRNA a partir de RNA isolado de MG, MC, MM e EM.
Em (A) foi utilizado o primer ancorador T1;VC e o primer arbitrario OPJO1, em (B) Ti12VG
e OPJOl e em (C) TpVC e OPJO8. As setas indicam alguns dos cDNAs diferenciais
isolados com maior expressdo em MG, MC, MM ou EM.
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pb MG MC MM _EM pb

517 — 517
500 500
396 — 396 —
344 — 344 —
298 — 208 —
220 — 220 —

Figura 2. Display diferencial de mRNA a partir de RNA isolado de MG, MC, MM ¢ EM.
Em (A) foi utilizado o primer ancorador T;;VG e o primer arbitrario OPJO8, em (B) T2 VC
e OPJ10 ¢ em (C) T12VG e OPJ10. As setas indicam alguns dos ¢DDNAs diferenciais
isolados com maior expressdo em MG, MC, MM ou EM.
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3.2. Confirmagiio da expressdo diferencial dos ¢DNAs isolados dos géis de display

diferencial de mRNA através de slof blof

Devido ao grande niimero de cDNAs diferenciais isolados (163), a confirmacdo da
expressdo diferencial foi realizada através da técnica de slor blot que permite a confirmagio
da expressao diferencial de um grande niimero de ¢cDNAs de uma s6 vez (Xu et al., 1997).
Nos experimentos, 10 ng de DNA de cada ¢cDNA diferencial foram transferidos para
membranas de nylon com o auxilio de um slot blot. As membranas foram hibridizadas com
sondas radioativas de cDNAs obtidos a partir de RNA isolado de MG, MC, MMeEM. Os
sinais de hibridizacio foram quantificados e analisados como descrito no item 2.5 de
Materiais e Métodos. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

Os 163 ¢DNAs isolados foram analisados através de slor blot, sendo que 129
tiveram a expressdo diferencial confirmada (Tabela 3). Os resultados das hibridizacfes das
membranas, os graficos com as médias da quantificacio da intensidade dos sinais, os
graficos com os valores dos coeficientes de expressdo e as Figuras com 0 agrupamento dos
c¢DNAs s30 mostrados nas Figuras de 3 a 8.

Os cDNAs considerados como diferenciais foram os que apresentaram coeficiente
de expressdo (CE) acima de 1. A Tabela 3 apresenta o nimero de cDNAs cuja expressdo

diferencial foi confirmada em MG, MC, MM e EM.
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Tabela 3: Namero de cDNAs diferenciais confirmados através de slof bio?

-
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T,,VC - OPJO1

100,

{23 45678 9101112 E 80
50+
40-

1314 1516 17 1§ 19 20

= MG 8 MC O MM O EM

¥
2.
123 458 78 5101112131415 16171819 20
G MG aMC oMM o EM
MG MC MM EM

131415 16 17 18 19 20

1314 15 1617 15 1% 20

Figura 3. Confirmagdo da expressdo diferencial, por slof blor, dos cDNAs isolados através de display

diferencial de mRNA com os primers T;;VC —~ OPJOL. (A) membrana hibridizada com sonda de cDNA de
MG, (B) membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de MC. (C) membrana hibridizada comn sonda de cIDNA
de MM. (D} membrana hibridizada com sonda de cDNA de EM. (E) representagdo grafica das médias das
intensidades dos sinais de hibridizaciio. (F) coeficiente de express&o (CE) dos cDNAs. (G} agrupamento dos
cDNAs. O agrupamenio foi realizado tomando como base o CE dos ¢cDNAs. O vermelho indica uma
expressio mais acentuada ¢ o amarelo auséncia de expressdo. Expressdes intermedidrias sio mostradas

através da combinago dessas 2 cores.
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T,,VG - OPJO1

E

30~

011 12 13 14 15 16 17 18 19

1.2 3 4 5 8 7 8 91

1314 1516 17 18 19

@ MG BMC DO MM O EM
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12 3 45 67 8 9101112
1314 15 16 17 18 19
. 11
5 6
7 8 91011 12 =5 MG ®MC O MM O EM
G
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131415 16 17 18 19

i3 14 151617 18 19

Figura 4. Confirmagio da expressio diferencial, por sior blor, dos ¢DNAs isolados através de display
diferencial de mRNA com os primers T;2VG — OPJOL. (A) membrana hibridizada com sonda de cDNA de
MG. (B) membrana hibridizada com sonda de cDNA de MC. (C) membrana hibridizada com sonda de cDNA
de MM. (D) membrana hibridizada com sonda de cDNA de EM. (E) representagio grafica das médias das
intensidades dos sinais de hibridizaciio. (F) coeficiente de expressdo (CE) dos ¢<DNAs. (G} agrupamento dos
¢DNAs. O agrupamento foi realizado tomando como base o CE dos ¢DNAs. O vermelho indica uma
expressdo mais acentuada e o amarelo auséneia de expressdo. Expressdes intermedidrias sdo mostradas
atraves da combinacio dessas 2 cores.
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T,,VC-OPJ08
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Figura 5. Confirmacdo da expressio diferencial, por slor hlof, dos cDNAs isolado através de display diferencial de
mRNA com o5 primers TpVC — OPI0B. (A) membrana hibridizada com sonda de cDNA de MG. (B) membrana
hibridizada com sonda de ¢DNA de MC. {C) membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de MM. (D) membrana
hibridizada com sonda de cDNA de EM. (E) representagdo grafica das médias das intensidades dos sinais de hibridizac#o.
(F) coeficiente de expressio (CE) dos cDNAs. (G) agrupamento dos cDNAs. O agrupamento foi realizado tomando como
base o CE dos cDNAs. O vermelho indica uma expressio mais acentuada e o amareio auséncia de expressio. ExpressOes
intermedidrias 250 mostradas através da combinagdo dessas 2 cores.
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T,,VG - OPJOS
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Figura 6. Confirmacio da expressdo diferencial, por slof dlot, dos cDNAs ifsolados através de Jisply diferencial de
mRNA com s primers T),VG ~ OPJ08. (A} membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de MG. (B) membrana
hibridizada corn sonda de ¢cDNA de MC. (C) membrana hibridizada com sonda de cDNA de MM. (D) membrana
hibridizada com sonda de ¢cDNA de EM. (E) representagio grafica das médias das intensidades dos sinais de hibridizagao,
(F) coeficiente de expressio (CE) dos cDNAs. (G) agrupamento dos cDNAs. O agrupamento foi realizado tomando coma
base o CF dos cDNAs. O vermelho indica uma expressfo mais acentuada ¢ o amarslo auséneia de expressio, Expressoes

intermedidrias sfio mostradas através da combinagfio dessas 2 cores.
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T,,VC -OPJ10

{234 546789 141112 E

13 14 1516 171810 20 21 22 2324
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MM EM

252627 28 29 303132 3334 35 36 G

Figura 7. Confirmagio da expressio diferencial, por slof blot, dos ¢cDNAs isolados através de display diferencial de
mRNA com os primers TpVC — OPIO. {A) membrana hibridizada com sonda de cDNA de MG, (B) membrana
hibridizada com sonda de cDNA de MC. (C) membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de MM, (D) membrana
hibridizada com sonda de cDNA de EM. (E) representagiio grafica das médias das intensidades dos sinais de hibridizac¢éo.
(F) coeficiente de expressio (CE) dos ¢cDNAs. (G) agrupamento dos cDNAs. O agrupamento foi realizado tomando como
hase o CE dos cINAs. O vermelho indica ama expressio mais acentuada e o amarelo auséncia de expressio, Expressdes

intermedidrias sio mostradas através da combinagdo dessas 2 cores.
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T,VG - OPJ10
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Figura 8. Confirmagdo da expressdio diferencial, por slor blof, dos ¢DNAs isolados através de display
diferencial de mRNA com os primers T;VG — OPIE0. (A) membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de
MG. (B) membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de MC. (C) membrana hibridizada com sonda de cDDNA
de MM. (D)) membrana hibridizada com sonda de ¢DNA de EM. (E) representacdo grafica das médias das
intensidades des sinais de hibridizaciio. (F) coeficiente de expressiio (CE) dos ¢DNAs. ((3) agrupamento dos
cDNAs, G agrupamento foi realizado tomando como base o CE dos cDNAs. O vermelho indica uma expressiio
mais acentuada e o amarelo auséncia de expressio. Expresstes intermedidrias sdo mostradas através da
combinaco dessas 2 cores.
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3.3. Andlise dos cDNAs isolados através de display diferencial de mRNA com

expressio diferencial confirmada por slot blot

Dos 163 cDNAs analisados através de slot blot, os primers que resultaram no maior
nimero de ¢cDNAs diferenciais confirmados foram T;oVC ~ OPJ10, de wum total de 37
c¢DNAs isolados 34 tiveram a expressido diferencial confirmada, T;;VG — OPJ10, de um
total de 19 cDNAs isolados 18 tiveram a expressdo diferencial confirmada e T;,VC —
OPJ08, de um total de 34 cDNAs isolados 31 tiveram a expressdo diferencial confirmada
(Tabela 3). Os maiores CEs (acima de 3) foram observados para os cDNAs isolados com os

primers T;;VC — OPJ10 e T12VG - OPJ10 (Figuras 7F e 8F).

3.3.1. Andlise da expressio diferencial dos ¢cDNAs isolados com os primers

TzVC - OPJO1

Como mencionado, um total de 20 cDNAs foram isolados com os primers
Ti2VC — OPJO1 (Tabela 2). Dos 20 cDNAs isolados, 12 tiveram a expressdo diferencial
confirmada através de slor blot (Figura 3A-D). Sdo eles: 1, 2, 6 e 9 - expressio diferencial
confirmada em MG; 10, 11, 12, 13 e 14 — expressdo diferencial confirmada em MC; 17 ¢
18 — expressdo diferencial confirmada em MM; 20 — expressdo diferencial confirmada em
EM. Os cDNAs 3, 4, 5,7, 8, 15, 16 e 19 nio tiveram a expresséo diferencial confirmada.
Como pode ser visto nas Figuras 3F e 3G, foram observados os padrdes de
expressdo descritos abaixo:
-cDNAs com expressio mais acentuada em MG: 1 (CE=1,9)¢2 (CE = 1,6);
-cDNA com expressdio mais acentuada em 2 estadios de desenvolvirnento: 9 (CE =
I2emMGe 1,4 em MC);
-cDNAs com expressdo mais acentuada em um dos diferentes estadios do
megagamet6fito e embrido: 6 (CE= 1.2 em MG e 1,1 em EM), 10 (CE=1,2 em
MC e EM), 11 (CE=1,1 em MCe 1.3 em EM), 12 (CE = 1,2em MC e EM), 13
(CE=14emMCel2emEM), I4(CE=12em MCe EM), 17(CE =12em MM
el3emEM), IB(CE=1,1lemMMe 1 3emEM)e20(CE~14 em MCe 1,2 em
EM).
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Esses padrbes de expressdo sdo mostrados na Tabela 4.

Com os primers T;2VC ~ OPJO1, um total de 3 ¢cDNAs (1, 2 ¢ 6) foram
selecionados para serem clonados e seqiienciados. Os cDNAs selecionados foram os que
apresentaram os maiores CEs.

Os cDNAs 1 e 2 com expressiio diferencial em MG (CE = 1,9, e 1,6,
respectivamente) apresentaram baixa expressdo em MC, MM (expressdo temporal) € EM.
Assim sendo, esses ¢DNAs representam genes que s3o mais expressos no inicio do
desenvolvimento (Figuras 3A-D). O ¢cDNA 6 com expressdo diferencial em MG (CE = 1,2)
também apresentou baixa expressio em MC e MM, no entanto, teve expressio alta em EM

(CE=1,1).

3.3.2. Anilise da expressio diferencial dos cDNAs isolados com os primers

T2VG - 0PJO1

Dos ¢DNAs isolados com os primers T;;,VG — OPJO1, 13 tiveram a
expressdo diferencial confirmada (Figura 4). S&o eles: 4, 5, 6, 7 ¢ 8 — express#o diferencial
confirmada em MC; 9, 10 e 12 - expressio diferencial confirmada em MM 14, 15,17, 18 ¢
19 — expressgo diferencial confirmada em EM.

Foram isolados 3 ¢cDNAs de MG do gel de display (1, 2 e 3) contudo, esses
¢DNAs nio foram considerados como diferenciais pois apresentaram CE abaixo de um para
MG (Figura 4F). Os ¢cDNAs 1, 2, 3, 11, 13 e 16 ndo tiveram expressdo diferencial
confirmada,

Como pode ser visto nas Figuras 4F e 4G, foram observados os padrdes de
expressio descritos abaixo:

-cDNA com expressdo mais acentuada em MM: 10 (CE = 1,4);

-cDNA com expressfio mais acentuada em EM: 14 (CE=2,1);

-cDNAs com expressdo mais acentuada em 2 estadios de desenvolvimento: 4, 5, 6 e
7 {(cDNAs isolados de MC com CE acima de 1 em MC e MM); 8 (c¢DNA isolado de
MC com CE acima de um em MG e MC) e 9 (cDNA isolado de MM com CE acima
de 1 em MC e MM);

-cDNAs com expressio mais acentuada em um dos diferentes estadios do
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megagametofito e embrido: 12 (cDNA isolado de MM com CE acima de 1 em MM
e EM); 15, 17, 18 e 19 (cDNAs isolados de EM com CE acima de 1 em EM e MC).

Os padrbes de expressdo descritos acima estdo resumidos na Tabela 4.

Dos ¢DNAs descritos acima, 6 (8, 9, 10, 12, 14 e 18) foram escolhidos para
serem clonados e seglienciados. Os ¢DNAs escolhidos foram os que apresentaram o0s
maiores CEs (Figura 4F).

O cDNA 8 com expressio diferencial em MC (CE = 2,0) apresentou
expressdo acentuada em MG (CE = 1,4), diminuicdo em MM e auséncia em EM. Assim,
esse cDNA apresentou expressfo temporal (no megagamet6fito) e expressio espacial
(megagametofito e embrifio).

Os cDNAs com expressdo diferencial em MM tiveram baixa expressdo (10 ¢
12) e auséncia de expressdo (9, 14 e 18) em MG, com aumento significativo da expresséo
em MC, MM e EM, sugerindo assim que esses cDNAs representam genes caracteristicos da

fase final do desenvolvimento.

3.3.3. Andlise da expressio diferencial dos ¢DNAs isolados com os primers

T2VC - OPJOS

Um total de 31 cDNAs, isolados com os primers T;;VC — OPJ08, tiveram a
expresséo diferencial confirmada. Os cDNAs confirmados foram: MC: 2, 3, 4,5,6,7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16; MM: 17, 18, 21, 22, 23, 24, 25, 26 ¢ 27 ¢ EM: 28, 29, 30, 31,
32, 33 e 34 (Figura 5F). Apenas um cDNA foi isolado de MG (1). A expressio diferencial
desse ¢cDNA nio foi confirmada. Os ¢cDNAs que nfo tiveram a expressdo diferencial
confirmada foram: 1, 19 ¢ 20. A intensidade do sinal de hibridizagio dos ¢IDNAs pode ser
observada nas Figuras SA - D.
As Figuras 5F e 5G, mostram os padrdes de expressdo descritos abaixo:
~-cDNAs com expressfio mais acentuada em EM: 28, 29, 30 e 34;
-cDNAs com expressfio mais acentuada em 2 estddios de desenvolvimento: 2, 3, 4,
5,6,7,11, 12,13 ¢ 16 (¢cDNAs isolados de MC com CE acima de 1 em MCe MM);
-cDNAs com expressdo mais acentuada em um dos diferentes estddios do

megagametofito e embnfo: 18, 21, 24, 25, 26 e 27 (cDNAs isolados de MM com
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CE acima de 1 em MM e EM); 31, 32 e 33 (cDNAs isolados de EM com CE acima
de 1 em MM e EM);
-cDNAs com expressdo mais acentuada em 2 estidios de desenvolvimento e em
EM: 8, 9, 10, 14 e 15 (cDNAs isolados de MC com CE acima de 1 em MC, MMe
EM); 17, 22 e 23 (cDNAs isolados de MM com CE acimade 1 em MC, MM e EM).
Os padrdes de expresséo descritos acima sfo mostrados na Tabela 4.
Os ¢DNAs selecionados para clonar e seqiienciar foram: 13, 14, 15, 16, 22,
24, 28 e 31. Esses ¢cDNAs apresentaram uma baixa expressio em MG e um aumento
significativo da expressdo em MC, MM ¢ EM com excegdio, dos cDNAs 24, 28 e 31 que
apresentaram baixa expressio também em MC (Figuras 5A - D, 5F e 5G). Esses cDNAs
representam genes com expressdo aumentada no estadio intermediario e final do

desenvolvimento e apenas no estadio final, respectivamente.

3.3.4. Anilise da expressio diferencial dos ¢DNAs isolados com os primers

TVG - 0OPJOS

Um total de 21 ¢cDNAs tiveram a expressdo diferencial confirmada com os
primers Ti2VG — OPJO8. Desses 21 ¢DNAs, 1 foi confirmado em MG (2); 4 em MC (6,7,
8e9);5em MM (19,20, 21,22 e 23) e 11 em EM (24, 25, 26, 27, 28, 29, 30,31,32, 33 ¢
34). Os ¢DNAs 1, 3, 4, 5, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17 e 18 nio tiveram a expressio
diferencial confirmada. As membranas de slor blot, contendo os sinais de hibridizacdo, sdo
mostradas nas Figuras 6A —D.
Através das Figuras 6F e 6G pode—se observar os padrSes de expressio
descritos abaixo:
-¢DNAs com expressdo mais acentuada em EM: (25, 26, 27, 28, 29, 31, 32,33 e
34). Dentre esses cDNAs, o que apresentou menor CE foi 0 cDNA. 29 (I.7y e 0 que
apresentou maior CE foi 0 cDNA 33 (2,3).
-<DNAs com expressio mais acentuada em 2 estidios de desenvolvimento: 2 -
cDNA isolado de MG com CE acima de 1 em MG e MC; 6 e 7 - cIDNAs isolados de
MC com CE acima de 1 em MG e MC e 8 — ¢cDNA isolado de MC com CE acima
de 1 em MC e MM; 19 - cDNA isolado de MM com CE acima de 1 em MC e MM;
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~cDNA com expressio mais acentuada em um dos diferentes estaddios do
megagametdfito e embrifo: 9 - cDNA isolado de MC com CE acima de l em MC e
EM; 14, 20, 21 e 23 - ¢cDNAs isolados de EM com CE acimade 1 em MM e EM e

24 ¢ 30 - cDNAs isolados de EM com CE acima de 1 em MG e EM.
Dos ¢cDNAs descritos acima, 5 foram clonados e segiienciados: 8, 19,32, 33 e
34. O cDNA 8 apresentou uma baixa expressfo em MG e EM e aumento da expressdo em
MC e MM (Figuras 6A— D, 6F ¢ 6G). Esse ¢DNA representa um gene com expressio
aumentada no megagametdfito, no estidio intermediario e final do desenvolvimento e
embrifio. O ¢cDNA 19 apresentou uma baixa expressio em MG e aumento da expressdo em
MC, MM e EM (Figuras 6A- D, 6F e 6G) sugerindo, que esse cDNA representa um genes
com expressdo aumentada no estadio final do desenvolvimento. Os cDNAs 32, 33 e 34
(diferenciais para EM), apresentaram baixa expressfo para MG, MC ¢ MM (expressdo

espacial).

3.3.5. Analise da expressio diferencial dos ¢DNAs isolados com os primers

TVC - OPJ10

De um total de 37 ¢DNAs isolados com os primers T12VC - OPJ10, 34
tiveram a expressdo diferencial confirmada através de slor blot (Figuras 7A—D). Séo eles: 1,
4,5, 6 e 7 - expressiio diferencial confirmada em MG; 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23 ¢ 24 — expressdo diferencial confirmada em MC; 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33 ¢ 34 — expressdo diferencial confirmada em MM; 35 e 36 - expressdo
diferencial confirmada em EM. Os c¢DNAs que nfo tiveram a expressdo diferencial
confirmada foram: 2, 3, e 37. A representacdo grafica dos CEs para esses ¢DNAs pode ser
observada na Figura 7F.

Os cDNAs 28 e 29, isolados de MM, sfo os que apresentaram o0s maiores
CEs (3,2 e 3,1, respectivamente). Esses cDNAs apresentaram CE bastante baixo em MG
(0.3, MC(28-CE=03e29-CE=04)e EM (28~CE=0,1e¢29-CE = 0,2).

A representacfo grafica dos CEs para esses cDNAs pode ser observada na

Figura 7F.
As Figuras 7F e 7G, mostram os padrdes de expressdo descritos abaixo:
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-cDNA com express3o mais acentuada em MG: 1;

-DNAs com express3o mais acentuada em MC: 14, 15, 16,17,18, 19,20e 23;

-DNAs com expressfio mais acentuada em MM: 26, 28, 29, 31, 32, 33 e 34;

-cDNAs com expressdo mais acentuada em 2 estadios de desenvolvimento: 4,5, 6¢

7 (cDNAs isolados de MG com CE acima de 1 em MG ¢ MC) 8, 9,10,11,12e 13

(cDNAs isolados de MC com CE acima de 1 em MC e MM); 21, 22, e 24 (cDNAs

isolados de MC com CE acima de 1 em MG e MC) e 25, 27 e 30 (cDNAs isolados

de MM com CE acima de 1 em MC e MM);

-cDNAs com expressdo mais acentuada em um dos diferentes estidios do

megagametofito e embrifio: 35 e 36 (CDNAs isolados de EM com CE acima de 1 em

MM e EM).

Dos ¢DNAs descritos acima, 15 foram clonados e seqiienciados (1, 4, 5, 6, 7,

14,21, 22,23, 28,29,31,32, 33 ¢ 34). O cDNA 1 com expressio diferencial confirmada
em MG apresentou uma baixa expressio em MC e MM e quase auséncia de expressdo em

EM (Figuras 7A- D, 7F e 7G). Assim sendo, esse cDNA representa um gene com

4,5, 6 e 7 com expressio diferencial em MG apresentaram expressio acentuada em MG e
MC com diminuigéo da expressio em MM e EM (Figuras 7A- D, 7F e 7(3). Os cDNAs 14
€ 23 com expressdo diferencial em MC apresentaram baixa expressdo em MG, MM e EM
sugerindo assim, que esses cDNAs representam genes que tem major expressio no estadio
intermedidrio do desenvolvimento. Os cDNAs 21 e 22 com expressio diferencial em MC
apresentaram expressido acentuada em MG e MC e baixa expressdo em MM e EM. Os
c¢DNAs 28, 29, 31, 32, 33 € 34 com expressdo diferencial em MM apresentaram diminuico
acentuada da expressio em MG, MC ¢ EM sugerindo assim, que esses cDNAs sdo

especificos do megagametéfito no estadio final do desenvolvimento.

3.3.6. Anilise da expressio diferencial dos ¢DNAs isolados com os primers

T2VG - OPJ10

Dos c¢DNAs isolados com os primers T;;VG — OPJ10, 18 tiveram a
expressdo diferencial confirmada através de slor blot (Figuras 8A - D). Os ¢cDNAs com
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expressdo diferencial confirmada foram: 1, 2, 3, 5 e 6 — expressdo diferencial confirmada
em MG; 7 ¢ 8 — expressdo diferencial confirmada em MC; 9 e 10 — expressdo diferencial
confirmadaem MM e 11, 12, 13, 14, 15,16, 17, 18 ¢ 19 - expressdo diferencial confirmada
em EM (Figuras 8F ¢ 8G). Apenas o cDNA 4 nio teve a expressio diferencial confirmada.
Os padrdes de expressdo dos cDNAs sfo descritos abaixo:

-cDNAs com expressfo mais acentuada em MG: 2,3, 5¢6;

-cDNA com expressio mais acentuada em MC: 7;

-cDNAs com expressdo mais acentuada em MM: 9 e 10;

-cDNAs com expressdo mais acentuada em EM: 13, 16 e 18;

-cDNAs com expressio mais acentuada em 2 estidios de desenvolvimento: cDNA

isolado de MG com CE acima de 1 em MG e MC ~ 1 e ¢cDNA isolado de MC com

CEacimadelemMCeMM - 8;

-cDNAs com expressio mais acentuada em um dos diferentes estidios do

megagametofito e embrido: cDNAs isolados de EM com CE acima de 1 em MM e

EM-11,12,14,15,17 e 19.

Dos ¢cDNAs descritos acima, 11 foram clonados e segiienciados (1,2, 3, 5, 6,

9, 10, 15, 16, 17 e 18). O cDNA 1 com expressio diferencial confirmada em MG
apresentou expressdo acentuada em MG e MC e baixa expressdo em MM e EM (Figuras
8A- D, 8F e 8G). Assim, esse cDNA representa um gene com expressdo aumentada nos
estadios inicial e intermediario do desenvolvimento. Os cDNAs 2, 3, 5 ¢ 6 com expressao
diferencial em MG apresentaram expressdo acentuada em MG com dimimicio da
expressdo em MC e auséneia de expressio em MM e EM, com excecgdo do 6 que
apresentou expressdo, ainda que pequena em MM (8F e 8G). Esses cDNAs (2,3,5 ¢ 6)
representam genes especificos do estadio inicial do desenvolvimento. Os ¢DNAs 9 e 10
com expressiio diferencial em MM apresentaram auséncia de expressfio em MG e MC
{(cDNA 9) e auséncia e baixa expressdio em MG e MC, respectivamente (cDNA 10). Esses
¢DNAs (9 ¢ 10) tiveram expressfo acentuada em MM e baixa expressfo em EM. Os
cDNAs 15, 16, 17 e 18 com expressiio diferencial para EM apresentaram baixa expresséo
em MG e aumento progressivo em MC e MM.

E a primeira vez que uma grande quantidade de cDNAs expressos diferencialmente

na semente de Araucaria angustifolia séo isolados. Os cDNAs que apresentaram expresséo
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diferencial mais acentuada foram clonados e seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram
comparadas em bancos de dados.



‘abela 4: Padrdes de expressio dos ¢DNAs com expressde diferencial confirmada através de

lot blot

S

Padrées de expressdo CFE acimade I em:

e

7

MG
MGeMC

-¢cDNAs com expressfo mais acentuada em MG

-cDNA com expressio mais acentuada em 2

estadios de desenvolvimento
MG e MM {6 MCe EM (11 -

14y MM e EM(17e 18Ye MCe

-cIONAs com expressdo mals acentuada em um |

dos diferentes estddios do megagametdfifo e

embrifo EM (20}
~cDNA com expressdo mais acentuada em MM MM
-cDNA com expressdo mais acentuada em EM EM
-cDNAs com expressio mais acentuada em 2 MC e MM (4-7); MG e MC (8);
estadios de desenvolvimento MC e MM ()
~-cDNAs com expressio mais acentuada em um MM e EM (12)eEM e MU {15 ¢
dos diferentes estadios do megagametdfito e : 17-19)
embrido
-¢DNAs com expressio mais acentuada em EM EM
-¢DNAs com expressfio mais acentuada em 2 MCe MM
estadios de desenvolvimento
-cDNAs com expressfio mails acentuada em um MM e EM
dos diferentes estddios do megagametofiio e
embrifo
~-cDNAs com expressdio mais acenfuada em 2 MC, MM e EM
estadios de desenvolvimento ¢ em EM
EM

-c[NAs com expresso mais acentuada em EM
MGeMC2iMGeMC(6e7)
e MCeMM{Be 19
MC o EM (9 EM e MM (i4,
20,21 e2NeMGe EM {24 e
30

~-cDNAs com expressfio mals acentuada em 2
estadios de desenvolvimento

-cDNAs com expressdio mals acentuada em um
dos diferentes estadios do megagametofito e

embrifio
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-¢DNA com expressio mais acenfuada em MG MG
-cDNAs com expressdo mais acentuada em MC MC
MM

-cDNAs com expressfio mais acentuada em MM

MG e MC(4-7,21,22e24) e
MC e MM (8-13, 25, 27 ¢ 30)

-¢DNAs com expressdc mais acentuada em 2

estddios de desenvolvimento

-cDNAs com expressfo mais acentuada em um MM e EM

dos diferentes estddics do megagametofito e

ambrifo

-cDNAs com expressfo mals acentuada em MG MG

-cDNA com expressdo mais acentuada em MC MC

~-cDNAs com expressdo mais acentuada em MM MM
EM

-cDNAs com expressfio mais aceniunada em EM

-cDNAs com expressdio mais acentuada em 2 MGe MC (1 eMC e MM (8)

estddios de desenvolvimento
-cPNAs com express#o mais acentuada em um MMe EM

dos diferentes estadios do megagametdfito e
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3.4. Analise das segqiiéncias dos cDNAs isolados através de display diferencial de
mRNA

Um total de 49 ¢cDNAs com os maiores CEs foram clonados e segiiénciados. Alguns
desses ¢cDNAs apresentaram segiiéncias repetidas, restando assim, 36 seqiiéncias ndo
repetidas. O alinhamento das seqiiéncias foi feito com o auxilio do programa Clustal W (V.
1,75). As seqiiéncias obtidas foram comparadas com seqiiéncias disponiveis em bancos de
dados, com o auxilio do programa BLAST X V. 2,1,1
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi?Jform=0). O programa BLAST X deduz a
seqiiéncia de aminodcidos a partir da seqiiéncia nucleotidica e compara com seqiiéncias de
aminoacidos disponiveis em bancos de dados. Um total de 21 fragmentos apresentaram

similaridade com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados.
3.4.1. Andlise das seqiiéncias dos cDNAs isolados de MG

Um total de 13 ¢cDNAs isolados de MG foram clonados e seqiiénciados. Os cDNAs
selecionados foram isolados de MG com os primers: T12VC ~ OPJO1 (3 cDNAs), TioVC -
OPJ10 (5 ¢cDNAs) e ToVG — OPJ10 (5 cDNAs). As seqiiéncias obtidas foram comparadas
com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados. Das 10 seqiiéncias obtidas (ndo
repetidas), 6 apresentaram similaridade com seqii€ncias de bancos de dados. A Tabela 5
mostra as seqiiéncias que apresentaram ou ndo similaridade com seqiiéncias em bancos de

dados.

3.4.1.1. Andlise das segiiéncias dos ¢DNAs isolados de MG com os primers

T1,VC -0PJ01

O fragmento MG1 (817 pb) corresponde ao cDNA de n° 1 da Figura 3. O fragmento
MGT1 teve a expressdo diferencial confirmada com CEs de: 1,87 para MG, 0,47 para MC,
0,76 para MM e 0,9 para EM.

A comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoacido do fragmento MGl com

seqiiénelas disponiveis em bancos de dados apresentou 27% de identidade e 45% de
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similaridade com um homeodominio zipper de leucina de Glycine max (acesso AF184278,
artigo submetido) (Tabela 5). A Figura 9 mostra a comparagéo entre a seqiiéncia deduzida

de aminoacidos de MG1 e a proteina de 288 residuos de aminodacidos de Glycine merx.

MGl 355 ENRRSLMAMGTRSKDQODLVSMLAHLOS SMESLTOTSLKMQODINGLRMEQVT TRNAIEE 176
+NRR+ KD Lo+ L+3 ESL @ + K++ ++N L + + EE
Sbhjct: 75 ONRRARFKTEQLEKDYGVLEASYDRLKSDYESLVQENDRLKAEVNSLESKLILRDKEKEE 134
MGL 175 LTEVETKLOGNFTSGNQAENSERPERRENPYD 80
++ ++5 + ANS PH + P D
Shbjct: 133 N8Dw——mm—— DESSPDDAVNSSSPHNNKEPMD 159

Figura 9: Comparacdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoécidos dos fragmentos MGl e a
seqiiéncia de aminoacidos de um homeodominio zipper de leucina descrito para Glycine max
(acesso AF184278). O “shject” representa a seqiiéncia de aminoacidos do homeodominio zipper de
leucina. As cruzes representam similaridade entre os aminodcidos. O alinhamento foi feito através
da introdugdo de gaps para maximizar a identidade.

Os Homeodomain-leucine zipper (HDZip) constituem uma grande familia de fatores
de transcricio. Alguns desses fatores de transcricio ja foram correlacionados com a
proliferagéo e diferenciagdo celular (Baima et al., 2001), como é o caso do REVOLUTA
(REV), também conhecido como INTERFASCICULAR FIBERLESSI (IFL1) (Zhong & Ye,
1999; Ratcliffe et al., 2000).

Os estadios iniciais de desenvolvimento da semente sdo caracterizados por intensa
proliferagdo celular. O transcrito MG1, que apresentou similaridade com um fator de
transcrigdo HDZip, foi identificado em maior quantidade em MG. Esses resultados sugerem
que o HDZip tem a fungfio de promover o crescimento de MG favorecendo assim, a
passagem do megagametdfito para os estddios subseqiientes de desenvolvimento. Um
aumento significativo no tamanho do megagametofito é observado durante o seu
desenvolvimento.

O fragmento MG13 corresponde ao cDNA de n° 6 da Figura 3. O fragmento MG13
(356 pb) teve um CE de 1,2 para MG, 0,8 para MC, 0,88 para MM e 1.13 para EM. A
comparacéo da seqli€ncia deduzida de aminodcidos do fragmento MG 13 com segiiéncias

disponiveis em bancos de dados nio revelou similaridade com nenhuma seqliéncia descrita

até o momento (Tabela 5).
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3.4.12. Anilise das seqiiéncias dos cDNAs isolados de MG com os primers

TiVC - OPJ10

O fragmento MG1,2 (597 pb) corresponde ao ¢cDNA de n° 1 da Figura 7. Esse
fragmento teve a expressdo diferencial confirmada com CEs de 1,72 para MG, 0,96 para
MC 1,4 para MM e 0,28 para EM. A comparacio da seqiiéncia deduzida de aminoécidos do
fragmento MG1,2 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 48% de
identidade ¢ 69% de similaridade com o transposon MuDR de milho (acesso F22013),
Tabela 5. A compara¢io da seqiiéncia deduzida de aminoécidos de MG1.2 com MuDR

(1591 residuos de aminoacidos) é mostrada na Figura 10.

MG1i,2: 87 DOAYFMDLIEIWDPHTNTFHLPIGEITVTLEDV 185
P++ L++ W P T+TFHLP GE+ TL4DV
Sbijct: 945 DRSLLAALVDRWRPETHTFHLPCGEMAPTLQDV 977

Figura 10: Comparagdo enfre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MG1,2 e a
segiiéncia de aminoacidos do transposon MuDR de milho (acesso F22013). O “sbject” representa a
seqiiéncia de aminodcidos do transposon MuDR. As cruzes representam similaridade entre os
aminoacidos.

Segundo Rudenko & Walbot (2001), uma variedade de mecanismos regulatorios
operam a nivel] transcricional e pos-transcricional resultando em padrdes temporal e
espacial especificos da atividade dos transposons. Esses mecanismos regulatoérios ainda ndo
sd0 bem conhecidos. Assim, ndo € possivel atribuir uma possivel fungdo ao MuDR no
desenvolvimento do megagametofito.

O fragmento MG6 (598 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 4 da Figura 7. Esse fragmento
foi isolado de MG e teve a expressdo diferencial confirmada com CEs de 1,3 para MG, 1,5
para MC, 0.9 para MM e 0,33 para EM. A comparacdo da seqiiéncia deduzida de
aminoacidos do fragmento MG6 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados
apresentou 36% de identidade e 63% de similaridade com o early B-cell factor de Gallus
gallus (acesso AJ238322, artigo submetido) (Tabela 5). A comparacdo da seqiiéncia

deduzida de aminoacidos de MG6 com o early B-cell factor (591 residuos de aminoicidos)

€ mostrada na Figura 11.
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MG& : 365 NRVIHFGLPSGNWMSAVLAVNITQSNHATWONFSKS 258
N +H G+ N § LAVN+++++ AT Q F+++
Sbjct: 426 NTSVHAGMMGVNSFSGQLAVNVSEASQATSQGETRN 461

Figura 11: Comparacio entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MG6 e a
seqiiéncia de aminoécidos do early B-cell factor descrita para Gallus gallus (acesso AJ238322). O
“sbject” representa a seqiiéncia de aminoicidos do early B-cell factor. As cruzes mostram
similaridade entre os aminoacidos.

O early B-cell factor é um fator de transcricio com fung¢Zo essencial no
desenvolvimento de células B (células do sangue) em Gallus gallus. Assim, a similaridade
do transcrito MG6 com esse fator de transcri¢do pode ter sido ao acaso, pois teve baixa
similaridade e e-value nio significativo.

O fragmento MG7 (421 pb) corresponde ao cDNA n° 5 da Figura 9. Esse fragmento
teve CEs de 1,32 para MG, 1,4 para MC, 0,7 para MM ¢ 0,6 para EM. A comparacio da
seqiiéncia deduzida de aminoacido do fragmento MG7 com seqiiéncias disponfveis em
bancos de dados apresentou 50% e 49% de identidade e 56% e 57% de similaridade,
respectivamente, com a LP3 (induzida através de estresse hidrico) e LP3 — 1 {induzida por
estresse hidrico e 4cido abcissico) de Pinus taeda ( acesso U67135, Padmmanabhan er al.,
1997 e U52665, artigo submetido, respectivamente), Tabela 5. A comparagso da segliéncia
deduzida de aminoéacidos de MG7 com a LP3 (153 residuos de aminoacidos) e a LP3~1

(126 residuos de aminodcidos) é mostrada na Figura 12.
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MG7 : 10 GELGAMAAGAFALYEKHEAKKDPENARRHMEIXXXXXXXNXXGEGOFAFXXXONNNXKKE 189
G LG +AAGAFAL+EKH +KKDPENA RHKI G+GG+ F

Sbjct: 76 GGLGTVAAGAFALEEKHASKKDPENAHREKIEEETAAAAAVGAGGYVFHEHHEKKE SKEE 135

MGT @ 190 XXXASGKKHHHLF 228

A GKKHHHLF
Sbjct: 136 EKEAFGKKHHHLE 148

B

MG7 : 10 GELGAMAAGAFALYEKHEAKKDPENARRHEIXNXXXXXXXXXGSGCFAFXKKOXXNKX KKK 189
GE+G +AAGAFAL+EKH KKDPE+A RHKI G+HGEGE+ F

Sbict: 54 GEMGTVAAGAFALHEKHADKKDPEHAHRHKIEEEVAARAAVGAGGYVFHEHHERKKE SKEE 113

MGT7 @ 190 X¥XASGKKHHHLF 228

A GEKHHELF
Sbjet: 114 EKEAECKKHHHLF 126

Figura 12: Comparacio entre a segiiéncia deduzida de aminoicidos do fragmento MG7 e as
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas LP3 e LP3 — 1 descritas para Pirzzes taeda. Em A,
comparagdo de MG7 com a LP3. Em B, comparagdo de MG7 com a LP3 — 1. O ““sbject” representa
a seqiiéncia de aminoacidos da LP3 e LP3 - 1. As cruzes mostram similaridade entre os
aminodcidos. O alinhamento foi feito através da introdugdo de gaps para maximizar a identidade.

Foi isolado de Pinus taeda L., um clone de ¢cDNA (Ip3) induzido através de estresse
hidrico. Este ¢DNA ¢ preferivelmente induzido na raiz com expressio basal constitutiva
observada em estames e plantulas sob condi¢Bes de estresse hidrico (Padimmanabhan ef al.,
1997). Através de Northern blot, os autores observaram que em sementes em germinacio
sob irrigacdo e tratamento com ABA, a expressdo foi baixa quando comparada com
sementes em germinacio, submetidas ao estresse hidrico (Padmanabhan er af, 1997).
Entretanto, o /p3 foi induzido através de ABA indicando que a sua expressdio em raiz sob
condigbes de estresse hidrico € parcialmente mediada por ABA (Padmanabhan er al.,
1997). O clone Ip3-I corresponde a uma proteina putativa que apresenta um perfil
hidrofilico similar ao Ip3, exceto por duas delegSes na regifio 5° (Padmanabhan er al.,
1997).

Varios clones induzidos por estresse hidrico tem sido identificados em Pinus taeda
(Chang et al, 1996; Dias, 1995). Estes clones sdo diferencialmente regulados em diferentes
tecidos sob estresse hidrico (Padmanabhan et al., 1997). Eles codificam wérias proteinas
que estdo envolvidas na biosintese de lignina, modificacSes da parede celular e na ligacio a

acidos nucléicos e calcio (Chang ef al., 1996).
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Proteinas induzidas por estresse hidrico geralmente estdo relacionadas com o
desenvolvimento da semente. Durante o desenvolvimento, a semente passa por um
processo natural de dissecaco e acumulagfio de produtos de reserva. N'umerosos eventos
celulares e bioquimicos estio associados com a tolerancia da dissecagdo da semente, tais
como: sintese de proteinas envolvidas na dissecagfio ou kear shock, vacuolizacio, ativacio
de antioxidantes, acumulacio de oligossacarideos e manutencio da integridade do DNA
(Bailly et al., 2001). Assim sendo, a proteina LP3 pode estar envolvida na tolerdncia do
megagamet6fito ao processo de dissecagio.

O fragmento MG9 (412 pb) corresponde a ¢<DNA n° 7 da Figura 7. Esse fragmento
teve CEs de 1,32 para MG, 1,38 para MC, 0,85 para MM e 0,45 para EM. A comparagéo da
seqiiéncia deduzida de aminoécido do fragmento MG9 com seqgiiéncias disponiveis em
bancos de dados apresentou 44% de identidade e 60% similaridade com uma poliproteina
(217 residuos de aminoécidos) de Oryza sativa (acesso AAK13122, submissio direta em
bancos de dados), Figura 13.

MG9: 229 LQQYPILNNFROMFPKDLPGLHPKREFDFSLDLFPGETPIARTPYRMIPIXXXKXHXXXX 50
L + PI+ F D+FP++LPG+ PKRE +F +DL PG TP+ + PYRM

Sbjct: 111 LSEIPIVREFGDVFPEELPGMPPKREIEFQIDLAPGTTPLCKREYRMAANELAEVKKQLE 1160

MG9: 49  XXXEKGHIKPSVSP 8

EKG+I+PS 5P
Sbjct: 1161 ELKEKGYIRPSTSP 1174

Figura 13: Comparacfo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MG9 ¢ a
seqtiencia de aminodcidos da poliproteina descrita para Oryza sativa. O “sbject” representa a
seqiiéncia de aminoacidos da poliproteina. As cruzes mostram similaridade entre os aminoacidos.

O fragmento MG8 (449 pb) corresponde a cDNA n° 6 da Figura 8. Esse fragmento
teve CEs de 1.4 para MG, 1,3 para MC, 0,85 para MM ¢ 0,5 para EM. A comparagdo da
seqliéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MGS8 com seqiiéncias disponiveis em
bancos de dados nfo revelou similaridade com nenhuma seqiiéncia conhecida até o

momento (Tabela 5).
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3.4.1.3. Analise das seqiiéncias das ¢DNAs isolados de MG com os primers

TpVG -0PJ10

O fragmento MG1,3 (541 pb) corresponde ao ¢DNA n° 1 da Figura 9. Esse
fragmento teve CEs de 1,49 para MG, 1,16 para MC, 0,53 para MM e 0,82 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminodcido do fragmento MG1,3 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 83% de identidade e 93% de similaridade com
a histona H2B de milho (acesso X69960, artigo submetido), Tabela 5. A comparagdo da

seqiiéncia deduzida de aminoacidos de MG1,3 com a H2B é mostrada na Figura 14.

MG1,3: 94 TYRIYIFKVLKOVHPDIGISSKAMSIMNSFMSDIFEKLAAESSKLVRYTKRNTPSSREV(Q 272

TYRKIYIFPRVIKQVHPDIGISSKAMSIMNSF++DIFEKLAAES+KL RY K+ T +3RE+Q
Sbjct: 65 TYRIYIFKVLKQVHPDIGISSKAMSIMNSFINDIFEKLAAESAKLARYNEKKPTVTSREIQ 124
MG1,3: 274 SAVKLSLPGELAKHAVIEGTRAVTEFT 354

+4V+L LPGELAKHAVSEGTKAVTKET
Sbict: 125 TSVRLVLPGELAKHAVSEGTKAVTKET 151

Figura 14: Comparacio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MG1,3 e a
seqiiéncia de aminoacidos da histona H2B descrita para Zea mays. O “sbject” representa a
seqiiéncia de aminoacidos da histona H2B. As cruzes mostram similaridade entre os aminoacidos.

O fragmento MG1,3 também apresentou similaridade com a histona H2B descrita
para outros organismos: Oryza sativa (153 residuos de aminodcidos, acesso AP02522) com
83% de identidade e 93% de similaridade; trigo (136 residuos de aminodcidos, acesso
D37942) com 83% de identidade e 92% de similaridade; Arabidopsis thaliana (145
residuos de aminodcidos, acesso AL162459) com 83% de identidade e 92% de
similaridade; Cicer arietinums (139 residuos de aminoacidos, acesso AJ40863) com 81%
de identidade e 91% de similaridade; tomate (142 residuos de aminoacidos, acesso
AE00142) com 80% de identidade e 90% de similaridade e tabaco (146 residuos de
aminodcidos, acesso Y1128) com 80% de identidade e 89% de similaridade.

A estrutura e organizagfio das histonas tem sido amplamente estudadas em varios
organismos (Chaubet ef al., 1987; Hentschel & Birnstiel, 1981) Os genes de histona
constituem uma familia multigénica complexa (Chaubet ef al., 1987 & Hentschel Birnstiel,
1981). Minami ef al. (1993), mostraram em trigo, que o padro de expressao do gene H28B,
durante a germinacfio e em virios tecidos da planta jovem, € quase idéntico ao padrdo de

expressdo dos genes H3 e H4. Através de analise de Northern blot, Minami ef gl (1993),
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usando sonda de ¢cDNA de wcH2B — 4 mostraram que quase todos os genes H2B em trigo
vdo se expressar durante a proliferagdo celular, como observado para genes H2B de
leveduras e animais. Resultado similar foi obtido com plantas de tabaco transgénicas (Yang
et al., 1995). Segundo Yang er al. (1995), os promotores para os genes H2B sio
preferencialmente ativados em tecidos proliferativos (meristema de raiz, folhas jovens e
tecido ovular) e que a sua atividade provavelmente é regulada através do ciclo celular.

A maior quantidade de transcritos para histona H2B detectada em MG ¢ MC, pode
ser decorrente da alta proliferagfio celular que ocorre nos estddios iniciais de
desenvolvimento.

Os fragmentos MG2,2 (420 pb) e MG4 (258 pb) correspondem aos ¢cDNAsn®2 e 5
da Figura 8. Esses fragmentos tiveram CEs de: MG2,2 (3.5 para MG, 0,5 para MC, 0,0 para
MM e EM) e MG4 (3.35 para MG, 0,64 para MC e 0,0 para MM ¢ EM). A comparacdo das
seqiiéncias deduzidas de aminodcidos dos fragmentos MG2,2 ¢ MG4 com seqiiéncias
disponfveis em bancos de dados nfo revelou similaridade com nenhuma seqiiéncia descrita

até o momento (Tabela 5).
3.4.2. Anailise dos cDNAs isoladoes de MC

Um total de 10 cDNAs isolados de MC foram clonados e segiiénciados. Os cDNAs
selecionados foram isolados de MC com os primers: T;,VG — OPJOI (1 cDNA), T12VC -
OPJO8 (4 ¢DNAs), T1;VG —~ OPJO8 (1 ¢cDNA) e T;;VC — OPJ10 (4 ¢DNAs). Das dez
seqliéncias obtidas, 5 apresentaram similaridade com segqiiéncias disponiveis em bancos de

dados (Tabela 5).

3.4.2.1. Analise da seqiiéncia do cDNA isolado de MC com os primers T12VG —
OPJO1

O fragmento MC14 (442 pb) corresponde ao ¢DNA n° 8 da Figura 4. Esse
fragmento teve CEs de 1,4 para MG, 2,0 para MC, 0,6 para MM e 0,0 para EM. A

comparag¢do da seqiliéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MC14 com seqiiéncias de
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aminodcidos disponiveis em bancos de dados ndo revelou similaridade com nenhuma

seqiténcia conhecida até o momento (Tabela 5).

3.42.2. Anilise das seqiiéncias dos cDNAs isolades de MC com os primers
TrVC-0PJOS

O fragmento MC13 (322 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 13 da Figura 5. Esse
fragmento teve CEs de: 0,18 para MG, 1,8 para MC, 1,1 para MM e 0,96 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoéacidos do fragmento MC13 com segiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 60% e 51% de identidade € 75% e 67% de
similaridade com uma gluconoquinase de Oryza sativa, similar a uma gluconoquinase de
Escherichia coli (acesso P3928, artigo submetido), e drabidopsis thaliana (acesso
ACO05825, artigo ndo publicado), respectivamente, Tabela 5. A Figura 15 mostra a
comparagdo entre a seqliéncia deduzida de aminoécido de MC13 com a gluconoquinase de
Oryza sativa (220 residuos de aminoécidos) e a de drabidopsis thaliana (175 residuos de

aminoacidos).

A

MCL13 : 48 LKASAEVIASRLETRAKEGEHFMSPSLLQSQIDLLOTDDTEGIFFIDATLSSDLTV 215
L+ASARVIA R+ R+ EGEHFM SLLOSQ+DLLY D+ EGI  +DAT+ +
Sbjct: 149 LEASAEVIADRIRRRSMEGEEFMPASLLQSQLDLLOIDEAEGITVVDATVRPNAIV 204

MC13 : 48 LKASAEVIASRLETRAKEGEHFMSPSLLOSQIDLLOTDDTEGIFFIDATLSSDLTVENIQ 227
L+ +AEVIA+RL+ RA E EHFM +LLOSQ DLLO D+ E IF I L8 ++ V I
Sbict: 17 LEGNAEVIAARLOKRASEEERFMPLTLLOSQFDLLQADECEXKIFKISVVLSPEVIVNTIL 166

MC13 : 228 REKLSDS 245
+++5
Sbict: 167 EMVANS 172

Figura 15: Comparaciio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MC13 e a
seqliéncia de aminoicidos de uma gluconoquinase descrita para Oryza sativa (acesso P3928) e
Arabdopsis thaliana (acesso AC05825). Em A comparagio entre MCI3 e a gluconoquinase de
Oryza sativa. Em B, comparagio entre MCI3 e a gluconoquinase de Arabdopsis thaliana. O
“sbject” representa a seqiiéncia de aminoacidos da proteina gluconoquinase. As cruzes mostram
similaridade entre os aminoscidos.
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Pouco se conhece sobre a ag@o da gluconoquinase em vegetais. Segundo Tong et al.
(1996), a gluconoquinase é uma proteina termoestavel, regulatéria, que fosforila o
gluconato. A gluconoquinase possui um sitio de ligagdo para ATP similar a outras quinases
de acucar (Tong e al.; 1996).

A fungdo da gluconoquinase no megagametéfito pode ser a imobilizacdo do
gluconato até o momento de germinagio da semente. Durante a germinacdo da semente o
megagametofito € uma fonte importante de nutrientes e energia para a plintula em
desenvolvimento. A deposi¢io de reservas no megagametéfito comega no estadio
intermedidrio de desenvolvimento (cotiledonar), o que explica uma baixa quantidade de
transcritos de gluconoquinase em MG, e uma maior quantidade em MC e MM. No entanto,
a acdo da gluconoquinase em plantas ainda ndo é bem conhecida.

O fragmento MCI16 (257 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 16 da Figura 5. Esse
fragmento apresentou os seguintes CEs: 0,5 para MG, 1,73 para MC, 1.4 para MM e 0,85
para EM. A comparagdo da seqiiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento MC16 com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 80% e 50% de identidade ¢ 86% ¢
71% de similaridade com a CROC-1 de Picea mariana (acesso AFS5129, Perry &
Bousquet, 1998) e Homo sapiens (acesso AC05292, Xiao et al., 1998), respectivamente
(Tabela 5). A comparagfo da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MC16 com
as seqtiéncias de aminodcidos da CROC-1 descrita para Picea mariana (140 residuos de
aminodcidos) e Homo sapiens (137 residuos de aminodcidos) é mostrada na Figura 16.

As proteinas CROC-1 foram originalmente identificadas pela capacidade de
induzirem a ativagdo transcricional no promotor c-fos de humanos (Sancho ef al., 1998).
Estas proteinas foram localizadas no niicleo. Segundo Xiao er al. (1998), as proteinas
CROC-1 fazem parte de uma familia de proteinas Ubc—like. A familia de proteinas Ubc—
like ¢ altamente conservada em células eucaridticas (Xiao et al., 1998). As proteinas da
familia Ubc—/ike podem estar envolvidas em diversos processos celulares como: reparo de
DNA, transdugfio de sinal e diferenciagio celular (Xiao et al., 1998). As CROC-1 ndo se
ligam diretamente ao DNA através de seqiiéncia — especifica (Rothofsky & Lin, 1997).
Assim, a atividade delas poderia ser através de interacdes proteina-proteina que
promovessem ¢ aumento ou a estabilizacio de um ou mais ativadores transcricionais

{Sancho et al., 1998). A super expresséo do gene CROC-] em células mamdrias (HT — 29 -
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M6) inibe a atividade da quinase mitética (cdK1) e diferenciacio celular (Sancho er al.,
1998). Assim, Os efeitos biologicos da CROC—1 seriam a transativagio do promotor c—fos
(Rothofsky & Lin, 1997) e a inibigo da atividade de cdK1.

A proteina CROC-1 pode estar envolvida na inibigdo da proliferagdo celular, nos
estadios MC (CE = 1,73) e MM (CE = 1,4) através da inativacio dacdk 1. A cdK1 € uma
quinase mitotica envolvida na regulacéo do ciclo celular.

A

MCle : 256 HTVEDILTQLKREMSTSHNRELAQPPEGTFF 164
+T+EDILT LKREM SHNRKL QFPPEGTFF
Sbict: 110 YTMEDILTHLKREMLASHNRKLVQPPEGTFEF 140

B

MCl6e : 256 ETVEDILTQLKREMSTSHNRKLAQPPEG 173
B+++ IL +L+R M + N KL QPPEG
Skjct: 15 HSIKVILQELRRLMMSKENMKLPQPPEG 132

Figura 16: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragimento MC16 ¢ a
seqiiéncia de aminoacidos da CROC-1 de Picea mariana e Homo sapiens. Em A, comparacdo enire
MC16 e CROC-1 de Picea mariana (acesso AF5129). Em B, comparagio entre MC16 e CROC-1
de Homo sapiens (acesso AC05292). O “shject” representa a seqiiéncia de aminoacidos da CROC-
1. As cruzes mostram similaridade entre os aminoécidos.

Os fragmentos MC14,2 (321 pb) e MC15 (390 pb), correspondem» ao cDNAn® 14 ¢
15 da Figura 5. Esses fragmentos apresentaram CEs de: MC14,2 (0,13 para MG, 1,56 para
MC, 1,2 para MM e 1.1 para EM) e MCI15 (0,8 para MG, 1,7 para MC, 1,2 paraMM ¢ 1.0
para EM). A comparagfio das seqiiéncias deduzidas de aminoacidos desses fragmentos com
seqiiéneias disponiveis em bancos de dados ndo revelou similaridade com nenhuma

seqiliéncia conhecida até o momento (Tabela 5).

3.4.2.3. Anilise da seqiiéncia do cDNA isolado de MC com os prrimers T2VG ~
OPJOS

O fragmento MCé (490 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 8 da Figura 6. Esse fragmento
teve CEs de 0,9 para MG, 1,4 para MC, 1,17 para MM e 1,9 para EM. A comparacdo da

sequéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MC6 com seqiiéncias disponiveis em
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bancos de dados ndo revelou similaridade com nenhuma seqiiéncia descrita até 0 momento

(Tabela 5).

3.4.2.4. Anilise das seqiiéncias dos cDNAs isolados de MC com os primers

T VC-0PJ16

O fragmento MC7 (650 pb) corresponde ao c¢cDNA n° 14 da Figura 7. Esse
fragmento teve CEs de 0,83 para MG, 1,73 para MC, 0,9 para MM e 0,55 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoacido do fragmento MC7 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 50% de identidade e 62% de similaridade com
a proteina glicosiltransferase de Nicotiana tabacum (acesso U32644, Horvath & Chua,
1996) (Tabela 5). A comparagio da seqiiéncia de MC7 com a seqii€ncia da proteina
glicosiltransferase de Nicotiana tabacum (476 residuos de aminodcidos) ¢ mostrada na
Figura 17. O fragmento MC7 também apresentou similaridade com glicosiltransferases
descritas para outros organismos: Vigna mungo (280 residuos de aminodacidos, acesso
ABI12115) 47% de identidade e 63% de similaridade, Manihot esculenta (241 residuos de
aminoacidos, acesso X77460) 45% de identidade e 60% de similaridade; tomate (466
residuos de aminoacidos, acesso X85138) 44% de identidade ¢ 63% de similaridade;
Scutellaria baicalensis (476 residuos de amino4cidos, acesso AB31274) 44% de identidade
e 60% de similaridade; Phaseolus lunatus (439 residuos de aminoacidos, acesso AF11972)
42% de identidade e 57% de sirnilaridade; Arabdopsis thaliana (481 residuos de
aminoécidos, acesso AC23628) 40% de identidade e 62% de similaridade; Solanum
berthauitti (262 residuos de aminodcidos, acesso AC24174) 40% de identidade e 60% de
similaridade e Oryza sativa (497 residuos de aminodcidos, acesso AP02843) 38% de
identidade e 57% de similaridade.
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MC7 : 4 PEGFRERTKERGLVIWGWAPQLLILSHPSVGAFMSHCGWNSTLESVTLGVPIIAWP LHAE 183
PEGF+ERTKE+GL+I GWAPQ+LIL H SVGAF++HCGWNSTLE V4 GVFP++ WP+ AE
Sbjct: 325 PEGFEERTKEKGLIIRGWAPQVLILDHESVGAFVTHCGWNSTLEGVSGGVENVIWPV EAE 384
MC7 @ 184 QHFNSKLVAEL~--GVGVQICQOHRDGT PDEGRHXXXXX X XNNKRGEE~-~MRRSATEKVK 345
2 FN XKLV E+ G GV Qo+ + K EE R A+ K
Sbjct: 385 QFFNEKLVIEVLKIGAGVGSIOWXRSASEGVKREATAKATKRVMVSEEADGFRNRARKAYE 444
MC7 : 346 ELARNTFQDGGS 381

E+AR ++GGEE
Sbhijct: 445 EMARKAIEEGGS 456

Figura 17: Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MC7 e a
seqiiéncia de aminodacidos da glicosiltransferase descrita para Nicotiana tabacum (acesso U32644).
O “sbjct” representa a seqiiéncia de aminodcidos da proteina glicosiltransferase. AS cruzes mostram
similaridade entre os aminoacidos. O alinhamento foi feito através da introduc3o de gaps para
maximizar a identidade.

A glicosiltransferase age na glicosilagdo de compostos flavorxGides e outros
compostos fenolicos. A possivel funcgéo dos flavonéides e outros compostos fendlicos e
seus conjugados seria em resposta de defesa (Horvath & Chua, 1996). A glicosilransferase
responde nio sé a acido salicilico (SA), mas também a auxina, jasmonato e peréxido de
hidrogénio (Horvath & Chua, 1996). Através de display diferencial de mRINA, Horvath &
Chua (1996), isolaram genes induzidos, ap6s tratamento com SA, em tabaco. O actmulo de
SA em algumas plantas é um evento caracteristico de defesa. Assim, a presenca da
glicosiltransferase no megagametéfito pode estar relacionada com respostas de defesa para
protecdo da semente contra ataques de predadores. Duas seqiiéncias de genes induzidos em
tabaco na presenca de SA foram relatadas (Horvath & Chua, 199%). A deduciio da
seqiincia de aminodcido desses genes (denominados de IS5a e Z.S10a) mostrou
similaridade com UDP—glicose ¢ flavondide glicosiltransferase (Horvath & Chua, 1996).

Segundo Horvath & Chua (1996), a regifio entre os aminoacidos 264-461, ¢é
altamente conservada entre as glicosiltransferases de plantas (Horvath & Chua, 1996). Essa
regido ¢ também similar a UDP—glucuronosiltransferase de mamiferos. E essa regifio que
parece ser o sitio catalitico desta enzima (Horvath & Chua, 1996). A anzlise através de
Southern blot revelou que IS5a e IS10a fazem parte de uma pequena familiza no genoma do
tabaco (Horvath & Chua, 1996).

O fragmento MC14,3 (428 pb) corresponde ao ¢DNA n° 21 da Figura 7. O
fragmento MC14,3 teve CEs de 1,17 para MG, 1,82 para MC, 0,54 para MM e 0,47 para
EM. A comparagfo da seqiiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento MCI4,3 com



74

seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 27% de identidade e 49% de
similaridade com uma oligopeptidase de Arabidopsis thaliana (acesso AB26639, artigo nio
publicado) (Tabela 5). A comparacdo da seqiiéncia de MC14 com a seqiiéncia da
oligopeptidase (723 residuos de aminoicidos) é mostrada na Figura 18. Ainda n#o se
conhece a funcfo dessa oligopeptidase.

MC14,3 260 YGHCKQHLAISADQGFREGVS*RENNDWAC-~LPAMILKSLPLHKDDLLTF-—HHSAGGA 93

+GH QH+ D+& G+ N +® LB+  +++ H+D L+ H-+ G
Sbjct: 496 FGHALQOHMLTKQDEGLVAGI---RNIEWDAVELPSQFMENWCYHRDTLMSIAKHYETGET 552
MC14,3 92 IPNK 81

+P +
Sbict: 553 LPEE 556

Figura 18: Comparacio entre a seqiiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento MC14 ¢ a
seqii€éncia de aminodcidos da proteina oligopeptidase descrita para Arabidopsis thaliana (acesso
AB26639). O “sbjct” representa a seqiiéncia de aminoacidos da oligopeptidase. As cruzes mostram
similaridade entre os aminoacidos. O alinhamento foi feito através da introducio de gaps para

maximizar a identidade.

O fragmento MC15,2 (421 pb) corresponde ao ¢cDNA n® 22 da Figura 7. Esse
fragmento teve CEs de 1,26 para MG, 1,95 para MC, 0,48 para MM e 0,31 para EM. A
comparac¢io da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MC15.2 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 56% de identidade e 77% de similaridade com
uma citocinina oxidase de Arabidopsis thaliana (acesso AC02510, artigo néo publicado)
(Tabela 5). A comparagdio da seqiiéncia deduzida de aminoacido de MCI152 com a
seqiiéncia da citocinina oxidase de Arabidopsis thaliana (54 residuos de aminoacidos) é

mostrada na Figura 19.

MC15,2: 13 EWKXHFGRHWHQFLORKITYDPQAMLAPGHRIFARSI 123
EW+ HFG W +F++RK YDP A+LAPGHRIF +++
Sbjct: 465 EWRSHFGDKWGEFVRREKSRYDPLAILAPGHRIFQKAV 51

Figura 19: Comparacdio entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MC15,2 ¢ a
seqiiéncia de aminoacidos da citocinina oxidase de Adrabidopsis thaliana (acesso AC02510). O
“sbjct” representa a seqiiéncia de aminoacidos da citocinina oxidase. As cruzes mostram

similaridade entre os aminoacidos.

A citocinina (CK) regula os processos de desenvolvimento e crescimento da planta.
Alguns desses processos sdo: ativagiio da divisdo celular, estimulacdo do crescimento e

inibi¢dio do crescimento de raiz (Benkova et al., 1999), Segundo Bilyeu ef al. (2001) em
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muitos tecidos de plantas a degradac@o da citocinina oxidase parece ser 0 principal meio de
inativagio da citocinina. Assim, a citocinina oxidase no megagametSfito pode estar
envolvida no processo de degradagdo da citocinina e conseqiientemente diminui¢do da
divis@o celular que comega no estadio cotiledonar de desenvolvimento.

O fragmento MC16,2 (351 pb) corresponde ao cDNA n° 23 da Figura 8. Esse
fragmento teve CEs de 0,66 para MG, 1,84 para MC, 0,91 para MM e 0,6 para EM. A
comparagio da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MC16 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados nio revelou similaridade com nenhuma seqiiéncia descrita

até 0 momento (Tabela 5).

3.4.3. Aniilise dos fragmentos isolados de MM

Um total de 15 cDNAs isolados de MM foram clonados e seqiienciados. Alguns
desses cDNAs apresentaram seqiiéncias repetidas. Os cDNAs selecionados foram isolados
de MM com os primers: T;;VG — OPJ01 (3 ¢cDNAs), T;;VC — OPJO8 (2 cDNAs), T2VG —
OPJO8 (1 ¢cDNA), T12VC ~ OPJ10 (7 cDNAs) e T;2VG — OPJ10 (2 cDNAs). As seqiiéncias
obtidas foram comparadas em bancos de dados. Das scte seqiiéncias obtidas (nfo
repetidas), 6 apresentaram similaridade com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados.

Os fragmentos que apresentaram ou ndo similaridades sdo mostrados na Tabela 5.

3.4.3.1. Anilise das seqiiéncias dos fragmentos isolados de MM com os primers

T2VG - OPJO1

O fragmento MM9 (411 pb) corresponde ao cDNA n° 9 da Figura 5. Esse fragmento
teve CEs de 0,0 para MG, 1,6 para MC, 1,36 para MM ¢ 1,1 para EM. A comparagio da
sequiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento MM9 com seqiiéneias disponiveis em
bancos de dados apresentou 55% de identidade e 73% de similaridade com uma
fosfotransferase de Arabidopsis thaliana (acesso AC02387, artigo submetido) (Tabela 5). A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoacidos desse fragmento com a seqiiéncia de
aminoacidos da fosfotransferase de Arabidopsis thaliana (212 residuos de aminodcidos) é

mostrada na Figura 20.
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O fragmento MM9 também apresentou similaridade com fosfotransferases descritas
para outros organismos: Schizosaccharomyces pombe (361 residuos de aminoécidos, acesso
799259) 46% de identidade ¢ 63% de similaridade; Streptomyces coelicolor (182 residuos
de aminodcidos, acesso AL34355) 33% de identidade e 48% de similaridade e Pyrococcus
abysi (183 residuos de aminoacidos, acesso APCO001) 30% de identidade e 50% de

similaridade.

MMS  : 16 IKXEELLKPISSREEVPVCVHGTYLKHLKSIKKEGLKSMGRLEIHFATCLAKEGGVISGM 195

++ E+LLKPI 5 EE PVCVHGTY K+L+S8T GLK M R+H+HF+ GL +G VISG+
Sbjct: 95 VESEKLLKPILSPEEAPVCVHGTYRKNLESILASGLEKRMNRMHVHFSCGLPTDGEVISGY 154
MME  : 1%6 RSSCEVVIHLDVQKYLEDGLKLYQSEN 276

R + V+I L ++¥ LEDG+ ¥ §+N
Sbhjct: 155 RRNVNVIIFLHIKKALEDGIAFYISDN 181

Figura 20: Comparagéo entre a seqiiéncia deduzida de aminoicidos do fragmento MM9 e a
seqiiéncia de aminodcidos da fosfotransferase de Arabidopsis thaliana (acesso AC02387). O “sbijct”
representa a seqiiéncia de aminodcidos da fosfotransferase de Arabidopsis thaliana. As cruzes
mostram similaridade entre os aminoacidos.

O fragmento MMI11 (558 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 10 da Figura 4. Esse
fragmento apresentou CEs de 0,45 para MG, 1,1 para MC, 1,35 para MM e 1,0 para EM. A
compara¢éo da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MM11 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 85% de identidade ¢ 95% de similaridade com
uma proteina phospholipid hydroxiperoxide glutathione peroxidase de Arabidopsis
thaliana (acesso AB01568, atrigo em submissio) (Tabela 5). A comparacio da seqgiiéncia
deduzida de aminodcidos desse fragmento com a segiéncia da phospholipid
hydroxiperoxide glutathione peroxidase de Arabidopsis thaliana (169 residuos de
aminoacidos) € mostrada na Figura 21. O fragmento MMI1 também apresentou
similaridade com phospholipid hydroxiperoxide glutathione peroxidase descritas para:
Hordeum vulgare (237 residuos de aminoacidos, acesso A1238697) 89% de identidade e
97% de similaridade; Sweet orange e Citrus sinensis {167 residuos de aminodacidos, acesso
S33618 e X66377, respectivamente) 85% de identidade e 92% de similaridade; Avena Jatua
(116 residuos de aminodacidos, acesso U20000) 80% de identidade e 92% de similaridade;

Mesembryanthemum crystallinum (170 residuos de aminoécidos, acesso AJ25951) 78% de
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identidade e 90% de similaridade e Lycopersicon esculentum (169 residuos de aminoacidos,

acesso Y14762) 75% de identidade e 94% de similaridade.

MMI1 - 4 GIKWNFTKFLVDEDGNVIERYAPTTSPLKIEKDIKKLLGY 123
GIKWNF KFLVDKDGNV++R+APTTSPL IEKD+KKLLGV
Sbict: 128 GIRWNFAKFLVDKDGNVVDRFAPTTSPLSIEKDVKKLLGV 167

Figura 21: Compara¢do entre a seqiiéncia deduzida de aminoscidos do fragmento MM11 e a
seqiiéncia de aminoacidos da proteina phospholipid hydroxiperoxide glutathione peroxidase de
Arabidopsis thaliana (acesso AB01568). O “sbjct” representa a seqiiéncia de aminoacidos da
Pphospholipid hydroxiperoxide glutathione peroxidase. As cruzes mostram similaridade entre os
aminoécidos.

A phospholipid hydroxiperoxide glutathione peroxidase (PHGPX) € encontrada em
mamiferos (Sugimoto ef al., 1997). Genes homdlogos ao gene que codifica a PHGPX em
mamiferos foram isolados em tabaco e Citrus (Sugimoto ef al., 1997). A PHGPX em
mamiferos catalisa a redugiio do hidroperéxido de fosfolipidios e protegem as membranas
de danos oxidativos (Sugimoto ef al., 1997). A PHGPX de mamiferos ¢ uma selencenzima,
onde o sitio ativo ¢ uma selenocisteina (SeCys) codificado pelo cédon de terminagio UGA
(Esworthy ef al., 1994; Pushpa-Rekha et al., 1995). Em células de plantas a PHGPX seria
componente de um sistema oxidativo (Sugimoto ef al., 1997). O Cys—44 de espinafre, o
Cys-43 de tabaco e 0 Cys—41 de Citrus correspondem ao SeCys da PHGPXs de mamiferos
(Esworthy ef al., 1994). Em plantas, o Cys é codificado por UGU (Sugimoto er al., 1997).
Sugimoto er al. (1997), sugere que o Cys de espinafre representa o residuo catalitico da
PHGPX.

A PHGPX pode ter a fungfo de proteger 0 megagametéfito de danos oxidativos. A
ativagdo de antioxidantes estd associada com a tolerfncia da semente a dissecacdo (Bailly et
al., 2001). A detecgdo do transcrito MM11, que aprésentou similaridade com a PHGPX, em
maior quantidade emn MC, MM e EM e em menor quantidade em MG pode estar associada
com o processo de dissecagio da semente.

O fragmento MM17 (496 pb) corresponde ao cDNA n° 12 da Figura 4. O fragmento
MM17 foi isolado de MM e teve CEs de 0,3 para MG, 0,86 para MC, 1,41 paraMM e 1,7
para EM. A comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoécido do fragmmento MM17 com
seqliéncias disponiveis em bancos de dados, ndo revelou similaridade com nenhuma

seqii€ncia descrita até o momento (Tabela 5).
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3.43.2. Anilise da seqiiéncia do fragmento isolado de MM com os Primers
T12VC - OPJO8

O fragmento MM8 corresponde a0 ¢cDNA n° 19 da Figura 6. A seqiiéncia do
fragmento possui 472 pb. O fragmento teve CEs de: 0,28 para MG, 0,69 para MC, 1,67
para MM e 1,34 para EM. A comparagio da seqiiéncia deduzida de aminoicido do
fragmento MM8 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 77% de
identidade e 85% de similaridade com a proteina 4lcool desidrogenase classe III de
Arabidopsis thaliana (acesso U63931, artigo em submissdo), Tabela 5. A comparacgio da
seqiiéncia deduzida de aminoacidos desse fragmento com a seqiiéncia da proteina alcool
desidrogenase classe 11l de Arabidopsis thaliana (379 residuos de aminoacidos) é mostrada
na Figura 22,

MME,8,7: 2  IPWLVEKYMKKEIKVDEYITHNLTLDQINEAFELMHGGNCLRVVL 136

+PWLVEKYM KEIXKVDEYITENLTL +IN+AF L+H & CLR VL
Sbict: 331 VPWLVEKYMNKEIKVDEY ITHNLTLGEINKAFDLLHEGTCLRCVL 375

Figura 22: Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MMS8 ¢ a
seqliéncia de aminodcidos da proteina alcool desidrogenase classe I de Arabidopsis thaliana
(acesso U63931). O “shject” representa a seqiiéncia de aminoicidos da proteina 4lcool
desidrogenase classe IIl. As cruzes mostram similaridade entre os aminoacidos.

A dlcool desidrogenase classe III (ADH) faz parte de uma familia de Alcool
desidrogenases, onde as proteinas sdo formadas através de cadeias de tamanho médio, sdo
diméricas e contém zinco (Fliegmann & Sandermann Jr., 1997). Esta familia tem seis
classes, as quais diferem na especificidade de substrato, distribui¢iio no tecido e espécime
evoluciondria (Fliegmann & Sandermann Jr., 1997). A ADH estd envolvida na eliminacdo
do formaldeido. A destoxificagdo do formaldeido é necessaria a vida de todas as células
(Estonius e al., 1993; Hjelmqvist er al., 1995). Este composto é formado no metabolismo
normal, mas também pode ter origem exdgena (Hjelmqvist er al., 1995). O verdadeiro
substrato para a enzima ADH mostrou ser o S — hidroximetilglutatione (HMGSH), o qual ¢
formado espontaneamente através da reducio do GSH (glutatione) e formaldeido (Mason et
al., 1986; Uotila et al., 1989).

Durante o processo de germinagio da semente ocorre grande atividade metabdlica

nas células do megagametéfito, e embrifio maduro. A grande atividade metabdlica que
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ocorre no megagametofito maduro € para mobilizacio de nutrientes necessirios ao
desenvolvimento da plantula. Assim, grande quantidade de ADH é necesséria em MM e
EM, pois decorrente dessa grande atividade metabolica ha alta formacfio de formaldeido.
Como o formaldeido ¢ téxico para as células a ADH em MM e EM pode estar envolvida na

eliminagdo do formaldeido e conseqiientemente destoxificacfio das células.

3.4.3.3. Anilise das seqiiéncias dos fragmentos isolados de MIM com os primers

T2VC, TVG ~- OPJ10

O fragmento MM3 (374 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 27 da Figura 7. O fragmento
MM3 foi isolado de MM com os primers T;;VC — OPJ10. O fragmento MM3 teve CEs de
1,0 para MG, 1,13 para MC, 1,15 para MM e 0,72 para EM. A comparacdo da seqiiéncia
deduzida de aminoécidos do fragmento MM3 com seqiiéncias disponiveis em bancos de
dados apresentou 35% de identidade ¢ 54% de similaridade com wum gypsy-type
retrotransposon de Oryza sativa (acesso AP02484, artigo submetido) (Tabela 5). A
comparagio da seqiiéncia de MM3 com a seqiiéncia do retrotransposonn (132 residuos de

aminoacidos) é mostrada na Figura 23.

MM3 @ 7 EDPEPVENDFWKLFFDCAHCKNGVGAGVVLVAPSGEQKVY SYRLTHWSYMNNAAEYEALCL 186
ED + + W + FDG+ +G GAGVVL++P+GE+ Y + 43 +N AEYEATL
Sbijct: 448 EDTPARNMEHWTMHFDGSKRLSGTGAGVVLISPTGERLSYVLWIHFSASHNVAEYEALLH 57

MM3  : 187 RLKXKAEXKLGIXQLOIFSDFELICROITNRCCAKOHYLKAYRNKVWDLFESFTALSVOTIP 366
' I+ A LGIRK+L + D +L+ O+ + + AYR +V L + F L + +
Sbict: 58 GLRIAISLGIKRLIVRGDSQLVVEQVMKEWSCLDDNMMAYRQOEVRKLEDEFDGLELSHVL 567
MM3  : 367 R 369
R
Sbict: %68 R 568

Figura 23: Comparacfio entre a seqiiéncia de aminoacidos do fragmento MM3 € a seqiiéncia de
aminodcidos do gypsy-type retrotransposon de Oryza sativa (acesso APO2484). O “sbject”
representa a seqiiéncia de aminoécidos do retrotransposon. As cruzes mostram similaridade entre os

aminoacidos.

O fragmento MM1 isolado de MM com os primers T12VG- OPJ10 corresponde ao
c¢DNA 9 da Figura 8. O fragmento MM1 teve CEs de: 0,0 para MG, 0,0 para MC, 3,6 para
MM e 0,43 para EM. A comparagdo da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento

MMI1 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 47%6 de identidade e
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62% de similaridade com uma lectina que se liga a manose descrita para Convolvulus
arvensis (artigo em submissfo, acesso AF233284), Tabela 5. A comparacio da seqiiéncia
deduzida de aminoscido desse fragmento com a seqiiéncia da lectina (152 residuos de

aminodcidos) é mostrada na Figura 24.

MM 1 EYVIRIKGTVCTYAGNQVVTALT IITNVKQYGPYGIGGGTAFT SKG-~ DK VVGFEGRNG 186
EXYVT I GT G Y N V+ ++ ITN+K YGPYCE GT F+S+ ++VGEF GR+G
Shyct: 80 EYVIGISGTFGIYLDNNVLRSIKFITNLKAYGPYGPNVGTPFSSENVVGNE TVGFLCRSG 139
MM 1 187 DNLDQIGVFE 213
+D IG +
Sbict: 140 YYVDAIGTY 148

Figura 24: Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento MM2 e a
seqiiéncia de aminodcidos da lectina que se liga a manose descrita para Convolvulus arvensis
(acesso AF233284). A lectina possui uma seqiiéncia de 152 residuos de aminodécidos. O “sbject”
representa a seqgiiéncia de aminoacidos da lectina. As cruzes mostram similaridade entre os
aminoécidos, O alinhamento foi feito através da introdugdo de gaps para maximizar a identidade.

As lectinas sdo glicoproteinas que interagem reversivelmente e especificamente com
carboidratos (Peumans & Van Damme, 1995). As lectinas tem sido encontradas em virus,
microrganismos, plantas e animais (Cavada et al.; 1998). Em plantas as lectinas tem sido
bastante investigadas em legumes. Centenas destas proteinas tem sido isoladas e
caracterizadas com relago as propriedades quimica, fisioquimica, estrutural e biologica. As
proteinas que se ligam a carboidratos tem preferéncia exclusiva ou parcial por manose (Van
Damme et al., 2000). Essas proteinas estio divididas em trés familias: lectinas de legumes,
lectinas-associadas a jacalin (jacalin—related lectin) e lectinas de monocotiledéneas que se
ligam a manose (monocot manose—binding) (Van Damme et al., 2000). As evidéncias
experimentais sugerem que as lectinas de semente das leguminosas sdo proteinas de defesa
que protegem a semente madura contra ataque de predadores como insetos e mamiferos
(Gatebouse ef al., 1995). O transcrito MM1, que apresentou similaridade com a lectina, nfo
foi detectado em MG e MC, foi detectado em pequena quantidade em EM (CE=0,43) eem
grande quantidade em MM (megagametéfito da semente madura, CE = 3,6). Sendo assim, a
lectina em MM pode estar relacionada com a protecio da semente de araucaria contra
ataques de predadores.

O fragmento MM11,1 isolado de MM com os primers T;;,VC — OPJ10 corresponde

a0 cDNA de n° 34 da Figura 7. O fragmento teve CEs de: 0,89 para MG, 0,7 para MC, 2.2
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para MM e 0,25 para EM. A comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminodcidos do
fragmento MM11,1 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados apresentou 34% de
identidade ¢ 43% de similaridade com uma proteina homeobox (HOX) descrita para Danio
rerio (acesso AF71240, artigo em submissdo), Tabela 5. A comparagdo da segiiéncia de
aminoécidos do fragmento com a seqiiéncia de amino4cidos da proteina HOX (315 residuos

de aminodcidos) € mostrada na Figura 25.

MM11,1 216 DNSYRPAAVRREPNGSKHTTE*KAPTIFPSGHRRTLTSQAVRAGGRNPQRNPTYTESCGYR 37
DN Y AR K+ SK +7T AP PG R TS + G N ++ + 3Y
Sbict: 156 DNDY---AARDEMHSSKQSTPAPAPEQQPEGKERPETSSPESSSGNNEEKT ~SGANSKYE 211
¥MMI1, 1 36 LPK 28
L X
Shict: 212 LNK 214

Figura 25: Comparacio entre a segiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento MM11,1 e a
seqiiéncia de aminodcidos da proteina #omeobox (HOX) descrita para Danio rerio (AF71240). O
“sbject” representa a seqiiéncia de aminoacidos da proteina homeobox. As cruzes mostram
similaridade entre os aminoacidos. O alinhamento foi feito através da introduc@io de ggps para
maximizar a identidade.

Os genes homeobox codificam fatores de transcri¢do que tem funcdo importante em
processos de desenvolvimento em animais e vegetais (Takumi et al., 2000).

O primeiro ¢cDNA correspondente a um gene homeobox, HBKI, em conifera foi
isolado através de uma biblioteca de cDNA de embrigio de Picea abies L. A seqiiéncia deste
gene apresentou similaridade com os genes homeobox KNOX (Knotted-Iike Homeobox)
encontrados em diferentes angiospermas. Os autores sugeriram que a func&o do gene HBK1
€ controlar a diferenciagdo celular no meristema apical (Larsson et al.; 1998).

Devido a baixa similaridade e e-value ndo significativo do fragmento MM11,1 com
a proteina HOX (Tabela 5), nfio se pode afirmar que esse fragmento represente um

transcrito deste homeobox em araucaria.
3.4.4. Analise dos ¢DNAs isolados de EM

Um total de 11 ¢cDNAs isolados de EM foram clonados e seqiiénciados. Alguns
cDNAs apresentaram segiiéncias repetidas. Os cDNAs selecionados foram isolados de EM
com os primers: T12VG — OPJO1 (2 cDNAs), T12VC ~ OPJ08 (2 ¢<DNAs), T12VG - OPJ08
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(3 cDNAs) e T;pVG ~ OPJ10 (4 cDNAs). Das 9 seqiiéncias obtidas (nfio repetidas), 4

apresentaram similaridade com seqiiéncias em bancos de dados (Figuras 26-30).

34.4.1. Anilise das seqiiéncias dos c¢cDNAs isolados de EM com os primers

T12VG - OPJ01

O fragmento EM11 (448 pb) corresponde ao cDNA n° 18 da Figura 4. O fragmento
EMI11 teve CEs de 0,0 para MG, 1,2 para MC, 0,94 para MM e 1,91 para EM. A
comparagdo da seqiiéncia deduzida de aminodcido do fragmento EM11 com seqliéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 60% de identidade e 65% de similaridade com
a thiamin biosynthetic enzyme descrita para Glycine max (acesso AB349l, artigo em
submissfo), Tabela 5. A comparagdo da seqiiéncia deduzida de aminoacido do fragmento
EMI11 com a seqiiéncia da proteina thiamin biosynthetic enzyme (349 residuos de

amino4cidos) é mostrada na Figura 26.

EMI1 = 1 PGXIVTGMEVARTDEAPRMGP T FEAMLV SGQX KX XXX KX XXX PNALDGSLNVO—OLTIA 177

PG IVIGMEVAEIDGAPRMGPTFGAM++SGQ PNALD NV  +L LA
Shijct: 280 PGMIVTGMEVAEIDGAPRMGPTFGAMMI SGORAAHLALRSLGLPNALDSVGNVHPELVLA 239
EM1I1 : 178 SAEDENTASA 27

+AE A A
Sbjct: 340 ARESAEIADA 349

Figura 26: Comparagio da seqiiéncia deduzida de aminoscidos do fragmento EM11, e a seqiiéncia
de aminoacidos da thiamin biosynthetic enzyme descrita para Glycine max (acesso AB3491). O
“sbject” representa a seqiiéncia de aminoacidos da rthiamin biosynthetic enzyme. As cruzes
mostram similaridade entre os aminodcidos. O alinhamento foi feito através da introducio de gaps
para maximizar a identidade.

A tiamina (vitamina B1) é um constituinte essencial das células (Belanger er ai.,
1995), e ¢ um cofator essencial requerido para atividade de varias enzimas associadas com
a maioria dos processos metabolicos como: ciclo de krebs, piruvato desidrogenase, a-
cetoglutarato desidrogenase, via da pentose fosfato, respiragdo anaerdbica e biosintese de
pigmentos (Wilk er al., 1997; Belanger er al., 1995). Plantas mutantes de Nicotiana
sylvestris deficientes em tiamina nfio produzem clorofila a e b e carotendides (McHale er
al., 1988). A sintese de P-caroteno ocorre através de via metabdlica envolvendo a

conversdo do piruvato para acetil-CoA através do piruvato desidrogenase presente no
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plastidio, sendo esse processo dependente de tiamina (Schulze & Schultz, 1987). As
mudangas na pigmentagdo, degradagfio da clorofila e aumento na sintese de carotendides,
sdo caracteristicas de processo de maturagiio em frutos climatéricos € nfo climatéricos
(Goldschmidt, 1980). Em frutos citricos o processo de maturagio passa por mudancas na
pigmentacio, a qual é aumentada através de etileno exégeno (Wilk et al., 1997). 0 gene c-
thil foi identificado como gene induzido através de etileno em casca de frutos citricos (Wilk
et al., 1997). Foi observado que 0o mRNA correspondente ao c-thil aumenta gradualmente
na casca durante a maturagfo natural do fruto e em resposta ao etileno (Wilk et al., 1997).
O c-thl ¢ homologo a genes que codificam uma enzima envolvida na biosintese de tiamina
em leveduras e plantas (Wilk et al., 1997). O c-thi é regulado durante o desenvolvimento de
frutos citricos (Wilk ez al., 1997). Assim, os autores sugerem que a tiamina esti envolvida
na maturacdo de frutos (Wilk et al., 1997).

Em grios de cereais a tiamina encontra-se concentrada no embriio (Sherwood et al.,
1941). Através de Northern blot foi encontrado alto nivel de transcritos thil em milho,
durante o desenvolvimento do embrido (Belanger er al., 1995). Assim sendo, a thiamin
biosynthetic enzyme também pode estar envolvida na biosintese da tiamina no embrifio
maduro de araucdria.

O fragmento EM3 (460 pb) corresponde ao cDNA n® 14 da Figura 4. Esse
fragmento teve CEs de 0,0 para MG, 1,0 para MC, 0,87 para MM e 2,11 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoacido do fragmento EM3 com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados ndo revelou similaridade com nenhuma seqiiéncia descrita

até o momento (Tabela 5).

3.4.4.2. Anilise das seqiiéncias dos ¢DNAs isolados de EM com os primers

T12VC —- OPJOS

O fragmento EM1 (572 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 28 da Figura 5. Esse
fragmento teve CEs de 0,3 para MG, 0,45 para MC, 0,95 para MM e 2,23 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento EM1 <om seqgiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 72% de identidade e 92% de simnilaridade com

o fator de transcri¢do-II pertencente a familia bZIP (basic leucine zipper) que se liga ao
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promotor do gene Dc¢3 de Helianthus annuus (acesso AF01454, Kim et al., 1997), Tabela 5.
A comparagio da seqiiéncia deduzida de aminodcidos de EM1 com a seqliéncia de
aminoacidos da basic leucine zipper (174 residuos de aminoicidos) ¢ mostrada na Figura

27.

EM1: 4 TVERRQKRMIKNRESAARSRARKQAYTNELENEVMQLKEENERLKKQQFLEKLLPSIPPP i83

TVERROKRMIKNRESAARSRARKQAYT+ELEN+V +L+EENERL++++ +EK++P +PpP
Sbijct: 11 TVERRCKRMIKNRESAARSRARKQAYTHELENKVSRLEEENERLRREKEVERKVIPWVEPP 160
EMI : 184 QPKHTLRRTNSASF 225

+PK+ LRRT+SA F
Sbjct: 161 KPKYQLRRTSSAPF 174

Figura 27: Comparacdo entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento EM1, ¢ a
seqiiéncia de aminodcidos da basic leucine zipper de Helianthus annuus (acesso AF01454) O
“sbject” representa a seqiiéncia de aminoicidos da basic leucine zipper. As cruzes mostram
similaridade entre os aminoacidos.

O fragmento EMI também apresentou similaridade com fator de transcrigéo
pertencente a familia das proteinas bZIP descrita para outros organismos: Arabdopsis
thaliana (297 residuos de aminoacidos, acesso AC04261) com 77% de identidade e 90% de
similaridade, Vitis vinifera (447 residuos de aminoscidos, acesso AJ237992) com 78% de
identidade ¢ 90% de similaridade, Oryza sativa (318 residuos de aminodcidos, acesso
AB23288) com 58% de identidade ¢ 67% de similaridade e Petroselinum crispum (41
residuos de aminodcido, acesso AC07212) com 56% de identidade e 71% de similaridade.

O fragmento EM1 também apresentou similaridade para o fator de transcricdo G-
box de Arabdopsis thaliana (Choi et al., 2000, acesso AB0673). O fator de transcrigido G-
box de Arabdopsis thaliana possui um tamanho de 315 residuos de aminodcidos. O
fragmento EM1 apresentou 50% de identidade com o G-box e 61% de similaridade. A
comparacio do fragmento EMI com o G-box é mostrada na Figura 28.
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EMI : 13 PRROKRMIKNRESAARSRARKQAYTNELENEVMQLKEENERLEK-———=—=m==== OQFL.EKRL 162

+RO+RMIKNRESAARSR REQAY ELE +L+EENE L K o+ +EBE 4+
Sbict: 233 QRORRMIKNRESAARSRERKQAY(VELEALAAKLEEENELLSKEIEDKRKERYQKLMEFV 292
EMI : 163 LPSI~-PPPQPKHTLRRINS 216

+P + P QP IRR 8
Shict: 293 IPVVEKPKQOPPRFLRRIRS 312

Figura 28: Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmmento EM1, e a
seqii€éncia de aminodcidos do fator de transcricdo do tipo G - box de Arabdopsis thaliana (acesso
AB0673). O “sbject” representa a seqii€ncia de aminoacidos do fator de transcri¢do do tipo G - box.
As cruzes mostram similaridade entre os aminodcidos. O alinhamento foi feito através da
introdugdo de gaps para maximizar a identidade.

A Dc3 ¢ uma classe de gene /lea que ¢ abundantemente expresso durante a
embriogénese somatica e zigotica. A expressdo do Dc3 é embrifio—especifico, mas pode ser
induzido através de estresse hidrico ou na presenga de 4cido abcissico, tanito em semente
quanto em tecido vegetativo (kim et al., 1997). Os elementos chaves regulatérios para a
expressdo de Dc3 embrido—especifico, fica na regido proxima ao promotor (PPR-117 para
+26) (Kim et al., 1997). As regides basicas das proteinas bZIPs interagem com o G/ABRE
(elemento G-box que responde ao dcido abcissico) (Choi ef al., 2000). Os DPBFs
interagem ndo sO com o G/ABRE, mas também com o C/ABRES (elemento CGCGTG-
containing que responde ao acido abcissico) (Choi er al., 2000). Nove clones foram
isolados de uma biblioteca de ¢DNA de girassol, os quais codificam proteinas (elementos
cis-regulatorios), que se ligam especificamente ao promotor Dc3 (Kim et al., 1997). A
Analise destes clones mostrou que eles sfo derivados de trés espécies de mRNA diferentes
que codificam duas proteinas basicas zipper de leucina (Kim er al, 1997). As regides
basicas dessas proteinas sio DPBF-1 e 2 (fator 1 e 2 que se ligam ao promotor Dc3) (Kim
et al., 1997). As regides basicas dessas proteinas sfo similares ao fator de transcricdo G~
box de planta (GBF—4), no entanto, essas regides DPBF-1 e 2 diferem sigmnificativamente
de outros fatores de transcricdo (Kim et al., 1997).

A matwacio da semente é caracterizada pelo processo de dissecacdo. As
propriedades fisico~quimica das proteinas LEA sugerem, que elas podemx estar envolvidas
na tolerdncia da semente a dissecagdo (Vicent er al., 2000). As proteinas LEA s#o
altamente hidrofilicas. Assim sendo, o fator 2 que se liga ao promotor DC3 provavelmente

tern funco na regulagio da transcrigdo do gene Dc3.
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O fragmento EMS5 (416 pb) corresponde ao cDNA n° 31 da Figura 5. Esse
fragmento teve CEs de 0.4 para MG, 0,55 para MC, 1,1 para MM e 2,0 para EM. A
compara¢io da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento EMS com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados nfio revelou similaridade com nenhuma seqliéncia

conhecida até 0 momento (Tabela 5).

3.44.3. Anilise das seqiiéncias dos ¢cDNAs isolados de EM com os primers
T12VG - OPJO8

Os fragmentos EM9 (417 pb) e EM10 (448 pb) correspondem aos ¢DNAsde n°32 ¢
33 da Figura 6. Os fragmentos tiveram CEs de: EM9 (0,49 para MG, 0,56 para MC, 0,72
para MM e 2,22 para EM) e EM10 (0,53 para MG, 0,42 para MC, 0,72 para MM ¢ 2,33
para EM). A comparaggo das seqiiéncias deduzida de aminoécidos dos fragmentos EM9 e
EM10 com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados nfio revelou similaridade com

nenhuma seqiiéncia conhecida até 0 momento (Tabela 5.

3.4.4.4. Anilise das seqiiéncias dos cDNAs isolados de EM com os primers

TiVG - 0PJ10

O fragmento EM6 (530 pb) comresponde ao ¢cDNA de n° 16 da Figura 8. O
fragmento teve CEs de: 0,25 para MG, 0,71 para MC, 0,94 para MM e 2,1 para EM. A
comparacdo da seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento com seqiiéncias
disponiveis em bancos de dados apresentou 40% de identidade e 51% de similaridade com
uma RNA--binding de Arabidopsis thaliana (acesso AAG2644.1, artigo submetido), Tabela
5. A comparacio da seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento EM6 com a
seqiiéncia de aminoécidos da RNA-binding (51 residuos de aminoicidos) € mostrada na

Figura 29. A fungfio da RNA-binding ainda ndo é conhecida.
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EM6 : 73 TETDSYKKGKFGKSMHSTKRNNKGVSS---KRSGGSIADKILSQKREGSAGATRANKERE 243
+¥+ KX+ K3 TK +z 33 K+3G + A K BQKR A A +A K

Sbict: 49 SKSGDDEXKTPYQKSSAQTHMRPRGSISNDNKESGNNSASKERSQKRPAVA-ARKAKANAK 447

EME @ 244 G5 249

Sbict: 468 G3 463

Figura 29: Comparacio entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento EM6 e a
seqiiéncia de aminodcidos da RNA-binding de Arabdopsis thaliana (acesso AAGL644.1). O
“shject” representa a seqiiéncia de aminodcidos da RNA-bindig. As cruzes mostram similaridade
entre os amino4cidos. O alinhamento foi feito através da introducdio de gaps para maximizar a
identidade.

O fragmento EMB8 (453 pb) corresponde ao ¢cDNA n° 18 da Figura 8. O fragmento
teve CEs de 0,1 para MG, 0,84 para MC, 0,99 para MM e 2,1 para EM. A comparagdo da
seqiiéncia deduzida de aminoécidos do fragmento EMS8 com segiiéncias disponiveis em
bancos de dados apresentou 50% de identidade e 73% de similaridade com uma pufative
leucine—rich-repeat protein de Arabdopsis thaliana (acesso AB28611, submissio direta),
Tabela 5. A comparacgio da seqiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento EM8 com a
seqiiéncia de aminodacidos da putative leucine—rich-repeat protein de Arabdopsis thaliana

(382 residuos de aminoacidos) é mostrada na Figura 30.

EME  : 4 PEDIGNLMNLEELNISSNFNAFVALPESIGGLCSLRELDLSYNQISALPDSFVGLENLRHE 183

PED+ NIL+NL+ LN+5 NF LP 5+G L SL ELD+S3SYN I+ LEDS i ot
Sbict: 212 PEDLENLVNLOVLNVSONFQHLTTLPYSVGLLISLVELDVSYNGITVLPDSLGCLRRIQK 271
EME : 184 LEVDGNPLVVPPLEVVEIGVEAVREFMAQRL 276

L V+GNPL+ PP +VVE GH+EA+-+++M+bd+t+
Sbhict: 272 LEVEGNPLISPPFEVVEQCLEALKQYMSEKM 32

Figura 31: Comparagio entre a segiiéncia deduzida de aminodcidos do fragmento EMS, e a
seqiiéncia de aminoacidos da putative leucine-—rich-repeat protein de Arabdopsis thaliana (acesso
AB28611). O “shject” representa a seqiiéncia de aminoacidos da putative leucine-rich-repeat
profein. As cruzes mostram similaridade entre os aminoacidos.

O fragmento EMS5,2 (465 pb) corresponde ao c¢DNA n° 15 da Figura 8. Esse
fragmento teve CEs de 0,3 para MG, 0,66 para MC, 1,19 para MM ¢ 2,12 para EM. A
comparagio da seqiiéncia deduzida de aminodcido do fragmento EM35,2 com seqiiéncias

disponiveis em bancos de dados nfo revelou similaridade com nenhuma segliéncia

conhecida até o momento.
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Tabela 5: Caracteristicas dos clones de ¢DNAs identificados através de display

diferencial de mRNA
Primers Expressio Similaridade Score (bifs)
ancoradores ¢ | {amostras) (nimery de acesso) e-value
arbitririos -
T VC-OPIO] MG Homeodominio zipper de 38:0,19
leucing de Glycine mox,
(AF184278)
T VC-OPI01 MG Sem similaridade -
T VC-OPIL1D MG Transposon MuDR de Zea 40; 0,23
mays, (AC68624)
T VC-OPIO MG e MC early B-cell factor de 387
Gallus galius,
{AJ238322)
T, VC-OPI10 MG e MC LP3 (Proteina induzida 78.4; 467
arravés de estresse hidrico)
de Pinus taeda, (67135
T VC-CGPILG MGe MC Sem similaridade -
TVC-OPI10 MG e MC Poliprotetna de Oryza 72; 47
sativa, (AAKI3122.1) )
T, VG-OPI10 MG Histona H2B de Zea mays, 368; 2¢
(X69960)
T:VG-0OPI1D MG Sem similaridade -
T VG-OPIG MG Sem similaridade -
T2 VG-OPI0i MC Sem similaridade -
TrVC-OPios MC Gluconoquinase de Orpza i64; 7¢7"
sativa, (P3928)
TVC-OPJ08 MC Sem similaridade -
TRrVC-OPI0 MC Sem similaridade -
T, VC-QPI0OR MC CROC-1 de Piceg mariana, 133; 7¢*
(AF5129), Perry &
Bousquet, 1998
T VG-OPJ03 MC eMM Sem similaridade -
TiVC-OPI10 MC ~ Glicosiltransferase de 318; 7
. Nicotiniana tabactem,
~ (U32644), Horvath &
. Chua, 1996
TVC-OPI10 MC . Cligopeptidase de 34, 1.2
Arabidopsis thaliana,
(AB26639) )
T, VC-ORIG MC Citoquinina oxidase de 123; 3e”
- Arabidopsis thaliana,
{AC02510)
T1VC-OPI10 MC Sem similaridade -
I T VG-OPIG MC eMM Fosfotransferase de 254; 1e™
§ - Arabidopsis thaliana, -
. AC02387)
§ T, VG-0PJ01 MM Phospholipid 190; 6¢7
i hydroperoxide glitathione
7 peroxidase de |
: Arabidopsis thaliarna,
(ACD2387)
T,.VG-0OPiG MM e EM Sem similaridade -
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T,,VC-OPJ08 Alcool  desidrogenase de |
classe III de Arabidopsis-
. thaliona {U63931)

. Gypsy-type retrofransposon
_ de Oryza sativa, {AP02484)
_ Proteina  homeobox  de |
- Danio rerio, (AF71240) :
Manrose-binding lectin de
Convolvulus arvensis, |
(AF233284)

Sem similaridade _
Thiamin biosynthetic
enzyme de Glycine max,
(AB3491)

Fator 2 que se liga ao
promotor DC3 de
Helianthus aRNHILS,

.
-
-

T VC-OPII0

T, VC-OPII0

T VG-OPJI0

T VG-0PI0Y
TpVG-OPIDI

T VC-OPI0S

1997

Sem simtlaridads
Sem similaridade
Sern similaridade
Sem similaridade
RNA-binding de
Arabidopsis thatiana, '
{AAG2644.13
 Leucine-rich-repeat de |
Arabidopsis thaliarc -

TpVC-0PI0S
TrVG-OPIO8
T VG-OPJG8
T,VG-0OPJiD

TR VG-OPIL0
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A téenica de display diferencial de mRNA foi utilizada nesse trabalho para analisar
a expressdo diferencial de genes durante o desenvolvimento da semente de A. angustifolia.
Esta técnica vem sendo amplamente utilizada na literatura (Reidt e a/., 2000, Fujii et al.,
2000; Lewis er al., 2000; Wang er al., 1999; Delseny ef al., 1993; Skriver & Mundy, 1990;
Galau er al., 1987; Dure, 1993; Liang ef al., 1992; Sager ef al., 1993; Watson & Mergulies,
1993; Zhang & Medina, 1993; Donohue ef a/., 1994; Johnson ef al., 1995; Hutchison ef al.,
1999; Brosché & Strid, 1999; Kuno er al., 2000). Através dessa técnica varias amostras de
RNA foram comparadas simultaneamente e assim, varios ¢DNAs foram isolados dos
diferentes estadios de desenvolvimento do megagametéfito e embrifio maduro. Setenta e
nove porcento dos ¢DNAs isolados tiveram a expressfo diferencial confirmada por slor
blot.

E a primeira vez que uma grande quantidade de cDNAs expressos diferencialmente
na semente de Araucaria angustifolia sio isolados. Os cDNAs que apresentaram expressio
diferencial mais acentuada foram clonados e seqlienciados. As seqiiéncias obtidas foram
comparadas em bancos de dados. De um total de 36 seqiiéncias obtidas 21 apresentaram
similaridades com seqgiiéncias de bancos dados. Das 21 proteinas que apresentaram
similaridades (Tabela 3), segundo descrigio na literatura, 12 estdo relacionadas com
desenvolvimento da semente (HDZip, LP3, CROC-I, glicosiltransferase, citocinina
oxidase, PHGPX, ADH, Mannose-binding lectin, HOX, early B-cell factor de Gallus
gallus, thiamin biosynthetic enzyme ¢ o fator 2 que se liga ao promotor DC3). Dessas
proteinas 3 (HDZip, HOX e early B-cell factor de Gallus gallus) apresentaram e-value nio
significativo e baixa similaridade, podendo indicar que a similaridade observada pode ter
sido ao acaso ou a regifio comparada € pouco conservada.

Um total de 15 seqiiéncias dos ¢cDNAs isolados ndo apresentaram similaridade com
seqli€éncias em bancos de dados. Essas seqiiéncias sfo importantes para estudos futuros,
pois podem representar franscritos, ainda ndo descritos, importantes para ©
desenvolvimento do megagamet6fito ou embrifio. Assim, o isolamento da seqiiéncia
compileta, por RACE (Rapid Amplification of cDNA Ends), e a caracterizagfo desses genes

¢ de fundamental importancia.
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CAPITULO 2

M

SINTESE E FOSFORILACAO DE PROTEINAS NO
MEGAGAMETOFITO DE Araucaria angustifolia DURANTE O
DESENVOLVIMENTO DA SEMENTE
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1. INTRODUCAO

A conifera nativa, Arqucaria angustifolia ocupava inicialmente 40%o, 31% ¢ 25% da
superficie do Parand, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul, respectivamente (Guerra ef al.,
2000). Manchas esparsas eram encontradas em Sdo Paulo, inteirando-se at€ o sul de Minas
Gerais ¢ Rio de Janeiro. A intensa exploragio da araucéria fez com que as reservas naturais
diminuissem de maneira drdstica. Atualmente, a araucéria esta na lista de espécies da flora
brasileira ameagadas de extingdo.

As arvores de araucdria atingem 20-50 m de altura e 1-2 m de didmetro (Reitz et al.,
1978) sendo, que a madeira pode ser utilizada em construgdes, fabricago de moéveis,
laminados ¢ outros. A resina, exudada da casca serve para fabricagdo de vernizes,
terebentina e acetona. A semente, com 3-8 cm de comprimento, 1-2 cm de largurae 6,5-8,5
g de peso fresco, ¢ utilizada na alimentagfio humana ¢ de animais (Reitz ef al., 1978). A
semente possui uma casca densa que envolve o megagametéfito gue ¢ uma fonte
importante de nutrientes para o embrifio em desenvolvimento e plantula. A maior parte dos
compostos de reserva sio acumulados no megagametofito sendo que a deposigio coincide
com o desenvolvimento do embrido (Owens ef al., 1993; Favre-Duchartre, 1958).

Durante o desenvolvimento da semente, ocorrem véarios eventos, incluindo
principalmente, a sintese ¢ deposiciio de proteinas de reserva em grandes quantidades.
Apesar da sintese e deposi¢do de proteinas durante o desenvolvimento da Semente ter sido
investigada por diversos autores (Krasowski & Owens, 1993; Hakman, 1993; Misra, 1994;
Newton et al., 1992; Leal & Misra, 1993; Tranbarger & Misra, 1996 ¢ Jarvis et al., 1996),
pouco se sabe sobre a fosforilagdo de proteinas na semente.

Virios processos celulares sdo regulados através da fosforilagio e desfosforilagdo de
proteinas. Alguns desses processos inclui a divisdo e diferenciagio celular e transducfo de
sinal. Vérias proteinas ¢ enzimas sdo fosforiladas em plantas. Como exemplo podemos
citar: ATPase, RNA polimerase, malato sintase, histona H1, ativadores de transcricdo e
outras (Trewavas & Gilroy, 1991). Muitas proteinas s3o fosforiladas através de caseina
quinase tipo I (CKI), caseina quinase tipo II (CKII) e quinase glicogénio sintase 3, que
compreendern as maiores proteinas serina/treonina quinases ativas em extratos celulares. A

CKI est4 presente no niicleo, citoplasma, membrana, ribossomos e mitocondrias (Hathaway
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etal., 1983). A CKI fosforila um grande nimero de substratos diferentes. A caseina quinase
tipo II esta envolvida no controle da replicagio e transcri¢do, processamento de RNA,
transdugiio de sinais e metabolismo celular (Litchfield & Luscher, 1993). A CKII ¢ uma
holoenzima composta por duas subunidades cataliticas (a ¢/ o’) e duas subunidades B
regulatdrias (Battistutta et al., 2000b) que estabilizam a subunidade catalitica e determinam
a sua especificidade aos substratos (Espunya & Matinez, 1997). A estrutura primdria e
quartenaria da CKII ¢ altamente conservada nos organismos (Wirkner ez al., 1992). Ela é
considerada uma das principais proteinas quinases multifuncionais da célula (Lee ef al.,
1999) com mais de 200 substratos conhecidos (Battistutta et al., 2000).

Mizoguchi et al. (1993) observaram alta expressio do gene da subunidade o da
CKIl em folhas de Arabidopsis thaliana. Em cloroplastos de espinafre foi observada a
fosforilagdo de ATP sintetases e ribonucleases in vivo e in vitro (Kanekatsu et al., 1995;
Kanekatsu & Hiroshi, 1997). O fator de transcricdo GBF1 pode ser fosforilado através da
atividade da CKII (Klimczak ef al., 1992). A atividade de CKII na fosforilacgio do GBFI foi
identificada através da utilizagdo de GTP como doador de fosfato, baixa concentracio de
heparina, fosforilacdo de substratos 4cidos (caseina e fosvitina) e auséncia de fosforilagio
de substratos basicos (histonas). Em milho, foi observada a fosforilagdo do fator de
transcri¢do opaco 2 na semente em desenvolvimento (Ciceri ef al., 1997). O gene RAB-17
que codifica uma proteina basica de milho rica em glicina foi encontrado altamente
fosforilado in vivo e in vitro (Plana et al., 1991).

Neste capitulo, fez-se a andlise da fosforilagdo de proteinas no megagametofito de
A. angustifolia durante o desenvolvimento da semente. Para isso, foi realizada extracfio de
proteina total do megagametofito nos estadios MG, MC ¢ MM. As proteinas foram
fosforiladas in vitro ¢ analisadas através de SDS-PAGE. Uma vez que CKII ests presente
numa vasta gama de eucariotos superiores, incluindo as plantas, foram feitos ensaios com o
objetivo de se verificar a presenca desta enzima em sementes de 4. angustifolia. Para tanto,
foram realizados ensaios com um inibidor de CKII (heparina) em concentragdes que inibem
especificamente esta quinase. Foram também realizados ensaios usando—se ATP e GTP
como doadores de fosfato, para se distinguir caseina quinase tipo 1 € tipo IL Ensaios de
quinase em gel foram feitos de forma a se retificar a massa molecular da CKII presente no

megagametéfito. Com o objetivo de analisar a expressio temporal de CKII durante o
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desenvolvimento da semente, RNA total isolado de MG, MC, MM, EG., EC e EM foi
transferido para membranas de nylon e hibridizados com as sondas de CKII
SCEQAM1039G02.g e SCEQSD1077B01.g, isoladas de cana-de-agticar.
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2. MATERIAS E METODOS

2.1. Material biolégico

Cones femininos de Araucaria angustifolia foram coletados em 2000 na localidade
de Bom Retiro, Santa Catarina, Brasil. Os cones foram esterilizados com alcool e as
sementes (pinh#o) foram removidas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —
80°C. As sementes foram coletadas nos 3 estadios de desenvolvimento do embrifo:

globular, cotiledonar e maduro.

2.2, Preparagio de extrato

Os experimentos foram realizados com megagametdfitos isolados de sementes
contendo embrides nos diferentes estadios de desenvolvimento: MG (megagametofito de
semente contendo embrido globular), MC (megagametdfito de semente contendo embrifio
cotiledonar) e MM (megagametéfito de semente contendo embrifio maduro). Para isto, as
sementes foram dissecadas, os embrides descartados ¢ os megagametéfitos foram
homogeneizados separadamente em almofariz contendo tampéo de extracdo (Tris-HCI 50
mM, pH 7.5; NaCl 150 mM; EDTA 1 mM; NP-40 0,1%; DTT 1 mM), sendo 2 volumes de
tampdo por grama de tecido de megagametéfito. Todo o procedimento foi realizado a 4°C.
Apos a homogeneizagdo, as amostras foram colocadas em tubos eppendorf e centrifugadas
por 10 min, 4°C, 9.000 rpm em uma microcentrifuga refrigerada (Beckman). O
sobrenadante foi transferido para tubo eppendorf limpo e submetido 4 nova centrifugacgo
nas condi¢des especificadas acima. Apos a centrifugagdo, as proteinas das diferentes

amostras foram quantificadas pelo método de Bradford (1976).
2.3. Anilise das proteinas através de SDS-PAGE
Para andlise das protefnas do megagametéfito de A. angustifolia, os extratos das

diferentes amostras (MG, MC e MM) foram precipitados com acetona gelada na proporgéo
1:10. As amostras foram incubadas no gelo por 2 h, e centrifugadas por 10 min, 4°C, 9000
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rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco & temperatura ambiente e
ressuspendido em tampdo de extragdo. A seguir, foi adicionado tampdo da amostra 3 X
concentrado (0,6 ml de tampéo do gel de empacotamento - Tris-HCl IM, pH 6.8; 0,9 ml de
glicerol; 0,4 ml de SDS 10%; 0,1 ml de 2-mercaptoetanol; 30 pl de azul de bromofenol
1%), € as amostras foram aquecidas durante 5 min a 96°C. As proteinas foram analisadas
através de eletroforese em gel de 10% de acrilamida contendo SDS (Laemmili, 1970).
Como marcador de tamanho, foi utilizado o Protein Ladder (Gibco BRL). Ap6s a
eletroforese, o gel foi corado com Coomassie brilliant Blue R 250 (Comassie brilliant Blue
R 250 0,27%; metanol 54%; 4cido acético 13,5%; agua destilada g.s.p. 1 L) e descorado
com uma solucdo contendo: 10% de etanol e 5% de 4acido acético. As amostras dos
diferentes estadios analisados foram comparadas para identificagio de proteinas especificas

de cada um dos estadios.
2.4. Fosforilaciio e eletroforese de proteinas endégenas

Para anélise da fosforilaco in vitro foram utilizados extratos diluidos das diferentes
amostras. A diluigdo do extrato foi feita em tampio contendo: Tris-HC1 20 mM, pH 7.5;
MgCl; 10 mM e DTT 1 mM, nas seguintes proporgdes: 1:10, 1:20, e 1:50. Como controle
foram utilizados extratos ndo diluidos. Os extratos foram incubados com MgCl; 10 mM e
[v-**P] ATP (3000 Ci/mmol) por 30 min a 30°C. As amostras foram desnaturadas a 100°C
por 3 min e submetidas & eletroforese em gel de 10% de poliacrilamida contendo SDS
(Laemmli, 1970). A seguir, os géis foram colocados sobre uma folha de papel Whatman 3
MM e seco a vacuo. A fosforilagio foi detectada através de exposicio a filme de raio-X

(Hyperfilm, Amersham Pharmacia).

2.5. Fosforilaciio e eletroforese de proteinas endégenas usando inibidores de

fosfatase

Adicionou-se, aos extratos diluidos das amostras de MG, MC e MM os seguintes
intbidores de fosfatase: ortovanadato 1 mM e 4cido ocadaico 2 uM. Através do ensaio com

1 mM de ortovanadato foi observado que alguns polipeptideos de MC ¢ MM incorporavam
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menos fosfato, ao contrario do esperado. Assim sendo, testaram-se diferentes concentracdes
de ortovanadato para MC ¢ MM: 100 nM, I mM e 2 mM. Através deste ensaio notou-se
que a inibiggo da fosforilagio dos polipeptideos era maior em MM. Entdo, fez-se uma curva
com diferentes concentragdes de ortovanadato para MM: 50 nM, 250 nM, 500 sM, 1 mM,
1,5 mM, 2 mM e 5 mM. Para todos os testes foram utilizados como controle extratos sem
adi¢do de inibidores. As amostras foram submetidas a fosforilacdo in vitro nas mesmas
condi¢des especificadas acima. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
10% de poliacrilamida contendo SDS (Laemmli, 1970) e visualizadas através de
autoradiografia.

2.6. Fosforilacde e eletroforese de proteinas endégenas usando inibidor para

CK (caseina quinase)

Aos extratos protéicos diluidos foi adicionado um inibidor de caseina quinase
(heparina), A heparina em baixas concentragdes (10 nM) inibe a fosforilacao de proteinas
por CKII e apenas em concentragdes acima de 50 X inibem a fosforilagio de proteinas por
CKI. Assim, foram utilizadas as concentracdes de heparina a seguir: 10 nM, 100 nM, 10
UM e 100 uM. Como o 4cido ocadaico inibe a agfo de fosfatases, foram realizados também
ensaios com heparina nas concentragdes acima e acido ocadaico (2 uM), que é um inibidor
de fosfatase. Como controle foram utilizados: (1) extratos sem adi¢do de heparina e (2)
extratos com é4cido ocadaico e sem heparina, respectivamente. As amostras foram
submetidas a fosforilagdo in vitro e analisadas através de eletroforese em gel de 10% de
acrilamida contendo SDS. Os resultados foram visualizados através de exposi¢io a filmes

de raio-X.
2.7, Fosforilagdo de caseina exdgena

Para esses ensaios adicionou-se aos extratos diluidos de MG, MC e MM: (1) acido
ocadaico 2 uM e caseina desfosforilada 3 pg (sigma) e (2) 4cido ocadaico 2 pM, caseina
desfosforilada 3 pg e heparina 10 nM. As amostras foram submetidas a fosforilagdo in

vitro. Na reagio de fosforilagio foram utilizados [y-°P] ATP ou GTP como doadores de
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fosfato. As amostras foram analisadas através de SDS-PAGE e visualizadas por
autoradiografia.

2.8. Ensaio de quinase em gel para CKII

Extratos de MG, MC e MM n#o diluidos foram submetidos 2 eletroforese em gel de
SDS-PAGE. Para este ensaio foi incorporada lmg/ml de caseina no gel teste. Como
controle usou-se o gel sem incorporagdo de caseina. As amostras submetidas a eletroforese
foram previamente tratadas em tampdo da amostra 3 X, porém sem aquecimento. Em
seguida, os géis foram lavados, duas vezes por 40 min cada, em solugdo contendo: Tris-
HC1 50 mM, pH 8.0; DTT 1 mM e isopropanol 20%. Os géis foram novamente lavados por
I h em solugdio contendo: Tris-HCl 50 mM, pH 8,0 ¢ DTT 1 mM para eliminacio do
isopropanol. Ap6s serem lavados, os géis foram desnaturados com guanidina-HCl 6 M
durante 1 h e renaturados em solugdo contendo: Tris-HC! 50 mM, pH 8,0; DTT I mM e
Tween 20 0,4%, com 5 trocas de solugfo. O processo de renaturagdo foi realizado a 4°C
sob agitacio constante por aproximadamente 16 h. Apds a renaturag@o, os géis foram
submetidos a fosforilagdo in vifro por 90 min a temperatura ambiente em 12 ml de solugdo
contendo: Tris-HC1 20 mM, pH 7,5; MgCl, 10 mM, DTT 1 mM e 5 ul de [y-*P] ATP ou
GTP. A CKII possui a habilidade de usar tanto ATP quanto GTP como doadores de fosfato,
enquanto que a CKI usa apenas ATP. O excesso de fosfato nio incorporado foi removido
através de 5 lavagens de 15 min cada, em solugdo contendo TCA (acido tricloroacético) 5%
e Napirofosfato 1%. A seguir, os géis foram colocados sobre uma folha de papel Whatman
3 MM e seco a vacuo. As amostras foram visualizadas através de autoradiografia. O peso
molecular relativo das proteinas foi calculado através de comparagiio em gel com proteinas

com peso molecular conhecido (Protein Molecular Weight Standards, Gibco BRL).
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2.9. Slot blot de RNA

2.9.1. Isolamento de RNA total

O meétodo de slor blot de RNA foi utilizado para verificagiio da quantidade de
transcritos de CKII nos diferentes estadios de desenvolvimento do megagametofito (MG,
MC e MM) e embrido (EG — embridio globular, EC — embrido cotiledonar, EM — embrido
maduro). Para tanto, RNA total foi isolado de megagametofitos MG, MC e MM e embrides
EG, EC e EM segundo metodologia descrita por Presccott & Martin (1987), com algumas
modificages (descritas no item 2.2 do capitulo 1).

2.9.2. Transferéncia para membrana de nylon

Cinco pg das amostras de RNA foram diluidas em TE 1 X para obter um
volume final de 12,5 ul. Em seguida, foram acrescentados 37,5 pl de solug#o contendo 500
ul de formamida deionizada, 162 pl de formaldeido 37%, 100 pl de tampédo MOPS 10 X
(Sambrook et al., 1989). A mistura foi aquecida a 65°C por 5 min e 50 pl de SSC 20 X
foram adicionados. As amostras foram entio transferidas para membranas de nylon
(Hybond-N, Amersham Pharmacia) com o auxilio de um slot blot. Apés a transferéncia, o

RNA foi fixado a membrana através da incubagéio a 80°C por 2 h.
2.9.3. Hibridizacio

Para obtencédo das sondas foram utilizados os clones de cDNA de CKII. Os
clones de ¢DNA de CKII isolados de meristemas (SCEQAM1039G02.g) e sementes
(SCEQSD1077BOl.g) do Projeto SUCEST/FAPESP foram cedidos pelo Prof. Dr. Paulo
Aruda. Os clones de cDNA de CKII foram digeridos com as enzimas EcoR I e BamH |
(Amersham Pharmacia). Os fragmentos foram separados através de eletroforese em gel de
agarose 1,4% e os insertos foram purificados utilizando-se o kit concert rapid gel

extraction system (Gibco, BRL), seguindo as especificagdes do fabricante.
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Os fragmentos purificados foram marcados com [o-"*P]dCTP utilizando-se o kit
Megaprime (Amersham Pharmacia), de acordo com as especificagdes do fabricante. As
membranas foram hibridizadas como descrito no item 2.4.2 do capitulo 1.

As membranas foram expostas a filmes de raio-X para visualizacdio dos resultados.
Os sinais de hibridizacfio obtidos foram digitalizados e a intensidade do sinal de cada
amostra foi quantificada utilizando-se o programa Image Analysis software (Kodak). A
quantidade de RNA imobilizada nas membranas foi normalizada através de hibridizagdo
como o gene de rDNA 26S de milho.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise das proteinas de MG, MC e MM através de SDS-PAGE

Proteinas isoladas do megagametéfito (MG, MC e MM) foram separadas através de
eletroforese em gel de 10% de acrilamida contendo SDS. O peso molecular relativo (Mr)
das proteinas no gel variou de 243 a 26,2 kDa. Polipeptideos especificos foram observados
para cada um dos diferentes estddios de desenvolvimento. Assim sendo, polipeptideos de
161, 138, 32 e 31 kDa foram observados em MG, 28 ¢ 27 kDaem MC e 40, 39, 28,2, ¢
27.3 kDa em MM. Alguns desses polipeptideos sdo mostrados na Figura 1 A por setas.

3.2, Anilise da fosforila¢io de proteinas de MG, MC e MM

Para andlise da fosforilagdo foram utilizados extratos diluidos e nZo diluidos de
proteina total de MG, MC e MM. Geralmente, inibidores de quinases presentes
naturalmente nos extratos podem inibir a fosforilagio. Segundo Hathaway et al. (1993), a
atividade de caseina quinase pode ser inibida em até 80% em extratos celulares. Esta
inibig¢#o pode ser diminuida através da dilui¢io dos extratos protéicos, € a atividade total da
quinase pode entfio ser quantificada. Assim, foi feito ensaio de fosforilacdo com 3 dilui¢des
do extrato para cada amostra (1:10, 1:20 e 1:50) a fim de diminuir a concentragio desses
inibidores nos extratos. As fosfatases podem sofrer mudangas na atividade dependendo das
dilui¢Ses usadas. Como controle (para comparagio) foi utilizado extrato nfo diluido. E
importante salientar que no estiddio intermediario (cotiledonar) e final (maduro) de
desenvolvimento da semente ocorre grande actimulo de proteinas de reserva, o que dificulta
a quantificagio de outras proteinas. Através da autoradiografia foi observado que as
amostras diluidas apresentaram maior fosforilag8o quando comparadas ao controle (extrato
ndo diluido) (Figura 1B). As dilui¢bes que apresentaram maior fosforilagéo foram: MG
(1:20), MC e MM (1:50). Através das autoradiografias dos ensaios de fosforilacdo foi
observado que um total de 19 polipeptideos foram fosforilados. Os Mrs desses
polipeptideos variavam entre 324 a 27,9 kDa. Para MG foram observados 6 polipeptideos
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fosforilados, enquanto que para MC e MM foram observados um total de 14 ¢ 17

polipeptideos fosforilados, respectivamente (Figura 1B).

3.3. Analise da fosforilacdo de proteinas enddgenas usando inibidores de

fosfatase

Foram utilizados dois inibidores de fosfatases para se obter uma maior
fosforilagdo. Os inibidores utilizados nos ensaios foram o ortovanadato ¢ o &cido ocadaico
(OA). Inicialmente, foram utilizados 1 mM de ortovanadato (Figura 2A) ¢ 2 pM de dcido
ocadaico (Figura 3). Como pode ser observado na Figura 3, nos extratos de MG, MC e MM
em que foi adicionado OA houve um aumento da fosforilagdo para todas as proteinas. Nos
extratos que tiveram a adigio de 1 mM de ortovanadato ndo houve aumento da fosforilagéo
(Figura 2A). No entanto, foi observado através da autoradiografia que a fosforilagio de
algumas proteinas de MC e MM estava diminuida. Essas proteinas apresentavam Mr de:
114,7, 98,9, 39 e 37 kD>a. Essas proteinas sio mostradas através de setas na Figura 2A — B.
Assim sendo, foi realizado um ensaio com 4 concentragdes de ortovanadato para MC ¢
MM. Este ensaio ndo foi realizado com MG, pois nio foi detectada nenhuma alteragdo para
essa amostra. As concentragdes utilizadas foram: 100 nM, 1 mM e 2 mM de ortovanadato.
Através desse ensaio foi observado que a concentragdo de 100 nM ndo promoveu alteragio
na fosforilacdo das proteinas, enquanto que as concentragdes de 1 e 2 mM resultaram mais
uma vez na diminui¢io da fosforilagdo das mesmas protefnas detectadas no ensaio anterior
(Figura 2B). Assim sendo, foi feita uma curva de concentragio de ortovanadato com 0
extrato de MM. As concentragdes utilizadas foram: 50 nM, 250 nM, 500 nM, I mM, 1.5
mM, 2 mM e 5 mM. Este ensaio mostrou que a diminuicfic da fosforilagdo dessas proteinas
ocorria a partir da concentragio de 500 nM de ortovanadato (Figura 2C). Assim, o
ortovanadato, ao contrario do esperado, pode estar inibindo a atividade de quinases em vez

de fosfatases, ou entdio pode estar ativando a atividade de fosfatases.
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Figura 1. Gel de SDS-PAGE e ensaio de fosforilaco in vitro usando extratos de proteina
total de MG, MC e MM. Em (A} separagio dos extratos protéicos de proteinas em gel de
SDS-PAGE 10%. As setas indicam as proteinas que apresentaram perfil diferencial em
MG, MC ou MM. Em (B) ensaio de fosforilacfio in vifro. O ensaio de fosforilagio foi feito
com extratos nfo diluidos (amostras controle mostradas pela letra C) e extratos diluidos nas
proporgdes 1:10, 1:20 e 1:50. O peso molecular de proteinas (kDa) padrdes sfo indicados
do lado esquerdo dos géis (GibcoBRL).
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Figura 2. Ensaio de fosforilagdo in vitro na presenca de ortovanadato. Em (A) teste com | mM de
ortovanadato. As amostras controle so extratos sem ortovanadato. Em (B) teste com difererites concentragdes
de ortovanadato nos extratos. As concentracdes utilizadas foram: 100 nM, 1 mM e 2 mM. Come controle
foram utilizados exiratos sem ortovanadato. Em (C) teste com diferentes concentracdes de ortovanadato no
extrato de MM. As concentragdes utilizadas foram: 50 nM, 250 nM, 500 aM, 1 mM, 1,5 mM, 2mM e 5 mM.
Comeo controle foi utilizado extrato sem orfovanadato. As amostras controle sdo mostradas pelaletra C e as
setas indicam as proteinas que tiveram a fosforilacdo inibida por ortovanadato. O peso molecular (kDa) de
proteinas padrdes ¢ indicado do lado esquerdo dos géis (Gibco BRL).
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Figura 3. Ensaio de foforilagfo in vitro na presenca de acido ocadaico (OA). Em 1,3 e 5
amostras de MG, MC e MM, respectivamente, contendo 2 uM de OA, eem 2, 4 ¢ 6
amostras de MG, MC e MM, respectivamente, contendo 2 pM de OA e | mM de
orfovanadato. As setas indicam as proteinas inibidas por ortovanadato. As amostras
controles (extratos sem inibidores de fosfatase) sdo mostradas na letra C. O peso molecular
{(kDa) de protefnas padrBes é indicado do lado esquerdo dos géis (Gibco BRL).
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3.4. Anilise da atividade de CKII nos extratos de MG, MC e MM

Foram realizados ensaios para identificacdo da atividade de CKII nos
extratos de MG, MC ¢ MM. Um dos critérios utilizados para identificar a atividade de CKII
nos extratos foi a adigio de heparina. As caseinas quinases I e II apresentam sensibilidade a
polidnions como a heparina (Lee ef al, 1999; Pinna, 1990). Segundo Crute & Buskirk
(1992), baixas concentragdes de heparina (10 nM) inibem a fosforilagio de proteinas por
CKII em contraste com a CKI que ¢ inibida apenas por concentracdes 50 X maiores.
Assim, foi utilizado heparina nas concentragdes que se seguem: 10 nM, 100 nM, 10 uM e
100 uM. Também foi feito 0 mesmo ensaio utilizando OA (2 uM) e heparina nas mesmas
concentragies acima. Através desses ensaios foi observada a inibigdo da fosforilagdo das
proteinas nas concentragdes de 10 e 100 nM de heparina, o que ficou mais visivel nos
ensaios onde foi adicionado OA (inibidor da atividade de fosfatases) (Figura 4A — C).
Ainda, foi observado que a fosforilagdo de duas proteinas, 114,7 e 98,9 kDa (Figura 4B —
C), inibidas por ortovanadato, foi completamente inibida por heparina. Outros ensaios
foram realizados utilizando caseina exdgena (Sigma) nos extratos. Esses ensaios continham
extrato de MG, MC e MM nas seguintes condi¢des: (1) extratos com caseina (3 ug) e (2)
extratos com caseina (3 ug) e heparina (10 nM). Como controle foi utilizado extrato sem
caseina e heparina. Em todos os extratos, inclusive no controle, foi utilizado OA 2 uM.
Estes extratos foram submetidos a fosforilagiio in vifro na presenca de ATP ou GTP.
Segundo Pinna (1990) as CKII fosforilam substratos contendo dominios &acidos como a
caseina e fosvitina e possuem habilidade de usar tanto ATP quanto GTP como doadores de
fosfato. As CKI também fosforilam substratos contendo dominios 4cidos como a caseina e
fosvitina, no entanto, possuem a habilidade de usar o ATP como doador de fosfato, mas nfo
o GTP. Através desses ensaios foi observado que a caseina adicionada ao extrato foi
fosforilada tanto na presenga de ATP quanto de GTP (Figura 5A — B). As proteinas
enddgenas também foram fosforiladas na presenca de ATP e GTP (Figuras 5A - B). Foi
observado também que na presenga de heparina ocorreu diminuicdo da fosforilagio tanto da
caseina, quanto das proteinas endégenas (Figura 5A — B). Assim, os resultados mostram
que ha atividade de CKII nos extratos das amostras analisadas.
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3.5. Identificaciio de CKII através de ensaio de quinase em gel

No ensaio de quinase em gel, a fosforilagdo ¢ testada quando as proteinas do extrato
ja se encontramn separadas por eletroforese. Assim, a incorporagdo de fosfato é testada no
proprio gel, resultando na identificagiio das possiveis enzimas catalisadoras da ligagdo
covalente de fosfato (quinases). Esse ensaio tem por objetivo identificar as possiveis
quinases presentes em uma dada amostra. O substrato, no caso a caseina, foi distribuido
uniformemente no gel de acrilamida antes da polimerizagfo ¢ a reacio da quinase seria
localizada na regido do gel onde houvesse incorporagiio de marcador proveniente de [v-2P]
ATP ou GTP.

Para este ensaio foi incorporado ao gel teste de acrilamida, antes de ser
polimerizado, 1 mg/m! de caseina. Como controle foi utilizado gel sem incorporagdo de
caseina. Como doadores de fosfato foram utilizados ATP ou GTP. Os extratos utilizados
neste ensaio ndo foram diluidos, pois a reacdo de fosforilacio in vitro & realizada apos
eletroforese, ndo tendo assim interferéncia de fosfatases. Como foi discutido anteriormente,
as proteinas de reservas que comecam a ser depositadas a partir do estadio intermedigrio de
desenvolvimento (cotiledonar) até o estidio final (maduro) dificultam a Quantificagdo das
outras proteinas. Assim, torna — se dificil dizer através desse ensaio, em que estaddio de
desenvolvimento do megagametdfito hd maior quantidade de CKII. A Figura 6A ~ B
mosira o ensaio de quinase em gel para CKII utilizando ATP como doador de fosfato na
reacdo de fosforilacdo in vitro. Neste ensaio foi observada maior fosforilacdio, no gel teste,
de duas proteinas de 50 e 35 kDa. No gel controle também foi observada a fosforilagdo
dessas duas proteinas, s6 que a intensidade foi menor. A presenca de fosforilacio no gel
controle desses polipeptideos, assim como de outros polipeptideos (69 € 15 kDa) tanto no
gel controle quanto no gel teste, na mesma intensidade, representam autofosforilacdo da
CKII e de outras quinases, j4 que no gel controle nio h4 presenca de substratos. Os
polipeptideos de 68 e 61 que apresentaram autofosforilagdo foram detectados apenas em
MC ¢ MM e ndo foram detectados em MG. Os dois polipeptideos de 50 e 35 kDa que
apresentaram maior fosforilacdo no gel teste apresentou maior fosforilacdo em MC e MM.
No entanto, nfo podemos dizer que estes polipeptideos estio presentes em menor

quantidade em MG, pois este resultado pode estar refletindo uma menor quantidade de
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proteinas de MG no ensaio. A Figura 6C ~ D mostra o ensaio de quinase em gel para CKII
utilizando GTP como doador de fosfato na reagdo de fosforilaglo in vitro. Afravés desse
ensaio foi observado que das proteinas que incorporaram ATP apenasade 35 eade 15 kDa
incorporaram também GTP. O polipeptideo de 33 kDa apresentou maior intensidade de
sinal no gel teste com relacfo ao gel controle. A fosforilagdo desse polipeptideo foi maior
para MC e MM, e também apresentou autofosforilagdo no gel controle. O polipeptideo de
15 kDa incorporou tanto ATP quanto GTP, no entanto, ndo apresentou diferenca
significativa de sinal entre o gel controle e o gel teste. A CKII ¢ uma enzima oligomérica
com massa molecular de 130 — 150 kDa (Pinna, 1990) composta de 2 subunidades alfa
cataliticas (o =38 kDa, o’ = 36 kDa) e 2 subunidades beta regulatorias (3 = 25 kDa) (Crute
& Buskirk, 1992) que estabilizam a subunidade catalitica, determinam a especificidade de
CKII aos substratos (Espunya & Matinez, 1997) e contém o sitio para autofosforila¢fo
(Hathaway & Traugh, 1983). Assim, possivelmente o polipeptideo de 35 kIDa representa a
subunidade catalftica (subunidade o’) da CKII, pois fosforilou caseina (incorporada no gel)
e utilizou tanto ATP quanto GTP como doadores de fosfato. E o polipeptideo de 15 kDa,
que ndo apresentou diferenca significativa na incorporagdo de fosfato quando comparado o
gel teste (com substrato} com o gel controle (sem substrato), possivelmente representa a
subunidade regulatéria (subunidade ). pois esta subunidade possui sitio para
autofosforilagio e nfio fosforila substrato. A proteina de 50 kDa que apresentou maior
fosforilagc no gel teste usando ATP como doador de fosfato, ndo foi detectada no ensaio
em que foi usado GTP (Figura 6A-B). Assim, talvez esta proteina venha a ser uma CKI,
pois a CKI assim como a CKIl fosforila casefna, no entanto, ndo tem a propriedade de

ufilizar o GTP como doador de fosfato como a CEIL.
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Figura 4. Ensaio de fosforilagio in vifro na presenga de heparina. Em (A) 1 a 4, extratos de MG com heparina nas
concentragdes de 10 nM, 100 oM, 10 uM e 100 pM, respectivamente; 5 MG com 2 uM de OA {acido ocadaico) e sem
heparina; 6 2 9, extratos de MG contendo heparina (10 nM, 100 oM, 10 pM e 100 pM, respectivamente) ¢ 2 uM de OA.
Em (B} 1 a 4, extratos de MC contendo heparina (10 nM, 100 nM, 10 uM e 100 uM, respectivamnente); 5, MC com 2 pM
de OA e sem heparina; 6 a 9, extratos de MC contendo heparina (10 nM, 100 aM, 10 uM e 100 uM, respectivamente) € 2
uM de OA. Em (€)1 2 4, extrato de MM contendo heparina (10 oM, 100 oM, [0 pMe 100 uM, respectivamente); 5, MM
com 2 uM de (JA ¢ sem heparina; 6 a 9, extratos de MC contendo heparina (10 nM, 100 nM, 10 uM ¢ 100 uM,
respectivamente} e 2 uM de OA. As amostras controle (sem heparina e OA) sdo mostradas na letra C. A fosforilaggo das
proteinas foi inihida com 10 e 100 nM de heparina em MG, MC e MM. As proieinas que tiveram maior inibico da
fosforilacdo em MC e MM sdo indicadas através de setas. O peso molecular (kDa) de proteinas padrdes ¢ indicado do lado
ssquerdo dos géis {Gibco BRL).
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Figura 5. Ensaio de fosforilacio in vitro na presenca de caseina exdgena (3 ug) atilizando ATP ou GTP como
doador de fosfato. Em {A) foi utilizado ATP como doador de fosfato. 1, 3 ¢ 5 mostram extratos de MG, MC e
MM na presenca de caseina exogena, respectivamente. 2, 4 € 6 mostram extratos de MG, MC e MM na
presenca de casefna exégena e heparina (10 nM). Em {B) foi utilizado GTP como doador de fosfate. Utilizou-
se extratos nas mesmas condigdes especificadas acima. As setas indicam a caseina fosforilada nos diferentes
extratos. O peso molecular (kDa) de proteinas padrdes é indicado do lado esquerdo dos géis (Gibco BRL).
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Figura 6. Ensaio de quinase em gel para CKII. Em (A e B) fol utilizado o ATP como
doador de fosfato, sendo que em (A) é mostrado o gel controle ¢ em (B) o gel teste (gel
com incorporacdo de caseina). Em (C e D) foi utilizado o GTP como doador de fosfato,
sendo que em (C) € mostrado o gel controle ¢ em (D) o gel teste. A CKI (50 kDa)ea CKII
(35 kDa, subunidade o’ ¢ 15 kDa, subunidade B} so mostradas através de setas.
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3.6. Andlise através de slof blor de RNA dos transcritos de CKII duraote o

desenvolvimento da semente

Através dos ensaios descritos acima, nfio foi possivel estimar onde ocorre maior
atividade de CKII no megagametdfito durante o desenvolvimento da semente, pois a
deposicdo de proteinas de reservas nos estadios cotiledonar ¢ maduro dificulta a
quantificacfio exata das proteinas totais presentes nos extratos. Assim, foi feito slof blor de
RNA para verificagdc da quantidade de transcritos no megagametéfito (MG, MCeMM) e
embrifo (EG, EC e EM) durante o desenvolvimento da semente. Para tanto, 5 ug de RNA
total isolado de MG, MC, MM, EG, EC e EM foram transferidos para membranas de nylon
através de slot blof ¢ as membranas foram hibridizadas com scnda de cIDNA de CKII
isolados de meristema e semente de cana-de-agticar. A normalizagdo da quantidade de
RNA foi feita através de hibridizagfio com um gene rDNA 268 de milho nas membranas.

Através de slot hlot de RNA (Figura 7) foi observada uma maior quantidade de
transcritos de CKII em MG quando comparada com MC, MM, EG, EC e EM tanto para a
sonda de ¢cDNA de CKII isolada de semente (Figura 7A) quanto de raiz (Figura 7B). Foi
observado também que ocorre uma maior expressic de CKII no estadio inicial de
desenvolimento (globular), com diminuigdo significativa da expressdo no estadio
intermediario (cotiledonar) e estiadio final (maduro). Assim, podemos concluir que no
estddio inicial de desenvolvimento ocorre maior transcricdo de CKII tanto no

megagametdfito quanto no embrifio (expressio temporal).
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i:ﬁ:;g ;’e ﬁcémﬁfégme ganscntos de CKEI em MG, MC, MM, EG, EC e EM. Em (A) siot blot de RNA
S e c,aﬁaaée s G, EC e EM hibridizado com o clone de CKII (SCEQAM1039G02.g) isolado de
menisiena e o sz—agijcgr. Em (B) slor bfo{ de RNA isolado de MG, MC, MM, EG, EC e EM hibridizado
ctantidacen do RN A { QSDi077B01.g) zs_oigdf} de semente de cana-de-actcar. Para normalizacio das

; , as membranas foram hibridizadas com o gene de rfDNA 268 de milho (Rii,m) Os

histogramas mostra :
m o5 valores normalizados e : : : e
sonda de CKII s em porcentagem da intensidade do sinal de hibridizaciio com a
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Através dos ensaios foi possivel detectar fosforilacio de proteinas nos extratos,
presenca da atividade de CKII, identificacdo desta quinase nas amostras analisadas € a
quantidade de transcritos de CKII. Os ensaios de fosforilago in vitro mostraram maior
atividade e quantidade de CKII em MC e MM. No entanto, através de slot blot de RNA, foi
detectada uma maior quantidade de transcritos de CKII em MG. Assim sendo, ndio foi
possivel dizer com precisdo em que estadio de desenvolvimento do megagametdfito ocorre
maior atividade dessa quinase. A CKII pode estar envolvida na fosforilag@o de fatores de
transcri¢do importantes para a formacio e desenvolvimento do megagametofito. Tem-se
conhecimento que a caseina quinase II fosforila mais de 200 substratos. Assim, além de
fatores de transcri¢iio a CKII pode estar envolvida na modulagio de wvarias proteinas

importantes para o desenvolvimento da semente de araucéria.
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CONCLUSOES

G

Um total de 163 cDNAs foram analisados através de slot blot de DN A, sendo que 129
tiveram a expressdo diferencial confirmada : 15 cDNAs de MG, 48 de MC,31deMMe

35 de EM.

De um total de 36 seqliéncias obtidas 21 apresentam similaridade com segiiéncias
disponiveis em bancos de dados, sendo 6 de MG (homeodominio zipper de leucina,
transposon MuDR, early B-cell factor, LP3-Proteina induzida através de estresse
hidrico, poliproteina e histona H2B), 5 de MC (gluconoquinase, CROC-I,
glicosiltransferase, oligopeptidase e citocinina oxidase), 6 de MM (fosfotransferase,
Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase, alcool desidrogenase classe I,
gypsy-type retrotransposon, mannose-binding lectin e proteina homeobox) e 4 de EM
(thiamin biosynthetic enzyme, fator 2 que se liga ao promotor DC3, RNA-binding e

leucine-rich-repeat).

Existe um total de 19 proteinas fosforiladas com tamanhos relativos entre 324 a 27,9
kDa, sendo 6 de MG, 14 de MC e 17 de MM.

A atividade de CKII (caseina quinase II) foi detectada em MG, MC e MIM.

Foi possivel identificar a CKII no gel para MG, MC ¢ MM. Esta proteina apresentou
massa molecular relativa de 35 kDa (subunidade o’ catalitica) e 15 kDa (subunidade

regulatGria).

Uma maior quantidade de transcritos de CKII foi identificada no estadio globular do
megagametdfito e embrido (expressdo temporal). Esta quantidade de transcritos é maior

no megagametofito.
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Segiiéncias dos clones de cDNA de MG, MC, MM e EM isolados através de display
diferencial de mRNA

>MG1

61
121
ig:
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

>MG13

61
i21
181
241
301

>MGl1,2

61
121
181
241
301
361
421
481
541

CCCGGCATAA
TTTTGAAGGET
CAGCTTGGTT
CTATGTGSEIT
TGRGGCTAGT
AGTCTTGTTG
TACTAARAANT
GCITGGGETET
CTCAACACCA
GGGTGTGCETA
ACAGTGATTT
TCTARCGGTG
TTTTGGCAAT
CPTGCAGATT

CCCGGECATAA
ACGGTGGARA
TTGCTTACAA
TGCTTTATAR
TACTGTGTAT
ATTTTGGGTT

ARGCCCGARGG
TATTCCARAT
GEGACCCACA
HTCTTTATCG
AGTAGCAAAG
ATRGTGGAGG
ACTCCTCGRG
GUCCATAGGG
AGGAGCTCTA
AACTTTGGGEGE

CCATCCATCA
CAGATCACGA
TCCAGATGTG
TCGAGTAGTT
TTGAGTCARG
ATCCTTACTA
AGATGETGGGA
GGTATATCAA
GTTTCGAGCA
TATCRARATG
TGGACACAARC
TTGTCGGTTT
ATGATGTCTG
TTTGEGCGAAC

BGARAATGGAR
TCTATTCCCA
GAACATGCTC
GGTCARTTTT
TTTCTTTCCC
CAGTTCATGT

GAGGCATACT
TGACCCAATC
TACCAACACC
GATCTATAGG
CGAGGTATTT
TGGTGTACAT
ATACRARTTC
TGTGCCTATG
TGAGTTACAT
ATGGGAGCAC

ACATCCTTGC
TCATAGGGAT
AARTTTCCCT
ACTTGCTCCA
GATTCCATAG
CGAGTGCCCA
TTTTAGGAGT
AATGATTAGC
CTTGGATTAC
ATCAGCTTGA
ACTTTTTTTA
CTGTTGGCAA
TTTTTAGTTT
TTACGATTTA

ATGGAAGTTG
TATGTTACCA
TACCATGACA
CAATGCCCTC
GTTATCACTA
GTTTTGARAT

ATGATTAGAG
CRARARTGACC
TTCCATCTICC
ATCCTAATTT
TGATGGEGTET
CTGATATTAR
CTATGGAACA
GTTTGTGATT
TGTAGGGEGC
TTCCATGTGG

CACTGAACTT
TTTCTCTTCT
GCAGTTTAGT
TACGARAGTTG
RACTTTGGAG
TTGCCATTAG
TACTATTTTIT
TCGGARAAAAC
TATTTTTAGT
RARAGACAGTC
TTTTTATTTT
TTTTGCCACA
TGCAGCTTAT
TGCCEGG

CAGAAGTTGT
ACACATAATC
GGCCTTGATG
TATAGRAAAC
TGTTGGATAT
CACTATTTTA

AGTGGTTGGA
AAGCATATTT
CAATAGGAGA.
TTGGACATCG
TTGGTGCTTA
TETCCCTTAT
TGCTGGATAT
GGGTTAGTGC
ATRAGGGTAC
ATAGATCGCT

AGGGAAGTCT
GTGAGGACET
TTCCACCTCT
STTAATATCC
GTGTGCCARAC
GGACCTTCTG
AGTRAAGGTET
AGTCGCRAAIG
ARGTGTCTGA
GTAATEGGCT
TATTTTTTAC
CTGAGATGAT
TTGAABACCT

GGGETATGCTG
AAGGAACCAT
TTGTTTTTTA
AAGRAMATRA
TAAAGACATA
GCARRARALR

TATGATTTGE
TATGGATTIG
GATTACAGIC
GATAGTTGTC
CCCTGATTAG
ATCTAAGATT
TATTGAGGEAT
TCTCCTAGCA
TAGTTGTAGT
GGGGTTGCCT

ABTTTATGTA
TCAGAGTTTT
GTAAGTTCET
TGTTGCATTT
AT CGAGACCA
TTTTCTTAGT
CCCAAARAGT
AGCTATGCCC
ARAAAATGCTT
ATGTCCCACR
TGCTATGETIC
GANGGEGEECAG
CGECAGACCAG

GATGAGAAGA
GT I I"TCAATT
GT T CTGTTCT
CT'GARARCTCC
GATCCTTTEE
ADDRDD

TT CTTACGEGE
AT CGAGATAT
ACATTGEAGG
ACTTCTAGTAG
GT T TAGGRGG
GTGCTACCAG
CT TATGECTT
TAGTTGETATG
AT GCTCLTAC
CEGGCTT
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>MG6

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

>MG7

61
121
i81
241
301
361
421

>MGS

61
121
181
241
301
361
421

>MG9

1
6l
121
181
241
301
36l

>MG1,3

1
&l
121
181
241
301
361
421
481
541

ABAGCCCGAGG
AGGCTCAAGC
CGTGGCATAG
CAGCTGTGCT
AGCTGTGLTG
CAGATGTGGC
ATTTACGGCT
TTATGGGTTT
ATTTTAABAR
CCARGGGACA

AAGCCCGAGE
GAAGCGAAGA
GCTGCTGCGE
AAGAGAGAAG
TTAACGAGCG
AGGGTATARA
GGGEGGGETTA
T

AAGCCCGAGG
TCACACAGGA
TTTTTGETCTC
AATGAGAAGG
ARGGATACTA
AACARAGAMG
ARTAGGCCCT
TETTGGCTCC

AAGCCCGAGG
CCTCAAGTTC
CCCCTGGARR
CTTTAGGGAR
TABATTCCAC
AGGCTTGETTT
TAADATCAAR

AMGCCCGAGG
AACAAGAAGA
CTTAAGCAAG
TTCATGAGTG
AAGAGGRATA
GAACTTGCGR
TARTARCATT
SoTCTTTTIC
TTTATATGTT
A

TAGCAGAATT
ACAGATCTCG
CTAAGGTGET
GGTAGAGGAG
GTAGAGGAGC
AGCGTGTGAT
ARBACGGLCGC
AABARCCCTC
BAACTAGCACC
TGGTCTAGTG

GGGAGCTTGG
AAGACCCGGA
TGGGCAGTGE
AGGAGGAAGC
TGTCTAAGAR
TCTTGCTGTC
GATTAARAGGG

TTGTGTAGAAR
AGGGETAATC
AGGATCACTT
GTGTGATEGA
ATGAGGACAC
ACATTGGTTG
CTARATTTAA
BAGGATACTC

AGACACACTA
CTATBATTCG
ARGGTCAAGS
CATGTCTCTA
TICCTCTTTT
GGGTTTGCAT
CTCATTGTTT

ARRRGGCCAC
AGAGGGCGAA
TCCACCCTGA
ACATTTTTGA
CTCCETCTTC
AGCATGCTGT
TGCTTCTCTC
GGATTTITTT
GCTTGTGATG

CRAGGTAGAT
AGGTGGCACA
AGTTGACETG
CTGETETGGA
TGGTGTGACA
TTGCTARARAT
TCATCCAATT
GCGCGGTCET
GTTAATTGCT
GATAAGACGET

AGCCATGGCT
GAATGCTCGG
CGGATTTGCA
CAGCGGCAAG
ATCTACTATA
TARGCCTGCG
GGATAADATT

GTTGATCTGC
TCATAGGAGG
AATCTGTGAC
ARCTGACTCT
TCARAGRAATG
GAAGTTGETT
GARAGGGETTCC
CTCGEECTT

GGCTTGATAT
ATGGGGATCA
GAARAGTCAA
ARATTGTTCA
TAATTCATTT
AGCABRCAAT
GGTATCATCT

TCCCAAGGCC
GAAGGGAGTG
CATCGGCATC
GRAGCTGGCC
GCGGEGAAGTG
ATCGGAGEEC
TTTCGGCCTT
GGTTCTCTTC
BACCATRAATT

CAAGCATAGA
TGGTAGCTGC
ATAGCACACG
CACGTGTCGA
CGGETGTCGAG
TTTGCCATGT
GCCCGAAGGC
AARCCCACTGA
AADGRAGGTAG
CCACTAGCAG

GCCGECECCT
AGGCACAAGA
TTCCATGAAC
ARGCATCACC
ATCETGTGGG
TGCTTCTTET
TTGGCTTGTT

AAAGARAGTT
TTCGTTATTT
TETCCTTTGA
TCTATAACCA
GAGATGGATG
CAAAAGAGGC
TCTTCCTCTA

GGCCTTTTTC
TTCTATATGG
ATTCTICTTTT
AARRTTGGGTA
TGAATACATA
AGGTGCAGTT
GTATACTCTA

GGTAAGAAGS
GAGACCTACA
TCCAGTAAGG
GCCGAGTCGT
CAGTCGGCCS
ACCAAGGCCG
TCTATATTTT
GATGTCCAGA
CICTESTGTT

TCTCGAGATA
ACACAGATCG
GATCGAGGETG
GCTTGCETGG
CTTGCGTGET
GGCATGGTTT
AATCGARAGTG
ATGTGGGACA
GTGTGCCTCT
GETGGAGECC

TTGCACTGTA
TAGAGGRGGA
BCCRCGRGAR
ACCTCTTCTG
GGGGTETTTT
GTTCAATATA
ATAAACCCTG

ATCGCAATGET
AAATTTACCT
GAARACTTCA
GTGGGAAGGET
CAGGGAGICA
AAGAAGTAAR
GGEGECAGTTC

TAGCAATTCT
GGTTCTAGCA
GGGATGAAGT
TTGTTCAAGE
AAGTTGGCAT
CCRAAARACCTT
GCCTCGEGCT

TCGCCAARGA
ARATTTATAT
CTATGAGCAT
CGARAGCTGGCT
TGAAATTGTC
TCACCARATT
ATGGTGTTTT
AGGGTAGGGGE
TTCTGCCARA

GATTGTGCAC
AGGTGEEATGA
GTTGATGTGG
TGAGGGTGGC
GAGGTGCARG
GATTGGTTAT
AATTACACGA
AAGCATTGCA
TACATCCCAT
TCGEGGECTT

TGAGAAGCAT
GGTCGCTGCA
GARGGAAGAC
AATGCAAATC
TAATGTTTTT
ATATTCCGEE
GGGTGCTTTT

TTGAAMATCA
AATACCTTTT
ARAGGCAAAT
TTAGCCCAAC
GGAAATGAGC
GGATTCATCA
TAGAGGTTAA

TGTAGCTAGG
ATGGETGTTT
COTGGCARAT
AGTCTAGAGC
CCTTTCCTTA
ACGATCACAA
TA

GGGCGETGGA
CTTCAAGETT
CATGAACTCT
GCGTTACACC
TCTTCCCGET
TACCTCTGET
TTTGACACCG
TAATCCCATT
ARDARANAD



>MG2,2

61
121
181
241
301
361

>MG4

61
121
181
243

>MC14

1

61
121
181
241
301
36l
421

>MC13

1
61
121
181
241
301

>MC14,2

61
121
181
241
301

>MC15

1
6l
121
181
243
301

AAGCCCGAGG
TRAACATGCC
TTCCGGCATG
TIGAAGATTT
TCARAGAGGA
TGITTTGTTTC
CTTTTGATGA

ARGCCCGAGE
TTGACAAATA
AGGCGATGCA
AGCAATGTCA
CCCARARARAR

CCLGGCATAA
ATGCGTTICTT
CTTTTTGEGGGE
CCCGGGACAT
GCTGACCCTA
GTCATGGGCA
ACTATCTCTG
ATTGGTGACC

CATACCGTGG
CAGARGTTAT
CRTCCCTTCT
TCATAGATGC
ACTCTCAATT
CTTCTTGGCA

CATACCGTGG
GAARGRAAACAG
GAACTATTTT
TTTACARAAG
TTCARAGACA
ATTTGTGCAA

CATACCGTGG
TCTCCGAAGG
GGACARACTTG
TATGATGTGA
GATCGGGTGT
ADPARABDA

ACTAAGAGGA
AARGCAAGCC
TCAACTTGRA
CATTTCARGT
TAATTAGATT
TACCTTCTAC
ATTTTGTGAG

AGATTACTGC
TAATTTCAGT
AATTAGAARTC
CTTATGTATA
ABRARAADD

CATAGAGGGA
GCATCCCCCA
ACGGCAGGGA
CCCCTTTTTG
GGGACGACTA
ARCTTAAGAA
CTACTGCTAC
ATTTATGCCS

CTAGRAGGCAG
TGCATCALGG
GCAATCCCAG
AMCATTGAGC
GATATCTTGA
ABARARARDD

AGAAARCACA
ATTTGGTAGA
GAACAGAGTA
TTATTTAGAC
AGATGATACT
ARBARDABLA

BACRACAACTT
ACATGARGAR
CTGTGAARGG
ARGARARARTT
ATRATCTTGA

ATGTCTGTTT
TGGEGATAAGT
TACGAACTCA
TTTGAGAAAT
ATCTATGTCA
ACATTTAALG
TACTTACCTC

CCATCATTAR
TGETTACTGARA
CCCATAGTTG
ATAGTATGGA

AGCAAATGGT
GCACGGEGEGE
GCCGTTTGCA
GCATCCTCGG
GGCATCCCCC
CATARAAARA
TGAAMACATA
GG

TTCGTGATAC
CTAGABACCC
ATAGATTTAC
TCTGACCTTA
ATGGTATAGT
AR

TTTGGCARATG
AANTGARATT
TTTCTTTTCT
ARCAARAGTTG
ATTTGETGCTT
A

GCAGTGCAAT
BATATICCGC
ACGTITIGTG
BRACAGATATC
BATAGGRGCA

CAGATGATCT
TCGCATCTTT
TCAGCTTGGA
TGAGGCTTCA
TICTTTCAAG
ATGCCCTTGG
GGGAGCCAAG

ATGCATGAARA
ACTCTATTTG
GCATTAGCCT
CTTATGCTTG

TCCACAGGGA
ACGACATGGG
GCGATGGCTA
GGACGGTTGGE
ATGACGCCCA
ABATTCTGTT
AATAAGTATT

TATCGTAGAC
GGGCAAAAGA
TACAGACTGA
CTGTGAAGAA
TGTGTTTCAT

AGGATTTGTT
GCAGTGTGAA
GATTTAAACT
TATAGGAGTC
TGAARTGTAA

GACGTTTTCT
CAAARTGACA
AAGGTTARAT
TGARGGACGT
CRATAAATCA

GAAGTTTCAC
GTATGGGARA
TCCRAGTGRA
ACTTAGTTAT
ATTTARAGET
TGCTCTTTAC
AT

AGGTCTATGA
GGTARARTAA
TTGTACTCAT
TTTABATCIT

TECETCCTCC
GGATGTTTGC
AGGCCTACGA
GCATCATGGG
GCTATCCCCC
CTCCTTTGIT
TAGTATTTAC

CNTATGATTG
AGGTGAACRC
TGATACAGRA
TATCCAAMGG
GGAAATANTA

TCCTCAATGC
GATTGATTGT
GTTGAATTTC
ATTTGTAART
ATTCTATATA

GARTAGTTCAA
TGTAACAGGC
TTTAGCAGAC
TTTCTGGARG
TGTGGATITTA

CT GAAAGGAT
CAGAATGTTA
TTTTCATGCA
TGTGATGTAA
CCATATTCCRA
A”RDACACATT

TACATGIGTT
ARAGTGCTGCT
GTATTGGARAT
TCITTTGCATT

CACCTGAGESE
CCCCACCCCC
CCTCCCETCC
GGACGCTCAA
ACGGTTEGET
GCTARAACATT
TATCTCTGCT

ANGGCCTRGGE
TTTATGICTC
GGCATATITY
ADACTTTCAG
TATGGTTATG

TAGATATGCT
GAGACAAARTT
GCTTTAATCA
AACCACTCTG
AT TATCARGC

TTTTAGCGGA
CGTGGACAGT
CTCTGAAGGA
ADDMTTTGGC
CTACTGCARA
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>MC16

61
121
i81
241

>MCé

61
121
i81
241
301
361
421
481

>MC7

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
561

>MC14,3

61
121
181
241
301
361
421

>MC15,2

61
121
181
241
301
361
421

ATGTAGTATA
TGTACTTCCA
ARTCAGAGTG
GAGGCTGCGC
TATCTTCCAC

CATACCGTGG
CTTGTTTGGG
TATATAGTTG
GAGTCTCTCA
CGCTCTCCTT
TGCTTTCACT
AGGAATATAT
GACAGAGAGA
ARAARALARD

BAGCCCGAGG
CCGCAGCTTC
ARCTCTACCC
GAGCAGCACT
CATAGAGATG
AACAAGAGAG
ACTTTCCARAG
GTAAGCTGCA
CARACACCAA
GAAGATTTAA
CCCTTGAGAA

AAGCCCGAGG
CCAGAGGACC
AATARATCAT
TCATTATTTT
TGTTGTTTAC
GGGTATGTAT
TTARAGGGLCCT
ARARDADL

ARGCCCGAGG
CGCCTGGGAA
GAAATCGACT
TCTTACTTCET
GTAGCCAAAC
TTTAATATTT
GGRGRATATCC
TTA

TARATTAGTA
ACTACTTGTT
ATGTACAARG
CAACTTCCIG
GGTATGA

ABAGGATCAA
ACTGAARACGT
TTACTCTCAT
ACTCAACTTG
GTGTGETGGET
TCACCCCTAT
TTCCCCTTTT
TACTCRARAC

GTTTTAAAGA
TRAATTCTTTC
TTGRGAGTGT
TCAATTCCAA
GCATTCCAGA
GCGAAGAGAT
ATGGGGGATC
GGTCGGGGGA
ATTATTTCTT
ARTTTGTAAC
TAATATTACC

CCAGAAGGAA
CGATTTGCCT
CCTTATGTAR
CTCTTCAGCT
AGTGCCCATA
GTTGETCTET
ARARTGTAGG

TAAAGARATC
ARATGCAAGA
CCGTCCTATC
ACTGGTATIT
ATTATGACCC
CGTCGGAGAC
ACAARBADAT

CATCTGAAAC
TGCCACTCAT
ADAGCARANG
TTATGAGAAG

GARAAGCTCTC
TTCATTCCAT
TAGATGGAGC
TTCRACTGTT
GAGGTGAAGT
GCAAGGRAAG
CGTTAGCGGC
CTCITTCTTG

GAGAACGAAG
CCACCCTTCC
CACTCTTEGA
ATTAGTAGCT
CGAGGGAAAR
GAGRAGARGC
CGTCGAARAAC
AMRACGACAT
TTGATTGTTT
TAAGTTATGT
ACAATTTCTA

GGGTTEGTGT
TTTCTTAGGA
TGGTAAAGAT
CACCCCGRAT
AGGTAGAGCT
CCCTTGITGY
AGTTCCARGE

TCGAAGRATC
TTTCGTCATC
AARAGETCTCT
GTGTACCCCA
CTTARCCCGG
TGTTCGAGAG
TTCCACGCGA

TCATCAAAGC
AATGTGATAC
GCAAATTCTY
TTGACATCTC

AACTGTGAAD
CTTTTCATGC
CTCAACTTAR
ARGAGAATTG
GAAGAGAGTG
TGGETTCGGGT
AAGGGCARAR
TTGCCAARAT

GAGAGGGGETT
GTGGGTGCCT
GTCCCTATAA
GAGTTGGGETG
GTGGAGGAGG
GCAGAGAAGG
TGATATGGAA
AGAGAGCCTA
TTTATATATA
TTAATCCTGT
CTGGCAARRR

TGATCTACGA
ATGGCGCCAC
TTTAAARRTCA
CIGAAGCCTT
TCTATGTGAC
GCTCTTCAGA
CCTAGAGATT

GAAGAGCGGA
ACGAGCAGTG
CCTGAGRACC
GTACACCCTT
AATGTCCGARA
GCTTTCACTT
GAACAGGATG

CTGGRAGTAT
ATATTCCATT
TCAGAAGAAA
TCTTTTCAAC

ATACTTGACT
CGACTAAAAT
CTTGTTTCTT
AGAGTCAAGA
ARGRATGTTG
ATTGACTTTC
CGCATTGTAT
TAARATTGDA

TGGTCATCTG
TCATGAGTCA
TTGCATGGCC
TGGGAGTTCA
TCGTAGAGCT
TGAAGGAGCT
GCTTTTTCTA
ATCAATGGAR
GARGRATTAA
ACCGAARAGA
AMRARADDARD

CACAAAGCTG
CTGCGCTGTG
TTGCAGGCAG
GATCAGCAGH.
ATTGAACGAT
TCTGATTTCC
TGATTTATTG

TCTTAGTGCC
ATCTAGARAR
CGTGGRCTGT
GTCCAGARATT
ATGCTARAGG
GCCEGCGAAC
AAAGATATAC

ACATGARAGC
TATPGTATCC
GTGCCTTCTG
TGTGTCAGAA

GARCCTTTTT
AGATAGCGAG
CTATTAGATG
GCGCACCACE
TCTGAATTTG
CAACGACATG
TCTGTAATTT
TTCTAARRARA

GGGCTGEGGCA
CTGCGCGATGSE
TCTGCATGCA
GATTTGCCAA
BGTGTTARMAC
AGCAAGRAAT
AGCGAGATGC
GCTGTCATCC
TTACATTTAT
AACACTTGTC

CAGGAATGGT
GTGGAATGTT
GCAGGCCCAG
TATTGCAAGA
TTACATCGAT
CTTAARATAT
GGCAARARAR

CTACTATGAC
GGTGCETCGR
GATTTACTAT
GGTGEECCETT
TGATGCTGTTG
TCCCCCTGCA
CTCCTCEGGC
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1

61
121
181
241
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>MM9

61
121
181
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>MM11

61
121
181
241
301
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481
541

>MM17

&1
121
181
241
301
361
421
481

>MM8

61
121
18l
241
301
361
421

AAGCCCGAGG
TTTCCTTTTIT
CAGAGGGATT
CTGGTCAGAC
ATACATTAAT
GGTGTGAATG

CCCGGCATAA
GTGCCAGTCT
CTCAAAAGCA
GTARTCAGTG
TTAGRAGATG
CAATGGGTGT
TTACARAAAT

CCCGGCATAR
AGATATGCGL
GTTGCCTRAT
GGAGAGAGCA
ACTGCTTTTA
TTTATTATAY
TACTTTTTGG
TATGGGTGGA
BAACTGTATGG
CCTGTGAGAT

CCCGGUNGAA
ATCTCCATCA
TGTTGAACTT
TGTACAGGAA
GCTGTGOTTT
ATGTTAGGAG
GECAGGTACC
TTGEGCTTTT
CCAAARBARAA

CRTACCGTGS
ABCACAATTTG
CETGCGGETT
GAAAGTTGAG
TACCGCCATA
BAAAGATTTET
BLAATGTTAAT
HTTATCATTT

ATTAARGCGGA
AACGTTGTTG
GGGGAGGCCT
GATTTCGTAR
TGATCCGGTGE
GTTTATTTIT

TGGCAATAAR
GTGTACATGG
TGGGARAGGCT
GAATGCGGAG
GACTAAAGCT
AATACTACCC
TATGTGAATA

AATGGAACTT
CTACTACGTC
ACTTTGAGGA
GAARACAATTT
GCAGTCTTGT
GTGATATAGT
TACRGTGCAR
TGGATATCTT
GGGTTGCTCT
ATTTGCCA

TAGATTGTAA
GTCACAAGTC
GAATAGAGCA
GGGAATTGTIT
GCRCACRATT
TCARATGGAT
TCTTETTATG
TTAGCCTTICT
ABADDRA

CTTGTTGARA
ACACTCGACC
GTACTGARGA
GCCCATAGAT
GATGCGACTA
GGGATTTTTG
AACTTAGTGG
GTGTGCAGCA

TCCACTTGCA
GGTATCTGTT
TAGGGTTTCC
GATTTTTGAT
GAGAAATAGG
ATTCACGCGET

GGCAGAAGAG
ARCTTATCTG
TCATATCCAC
CAGCTGTGAA
CTACCAGTCT
ARATATTTTG
GGGGTGCALCC

CACCAAGTTT
TCCATTGAAG
GCABRACTATT
ATGTTGACAT
TGTTAGTCAT
TTATTCTACA
CCTGGATGET
CCTTTCTCTT
GCATATATCT

CGTTCIGAAC
AAGAATATTA
TGGGAARCAA
ACAGTCAAGT
TTCGCTCATC
TGRGCCTTTT
TACATATGGG
GAGATGTTTA

AGTACATGAR
ARATCRATGA
TGRATGCCAC
GCTAGACTAT
TGTTTTTCTT
TTTTTTACGA
AGTGCATGAC
TATARTACTC

ATTAGGGTAA
TTAGTTTCGG
GTGATTTTGA
AATTATTATT
AAGAABRRATG
TGGATGGCAA

TTGTTGARAC
AAGCATTTGA
TTTGCARCGG
GTTGTCATAC
GABAATGGGGE
CARARGTTAC
CACTTTTTAR

TTGGTGGACA
ATTGAGAAAG
GTAGCTTTTC
GATTCTAGTT
TGAGAATGARA
TCTTAATAAG
TTCTCARGGE
GAATCCACTC
GGABAAGATT

CTGATCRGGA
CAGAACTCAC
GGAAGATTTT
ATTTATATTT
CTCTARATGA
GTCTCTGOCT
CTCTACTCAA
TTCGATCTGA

ARRGGAGATC
AGCATTCCAT
TTCAGGARAT
GTTTTCCTCG
CAATGACGGA
ACCTTGTATA
AAATGATGCT
ATARATTGGCA

ATTTTAGAGT
GTAGACTGIT
CTTCAGGCCT
ATGACAAARAT
TGAGAAGCGA
ABAADARRAR

CCATCTCCTC
AGTCAATTAA
GTCTAGCCAR
ATTTGGATGT
GTGATTTTAG
AGGAGATTCE
GTAGGAAGCA

ARGATGGARR
ATATAAAGAR
TATTTGARAR
ACTAGTAARA
TATTACTATT
GGGGATTATT
AGGATGAATG
TGGGATTCCT
TTTAAATTCA

ACTGCTTATT
ARCATTCAAT
GAGGTTTGIC
TTCAGGGAGA
CTCTTGGAGE
ARTGGTCTTA
GGGCARCAAR
TACCAAGGTT

AAGGETGGAIG
CTGATGCATG
CTTTAACTCC
GGGCGAGGGAR
AATATGACTC
AAATGANBAT
TTAGAGCTCT
ARARRRARAAL

TTTTGTTTCA
GGGTTACGAR
CGACATGECT
GCTTATATGT
TGCACTCTTT
A

ANGGGAAGAA
ADAGGAGEEC
GCEAGGGLGET
GCAGARGTAT
CT GAAGGTAG
GAAGAMAMAG
Fy

TGTGATTGAG
GCTATTGGEGA
TAGTATTGEA
GAGATTGICC
GC T TAGATGT
ATGCTTTITG
TTAATITTTG
AT TTTAGAAA
CADARAATGET

CCGTGTGTAR
CG YT GATTGGA
CAGTCCTTTT
TT T GTAAARCT
CAACRARARCC
GT*TTCTGTAR
CT X TTTGCCC
TATTTTCTTGA

AGTTACATTAC
GTCEGGAACTG
AT I'GAATTTT
ARTT ATGACTC
CAGGGGAGETA
CAIGGTTGEC
GT LT ATATATT
AR
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>MM3

61
121
181
241
301
381

>MM1

61
121
181
241
301
361

>MM11,1

61
121
181

2471

>EM3

61
121
is1
241
301
361
421

>EM11

61
121
181
241
301
361

ARGCCCGAGG
CATTGTAAGA
GTGTATTCTT
TETTTAAGGC
TTTGAGCTAD
GCTTACCGGA
ATCCCTCGGS

ARGCCCGAGS
AGGTGGTCAC
GAGGECGGAAC
ATGGAGATAR
CTTTTGAGTA
TCAACCATAT
CARAARDARARL

AAGCCCGAGG
CGGATTCCTT
GTGGCCCGAG
TTTTCTGCGA
CTCGGGCTTA

CCCGGCATAR
TTTGTTGAGT
TTGAGTTATA
GTTTTATAGS
GTAGGATITT
TTATGAATGA
GETTAAGTCT
ITTCAATATG

CCCGGCATAAR
CCTACGTTTG
CTCGGCCTGC
GCTGAGGATG
TGTITTATTTA
TCCATGTAAT
ARACACGCAT

ACCCAGAACC
ATGGTCTCGE
ACCGACTAAC
TTAAGAAGGC
TTTGCCGCCA
ATARGGTTTG
CTTA

GGGAATACHT
AGCTTTAACA
TGCTTTTGAR
CTTGGATCAR
TAGCTATGGC
CTAGTAAATA
ARRAAR

GGAAGATGGEC
TGCGEGETTCC
GGGAAGATGG
ACAGCGGCTG

ATGGCAGARAG
TTTATTGGTG
TAGGTGATTIT
TGATTTTGTC
AAGTACGATT
GTTTTITCAT
ATCTATCTAG
TAGTAGGAAT

TAGTCACCGEE
GAGCAATGTT
CAMATGECCCT
AGARACACTGC
TCTATARAATA
BBACAGGCAT
AGGTTTTAAT

TGTTTCCAAT
GGCTGGEETA
ATGGAGCTAC
AGRABAGCTC
AATARCCARC
GGACTTGTTC

GACAAARATA
ATCATCACCA
TCCARGGETG
ATTCCGAGTTT
CATGCGTGTC
AATRARACHA

ATTTTGCCTT
TACCGCCGGEC
TITGETGCCTT
GCTTATACGA

CAAGATGGTG
GTTTCCCTCT
TGTCTTATGA
TTATGATTTG
TGGTETAGGT
TATGCTAGTAG
TTTATGRAGG
AACAAAATCA

CATGGRAAGTC
GGETGTCTGEE
GGATGGGTCT
ATCTGCTTAA
GAGTTTGCTT
AGTTTTTAAT
ATBATGATTG

GATTTTTGGA
GTACTTGTTG
ATGAACAATE
GGTATTAAAC
AAGTGTTGTG
GAATCCTTCA

RAAGGGAACGG
ATGTTAAGCA
ATGGAGAGGT
TCACATTCCA
TGEETGGTGG
GAATGGCTAT

TGGAAGCCTE
GCGAACGGCT
CTATTCGEGETT
GTTGTCETTC

GTTTCCTETT
TTTGTTCTAT
TTTCTTGTAG
TTGTAAGTAG
AGGCATAATT
GAATAACAAA
GGAACATTTT
TCEEEGEAGAR

GCCGAAATTG
CAGAAGGCAG
TTGAATGTGC
TTTCTATCCT
TTACTATGTA
ATARTGATTG
GGA

AGCTCTTCTY
CECCTTCTGE
CAGCCGAGTA
AGTTGCAGAT
CAARGCAACA
CAGCCITAMAG

TGGGACCTAT
ATATGGTCCC
TGTTGGTTTC
CGTTTAGAARA
TATCTTITCC
GGCCATGTGT

TATCCTGACT
TGGCTTGTTA
GTGTGCTTGC
GGGTCGGACT

TTATTAATTT
TAATTTTAAA
GTAGGCTTAA
GCTTAATITC
TCCATARATT
TCATGGGGAG
TCTGAATTAT

ATGGCGCTCC
CRACATTTGGC
AGCAACTAAC
TGTGATGGCG
GGTATTGCCTG
GACCTTCGAT

TGATGETGCC
AGAACAGAAG
TGAAGCCCTA
ATTCAGCGAT
CTATTTGAAR
CGTGCAGACC

GCTGGETAACC
TACGGTATTGE
CATGGACGAR
CATATCCTAG
TATGTCIETG
GTCIGCTETTG

CCGTATACGT
GCGETGCEECE
TTCCATTTGGE
GAACCTTGGC

TARATTCAAG
TTCAACTTTG
AGTTTGCITAR
CTTAAARTTAA
DBATTTCTGAA
AAGTTGGEGCT
GAATGAGTTT

TCGAATGGGC
ACTGRAAGCT
TTTGGCTTCT
GCGTACAATT
GACCTTCGAT
TCCATGTAAT
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61
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61
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1
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241
301
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1
61
121
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361
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>EMS35.2

61
121
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CATACCGTGG
AGAGCAAGAR
GAGARTGAGA
CCTCAACCAA
AACGAGCATA
TGTAATCTTT
ATGAGGTTTA
AGGATAGCAG
TGACTTTGAT
CATTGCATCT

CATACCGTGG
TGAGGAGCTA
ARTATGAGAT
TTTGRATGGA
ATACATTTTT
GTAARTTCTT
TCATCTTATC

CATACCGTGE
TGAGGAGCTA
AATATGAGAT
TTTGAARTGGA
ATACATTTTT
GTAAATTCTT
TCATCTTGTC

CATACCGTGG
CGAGGTCATA
TACGTACGTA
GTTTGTTTIT
TACGCGTGCC
ATATAGGTAG
ATTATTATGT
AGAGTAATTIG

APGCCCGAGG
GCCAARACCTA
GCCGCTATAC
GTAGCTARGA
CCOTGCAACGA
GTTAAAAAGA
TAARTTATCT
GACATGTAAT

AARGGAGACA
AGCAGGCGTA
GGCTTAAADAR
AGCATACTCT
ATTCCTATAL
TTETATCTCY
TEACCTTAGG
BACCAGAAGA
GCCATGCCAG
CTTGTGGTCC

CCATAGTCCT
GGGAGCTGCA
ATACATTATA
CAACATCGCAG
TGGETCATCTA
TGCTGTGTAT
ACCAGTATTA

CCATAGTCCT
GGGAGCTGCA
ATACATTATA
CABCATGCAG
TGGTCATCTA
TGECTGTGTAT
ACCAGTATTA

CGTGCTACAA
TARAGAAGRA
ACGGAGGACG
TTAATAGAGG
CTGCACCGCA
GGTTGTTTCT
ATBAATATTY
TGGCCARRAAA

CCACCAMAGT
AGGCGAAGCC
CTCCCACCAA
AGGTAGAGAR
AGCCCGTCAA
CCCCCARRAAA
TCACAGCTGA
TGAGCATTTT

GARGAGRATG
CRACAAACGAG
GCAGCAGTTC
TCGGAGGACC
TTTTCCARAG
ATTCAARCTG
ACGGATCTGA
AGCTATACAC
AATATGCCTA
AGGATGACCT

GTTTATGACA
ATTGARRCTTT
ATTGTTATTA
ATTTCATATG
TGATGCICTT
ACARTTLCTC
TGGARTGGAA

GTTTATGACA
ATTCAACTTT
ATTGETTATTA
ATTTCATATG
TGATGCTCTT
ACAATTCCTC
TAGAATGGAA

GGGATTTAGG
CTGTGATGGT
AGAGATTTTT
TGGAGTCETA
GGGATTGTAA
RACTAGTGGA
GRATGTAATG
AAARRRRA

AGCGARGCCC
AARGTCTGCC
GGCGGCTAAG
GGCACCAGCT
GAAGCCGGCA
GGTCRAGAAG
CARTATCATGT
ATACCTITTGC

ATCAAGAACC
CTGGAGAATG
CTGGAGARAC
ARCECTGCTT
GGCTTCETGE
ATAAGCTATG
AGATTATTCC
GTTTTGRAGT
CARAGTCTCTG
AR

GGTATCGCAG
TGARGTATCA
TGCCTTTTAG
ATGGTAATGA
TGACTCTTTG
CCTRAATTCG
TTTTGTIGTG

GGTATCGCAG
TGAAGTATCA
TGCCTTTTAG
ATGGTAATGA
TGACTCTTTG
CCTAARTTCG
TTTIGTTGTG

GATCGAAGTC
GTCGACTAGA
ARTCCATTTT
CGTTGGAACT
GTGGCTTATT
GCCGTGACCS
CCTATATATA

CTCARRGCTC
GCTAAGRAGA
GTCTCTARAG
ABADAGGTGG
AAGAAGGCGES
TGACAGAATG
GCATTCGCTA
CARAAARAAA

GCGAGTCGGC
AGGTGATGCA
TGCTGCCTIC
CTTTTTGAGA
CACAGTTCCA
TAGTCCTAGA
GGAGCATTTA
TTTGGCATGET
CATGCTACAC

GCEATCGCCA
TGCTGTTGAL
TGTTAGGATG
CATTGACTAG
AGTTTTTCARA
CACTATGAGC
GGCALAANAR

CCGATCGCCR
TGCTGTTGAA
TGTTAGGATG
CATTGACTAG
AGTTTTTCAA
CACTATGAGC
GGCCAAAARA

GTATTCAGAG
CGGGTGAGTA
TCCTTGCCTT
TGGARGGGCT
ATTATGTTAT
GGGCTCTGGA
BAAARANCAG

CTGTCAAARA
CAGTGTCTARA
CTTCCARAGA
CCGCCCCTAA
CTGTCCCCAA
GCGGCTCTAT
TGETETTTTAG
AARAA

TGCTCGATCA
GCTGARAGAG
TATACCACCA
TGESGETTTETA
CTAGTGETACC
GTATTTGGAG
CCAATAATGT
AAGAMGACGCT
TGTAATTCAT

ACAAGRCGCT
GGGCCATTTC
ARDBATTCTGT
CGAAMLATTA
AATCACTTGT
AT ACRATGT
AMDDDE

ACHAAGACGCT
GGGCCATTIC
AARDATTCTICT
GGAAARATTA
AATCACTTGT
ARTACAATAT
A”PADAND

CCCTGGGAAT
TG TACTTICC
TGSETTTTCEC
CT GGGCACGT
ATATARMATAT
TGAATATCGCA
TTTAATCTIGT

GCCCECTICT
GCCCAAGGCT
TGTGCCCGCA
AADGGCGETT
GCCGARAAGTCT
CTT"TCACGTG
TTAAGATICA
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>EM6

>EMS

61
121
181
241
301
361
421
481

ARGCCCGAGG
GGARAGAGTA
TCTACCARAC
AAAATCCTGET
ARAGGAAGTA
CGAAGTATTG
TGACTATATT
GAGCATTTIC
TTTATTGCCA

ATTATAAAAA
CTACTAARARC
GAAATAATRA
CTCARAAGAG
ACTAGTGTCT
GAGATATGAA
CTCAAGTCAG
TEGECTCCTTT
AARDADDARR

TARGARRGGA
AGRATAGTTAT
GGGAGTCTCT
AAAGGCTTCT
GTTAGGATTT
CTCARACARCRG
ARTTTGCATT
TTGGTACATA
ARA

AAGCAAGGGG
AADARAGGAR
AGTAAGCGAT
GCAGGGGCCA
CATGTCATTT

GAGATCAAGG
AATTCGGTAA
CTGGTGGRAG
CACGTGCAAA
GAGTTTTGTA

AATGTGAGAZA AAGACCGTTT

TATAGCCATG

ACGTCTECTT

CTCTGTTATG ACAGTTAAAG

TCAGCAACCT
AAGCATGCAT
TATTGCAGAT
TAARMAGRGA
ATATARTATTT
ARATGCACTGG™
GGTARAATGCA
AGARTAATTT

-1 ARGCCCGAGG ACATTGGAAA CCTCATGAAT CTGGAAGAGC TCAATATCAG CAGCRATTTC

61
1z21
181
241
301
361
421

AATGCTTTCS
CTGAGTTACA
CATCTCRAAGG
GTCGARGCCE
GGCCATAAAL
TAAGAARMAAT
ACGTGGGETTT

TGGCTCTCCC
ATCAGATAAG
TGGACGGCAA
TGAGGGAGTT
GTTTGTTGAC
GTGGARATATG
TCGTTCAGCT

GGAATCGATA
TGECCCTGCCG
CCCTCTIGETG
CATGGCCCAG
GAAGTTAGCG
GAATTGAAGAR
CCTCCTCGGG

GGCGGTCTGET
GATTCCTTCG
GTACCTCCGC
AGGTTGCACA

GCAGTCTCAG
TGGGTCTGGA
TARAAGTGGET
TARRAGTACG

AGGGGAATCA AATGGGGTAA

GTATTGGEGTA
CTT

CCGTTCGTTG

AGAGCTGGAT
ARATCTTCGA
BGARATCGGC
GACCCGTEGA
AARCGTAARCCG
GAGGAAGAAR
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