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1. INTRODUGAO
1.1. As proteinas das sementes e sua importéncia

As proteinas das sementes sdo muito importantes do ponto de vista econdmico
e nutricional, e foram umas das primeiras proteinas a serem isoladas e carac-
terizadas. Estas proteinas sdo sintetizadas em grande quantidade durante a
embriogénese e armazenadas nas sementes de uma maneira estavel e por longos
periodos de tempo, n&o sendo detectadas na fase néo embriogénica do ciclo de vida
da planta (Goldberg et al., 1989). As proteinas das sementes séo codificadas por
familias multigénicas que variam em tamanho, organizagdo e localizagio (Cazey et
al., 1986).

Uma grande parte das proteinas encontradas nas sementes € representada
pelas proteinas de reserva. Durante a germinagéo, estas proteinas séo réapidamente
hidrolisadas por enzimas sintetizadas nas células da camada de aleurona para
fornecer nitrogénio e carbono, necessérios para o inicio do desenvolvimento da
plantula (Higgins, 1984; Edwards e Coruzzi, 1990).

O estudo dos genes que codificam as proteinas de reserva tem fornecido muitas
informagdes sobre o processo de expressao génica nas plantas superiores por 2
razdes principais:

- estes genes estdo envolvidos em processos muito particulares do ciclo de vida
da planta.

- seus produtos sdo codificados em grande quantidade e em periodos bem
determinados do desenvolvimento, o que facilita o estudo e manipulagéo a nivel
celular e molecular (Goldberg et al., 1889).

Assim, devido & sua alta expressio, bem como a sua contribuigdo a qualidade
nutricional das sementes, as proteinas de reserva e seus genes tém sido estudados
em vérias espécies, e atualmente representam um importante sistema para estudos

da expressao génica diferencial.



1.2. Acimulo de proteinas durante o desenvolvimento
1.2.1. Desenvolvimento da semente

Nas gramineas em geral, apés a fertilizagéo, todo o ovério se transforma em um
fruto conhecido como gréo ou cariopse. O gréo ou cariopse € o Gnico érgao em que
sao encontrados 3 tecidos com diferentes dotagbes genéticas, devido ao processo
caracteristico da fertilizagdo (Heidecker e Messing, 1986; Raghavan e Olmedilla,
1989).

Durante a maturagao do ovério, ocorre a diferenciagdo de uma célula progenitora
do saco embrionario. Esta célula, apés um processo de meiose, produz 4 células
hapldides. Dessas 4 células, apenas uma sobrevive e, a partir de divisGes mitdticas,
da origem ao metagametdfito, formado por 8 células pouco diferenciadas. Dentre
estas células, 2 se destacam: uma delas € o dvulo, que se localiza na parte por onde
o0 tubo polinico entrard no ovério; a outra é uma célula central com 2 nlcleos
haplbides. Através de um processo de meiose ocorre a formagéo de esporos
hapldides nas anteras. O gréo de pdlen forma-se a partir de células derivadas dos
esporos e nele s&o encontradas 2 células espermaticas e uma célula do tubo
polinico.

Na polinizagao, quando o gréo de pélen é depositado no estigma de um ovario,
ocorre a formagéo de um tubo polinico que se estende do gréo de pdlen ao ovério.
No ovario sdo depositadas as 2 células esperméticas do gréo de pdlen e, deste
modo, ocorre a dupla fertilizagdo: uma das células esperméticas se funde com o
4vulo dando origem ao embrido; a outra célula espermética une-se a célula central
contendo os 2 nlcleos hapldides, formando a célula tripldide que daré origem ao
endosperma.

Na cariopse sdo encontrados 3 tecidos diferentes que se desenvolvem a partir
de células com diferentes dotagbes genéticas. A parte mais externa, o pericarpo,
origina-se de células dipldides maternas que circundam o saco embrionario. O
endosperma origina-se da célula tripldide formada a partir do segundo evento de



fertilizagdo e possui 2 conjuntos de cromossomos maternos e um paterno. O embrido
possui um conjunto de cromossomo materno e um paterno, e é a Unica parte da
semente que, em condigbes apropriadas, se desenvolve em uma planta madura. O
endosperma e o pericarpo séo tecidos terminais e limitados a semente.

O desenvolvimento da semente ocorre de acordo com uma sequéncia de
eventos bem definidos, que podem ser divididos em 4 fases (Hauxwell et al., 1990):

- divisdo celular

- expansao celular

- maturagao da semente

- dessecacgdo e dorméncia

A sintese das proteinas de reserva e amido inicia-se na fase de expansao celular,
sémente ap6s a fase inicial de grande divisdo celular. Neste periodo, ocorre uma
intensa atividade biossintética nas células do endosperma e, deste modo, é
acumulada em pouco tempo uma grande quantidade de proteinas e outros produtos
de reserva. Durante este periodo observa-se um grande aumento no peso fresco da
semente. Conforme vai ocorrendo a maturagdo da semente, a sintese das proteinas
dereserva cessa, e ataxa de aumento de matéria fresca diminui (Dure, 1975; Higgins,
1984). A semente comega, entdo, a entrar na fase de dessecagdo. Na maioria das
sementes, a dessecagao termina a fase de maturagéo e conduz a um estado de
dorméncia, até a germinagao. Este periodo de desidratagdo tem sido apontado como
sendo muito importante nas atividades celulares, estendendo-se de um processo de
desenvolvimento, & germinacdo e crescimento (Bewley e Black, 1985; Kermode e
Bewley, 1986; Kermode et al., 1889).

Na fase onde ocorre grande sintese de proteinas de reserva foi observado um
aumento de DNA no nicleo das células do endosperma. Kowles e Phillips (1985)
observaram em milho que o acimulo de DNA nas células do endosperma atinge um
nivel maximo por volta de 14 a 18 dias apds a polinizagéo, o que coincide com o
estagio onde ocorre a maior taxa de sintese de proteinas de reserva. De acordo com
os mesmos autores, apds o periodo de méxima sintese de proteinas, o nivel de DNA

comega a diminuir e, aos 22 dias ap6s a polinizagéo, representa aproximadamente



metade do méximo observado. Nao foram feitas determinagdes do nivel de DNA
ap6s o periodo citado acima, mas provavelmente este nivel decai durante a
maturagdo. Segundo os mesmos autores, o alto nivel de DNA pode ser devido a
processos de endoreduplicagéo (politenizagdo). O aumento de DNA dos genes das
prolaminas no nucleo das células do endosperma, no mesmo periodo em que ocorre
a maior taxa de sintese dessas proteinas, justificaria o grande aumento nos niveis
de mRNAs das mesmas. Ndo existem evidéncias de que ocorra uma amplificagéo
génica seletiva. No entanto, ndo podemos afirmar com seguranga que este processo

ndo ocorre; mais trabalhos precisam ser feitos para esclarecer esta questao.
1.2.2. Classificagdo das proteinas das sementes

Os primeiros trabalhos desenvolvidos com o objetivo de classificar as proteinas
das sementes foram baseados no critério de solubilidade diferencial, usando a
técnica de extragdo sequencial descrita por Osborne e Mendel (1914). De acordo
com este critério, as protei’nas das sementes foram classificadas em:

1. albuminas, solUveis em agua;

2. globulinas, soltveis em solugdes salinas;

3. prolaminas, sollveis em solugdes alcodlicas;

4. glutelinas, sollveis em solugdes acidas ou bésicas diluidas.

A subsequente introdugéo de novos procedimentos para separagao de proteinas
e analise de aminoacidos, resultou em modificagdes dos solventes de extragéo, e
também nas condigbes para se obter fragbes com um minimo de contaminagao.
Atuaimente, as albuminas e globulinas sdo extraidas em uma mesma fragdo, em
solugbes salinas; as prolaminas sdo extraidas do endosperma dos cereais em
solugbes contendo 70% de etanol ou 55% isopropanol e mais um agente redutor
como 2-mercaptoetano! (2-ME) (Shewry et al., 1980). A extragao das glutelinas em
solugdes alcalinas resulta em denaturagdo e degradagéo parcial das proteinas, o
que torna as anaiises eletroforéticas dificeis e até mesmo impossiveis de serem
realizadas. Deste modo, alguns procedimentos de extragao foram desenvolvidos
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com o objetivo de facilitar a andlise desta fragéo e, entre eles, a incluséo de tampdes
com pH alto e contendo SDS (Moureaux e Landry, 1968).

De acordo com Shewry e Miflin (1985) e Shewry et al., (1986), as pfotel’nas
presentes nas sementes exercem diferentes fungbes e, assim, podem ser clas-
sificadas em:

1. Proteinas metabdlicas: Estas proteinas estdo envolvidas no metabolismo das
sementes e sdo constituidas principalmente por enzimas. Na fragéo das albuminas
e globulinas é encontrada a maioria destas proteinas.

2. Proteinas estruturais: Boa parte das proteinas encontradas no endosperma
pertence a esta classe. Como exemplo podem ser citadas as proteinas ribossomais,
algumas proteinas do reticulo endosplasmético e glicoproteinas das paredes
celutares. Na fragdo das glutelinas s&o encontradas algumas destas proteinas.

3. Proteinas de reserva: Estas proteinas se acumulam em grande quantidade
durante o desenvolvimento da semente, ndo possuem atividade metabdlica, e sua
principal fungdo é fornecer nitrogénio, carbono e enxofre para serem sub-
sequentemente usados durénte a germinagao.

Em muitas plantas dicotiledéneas, as principais proteinas de reserva séo as
globulinas. Estas prcteinas sdo sintetisadas principalmente nos cotilédones do
embrido em desenvolvimento (Derbyshire et al., 1976).

Nos cereais, as principais proteinas de reserva séo as prolaminas, representando
aproximadamente 50% das proteinas que sdo sintetizadas no endosperma das
sementes. Aveia e arroz sio excegles; seus endospermas contém pouca quan-
tidade de prolaminas (5 a 10%), e as principais proteinas de reserva nestes cereais
séo as globulinas. O nome dado as prolaminas baseia-se no nome da espécie e
assim, as prolaminas do milho (Zea mays) séo chamadas zeinas, as do Coix (Coix
lacryma-jobi L.), coixinas.

As prolaminas apresentam um alto teor dos aminoécidos prolina e glutamina, dai
a denominagéo prolamina. No entanto, o teor dos aminoé&cidos essenciais lisina e
triptofano é muito baixo, e isso reduz a qualidade nutricional dos cereais que contém
alto teor de prolamina. As prolaminas encontram-se geralmente agregadas, forman-
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do complexos de alto peso molecular insoliveis em &gua. Nas sementes, estas
proteinas encontram-se depositadas nas células do endosperma em pequenas
organelas (de 1 a 20 um de didmetro) chamadas corpusculos proteicos (Higgins,
1984).

1.2.3. Sintese e deposi¢ao das prolaminas

As prolaminas s&o sintetizadas nas células do endosperma dos cereais entre 10
e 50 dias ap6s a polinizag&o, por polissomos associados &s membranas do reticulo
endoplasmatico rugoso. As prolaminas recém sintetizadas atravessam as
membranas e depositam-se nas cisternas do reticulo endoplasmético, que véao se
tornando distendidas e eventualmente se destacam para formar os corpdscuios
proteicos (Burr e Burr, 1976; Brandt e Ingversen, 1978; Payne et al., 1986). Os
corpUsculos proteicos comegam a aparecer nas células do endosperma logo apés
o inicio da sintese das proteinas e vdo aumentando em nimero e tamanho conforme
ocorre a maturagao da semente (Larkins, 1981; Larkins et al., 1384).

O local da sintese das prolaminas nas células do endosperma dos cereais €
também o loca! da deposigédo dessas proteinas. O Unico passo do processo de
transporte intracelular envolvido na deposigdo das prolaminas é a translocagao
cotraducional dessas proteinas através das membranas do reticulo endoplasmatico
rugoso. A translocagéo é possivel devido & presenca de um peptideo sinal na
sequéncia amino terminal da cadeia de polipeptideos que esta sendo sintetizada.
Este peptideo sinal permite a passagem da proteina através da membrana e €
removido por atividade proteolitica antes mesmo da cadeia de polipeptideos estar
completa (Blobel e Dobrestein, 1975; Kreil, 1981).

A presencga de peptideo sinal tem sido observada em proteinas de reserva de
muitos cereais e também de leguminosas. As sequéncias correspondentes aos
peptideos sinal foram deduzidas através de anélises de clones de cDNA e gendmico,
e também pela anélise de tamanho dos produtos da tradugéo "in vitro", muitas vezes
incluindo-se membranas microssomais para mostrar a clivagem dos precursores
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(Matthews e Miflin, 1980; Beachy et al.,1981; Higgins e Spencer, 1981; Donovan et
al., 1882).

Um dos primeiros trabalhos em que ficou demonstrado que as proteinas de
reserva sdo sintetizadas como precursores foi realizado em ervilha, através da
tradugao "in vitro" de RNAs isolados de polissomos associados as membranas dos
corpUsculos proteicos. Os produtos da tradugéo "in vitro" continham sequéncias das
proteinas de reserva, mas eram maiores que as proteinas nativas (Higgins e Spencer,
1977). Com o aprimoramento das andlises, foi demonstrado que os precursores
poderiam ser processados e passariam a ter o mesmo tamanho que as proteinas
nativas, colocando-se membranas microssomais de cotilédones de ervitha ou
mesmo de pancreas de cachorro nas reagdes de tradugéo ‘"in vitro" (Higgins e
Spencer, 1980; 1981). Deste modo, parece haver um alto grau de conservagéo neste
passo, pois tanto microssomos preparados de cotilédones de ervilha quanto os de
pancreas de cachorro processaram os precursores das proteinas de reserva de
ervilha.

Burr e Burr, (1978); Wienand e Feix, (1978); Torrent et al., (1986) demonstraram
que as zeinas, prolaminas de milho, sdo sintetizadas como precursores, através de
traducdo de RNA em um sistema de tradugdo "in vitro". A inclusdo de reticulo
endosplasmatico de milho nestes sistemas convertia o precursor ao seu tamanho
final (Larkins e Hurkman, 1978; Burr e Burr, 1981).

A presencga de peptideo sinal também foi observada em prolaminas de cevada
e sorgo quando mRNAs dessas proteinas foram usados para estudos de sintese "in
vitro" (Cameron-Mills et al., 1978; Weber et al.,1980; De Rose et al., 1989).

Larkins et al. (1979) demonstraram que a sintese e o processamento das
prolaminas de milho podem ser feitos injetando-se mRNAs de zeinas em célula
animal. Os autores injetaram mMRNAs de zeinas em odcitos de Xenopus, e verificaram
que os componentes das zeinas foram sintetizados, processados e secretados em
vesiculas membranosas de uma maneira muito eficaz.

Apesar das prolaminas serem sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso,

ocorrem variagdes com respeito ao transporte e deposi¢do nos corpusculos
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proteicos. As prolaminas de miho, arroz e sorgo séo sintetizadas no reticulo
endoplasmético rugoso e depositadas no limen desta organela, onde formam os
corpusculos proteicos (Larkins e Hurkman, 1978; Taylor et al., 1985). No caso do
trigo e cevada, as prolaminas s&o sintetizadas no reticulo endoplasmatico rugoso e
daf sdo transportadas, provévelmente pelo sistema de Golgi, a vacuolos, formando
os corpUsculos proteicos de origem vacuolar (Kim et al., 1988). Em arroz, onde as
principais proteinas de reserva sdo as globulinas, sdo observados 2 tipos de
corpUsculos proteicos. Alguns sdo de origem vacuolar e outros séo formados de
membranas do reticulo endoplasmaético rugoso. Através de técnicas
imunocitoquimicas, foi demonstrado que as globulinas estéo depositacas nos
corpUsculos proteicos de origem vacuolar, enquanto que as prolaminas, nos
corpUsculos proteicos formados pelas membranas do reticulo endoplasmatico
rugoso (Bechtel e Juliano, 1980; Tanaka et al.,1980; Krishnan et al., 1986; Takaiwa
et al., 1886; Lending et al., 1989).

1.3. Regulagéo da eXpresséo dos genes das proteinas de reserva

A regulagéo da expresséo dos genes das proteinas de reserva apresenta alguns
aspectos caracteristicos e muito interessantes:

- A expressdo dos genes destas proteinas é regulada temporaimente durante a
embriogénese; o acimulo dos vérios produtos génicos ocorre de acordo com o
estagio de desenvolvimento da semente, mostrando uma cinética sigmoidal,
relacionada com o aumento de peso seco e com a fase de expanséo celular (Dure,
1975).

- Estas proteinas encontram-se distribuidas de uma maneira bem definida,
gualitativamente e quantitativamente, nos tecidos da semente. Nos cereais, as
prolaminas s&o encontradas exclusivamente nas células do endosperma, enquanto
que as globulinas s&o encontradas no endosperma e, principaimente, no embriao
(Dierks-Ventling e Ventling, 1982).
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- Além do controle temporal e tecido especifico, alguns fatores ambientais e
genéticos também influenciam a expresséo dos genes das proteinas de reserva. A
sintese destas proteinas é influenciada, entre outros fatores, pelo nivel de nutrientes
minerais disponiveis no solo. A sintese das prolaminas de milho aumenta, em
consequéncia da aplicagdo de fertilizantes nitrogenados. Em milho, cevada e sorgo,
tém sido identificadas algumas mutagdes recessivas que reduzem a sintese de
prolaminas. Devido & redugdo das prolaminas, a qualidade nutricional das proteinas
dos mutantes é melhor, pois a concentragdo relativa de aminoécidos essenciais,
principalmente lisina, aumenta. Em milho, um dos mutantes mais bem caracterizados
é 0 opaco-2 (0-2), que reduz a sintese de zeinas em aproximadamente 50% (Mertz
et al., 1964; Kodrzych et al., 1989). A classe mais afetada pela mutagéo é a das
a-zeinas; a a-zeina de 22 KDa é drasticamente reduzida, sendo detectada apenas
em niveis bem baixos (Kodrzych et al., 1989). Foi demonstrado que o gene O-2
codifica uma proteina que se liga a determinadas regides do DNA, regulando
especificamente a sintese da a-zeina de 22 KDa (Lohmer et al., 1991). Os niveis de
mRNAs das prolaminas é reduzido nos mutantes e, assim, parece haver uma

regulagao a nivel de transcrigéo ou pds-transcrigao.
1.3.1. Regulagéo transcricional e pés-transcricional

A observagao de que existe uma relagéo entre os niveis de mRNA e a taxa de
sintese de cada uma das proteinas de reserva, indica que a sintese destas proteinas
é controlada, a principio, a nivel de transcrigao.

Os niveis de mRNAs presentes na semente durante o desenvolvimento podem
ser estimados através da sintese "in vitro" e titulagdo do RNA usando-se sondas dos
genes das proteinas de reserva. Através destes estudos, ficou demonstrado que
ocorrem alteragbes nos niveis de mRNAs, de acordo com as fases do desenvol-
vimento da semente. Cada mRNA tem um periodo especifico em que atinge um nivel
méaximo e, em seguida, decai. O periodo em que se observa o nivel maximo de MRNA
pode ser correlacionado ao periodo em que ocorre a maior taxa de sintese dos
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respectivos polipeptideos (Larkins et al., 1976; Park et al., 1980; Burr e Burr, 1981;
Greene, 1981).

Existem algumas indicagdes da ocorréncia de um controle da expressao dos
genes das proteinas de reserva da semente a nivel pés transcricional. Como
exemplo, podemos citar 0 acimulo dos mRNAs das subunidades o’ € g da g-con-
glicilina da soja. O acUmulo destes mRNAs e de suas proteinas durante a
embriogénese é diferente, mas os genes correspondentes sao transcricionalmente
ativados e reprimidos nos mesmos estagios do desenvolvimento (Naito et al., 1988;
Goldberg et al., 1989). A explicagéo para isto é que, ou alguns mRNAs podem ser
enviados ao citoplasma de uma maneira mais eficiente, ou os mRNAs s&o mais
estaveis ou, entdo, podem ser consideradas as 2 hip6teses juntas. Estas
observagdes indicam que os processos de transcrigdo e pds- transcrigdo sio de
grande importancia na regulagéo da expresséo dos genes das proteinas de reserva.

Uma condigao primordial para que um gene seja transcrito € que este gene esteja
ativado. A ativagdo é influenciada por alguns fatores como a estrutura da cromatina
e o grau de metilagdo do DNA. O DNA de genes que estdo sendo transcritos
ativamente em um tecido deve estar menos protegido pelo complexo nucleossomal,
0 que permite o acesso da RNA polimerase ao promotor para iniciar a transcrigao.
O grau de metilagdo é outro fator responséavel pela expresséo de um gene; genes
que n&o estao se expressando apresentam alto grau de metilagao. Um aspecto muito
interessante dos genes das proteinas de reserva é que tanto ativos, quanto inativos,
estes genes ndo apresentam diferengas detectaveis no seu padréo de metilagéo.
Bianch e Viotti (1988) demonstraram que 0s genes das prolaminas e glutelinas de
milho s&o hipometilados, e na tentativa de explicar este fato, propuseram que o
processo de desmetilagdo ocorre em estagios bem anteriores aos da ativagéo dos

genes destas proteinas.



16

1.3.2. Expressao dos genes das proteinas das sementes em plantas

transgénicas

Atualmente, com o desenvolvimento das técnicas de transformagéo de plantas
(Weising et al., 1988), a expresséo de alguns genes das proteinas de sementes tem
sido estudada em plantas transgénicas. Através destes estudos, tem sido verificado
que genes de proteinas de sementes de vérias plantas como soja, trigo, milho, feijao,
introduzidos em plantas como o tabaco e petunia, podem ser expressos correta-
mente durante o desenvolvimento da planta transgénica. Estes resultados indicam
que sequéncias de DNA e fatores proteicos que s&o necessarios para a correta
expressao destes genes sdo altamente conservadas entre as diferentes espécies de
plantas. Além disso, a distribuigdo destes fatores parece ocorrer nas mesmas fases
do desenvolvimento das diferentes espécies de plantas (Goldberg et el., 1989).

A aplicagdo das técnicas de transformagéo de plantas, juntamente com 0s
estudos de delecdo de sequéncias da regido 'flanking" 5°, tornou possivel a
identificagéo de sequéncias essenciais para a correta expresséo temporal e tecido
especifica dos genes das proteinas das sementes. Deste modo, de acordo com
Goldberg et al. (1989) ficou estabelecido, principalmente, que:

- as sequéncias necessarias para a correta expressdo temporal e tecido
especifica dos genes das proteinas das sementes localizam-se na regiéo "flanking"
5'.

- existem algumas sequéncias bem definidas na regido 5’ que séo responséaveis
pela regulagéo da expresséo dos genes das proteinas das sementes.

- existem alguns elementos que participam da regulagéo da expressao dos genes
das proteinas das semente. As posigbes desses elementos s&o especificas para
cada um dos genes.

Estas sequéncias e elementos que participam da regulagédo da expresséo génica
tém sido observados em genes das proteinas de soja (Okamuro et al., 1986; Chen
et al., 1986, 1988), trigo (Colot et al., 1987), cevada (Marris et al., 1988), milho (Ueng
et al., 1988; Schernthaner et al., 1988) e feijao (Greenwood e Chrispeels, 1985).
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1.3.3. Proteinas que se ligam ao DNA (DNA binding proteins)

Tem sido verificado que algumas proteinas nucleares que se ligam a regides
especificas da regido 5’ dos genes tomam parte no processo de regulagéo da
expressdo génica. Estas proteinas foram observadas em alguns genes de
eucariotos, entre eles, os das proteinas de reserva de sementes como zeinas (Maier
et al., 1987), hordeinas (Kreis et al., 1986), faseolina (Guiltinan et al., 1889) e lectina
da soja (Jofuku et al., 1987).

Através dos trabalhos desenvolvidos com as proteinas de reserva de milho,
zeinas, foi verificado que uma proteina nuclear interage com uma sequéncia de DNA
de 15 pb da regido 5’ de todos os genes das zeinas até hoje sequenciados. No
entanto, ndo se sabe qual a real fungdo desta proteina nos processos de regulagéo
da expressao dos genes das zeinas (Maier et al., 1987).

Uma outra observagio interessante é que a funcionalidade das proteinas
nucleares aumenta e diminui durante o desenvolvimento da semente, de acordo com
a taxa de transcrigdo dos génes das proteinas das sementes (Jofuku et al., 1987).

Existem alguns métodos usados para verificagao da interagdo de proteinas com
uma sequéncia de DNA, entre eles, o "DNA footprinting" (Miskimins et al., 1985) e o
"gel retardation” (Singh et al., 1986).

1.4. Coix lacryma-jobi L.

Coix lacryma jobi L. é um cereal nativo do sudeste asiatico e, apesar de ser
considerado um cereal de pouca importancia econdmica, foi usado durante muito
tempo como alimento, medicamento, ornamento e na produgdo de bebidas
alcodlicas (Venkateswarlu e Chaganti, 1973; Arora, 1977). Este cereal, juntamente
com o milho, tripsacum e sorgo, pertence a tribo Andropogoneae das Gramineas
(Clayton, 1973, 1983; Jain e Banerjee, 1974). Atualmente, o Coix € encontrado em

todas as regides tropicais.
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As plantas do Coix sdo de habito anual ou perene, e podem atingir 1,60 m de
altura (Fig.1). Suas inflorescéncias sao produzidas no interior de estruturas semel-
hantes a contas, que se desenvolvem no final de cada pedinculo de bainha de folha.
As espiguetas masculinas e femininas encontram-se em partes separadas de uma
mesma inflorescéncia. A espigueta feminina encontra-se no interior de um invélucro
protetor, de forma circular a oval. Esse invélucro protetor pode se tornar muito duro
e sua cor pode variar de verde a marrom escuro, conforme ocorre a maturagao da
semente. A espigueta masculina se projeta de um orificio na parte superior do
invélucro protetor (Venkateswarlu e Chaganti, 1973).

Dentre as variedades de Coix, a variedade Adlay tem sido a mais estudada
(Fig.1). Introduzida no Brasil por volta de 1938 através de sementes trazidas das
Filipinas, foi submetida a trabalhos de melhoramento genético com o objetivo de
obter sementes com melhor qualidade e aumento na produgéo. O Coix tem sido
usado, também, na alimentagdo humana e animal, em substituigdo ao trigo e milho
(Venkateswarlu e Chaganti, 1973 ; Diaz, 1985).

Trabalhos de caracterizagdo das proteinas do endosperma do Adlay foram
recentemente realizados por Ottoboni et al. (1990 a,b) e Leite et al. (1990). Nestes
trabalhos, ficou demonstrado que o Adlay contém ao redor de 20% de proteinas no
seu endosperma, distribuidas entre 3 fragbes (Tab.1):

-fragdo 1 (albuminas e globulinas), extraidas em solugbes contendo 0,5M NaCl,
e representando aproximadamente 3% da proteina total do endosperma.

- fragdo 2 (prolaminas), extraidas em solugdes contendo 55% isopropanol e 2%
de 2-ME. Esta fragdo representa aproximadamente 50 a 70% da proteina do
endosperma, dependendo da concentragédo de 2-ME usada na solugao de extragao.

-fragdo 3 (proteinas residuais), extraidas em tampao contendo 0,1M Tris-HCl pH
7,5; 7,5% 2-ME; 5% SDS. Representa aproximadamente 30% da proteina total do

endosperma.
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Fig.1 - Plantas de Coix lacryma-jobi L. var. Adlay cultivadas no campo experimen-
tal do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética da Unicamp.
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Tabela 1 - Teor de proteina nas fragdes proteicas do endosperma do Adlay.
F1 - albuminas e globulinas, extraidas em solugédo 0,5 M NaCl. F2 - prolaminas,
extraidas em solugdo contendo 55% isopropanol e 20% 2-ME. F3 - proteinas
residuais, extraidas em tampéao de exiragédo (5% SDS; 7,5% 2-ME; em 100 mM
Tris-HCI pH7,5). Dados retirados de Ottoboni et al. (1990 a).

fragéo proteica %proteina
F1 1,8
F2* 77.8
F3 20,4

* F2 extraida na presenca de 20% 2-ME
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A andlise destas fragbes através de SDS-PAGE indicou que a fragao 1 e fragéo
3 apresentam um complexo padréo de bandas, com proteinas de pesos moleculares
aparentes variando de 9 a 110 KDa na fragédo 1, e de 15 a 110 KDa na fragéo 3. A
fragdo 2, prolaminas, apresentou 5 bandas principais, com pesos moleculares
aparentes de 27, 25, 22, 17 e 15 KDa, que foram chamadas de C1, C2, C3, C4 e C5,
respectivamente (Fig.2).

A determinacéo da composicdo de aminoéacidos nas 3 fragbes proteicas do
endosperma do Adlay indicou que na fragéo 1 s&o encontrados principalmente acido
glutdmico, glicina e alanina (Ottoboni et al., 1990a). Esta composigéo de aminoacidos
& similar & observada nas fragles proteicas sollveis do endosperma de outros
cereais. A fragdo 2, foi caracterizada pelo alto teor de acido glutdmico, alanina,
leucina e prolina, e pela auséncia do aminoacido essencial lisina, sendo esta uma
caracteristica das prolaminas dos cereais estudados até o momento. A fragdo 3
apresentou uma composigdo de aminoacidos semelhante & observada na fragéo 2.

Como observado em outros cereais, as principais proteinas de reserva do
endosperma do Adlay séAo as prolaminas, denominadas coixinas. Ottoboni et al.
(1990 a) verificaram que as coxinas representam mais de 70% das proteinas do
endosperma dec Adlay, quando a concentragZo de 2-ME no solvente de extragéo é
de 20%. Os mesmos autores verificaram que, apesar da alta concentragdo de 2-ME
no solvente de extragdo, nem toda a coixina é extraida do endosperma, e a fragéo
3 aparece contaminada com essas proteinas.

Leite et al. (1990) determinaram que o teor de proteina em cada classe de coixina,
estimado através de densitometria de géis SDS-PAGE, é de: 8% para C1, 56% para
C2, 15% para C3, 17,5% para C4 e 15% para C5.

A andlise das coixinas através de IEF mostrou 7 bandas principais, com valores
de pl variando de 6,2 a 7,8 (Ottoboni et al., 1990 a,b). A andlise individual de cada
uma das bandas do gel de IEF, através de SDS-PAGE e "Western blot", indicou que
as coixinas consistem de um complexo de 13 polipeptideos diferindo em ponto
isoelétrico ou peso molecular. Foram identificados 4 polipeptideos C1, 5C2,1C3, 1
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Tabela 2 - Complexidade das coixinas, determinada através de IEF e SDS-
PAGE. Dados adaptados de Ottoboni et al. (1990 a,b) e Leite et al.(1990)

Classe Solubilidade PM(KDa) pl
a-coixina C1 40-85% IsPrOH 27 7,8
C1 " " 6,6

C2 " 25 7,3

C2 " " 6.9

c2 " " 6,6

C2 " " 6,3

C2 " y 6,2

C4 " 17 6,3

C5 " 15 7.8

C5 " " 7,6

y-coixina C3 0-80% IsPrOH +2-ME 22 ?
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Fig.2 - SDS-PAGE das coixinas extraidas de endospermas maduros do Adlay.
As coixinas foram extraidas em solugao contendo 55% isopropanol e 2%
2-ME e coradas com 0,25% Comassie Brilliant Blue R 250 em
metanol/adgua/acido acético (5:5:1, v/v).
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Fig.3 - Analise sequencial das coixinas extraidas de endospermas do Adlay em
solugdo contendo 55% isopropanol e 2% 2-ME através de IEF e SDS-
PAGE. As coixinas foram inicialmente submetidas a IEF e mostraram 7
bandas principais com pls variando de 6,2 a 7,8. Essas bandas individuais
foram cortadas e analisadas através de SDS-PAGE, para se obter uma
resolugao bi-dimensional. Esta anélise demonstrou que as bandas de IEF
se subdividiram em varios polipeptideos. Dados adaptados de Ottoboni
et al.(1990 a,b) e Leite et al. (1990).
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C4 e 2 C5 (Fig.3). A classe de coixina C3 ndo representou um constituinte principal
em nenhuma das 7 bandas de IEF analisadas através de SDS-PAGE. No entanto,
nas andlises de "Western blot", esta classe de proteina foi detectada em 5 das 7
bandas analisadas. Uma explicagéo paraisto € que , provavelmente, ocorre interagao
desta proteina com o anfélito do gel.

Baseado no critério de solubilidade diferencial descrito por Esen (1986), estas
prolaminas foram classificadas em a- e y- coixinas (Leite et al., 1990). As a-coixinas
(C1, C2, C4 e C5) séo soluveis em solugbes contendo entre 30 a 90% de etanol ou
isopropanol, e correspondem a 85% da coixina total. A y-coixina (C3) € soluvel em
solugdes contendo 0 a 80% de etanol ou isopropanol e mais 2% de 2-ME. Esta classe
de coixina corresponde a 15% da coixina total.

Com o objetivo de investigar a homologia existente entre as prolaminas de Coix
e milho (coixinas e zeinas, respectivamente), foram feitos estudos imunolbgicos
usando-se anticorpos produzidos contra as 5 classes de coixinas (Leite et al.,1990).
As coixinas e zeinas foram submetidas a eletroforese, transferidas para membranas
de nitrocelulose e incubadas com os anticorpos produzidos contra as 5 classes de
coixinas. Os resultados destes estudos indicaram que os anticorpos produzidos
contra a a-coixina C1 reconheram as «-coixinas C1 e C2, e apresentaram reagao
cruzada com a «-zeina de 22 KDa. Resultados similares foram obtidos com os
anticorpos produzidos contra a-coixina C2. Os anticorpos produzidos contra a
«-coixina C4 reconheceram C4 e todas as outras a-coixinas, e também apresentaram
reagao cruzada com a a- zeina de 22 KDa. J& os anticorpos produzidos contra a
«-coixina C5 apresentaram resultados similares aos observados para a a-coixina C4,
exceto que este anticorpo ndo reagiu com a classe de a-coixina C4. Os anticorpos
produzidos contra a y-coixina (C3) reconheceram C3 e apresentaram uma forte
reagdo cruzada com a y-zeina de 27 KDa. Além disto, foi observado nas analises de
"Western blot", que tanto em Coix como em milho, ocorre reagdo com varias
proteinas de peso molecular mais alto, que nao haviam sido detectadas nas analises
de SDS-PAGE (Leite et al., 1990).
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Estes resultados indicaram a existéncia de uma grande homologia entre as
a-coixinas e a a-zeina de 22 KDa, e também entre a y-coixina e a y-zeina de 27 KDa.
A homologia entre as prolaminas de Coix e milho foi confirmada através de técnicas
de "Southern blot", usando como sondas insertos correspondentes aos genes das
a-zeinas de 19 e 22 KDa (Marks e Larkins, 1982) e das y-zeinas de 28 e 16 KDa (Prat
et al., 1985; Prat et al., 1987). Os resultados destas andlises mostraram que ocorre
um complexo padrédo de hibridizagdo do DNA gendmico do Coix com o inserto
correspondente & zeina de 22 KDa, ao passo que com o de 19 KDa, n&o houve
hibridizagdo. Quando o inserto de zeina de 28 KDa foi usado como sonda, foi
observada hibridizagdo em apenas uma banda. Resultados similares foram obser-
vados quando o DNA gendmico do Coix foi hibridizado com o inserto correspon-
dente ao gene da zeina de 16 KDa; neste caso a banda que apresentou hibridizagéo
foi a mesma que hibridizou com o inserto da zeina de 28 KDa (Leite et al., 1990). Em
trabalhos realizados por Ludevid et al.(1985) ficou demonstrado, através de técnicas
imunolégicas e andlise de sequéncia de DNA, que as 2 classes de y-zeina séo
homdlogas. Esta homologia justifica a hibridizagdo das 2 classes de y-zeina com a

mesma sequéncia do DNA genémico do Coix.
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2. OBJETIVOS

As coixinas, prolaminas do endosperma do cereal Coix lacryma-jobi L. var. Adlay,
foram recentemente caracterizadas por pesquisadores do Laboratério de Genética
Vegetal do CBMEG - UNICAMP (Ottoboni et al., 1990 a,b; Leite et al., 1890). No
entanto, uma andlise da expresséo dos genes que codificam essas proteinas, e
também da deposigao destas nas células do endosperma durante o desenvolvimen-
to da semente do Adlay ndo foram feitas. Deste modo, este trabalho teve os seguintes
objetivos:

1- analisar o padrdo de sintese das coixinas durante o desenvolvimento do
endosperma do Adlay, através de técnicas de SDS-PAGE, " Western blot" e "Northern
blot".

2- estudar a localizagdo dos corpUsculos protéicos nas células do endosperma
do Adlay através de técnicas de imunocitoquimica associadas a microscopia otica.

3- caracterizar o padrao de deposigdo das coixinas nos corpusculos proteicos
do endosperma do Adlay através de técnicas de imunocitoquimica associadas a

microscopia eletronica.



3. MATERIAL E METODOS
3.1. Material vegetal

Para a realizagédo deste trabalho foi utilizado o Coix lacryma-jobi L. var. Adlay. O
Coix é uma planta monocotiledénea, pertencente a familia das Gramineas e clas-
sificada na tribo Andropogoneae, juntamente com o milho, tripsacum e sorgo.

As plantas do Adlay foram cultivadas no campo experimental do Laboratério de
Genética Vegetal do CBMEG - Unicamp. Nos experimentos sobre a sintese das
coixinas durante o desenvolvimento do endosperma, toram utilizadas sementes
colhidas em diferentes estagios do desenvolvimento, do imaturo ao maduro. Para
isto, o desenvolvimento da semente foi dividido em 5 estagios, baseado na cor do
invélucro protetor e no peso fresco e seco do endosperma (Fig.5). Este critério foi
adotado devido a dificuldade em se conduzir polinizagéo controlada nesta planta. As
sementes foram colhidas e imediatamente colocadas em nitrogénio liquido onde
ficaram armazenadas até serem utilizadas. Sementes maduras foram estocadas a

temperatura ambiente, em lugar seco.
3.2. Preparagao do material
3.2.1. Material de vidro e plastico

O material de vidro usado nos trabalhos de proteina e DNA foi lavado com
detergente neutro, enxaguado exaustivamente com agua de torneira e, em seguida,
enxaguado 4 vezes com agua destilada, sendo que a Glitima enxaguada foi com agua
fervendo. O material foi, entdo, coberto com papel aluminio e esterilizado em estufa
a 180°C durante 16 horas. O material de pléstico foi esterilizadc por autoclavagem,
a 120°C e 1 Kgf/cm? durante 20 minutos.

Nos trabalhos com RNA o cuidado com o material foi maior, pois o sucesso nas
preparacgdes de RNA depende da eliminagao de contaminagéo com ribonucleases.
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A vidraria usada nas preparacgdes foi lavada com detergente neutro, enxaguada com
&gua de torneira e tratada com uma solugdo 7,5% KOH em etanol durante 5 minutos.
Em seguida, a vidraria foi ernixaguada e esterilizada como descrito acima. Foi usado
sempre material de plastico novo esterilizado por autoclavagem durante 30 minutos.

As cubas usadas paracorrer os géis de RNA, as caixas das ponteiras e as pipetas
autométicas foram tratadas durante 4 horas com agua destiltada contendo 0,1%
(DEPC). Apds este periodo o material foi exaustivamente enxaguado com agua
destilada tratada com DEPC autoclavada e, em seguida, seco a temperatura am-

biente.
3.2.2. Cuidados com as solugdes

Nos trabalhos de prcteina e DNA, a dgua usada foi destilada, filtrada em um
sistema "Milli Q" e esterilizada por autoclavagem durante 20 minutos. Nos trabalhos
com RNA, a agua e solugdes foram tratadas com 0,1% (DEPC). A preparagéo foi
feita da seguinte maneira: o0 DEPC foi colocado na agua e nas solugdes, os frascos
foram vigorosamente agitados durante alguns minutos para que o DEPC fosse bem
misturado e colocados a 37°C durante 12 horac; em seguida, a 4gua e as solugdes
foram autoclavadas durante 20 minutos. Os produtos da decomposigéo do DEPC,
COz2 e etanol, séo facilmente removidos de solugdes quentes. Solugdes contendo
Tris-HCI ndo podem ser preparadas diretamente com DEPC, pois ocorre reagao
deste com o Tris-HCI. Estas solugbes foram preparadas com a agua tratada com o
DEPC (autoclavada) e, em seguida, autoclavadas.

Nos trabalhos de microscopia, todas as solugdes foram preparadas com agua
"Milli-Q" e esterilizadas por filtragdo em filtros millipore de 0,22 ym

3.3. Preparo das amostras

Aproximadamente 100 sementes do Adlay de cada estagio do desenvolvimento
foram liofilizadas e, depois de secas, seus invilucros foram retirados. Em seguida,
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os germes foram removidos e os endospermas triturados até obteng@o de uma
farinha fina. As farinhas assim obtidas foram colocadas em tubos Falcon de 50 ml e
desengorduradas através de 2 extragdes com 5 volumes de acetona, durante 10
minutos cada. Apds cada extragdo, os tubos foram centrifugados a 1000 g, por 5
minutos a 4°C, em uma centrifuga de mesa Spin-6, incibrés. A acetona foi removida
invertendo-se os tubos, as farinhas foram colocadas em placas de Petri para secar

e armazenadas em vidros bem fechados.
3.4. Extragao das coixinas

As coixinas foram extraidas do endosperma do Adlay em uma solugéo aquosa
contendo 55% de isopropanol e 2 % de 2-Mercaptoetanol (2-ME). Foram feitas 2
extragbes consecutivas a temperatura ambiente, em tubos para rotor JA-21, Be-
ckman. A primeira extragdo foi feita numa proporgéo de 4:1 (v/w) durante 16 horas
e a segunda, a 3:1 (v/w) durante 2 horas. Ap6s cada extragdo, foi feita uma
centrifugagdo a 10000 rpm, por 10 minutos a 4°C. Os sobrenadantes contendo as
prolaminas foram combinados e o volume medido. As fragGes protéicas foram
estocadas a 20°C até serem utilizadas.

3.5. Determinagao do teor de proteina

A determinagao do teor de proteina nas fragdes contendo as prolaminas, foi feita
de acordo com modificagdes da metodologia descrita por Nkonge e Balance (1982).
Esta determinagao envolive 2 etapas:

- digestao da matéria orgénica com &cido sulfirico;

- determinag&o colorimétrica da ambnia liberada na digestéo pela reagédo do

salicilato e hipoclorito com a aménia.
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3.5.1. Digestao da matéria organica

Aliquotas de 100 ul das fragbes contendo as prolaminas foram colocadas em
tubos de digestéo calibrados para 20 ml. Em seguida, foram adicionados 1,5 ml de
4cido sulfdrico concentrado e os tubos foram colocados em placas digestoras até
obtengéo de um extrato claro. Os tubos foram retirados da placa e, quando frios,
foram colocados 100 ul de &gua oxigenada. Em seguida, foram novamente
colocados na placa digestora durante aproximadamente 30 minutos para total
evaporagédo da dgua oxigenada. Apss este tempo, os extratos foram diluidos com

agua destilada a um volume de 20 ml.
3.5.2. Determinagao colorimétrica da amdnia liberada na digestéo

A curva padréo utilizada para a determinagéo colorimétrica foi preparada a partir
de uma solugdo estoque contendo 100 xg/ml de nitrogénio, da seguinte maneira:
47,16 mg de sulfato de aménio, préviamente seco por 3 horas a 100°C, foram
digeridos com 1,5 ml de &cido sulfirico e, em seguida, diluidos com agua destilada
a 100 ml. As solugdes de trabalho, contendo 2, 4, 6, 8 e 10 ug N/ml, foram preparadas
diluindo-se a solug&o estoque com o branco (solugédo 7,5% de acido sulfdrico).

Para a determinacgdo do teor de nitrogénio nas amostras, 0,5 ml dos extratos
obtidos como descrito em 3.5.1. foram colocados em tubos de ensaio contendo 1,5
ml de um tampao composto de uma mistura 1:1 da solugéo A (0,2 M Na2HPOg4; 0,2
M NaOH; 0,36 M KNaC4H402.4 H20) e da solugdo B (2,5 M NaOH). Foram
adicionados 0,4 ml da solugéo C (0,12 M salicilato de sédio; 0,1 M nitroprussiato de
sédio), as amostras foram homogeneizadas e incubadas a 25 °C por 5 minutos para
equilibrar a temperatura. Em seguida, foram adicionados 0,2 ml de 5,0% hipoclorito
de sédio e as amostras foram incubadas a 25 °C durante 30 minutos. Apds este
periodo, foram adicionados 10 ml de agua destilada, e foi feita a leitura da
absorbéncia a 660 nm em um espectrofotdbmetro Varian, UV 6345. O mesmo
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procedimento foi feito com as solugbes padrao de nitrogénio. O teor de proteina foi
calculado multiplicando-se o teor de nitrogénio pelo fator 6,25.

3.6. Andlise das coixinas através de gel de poliacrilamida contendo SDS
(SDS-PAGE)

As coixinas extraidas como descrito em 3.4 foram analisadas através de géis de
poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), gradiente 5-20%, de acordo com
modificagdes da metodologia descrita por Laemmli (1970). Os géis foram preparados
em placas de vidro de 15x16 cm, separadas por espassadores de acrilico de 1,5 mm

de espessura. Para a corrida foram utilizadas cubas verticais de tamanho padréo.

3.6.1. Solugdes estoque

As solugbes estoque utilizadas na preparagao dos géis foram as seguintes:

- Solugéo de acrilamida-bisacrilamida 30:0,8 - 30g de acrilamida e 0,8 g de
bisacrilamida em 100 ml de &gua destilada. Esta solugéo foi fitrada em papel
Whatman n°1 e mantida em frasco escuro a 4°C.

- Tampao de resolugao do gel: 3M Tris-HC! pH 8,8.

- Tampéao de empacotamento do gel: 0,5M Tris-HCI pH 6,8.

- Solugéo de dodecil sulfato de sddio a 10% (SDS).

- Solugéo de persulfato de amébnia a 1,5%.

- TEMED

3.6.2. Preparagao dos géis

Para a preparagédo dos géis de resolugéo, foram colocados em 2 provetas de 10

mi os seguintes volumes das solugdes estoque:
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solugdes 5%
(mi)
acrilamida:bisacrilamida (30:0,8) 1,66
tampao de resolugao 1,25
SDS 10% 0,09
persulfato de amdnia 1,5% 0,23
glicerol -
TEMED 0,003
H20 gsp 10,00

20%

(ml)
6,66
1,25
0,09
0,23
1,00
0,003

10,00

Os géis de resolugdo foram preparados com o auxilio de um formador de

gradiente e de uma bomba peristéltica Incibras modelo BP 100. Apés a polimerizacéo

do gel de resolugéo, foi colocado o pente e, em seguida, com o auxilio de uma pipeta,

o gel de empacotamento.

A composigao do gel de empacotamento foi a seguinte:

solugdes (ml)
acritamida:bisacrilamida (30:0,8) 2,50
tampao de empacotamento 5,00
SDS 10% 0,20
persulfato de aménia 1,5% 1,00
TEMED 0,015
H20 11,30

Apb6s a polimerizagao, os géis foram colocados a 4°C até serem usados.

3.6.3. Preparo das amostras

Aliquotas das fragdes protéicas foram colocadas em tubos eppendorf e, em

seguida, foi adicionado o tampéao da amostra 3x concentrado. O tampéo da amostra
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era composto de: 0,15M Tris-HCI pH 6,8; 5% 2-ME; 2% SDS; 0,1% azul de
bromofenol; 45% glicerol. Antes de serem aplicadas nos géis, as amostras foram
colocadas em banho-maria fervente durante 5 minutos.

Os marcadores de peso molecular utilizados nos géis e foram preparados de
acordo com as instrugbes do fabricante (Pharmacia). Os padrdes usados foram os
seguintes:

94,0 KDa - fosforilase b de mUsculo de coelho

67,0 KDa - soroalbumina bovina

43,0 KDa - ovoalbumina

30,0 KDa - anidrase carbbnica de eritrdcitos bovinos

20,1 KDa - inibidor de tripsina de soja

14,4 KDa - a-lactalbumina de leite bovino

Os padrées também foram colocados em banho-maria fervente durante 5

minutos antes de serem aplicados nos géis.

3.6.4. Eletroforese

Os géis foram montados na cuba e o tampéo de corrida foi colocado nos
reservatdrios. O tampao de corrida consistia de: 25 mM Tris-HCI; 0,192 M glicina pH
8,3; 0,1% SDS. Apés a aplicacéo das amostras nos géis, a corrida eletroforética foi
feita & temperatura ambiente, a 100 volts, até que a frente de azul de bromofenol
atingisse o fim do gel.

Apds o processo de eletroforese, os géis foram corados em uma solugéo
contendo 0,25% Coomassie Brilliant Blue R 250 em metanol: dgua: acido acético
(5:5:1, v/v), e descorados em metanol: agua: &cido acético (3:6:1, v/v). Os géis foram

mantidos em uma solugao 2,5% acido acético.
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3.7. Western blot

Apds a eletroforese, os géis foram incubados 2 vezes durante 40 minutos, a
temperatura ambiente, em um tamp&o de transferéncia, composto de: 48 mM
Tris-HCI; 39 mM glicina; 0,04% (w/v) SDS; 20% (v/v) metanol. Em seguida, as
proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Hybond C extra,
Amersham), de acordo com as especificagbes da LKB (LKB - Produkter, Bromma,
Sweden). A transferéncia foi feita no aparelho Multiphor Il Novablot (LKB), formado
por duas placas de grafite conectadas a uma fonte de voltagem através de eletrodos.
Para a transferéncia, foram colocados na placa de grafite conectada ao eletrodo
positivo: nove folhas de papel de filtro cortadas do tamanho exato do gel e
umidecidas no tampéo de transferéncia, a membrana de nitrocelulose também
umidecida no tampao, o gel, e mais nove folhas de papel de filtro umidecidas. Por
cima desta montagem, foi colocada a placa de grafite conectada ao eletrodo
negativo, e a transferéncia das proteinas para as membranas foi feita a 0,8 mA/cm?
durante 2 horas.

Apés a tranferéncia, as membranas foram incubadas durante 1 hora a 37°C, com
agitacéo, no tampao TBS (20 mM Tris-HCl; 137 mM NaCl, pH7,6) contendo 5% de
leite desengordurado Molico; 0,1% Tween 20. As membranas foram, em seguida,
incubadas durante 16 horas a 37°C, com agitagéo, em tamp&o TBS contendo 5%
de leite Molico e os anticorpos na diluigdo adequada (Leite et al., 1990; Ottoboni et
al., 1990a). Apds este periodo, as membranas foram lavadas 2 vezes rapidamente
e 3 vezes 5 minutos, a temperatura ambiente, com o tamp&o TBS contendo 0,1%
Tween 20 (TBS-T). Depois de lavadas, as membranas foram incubadas durante 1
hora a 37°C, com agitagdo, com o complexo proteina A-peroxidase diluido 1:5000
em tamp&o TBS. Foram, entdo, novamente lavadas como descrito acima e in-
cubadas em uma solugéo de revelagdo contendo 100 ml de 50 mM tampéo acetato
pH 4,5,; 50 mg de 3-amino-3-etilcarbazole; 3 ml de N,N-dimetilformamida; 100 xl de
H202. Para preparar esta solugdo, os 50 mg de 3-amino-S-etilcarbazole devem ser
dissolvidos nos 3 ml de N,N-dimetilformamida e, depois de dissolvidos, € que 0
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tampao acetato e a H202 séo adicionados. Quando a coloragéo desejada foi obtida,
as membranas foram colocadas em agua destilada a fim de parar a reagéo e depois

secas a temperatura ambiente.
3.8. Isolamento dos corpusculos protéicos

O isolamento dos corpusculos protéicos foi feito de acordo com pequenas
modificagdes da metodologia descrita por Larkins e Hurkmam (1978). Aproximada-
mente 1 grama de endosperma do Adlay colhido nos diferentes estégios do desen-
volvimento foi triturado em nitrogénio liquido até obtengéo de uma farinha fina. Esta
farinha foi transferida para tubos Falcon de 15 ml e foram adicionados 8 volumes de
tampéo A (0,2 M Tris-HCI pH 8,5; 60 mM KCI; 50 mM MgClz; 0,2 M sacarose). A
suspensao foi bem homogeneizada e centrifugada a 500 g durante 10 minutos, a
4°C, em uma centrifuga de mesa Spin-6, Incibrés. Aliquotas de 3 ml do sobrenadante
500 g foram colocadas no topo de um gradiente descontinuo de sacarose, formado
por 2 ml de solugdo 2 M sacarose; 3,5 ml de solugdo 1,5 M sacarose e 3,5 ml de
solugdo 0,5 M sacarose, preparadas em tampéo B (40 mM Tris-HCI pH 8,5; 20 mM
KCI; 10 mM MgClz). Os gradientes foram preparados em tubos para rotor SW-41,
Beckman. O material foi centrifugado durante 2 horas a 77000 g, a 4°C, em uma
ultracentrifuga Beckman. Ap0s a centrifugagao, a porgao superior dos gradientes foi
retirada com uma pipeta automatica, e a fragdo contendo os corpusculos protéicos,
localizada entre 1,5 e 2,0 M sacarose, foi retirada e diluida 5 vezes com o tampéo A
sem sacarose. Os corpusculos protéicos foram, entdo, sedimentados a 55000 g
durante 1 hora, a 4°C, em tubos para rotor SW-41, Beckman. Em seguida, foram
suspensos em 2 mi de TE (10 mM Tris-HCI pH 8; 1 mM EDTA) e armazenados a
-20°C. Para as andlises de SDS-PAGE, aliquotas dos corpusculos proteicos foram
liofilizadas e suspensas em solugao contendo 55% isopropanol e 2% 2-ME.
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3.9. Isolamento do RNA total de endosperma

O RNA total foi isolado do endosperma do Adlay dos 5 estagios de desenvol-
vimento, de acordo com modificagdes da metodologia descrita por Naito et al. (1988).
Aproximadamente 1 grama dos endospermas foi triturado em nitrogénio liquido até
a obtengdo de uma farinha bem fina. Esta farinha fina foi homogeneizada em 10
volumes de tamp&o de extragdo contendo 1 volume de 0,1 M Tris-HCI pH9,0; 1%
SDS e 1 volume de fenol: cloroférmio: élcool isoamilico (25:24:1, v/v). As emulsbes
foram transferidas para tubos eppendorf e as fases aquosas foram extraidas 2 vezes
com fenol: cloroférmio: &lcool isoamilico (25:24:1, v/v). Os &cidos nucleicos foram
precipitados durante 6 horas a -20°C com 0,1 volumes de 3 M acetato de sédio pH
5.2 e 2,5 volumes de etanol gelado. Apés centrifugagdo durante 30 minutos, os
peletes foram lavados com 70% etanol e liofilizados. Os &cidos nucleicos foram
dissolvidos em &gua e o RNA total do endosperma do Adlay nos diferentes estagios
do desenvolvimento foi precipitado com 2M LiCl, a 4°C, durante 16 horas. O RNA foi
coletado através de centringaQéo por 30 minutos a 4°C, lavado 1 vez com 2 M LiCl
gelado e 1 vez com 70% etanol. Em seguida, o RNA de cada estégio foi suspenso
em 120 4l de 4gua tratada com 0,1% DEPC. A determinag&o da concentragéo de
RNA total no endosperma em cada estagio de desenvolvimento foi determinada pela
leitura da absorbancia a 260 nm em um espectrofotdmetro Varian, UV 6345, como

indicado por Maniatis et al. (1982).
3.10. Extragao do RNA polissomal

O RNA polissomal foi extraido dos corpusculos protéicos isolados como descrito
em 3.8, de acordo com a metodologia descrita’por Mechler, B.M. (1987). Os
corplsculos protéicos suspensos em 2 ml de TE foram transferidos para tubos
Falcon de 15 m! e foi adicionado a cada tubo 1 volume do tamp&o de extragéo quente
(1% SDS; 200 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI pH 7,4; 40 mM EDTA). As suspensodes
foram bem homogeneizadas e os tubos colocados em banho-maria fervente durante
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2 minutos. Apds este tempo, foram colocados no gelo até atingir uma ternperatura
de aproximadamente 30°C. A concentragéo de Tris-HClI foi ajustada a 0,1 M, usando
uma solugéo 1 M Tris-HCI pH 9,0, e a concentragdo de SDS foi ajustada a 1 % com
uma solugdo 10% SDS. Em seguida, foram feitas 3 extragbes com 1 volume de fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1, v/v). ApGs cada extragéao a fase aquosa foi
separada por centrifugagao a 2500 rpm, a 4°C, por 10 minutos, em centrifuga de
mesa Spin-6, Incibrés. O RNA de cada estagio foi precipitado em tubos Corex com
0,1 volumes de acetato de sédio 3 M pH 5,2, e 2,5 volumes de etanol, a -20°C,
durante 16 horas. O RNA foi sedimentado através de centrifugagéo a 7000 rpm por
45 minutos, a 4°C, em rotor JA-20, em uma centrifuga refrigerada Beckman. O
precipitado foi lavado com 70% etanol e centrifugado a 7000 rpm, por 30 minutos a
4°C. O RNA de cada estégio foi liofilizado e suspenso em 150 x4l de dgua tratada com
0,1 % (DEPC). A concentragdo de RNA em cada estagio foi determinada como

descrito em 3.9.
3.11. Tradugao "in vitro"

O RNA polissomal isolado como descrito em 3.10 foi usado no experimento de
sintese "in vitro". A traducéo foi feita usando-se o kit "Wheat germ cell-free system"
(Amersham), de acordo com as instrugbes do fabricante e usando-se [358]-
metionina (Amersham) como precursor. Inicialmente procedeu-se & determinagéo
da concentragédo 6tima de K*, que foi de 150mM e, em seguida foi feita a reagéo
que consistia de:

Solugdes ' volume (u!)

- 1M acetato de sédio 4

- 1mM mistura de aminoacidos (-metionina) 2

- mRNA (0,2 4Q) 1
- metionina 5
- extrato de germe de trigo 15

- agua 3
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A reagéo foi incubada a 25°C durante 1 hora. Uma aliquota de 10 x| da reagéo
de traducao foi retirada e colocada em eppendorf contendo 40 x| de agua destilada
e 12 ul de TCA 100% (a concentragdo final de TCA foi de 20%). O eppendort foi
colocado durante 20 minutos no gelo e, em seguida, os produtos da tradugéo foram
coletados através de centrifugagdo por 10 minutos, & temperatura ambiente. O pelete
foi lavado com 200 ul de acetona gelada. Apés centrifugagao, o pelete foi liofilizado
e suspenso em 20 xl de tampéo de amostra preparado como descrito em 3.6.3.

A amostra foi submetida a eletroforese em gel 12,5% de poliacrilamida contendo
SDS (SDS-PAGE). Apéds a eletroforese o gel foi corado e descorado (3.6.4). Em
seguida, o gel foi colocado durante 20 minutos em Amplify TM (Amersham) e seco
a vacuo. As posigdes dos marcadores de peso molecular foram anotadas com tinta
contendo material radioativo, e o gel foi, entdo, exposto a filme de raio-X durante 2
dias a -70°C.

3.12. Northern biot

A anélise de "Northern blot" refere-se ao RNA fracionado em gel, tranferido para
um suporte sdlido e hibridizado ccm um &cido nucleico marcado radioativamente.
Assim, o mMRNA polissomal de cada estagio, preparado como descrito em 3.10., foi
submetido a eletroforese em gel denaturante e subsequentemente transferido para
membranas de nylon (Hybond N, Amersham) para posterior hibridizagdo (Maniatis
et al., 1982). Géis denaturantes sdo usualmente usados devido & estrutura

secundaria observada nos mRNAs.

3.12.1. Preparo do gel

O gel foi preparado em placa de vidro de 12x15 cm. Para cada gel foram

colocados em erlenmeyer de 500 ml:
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- 1,5 g de agarose

- 15 ml de 10x MOPS (0,2 M MOPS [4cido 3-(N-Morfolino) propanosulfonico]; 50
mM acetato de sédio; 10 mM EDTA; pH 7,0)

- 130,5 ml de agua destilada.

A agarose foi dissolvida e resfriada a 50°C. Em uma capela, foram adicionados
7,7 ml de formaldeido 37% a solugao de agarose e, em seguida, a solugéo foi bem
homogeneizada. O gel foi colocado na placa de vidro (aproximédamente 0,5cmde
altura), coberto com papel aluminio para ser protegido da luz, e ficou descansando

durante pelo menos 1 hora antes de ser usado.
3.12.2. Preparo das amostras

As amostras de RNA polissomal de cada estagio, num volume de 38 ul, foram
liofilizadas e suspensas em 5 ! de agua destilada. Este volume de 38 ul correspondia
a 20 vg de RNA no estagio 3. Depois de suspensas, foram adicionados 25 ul de
tampao de amostra (750 ul de formamida deionisada, 150 ul de 10x MOPS, 240 4l de
formaldeido 37%, 100 x| de dgua, 100 4! de glicerol, 80 x| de azul de bromofencl 10%)
e as amcstras foram colocadas em banho-maria a 65°C durante 15 minutos. Apés
este periodo, foram colocadas no gelo e, em cada amostra, foi adicionado 1 ! de
brometo de etideo 10 mg/ml. As amostras foram bem homogeneizadas e aplicadas

no gel.
3.12.3. Eletroforese

O gel foi colocado na cuba préviamente tratada com DEPC e o tamp&o de corrida
1xMOPS foi colocado numa quantidade suficiente para cobri-lo. Imediatamente antes
de serem aplicadas as amostras, os pocinhos foram lavados com o tampéao de
corrida, com o auxilio de uma pipeta automatica. A eletroforese foi feita a 60 volts,

durante 6 horas, em uma sala escura. A frente de azul de bromofenol migrou
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aproximadamente 6 cm e, apds a corrida, o RNA foi transferido para membrana de

nylon.
3.12.4. Transferéncia do RNA polissomal para membrana de nylon

A transferéncia do RNA para membrana de nylon foi feita de acordo com as
especificagdes da Amersham e da metodologia descrita por Maniatis et al. (1982).
O gel foi inicialmente colocado em &gua 2 vezes por 5 minutos e, em seguida,
incubado em 10x SSC 2 vezes durante 20 minutos cada, com agitagdo ocasional.
Durante a incubagéo do gel, a membrana de nylon foi pré-umidecida em agua por 5
minutos e em 10x SSC também por 5 minutos. Para a transferéncia, foi colocada na
cuba de eletroforese uma tira de papel Whatman 3 MM da largura do gel e comprida
o suficiente para alcangar os reservatérios. O gel foi colocado em cima desta tira e
foram colocadas tiras de fime de raio-X usadas nas suas laterais, de aproximada-
mente 0,5 cm de largura. Por cima foi colocada a membrana de nylon Hybond N
cortada do tamanho exato do gel e 3 pedagos de papel Whatman 3 MM umidecidos
no tampao de transferéncia. Em cima, foi colocada uma camada de papel de
germinagao numa altura de 4 cm, uma placa de vidro e um peso de 500 gramas. A
transferéncia foi feita por capilaridade, usando o tampdo 10x SSC, durante
aproximadamente 16 horas. ApGs este periodo, a membrana foi seca a temperatura

ambiente e o RNA foi fixado durante 2 horas a 80°C.
3.13. Minipreparagao de DNA dos clones pBCx 25.10 e pBCx 22.3

Os clones de cDNA de a- e y-coixinas (pBCx27.10 e pBCx22.3, respectivamente)
usados neste trabalho foram preparados no Laboratério de Genética Vegetal do
CBMEG - Unicamp (Leite et al., resultados n&o publicados).

Para a extragdo do DNA foram feitas minipreparagbes, de acordo com
modificagdes da metodologia descrita por Maniatis et al. (1982). Os clones foram
retirados de culturas permanentes, inoculados em placas de meio LB contendo
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ampicilina e incubados a 37°C durante a noite. A composigdo do meio LB, por litro,
é: 10 g NaCl; 10 g Bacto triptona; 5 g de extrato de levedura, pH 7,4. Para as
minipreparagées, 1 coldnia isolada foi inoculada em 5 ml de meio LB contendo
ampicilina e incubada durante a noite a 370C, com agitagéo. Em seguida, foram
colocados em eppendorfs 1,5 ml da cultura e estes foram centrifugados durante 2
minutos em uma microcentrifuga. Os sobrenadantes foram descartados, os pellets
suspensos em 200 x| de solugéo | contendo 4 mg/mi de lisozima (50 mM glicose; 25
mM Tris-HC! pH 8,0; 10 mM EDTA) e os eppendorfs foram incubados por 5 minutos
no gelo. Foram, em seguida, adicionados 400 x| de solugéo I recém preparada (0,2
M NaOH; 1% SDS), o contelido dos eppendorfs foi homogeneizado por inverséo e
estes foram incubados no gelo por exatamente 5 minutos. Foram adicionados 300
u«l de solugao Il (7,5 M AcCOONH4 pH 7,8), novamente o contedo dos eppendorfs
foi bem homogeneizado e estes foram incubados no gelo por 10 minutos. Em
seguida, foram centrifugados durante 5 minutos a temperatura ambiente. Os
sobrenadantes foram transferidos para novos eppendorfs, foram adicionados 0,6
volumes de isopropanol e os tubos foram incubados por 10 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, o DNA foi coletado por centrifugagéo durante 10 minutos e
lavado com 70% etanol. O DNA foi liofilizado e suspenso em 50 ul de TE (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA) contendo 10 xg RNAse/ml. Aliquotas de 5 ul de DNA
foram digeridas com as enzimas apropriadas durante 1 hora e submetidas a

eletroforese em gel de agarose 1% para verificar o estado do DNA.
3.14. Isolamento dos insertos.

Para o isolamento dos insertos correspondentes aos genes das a- € y-coixinas,
o DNA dos clones pBCx 27.10 e pBCx 22.3 foi digerido com as enzimas EcoRl e
Xhol, em reagdes contendo: 50 xl do DNA, 7 x| de tamp&o da enzima, 7 ul de dgua
destilada, 3 u! de EcoRl e 3 ul de Xhol. As reagbes foram incubadas em banho-maria
a 37°C durante 2 horas. ApOs a digestdo, o DNA dos clones foi submetido a
eletroforese em gel de agarose 1% preparado em tampéo TAE (0,04 M Tris-acetato;
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0,001 M EDTA) contendo 0,5 xg/ml de brometo de etideo. Os insertos foram retirados
dos géis em papel DE-81 (Whatman), de acordo com modificagées da metodologia
descrita por Dretzen et al.(1981) e Danner,D.B. (1982). Para a retirada dos insertos
foi feito um corte no gel, abaixo das bandas correspondentes aos genes das coixinas,
e o papel DE-81 foi colocado com o auxilio de uma pinga estéril. A eletroforese foi
monitorada com luz UV e interrompida quando todo o DNA entrou no papel. Em
seguida, o papel DE-81 foi retirado e colocado em uma ponteira de P 1000 tendo na
ponta 1a de vidro siliconizada. Esta ponteira foi encaixada na tampa cortada de um
eppendorf e toda a montagem foi colocada em tubo Falcon de 15 ml. Foram
colocados na ponteira 600 x4 de tampéo de eluigdo (20 mM Tris-HCI pH8,0; 2mM
EDTA; 1,5 M NaCl) e o DNA foi eluido do pape! DE-81 durante 1 hora a 37°C. Ao
final deste tempo, a montagem foi centrifugada a 2000 rpm em uma centrifuga de
mesa (Fanen, Excelsa Baby) durante 1 minuto. O papel DE-81 foi lavado uma vez
com 200 x|l do tampéo de eluigdo e centrifugado como descrito acima. O DNA eluido
foi transferido para outro eppendorf e extraido 3 vezes consecutivas com um volume
de: butanol-1 equilibrado com &gua destilada, butanol-1, e novamente com butanol-1
equilibrado. A separagéo das fases foi feita através de centrifugagdo em
microcentrifuga durante 2 minutos. Em seguida, o DNA foi precipitado com 2 volumes
de etanol durante 16 horas a -200C. O DNA foi sedimentado através de centrifugagéo
durante 30 minutos a 4°C em uma microcentrifuga, lavado com 70% etanol e
suspenso em um volume adequado de égua. A pureza do DNA dos insertos foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%/TAE.

3.15. Marcagao dos insertos

A marcagao dos insertos correspondentes aos genes das coixinas foi feita de
acordo com as instrugdes do "kit Multiprime DNA labelling system", da Amersham.
Inicialmente, o DNA dos insertos foi denaturado em um banho fervente por 5 minutos

e colocado no gelo. A reagdo de marcagao foi feita em eppendorfs, e consistia de:

, uRicamp
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- dATP 4ul

- dGTP 44l

-dTTP 4l

- reaction buffer 5l

- primer 5ul
-a-PPdCTP  7ul (704Ci)
- Klenow 2ul

- DNA 19ul (0,14Q)

Areacéo foiincubada a temperatura ambiente por 4 horas e, ao final deste tempo,
foram colocados 4 ul de 0,5 M EDTA, a fim de parar a reagéo. O volume da reagéo
foi completado para 100 ! com o tampé&o STE (10 mM Tris-HCI pH8,0; 100 mM NaCl;
1 mM EDTA).

O DNA marcado foi separado dos nucleotideos nédo incorporados através de
cromatografia em colunas de Sephadex G-50, como descrito por Maniatis et al.
(1982). As colunas foram preparadas em seringas descartaveis de 1 ml com as
pontas fechadas com Ia de vidro siliconizada. O volume das seringas foi preenchido
com Sephadex G-50 equilibrado em STE, as seringas foram colocadas em tubos
Falcon de 15 mi e centrifugadas durante 2 minutos a 4000 rpm em uma centrifuga
de mesa Fanen, Excelsa Baby. Este processo foi repetido até o volume da coluna
atingir 0,9 ml. Em seguida, a coluna foi lavada com 100 4! de STE por 2 vezes e, apos
cada lavagem, foi centrifugada como descrito acima. As amostras de DNA, num
volume de 100 I, foram aplicadas nas colunas, centrifugadas como descrito acima,
e recuperadas em eppendorfs colocados no fundo dos tubos. Aliquotas de 1 xl foram
retiradas das amostras antes e depois da cromatografia, e aplicadas em papel DE-81
para contagem da radioatividade em um contador de cintilagbes (LKB). Deste modo,
a porcentagem de incorporagao foi determinada.



45

3.16. Hibridizagao dos filtros na presenga de formamida

A hibridizagao foi feita de acordo com as especificagbes da Amersham para
membranas de nylon (Hybond-N) e com a metodologia descrita por Maniats et al.
(1982). A pré-hibridizagao foi feita durante 4 horas a 42°C, com agitacdo, na seguinte
solugéo: 6xSSC (1x SSC contém 0,15 M NaCl; 0,015 M citrato de s6dio); 0,05x Blotto
(Johnson et al., 1984); 0,2% SDS; 50% formamida deionizada; 100 xg/ml de DNA de
esperma de salmon denaturado (preparado como descrito em Maniatis et al., 1982).
O DNA de esperma de salmon foi denaturado durante 5 minutos a 100°C e, em
seguida, foi imediatamente colocado no gelo até ser adicionado a solugéo. A solugéo
foi filtrada em papel Whatman 1MM e colocada em recipientes plasticos com tampa,
num volume de 0,08 ml/cm2 de filtro.

Apés as 4 horas, a solugéo de pré-hibridizagéo foi descartada e os filtros foram
colocados na solugao de hibridizagéo. A solugao de hibridizagao possuia a mesma
composigéo da solugéo de pré-hibridizagdo e mais 5% sulfato de dextran e a sonda
denaturada, a uma atividade especifica de 10 a 108 cpm. A sonda foi denaturada
como descrito para 0 DNA de esperma de salmon. A hibridizagéo foi feita durante
16 horas a 42°C, com agitagéo.

A formamida usada nas solugbes foi deionizada durante 2 horas, com agitagéo,
em 5% de resina AG 501-X8 (Bio-Rad). Apés a deionizagéo, a formamida foi filtrada
em papel 1MM e estocada a -20°C, em frasco escuro.

Ap6s a hibridizago, os filtros foram lavados uma vez répidamente e uma vez
durante 20 minutos, & temperatura ambiente, em uma solugéo contendo 1xSSC;
0,1% SDS, e 2 vezes por 30 minutos, a 60°C, em solugao contendo 0,1xSSC; 0,1%
SDS. Os filtros foram, entdo, colocados em Magipack, selados e expostos ao
Hyperfilm M-AP (Amersham), a -70°C durante algumas horas.
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3.17. Microscopia

Os trabalhos de mocroscopia foram realizados no Conselho Superior de
Investigagbes Cientificas e no Servigo de Microscopia Eletronica da Universidade de
Barcelona - Espanha, sob orientagao do Dr. Pedro Puigdomenech e da Dra. Dolores
Ludevid.

Os trabalhos de imunocitoquimica foram feitos inicialmente a nivel de microscopia
6tica em endosperma, embrido, escutelo coledptile e raiz do Coix. Em seguida, foram
feitos os estudos sobre a localizagdo das coixinas através de técnicas de
imunocitoquimica associadas a microscopia eletrénica.

Nestes trabalhos foram usados endosperma, embrido e escutelo de sementes
de Coix do estagio 3 do desenvolvimento, e também raiz e coledptile de aproximada-
mente 7 dias apos a germinagado da semente do Coix. Os corpusculos protéicos
usados nos trabalhos de imunocitoquimica associada a microscopia eletrénica foram

obtidos como descrito em 3.8.
3.17.1. Fixagao dos tecidos e dos corpuisculos protéicos

Secgdes de aproximadamente 1 mm® dos tecidos foram longitudinalmente
cortadas sobre placas de vidro contendo algumas gotas de fixador recém-
preparado. A composicdo do fixador foi: 0,3% (w/v) paraformaldeido; 0,3%
(v/v)glutaraldeido em PBS contendo 2,5% (w/v) sacarose (PBS-S). O tampéo PBS é
composto de: 4 mM KH2PO4; 26 mM NaOH; 130 mM NaCl, pH 7,5. Para a preparagao
do fixador, 400 mg de paraformaldeido foram colocados em 10 ml de PBS-S e
aquecidos a 60°C, com agitagao e protegidos da luz; depois de dissolvido e frio,
foram adicionados 120 u! de glutaraldeido 25%. Depois de serem cortadas, as
secgbes foram imediatamente colocadas em eppendorfs contendo 100 ! do fixador,
e a fixagao foi feita durante 1:30 h a temperatura ambiente. |

Aliquotas da fragdo contendo os corpusculos protéicos foram colocadas em

eppendorfs e centrifugadas para se obter pellets de aproximadamente 1 mm?S. Os
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pellets foram lavados com 100 «! de PBS-S durante 5 minutos e fixados em 100 ulde
0,5% (v/v) glutaraldeido em PBS-S durante 30 minutos, & temperatura ambiente.
Apés a fixagdo, as preparagdes dos tecidos e corpusculos proteicos foram
neutralizadas com 300 x4l de 0,2 M NH4Cl em PBS, por 2 vezes durante 10 minutos
e lavadas com 300 ul de PBS por 3 vezes durante 10 minutos, a temperatura
ambiente. Em seguida, as preparagdes foram desidratadas através de tratamento

com solugbes de etanol, a 4°C, do seguinte modo:

30% etanol por 60 minutos

50% etanol por 30 minutos

80% etanol por 10 minuto

100% etanol por 16 horas

100% etanol por 2 horas imediatamente antes da inclus&o.

3.17.2. Inclusio dos tecidos e dos corplsculos protéicos

Apds a desidratagtdo, os tecidos e os corpUsculos protéicos foram incluidos em
100 ! da resina LR White, da seguinte maneira:

LR White etanol temperatura(°C) tempo(h)

1 3 4 2:30
2 2 4 2:30
3 1 4 2:30
4 0 4 12:00

Ap6s a inclusdo, os tecidos foram transferidos para cépsulas de gelatina
(Gelatine Kapseln Grobe 0,68 ml fur die Elektronenmikroskopie) com o auxilio de um
palito. Os corpusculos protéicos foram transferidos com o auxilio de uma pipeta
automética. O volume foi preenchido com a resina LR White e, em seguida, as
capsulas foram fechadas com as tampas apropriadas e colocadas a 60°C durante
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24 horas para polimerizagao daresina. Apds as 24 horas as amostras incluidas foram

removidas das capsulas.
3.17.3. Tratamento das laminas com poly-D-Lysine

Este tratamento foi feito para que os cortes permanecessem fixos nas laminas
apds os varios tratamentos. As laminas foram lavadas com detergente, enxaguadas
exaustivamente em agua e passadas em agua destilada e alcool. Apds secagem a
temperatura ambiente, foram passadas uma a uma em solugao contendo 50 xg/ml
de poli-D lysine hydrobromide (Sigma P 1149), em 10 mM Tris-HCI pH 8,0. As l&aminas
foram secas a temperatura ambiente e guardadas em caixas apropriadas até serem

utilizadas.
3.17.4. Obtengao de cortes

Os blocos contendo os tecidos e os corplsculos protéicos foram inicialmente
piramidados em um piramitdmetro Reichert TM 60 (Vienna, Austria) e, em seguida,
foram feitos cortes semi-finos de 0,5 a 1,0 um de espessura no ultra-micrétomo
Reichert UM 2 (Vienna, Austria). Estes cortes foram depositados em laminas tratadas
como descrito em 3.17.3., contrastados durante 2 minutos em azul de metileno [0,5%
w/v)azul de metileno; 0,5% (w/v) borax tetraborato de sédio cristalizado], e obser-
vados ao microscopio otico para verificar o estado do material. Apds a verificagéo,
foram feitos os cortes para serem usados nos estudos de imunocitoquimica as-

sociados & microscopia 6tica e eletrOnica.
3.17.5. Imunocitoquimica - microscopia 6tica
Secgdes semi-finas dos tecidos (0,5-1,0 um) foram obtidas como descrito em

3.17.4. e depositadas em laminas tratadas com poli- D- lysine hydrobromide. As
laminas foram secas a temperatura ambiente. As secgdes foram incubadas por 10
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minutos a temperatura ambiente em PBS contendo 10% (v/v) metanol e 3% (v/v)
H202, lavadas 2 vezes a temperatura ambiente com PBS e uma vez por 10 minutos
em PBS contendo 0,1% Tween-20 (PBS-T). O PBS-T foi removido e as secgdes foram
saturadas com solugéo | (PBS-T; 0,1% soro albumina bovina) durante 2 horas a
temperatura ambiente. Apés a saturagao, as secgdes foram incubadas durante 16
horas a 4°C com os anticorpos produzidos contra a-coixina de 25 KDa (C2) e contra
y-coixina de 22 KDa (C3) (Ottoboni et al., 1990a) diluidos 1:100 em solugéo |. Como
controle foi usado o soro ndo imune, também diluido 1:100 em solugdo |. Todas as
incubacgdes foram feitas em placas de Petri de 13 cm cobertas com papel de filtro
umidecido em &gua para evitar a evaporagdo. Em seguida, as laminas foram
colocadas em recipientes proprios e lavadas 3 vezes por 10 minutos com PBS. As
secgOes foram, entdo, incubadas por 1 hora a temperatura ambiente com o com-
plexo proteina A-ouro de 10 nm de diametro (Sigma chemical), diluido 1:30 em
solugéo |. As l&minas foram lavadas 3 vezes por 10 minutos em PBS, 3 vezes por 5
minutos em agua destilada e entdo secas com papel de filtro. As secgdes foram, em
seguida, tratadas com uma gota de "Silver enhancement mixture" - IntenSE M
(Jansen Life Sciences Products, Olen, Belgium) durante aproximadamente 7
minutos, de acordo com as instrugdes do fabricante. As reagdes foram acompan-
hadas em microscépio 6tico e quando a coloragdo desejada foi atingida, as laminas
foram colocadas em recipientes préprios contendo agua destilada, a fim de parar a
reacgdo. As l&minas foram secas com papel de filtro e as secgbes foram cobertas
com laminulas. Para isto, foi colocada uma gota de Histovitrex (Carlo Erba) sobre as
secglOes e por cima foram colocadas as laminulas, tomando-se o cuidado de nao
deixar bolhas. As sec¢bes foram, em seguida, observadas ao microscépio 6tico
Zeiss (West Germany).

3.17.6. Imunocitoquimica - microscopia eletrénica

Secgoes finas (70-80 nm) dos corplsculos protéicos incluidos em LR White foram
obtidas em um ultramicrétomo Reichert UM 2 (Vienna, Austria), coletadas em meio



50

aquoso e depositadas em grades de cobre. Todas as lavagens e incubagbes foram
feitas em gotas de 100 ul das solugbes. Essas gotas foram pipetadas sobre tiras de
Parafilme que haviam sido préviamente colocadas em placas de Petri de 13 cm de
didmetro. Ao lado das tiras de parafilme, foram colocados lengos de papel dobrados
e umidecidos em agua para evitar a evaporagao. As grades, sempre com as secgoes
para cima, foram lavadas 2 vezes por 5 minutos em PBS e as secg¢les foram
saturadas 2 horas a temperatura ambiente com a solugéo I. As secgdes foram, entao,
incubadas durante 16 horas, a 4°C, com os anticorpos produzidos contra as a- €
y-coixinas, diluidos 1:200 em solug&o 1. O soro ndo imune na mesma diluigéo foi
usado como controle. Apds aincubagéo com os anticorpos, as grades foram lavadas
3 vezes durante 10 minutos com PBS, e as sec¢des foram incubadas com o
complexo proteina A-ouro de 20 nm de didmetro (Sigma chemicals), diluido 1:30 em
solugéo |, durante 1 hora a temperatura ambiente. As grades foram lavadas 3 vezes
por 5 minutos com PBS-T contendo 0,5 M NaCl; 3 vezes por 5 minutos com PBS e
depois, com o auxilio de uma pipeta automatica, com 2 mi de PBS e 2 ml de &gua.
As grades foram secas erh papel de filtro, contrastadas por 30 minutos com 2%
acetato de uranila e pés contrastadas por 10 minutos com Reynold’s citrato de
chumbo. Em seguida, as secgdes foram observadas em microscopio eletronico
Phillips, EM 301 (Eidhoven, the Netherlands).
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4. RESULTADOS

4.1. Sintese e deposigdo de coixinas durante o desenvolvimento das se
mentes de Coix /acryma-jobi L. var. Adlay '

A andlise do padrdo de sintese e deposigdo das coixinas durante o desenvol-
vimento das sementes do Adlay foi feita de acordo com o esquema apresentado na
Fig.4. Os resultados obtidos nas andlises séo apresentados a seguir.

SEMENTES DO ADLAY COLHIDAS EM DIFERENTES FASES DO
DESENVOLVIMENTO E CLASSIFICADAS DE ACORDO COM A
COR DO INVOLUCRO PROTETOR E COM O PESO FRESCO

ENDOSPERMA - ESTAGIOS 1 A 5

|
I 1

i .
I PROLAMINA I CORPUSCULO PROTEICO RNA
, ]

]
SDS-PAGE RNA TOTAL

WESTERN BLOT RNA POLISSOMAL
IMUNOCITOQUIMICA SINTESE IN VITRO
NORTHERN BLOT

Fig.4 - Esquema indicando as etapas do trabalho sobre a sintese e deposigao
das coixinas durante o desenvolvimento da semente de Coix lacryma-jobi
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4.1.1. O desenvolvimento das sementes de Coix lacryma-jobi L. var. Adlay

As sementes do Adlay s&o produzidas em ramos apicais da planta do Coix. Em
cada ramo s&o encontradas de 6 a 9 flores formadas por um invélucro protetor,
dentro do qual ocorre o desenvolvimento da semente. O tempo de abertura de cada
flor varia muito entre as flores de um mesmo ramo (Fig. 5A) e entre os diversos ramos
de uma mesmé planta. Deste modo, torna-se muito dificil a condugéo de polinizagao
controlada para se obter sementes em fases especificas do desenvolvimento.

O desenvolvimento das sementes do Adlay foi, entdo, dividido em 5 estagios,
baseado na cor do invélucro protetor e no peso seco e fresco das sementes (Fig.
5B e 5D). Como podemos observar na Fig. 5B, durante o desenvolvimento da
semente a cor do seu involucro protetor varia de verde a marrom, sendo esta
variagao usada como um indicador do desenvolvimento da semente. Na Fig. 5C,
observamos as sementes de cada estagio sem o invélucro protetor. Podemos notar
que ndo ocorre um aumento muito grande no tamanho da semente durante o
desenvolvimento.

Variagdes no peso seco e fresco das sementes dos 5 estagios do desenvolvimen-
to sdo apresentadas na Fig. 5D. O peso fresco das sementes dos 5 estagios variou
de 34 a 119 mg/endosperma, enquanto que 0 peso seco variou de 8 a 75 mg/en-
dosperma. O tempo de maturagdo das sementes do Adlay é de aproximadamente
45 a 50 dias, dependendo das condigbes ambientais, tais como temperatura,

umidade e nutrientes disponiveis no solo.

4.1.2. Comparagio do acimulo de proteina e RNA durante o desenvol
vimento do endosperma do Adlay

As coixinas foram extraidas do endosperma do Adlay nos diferentes estégios do
desenvolvimento (1 a 5) em solugdes contendo 55% de isopropanol e 2% de
2-mercaptoetanol. A quantificagéo das coixinas foi feita como descrito em 3.5. e 0
teor dessas proteinas em cada estagio é apresentado na Fig.6. Como podemos
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observar, as coixinas comegaram a se acumular logo no inicio do desenvolvimento
(estagio 1) e o acimulo méaximo foi observado nos estagics 4 e 5. O teor das coixinas
nos diferentes estagios variou de 1,6 a 11,0 mg/endosperma.

O RNA total foi extraido do endosperma do Adlay dos 5 estagios do desenvol-
vimento e quantificado como descrito em material e métodos. Os niveis de RNA total
em cada estagio do desenvolvimento séo apresentados na Fig.6. O nivel maximo foi
observado nos estégios 1 e 2, e foi diminuindo conforme ocorria a maturagéo da
semente. No estagio 5, foi observado um nivel de RNA que correspondia a
aproximadamente 15% do nivel méximo do RNA total. O alto nivel de RNA total
observado no inicio do desenvolvimento do endosperma é, provavelmente, devido
as intensas atividades metabdlicas que ocorrem no tecido durante estes estagios, e
que nao estao relacionadas com a sintese das coixinas.

RNAs polissomais foram purificados de corpusculos proteicos isolados de
endospermas nos diversos estagios de desenvolvimento como descrito em 3.10. Na
Fig.6 observamos que o nivel do RNA polissomal no endosperma do Adlay foi baixo
no estagio 1, aumentou gradativamente até o estagio 3, onde atingiu o nivel méximo,
e entdo decaiu a niveis mais baixos, dentro do intervalo estudado, conforme ocorria
a maturagéo. Nesta figura, podemos observar, também, que estégio de maximo
acumulo de RNA polissomal coincide com a fase de crescimento logaritmico da

planta.
4.1.3. Precursores das coixinas

O RNA polissomal isolado do endosperma no estagio 3 do desenvolvimento foi
usado em experimentos de sintese de proteinas "in vitro", como descrito em 3.11.
Os produtos da tradugédo "in vitro", obtidos na presenga de [358]-metionina, foram
analisados em gel 12,5% de poliacrilamida, contendo SDS (SDS-PAGE) e fluorografia
(Fig.7), e apresentaram o padrdo caracteristico das coixinas. As 5 classes de coixinas

foram observadas mas, com excegéo da y-coixina (C3, 22KDa), eram aproximada-
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Fig.5 - Desenvolvimento das sementes de Coix /acryma-jobi L. var. Adlay. (A)
Ramos da planta do Adlay mostrando sementes em diferentes estagios
do desenvolvimento. (B) Sementes do Adlay classificadas em 5 estagios
do desenvolvimento, baseado na cor do invélucro protetor e no peso
fresco e seco do endosperma. (C) Sementes do Adlay sem o invélucro
protetor, mostrando o endosperma nos 5 estagios do desenvolvimento.
O peso fresco e seco do endosperma nos 5 estagios é apresentado em
(D). (D) Variagbes no peso fresco (0) e seco (0) do endosperma durante

o desenvolvimento.
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Fig.6 - Comparagao do acumulo de proteina e RNA durante o desenvolvimento
do endosperma do Adlay. As coixinas, o RNA total e o RNA polissomal
foram extraidos de endospermas nos diferentes estagios do desenvol-
vimento e quantificados como descrito em material e métodos.
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mente 2 KDa maiores que as coixinas nativas. O peso molecular aparente apresen-
tado por estas proteinas foi de 30, 27, 22, 19 e 17 KDa. Este resultado sugere que
as coixinas, como observado em prolaminas de outros cereais, sdo sintetizadas

COMO precursores.

4.1.4. Sintese de coixinas durante o desenvolvimento do endosperma do
Adlay

Para verificar o padrdo de sintese de cada uma das classes de coixinas, estas
proteinas foram extraidas do endosperma do Adlay nos diversos estagios do
desenvolvimento como descrito em 3.4 e analisadas através de eletroforese em gel
de poliacrilamida contendo SDS (SDS-PAGE), gradiente 5 a 20%.

O padrao de acimulo de coixinas durante o desenvolvimento do endosperma é
apresentado na Fig. 8A. Podemos observar que, conforme ocorre a maturagéo,
também ocorre um aumento gradual em todas as classes de coixina. No estégio 1
(Fig.8A, linha 1), as classes de a-coixina C1 (27KDa), C4(17KDa) e C5(15KDa) foram
detectadas em pequenas quantidades, enquanto que a a-coixina C2(25KDa) foi
detectada em uma quantidade bem maior. A a-coixina C2 representou a classe de
coixina mais abundante neste estagio, bem como em todos os outros através da
maturagdo. A y-coixina (C3, 22KDa) n&o foi detectada no estagio 1. No estagio 2
(Fig.8A, linha 2), foram detectadas as 5 classes de coixina, sendo que as a-coixinas
C1, C4 e C5 foram observadas em quantidades similares, enquanto que a y-coixina
foi detectada em niveis bem menores. No estagio 3 (Fig.8A, linha 3), as 5 classes de
coixinas foram perfeitamente detectadas e, nos estagios 4 e 5 (Fig.8A, linhas 4 e 5)
atingiram o nivel méaximo de acdmulo.

O padrao diferencial de acimulo observado entre as a- € y-coixinas foi confirmado
através de andlises de "Western blot", como descrito em material e métodos (3.7).
As proteinas de géis em replicata da Fig.8A foram transferidas para membranas de
nitrocelulose e incubadas com os anticorpos produzidos contra as a-coixinas
C1+C2 (Fig.8B), C4 (Fig.8C) e C5 (Fig.8D), e contra a y-coixina C3 (Fig. 8D). Os
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Fig.7 - Fluorografia dos produtos da tradugéo "in vitro" dos mRNAs isolados de
endospermas no estagio 3 do desenvolvimento usando [*°S]-metionina
como precursor. Os nimeros a esquerda correspondem a posigao de
marcadores de peso molecular; a direita estdo indicadas as posigoes das

pré-coixinas.
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Fig.8 - Anédlise do padrdo de sintese das coixinas durante o desenvolvimento. (A) SDS-PAGE das colxinas extraidas
de endospermas nos diferentes estigios do desenvolvimento (1 a 5). As ccixinas foram coradas com
0,25% Comassie Brilliant Blue R 250 em metanol/dgua/acido acético (5:5:1, v/v). (B a E) Anélise Imunolégica
de géis em replicata de (A). As colxinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose e Incubadas
com anticorpos produzidos contra as a-coixinas C1+C2 (B), C4 (C) e C5 (D}, e também com anticorpos
produzidos contra a y-colxina (E). Apés lavagem, foram Incubadas com o complexo protelna A-peroxidase

e coradas em uma solugido Indicadora.
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"imunoblots" confirmaram os resultados obtidos através da andlise de SDS-PAGE,
que sugeriram que as «-coixinas sdo sintetizadas em estagios anteriores aos da
sintese da y-coixina. Os imunoblots também mostraram as reagGes cruzadas
anteriormente observadas por Ottoboni et al.(1990 a) e Leite et al. (1990). O anticorpo
produzido contra as a-coixinas C1+ C2 reconheceu C1 e C2 (Fig.8B). O anticorpo
contra a a-coixina C4 reconheceu C4 e apresentou reagao cruzada com todas as
outras a-coixinas (Fig.8C). O anticorpo contra a a-coixina C5 reconheceu C5 e
apresentou reagao cruzada com a a-coixina C2 (Fig.8D). Na Fig. 8E observamos que
0 anticorpo produzido contra a y-coixina (C3) reconheceu C3 e apresentou reagio
cruzada com proteina de peso molecular mais elevado. Estas reagbes cruzadas
podem ser devidas a epitopos comuns presentes nas classes de proteinas.

Com o objetivo de verificar se a diferenga no tempo de sintese das a- e y-coixinas
corresponde a diferengas no tempo de expressao dos genes das coixinas, mRNAs
polissomais de cada estagio foram preparados como descrito em 3.10. e aliquotas
de 38 ul foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2%, contendo
formaldeido (38 4! correspondiam a aproximadamente 20xg de mRNA polissomal no
estagio 3) (Fig.9). Podemos observar na Fig.9 que ocorre um acumulo de mRNAs
durante o desenvolvimento do endosperma do Adlay. Este acimulo atingiu um
maximo aproximadamente na metade do desenvolvimento (estagio 3) e foi decaindo
conforme ccorria a maturagéo da semente. Apds a eletroforese, os mRNAs polis-
somais foram transferidos para membranas de nylon e hibridizados com clones de
cDNA de a-e y-coixinas, pBCx27.1 e pBCx22.3 (Leite et al.,manuscrito em
preparagao), respectivamente. '

O resultado da hibridizagdo com o clone de cDNA de a-coixina pode ser
observado na Fig.10A. As mensagens de a-COixinas comegaram a se acumular no
estagio 1 (linha 1), atingiram um nivel méximo no estagio 3 (linha 3) e entio decairam
conforme ocorria a maturagao da semente, ndo sendo detectadas no estagio 5 (linha
5).
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ESTAGIO
] 2 3 4 5

Fig.9 - Eletroforese dos mRNAs isolados do endosperma do Adlay nos diferen-
tes estagios do desenvolvimento. Os mRNAs foram submetidos a
eletroforese em gel denaturante de agarose e transferidos para
membranas de nylon, como descrito em material e métodos. Linhas 1 a
5 correspondem aos mRNAs isolados de endospermas nos estagios 1 a

5, respectivamente.
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ESTAGIO
1 7 3 4 5

Fig. 10 - Anélise de "Northern blot' de mRNAs isolados de endospermas nos 5 estégios do
desenvolvimento. Volumes iguais de mRNA foram fracionados em gel de agarose 1,2%
contendo 6% formaldeido. Os mRNAs foram transferidos para membranas de nylon e
hibridizados com o clone de cDNA de a-coixina pBCx 27.10 (A) e com o clone de cDNA de
y-coixina pBCx 22.3 (B). O tempo de exposigdo ao filme de raio X foi de 1 hora para o RNA
hibridizado com pBCx 27.10 e 18 horas para o RNA hibridizado com pBCx 22.3.
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O resultado da hibridizagdo com o clone de cDNA de y-coixina, pBCx22.3, pode
ser observado na Fig.10B. As mensagens de y-coixina comegaram a ser acumuladas
no estagio 2 de desenvolvimento do endosperma (linha 2), atingiram um nivel maximo
no estagio 3 (linha 3) e entdo decairam em diregdo a maturagio da semente. Neste
caso também nao foram detectadas no estagio 5 (linha 5).

Os niveis de RNAs polissomais das y-coixinas foram bem menores que os
observados para os RNAs polissomais das a-coixinas. O tempo de exposi¢ao aos
filmes de RX foi de 1 hora para os filtros hibridizados com o clone de cDNA de
a-coixinas, e de 18 horas para os hibridizados com o clone de cDNA de y-coixina.

Deste modo, podemos dizer que estes resultados estdo de acordo com o0s
resultados obtidos nas analises das coixinas através de SDS-PAGE e "Western blot".
Foi observada uma correlagédo entre os niveis de RNAs polissomais e a sintese das

classes de coixinas.
4.1.5. Deposig¢éao das coixinas

Com o objetivo de verificar se as coixinas s&0 depositadas nos corpusculos
proteicos, estas organelas foram isoladas de endospermas no estagio 3 do desen-
volvimento como descrito em 3.8, as coixinas foram extraidas e comparadas com as
coixinas extraidas de endospermas maduros, através de andlises de SDS-PAGE e
"Western blot".

A Fig.11A apresenta a andlise de SDS-PAGE das proteinas extraidas de en-
dosperma maduro (linha 1) e de coixinas extraidas de corpusculos proteicos (linha
2). A analise de SDS-PAGE das coixinas extraidas dos corpusculos proteicos indicou
que as 5 classes de coixinas estdo presentes nestas organelas. Além das 5 classes,
podemos observar que as coixinas extraidas dos corpusculos proteicos apresen-
taram um polipeptideo de 19 KDa, que nao esta presente nas coixinas extraidas dos
endospermas maduros.

Para confirmar as andlises de SDS-PAGE, as coixinas de géis em replicata da
Fig.11A foram transferidas para membranas de nitrocelulose e incubadas com os
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anticorpos produzidos contra as a-coixinas C1+C2 (Fig.11B), C4 (Fig.11C), C5
(Fig.11D), e contra a y-coixina G3 (Fig.11E).

Os resultados dos "imunobiots® confirmaram os resultados obtidos nas analises
de SDS-PAGE, indicando que as a- € y-coixinas estéo realmente depositadas nos
corpusculos proteicos do Adlay, como observado para prolaminas de outros cereais.
Além disso, ficou demonstrado que nenhum dos anticorpos apresentou reagao
cruzada com o polipeptideo de 19 KDa. Este polipeptideo foi observado em extratos
brutos de endosperma do Adlay quando os mesmos foram submetidos a
eletroforese (dado ndo apresentado). Nao se sabe até o momento qual a fungéo
deste polipeptideo, mas podemos supor que seja um constituinte das paredes dos

corpusculos proteicos.



64

- —19.0

Fig.11 - Comparagdo de coixinas extraidas de endospermas maduros e de
corplisculos proteicos. (A) SDS-PAGE de coixinas extraidas de endosper-
ma maduro do Adlay (linha 1) e de corpusculos proteicos (linha 2). (B a
E) Andlise imunolégica das coixinas de géis em replicata de (A). As
coixinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose e in-
cubadas com os anticorpos produzidos contra as a-coixinas C1+C2 (B),
C4 (C) e C5 (D), e contra o anticorpo produzido contra a y-coixina (E).
Apb6s lavagem, foram incuibadas com o complexo proteina A -peroxidase

e coradas em uma solugao indicadora.
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4.2. Imunocitoquimica associada a microscopia

Os estudos de imunocitoquimica foram feitos a nivel de microscopia ética e

eletrbnica, e os resultados obtidos nos trabalhos s&o apresentados a seguir.

4.2.1. Imunocitolocalizag¢ao de coixinas em endosperma, embriao, es
cutelo, raiz e coledptile do Adlay

Neste experimento, as secgdes dos tecidos foram incluidas em resina LR White
como descrito em 3.17.2. Secgbes semi-finas foram obtidas, uma parte foi corada
com azul de metileno para verificar o estado do material, e a outra parte foi usada
para os estudos imunocitoquimicos. Assim, as sec¢des foram incubadas com os
anticorpos produzidos contra a a-coixina de 25 KDa (C2) e contra a y-coixina (C3),
como descrito em 3.17.5. O soro n&o imune foi usado como controle. Apds
incubag&o com o complexo proteina A-ouro e tratamento com "Silver enhancement
mixture" IntenSE M, as secgbes foram observadas ao microscopio dtico.

Seccdes semi-finas de embriéo, escutelo, coledptile e raiz incubadas com os
anticorpos produzidos contra as a- e y-coixinas nao apresentaram marcagao, in-
dicando, como era esperado, que as coixinas ndo estao presentes nestes tecidos
(dado ndo apresentado). O controle ndo apresentou marcagéo inespecifica (dado
nao apresentado).

No entanto, as secgOes de endosperma incubadas com os anticorpos
produzidos contra as a- € y-coixinas revelaram a marcagao caracteristica em forma
de granulos escuros. Na Fig. 12A podemos observar a secgdo de endosperma
incubada com o anticorpo produzido contra a a-coixina C2, e na Fig. 12B, a secgéo
incubada com o anticorpo produzido contra a y-coixina (C3). A intensidade da
marcagéo foi maior para a a-coixina que para a y-coixina, provavelmente devido aos
altos niveis desta proteina nas células do endosperma. Nesta figura, podemos
observar, também, que os corpUsculos proteicos encontram-se nas células do
endosperma do Adlay preenchendo os espagos entre os granulos de amido.
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Fig.12 - Imunocitolocalizagdo de coixinas no endosperma do Adlay. Secgbes semi-finas de
éndosperma imaturo do Adlay foram obtidas, inclufdas em resina LR White e incubadas com
anticorpos produzidos contra a- ey- coixinas. Abreviagdes usadas: ga, grénulos de amido;
cp, corplisculos proteicos. Bar = 5 um. (A) Secgéo incubada com o anticorpo produzido
contraaa- coixina C2, seguido de incubagdo com proteina A conjugada a particulas de ouro
de 10 nm, e tratamento com "Silver enhancement mixture". (B) como (A), mas usando-se o
anticorpo produzido contra a y-coixina,
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4.2.2. Imunocitolocalizagao das coixinas nos corpusculos proteicos do
endosperma do Adlay

Os corpusculos proteicos sdo organelas localizadas nas células do endosperma,
e neles sdo armazenadas as proteinas de reserva das plantas. Sao formados por
uma matriz proteica uniforme, delimitada por uma membrana associada a polirribos-
somos. A forma dessas organelas é de circular a oval, e seu diémetro é de poucos
microns (Pernolet e Mosse, 1983).

Com o objetivo de verificar a localizagéo das classes de coixinas no interior dos
corpUsculos proteicos, estas organelas foram incluidas em Resina LR White (material
e métodos, 3.17.2). Secgdes ultra-finas foram obtidas e incubadas com os anticorpos
produzidos contra as a- € y-coixinas e com o soro ndo imune. Apds a incubagéo com
os anticorpos, foram tratadas com o complexo proteina A-ouro, contratadas com
acetato de uranila e citrato de chumbo e observadas ao microscdpio eletrénico.

Nas Fig.13A e 14A s&o apresentadas as secgdes incubadas com 0 Soro néo
imune. Podemos observar que ndo houve marcagéo, o que indica a auséncia de
reacgao inespecifica. As sec¢des incubadas com os anticorpos produzidos contra as
a-coixinas C1, C2, C4, C5 e contra a y-coixina (Fig. 13B a 13F e 14B a 14F,
respectivamente) mostraram que as 5 classes de coixinas encontram-se por todo o
corpUsculo proteico. A secgdo incubada com o anticorpo produzido contra a
a-coixina C2 (Fig.13 e 14C) apresentou uma marcagao maior que a observada para
as outras classes de coixina, provavelmente devido a alta concentragéo desta
proteina nas células do endosperma do Adiay. Deste modo, podemos dizer que a
intensidade da marcagao é proporcional a concentragdo de cada classe de coixina
presente nas células do endosperma do Adlay.

Os corpusculos proteicos isolados do endosperma do Adlay no estagio 3 do
desenvolvimento apresentaram uma grande variagdo em tamanho, com diémetros
variando de 0,2 a 3,7 um. As membranas desses corpUsculos proteicos séo,

aparentemente, continuas.
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Fig.13 - Imunocitolocalizagdo das coixinas nos corpusculos proteicos do endosperma do Adlay.
Corpiisculos proteicos isolados de endospermas do Adlay no estagio 3 de desenvolvimento
foram incluidos em resina LR White e usados para anélises imunocitoquimicas. Secgbes
ultra-finas dos corptsculos proteicos foram incubadas com o soro ndo imune (A), com os
anticorpos produzidos contra as a-coixinas C1 (B), C2 (C), C4 (D), C5 (E), e contra a y-coixina
(F), seguido de incubagdo com proteina A conjugada a particulas de ouro de 20 nm. Bar =
0,5 m.
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Fig.14 - Imunocitolocalizagao de coixinas nos corplsculos proteicos do en-
dosperma do Adlay. Como descrito na Fig.13, porém em maior aumento.
Bar = 0,25 m.



70

5. DISCUSSAO

A principal proteina de reserva do endosperma das sementes de Coix lacryma-
jobi L. 6 uma prolamina denominada coixina. Esta proteina representa aproximada-
mente 70% da proteina total da semente, quando extraida na presenga de 20% de
2-ME (Ottoboni et al., 1990 a). A caracterizagao das coixinas foi feita recentemente
em nosso laboratdrio por Ottoboni et al. (1990 a,b) e Leite et al.(1990), mas a
regulagdo da expressdo dos genes que codificam estas proteinas durante o desen-
volvimento das sementes do Coix ndo havia, ainda, sido investigada.

Com o objetivo de analisar os mecanismos da expressao dos genes das coixinas,
foram feitos alguns estudos sobre o acimulo dessas proteinas e mRNAs durante o
desenvolvimento do endosperma do Coix lacryma-jobi L. var. Adlay. Para isto,
tornou-se necessario obter sementes do Adlay representativas dos varios estagios
do desenvolvimento. No nosso caso, devido a dificuldade em se conduzir polinizagao
controlada, as semen"téé foram escolhidas de acordo com a cor do seu invélucro
protetor e com o0 peso sebo (Fig.5). Apesar de ser um pouco arbitraria, esta
classificagdo mostrou-se extremamente satisfatéria, como pode ser notado nos
resultados obtidos nos trabalhos.

O acUmulo das coixinas mostrou uma cinética sigmoidal (caracteristica do
actmulo das proteinas das sementes), seguindo 0 aumento de peso fresco e seco
do endosperma (Fig.6). O aciimulo das coixinas e seus mRNAs ocorreu nos estagios
iniciais do desenvolvimento, e pdde ser nitidamente observado um acdmulo maximo
de mRNAs nos estagios de maior taxa de acimulo das coixinas (Fig.6). P6de ser
observado que conforme ocorria a sintese e deposigdo das coixinas, ocorria a
diminuigdo dos mRNAs, até niveis ndo detectaveis nas sementes maduras (Fig.6).

Além de ter ocorrido um controle temporal nos genes das coixinas, verificamos
que estes genes séo tecido especificos. Através dos estudos de
imunocitolocalizagdo, observamos que as coixinas sdo encontradas exclusivamente
nas células do endosperma, e ndo nos outros tecidos analisados.
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A traducdo dos mRNAs isolados de corpusculos proteicos mostrou como
produto as 5 classes de coixinas (Fig.7). Estas proteinas apresentaram pesos
moleculares aparentes de 30, 27, 22, 19 e 17 KDa, o0 que indicou que as a-coixinas
sao aproximadamente 2 KDa maiores que as coixinas nativas. Este resuitado sugere
que as a-coixinas, como as a-zeinas (Burr et al.,1978; Larkins and Hurkman, 1978)
e outras prolaminas de cereais (Mathews e Miflin, 1980; Donovan et al.,1982), séo
sintetizadas como precursores. Os precursores possuem uma sequéncia amino
terminal relacionada a translocagéo de proteinas no interior do reticulo
endosplasmatico, para serem acumuladas e formarem os corpusculos proteicos. A
sequéncia sinal é removida por clivagem proteolitica durante a tradugéo, antes
mesmo da cadeia de polipeptideos estar completa (Blobel e Doberstein, 1975; Kreil,
1981). Ao contrério das «-coixinas, ndo foi observada nenhuma alteragéo no peso
molecular aparente do produto da tradugéo "in vitro" correspondente a y-coixina C3.
Resultados similares foram verificados para as y-zeinas (Torrent et al., 1986), e o
processamento dessas proteinas sé pdde ser demonstrado pela comparagao dos
p!s dos produtos da tradugéo com os seus produtos de translocagdo através da
membrana, e através de dados de sequéncia de clones de cDNA e geridmicos. Como
os produtos da tradugao "in vitro" apresentaram principalmente as 5 classes de
coixinas, podemos concluir que o RNA polissomal quantificado na Fig.6 representa
mRNAs das coixinas.

Neste trabalho foi verificado que o tempo de acimulo dos mMRNAs especificos
das coixinas, bem como o tempo de sintese dessas prolaminas, ndo é o mesmo
para todas as classes de coixinas. Através das andlises de SDS-PAGE e "Western
blot", verificamos que as a-coixinas C1, C2, C4 e C5 séo sintetizadas em estagios do
desenvolvimento anteriores aos da sintese da y-coixina (C3) (Fig.8). Esta expressdo
génica diferencial foi confirmada através das andlises de "Northern blot". Os mRNAs
das a-coixinas estavam presentes no endosperma das sementes do Adlay desde o
inicio do desenvolvimento, enquanto que os mRNAs das y-coixinas foram obser-
vados no endosperma sdmente a partir do estagio 2. Os mRNAs das a- e y-coixinas
atingiram um nivel m&ximo de acimulo no estagio 3, coincidindo com o estagio onde
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ocorre a maior taxa de acumulo das coixinas (Fig.8). Foi observado em aveia
(Brinegar e Paterson, 1982), milho (Viotti et al., 1979; Park et al., 1980), cevada
(Mathews e Miflin, 1980; Rahman et al., 1983) e ervilha (Chandler et al., 1983). que
as alteragOes nataxa de sintese de grupos de proteinas de reserva estdo associadas
com as mudangas nas populagdes de seus mRNAs. Esta observagao sugere que a
taxa de sintese de cada proteina é determinada pelo nivel de seu mRNA, que pode
ser determinado pela taxa de transcri¢ao, pela estabilidade do mRNA, ou ambas.

Baseado nos resultados obtidos nas andlises de SDS-PAGE e "Western blot" de
coixinas extraidas de corpusculos proteicos e de endospermas maduros do Adlay,
podemos concluir que as 5 classes de coixinas encontram-se depositadas nestas
organelas (Fig. 10). Os corplsculos proteicos presentes no endosperma do Adlay
representam depdsitos de prolaminas, e 0 mesmo tem sido observado para os
corpusculos proteicos de miltho e trigo (Khoo e Wolf, 1970; Larkins e Hurkman, 1978;
Taylor et al., 1885).

Muito interessantes foram os resultados obtidos nos estudos de
imunocitoquimica associados & microscopia ética e eletrnica. Os métodos
imunocitoquimicos tém sido muito utilizados nos Gltimos 40 anos para localizar
proteinas nos tecidos. O objetivo principal de qualquer método imunocitoquimico é
preparar o tecido de modo que:

- 0s anticorpos tenham acesso ao local onde o antigeno esté localizado;

- 0 tecido seja preservado para que a imagem corresponda a disposigdo do
tecido "in vivo";

- a antigenicidade do componente a ser analisado sobreviva ao processo de
preparagao do tecido.

Isto pdde ser obtido com a resina LR White, a qual, ap6s infiltragéo no endosper-
ma amilaceo do Adlay, manteve a excelente antigenicidade das coixinas. Além disto,
os cortes dos tecidos foram obtidos com grande facilidade, o que nédo ocorre com

outras resinas que tém sido usadas.
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Através destes estudos, ficou demonstrado que os corpUsculos proteicos do
Adlay encontram-se embebidos entre os grénulos de amido presentes no endosper-
ma, como j& observado em outros cereais (Pernollet e Mosse, 1983).

A anélise através de microscopia eletrénica mostrou a ocorréncia de uma grande
variagdo no tamanho dos corpusculos proteicos isolados do endosperma do Adlay
no estégio 3 do desenvolvimento. Estes corplsculos apresentaram diémetros que
variavam de 0,3 a 3,6 um. De acordo com Lending e Larkins (1989), o tamanho dos
corpusculos proteicos em mitho depende da sua localizagéo no endosperma e do
estagio de maturagao (variam de 0,2 a 1,4 ym de di@metro). Estes autores também
verificaram que ocorre a formagéo de um gradiente de tamanho dos corpusculos
proteicos; os que estdo localizados na parte mais externa, préximo a camada de
aleurona, sdo menores, e vao aumentando em tamanho em diregao ao interior do
endosperma. Um gradiente também é observado durante o desenvolvimento da
semente; conforme ocorre a maturagdo, o0 tamanho dos corpisculos proteicos
aumenta. Neste trabalho, a grande variagdo observada no tamanho dos corpusculos
proteicos é devida, provavelmente, a localizagdo dos mesmos nas células do
endosperma. Um estudo detalhado do endosperma do Adlay, a nivel de microscopia
eletrbnica, precisaria ser feito para que mais informagbes a esse respeito fossem
obtidas.

A distribuigéo das 5 classes de coixinas nos corpusculos proteicos foi analisada
através das técnicas de imunocitoquimica associadas a microscopia eletrénica.
Ficou demonstrado que as classes de coixinas distribuem-se por todo o corplsculo
proteico, ndo apresentando um padrdo bem definido de localizagao.

De acordo com os trabalhos desenvolvidos por Ludevid et al. (1984) e Lending
et al. (1988), foi proposto por Lending e Larkins (19839) um modelo para a deposigéo
de zeinas nos corpusculos proteicos do endosperma de milho. Estes autores
sugeriram que as g- e y-zeinas séo inicialmente depositadas nas células do reticulo
endoplasmatico como depdsitos escuros, ao redor das camadas periféricas, en-
quanto que as a-zeinas, neste estagio inicial, estdo presentes em niveis bem
reduzidos ou ausentes. O subsequente acimulo das a-zeinas foi observado como
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depdsitos claros nas regides internas dos corpusculos proteicos. Foi verificado que
conforme ocorria a maturagao, as a-zeinas foram se acumulando na regido central
dos corpusculos proteicos, ficando circundadas por uma fina camada formada pelas
B- e y-zeinas.

O padrdo de acimulo das a- € y-coixinas ndo estéd de acordo com o modelo
proposto para 0 acUmulo das classes de zeinas. A y-coixina néo foi observada na
periferia @ nem as a-coixinas nas regides internas dos corpusculos proteicos do
Adlay. Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que as a- e y-coixinas
encontram-se por todo o corpusculo proteico. Este resultado pode ser devido ao
tempo de deposigao de proteinas e ao empacotamento de cada classe de prolamina.
Em Coix, a distribuigdo de coixinas pode ser mais flexivel que a das zeinas em milho,
devido as diferengas estruturais e morfolégicas entre as sementes destas 2 espécies.
Ludevid et al. (1984) sugeriram que a y-zeina tem uma fungdo estrutural, envolvida
na manutengao da integridade dos corpusculos proteicos do endosperma de milho.
Ocorre uma grande mudanga na estrutura dos corpusculos proteicos quando os
mesmos sdo extraidos na pfesenga de 2-ME, pois este agente redutor solubiliza a
y-zeina. No entanto, nao foi possivel concluir se a y-coixina exerce uma fungéo similar
nos corplsculos proteicos do Coix. Ndo podemos afirmar, também, que este € o
Unico padrdo de deposigédc das coixinas, pois o trabalho foi realizado usando-se
corpusculos proteicos isolados de todo o endosperma do Adlay, e ndo de camadas
celulares bem definidas. Os resultados podem ter sido afetados pelo tempo de
maturagao do corpUsculo proteico e pelo tipo de célula na qual ele estava localizado.

A partir da observagao dos corpUsculos proteicos do Adlay (Fig.13 e 14), ficou
demonstrado que suas membranas sd0 aparentemente continuas, como as
membranas dos corpUsculos proteicos de milho, sorgo e mileto (Miflin e Burgess,
1982; Pernollet e Mosse, 1983). Em trabalhos realizados por Miflin e Burgess (1982),
foi observado que os corpulsculos proteicos do endosperma de trigo e cevada nao
sao0 envoltos por uma membrana continua, intacta. Isto foi demonstrado através de
trabathos de microscopia eletrénica e tratamento dos corpusculos proteicos com
proteases. Os corpUsculos proteicos do endosperma de trigo e cevada s&o sensiveis
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ao tratamento com protease, ocorrendo a degradagéo das suas proteinas quando
0s mesmos S&0 expostos a essas enzimas. Ja os corpusculos proteicos de milho
ndo sdo sensiveis ao tratamento com proteases, pois séo protegidos por uma

membrana continua, intacta, que impede a passagem das enzimas.
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5. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no trabalho, chegamos as seguintes conclusées:

1. A extragado das coixinas do endosperma de sementes colhidas em diferentes
estagios do desenvolvimento, e a subsequente andlise através de SDS-PAGE e
"Western blot", demonstrou que as a-coixinas s&o sintetizadas em estégios anteriores
aos da sintese da y-coixina. Através destas andlises ficou demonstrado, também,
que a classe de a-coixina C2 foi a mais abundante em todos os estagios do
desenvolvimento. }

2. A andlise de corpUsculos proteicos isolados de endospermas no estagio 3 do
desenvolvimento, através de SDS-PAGE e "Western blot", revelou que as 5 classes
de coixinas estédo presentes nestas organelas. Além das 5 classes de coixinas, foi
observado um polipeptideo de 19 Kd, apenas nas coixinas extraidas dos corpusculos
proteicos. Os anticorpos produzidos contra as classes de coixinas néo reagiram com
este polipeptideo.

3. Os mRNAs especfficos das coixinas podem ser facilmente purificados dos
corpusculos proteicos isolados do endosperma do Adlay. A sintese "in vitro” desses
mRNAs mostrou o padrdo caracteristico das coixinas. As 5 classes de coixinas
estavam presentes, mas com excegao de C3, eram aproximadamente 2 Kd maiores
que as proteinas nativas. Este resultado indicou que as coxinas sdo sintetizadas
COMO precursores.

4. Ocorreu um acumulo de mRNAs durante o desenvolvimento do endosperma
das sementes do Adlay. O nivel maximo foi observado aproximadamente na metade
do desenvolvimento (estagio 3), e foi decaindo até niveis ndo detectaveis, conforme
ocorria a maturagao da semente.

5. Através das anélises de "Northern blot", foi observado que o acimulo dos
mRNAs especificos das a-coixinas ocorreu em estagios anteriores aos do acimulo
dos mRNAs especificos da y-coixina. Além disso, os niveis dos mMRNAs especificos

das «-coixinas foi muito mais elevado.
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6. A comparagéo dos niveis de coixinas, RNA total e RNA polissomal (mRNA),
extraidos de endospermas de sementes colhidas nas diferentes fases do desenvol-
vimento, demonstrou que no estagio onde ocorria a maior taxa de sintese de coixinas
(estagio 3), também ocorria 0 maior actimulo de RNA polissomal (mRNA). O nivel de
RNA total foi alto nos 2 primeiros estagios do desenvolvimento, e entdo decaiu em
diregéo a maturagéo da semente.

7. Através de técnicas de imunocitoquimica associadas a microscopia 6tica, ficou
demonstrado que os corpusculos proteicos do Adlay estéo localizados exclusiva-
mente nas células do endosperma, preenchendo 0s espagos entre os granulos de
amido. As coixinas ndo foram detectadas nos outros tecidos analisados.

8. Através de técnicas de imunocitoquimica associadas a microscopia eletronica,
ficou demonstrado que as 5 classes de coixinas encontram-se por todo o corplsculo
proteico do Adlay, ndo ocorrendo um padréo bem definido de distribuigdo, como
observado em milho.

9. O didmetro dos corplsculos proteicos isolados de endospermas do Adiay no
estagio 3 de desenvolvimento variou de 0,3 a 3,6 xm, e suas membranas pareciam

ser continuas.



78

6. RESUMO

Neste trabalho, foi feita uma andlise do padrdo de sintese e deposigao de
prolaminas em sementes de Coix lacryma-jobi L. var. Adlay. Estas prolaminas,
chamadas coixinas, representam aproximadamente 50% da proteina total do en-
dosperma do Adlay e podem ser agrupadas em 2 classes: a- € y- coixinas. As.
a-coixinas representam aproximadamente 85% das coixinas e s&o constituidas por
4 proteinas, com pesos moleculares aparentes de: 27 KDa (C1); 25 KDa (C2); 17
KDa (C4) e 15 KDa (C5). A y-coixina representa aproximadamente 15% das coixinas
e compreende apenas uma classe de proteina de 22 KDa (C3).

Para a realizagdo deste trabalho, as sementes do Adlay foram colhidas em
diferentes fases do desenvolvimento e classificadas em 5 estagios, baseado na cor
do invélucro protetor e no peso fresco do endosperma. Este critério foi adotado
devido a dificuldade em se conduzir polinizagao controlada nas plantas do Adlay.

Uma comparagédo do actmulo de proteina e RNA durante o desenvolvimento do
endosperma do Adlay foi feita. As coixinas, 0 RNA total e 0 RNA polissomal foram
extraidos e quantificados. Os resultados da quantificagéo indicaram que as coixinas
comegaram a se acumular no inicio do desenvolvimento e atingiram um nivel maximo
nos estagios 4 e 5. O teor de RNA total no endosperma do Adlay nos estégios iniciais
do desenvolvimento foi mais elevado e, conforme foi ocorrendo a maturagéo, esse
teor foi diminuindo, chegando a representar aproximadamente 15% do RNA total do
endosperma no estagio 5. No inicio do desenvolvimento, o teor de mRNA polissomal
foi baixo, este nivel foi aumentando e atingiu 0 méximo no estagio 3 (meio da
maturagao). A partir deste estagio, foi decaindo em diregéo a maturagéo da semente.
Neste estudo comparativo, ficou demonstrado que no estagio onde ocorria a maior
taxa de sintese de coixinas também ocorria a maior concentragdo de mRNAs
polissomais. O alto teor de RNA total observado nos estagios iniciais do desenvol-
vimento deve estar relacionado com as intensas atividades metabdlicas que ocorrem

no tecido, mas que nao estdo relacionadas com a sintese das coxinas.
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A andlise dos produtos da tradugao "in vitro" de mRNAs associados aos
corpusculos proteicos do endosperma do Adlay, atravées de SDS-PAGE e
fluorografia, mostrou o padrdo caracteristico das coixinas. As 5 classes de coixinas
estavam presentes, mas com excegéo de C3, eram aproximadamente 2 KDa maiores
que as proteinas nativas. Este resultado sugere que as coixinas, como as prolaminas
de outros cereais, sao sintetizadas como precursores.

As coixinas extraidas do endosperma das sementes nos varios estagios do
desenvolvimento foram analisadas através de SDS-PAGE e "Western blot", usando
anticorpos produzidos contra as 5 classes de coixinas. Estas analises indicaram que
as a-coixinas foram sintetizadas em estagios anteriores aos da sintese da y-coixina,
e também indicaram que a classe de coixina de 25 KDa (C2) é a mais abundante
desde os primeiros estagios do desenvolvimento da semente.

Os mRNAs isolados dos endospermas nas diferentes fases do desenvolvimento
foram analisados através de "Northern blot", usando sondas de cDNA de a-coixina
(pPBCx27.1) e de y-coixina (pBCx 22.3). O resultado desta analise indicou que as
mensagens de a-coixinas comegaram a se acumular no endcsperma do Adlay logo
no 1° est4gio do desenvolvimento; atingiram o maximo no estégio 3 e a partir deste
estagio foram diminuindo até niveis ndo detectaveis no estagio 5. As mensagens de
y-coixina comegaram a se acumular sdmente no estagio 2, atingiram 0 méximo
também no estagio 3, e foram decaindo até o estagio 5.

As coixinas foram extraidas de corpUsculos proteicos isolados do endosperma
do Adlay no estagio 3 do desenvolvimento e comparadas com as coixinas extraidas
de endosperma maduro através de SDS-PAGE e "Western blot". Os resultados desta
andlise indicaram que as 5 classes de coixinas estdo presentes nos corplsculos
proteicos do Adlay. Na andlise de SDS-PAGE dos corpulsculos proteicos foi obser-
vado um polipeptideo de 19 KDa que n&o reagiu com nenhum dos anticorpos usados
e nem estava presente nas coixinas extraidas do endosperma maduro.

Através de técnicas de imunocitoquimica associadas & microscopia 6tica, e
usando-se anticorpos produzidos contra a a-coixina de 25 KDa (C2) e contra a
y-coixina 22 KDa (C3), foi demonstrado que estas proteinas encontram-se exclusiva-



80

mente nas células do endosperma do Adlay, preenchendo os espagos deixados
pelos grénulos de amido. As coixinas ndo foram detectadas nos outros tecidos
analisados.

A localizagdo das coixinas nos corplsculos proteicos foi verificada através de
técnicas de imunocitoquimica associadas & microscopia eletronica. Para isto, foram
utilizados os anticorpos produzidos contra as 5 classes de coixinas. Ficou
demonstrado que as 5 classes de prolaminas encontram-se espalhadas por todo o
corplsculo proteico do Adlay, ndo apresentando um padrdo bem definido de

deposigao, como observado para as prolaminas de milho, zeinas.
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7. SUMMARY

This work presents the results of an analysis of the synthesis and deposition of
prolamins in seeds of Coix lacryma-jobi L. var. Adlay. Those prolamins, called coixins,
represent approximately 50% of total prolamin present in Adlay endosperm, and can
be grouped in two classes: a- and y-coixins. Alpha-coixins represent 85% of total
coixins and are constituted by 4 proteins with apparent molecular weights of 27 KDa
(C1), 25 KDa (C2), 17 KDa (C4) e 15 KDa (C5). Gamma-coixin represents ap-
proximately 15% of coixins and comprises only one class of protein of 22 KDa (C3).

For the realization of this work, Adlay seeds were colected in differeni phases of
development and classified in 5 stages, based on the protection shell color and
endosperm fresh and dry weight. This criterion was used due of the difficulty to
conduct controlled pollination in this plant.

The comparison of protein and RNA accumulation during Adlay endosperm
development was done. Coixins, total RNA and polisomal RNA were extracted and
quantified. The results of the quantification indicated that coixins began to accumulate
in the beggining of the development and reached maximum levels in stages 4 and 5.

The level of total RNA in Adlay endosperm was high in stage 1 and 2; as
maturation occurs, the level declined and in stage 5 represented approximately only
15% of total RNA. In the beggining of the development, the level of polissomal RNA
was minimum, reached maximum level in stage 3 (mid maturation) and then declined
toward seed maturity. This comparative study indicated that the stage of maximum
polysomal mRNA accumulation corresponds to the stage of maximum rates of coixin
synthesis. The high level of total RNA in earlier developmental stages is probaly due
to intense metabolic activities in the endosperm, not related to coixin synthesis.

The in vitro translation products of mRNAs isolated from stage 3 endosperm were
analysed by SDS-PAGE and fluorography. The fluorograph presented the charac-
teristic band pattern of the coixins. The coixin classes were present, but with the
exception of C3, they were approximately 2 KDa larger than the native coixins. This
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results suggests that the coixins, as other cereal prolamins, are synthesised as
precursors.

The coixins were extracted from stages 1 to 5 endcsperm and analysed by
SDS-PAGE and western blot, using antisera raised against the 5 coixin classes. Those
analyses showed that a-coixins were synthesised in earlier developmental stages than
y-coixin. The analyses also indicated that C2 a-coixin (25 KDa) represented the most
abundant coixin class in all developmental stages.

The mRNAs isolated from the 5 developmental stages were analysed by Northern
blot, using a- and y-coixin cDNA clones as probes (pBCx27,1 and pBCx 22,3,
respectively). The results of this analysis showed that the a-coixin messages began
to accurmulate in stage 1, reached their maximum level at stage 3 and then decreased
toward seed maturity, with non detectable levels at stage 5. Gamma-coixin messages
started to accumulate only in the stage 2 endosperm, reached a maximum level at
stage 3 and then decreased towards seed maturity.

Coixins extracted from protein bodies isolated from stage 3 endosperm were
compared with coixins extracted from mature endosperm by SDS-PAGE and western
blot analysis. The SDS-PAGE pattern of coixins extracted from protein bodies
indicated that the 5 coixin classes were present in those organelles. The SDS-PAGE
analysis also showed an extra-band of 19 KDa that was not present in the coixins
extracted from mature endosperms and did not cross-reacted with the antisera raised
against the 5 coixin classes.

Immunocytochemistry techniques associated to light microscopy, (using antisera
raised against C2 a- and C3 y-coixin) indicated that the coixins are found exclusively
in the endosperm cells, filling the spaces left by the starch granules. Coixins were not
detected in the other tissues analysed.

The localization of the coixin classes into the protein bodies was analysed by
immunocytochemistry analysis associated to electron microscopy, using antisera
raised against the 5 coixin classes. The resuits showed that the 5 coixin classes were
spread all over the protein bodies, did not showing a well defined pattern of

deposition, as observed in maize.
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