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RESUMO

A Araucaria angustifolia, inica espécie do género de ocorréncia natural no Brasil,
era encontrada principalmente nos Estados do Parana (40% da superficie), Santa Catarina
(31%) e Rio Grande do Sul (25%). Manchas esparsas eram observadas no sul de Sdo Paulo
(3%), sul de Minas Gerais e Rio de Janeiro, em areas de altitude elevada (1%). A madeira
serrada e laminada da Araucaria foi, por um longo periodo, um dos produtos mais
importantes de exportagdo brasileira. Atualmente, a A angustifolia se encontra na lista das
espécies brasileiras ameagadas de extingiio. As matas remanescentes correspondem a
apenas 4,3% da 4rea original. Estudos histolégicos mostraram que durante o
desenvolvimento, o embrifio de 4. angustifolia apresenta os estagios: (1) globular, (2)
globular tardio, (3) torpedo, (4) cotiledonar e (5) maduro. O desenvolvimento do embrido
de A. angustifolia difere em véarios aspectos morfologicos do de Pinus, considerado como
“modelo” das coniferas mais evoluidas. Este fato, torna interessante do ponto de vista
académico a realizagdo de estudos moleculares sobre o desenvolvimento do embrifo de 4.
angustifolia. No Capitulo 1, “Caracterizacio das principais proteinas de reserva de A.
angustifolia”, os resultados obtidos indicaram que as principais proteinas de reserva da
semente de 4. angustifolia sdo soliveis em soluggo salina (0,25 M Na(l), nfo apresentam
pontes bisulfidicas e tém peso molecular aparente de 20-21 kDa e 28 kDa. Estas
caracteristicas diferem das ja descritas para outras proteinas de reserva de coniferas, e
colocam as principais proteinas de reserva de 4. angustifolia no grupo das vicilinas 7S. No
Capitulo 2, “Identificagdio de genes expressos diferencialmente durante o desenvolvimento
do embrido zigdtico de A. angustifolia”, foi utilizada a técnica de display diferencial de
mRNA para a identificagio de genes especificos dos estdgios globular, cotiledonar e
maduro do embrifio zigético € no megagametofito da semente madura de 4. angustifolia.
Foram isolados 315 cDNAs com expressdo diferencial. Entre os 189 ¢cDNAs confirmados,
39 foram clonados, segiienciados e as seqiincias foram comparadas as depositadas em
bancos de dados. No Capitulo 3, “Isolamento da seqiiéncia completa e caracterizagio dos
c¢DNAs J6G-36, J5G-26 ¢ J5G-20”, trés ¢DNAs que apresentam similaridade com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados, vicilina 7S, araCAF1 e lipocalina, tiveram a

respectiva seqiiéncia completa caracterizada.
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SUMMARY

Araucaria angustifolia, the only native conifer in Brazil, covered the States of Parana
(40%), Santa Catarina (31%) and Rio Grande do Sul (25%). Sparse patches were also found
in areas with elevated altitudes, in the States of Sdo Paulo (3%), Minas Gerais and Rio de
Janeiro (1%). The A. angustifolia wood was, for a long time, one of the most important
exportation products in Brazil In the present days, the A. angustifolia is at risk of
extinction, and the remaining areas correspond to 4.3% of the original. The 4. angustifolia
embryo development is divided in the following stages: (1) early globular stage, (2) late
globular stage, (3) torpedo stage, (4) cotiledonar and (5) mature stage. The development of
the 4. angustifolia embryo differs in some morphologic aspects from other conifers.
Therefore, it is interesting to study embryo development in 4. angustifolia. In Chapter 1,
“Characterization of the major storage proteins in 4. angustifolia”, the characterization of
the major storage proteins of 4. angustifolia was described. These proteins are soluble in
solutions with low-salt concentration (NaCl 0.25 M). They have apparent molecular
weights around 20-21 kDa and 28 kDa, and there are no evidences of bisulfide bonds, All
these characteristics diverged from those described for storage proteins in other conifers,
and indicated that the major storage proteins of 4. angustifolia are 7S vicilin-like. In
Chapter 2, “Identification of differential expressed genes during development of the zygotic
embryo in 4. angustifolia”, the mRNA differential display technique was used to identify
genes differentially expressed in the developing embryo, globular, cotiledonar and mature
stages, and in the megagametophyte of mature seed. A total of 315 differentially expressed
c¢DNAs were isolated. From these, 189 ¢DNAs had their differential expression confirmed
and 39 were cloned and submitted to sequencing. Nine ¢cDNAs showed similarity with
GenBank sequences. In Chapter 3, “Isolation and characterization of the full length
sequences of J6G-63, J5G-26 and J5G-20 ¢cDNAs”, the isolation of full-length cDNA
sequences of the 78 vicilin-like gene (J6G-63 ¢cDNA), the lipocalin gene (J5G-20 ¢<DNA)
and the araCAF] transcription factor gene (J5G-26) is described.
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Um dos processos bioldgicos mais complexos e interessantes € a embriogénese.
Durante este processo, uma célula ou zigoto usa todo o seu potencial genético em divisdes
celulares complexas e consecutivas que resultam no organismo pluricelular. O crescimento,
divisfio e diferenciagdo celular, durante a embriogénese, ¢ aparentemente controlado por
mecanismos moleculares evolutivamente conservados tanto em plantas como em animais.
O estudo dos genes expressos nos diferentes estagios de desenvolvimento do embrifio,
assim como os mecanismos de regulagdio génica envolvidos no controle da expressio
temporal e tecido especifico dos genes durante este processo de desenvolvimento ¢ de
fundamental importancia.

Em plantas, o processo de desenvolvimento e diferenciacdo do embrigo ¢ controlado
direta ou indiretamente por mudangas no padréo da expressdio de genes (Goldberg e al.,
1989; Misra, 1994; Wobus & Weber, 1999; Girke et al., 2000). Assim sendo, estes
processos representam um modelo bioldgico interessante para estudos de organizagio,
diferenciagdo celular e expressio diferencial de genes (Goldberg ef al., 1989; Zimmerman,
1993). Os mecanismos que levam a eXpressdo temporal ¢ tecido especifico de genes
durante o desenvolvimento da semenie, vem sendo intensamente investigados pela
comunidade cientifica nos ultimos anos (Goldberg et al., 1989; Zimmerman, 1993; Misra,
1994; Mullen et al., 1996; Caimey et al., 1999; Wobus & Weber, 1999; Girke ez al., 2000;
White ez al., 2000).

Recentemente, progressos importantes foram feitos no que diz respeito 4 estrutura e
modo de agfio de genes expressos diferencialmente na semente de angiospermas. Utilizando
técnicas avangadas de andlise computacional de microarrays, foram identificados mais de
1000 genes com expressdo diferencial na semente de Arabidopsis thaliana e Brassica
napus (Girke ef al., 2000; White et al., 2000), no que pode ser catalogado como o estudo
mais completo de genes expressos na semente (http://bop.msu. edw/Seed/SeedArray. htm).

Mecanismos de regulagio da expressdo génica, durante o desenvolvimento do

embrifio de gimnospermas, muito parecidos aos descritos para angiospermas (Goldberg et
al., 1989; Zimmerman, 1993; Wobus & Weber, 1999; Girke ef al., 2000; White er al.,
2000), foram descritos por Mullen ef al. (1996) e Dong & Dustan (1996, 1997, 1999). No

entanto, pouco se sabe sobre o desenvolvimento da semente de coniferas. O estudo do
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desenvolvimento deste tipo de semente ¢ limitado pelo longo ciclo reprodutivo e a
dificuldade em se obter sementies em desenvolvimento (Chattahai & Misra, 1998).

Embora timidamente, os estudos envolvendo o desenvolvimento e a germinagéo das
sementes em gimnospermas estdo aumentando (Newton et al., 1992; Krassowski & Owens,
1993; Misra, 1994; Mullen et al., 1996; Dong & Dustan, 1996, 1997, 1999; Cairney et al.,
1999; Sabala er al., 2000). Contudo, os resultados obtidos e a quantidade de pesquisadores
envolvidos em projetos nesta drea ainda ¢ proporcionalmente insuficiente.

Embora tenham ocorrido avangos notaveis na area de biotecnologia vegetal e
biologia molecular de plantas, no Brasil s@o poucos os investimentos na éarea de
biotecnologia de coniferas e mais especificamente, na obten¢@o de marcadores moleculares
do processo de embriogénese e no desenvolvimento de técnicas de embriogénese somatica
¢ micropropagagdo. As poucas iniciativas registradas partem de grupos ilhados de setores
particulares da industria dificultando assim, o acesso aos dados obtidos nas pesquisas.

Em Araucaria angustifolia, a conifera nativa de maior importincia econdmica,
estudos moleculares visando o desenvolvimento da semente ainda sfo inéditos. Estudos
histolégicos mostraram que durante o desenvolvimento, o embrifio de 4. angustifolia
apresenta os estagios: (1) globular, (2) globular tardio, (3) torpedo, (4) cotiledonar ¢ (5)
maduro. O desenvolvimento do embrido de A. angustifolia difere em varios aspectos
morfologicos do de Pinus, considerado como “padrfio” das coniferas mais evoluidas. Este
fato, torna interessante do ponto de vista académico a realizagdo de estudos moleculares

sobre o desenvolvimento do embridio de 4. angustifolia.

1. Araucaria angustifolia

Araucariaceae, do ponto de vista biogeografico, é uma das familias mais
interessantes entre as gimnospermas. Ela estd distribuida principalmente no hemisfério sul,
ocorrendo na Nova Caleddnia, Nova Guiné, Australia, Nova Zeldndia ¢ América do Sul
(Setoguchi ef al., 1998). Na América do Sul, as principais espécies sdo Araucaria araucana
e Araucaria angustifolia.

A Araucaria angustifolia (brasiliensis) Otto Kuntze, também € conhecida como

pinheiro-do-Parané, pinheiro brasileiro, araucéria ou simplesmente pinheiro. Ela ¢ a unica
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espécie do género de ocorréncia natural no Brasil (Shimizu & Oliveira, 1981). As arvores
sd0 monoicas, com 10 - 35 metros de altura e 50 - 120 centimetros de didmetro, os troncos
sdo retos e quase cilindricos (Carvalho, 1994), raramente ramificados em dois, a casca é
grossa ¢ resinosa e a ramificagio ¢ racemosa apresentado verticilos quase horizontais. Os
verticilos se ramificam em abundantes ramos secundérios constituindo as grimpas que vio
se adensar no apice do caule, formando uma copa tipica em forma de candelabro, umbela
ou corimbo nas arvores adultas (Reitz ez al., 1978) (Figura 1A).

A Araucaria angustifolia ocorre naturalmente no Brasil e em pequenas manchas na
Argentina (extremo nordeste, na provincia de Misiones) e no Paraguai (leste, no
Departamento de Alto Parand), ficando localizada entre as latitudes 19°15 Se31°30°S e
entre as longitudes 41°30°W ¢ 54°30°W. No Brasil, a 4rea original, de formato irregular, foi
de cerca de 200.000 km® Esta especie era encontrada principalmente nos Estados do
Parana (40% da superficie), Santa Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%). Manchas
csparsas eram observadas no Sul de S#o Paulo (3%), internando-se até o sul de Minas
Gerais ¢ Rio de Janeiro, em 4reas de altitude elevadas (1%) (Carvalho, 1994).

1.1. Importancia econdmica da 4. angustifolia

A madeira serrada ¢ laminada da 4. angustifolia foi, por um longo periodo,
um dos produtos mais importantes na exportagdo brasileira. Esta madeira, de alta qualidade,
era utilizada para construgbes em geral, trabalhos de caixotaria, fabricacio de moveis,
laminados, polpa de celulose, palitos de fosforo, lapis, formas para concreto e outros. Ela
produz 58,3% de celulose de fibra longa e 28,5% de lignina, podendo assim ser utilizada na
produgéo de papel de alta qualidade (Carvalho, 1994; Shimizu & Oliveira, 1981).

A resina, exsudada principalmente da casca, serve para a fabricacio de
vernizes, terebentina, acetona, 4cido pirolenhoso e outros produtos quimicos. Finalmente, o
pinhdo ¢ muito apreciado na alimentagdo humana, de animais domésticos e da fauna
silvestre que também sdo responsaveis pela sua dispersdo (Figura 1B, C). Entre os animais
da fauna silvestre que se alimentam da Araucéaria, destacam-se a gratha-azul (Cyanocorax

caeruleus), o serelepe (Sciurus aestuans) e os porcos-do-mato (Mattos, 1994).
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Figura 1. A: Araucaria angustifolia fotografada na serra catarinense no municipio de Bom

Retiro. B: Estrobilo (pinha) imaturo de 10-20 cm de didmetro. C: Semente madura, mais

conhecida como pinhdo.
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A exploragio da 4. angustifolia se intensificou a partir de 1934, tendo seu
auge nas décadas de 50 a 70 com produgfio estavel em torno de 2,8 milhdes de metros
cubicos de madeira (Mattos, 1994). No Estado de Sao Paulo, as reservas foram exauridas
entre 1930 ¢ 1940 (Shimizu & Oliveira, 1981) e no Estado do Parana, em 1977. As matas
remanescentes correspondem a apenas 4,3% da 4rea original (Shimizu & Oliveira, 1981).

O incremento em volume sem casca em povoamentos de A. angustifolia
variou de 2,56 m’/ha ano em solos mais pobres até 14,48 m>/ha ano nos melhores solos.
Isto indica um Otimo desempenho da A. angustifolia, sempre que cultivada em solos
favoraveis. Mesmo assim, o plantio da araucaria declinou de maneira drastica, sendo
substituida por Pinus elliottii, P. taeda e Eucaliptus sp. que sfo menos exigentes quanto a
fertilidade do solo. Segundo a Sociedade Brasileira de Silvicultura, na geragdo de energia e
produgdo de celulose em 1999, foram consumidos 68 000 m3 de madeira de arauciria. Isto

representa menos de 1% do total de madeira consumida.
1.2. A embriogénese zigética em A. angustifolia

A embriogénese em coniferas pode ser dividida em duas fases: (1) fase pro-
embriondria: esta fase vai desde a fertilizagio até o rompimento da arquegdnia pelo pré-
embrido ¢ (2) fase embriondria: a partir do rompimento da arquegonia até a maturagio do
embrido (Haines & Prakash, 1980).

O processo de fertilizagio em A. angustifolia nfo foi totalmente
desvendado, mas algumas caracteristicas importantes foram descritas (Mattos, 1994):

L o carpelo, para ser polinizado deve ter mais de um ano;

IL o periodo da polinizag@o 4 fertilizagiio & de 12-14 meses;

III.  no desenvolvimento do pré-embrido h4 3 possibilidades:

a. 0 pro-embrido inicia imediatamente o seu desenvolvimento;
b. 0 pro-embrido entra em repouso “hibernal™;
C. a arquegonia formado entra em repouso de cerca de 10 meses

e, no fim deste periodo sera fertilizado.

IV.  na tltima fase (relativamente rapida), o pré-embrido completa o seu

desenvolvimento de novembro a maio.
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(1) Fase pré-embriondria:

Em Araucaria angustifolia, apos a fecundagfio, na arquegdnia sdo formados
entre 32 e 45 nucleos antes da formagdo das paredes celulares, consistindo este periodo na
“fase de nticleo livre” (Mattos, 1994). Isto resulta na formagio do pré-embrifio primario
que é formado por duas camadas celulares distintas: (i) o primary embryonal tier - pE que
possui de 26 a 33 células (Haines & Prakash, 1980) e (ii) o primary upper tier - pU que
possui de 31 a 38 células (Figura 2A-A) (Haines & Prakash, 1980). Comparativamente, as
células que constituem o pE sdo menores, mais compactas e fisiologicamente mais ativas
que as células que constituem o pU. Dois tipos de tecidos diferentes podem ser distinguidos
no pE: (i) primary cap - pC, composto por 16-22 células e (ii) true embryonal group - tpE,
composto por 9-13 células (Figura 2A-A) (Haines & Prakash, 1980). As células do pC
arranjam-se ao ‘redor do tpE. No decorrer do desenvolvimento, as células do pC dividem-se
no sentido anticlinal formando a capa (C) que é constituida por uma tUnica camada de
células com fungdo de protecéo.

Enquanto as células do tpE sofrem divisdes nfo sincronizadas em todos o0s
planos (tE), as células do pU dividem-se e sofrem alongamentos dando origem ao
suspensor primario (S) (Figura 2A-B a F). As células da regifio distal do suspensor sofrem
espessamentos que possibilitam a ancoragem e a movimentago do pro-embrifio através da
zona de corrosdo do megagametodfito (Figura 2A-G).

(2) Fase embriondria:

Quando as células do pro-embrido chegam 4 zona central do
megagameto6fito, as células do tE entram em um processo ativo de divisdes mitoéticas que
resultam no crescimento acelerado da cabega embrionaria do embrifio zigdtico (Grupo
embrionario - tE). Nesta etapa, a capa é quebrada e as células sfo desintegradas e
absorvidas (Figura 2A-H, I). As células embrionarias sofrem um alongamento dando
origem ao suspensor secundario. Com a formagdo do suspensor secunddrio, 3 tipos de
células passam a ser reconhecidas no embrifio: as células do 4pice embriondrio, as células
intermedidrias e as células do suspensor secundario. Quanto as células do suspensor
primario, elas continuam conectadas ao suspensor secunddrio e a parte basal do
megagametdfito servindo como ponte direta para passagem de metabélitos para o embrido

zigbtico em desenvolvimento (Figura 2A-J).
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O embrido no decorrer do desenvolvimento, forma um grupo globular
compacto que resulta na formagio do embrifio globular (EG) (Figura 2A-1, J). O embrido
globular aumenta aproximadamente 2 vezes dando origem ao embrifo globular tardio
(Figura 2B). A parte apical do embridio globular tardio sofre um alongamento, resultando
na formagdo do estigio de desenvolvimento embriondrio conhecido como torpedo (ET)
(Figura 2B). A seguir, com o alongamento posterior da regifio apical, sdo formados os
cotilédones (Ct) dando origem a fase cotiledonar de desenvolvimento (EC) (Figura 2B). A
seguir, 0 embrido aumenta de tamanho ocupando todo o eixo central do megagametéfito
(M); o apice radicular se forma a partir da diferenciagfio de células proximas ao suspensor
secundério e o 4pice caulinar ¢ formado a partir do dpice embrionério dando origem ao
embrido maduro (EM) (Figura 2B).

Estudos morfolégicos da fase pro-embriondria do desenvolvimento
embriondrio na Araucaria sugeriram que esta ¢ uma das espécies mais primitivas de
coniferas (Hames & Prakash, 1980). Estes autores assinalam (i) a fase de nicleo livre
prolongada, (ii) a presenga das células da capa e (iii) a auséncia de clivagem do pro-
embridio, como as principais diferengas encontradas no desenvolvimento do pré-embrifio
em Araucaria, se comparado com outras coniferas consideradas evolutivamente superiores

(Cupressaceae, Pinaceae e Taxodiaceae) (Haines & Prakash, 1980).

2. Sintese e deposicio de proteinas durante a embriogénese em coniferas

O desenvolvimento da semente como 6rgdo especializado na protegio, dispersdo e
nutri¢do do embridio foi um passo importante na evolugio das plantas terrestres {Shutov et
al., 1998). O acimulo de compostos como lipidios, proteinas e amido na semente é de vital
importincia para suprir as necessidades do embrifio durante a germinagiio e crescimento
inicial da planta. Além de serem modelos interessantes para estudos bioldgicos, as sementes
possuem também importancia econdmica. Estes fatores somados, vem motivando estudos
sobre os processos de acumulagio e utilizagdo de reservas na semente, principalmente no
que se refere as proteinas.

Segundo Bewley e Black (1990) as proteinas podem ser classificadas de acordo com

a sua fun¢do nas seguintes categorias: (1) Proteinas estruturais - podem estar associadas a
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complexos lipidicos de membranas extra e intra celulares e estio presentes no
citoesqueleto, histonas e ribossomos; (2) Enzimas — estdio envolvidas no metabolismo
celular, (3) Proteinas de reserva - abundantes nas sementes e utilizadas como fonte de

nutrientes durante a germinago e crescimento inicial da planta.

2.1. Classificacfio das proteinas de reserva

Osborne (1924) classificou as protefnas da semente com base na sua
solubilidade em diferentes solventes em: (1) albuminas - proteinas solfiveis em agua, (2)
globulinas — proteinas soliveis em solugdes salinas, (3) prolaminas — soltiveis em solucdes
alcool/agua e (4) glutelinas — soltveis em solugBes 4cidas ou basicas diluidas. De acordo
com Shewry ef al. (1995) as principais proteinas de reserva das sementes séo albuminas,
globulinas ou prolaminas.

As proteinas de reserva também podem ser separadas com base no
coeficiente de sedimentagdo (S;ow). Os grupos mais conhecidos sdo as albuminas 28,
encontradas nas sementes das dicotiled6neas e evolutivamente relacionadas as prolaminas
(presentes nas sementes das gramineas), e as globulinas 7S tipo-vicilinas e 118 tipo-
leguminas encontradas tanto em monocotileddneas quanto em dicotiledéneas (Shewry &
Casey, 1999).

2.2, Proteinas de reserva das coniferas

Nas sementes de coniferas, o embrifio se encontra na cavidade de corrosio
do megagametofito que € um tecido hapléide de origem materna (Hakman, 1993). No
megagametofito sdo depositados a maior parte dos compostos de reserva, que sdo
constituidos principalmente por proteinas e lipidios (Owens ef al., 1993). As reservas
representam aproximadamente de 12 a 20% do peso fresco da semente, no caso de Pinus
taeda L. (Groome er al., 1991). As protefnas de reserva das coniferas sio depositadas em
corpos protéicos localizados no citoplasma das células do megagametéfito e do embrido.
Estudos histoquimicos mostraram que os corpos protéicos sio formados por inclusfes

globdides e cristaldides em uma matriz amorfa (Green et al., 1991; Krassowski & Owens,
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1993; Hakman, 1993). O tamanho e o nimero dos corpos protéicos ¢ aparentemente maior
no parénquima do megagametéfito do que nas células dos cotilédones do embrido,
sugerindo que o megagametofito é o principal orgio de reserva de proteinas (Misra &
Green, 1990; Misra, 1994).

As proteinas que formam os corpos protéicos foram divididas em proteinas
solaveis (proteinas da matriz ou globdides) e proteinas insolaveis (cristaldides) (Gifford,
1988). Diversos estudos realizados com proteinas de reserva de coniferas mostraram que as
cristaldides sdo as principais representantes desta classe de proteinas. Em sementes
maduras de Picea glauca, Picea abies, Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii, as cristaloides
representam de 70 a 80% do total das proteinas de reserva. As cristal¢ides podem ser
isoladas do embrifio e megagametofito com solugdes contendo SDS (2-4%) (Gifford, 1988)
ou com solucdes salinas concentradas (1 M) (Misra & Green, 1991; Hakman, 1993; Misra,
1994).

Misra & Green (1990) determinaram que as cristaldides no género Picea sd0
constituidas principalmente por um grupo de proteinas com peso molecular aparente entre
55-57 kDa. Quando submetida 2 eletroforese em condigGes denaturantes, estas proteinas
sdo subdivididas em 2 subunidades com peso molecular aparente ao redor de 34,5-35 kDa e
22.5-23 kDa (Misra & Green, 1990). As cristaloides comegam a ser sintetizadas logo no
inicio do desenvolvimento do embriio de Picea glauca e atingem um alto nivel de
acumulagiio durante a fase de maturag@o (Misra & Green, 1991).

Groome ef al. (1991) observaram que em Pinus taeda, uma proteina de 60
kDa era a principal representante das cristaldides. Na presenca de B-mercaptoetanol, esta
proteina era subdividida em 2 subunidades de 37,5 e 22,5 kDa. Estudos baseados em
experimentos com antigenos mostraram a existéncia de similaridade entre as cristaloides e
as leguminas 118 das angiospermas (Misra & Green, 1994), ressaltando a relago evolutiva
entre estas proteinas. Estes estudos foram reforgados por dados anteriormente obtidos
através da analise das seqiiéncias dos genes que codificam para estas proteinas (Newton ez
al., 1992; Leal & Misra, 1993b).




22

3. Expressdo génica durante o desenvolvimento de embrisio zigético de confferas

A caracterizagdo da expressdo génica durante a embriogénese e o desenvolvimento
¢ germinagdo da semente tem sido amplamente abordada, principalmente no que diz
respeito as angiospermas (Goldberg ez al., 1989; Skriver & Mundy, 1990; Delseny ef al.,
1993; Wobus & Weber, 1999; Girke er al., 2000; White er al., 2000). Estes estudos
dividiram os genes em sete grupos principais: (1) genes constitutivos (expressos em todos
0s estagios de desenvolvimento), (2) genes com expressdo especifica no embrifo, (3) genes
expressos durante as etapas iniciais da embriogénese, (4) genes das proteinas de reserva, (5)
genes expressos exclusivamente nas etapas finais da embriogénese (genes lea), (6) genes
envolvidos nas etapas de maturagio e inicic da germinagio da semente (quebra de
dorméncia) e (7) genes expressos durante a germinago (Goldberg ef i, 1989). Entre estes
genes, os mais estudados e caracterizados sido os correspondentes &s proteinas de reserva,
os genes lea (late embryogenesis abundant) ¢ os genes expressos na quebra da dorméncia e
durante a germinagio da semente.

Ficou constatado que existem similaridades entre as populagdes de mRNA com
padrio de expressdo diferencial durante a germinagio da semente em angiospermas e
gimnospermas (Mullen er al., 1996). Estes autores constataram o aumento em 7 vezes da
quantidade de RNA no embrido de Pinus taeda durante a germinagfio. A mudanga dos
padrBes de expressio das “populagdes™ de mRNA na maturacio e germinagéo das sementes
de Pinus taeda foram estudadas neste trabalho. O padrio de expressio destas populacdes de
mRNA no embrido e megagamet6fito foi muito similar ao descrito para angiospermas
(Goldberg ez al., 1989, Wobus & Weber, 1999; Girke ef al., 2000). Os resultados obtidos
por Mullen et al. (1996) sugerem que a regulagfio da expressdo das diferentes populagdes
de mRNA, durante o desenvolvimento e germinagdo da semente, é conservada do ponto de
vista evolutivo.

Em coniferas, foram obtidos cDNAs das principais proteinas de reserva de Picea
glauca/engelmanii (Newton et al., 1992) e Pseudotsuga menziesii (Leal & Misra, 1993b).
Clones de ¢cDNA dos genes Jea (Jate embryogenesis abundant), expressos nas etapas
iniciais da germinagdo, foram isolados por Jarvis ef al. (1996) em Pseudotsuga menziesii.

Mudangas no padriio de expressdo dos genes /eq durante o desenvolvimento e germinagio
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das sementes foram detectadas em Pinus taeda (Mullen et al., 1996; Caimey et al., 1999),
entre outros.

Um dos ¢DNAs de proteina de reserva de Picea glauca/engelmanii analisado
representava uma proteina de 50 kDa, que apresentava 28-38% de identidade com as
vicilinas 7S de angiospermas (Newton et al., 1992). Experimentos de reconstrugio do
genoma mostraram que o cDNA isolado por Newton et al. (1992) era parte de uma familia
multigénica. Leal & Misra (1993b) em trabalhos com Pseudotsuga menziesii isolaram um
¢DNA (DF1) que apresentou identidade (29-38,5%) com as globulinas 11-12S das
angiospermas. A hibridizagio do ¢cDNA com membranas contendo RNA isolado do
megagametofito em 2, 15, 29, 43, 57 e 71 DAF (dias apos a fertilizagdo) e do embridio em
43, 57 e 71 DAF mostrou que a expressdo era mais abundante nos estigios iniciais e
intermediarios de desenvolvimento (Leal e Misra, 1993b).

Resultados parecidos foram obtidos com Picea glauca/engelmanii (Newton et al.,
1992), Pinus pinaster (Allona et al., 1994) e Pinus taeda (King & Gifford, 1997), aonde
foram isolados polipeptidios com 30-36% de identidade com as globulinas 7S das
angiospermas. Foram isolados também, em Pseudotsuga menziesii, cDNAs contendo
isoformas de proteinas de reserva similares as albuminas 28 (Chatthai & Misra, 1998).

Uma classe importante de genes expressos durante as fases finais do
desenvolvimento da semente ¢ inicio da germinag8io ¢ a dos genes lea (late embryogenesis
abundant). Jarvis et al. (1996) isolaram os primeiros genes lea de gimnospermas
trabalhando com sementes maduras de Pseudotsuga menziesii. As 3 classes de genes
isolados por Jarvis er al. (1996) DF65, DF6 ¢ DF77 apresentaram similaridade com as
classes 2, 1 e 3 de genes Jea descritos em angiospermas, respectivamente.

Trabalthos envolvendo embriogénese somatica em coniferas relataram genes com
expressdo diferencial no processo de crescimento e maturagio, genes que respondiam ao
choque térmico, genes induzidos por ABA e genes com expressdo especifica no embrido
soméatico (Dong & Dustan, 1996, 1997, 1999; Filonova et al, 2000). Em Picea abies
(Pinheiro do Canadé), foi detectada uma proteina de transferéncia de lipideos com
expressdo constitutiva no embrifio somético. Esta proteina apresentou alta similaridade com
proteinas descritas para angiospermas (Sabala ef al., 2000). Larsson er al. (1998) isolaram

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

Tranbarger & Misra (1996) isolaram um cDNA cuja expressdo era abundante no
megagametofito apds a germinagio de sementes de Pseudotsuga menziesii. Este cDNA
codificava para uma protease de cisteina. Foi isolado também de Pseudotsuga menziesii um
gene de metalotioneina (MT) cuja expressio ocorria principalmente no megagametofito
durante a embriogénese (Chatthai et al., 1997). A expressdo deste cDNA era modulada por
ABA (Chatthai et al., 1997).

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

desenvolvimento e germinacio da semente ainda sdo inéditos.
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1. Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo a identificagdio e caracterizagfio de proteinas
€ genes expressos diferencialmente durante o desenvolvimento do embrifio zigotico de
Araucaria angustifolia.

2. Objetives especificos:

- Separagdo e caracterizagio das principais proteinas de reserva do embrifio

megagametofito de 4. angustifolia,

- Isolamento de cDNAs expressos diferencialmente nos diferentes estagios de

desenvolvimento do embrifo (globular, cotiledonar e maduro);

- Confirmagfo da expressio diferencial dos cDNAs isolados;

- Amplificacdo, clonagem e seqiienciamento dos ¢cDNAs com expressdo diferencial
confirmada;

- Comparacéo das seqiiéncias obtidas com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados;

- Isolamento por RACE da seqiiéncia completa de cDNAs de interesse;

- Seqiienciamento e caracterizagdo dos cDNAs completos isolados por RACE.
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CAPITULO 1

Caracterizacio das principais proteinas de reserva da semente

de Araucaria angustifolia
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1. Introducdo

As proteinas sdo os biopolimeros mais versateis Jue encontramos na natureza. Elas
desempenham fungdes estruturais, enzimaticas, reguladoras e de reserva dentro da célula
Dada a sua importincia econémica e abundincia nas sementes, as proteinas de reserva de
plantas sempre foram alvo de pesquisas. Embora a maioria das pesquisas sejam
concentradas nas proteinas de reserva de angiospermas, nos Gltimos anos as proteinas de
reserva de coniferas tem despertado o interesse da comunidade cientifica (Green er al.,
1991; Krassowski & Owens, 1993; Hakman, 1993, Misra, 1994; King & Gifford, 1997).

As proteinas de reserva das coniferas sio depositadas em COTPOS protéicos
localizados no citoplasma das células do megagametdfito e do embrifio. Estudos
histoquimicos mostraram que os corpos protéicos sio formados por inclusdes globdides e
cristaléides em uma matriz amorfa (Green et al., 1991; Krassowski & Owens, 1993,
Hakman, 1993). O tamanho e o numero dos corpos protéicos é aparentemente maior no
parénquima do megagametéfito do que nas células dos cotilédones do embrifo, sugerindo,
que o megagametofito € o principal 6rgdo de reserva de proteinas (Misra & Green, 1990).

As proteinas dos corpos protéicos foram divididas em proteinas soliveis (proteinas
da matriz ou globdides) e proteinas insoliveis (cristaloides) (Gifford, 1988). Diversos
estudos realizados com proteinas de reserva de coniferas mostraram que as cristaloides sdo
as principais constituintes desta classe de proteinas. Em sementes maduras de Picea glauca,
Picea abies, Pinus taeda e Pseudotsuga menziesii, as cristaldides representam de 70 a 20%
do total das proteinas de reserva (Misra & Green, 1991: Hakman, 1993; Misra, 1994).

Misra & Green (1990) determinaram que as cristaléides no género Picea sio
constituidas majoritariamente por um grupo de proteinas com peso molecular aparente
entre 35-37 kDa. Quando submetida 3 eletroforese em condigdes denaturantes, estas
proteinas sdo subdivididas em 2 subunidades com peso molecular aparente ao redor de
34,5-35 kDa e 22,5-23 kDa (Misra & Green, 1990). As cristaléides comegam a ser
sintetizadas logo no inicic do desenvolvimento do embrido e atingem um alto nivel de
acumulagio durante a maturagio (Misra & Green, 1991). Estudos baseados em

experimentos com antigenos mostraram homologia entre estas cristaléides e o grupo de
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leguminas 11S das angiospermas (Misra & Green, 1994), ressaltando a relagdo evolutiva
entre estas proteinas.

Resultados semelhantes foram obtidos em Picea glaucalengelmanii (Newton ef al.,
1992), Pinus pinaster (Allona et al., 1994) ¢ Pinus taeda (King & Gifford, 1997), onde
¢DNAs isolados apresentaram 30-36% de identidade com as globulinas 7S e 11S de
angiospermas. Foram isolados também, em Pseudotsuga menziesii, cDNAs contendo
isoformas de proteinas de reserva similares as albuminas 28 (Chatthai & Misra, 1998).

A descrigdo dos mecanismos moleculares de evolugdo de globulinas em
gimnospermas € angiospermas foi motivo de interesse de vérios pesquisadores nos ltimos
anos (Hager et al., 1995; Shutov et al., 1995, 1998, Braun et al., 1995). Apés encontrarem
similaridade entre as seqiiéncias nucleotidicas e de aminoacidos Shutov et al. (1995),
propuseram a equivaléncia estrutural dos dominios N’- e C’- terminal de vicilinas 78 e
leguminas 11S de angiospermas e gimnospermas. Com base nestes resultados foi proposto
um ancestral comum para as vicilinas 78 e leguminas 115 de angiospermas e
gimnospermas (Baumlein ef al., 1995; Shutov et al., 1998). Segundo Baumlein et al. (1995)
¢ Shutov ef al. (1998), as principais globulinas de reserva das sementes de angiospermas e
gimnospermas tem como ancestral proteinas monoméricas de procariotos envolvidas na
desidratagio de esporos (esferulinas) (Baumlein ef al., 1995). Esta evolugdo molecular teria
ocorrido na forma de duplicagio génica nas gimnospermas menos evoluidas (Shutov ef al.,
1998).

No presente capitulo, foram caracterizadas as principais proteinas de reserva da
semente de Araucaria angustifolia. A caracterizagio das proteinas foi feita através de SDS-
PAGE e 2D-PAGE. As proteinas mais abundantes foram transferidas para membranas de
PVDF ¢ tiveram o teminal amino seqiienciado. As seqiiéncias obtidas foram comparadas

em bancos de dados com o auxilio do algoritmo BLASTP.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Coleta do material biolégico

Foram coletados cones femininos de 3 plantas localizadas em povoamentos naturais
diferentes, na localidade de Bom Retiro, Santa Catarina, no periodo de novembro (1997) a
margo (1998), em intervalos de aproximadamente 15 dias. Nestas populagdes, as araucrias
apresentam polinizagdo cruzada. Isto possibilita a variabilidade genetica entre as sementes
de uma mesma pinha. As sementes (pinhdes) foram transportadas para UNICAMP e
armazenadas a -70°C.

Um total de 20 pinhGes de cada cone coletado foi medido, a casca foi retirada e o
peso fresco da semente foi determinado. As sementes foram a seguir colocadas em uma
estufa a 80°C por 24 h e o peso seco da semente foi determinado. O mesmo procedimento

foi realizado com 10 embrides.
2.2. Extracio das proteinas de reserva

As proteinas de reserva de A. angustifolia foram isoladas pelo método de King &
Gifford (1997) que utiliza SDS no tampio de extraglo e pelo método de Hakman (1993)
que separa as diferentes classes de proteinas com base na solubilidade em NaClL O metodo
de King & Gifford (1997) foi utilizado na extragdo de proteinas do embridio e
megagametofito nos diferentes estagios de desenvolvimento embrionario (globular,
cotiledonar e maduro). O método de Hakman (1993) foi utilizado na extragiio de proteinas
do embrifio e megagametdfito maduros.

Na extragdo das proteinas pelo método de King & Gifford (1997), 150 mg de tecido
foram homogeneizados, em tubo eppendorf, em tampdo Laemmli (Tris-HCl 65 mM, pH
6.8, SDS 2%; glicerol 10% e PMSF 1 mM) na proporgéo de 1/10 (g/ml). O homogeneizado
foi centrifugado por 20 min a 4°C em microcentrifuga (10.000 rpm). O precipitado obtido
apos a centrifugacio foi extraido novamente com tampdo Laemmli ¢ os sobrenadantes

foram misturados. A seguir, foram realizadas duas extragdes consecutivas com 1 volume de
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fenol. As proteinas foram precipitadas da fase fendlica através da adigéo de 5 volumes de
acetato de am6nio 0,1 M em metanol e incubagfio por 2 h a -20°C. Apds centrifugac@o por
15 min a 10.000 rpm, o precipitado foi lavado por 2 vezes com acetato de aménio 0,1 M em
metanol ¢ uma vez com acetona 80%. O precipitado (fragdo SDS) foi mantido a
temperatura ambiente até secar, sendo entio ressuspendido em tampfo Laemmli. As
amostras foram mantidas a -20°C.

Na extragiio de proteinas pelo método de Hakman (1993), o tecido vegetal foi
homogeneizado em Tris-HCl 65 mM, pH 8,5 ¢ PMSF 1 mM na proporgéo de 1/10 (g/ml).
O homogeneizado foi centrifugado por 10 min a 4°C em microcentrifuga (10 000 rpm). O
precipitado obtido foi extraido com Tris-HCI 65 mM, pH 8,5; PMSF 1 mM; NaCl 1 M. Os
sobrenadantes foram misturados, resfriados em gelo, diluidos 1.1 com agua destilada e
incubados por 1 h a 4°C. Apés centrifugacdo por 20 min, 4°C, em microcentrifuga (10 000
rpm), o precipitado (fragio G1 que representa as cristaldides) foi ressuspendido em 50-100
pl de NaCl 1 M e estocado a -20°C. O sobrenadante foi dialisado em 800-1000 volumes de
agua por 24-48 h, 4°C. As proteinas que precipitaram, apés a dialise em agua, foram
coletadas por centrifugacdo (fragio G2 que representa as globdides) e ressuspendidas em
NaCl 1 M. As proteinas presentes no sobrenadante apos a centrifugacio (fragdo Alb que
representa as albuminas) foram precipitadas com 7 volumes de acetona por 1-2 h, -20°C.
Apds centrifugacfio, o precipitado foi diluido em 4gua e estocado a -20°C. As proteinas
foram quantificadas pelo método de Bradford (1976).

2.3. Extracio de proteina total

Foi extraida proteina total do embrifio e megagametofito de sementes contendo
embrides em diferentes estigios de desenvolvimento {globular, cotiledonar e maduro). A
metodologia utilizada na extrago foi a descrita por De Mot & Vanderleyden (1989).
Aproximadamente 100 mg de tecido foi macerado em nitrogénio liquido € homogeneizado
em 0,75 ml de tampdo de extragdo (sacarose 0,7 M; Tris 0,5 M; HCI 30 mM; EDTA 50
mM; KCl 0,1 M; ditiotreitol 40 mM). O homogeneizado for incubado a temperatura
ambiente por 15 min e a seguir, foram realizadas duas extragdes consecutivas com 1

volume de fenol. As proteinas foram precipitadas da fase fenolica através da adicio de 5
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volumes de acetato de aménio 0,1 M em metanol e incubagdo por 2 h a -20°C. Apés
centrifugacdo por 15 min a 7.000 rpm, o precipitado foi lavado por 2 vezes com acetato de
amonic 0,1 M em metanol e uma vez com acetona 80%. O precipitado foi mantido a
temperatura ambiente até secar, sendo entio ressuspendido em 30-75 pl de tampéo
Laemmli. As amostras foram mantidas a -20°C. As proteinas foram quantificadas pelo
método de Bradford (1976).

2.4. Separaciio de proteinas em SDS-PAGE

As proteinas de reserva e total foram analisadas através de eletroforese em gel de
acrilamida 12% contendo SDS (Laemmli, 1970). O gel foi constituido por um gel de
empacotamento (SDS 0,1%,; acrilamida 5%; bis-acrilamida 0,25%; Tris-HCl 0,75 M, pH
6,8, TEMED 0,04% ¢ persulfato de aménio 0,08%) e um gel de resolugio (SDS 0,1%:
acrilamida 12%; bis-acrilamida 0,06%; Tris-HCl 0,375 M, pH 8,8, TEMED 0,02% e
persulfato de amdnio 0,5%). A eletroforese foi efetuada em tampdo Tris-glicina (Tris base
6,06 g1, glicina 28,8 g/l e SDS 1 g), 27,5 mA até a frente de azul de bromofenol atingir o
gel de resolugdo e a 15-25 mA até o final do gel resolucdio. Para o calculo do peso
molecular aparente das proteinas, um padrio de peso molecular (protein molecular weight
standards range 14.300 - 200.00/Gibco BRL) foi submetido & eletroforese juntamente com
as amostras. Apos a eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250 ou
com prata. A analise densitométrica dos géis foi efetuada em um densitémetro a laser
(UltroScan XL, LKB).

2.5. Separacio de proteinas em 2D-PAGE

As proteinas totais foram analisadas através de eletroforese em duas dimensdes,
segundo modificagdes na metodologia descrito por De Mot & Vanderleyden (1989).

Aproximadamente, 100 ug de proteina foram submetidas 3 eletroforese no gel de
primeira dimensdo (1,5 mm de didmetro e 13 cm de comprimento). O gel da primeira
dimensdo foi constituido por 3,6% de acrilamida; 0,21% de bis-acrilamida; 7,2% de
anfélitos (BioRad) pH 5-8 e pH 3-10 na proporcdo de 5:1 (v/v); 2% de Nonidet P-40 e 55%
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(p/v) de uréia. A focalizagdo isoelétrica foi efetuada a 400 V por 18 h wutilizando-se no
reservatorio superior NaOH 20 mM e no inferior HsPOs 10 mM.

O gel da primeira dimensio foi equilibrado e colocado sobre um gel de SDS-PAGE
(Laemmli, 1970) para separagfio das proteinas de acordo com o seu peso molecular ¢
tratado com solu¢iio de equilibrio por 10 min.. O gel da segunda dimens#o era constituido
por um gel de empacotamento (SDS 0,1%; acrilamida 5%; bis-acrilamida 0,25%; Tris-HCI
0,75 M, pH 6,8; TEMED 0,04% ¢ persulfato de aménio 0,08%) ¢ um gel de resolugfio
(SDS 0,1%; acrilamida 10%; bis-acrilamida 0,06%; Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8; TEMED
0,02% e persuifato de amdnio 0,5%). A eletroforese foi efetuada em tampao Tris-glicina
(Tris base 6,06 g/l, glicina 288 g/l ¢ SDS 1 g/), a 7,5 mA até a frente de azul de
bromofenol atingir o gel de resolucéio e a 15-25 mA até o final do gel de resolucgdo. Para o
calculo do peso molecular aparente das proteinas, um padrio de peso molecular (protein
molecular weight standards range 14300 - 200.00/Gibco BRL) foi submetido a
eletroforese juntamente com as amostras. Apés a eletroforese, o gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250 ou prata. A andlise dos géis foi efetuada no programa
Image Master 2D v 3.01 (Amersham Pharmacia).

2.6. Transferéncia das proteinas para membrana de PVDF e seqiienciamento

As proteinas de reserva do embrifio e megagametofito maduros, separadas através
de 2D-PAGE, foram transferidas para membranas de PVDF (Immobilon PSQ, Millipore)
utilizando-se a cuba de transferéncia TE62X Transfor II (Amersham Pharmacia). A
transferéncia foi efetuada com tampao CAPS (CAPS 10 mM, pH 11,0; metanol 10%) por 1
h, 4°C, 650 mA. Apds a transferéncia, as membranas foram coradas por 15 min com
Coomassie Brilliant Blue R 250 (Coomassie Brilliant Blue R 250 0,025%, metanol 40%) e
descoradas durante a noite em metanol 40%. As membranas foram mantidas 2 temperatura
ambiente até secar. As bandas de interesse foram cortadas das membranas, colocadas em
tubo eppendorf € enviadas para a Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) para
sequenciamento de aminodcidos na regido N’-terminal das proteinas. O segiiemciamento
foi realizado no seqiienciador Shimadzu PPSQ-10 Awromated Protein Sequencer pela

quimnica de Edman.
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Para evitar bloqueio do N’-terminal, alguns cuidados foram tomados. S&o eles: (1)
néo foi utilizada uréia no tampéo de amostra, (2) as amostras foram incubadas a 37°C por
15 min, (3) o gel de acrilamida da segunda dimens3o foi feito com 18 h de antecedéncia,
(4) foi adicionado no tampio do reservatério superior 11,4 mg/l de tioglicolato (Sigma) ¢
(5) a transferéncia das proteinas para a membrana foi realizada com tampao CAPS a 4°C

para evitar elevacio da temperatura.

2.7. Analise das seqiiéncias do N’-terminal das proteinas

As seqiéncias do N’-terminal das proteinas de reserva de 4. angustifolia foram
comparadas em bases de dados utilizando o servigo BLAST-NCBI (National Center of
Biotechnology, www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrez/BLAST/), subprograma BLASTP. Para o
alinhamento final das sequéncias foi utilizado o programa Clustal W v. 18 ¢ a

apresentacfo grafica foi feita com o auxilio do programa BOXADE v. 3.2.

3. Resultados e discussio

3.1. Caracterizaciio das proteinas de reserva de A. angustifolia

Como descrito nos métodos, as proteinas de reserva foram isoladas do embrifo e
megagametofito de sementes maduras de 4. angustifolia, utilizando-se SDS (Misra &
Green, 1990; Krassowski & Owens, 1993; King & Gifford, 1997) ou NaCl (Hakman,
1993). Diferencas importantes foram observadas entre as diferentes fragBes protéicas
isoladas com NaCl: G1 (cristaldides), G2 (globdides) e Alb (albuminas). Estas diferencas
foram observadas tanto na quantidade de proteinas (Tabela 1) presente em cada uma das
fragdes, quanto no perfil eletroforético em SDS-PAGE (Figura.1A).

A classe das globéides (G2) foi a mais abundante, representando 90% das proteinas
extraidas do embrifio ¢ megagametofito da semente madura de 4 angustifolia (Tabela 1). A
analise eletroforética, em condigdes redutoras, das classes protéicas G1, G2 e Alb seguida
de anélise densitométrica mostrou uma grande semelhanca entre o perfil eletroforético de
G2 e das proteinas totais isoladas com SDS, tanto no embriso quanto no megagametdfito

(Figura 1B). Estes resultados confirmam os dados apresentados na Tabela 1, indicando ser
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Figura 1. Principais proteinas de reserva de A. angustifolia. A: Esquema da estratégia de extragiio
das diferentes frac0es protéicas e perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% de 20 ug de proteinas de
cada fragfo. B: Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% das principais proteinas de reserva do
embrido (E) ¢ megagametéfitc (M) da semente madura coincide nas fracdes SDS e (2. {indicados
por setas os polipeptideos de 28 e 20-21 kDa).Padrio de peso molecular indicado a esquerda em
kDa. Os géis foram coradoes com Coomassie blue.



Tabela 1. Quantidade em mg e porcentagem estimada de proteinas nas fragdes G1, G2 ¢
Alb, extraidas do megagametdfito e embrifio da semente madura de A angustifolia. Os
valores representam as médias de duas extracles com sels sementes cada. Os valores de
proteina total foram obtidos a partir da soma dos valores obtidos para G1, G2 & Alb,

Proteing Total Fragio Gt Fracio G2 Fraclo Alb
(mg) {mg) (7o) (mg (%) {(mg (%%}

17692262 13620002 756 1597226 502 052+£028 2.8

LAy

Fmbrido

Megagameto6fito 2495215  096+009 38 22512186 902 147026 50

G2 a principal classe de proteinas de reserva de 4. angustifolia. Estes resultados diferem
dos obtidos para outras coniferas. Isto €, outros autores demonstraram que as cristaldides
(fragdo 1) sdo as principais proteinas de reserva em Picea glauca (Misra & Green, 1991),
Picea abies {(Hakman, 1993) ¢ Pinus taeda L. {Groome et al., 1991),

Os polipeptideos de 20-21 ¢ 28 kDa, encontrados em SDS e G2 (Figura IB),
representam as principais proteinas de reserva do embrifio & megagametéfito de A4
angustifolia. Na faixa de 20-21 kDa, 2 bandas foram observadas no megagametdfito
enquante que no embrido, foi observada apenas uma banda que pode representar varios
polipeptideos com migracdo muito proxima (Figura 1B). Tanto no embrifio como no
megagametofito, estes polipeptideos foram chamados de “grupe” de 20-21 kDa.

Através de analise densitométrica dos resuitados mostrados na Figura 1B foi
observado que ne embridio, o grupo de 20-21 kDa representa 35% das proteinas presentes
na fragfo SDS ¢ 45% das proteinas presentes na fracio G2. O polipeptideo de 28 kDa
representa 19% das protefnas presentes na fragfio G2 e 13% das proteinas presentes na
fragio SDS. No megagametdfito, ¢ grupo de 20-21 kDa representa 31% das proteinas da
fraciio SDS ¢ 49% das proteinas da fragdio G2. O polipeptidec de 28 kDa representa 13%
das proteinas na fragio SDS e 18% das proteinas da fracfio G2.
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Figura 2. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12% das principais proteinas de reserva da
semente de 4. angustifolia. A: Proteinas extraidas com SDS do embrifio (E) e
megagamentofito (M) nos diferentes estagios de desenvolvimento (gi- globular inicial,
gt- globular tardio, C-cotiledonar e M- maduro). B: Mudanga do padrdo eletroforético
das proteinas do embrido maduro das fragbes SDS, G2 ¢ Alb em SDS-PAGE em
condi¢des redutoras (+ME) e ndo redutoras (-ME). Padrio de peso molecular indicado a
direita em kDa.




O perfil eletroforético em SDS-PAGE das proteinas totais extraidas com SDS do
embrifio ¢ megagametSfito de 4. angusiifolia nas diferentes fases do desenvolvimento
embrionario mostrou gue as proteinas acumuladas na maturagio da semente tem peso
molecular aparente de 12-13, 20-21 e 28 kDa (Figura 2A). Os polipeptideos de 20-21 & 28
kDa acumulam-se no embrifio desde o estigio globular tardio {(EGt), coletado no inicio de
fevereiro. J& no megagametdfito, estes polipeptideos aparecem s6 no estagio cotiledonar do
embrifo, coletado no final de feversiro. Um grupo de proteinas de baixo peso molecular
{12-13 kDa) € sintetizado no embrido e megagametéfito desde o inicio do desenvolvimento
do embrido de A. angustifolia. No embrifio existem ainda, trés polipeptideos de 16, 17 ¢ 18
kDa que aparecem nos estdgios globular inicial (EG1), globular tardio (EGt) e cotiledonar
(EC). Estes polipeptideos desaparecem com o processo de maturaciio da semente {Figura
2A).

¥ importante mencionar que em condigdes nio redutoras (-ME), as globdides (G2)
ndo mudam o perfil eletroforético (Figura 2B). Isto sugere que a estrutura destas proteinas
de reserva ndo apresemta pontes disulfidicas intercadeias, como proposto para as
cristaloides de Picea (Hakman, 1993) e Pinus (Groome et al., 1991y,

A quantidade de proteinas encontradas na fragio Alb (albuminas) ¢ baixa (Tabela
1). Esta classe de protefnas ¢ composta por uma grande quantidade de polipeptideos com
peso molecular aparente variando de 10 a 100 kDa e o perfil eletroforético das albuminas
do embrido € muito similar ao do megagametéfito (Figura 1A). No entanto, em condigdes
ndo redutoras, no embrido um polipeptideo de 22 kDa é o mais abundante (Figura 2B). Em
condigdes redutoras aparece um polipeptideo com tamanho aproximado de 10-12 kDa tanto
em SBS como em Alb (Figura 2B). Este resultado indica que o polipeptideo de 22 kDa &
composto por duas subunidades de 10-12 kDa unidas por pontes dissulfidicas. Estas
caracteristicas (dimeros formados por mondmeros de 10-14 kDa unidos por pontes
bissulfidicas) coincidem com as encontradas em outras proteinas de reserva descritas em

angiospermas e que compdem o grupo das albuminas 2S (Shewry & Casey, 1999).



3.2.  Andlise da sintese de proteinas durante o desenvolvimento da semente de 4.

angustifolia

A eletroforese bidimensional ¢ uma técnica amplamente utilizada no estudo da
sintese protéica em mutantes {Damerval & Le Guilloux, 1998), em tecidos sumetidos a
condigBes de estresse (Costa ef al., 1998) e na caracterizagio das proteinas de reserva
(Hirano, 1997). O seqlienciamento do N’-terminal das proteinas separadas através de 2D-
PAGE ¢ uma ferramenta poderosa para caracterizagio de proteinas (Allona et «of., 1994;
Sun et gl., 1996},

Com 0 objetivo de aprofundar a analise das proteinas de 4. angustifolia, 100 ug de
proteina total de embrifio (E) e megagametofito (M) de sementes nos estigios de
desenvolvimento do embrido: globular {G), cotiledonar (C) ¢ maduro (M) foram
submetidas 4 eletroforese bidimensional ¢ visualizadas através de coloragiio com prata
(Figura 3). Os géis foram analisados no programa Image Master 200 v. 3.01 {Amersham
Pharmacia). Os spois foram numerados e quantificados em cada gel. A seguir, os diferentes
estagios de desenvolvimentio do embrifio e megagametéfito foram comparados e os spots
foram alinbados, na tentativa de se obter um mapa geral das mudangas da sintese protéica
nestes tecidos duranie o desenvolvimento da semente (Tabela 2).

Embora cada spor ndo represente necessariamente uma proteina diferente neste
mapa (proteinas fosforiladas e ndo fosforiladas aparecem como spots de pl diferente, assim
como a glicosilagdo e outras modificacdes mudam consideravelmente o peso molecular dos
polipeptideos) a analise dos géis reflete indiretamente a sintese de proteinas em cada tecido
nos diferentes estagios de desenvolvimento (Mullen ef al., 1996).

No embrido ¢ no megagametofito, a sintese protéica concentra-se nos estigios
iniciais do desenvolvimento, diminuindo consideravelmente no estagio maduro. Isto
coincide com a entrada da semente no perfodo de dorméncia. Ao mesmo tempo, no estagio
maduro aumenta a quantidade de proteinas sintetizadas especificamente neste estagio tanto
no embrido (75%) como no megagametdfito (53%). Isto possivelmente tem relagiio com a
grande quantidade de genes lea (late embryogenesis abundant) expressos e ao acumulo de
proteinas de reserva. Estes dados podem servir de base para estudos fituros do genoma

funcional de A. angustifolia. Os dados gerados nesta analise (Figura 3) possibilitaram a



Figura 3. Andlise através de 2D-PAGE das proteinas sintetizadas diferencialmente no estagio
globular (G), cotiledonar (C) e maduro (M) do embrifio zigdtico (E) & megagametdfito (M) de A,
angustifolia. As proteinas foram separadas em grupos segundo a auséncia (O) e presenga (J) nos
diferentes estagios de desenvolvimento.



Tabela 2. Analise do niimero de proteinas detectadas nos estagios globular, cotiledonar

maduro do enbrifio e megagametofito de 4. angusiifolia.

Embrifo Total  Megagametdfito Total
EG EC EM MG MC MM

Total de polipeptideos por estagio | 282 286 101 669 212 175 143 3530
Polipeptideos  especificos  por] 100 104 77 112 63 76
estagio (%) 35 35 75 47 36 353

localizagdo e classificagfio dos polipeptideos que compdem os dois grupos principais de
proteinas de reserva. Estes dados contribuiram para seleg@io dos polipeptideos que foram
seqiienciados. A deteclio e numeragio das proteinas destes géis, usada no alinhamento, é

mostrada no Anexo 1.

3.3. Anilise através de 2D-PAGE das proteinas de reserva de A angustifolia

Em A. angustifolia as principais proteinas de reserva da semente (fragfo G2) sdo
subdivididas, através de SDS-PAGE, em 2 grupos com peso molecular aparente de 20-21
kDa e 28 kDa, como descrito anteriormente (Figura 1A). Quando estas proteinas sfo
submetidas a 2D-PAGE, cada grupo ¢ subdividido em varios polipeptideos (Figura 4). O
grupo de 20-21 kDa ¢ subdividido em 7-8 polipeptideos no megagametdfito e 8-9 no
embrido, com pls que variam de 5,6 2 7.2. A classe de 28 kDa ¢ subdividida, no embrido ¢
megagametdfito, em aproximadamente 9-11 polipeptideos, com pls que variam de 5,3 2 6,2
(Figura 4). Outros grupos de proteinas sfio observados no embrific ¢ megagametdfito no gel
bidimensional. Entre eles, estd um grupo com 3-4 polipeptideos de aproximadamente 435
kDa e pls que variam de 6.0 a 5.6. Grupos de proteinas de baixo peso molecular (menos de

14 kDa) também s@o observados (Figura 4).
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Figura 4. Separagdio através de 2D-PAGE das proteinas de teserva de 4. angustifolia
extraidas na fragBo G2. Os géis foram corados com Coomassie blue e as proteinas
transferidas para membrana PVDF. As proteinas escolhidas para sequenciamento do N’-

terminal estdo assinaladas nos géis. Padrio de peso molecular indicado a esquerda em kDa.
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Visando uma melhor caracterizagio, estas proteinas foram transferidas para
membranas de PVDF ¢ algumas selecionadas para seqilenciamento (Figura 4). Essas
proteinas foram escolhidas com base no peso molecular aparente, entre as de maior
quantidade ¢ methor separacio no gel

Polipeptideos representando as principais classes de proteinas de reserva no
megagametolito (AM45, AM28, AMZ1 e AM20) e embridio (AE21 ¢ AE20) (Figura 4)
foram enviados para a Universidade Estadual do Norte Fluminense (UENF) para
seqiienciamento do N°-terminal (Figura 4). Foram obtidas seqiiéncias do N-terminal das

proteinas:

AE-21 RHGEEEGRNPYVFKEEED
AM-20 EDGRNPYVEKEEENNERSLATDA
AE~20 YRGPRIFTYYFKEEHG

O alinhamento destas seqiiéncias utilizando o programa Clustal W mostrou
similaridade entre AE-21 ¢ AM-20 (Figura 5A), sugerindo que elas fazem parte de uma
mesma familia de genes. Na tfentativa de esclarecer a identidade destas proteinas, as
seqiiéncias foram comparadas em bancos de dados (NCBI/BLAST, subprograma blasip,
banco nr). As seqineias AE-21 e AM-20 apresentaram similaridade com seqiiéncias
descritas para outras globulinas de gimnospermas como Zamia furfuraceae (Braun ef ol
1996} e Picea glauca (GenBank X63191) que por sua vez, s3o similares as vicilinas 78 de
angiospermas (Figura 5B). Estes dados sugerem que AE-21 ¢ AM-20 sio proteinas

pertencentes ao grupo das vicilinas 78.

3.4. As principais proteinas de reserva da semente de A, angustifolia pertencem a0

grupo das vicilinas 78

Os resultados obtidos indicam que as principais proteinas de reserva do embrifio €
megagametofito da semente de A. angustifolia (fragdo G2) sdo soliveis em solugfio salina
(0,25 M NaCl}, nfio apresentam pontes bisulfidicas e tem peso molecular de 20-21 kDa ¢ 28
kDa. Todas estas caracteristicas diferem das j4 descritas para outras proteinas de reserva de
coniferas (Green ef af, 1991; Krassowski & Owens, 1993; Hakman, 1993; Shewry &
Casey, 1999,
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Figura 5. Alinhamento das seqiiéncias obtidas no segiienciamento do N’-terminal de AM-
20, AE-21 e AE-20 {A) e comparagio do N’-terminal das proteinas AM-20 e AE-21 de 4.
angustifolia com seqiéncias do N'-terminal de globulinas similares as vicilinas 75 de
angiospermas (B). P. glauca- Genbank ntmero X63191 e Zamia furfuraceae (Braun ef al,
1996). Na linha consensus, os residuos idénticos séio representados com asteriscos, € 0s
residuos conservados por um ponto. Os numeros indicam a posicdo ocupada pelo

aminoacido que inicia a seqiiéncia no polipeptideo original maduro.
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Nas analises através de 2D-PAGE, estas proteinas apresentaram valores de pl que
variavam de 6,2 a 5,4, e as seqiiéncias do N’'-terminal de AM-20 ¢ AE-21, apresentaram
similaridade com proteinas similares as vicilinas 7S de angiospermas (Braun et al., 1996).
Foi detectado no N°-terminal a presenga do motivo NPYVF, conservado em AE-21 ¢ AM-
20. Este motivo coincide com o motivo NP(Y/F)VF, altamente conservado nas vicilinas 75
(Lawrence ef al., 1994; Braun et al., 1996). Segundo Lawrence ef al. (1994), este motivo
permite a formagSo de uma “ponte” entre os dominios N° e C das vicilinas 78S,
estabilizando a sua interacio (Lawrence ef al, 1994). A conservagdo deste motivo €
observada tanto na estrutura tridimensional descrita para cristais de Phaseolina (Lawrence
et al., 1994) e Canavalina (Ko ef al., 1993), quanto no alinhamento de seqiiéncias do grupo
das vicilinas 7S de angiospermas e gironospermas (Lawrence ef al., 1994).

Segundo alguns autores, as principais globulinas de reserva das sementes de
angiospermas e gimnospermas tem como ancestral comum, proteinas monoméricas de
procariotos envolvidas na desidratagdio de esporos (esferulinas) (Baumlein er al., 1995).
Shutov et al. (1995) propuseram a equivaléncia estrutural dos dominios N” e C’-terminal de
vicilinas 7S e leguminas 11S de angiospermas e gimnospermas ao enconirar similaridade
entre as seqliéncias destas proteinas. Com base nestes resultados, foi proposto um ancestral
comum para as vicilinas 7S e leguminas 11S de angiospermas e gimnospermas (Baumlein
et al., 1995; Shutov ez al., 1995, 1998). Esta evolugio molecular teria ocorrido na forma de
duplicagfio do gene nas gimnospermas menos evoluidas (Shutov et al., 1998).

As propriedades das vicilinas de reserva de 4. angustifolia descritas neste trabalho,
sugerem que estas proteinas de reserva podem ser globulinas 7S na forma monomérica (20-
21 kDa), ou polipeptidios resultantes da clivagem interna de um precursor de
aproximadamente 45 kDa (20-21 e 28 kDa) (Figura 4). Estas perguntas serfio respondidas
no capitulo 3 com a analise do seqienciamento do gene completo da vicilina de A4

angustifolia.
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CAPITULO?2

Identificacfio de genes expressos diferencialmente durante o

desenvolvimento do embrifo zigotico de Araucaria angustifolia
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1. Introducgio

O actmulo de reservas como lipidios, proteinas e carboidratos, assim como os
mecanismos de regulagio que levam a expressdo temporal e tecido especifica de genes
durante o desenvolvimento das sementes em angiospermas (Goldberg et al, 1989,
Zimmerman, 1993;; Wobus & Weber, 1999; Girke ef al., 2000) e gimnospermas (Misra,
1994; Mullen ef al., 1996; Caimney et al., 1999) vem sendo intensamente investigados pela
comunidade cientifica.

Na dltima década, as pesquisas envolvendo o desenvolvimento do embrido ¢ a
expressio génica em coniferas, vem aumentando, principalmente em Picea (Misra &
Green, 1991; Leal & Misra, 1993a; Krassowski & Owens, 1993; Misra, 1994), Pinus
(Mullen ef al., 1996; Neutelings et al., 1998; Cairney ef al., 1999) e Pseudotsuga (Chatthai
& Misra, 1998). Trabalhos envolvendo embriogénese somética em coniferas (Jain ef al.,
1995) relataram genes com expressio diferencial no processo de crescimento € maturacéo,
genes que respondiam ao choque térmico, genes induzidos por ABA e genes com expressdo
especifica no embridio somatico (Dong & Dustan, 1996, 1997, 1999). Caimey ef al. (1999)
compararam os padres de expressdo génica no desenvolvimento embriondrio do embrido
zigbtico e somatico de Pinus faeda, na tentativa de implementar uma metodologia de
controle de marcadores moleculares nos protocolos de embriogénese somdtica em Pinus.
Jarvis et al. (1996) isclaram os primeiros genes /ea de gimnospermas trabalhando com
sementes maduras de Pseudotsuga mencziesii. Foram isolados os ¢cDNAs das proteinas de
reserva de Picea glauca/engelmanii (Newton et al., 1992) e Pseudotsuga menziesii (Leal &
Misra, 1993b). Mullen et al. (1996) estudaram o padrio de expressdo de populagdes de
mRNA no embrifio e megagametéfito em Pinus teda e concluiram que € muito similar ao
descrito para angiospermas (Goldberg et af., 1989; Zimmerman, 1993; Girke er al., 2000).
Contudo, os resultados obtidos € a quantidade de pesquisadores envolvidos em projetos
nesta area ainda sfo insuficientes.

Em Araucaria angustifolia, a conifera nativa de maior importdncia, estudos visando
o desenvolvimento do embrifio mostraram que este difere em vérios aspectos morfologicos
do desenvolvimento do embrifio de outras coniferas como Pinus, Picea (Pinheiro do

Canada) e Pseudotsuga (ver Introdugio, Figura 1). Este fato toma interessante, do ponto de
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vista académico, a realizagfo de estudos moleculares sobre o desenvolvimento do embrigo
de A. angustifolia.

Estudos sobre a expressdo diferencial de genes durante o desenvolvimento do
embrido de 4. angustifolia ainda sfo inéditos. Assim sendo, com o objetivo de isolar e
caracterizar genes com expressio diferencial durante o desenvolvimento do embrido
zigtico de A. angustifolia, foi extraido RNA do embrifio nos estagios globular (EG),
cotiledonar (EC) e maduro (EM). Foi isolado também, RNA do megagametofito da
semente madura (MM). Estes RNAs foram utilizados em experimentos de display
diferencial de mRNA. A expressdo diferencial dos cDNAs isolados foi confirmada atraves
de experimentos de slot blot ¢ macroarray. Os cDNAs que apresentaram o0S maiores
coeficientes de expressdo foram clonados ¢ seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram

comparadas em bancos de dados. Os resultados obtidos sdo relatados neste capitulo.
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2. Materizis e Métodos

2.1. Coleta de sementes

Cones femininos foram coletados em povoagdes naturais da localidade de Bom
Retiro, Santa Catarina, entre janeiro e maio de 1999 e 2000. As sementes (pinhSes) foram
desinfetadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a -70°C.

Coletas :
fevereiro - sementes contendo embrifo no estagio globular
margo - sementes contendo embridio no estagio cotiledonar

abril - sementes contendo embrifo no estagio maduro

2.2. Display diferencial de mRNA

Nos experimentos de display diferencial, RNA foi isolado de varios (5-20) embrides
(para minimizar a variabilidade genética dada pelo fato de embrides de um mesmo cone
terem pais diferentes) nos estagios de desenvolvimento: (1) globular tardio, (2) cotiledonar
e (3) maduro. Foi isolado também, RNA do megagametofito maduro e dos cotilédones,
eixo e zona radicular do embrifio maduro. A partir destes RNAs, foram sintetizados cDNAs
com os primers ancoradores: T12VC e T1,VG. Os primers arbitrarios (Operon Technologies
Inc.} utilizados nas reagdes de amplificacio por PCR foram: OPF-03 (CCTGATCACC),
OPJ-02 (CCCGTTGGGA), OPJ-03 (TCTCCGCTTG), OPJ-05 (CTCCATGGGG), OPJ-06
(TCGTTCCGCA), OPJ-07 (CCTCTCGACA), OPJ-08 (CATACCGTGG) e OPJ-09
{TGAGCCTCACQ).

2.2.1. Isolamento de RNA e tratamento com DNAse

O isolamento de RNA foi feito segundo metodologia descrita por Preccott &
Martin (1987), com algumas modificagGes.

Para o isolamento de RNA, o tecido vegetal foi macerado em nitrogénio
liguido e homogeneizado em: Tris-HCI 50 mM, pH 9,0; EDTA 5 mM, pH 8,0; SDS 5%;
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LiCl 150 mM na proporgio de 1/10 (g/ml). A seguir, foi realizada um extragdo com fenol:
cloroférmio: 4cool isoamilico (25:24:1, v/v/v) e uma com cloroférmio: 4lcool 1soamilico
(24:1, v/v). O RNA foi precipitado com 0,4 volumes de LiCl 8 M a -20°C por 2 h. Apés
centrifugacdio (10 000 rpm), o RNA foi ressuspendido em 50 pl de dgua DEPC. Foi
efetuada nova precipitagio com 0,1 volume de acetato de sédio 3 M, pH 5,0 e 2,5 volumes
de etanol absoluto. O RNA foi incubado a -20°C durante a noite. Apos centrifugacio
(10000 rpm), o0 RNA foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 80 ul de 4gua DEPC.

O RNA foi tratado com DNAse através da adigio de: 0,5 pul de RNA4 guard
(37,8 Ulul, Gibco BRL); 5 ul de Tris-HCl 0,1 M, pH 83; 5 ul de KC1 0,5 M; 5 pl de
MgCl; 15 mM; 1 ul de DNAse (10 U/ul); H,0 q.s.p. 100 pl. A reagio foi mantida a 37°C
por 1 h. Adicionou-se 100 pl de 4gua e foi realizada uma extragdo com fenol: cloroférmio
(3:1). O RNA foi precipitado com acetato de sodio 3 M, pH 5,2 (1/10V) e etanol absoluto
(2.5V). Apds centrifugacdo (10 000 rpm), o RNA foi ressuspendido em agua DEPC e
quantificado em gel. A concentragdo foi ajustada para 1 ug/ul.

2.2.2. Sintese de ¢cDNA

A sintese de cDNA foi efetuada com transcritase reversa a partir de primers
ancoradores do tipo T12VN (Promicro). Para isto, em um tubo eppendorf foram misturados
2 pl do primer T;3VN (T1,VC ou T1,VG) (10 uM), 1 pl de RNA tratado com DNAse {1
pg/ul) e 7 ul de agua. A mistura foi incubada a 68°C por 5-10 min. A seguir, foram
adicionados 9 ul da mistura: Tris-HC! 10 mM, pH 8,3; KC1 75 mM; MgCl, 3 mM; Human
placental RNAse inhibitor 20 U; DTT 10 mM; dNTPs 1 mM. Apés 10 min de incubagio 4
temperatura ambiente, foi adicionado 1 pl de transcritase reversa M-MLV 200/ e a

reagdo foi incubada por 50 min a 37°C. A enzima foi inativada em banho a 95°C por 5 min
¢ 0s cDNAs foram armazenados a -20°C.

Para sintese de cDNA foram utilizadas também beads do kit Ready to Go
RT-PCR Beads (Amersham Pharmacia). Para a utilizagio do kit, as beads foram colocadas
em gelo. A seguir, foram adicionados RNA tratado com DNAse (Iug/ul), 5 pl do primer
T>VN (10 uM) e dgua q.s.p. 50 pul. Apods 5 min de incubagdo no gelo, a reagio foi mantida
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a 42°C por 30 min. A transcritase reversa foi inativada a 95°C por 5 min. As reagdes foram
armazenadas a -20°C. A utilizacio das beads permitiu resultados rapidos e eficazes. Assim
sendo, fol dada a preferéncia a utilizacfio das beads.

2.2.3. PCR a partir do cDNA e eletroforese das amostras amplificadas

Os primers ancoradores (T1,VC e T1; VG, Promicro) e os primers arbitrarios
(OPF-03, OPJ-02, OPJ-03, OPJ-05, OPJ-06, OPJ-07, OPJ-08 ¢ OPJ-09; Operon) foram
utilizados nas amplificagbes dos cDNAs em um termociclador (Perkin Elmer 2400 ou
9700). As reagdes foram feitas em duplicata e eram constituidas por: 2 pl do cDNA, 2 ul do
primer ancorador (10 uM), 2 pi do primer arbitrario (10 uM) ¢ 14 ul da mistura: 2 pul de
tampdo de amplificagdo 10x (Gibco BRL), 0,5 ul de MgCl; 50 mM, 2 ul de dNTP (20 uM
de cada um), 0,5 pl de [a-"PJdATP, 8.7 ul de 4gua e 0,3 pl de Tag polimerase (5 Urul,
Gibco BRL). As condigdes de amplificagio foram: 94°C (3 min), seguido de 40 ciclos de
94°C (30 5), 40°C (2 min) e 72°C (30 s). A extensgo final foi a 72°C por 15 min.

Apos a amplificagio, 7 ul do produto de cada reagio de PCR foram
misturados com 5 ul do tampdo: formamida deionizada 95% (v/v); EDTA 10 mM, pH 8,0;
xileno cianol 0,09%; azul de bromofenol 0,09% (Xu et al., 1997). As amostras foram
incubadas a 80°C por 4 min ¢ 10-12 ul foram aplicados no gel denaturante de acrilamida
(6%). A corrida foi a 50 W por aproximadamente 4 h ¢ 30 min. Apés a corrida, o gel foi
transferido para papel Whatman 3 MM e seco a vacuo. Os produtos de amplificagio foram
visualizados através de exposicdo a filme de raio-X (Hyperfilm, Amersham Pharmacia).

2.2.4. Iselamento, eluiciio e reamplificacio das bandas diferenciais

Apos ser revelado, o filme de raio-X foi posicionado sobre o gel, na mesma
posi¢io em que foi exposto, e as bandas diferenciais foram cortadas do gel. O DNA das
bandas diferenciais foi eluido em 100-200 pl de dgua por 15 min a 95°C. A seguir, 0 DNA
foi precipitado com 0,1 volume de acetato de sddio 3 M, pH 5,2 e 2 volumes de etanol
absoluto, durante a noite a -20°C. Apds centrifugagiio, o DNA foi ressuspendido em 10 ul

de 4gua.
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Quatro ul do DNA eluido foi amplificado novamente. Para isto, foram
adicionados: Tris-HCl 2 mM, pH 8,3; KCI 5 mM; MgCl; 4 mM; 1 uM do primer arbitrério;
1 uM do primer ancorador; 20 uM de dNTP e 2,5 U de T aq polimerase (Gibco BRL). O
volume final da rea¢do foi de 40 pl. As condi¢des de amplificagio foram as mesmas do
item 2.2.3. O produto das reagdes de amplificagfio foram separados através de eletroforese
em gel de 1,4% de agarose em tampiio TAE 1x. As bandas de interesse foram cortadas do
gel e o DNA foi purificado com o kit Concert Rapid Gel Extraction System (Gibco BRL).

2.3. Confirmacfio da expressio diferencial das bandas isoladas nos experimentos de
display diferencial de mRNA

2.3.1. Sintese de ¢DNA visando a obtencio de sondas radioativas

O ¢DNA foi sintetizado a partir de RNA isolado de embrides zigéticos de 4.
angustifolia nos estigios globular, cotiledonar ¢ maduro; cotilédone embriondrio, eixo
embrionario e parte radicular do embrifio maduro; e megagametofito maduro. Para sintese
de cDNA foram utilizadas beads do kit Ready to Go RT-PCR Beads (Amersham
Pharmacia).

2.3.2. Transferéncia das bandas isoladas dos géis de display diferencial de
mRNA para membranas de nylon
As membranas foram preparadas utilizando duas metodologias diferentes:
slot blot (Xu et al., 1997), inicialmente, ¢ em uma segunda etapa, a metodologia de dor blot
de alta densidade ou macroarray como descrito por Nanfei er al. (1997).

2.3.2.1. Transferéncia do DNA para membranas de nylon pela técnica
de slot blot

Dez ng de DNA de cada banda isolada, em um volume final de 150
pl, foram denaturados por 10 min 2 95°C. A seguir, adicionou-se 150 pl de SSC 20x
filtrado. As amostras foram transferidas para membranas de nylon (Hybond-N, Amersham
Pharmacia) com o auxilio de um equipamento proprio para slot blot (Hybri-Slot, Gibco

BRL). Apos a transferéncia das amostras, os blots foram lavados com 300 ul de SSC 10x
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filtrado. As membranas foram secadas a temperatura ambiente ¢ 0 DNA foi fixado a 30°C
por 2 h. Todo o experimento foi realizado em duplicata.

2.3.2.2. Transferéncia do DNA para membranas de nylon pela técnica

de macroarray

Trinta ul da reagfio de reamplificagfio das bandas 1soladas por display
diferencial (aproximadamente 600-800 ng) foram transferidos para uma microplaca. A
seguir, foram adicionados 8 ul de NaOH 2 N e 42 ul de H,O Milli-Q. A denaturacio foi &
temperatura ambiente por 15 min. Um ul desta mistura (8-10 ng) foi transferido para
membrana Hybond-N com um carimbo manual de 96 amostras (V&P Scientific). As
membranas foram incubadas por 2 h a 80°C e guardadas 4 temperatura ambiente,
envolvidas em papel Whatman 3MM.

2.3.3. Obtenciio de sondas radieativas e hibridizacio das membranas

Os c¢DNAs sintetizados a partir de RNA isolado dos embriGes globular,
cotiledonar ¢ maduro; cotilédone, eixo e parte radicular do embrifio maduro; €
megagametofito maduro de 4. angustifolia, foram amplificados, quantificados e utilizados
como sonda nos experimentos de slof blot ou macroarray para confirmagio da expresséo
diferencial das bandas isoladas por display diferencial. A quantificacio foi feita em gel de
2% de agarose atraveés de comparag@o com o padrio de massa e peso molecular ¢y 174/Hae
III (Gibco BRL). Aproximadamente 30 ng dos c¢cDNAs foram marcados com o kit
Megaprimer DNA labelling system (Amersham Pharmacia), seguindo-se as especificages
do fabricante.

As membranas foram pré-hibridizadas a 42°C por 4-6 h em: formamida
detonizada 50%; SSC 5x; Denhardt’s 10x; Tris-HCI 20mM, pH 7.5; SDS 1% e DNA de
esperma de salmfo denaturado 100 pg/ml. As membranas foram hibridizadas durante a
noite a 42°C em: formamida deionizada 50%; SSC 5x; SDS 1%; sulfato de dextran 5%;
Denhardt’s 2x; Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; DNA de esperma de salméo denaturado 100ug/ml
e 107-10® cpm/ml da sonda previamente denaturada a 98-100°C por 5 min. As membranas
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foram lavadas & temperatura ambiente por 2 vezes, 15 min cada vez, em solugfo contendo
SSC 2x ¢ SDS 0,1%. A seguir, as membranas foram lavadas por 2 vezes a 60°C, 30 min
cada lavagem, em solugio contendo SSC 0,1x e SDS 0,1%.

As membranas foram expostas por 3-5 h a filmes de raio-X (Hyperfilm MP,
Amersham Pharmacia) e quantificadas no programa CrazyQuant v. 1.3, ou expostas em IP
Bas-MS e quantificadas no Bio Imaging Analyzer FLA-3000 (Fyjifilm) utilizando o
programa ArrayGauge v. 1.0.

2.3.4. Anilise dos resultados de hibridizacio

Os valores obtidos para os sinais de hibridizacio em cada membrana foram
normalizados através da divisdio do valor da intensidade de cada amostra pela mediana de
todas as amostras da membrana (Gill ef al., 1999). Apbs este passo, foi calculada a média
das duas repetigSes de cada experimento. Para obter o valor relativo de expressdo dos genes
comparados em cada experimento, foi utilizada a formula CER = (Estagio
analisado/(Estagio 1 + Estagio 2 +.....+ Estagio N)) x N. N representa o niunero total de
estagios analisados na quantificacio da expresséo do gene.

Esta formula fornece a expressio relativa do gene (CER - coeficiente de
expressdo relativa). Valores préximos de 1 representam os genes cuja expressio diferencial
ndo foi confirmada. Genes induzidos apresentam CERs maiores que 1 e genes reprimidos
apresentam CERs menores que 1. A partir dos CERs, os ¢cDNAs foram agrupados atraves
da utilizag@o dos programas Gene Cluster (http://rana stanford.edu/software) ¢ TreeView v.
1.45 (www.rana.stanford.edu/software). O padrio de expressdo foi representado nas
Figuras obtidas através de cores, onde o vermetho representa a expressdo mais acentuada e
o amarelo auséneia de expressdo. Expressdes intermedisrias entre a maxima (vermetha)e a
auséncia (amarela) sdo mostradas nas Figuras através da combinagio das duas cores
(Anexo II).




65

2.4. Clonagem e seqiienciamento dos cDNAs diferenciais

As bandas que tiveram a expressio diferencial confirmada e apresentaram os
maiores CERs foram clonadas no vector pGEM-T Easy (Promega), segundo as
especificagdes do fabricante. Pelo menos dois clones de cada banda foram seqiienciados.
Nas reagdes de seqiienciamento utilizou-se o kit DNA sequencing Big Dye ™ (Perkin
Elmer). As reagdes foram constituidas de 400 ng de DNA, 2 ul de mix Big Dyee 1 ul (5
uM) de primer (direto ou reverso). As condigdes de amplificagio foram: 96 C (10 seg),
50°C (5 seg)e 60C (4 min) por um total de 25 ciclos. As amostras, foram precipitadas com
isopropanol e mantidas a —20°C até o momento do seqiienciamento. O seqiienciamento foi
realizado em um sequenciador automético ABI PRISM™ 377 (Perkin Elmer).

2.5. Estratégia de seqilenciamento

A estratégia de seqiienciamento foi a seguinte:
- Foram seqiienciados no minimo 2 sub-clones (um com o primer direto e outro com o
reverso) de cada banda diferencial.
- As seqiiéncias obtidas com os primers direto e reverso foram alinhadas com o auxilio do
Clustal W ou C.A.P. (Contig Assembly Program).
- Caso fossem observadas discrepancias no alinhamento dos clones, ou parte da seqiiéncia
com leitura duvidosa, mais clones {1-2) da banda diferencial eram seqiienciados.
- Foi confeccionada uma base de dados em formato FASTA com todos os fragmentos
seqienciados. Para detectar possiveis fragmentos redundantes na base de dados, foi

utilizado o programa Clustal W.

2.6. Analise das seqiiéncias

O alinhamento das sub-seqiiéncias (direto e reverso) dos clones foi feito através do

servigo BCM Search Launcher (hitp.//searchlauncher.bem tme.eduw/) no sub-programa

Clustal W v. 1.8 ou no C.AP. Estas seqiiéncias foram comparadas com segiiéncias
disponiveis no banco de dados nr utilizando o servico BLAST-NCBI (National Center of
Biotechnology, www.ncbi.nlm.nih.gov:80/entrezZBLAST/) no sub-programa BLASTX.
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3. Resultados e Discussio
3.1. Display diferencial de mRNA

A técnica de display diferencial de mRNA foi utilizada com o objetivo de isblar
genes com expressio diferencial durante o desenvolvimento do embriso zigbtico. Com este
objetivo, foram utilizados nos experimentos RNA isolado de embrides globular (tardio)
(ES), cotiledonar (E6) e maduro (E7). Foram utilizados também, RNA isolado do
megagametofito (M) e de 3 regides do embrisio maduro: regido radicular (ER), cotiledonar
(EC) e eixo (parte central do embrisio) (EE).

3.1.1. Expressdo diferencial de genes durante o desenvolvimento do embrifo

zigotico de A. angustifolia

Com o objetivo de se isolar genes com expressio diferencial durante o
desenvolvimento do embrido zigético de A. angustifolia, foi extraido RNA dos estigios de
desenvolvimento do embridio: globular (ES), cotiledonar (E6) e maduro (E7). O cDNA
correspondente foi sintetizado com os primers ancoradores T,VC e T;,VG. Na
amplificacio dos cDNAs foram utilizados os primers ancoradores T1,VC e T1,VG e os
primers arbiirérios: OPJ-06, OPJ-07, OPJ-08 & OPJ-09 (Operon). Um total de 246 bandas
diferenciais foram detectadas nos géis de display (Anexo 2). Estas bandas foram
subdivididas em 5 grupos: (1) bandas com expressdo mais acentuada no estagio globular,
(2) bandas com expressfio mais acentuada no estagio cotiledonar, (3) bandas com expressio
mais acentuada no estagio maduro, (4) bandas presentes nos 3 estigios com aumento da
expressdo no decorrer do desenvolvimento e (5) bandas presentes nos 3 estagios com
diminui¢&o da expresséo no decorrer do desenvolvimento. Estes dados estdo resumidos na
Tabela 1.

Das 246 bandas isoladas nos experimentos de display diferencial de mRNA (Tabela 1)
foram escolhidas 202, com base no tamanho e intensidade de expressdio, para serem
utilizadas em experimentos de confirmaggo da expresséo diferencial. Estas bandas foram
transferidas para membranas de nylon com o auxilio de sior blot ou macroarray. As
membranas foram hibridizadas com sondas de cDNA sintetizados a partir de RNA de cada

estagio de desenvolvimento. Os experimentos foram realizados em duplicata. As bandas
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Tabela 1. Bandas isoladas através de display diferencial de mRNA. Foram isoladas 33
bandas do estagio globular (EG), 26 do estagio cotiledonar (EC), 47 do estagio maduro
(EM), 74 que apresentavam um aumento no decorrer do desenvolvimento (A) e 64 que
diminuiam no decorrer do desenvolvimento (D),

Quantidade de bandas %
EG 35 4.2
EC 26 10.6
EM 47 19.1
A 74 30.1
D 64 26.0
Total 246 100

amplificadas com um mesmo par de primers foram colocadas na mesma membrana (Figura

1.

3.1.2. Confirmacio da expressio diferencial das bandas isoladas dos géis de display

diferencial de mRNA através de slor blof

Devido ao grande nGmero de bandas diferenciais isoladas, optou-se
inicialmente pelo método de sior blot para confirmagfo da expressdo diferencial destas
bandas. As bandas isoladas com os pares de primers, T;,VC - OPJ-08, T(;VG - OPJ-08,
T12VC - OPJ-09, T12VG - OPJ-09 (Anexo 2) foram transferidas para membranas. Apés
hibridizaco, foram consideradas confirmadas as bandas que apresentaram no slot blot
expressio diferencial igual 4 observada nos experimentos de displgy diferencial. Bandas
com comportamento diferente foram descartadas. As bandas com expressio diferencial
mais acentuada foram escolhidas para posterior clonagem e seqtenciamento. No anexo 2
sdo mostrados em detalhes os resultados obtidos com os experimentos de slor blot. Estes

resultados estfio resumidos na Tabela 2.
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Figura 1. Numero total de bandas isoladas dos diferentes estagios de desenvolvimento de A.
angustifolia, hibridizadas e com expressdo diferencial confirmada. Os primers utilizados
foram: ancoradores T12VC e T1,VG e arbitrarios OPJ-02, OPJ-03, OPJ-05, QPJ-06, OPJ-
07, OPJ-08 ¢ OPJ-09.
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Tabela 2. Nimero de bandas com expressfo diferencial confirmada nos experimentos de
slot blot, com cada combinagdo de primers.

TVC TiaVG
Arbitrarios # total de # de bandas # total de # de bandas
bandas confirmadas bandas confirmadas
OPJ-08 17 12 13 12
0orJ-09 28 21 46 25

3.1.3. Confirmaciio da expressdo diferencial das bandas isoladas dos géis de

display diferencial de mRNA através de macroarrays

A confirmag@io da expressdo diferencial das bandas isoladas dos géis de
display diferencial de mRNA utilizando macroarrays (Nanfei et al., 1997), mostrou-se
mais rapida que slot blot. Este método permite uma confirmagio rapida das bandas
diferenciais. As bandas isoladas dos experimentos de display diferencial de mRNA com os
pares de primers T12VC - OPJ-06, T12VG - OPJ-06, T, VC - OPJ-07 € T1oVG - OPJ-07
foram transferidas para membranas de mylon para confirmacio da expressio diferencial.
Foram consideradas confirmadas as bandas que apresentaram no macroarray a mesma
expressfo diferencial observada nos géis de display diferencial. Bandas com
comportamento diferente foram descartadas. As bandas com expressdo diferencial mais
acentuada foram escolhidas para posterior clonagem e seqiienciamento. No anexo 2 sfo
mostrados em detalhe os resuitados obtidos com os experimentos de macroarray. Estes

resultados estio resumidos na Tabela 3.

3.2. Expressio diferencial de genes no megagametdfito e em diferentes regides do

embrido maduro

Com o objetivo de 1solar genes com expressdo diferencial no megagametéfito (M) e
no embrifio: regido cotiledonar (EC), eixo (EE) e regifio radicular (ER), foram realizados

experimentos de display diferencial com RNA isolado destes tecidos da semente madura
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Tabela 3. Namero de bandas com expressdo diferencial confirmada nos experimentos de
macroarray, com cada combinagdo de primers.

T12VC T12VG
Arbitrdrios # total de # de bandas # total de # de bandas
bandas copfirmadas bandas confirmadas
OPJ-06 17 7 34 20
OP1-07 19 15 28 21

de 4. angustifolia. Nestes experimentos, foram utilizados os primers ancoradores T1,VG e
T12VC e 0s primers arbitrarios OPF-03, OPJ-02, OPJ-03 e OPJ-05. Foram detectadas 69
bandas diferenciais sendo 21 do megagametéfito, 27 do eixo do embrido (EE), 11 da regido
cotiledonar (EC) e 10 da regido radicular (ER). Destas 69 bandas, 56 (21 do
megagametdfito, 25 do eixo do embrido e 10 da regidio cotiledonar) foram escolhidas para
analise tomando como base o tamanho e a intensidade das bandas.

As bandas foram transferidas para membranas de nylon com o auxilio de um
replicador manual. As membranas foram hibridizadas com sondas de cDNAs sintetizados a
partir de RNA de cada tecido. O experimento foi realizado em duplicata. As bandas obtidas
com um mesmo par de primers foram colocadas em uma mesma membrana. Foram
consideradas confirmadas as bandas que apresentaram no macroarray a mesma expressio
diferencial observada nos géis de display. Bandas com comportamento diferente foram
descartadas. As bandas com expressio diferencial mais acentuada foram escolhidas para
clonagem e seqiienciamento. No anexo 2 s3o mostrados em detalhe os resultados obtidos

com 0s experimentos de macroarray. Estes resultados estdo resumidos na Tabela 4.

3.3. Clonagem e seqiienciamento

A expressdo das bandas confirmadas, que apresentaram os maiores CERs, €
mostrada na Figura 2. Assim sendo, a expressdo diferencial de 58 bandas (23 do estagio
globular, 11 do cotiledonar e 24 do maduro) isoladas do embrido zigotico ¢ mostrada na
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Tabela 4. Nfimero de bandas com expressdo diferencial confirmada nos experimentos de
macroarray, com cada combinagio de primers.

TVG T VC
Arbitrario # total de # de bandas # total de # de bandas
bandas confirmadas bandas confirmadas
OPF-03 - - 15 6
OPJ-02 S 6 - -
OoPJ3-03 15 10 - -
OPJ-05 17 15 - -

Figura 2A. A expressio diferencial das bandas do megagametofito (7 bandas), regido
cotiledonar (3 bandas) e eixo (9 bandas) do embrido maduro ¢ mostrada na Figura 2B.
Dentre as bandas apresentadas na Figura 2, 39 foram selecionadas para clonagem e
seqiienciamento. Assim, foram escolhidas as bandas J6C-08, J6G-21, J6G-22, J7C-66, J9C-
66, J9C-67, J9C68, J9C-80, J9C-83 e J9C84 do embrido globular; J6G-36, J7G-93, J7G-95,
J7G-96, I7G-97, J8C-12, J8C-16, J8C-17 do embrifio no estagio cotiledonar; J6G-53, J6G-
57, J7C-104, J7C-105, J7G-113, J7G-114, J7G-115, J7G-120, J7G-123, J7G-125, J7G-126
do embrido maduro; J5G-20, J5G-29, J5G-32 do cotilédone do embrido maduro; J5G-18,
15G-19, J5G-21, J5G-22, J5G-23 do eixo do embrido maduro; e J5G-26, J5G-33 do
megagametofito maduro. A expressdo diferencial das bandas selecionadas € mosirada na
Figura 3.

Apds serem clonados, os 39 ¢cDNAs foram segilenciados ¢ as seqiéncias obtidas
foram comparadas com seqiiéncias disponiveis em bancos de dados utilizando o servigo
BLAST - NCBI (National Center of Biotechnology, www.nebinlm.nih.gov:80/
entrez/BLAST/) € os subprogramas blastn e blastx. Os resultados obtidos estio resumidos

na Figura 4. As sequiéncias estdo agrupadas no anexo 3.
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Figura 2. Expressio das bandas diferenciais confirmadas nos experimentos de slor blot e macromray. A
bandas com expressdo diferencial durante o desenvolvimento do embrifo zigético de 4. angustifolia {embrido
no estagio globular, cotiledonar e maduro). B: bandas com expressio diferencial no megagametofito e
embrifio zigotico: regido cotiledonar ¢ eixo. O agrupamento foi realizado tomando como base o CER dos
cDNAs. A expressdo mais acentuada € indicada pela cor vermelha, e a auséncia de expressiio pela cor
amarela.
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Figura 3. Expressdo diferencial das 39 bandas clonadas e seqiienciadas. A: bandas com
expressio diferencial durante o desenvolvimento do embrifio zigético de 4. angustifolia
(embrifio globular, cotiledonar ¢ maduro). B: bandas com expressdo diferencial no
megagametdfito e embrifo zigotico: regifo cotiledonar e eixo. O agrupamento foi realizado
tomando como base 0 CER dos ¢DNAs. A expressiio mais acentuada ¢ indicada pela cor
vermelha, e pela cor amarela, a auséncia de expressio.
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3.4. cDNAs que apresentaram similaridade com seqii€ncias presentes em bancos de
dados

Os resultados obtidos com a compararagdo das seqifncias dos cDNAs com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados foram divididos em trés grupos: resultados com
E-value maiores de 1 - seqiiéncias sem similaridade, resultados com E-value entre 1 ¢ 1e?
— seqiiéneias com similaridade nfo significativa e resultados com E-value menor de 1e” —
seqiéncias que apresentaram similaridade significativa com seqi€ncias disponiveis em
bancos de dados (Figura 4).

3.4.1. cDNAs com expressio mais acentuada no embrifio maduro

J7G-115:

O cDNA J7G-115 fo1 amplificado com o primer OPJ-07 € possui 445 pb. A analise
da seqiiéncia deduzida de aminoacidos deste fragmento apresentou 81% de similaridade
sobre 147 residuos da proteina putativa Spt5 de Arabidopsis thaliana, também descrita para
Drosophila, Mus musculus, Homo sapiens, e outros (Figura 5). As seqiiéncias com

similaridades relevantes s&o mostradas na Tabela 5.

J7glls: 1 LSTLLANREXGHFLEGDAVVVVRGDLENLMGWVERKVEDDNIHVEPREKGIQGTLICKENE 60
LSTL ANREKGHF+EKGDAV+V++GDLKNL GWVERV+++N+ ++ + KG+ L E B
Spt5 1: 414 LSTLFANRKKGHFMKGDAVIVIKGDLENLKGWVERVDEENVLIRSEVKGLPDPLAVNERE 473

J7gil5: 182 LCKFFKPGDHVEVVSGTHOGATGMVVEVENHVLIIVSDITKEDIRVFADNVVESSEITSG 361
LCR+F+PGTHVKVVSGTH+GATGMVVEV+ HV RVFAD+VVESSE4+T+G
Spth 1: 474 LCKYFEPGNHVKVVSGTHEGATGMVVEVDQHV-~-—————————— RVEFADHVVESSEVTITG 521

J7gllb: 61 VTELGDYELHDLVQLDHTSFGIIVRVE 87
VITE+GDYELHDLV LD+ SFG+I+R+E
Spt® 1l: 522 VIKIGDYELHDLVLLDNLSFGVIIRLE 548

Figura 5. Comparagio entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do cDNA J7G-
115 e a segiiéncia de aminodcidos da proteina putativa SptS de 4. thailana. A
proteina possul uma seqiiéncia de 990 aminoacidos. As letras mostram os residuos
idénticos e as cruzes mostram 0s similares.
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Tabela 5. Proteinas que apresentaram similaridade com o cDNA J7G-113, organismos nas quais
elas foram descritas, E-value ¢ a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descricio E Identidade Similaridade
Arabidopsis thaliana  -hypothetical protein T28D5.40 1 (95147)  (120/147)
(pir|[T14189). 64% 81%
-putative Spt5 like protein
(AL109819)
Drosophila -SptS gene product( AE003796) 6e™  (53/136) (87/136)
melanogaster -Dspt5 (AF222864) 38% 63%
Mus musculus -chromatin structural protein homolog 1> (57/140) (87/140)
SuptShp (U88539) 40% 61%
Homo sapiens -DSIF p160 (AB000516) 2 (56/140) (87/140)
40% 62%

A proteina Spt5, em Saccharomyces cerevisiae forma um complexo com Spt4. Este
complexo estd envolvido em processos de repressdo da transcrigio, modulando
possivelmente a estrutura da cromatina. Foi demonstrado que a proteina homodloga
funcional descrita para Homo sapiens, é fosforilada reversivelmente durante a mitose
(Stachora ez al., 1997). Este homélogo, chamado de DSIF, ¢ composto por subunidades de
160 kDa (p160) ¢ 14 kDa (p14), homologas a Spt5 e Spt4 respectivamente (Wada et al.,
1998). O complexo DSIF associa-se & RNA Polimerase II estimulando “in vitro” o
processo de transcrigdo em condiges limitantes de nucleotideos. Este complexo, também
reprime o processo de transcrigio na falta de outros fatores de supressdo (Wada er al.,
1998). Estudos com linhagens mutantes em Saccharomyces cerevisiae mostraram que Spt4
e Spt5 sdo fundamentais na transcrigio, interagindo com a RNA Pol II “in vivo™ (Hartzog et
al., 1998). Foi demostrado que Spt5 interage com a RNA Pol II no dominio C-terminal
(CTD) néo fosforilado. O CTD fosforilado afeta esta interagdo. O complexo SptS-RNA Pol
II interage diretamente com a enzima guanilil transferase, estimulando indiretamente o
processo de adig¢do do cap no mRNA (Wen & Shatkin, 1999).

O possivel mecanismo mediante ao qual Spt5 regula de maneira positiva ou
negativa o processo de transcrigdio foi estudado em detalhe em humanos. Foi observado,
que Spt5 contém diferentes dominios incluindo um N-terminal acido, quatro repetigdes
KOW homélogas ao regulador de transcrigdo NusG de E. coli (Wada et al., 1998), e dois

dominios C-terminais com elementos repetitivos denominados de CTR1 e CTR? (Ivanov et
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al., 2000). Estes elementos repetitivos sfo ricos em residuos de serina e treonina, potenciais
sitios de fosforilag@io para as quinases (Ivanov et al., 2000).

O dominio CTRI1 estd envolvido na inibi¢do da transcrigio mediante o contato com
o inibidor DRB (3,6-dichoro-I1-B-D-ribofuranosylbenzimidazole), ¢ a0 mesmo tempo na
ativagio mediante contato com a proteina Tat (Ivanov er al., 2000). Este processo é
totalmente reversivel. Ao mesmo tempo, CTR1 e CTR2 podem ser fosforilados, afetando o
processo de interagio com a RNA Pol 11, ou alterando a afinidade do complexo por outros
fatores de transcrigio.

Embora o ¢cDNA J7G-115 apresente alta similaridade com o fator de transcrigio
SPTS, s6 estudos posteriores podem atribuir uma fungfo especifica para este ¢cDNA no

desenvolvimento embrionario de 4. angustifolia.

J7C-104:

O fragmento J7C-104, amplificado com os primers OPJ-07 ¢ T1,VC, possui 260 pb.
A anélise da seqiiéncia deduzida de aminoécidos deste cDNA revelou 69% de similaridade
sobre 84 residuos da poliproteina gag/pol de um retroelemento de Arabidopsis thaliana,
também descrito para Vicia faba, Oryza sativa, e outros (Figura 6). As segiiéncias que

apresentaram similaridades mais relevantes sdo mostradas na Tabela 6.

J7C1G4 : 87 PLDTYAGHEMFSLMDGFSGYNQI*INPEDQHRKIAFTTPWGTFCYKVVPEGLENASATYQR 27
P+++ G EM 8§ MD F3GYNQI +NP+DQ K +F T GT+ YRV+PFGLEN ATYQ
Gag-pol: 435 PIESTTGQEMLISFMDAFSGYNQIMMNPDDQEKTSFITERGTYYYRVMPFGLENVGATY(QL 498

J7C104 : 26 AMTYIFHDYMHKIIEDYVDDLLAK 2

+ +F D + K +E Y+DD+L K
gag=-pol: 49% LVNIMFKDLLGKTMEVYIDDMLVK 522

Figura 6. Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do ¢cDNA J7C-
104 e a seqiiéncia de aminodcidos da poliproteina gag/pol de um retroclemento de
A. thailana. As letras mostram os residuos idénticos e as cruzes mostram os
similares.

Os retroelementos (retrotransposons ¢ retrovirus) tém dois tipos de genes em
comum: genes gag que codificam proteinas estruturais da particula viral, e genes pol que

codificam proteinas cataliticas requeridas para a replicagdo. Entre os retrotransposons mais
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Tabela 6. Proteinas que apresentaram similaridade com o cDNA J7C-104, OTganismos nas quais elas
foram descritas, E-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descricio E _ Xdentidade Similaridade
Arabidopsis thaliana -putative retroelement gag/pol le™ (45/84) (59/84)
polyprotein (AC007045) 53% 69%
Vicia faba -reverse transcriptase-like protein 7e® (41/79) (54/79)
(AB007466) 51% 67%
Oryza sativa -Similar to Sorghum bicolor Gypsy-  4e™ (37/85) (54/85)
Ty3 type retrotransposon (AP001366) 43% 63%

estudados, € semelhantes aos retrovirus, estdo os do grupo LTR de Drosophila. Entre eles,
a familia mais numerosa e dispersa ¢ a dos elementos gypsy-like (Marin & Lloréns, 2000).

A estrutura interna dos elementos 7y3-gypsy é muito similar a dos retrovirus e sio
encontrados na seguinte ordem: genes pol — protease — RT - ribonuclease H -integrase.
Foram descritos elementos da familia 7y3-gypsy que possuiam uma ORF (open reading
Jframe) que poderia codificar para a proteina env. Na taxonomia atual, os retroelementos
LTR sio classificados em duas familias: Pseudoviridae {(subgrupo T yf/Copia) e Metaviridae
(subgrupo 7y3/Gypsy). Metaviridae ¢ dividida de acordo com a presenca do gene env
(género Errantivirus) ou auséncia (género Metavirus) (Marin & Lloréns, 2000).

Os retroelementos da familia 7y3-gypsy estio distribuidos nas angiospermas ¢
gimnospermas. Eles foram descritos em uma grande quantidade de organismos. Em

coniferas, ja foi descrito para Pinus radiata o elemento Ifg7 (Marin & Lloréns, 2000),

J7G-126:

O c¢DNA J7G-126 foi amplificado com o primer OPJ-07 e possui 242 pb. A analise
da sequéncia deduzida de aminoacidos deste cDNA em bancos de dados revelou 65% de
similaridade sobre 66 residuos do retrotransposon Buzzatii-osvaldo de Drosophila também
descrito para Zea mays, Oryza sativa, € outros (F igura 7). As seqiiéncias que apresentaram
similaridades mais relevantes sio mostradas na Tabela 7.

Os c¢cDNAs J7C-104 e J7C-66 também apresentaram similaridade com os
retroelementos (Figura 4).
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J7G12¢6: 81 PLDTLTREGVOFEKWIEEHQEAFEGLKG*LVKAPILVYPNWERKEFY THVDASRFAIGCALA 21
PL+ L +KGV+++WIEEHQ AFE +K L ++P+L P++ K F + DAS + +G L
Buzzat: 3858 PLNALLEKGVKWEWTEEHQRAFEIVKAKLTESPVLACPDFSKPFCLOTDASNYGLGAILT 4038

J76126: 20 QEDQYG 15
Qo + G
Buzzat: 4039 QTSEEG 4056

Figura 7: Comparagfo entre a seqiiéncia deduzida de aminoacidos do fragmento J7G-
126 ¢ a seqii€ncia de aminoacidos do retroelemento Buzzatii-osvaldo de Drosophila.
O retroelemento possul uma seqiiéncia de 9085 nucleotideos. As letras mostram os
residuos idénticos € as cruzes mostram os similares.

Tabela 7. Proteinas que apresentaram similaridade com o ¢DNA J7G-126, organismos nas quais elas
foram descritas, £-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descricio E Identidade Similaridade
Drosophila buzzatii -Osvaldo retrotransposon (gil4539019) 2e™  (29/66) (44/66)
43% 65%
Oryza sativa -genomic DNA, chromosome 4, BAC 8™ (28/62) (44/62)
clone: HO512B01 45% 70%
Zea mays -Ty3/gypsy-type retrotransposon 2¢ (28/62) (41/62)
reverse transcriptase/integrase 45% 65%
polyprotein pseudogene 2112655227
Sorghum bicolor -22 kDa kafirin cluster (AF061282)  4e°  (27/62) (37/62)
43% 59%

3.4.2. cDNAs com expressio mais acentuada no embrido cotiledonar

J6G-36:

O fragmento J6G-36 foi amplificado com o primer OPJ-06 ¢ possui 493 pb. A
analise da seqii€ncia deduzida de aminodcidos deste fragmento em bancos de dados revelou
55% desimilaridade sobre 58 residuos de proteinas similares as vicilinas 78 de Picea
glauca, Vicia faba, e outros (Figura 8). As seqiiéncias que apresentaram similaridades mais
relevantes sdo mostradas na Tabela 8.

A presenga de proteinas similares as vicilinas 7S de reserva no embrido de 4.
angustifolia foi descrita no Capitulo 1. O ¢cDNA J6G-53 apresentou a mesma seqiiéncia do

c¢DNA J6G-36, com uma pequena variagio na parte do N'-terminal. Esta variagfio leva o

c¢DNA J6G-53 a ser 133 bases menor que o J6G-36 (Figura 9). As seqiiéncias da parte N°-
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J6G-36: 79 RHGEEEGRNPYVFKEEEQERRLAEDAGEIRAVPLFREFSTLVRDLENYELNFFHMKPDAF 138
R EE NPYVF + R +++AGEIRA+P F E S L+ + + + F MKP
Picea : 45 RREEEREENPYV?HSDSFRTRASSEAGEIRALPNFGEVSELLGGIRKFRVTFIEMKPKTV 104

J6G-36: 140 MBHHY3GA 147
M HY A
Picea : 105 MLPHYIDA 112

Figura 8. Comparagdo entre a seqiiéncia deduzida de aminodcidos do cDNA J6G-36 e
a sequéncia de aminodcidos da vicilin-like storage protein de Picea glaica. A
proteina possui uma seqaéncia de 450 aminodcidos. As letras mostram os residuos
1dénticos e as cruzes mostram os similares.

Tabela 8. Proteinas que apresentaram similaridade com o cDNA J 6G-36, organismos nas quais elas
foram descritas, F-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares,

Organismo Descrig¢io E __ ldentidade Similaridade
Picea glauca vicilin-like storage protein 5e78 (28/58) (37/58)
41% 54%
Vicia faba putative sucrose binding protein 1e”’ (28/72) (42/72)
38% 57%
Pisum sativum 62K sucrose-binding protein homolog 7™ (28/92) (48/92)
30% 51%
Cucurbita maxima protein PV100 26 (24/87) (44/87)
27% 49%
Glycine max Sucrose binding protein (SBP) 2e™ (21/59) (35/59)
35% 58%

terminal deduzidas destes cDNAs, mostraram ser idénticas s Jé seqiienciadas no Capitulo].
Isto sugere que os CDNAS J6G-36 e 53 sdo fragmentos dos transcritos correspondentes a
AE-21 e AM-20 respectivamente (Figura 9).

Embora 0 cDNA J6G-36 seja expresso principalmente no embriio cotiledonar, o
¢DNA J6G- 53 ¢ expresso principalmente no embri&o maduro (Figura 4).Com o objetivo de
caracterizar a proteina de reserva de 4. angustifolia, o ¢cDNA completo de J6G-36 foi

isolado por RACE e seqiienciado. Estes resultados sdo apresentados no Capitulo 3.
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Figura 9. Sequéncias dos clones J3G36 e 53 alinhadas no programa Clustal W e as
respectivas seqii€ncias deduzidas de aminoédcidos. Em negrito sio mostradas as
seqiiencias do N’-terminal das proteinas AE-21 e AM-20 obtidas no Capitulo 1. As
diferencas na parte N'-terminal das seqii€ncias, justificam a presenga de dois
polipeptidios com seqiiéncias N’-terminais similares, mas nfo idénticas como ja foi

TCETTCCGCATCETTCCECATCGTTCCGCASAGGTARTGCATCCACGARATTATCTTTC
TTCATGAATTCATATTCC Y ITIGTICACAC TGACTTTCAGAG T TGATCAATGCAGETGAGETGETCGRAACTET

M A NG R PF P L L YL V L VL ¥V & F YV C &I R
GCTCATGECGARTGGTAGG TTCCCGTTGC T TTACTIGGTGC T TG T ICTTETAGE TT I TG TET G TGCAATCCET

C N E VvV P H Y KV HRZEGETZETZ EG®SSRNP Y V F K
TGCARTGAGGTIGATCACTACAAGGTTCATCGACATGG TGARGARGAGGETCGARATCCATACGTTTTTAAGG
* ® ok k * * ok ke dokodoiok ook R ek o ok ok R R R R kR
CETTCCGCAGAGETGAGGTGETCGAAC TG TEC TCATGGCGAAGATGAGEG TCGARATCCATACGTTTTTARGS
R 858 A E V R W S N C A HGc B D £E e RN P ¥ V F R

E E B Q ERUERILATDARSGETIUR®ATYVUPILFUREF 58
AGGAGGAGCAAGAGAGGAGACTCGCTACABATECCAGGCGAGATCCEAGCEETTCCCCTCT TCAGASAGTTCTC
R R L R S L s T
AGGAGGRGCAAGAGAGGAGRACTCCCTACAGATGCAGGCEGAGATCCGAGCGETTCLCCTCTTCAGRGAGTTCTS
E E E Q ERRL A T DAGETIURAYPILUF FREF B

T ¥ vV R D L E N Y E L N F ¥ HM X P D A TF MR H
CACCCTCETAAGAGATC ICGAGAACTATGARC TCARTTTCTTTCACATGARAGCCCGATECETTCATGCGTCAT
R L R L R R L L T X R T Ry
CRCCCICETAMGRGATC TCCAGAACTATGAACTCAATTTC TTTCACATCANGCCCGATGCETTCATGCGTCAT

T L VR D L E N ¥ £ L N F ¥ H M K P D A F MR H

H Y 8 ¢ A D HIL &8 L F Y K ERQQEUVF S V C 6 T
CATTACAGCGGTGCAGATCATTTATCCSTTGTTC TACAAGGAAAGCCARGARTTCAGTG TG TECGEAACEA
R L L L L L S X
CATTACAGCGETGCAGATCATT TATCET TG T TCTACAAGGARAGGCAAGRATTCAGTG TG TGCGEAACGA

H Y 5 ¢ A D HL 8 L F Y K ERGQEF 3 V ¢ & T

visto no Capitulo 1.

3.4.3. cDNAs com expressio mais acentuada no embriéo globular

JOC-68:
O fragmento J9C-68 foi amplificado com os primers OPJ-09 e T, VC e possui

81

363 pb. A andlise da sequéncia dedurida de aminoacidos deste fragmento em bancos de

dados revelou 82% de similaridade sobre 79 aminoacidos da putative LRR receptor protein

kinase de Arabidopsis thaliana (figura 10). As seqiiéncias que apresentaram similaridades

mais relevantes sdo mostradas na Tabela 10.
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Jo9C-68: & DTLQSLDWITRLKEAIGAAEGLSFLHHECSPPLVHRDVQASSILLDDKFEVRLGSLSEAC 66
D L+SLDWITRLKIA+GAAEGLS+LHHECSPPLVHRDVQASSILLDDKFEVRLGSLSEA
LRR : 621 DGLKSLDWITRLKIALGAAEGLSYLHHECSPPLVHRDVQASSILLDDKFEVRLGSLSEAY €80

J9C-68: 67 SQEGEVHQSVIARLLRLSQ 85
+Q G+ +QS I+RLLRL Q
LRR : €81l AQ-GDAYQSRISRLLRLPQ 688

Figura 10: Comparacio entre a seqiiéncia deduzida de aminoicidos do cDNA JOC-68
¢ a seqiiéncia de aminodcidos da purative LRR receptor protein kinase de Arabidopsis
thaliana. A proteina possui uma seqiiéncia de 925 aminoacidos. As letras mostram o0s
residuos idénticos e as cruzes mostram os similares.

Tabela 10. Proteinas que apresentaram similaridade com o cDNA JOC-68, organismos nas quais elas

foram descritas, £-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descricio E Identidade Similaridade

Arabidopsis thaliana  putative LRR receptor protein kinase 8¢~ (66/79) (73/79)
83% 91%

Arabidopsis thaliana receptor profein kinase-like protein 4~ (61/94) (75/94)
64% 78%

Oryza sativa ESTs similar to receptor protein e (33/65) (48/65)
kinase, ERECTA 7350% 73%

Arabidopsis thaliana ~ ERECTA 2 (32/50) (43/50)
64% 86%

Os receptores do tipo LRR (leucine-rich repear) fazem parte do grupo dos
receptores proteina-kinase com dominios transmembrana (Walker, 1994). A proteina
ERECTA (Torii et al, 1996) foi descrita como um receptor transmembrana com
propriedades de proteina-kinase no dominio C’-terminal. Segundo Torii ef al. (1996) esta
proteina estaria envolvida no processo de alongamento celular, mediante interagio do seu
dominio extracelular com fatores responsaveis pela ativagio do dominio quinase
citoplasmatico da proteina. Vérios genes similares a esta proteina foram descritos em
angiospermas contudo, em gimnospermas genes similares 56 foram descritos em Pinus
silvestris (AJ250467, ndo publicado segundo NCBI, 08/2001).

A similaridade apresentada pelo cDNA J9C-68 foi com o dominio proteina-quinase.
Assim sendo, ndo € possivel determinar se a proteina apresenta a mesma similaridade com

0s dominios transmembrana e com o domino de ligacdo extracelular de ERECTA. Estas
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caracteristicas sé serdo determinadas com o seqienciamento do gene completo. Estes
resultados permitirfio a atribuico de uma fungfo para esta proteina no desenvolvimento do

embrifo de 4. angustifolia.

3.4.4. cDNAs com expressfio mais acentuada no megagametofito maduro

JO5G-26:

O fragmento J50G-26 foi amplificado com os primers OPJ-05 e T, VG e possui 296
pb. A analise da seqiiéncia deduzida de aminoacidos deste cDNA em bancos de dados
mostrou 87% de similaridade sobre 65 aminodcidos do putative CCR4-associated factor de
A. thailana na porgio C-terminal (figura 11). As seqliéncias que apresentaram similaridades

mais relevantes sdo mostradas na Tabela 11.

J5G26: 1 LHGGLNKLAELLDVERIGVCHQAGSDSLLY SCTFPREKLREGFENGSTERYAGVLYGLGXEA 60
LHGGLNRKLAELLDV+R+G+CHQAGSDSLLTSCTFREKL+E FF GS EKY+GVLYGLG E
CCR4: 188 LHGGLNKLAELLDVERVGICHQAGSDSLLTSCTFRKLQENFFIGSMEKYSGVLYGLGVEN 247

Jhg26: 61 SENGH 65
+ H
CCR4: 248 GQIVE 252

Figura 11. Comparacfio enire a seqiiéncia deduzida de aminoéacidos do cDNA J50G-
26 e a seqiiéncia de aminodcidos do putative CCR4-associated factor de A. thailana.

A proteina de 4. thaliana possui uma seqiiéncia de 252 aminodcidos. As letras
mostram os residuos idénticos € as cruzes mostram o0s similares.

Tabela 11. Proteinas que apresentaram similaridade com o ¢DNA J05G-26, organismos nas quais
elas foram descritas, £-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descric¢ao E __ Identidade Similaridade
Arabidopsis thaliana  -putative CCR4-associated factor 5¢7°  (51/65) (57/65)
(AC006223) 78% 87%
Mus musculus -catabolite repressor protein (CCR4)- 3¢~ (37/68) (46/68)
associative factor 1 54% 67%
Saccharomyces -POP2 homolog (NP035265.1) 3¢’ (37/68) (46/68)
cerevisiae 54% 67%
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O gene CAFI (CCR4 associated factorl) foi isolado em vérios organismos. A
proteina CAF1 junto com a proteina Lex A funciona como ativador da transcrigio (Draper
et al., 1995). Em levedura, este gene foi clonado e denominado de POP2. Ele interage com
o CCR4 (carbon catabolite repressor protein) e esta fisicamente associado a este
complexo. O POP2 € um fator de trancrigio que pode desempenhar varios papéis incluindo
repressdo da expressdo génica. Da mesma maneira que o CCR4, POP2 é requerido em
diversos processos incluindo os relacionados ao metabolismo de carbono (Draper et dl.,
1995).

O ¢DNA J5G-26 foi escolhido para seqlienciamento completo. Estes resutados sio
apresentados no Capitulo 3.

3.4.5. cDNAs com expressao mais acentuada no cotilédone do embrido madure

J05G-20:

O fragmento JO5G-20 foi amplificado com os primers OPJ-05 e T1,VG e possui 668
pb. A analise da seqiiéncia deduzida de aminodcidos deste fragmento em bancos de dados
revelou 86% de similaridade sobre 75 aminoécidos da ourer membrane lipoprotein-like de
A. thailana (Figura 12). Este ¢cDNA pode representar o gene completo desta lipoproteina

para 4. angustifolia. As seqii€ncias que apresentaram similaridades mais relevantes sio
mostradas na Tabela 12.

J5G20: 5 SEQKSLEVVKGLDLERYMGRWXEIASMPSRFQ?KNGVNTRATYALNDDGTVHVLNETWVE 65
+E+K +EVVEGL++ERYMGRWYEIAS PSRFEQPRNGV+TRATY LN DGT+HVLNETW
lipo: 2 TEKKEMEVVKGLNVERYMGRWYEIASFPSRFQPKNGVDTRATYTLNPDGTIHVLNETWSN 61

J5G20: 66 GKRSSIEGSAYKGRP 80 104 GNYWVMLLDQDYQ 116 118 ALIGEPSLTSLRVL 131
GKR IEGSAYK P GHYWV+ +D DY@ ALIGHPS + L +L
lipc: 62 GKRGFIEGSAYKADP 76 100 GDYWVLYIDPDYQ 112 114 ALIGOPSRSYLWIL 127

J5E20: 131 LSRQPQLDEEIYNRLLEKAQQQGYEVGRLRKTSQTAVPDETE—APKD~KG?WWIKALHG isl
L8R QH+EE Y +L+EKA ++GY¥++ +L KT O+ P B+ AP+D 2C WW E+L &
lipo: 127 LSRTAQMEEETYKQLVEKAVEEGYDISKLHKT?QSDTPPESNTAPEDSKGVWWFKSLFG 185

Figura 12. Comparacio entre a seqiéncia deduzida de aminodcidos do cDNA. J5G-20 e a
sequéncia de aminodcidos da owrer membrane lipoprotein-like de d. thailana, A proteina
possui uma seqiiéncia de 185 aminoacidos. As letras mostram os residuos idénticos e as
Cruzes mostram os similares.
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Tabela 12. Proteinas que apresentaram similaridade com o ¢cDNA J5G-20, organismos nas
quais elas foram descritas, E-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares.

Organismo Descricio E Identidade Similaridade
Arabidopsis -outer membrane lipoprotein-like 5> (58/75) (65/75)
thaliana (AB024029) 7% 86%
Citrobacter -outer membrane lipoprotein 9¢7  (29/69) (39/69)
Jfreundii (pir|140710) 42% 56%

- lipocalin precursor (U21727)
Homo sapiens - apolipoprotein D precursor 4e (25/59) (38/59)
(M16696) 42% 64%
Escherichia coli - outer membrane lipoprotein 26 (23/49) (31/49)
flipocalin} (AE005648) 46% 62%

A proteina descrita como “outer membrane lipoprotein™ ou apoproteina D faz parte
da familia das lipocalinas que sio proteinas extracelulares que se ligam e transportam
pequenos compostos orginicos hidrofobicos (Bishop ef o/, 1995). .

As lipocalinas humanas sdo amplamente utilizadas como marcadores de processos
inflamatérios, cincer, problemas metaboélicos de figado ¢ outros (Xu & Venge, 2000). Estas
proteinas também foram descritas em bactérias. Elas sfo proteinas pequenas com estrutura
terciaria formada por planos B em forma de canudo, 0 que permite a ligagio de moléculas
hidrofobicas como acidos graxos e lipideos (Bishop ef al., 1995).

No cotilédone do embriio maduro de A. amgustifolia estas proteinas podem
funcionar como transportadoras de lipideos. A possivel fungfo da lipocalina de 4.
angustifolia sera discutida no Capitulo 3.

3.4.6. cDNAs com expressiao mais acentuada no eixo do embrido maduro
J5G-21:

O c¢DNA J5G-21 foi amplificado com os primers OPJ-05 e T1aVG e possui 668 pb.
A analise da seqiéncia deduzida de aminodacidos deste cDNA em bancos de dados revelou
87% de similanidade com 101 aminoacidos de uma nucleic acid-binding protein de Zea
mays (Figura 13). As seqii€ncias que apresentaram similaridades mais relevantes sfo
mostradas na Tabela 13.
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J5G-21z 1 PRGTRVERPT-QVGSAHKVY VGNLPHQADDNSLLOL P S EHGKVLEAKVVY DRETGRSRGE 59
P G+RVHRP Q G + ++YVGNLPWQ DD+ L++LFSEHGKV++A+VVYDRETGRSRGF
NBP : 203 PRGERVDRPPROSGPSLRIYVENLPHOVDDSRLVELFSEHGKVVDARVVY DRETGRSREF 262
J5G-211 60 GEVTYSSENEVNDAIAALDGADMDGRPLRVNVAEDRPRROF 100
GEVT +8++E++DATAALDG +DGR LRVNVAE+RPRR F
NBP : 263 GEVIMASQDELDDATZAALDGQSLDGRALRVNVAEERPRRGF 303

Figura 13. Comparagio entre a seqéncia deduzida de aminoacidos do ¢cDNA J5G-21
¢ a seqiéncia de aminoicidos da nucleic acid-binding protein de Zea mays. A
proteina possui uma seqiéneia de 303 amino4cidos. As letras mostram os residuos
idénticos e as cruzes mostram os similares.

Tabela 13. Proteinas que apresentaram similaridade com o ¢cDNA J 5G-21, organismos nas quais
elas foram descritas, E-value e a porcentagem de residuos idénticos e similares,

Organismo Descriciao E Identidade Similaridade

Zea mays - nucleic acid-binding protein - 22e™  (70/101) (88/101)
Maize 59% 87%

Hordeum vulgare - cp31AHv protein - barley 59¢7°  (59/101) (87/101)
58% 85%

Triticum aestivam - Ps16 protein - wheat 2.0e™*  (58/101) (87/101)
57% 85%

Hordeum vuigare - nucleic acid-binding protein - 4.8e™" (55/99) (84/99)
barley 55% 84%

Segundo Cook & Walker (1992) a NBP de Zea mays € uma proteina de
aproximadamente 30 kDa codificada pelo genoma nuclear e envolvida na regulaciio da
expressdo génica no cloroplasto. A NBP apresentou afinidade in vitro por 4cidos nucléicos.
A seqiiéncia de aminoacidos da NBP apresentou similaridade com o dominio RNP-CS
(ribonucluoprotein consensus sequence). Todas estas proteinas possuem peso molecular
aparente entre 29 e 31 kDa (Schuster & Gruissem, 1991). A expressio da NBP ¢ tecido-
especifica e dependente de luz. (Cook & Walker, 1992). O dominio RPN-CS ou rrm (Pfam
(0076) foi descrito para proteinas de varias angiospermas. Contudo, ¢ a primeira vez que
ele é encontrado em gimnospermas.

A expressdo deste ¢cDNA no estagio maduro do embrifio, sugere que ele estd
envolvido na regulacdo da expressio de genes especificos da maturagio do embrido (genes
lea).
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TVG-OPJ-02

Figura 1. Display diferencial de mRNA utilizando-se como primer ancorador o TwVQ, e coma primer
arbitrario o OPJ-02 (Operon). No experimento foi utilizado RNA do megagametofito (M) ¢ do embrido:
regiflo cotiledonar (Ec) ¢ eixo (Ee). As bandas diferenciais estio indicadas na figura (—).
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Figura 2. Dispiay diferencial de mRNA utilizando-se como primer o ancorador T)2VG, ¢ como primers
atbitrarios o OPJ-03 ou OPI-05 {Operon). No experimento foi utilizado RNA do megagametofito (M) ¢ do
embrifio: regidio cotiledonar (EC) ¢ eixo (EE). As bandas diferenciais estioc indicadas na figora {(—).
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Figura 3. Display diferencial de mRNA utilizando-se como primers ancoradores T,,VC ou T,V ¢ como
primer arbitrario o OPJ-06 (Operon). No experimento foi wilizado RNA do embrifio em diferentes estigios de
desenvolvimento: estagio globular (ES), estagio cotiledonar {E6) & estigio madurc (E7). As bandas
diferenciais estdio indicadas na figura (—),
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Figura 4. Display diferencial de mRNA utilizando-se como primers ancoradores T1,VC ou T)2VG e como
primer arbitrario 0 OPJ-07 {Operon). No experimento foi utilizado RNA do embrific em diferentes estagios de
desenvolvimento: estigio globular (E3), estdgio cotiledonar (F6) e estdgio maduro (E7). As bandas
diferenciais estfio indicadas na figura (=)
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Figura 3. Display diferencial de mRNA utilizando-se como primers ancoradores T2V ou T,VG ¢ come
primer arbitrdrio o OPJ-08 {Operon). No experimento foi utilizado RNA do embrifc em diferentes estagios de
desenvolvimento: estdgio globular (E3), estdgio cotiledonar (E6) e estagio maduro (E7). As bandas
diferenciais estic indicadas na figura (=
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Figura 6. Display diferencial de mRNA utilizando-se como primers os ancoradores T;VC e T VG, ¢ como
primer arbitririo o OPJ-09 {Operon}. No experimento foi utilizade RNA do embrifio em diferentes estigios
de desenvolvimento: estdgio globular {E3), estdgic cotiledonar (E6) e estagio madwo (E7). As bandas
diferenciais estdo indicadas na figura (—).
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Figura 7. Display diferencial de mRNA wutilizando-se como primer ancorador o T VC, e como primer
arbitrario ¢ OPF-03 (Operon). No experimento foi wmilizade RNA do megagametofito (M) e do embrifo:
regido cotiledonar (Ec), radicular (Er) e eixo (Ee). As bandas diferenciais estie indicadas na figura ().
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Figura 8. Confirmagio da expressdo diferencial, por slot blot, das bandas isoladas através de display diferencial de mRNA
com os primers TpVC — OPI08. A, Membrana hibridizada com sonda de cDNA de smbrido em estigio globular (E5),
embrifio em estigio cotiledonar (E6) e estdgio maduro (E7). B, Representaciio gréfica dos valores da expressio relativa
das bandas. C, Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressdo. As tonalidades vermethas representam expressio
mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia de expressfio. As bandas nfio confirmadas foram marcadas

com um (X), ¢ as que apresentaram um padriio de express#o bem diferenciado foram marcadas com uma seta (—).
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Figura 9. Confirmagiio da expressdo diferencial, por slor blor, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T;VG — OPJO8. A. Membrana hibridizada com sonda de ¢DNA de
embridio em estagio globular (ES), estagio cotiledonar (E6) e estagio maduro (E7). B. Representacdo grafica
dos valores da expressdo relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressdo. As
tonalidades vermelhas representam expressiio mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expressdo. As bandas ndo confirmadas foram marcadas com um (X), ¢ as que apresentaram um padrdo de
expressio bem diferenciado foram marcadas com uma seta ().
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Figura 10. Confirmagio da expressdo diferencial, por slot blot, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T;;VC — OPJ09. A. Membrana hibridizada com sonda de cDNA de
embrifio em estagio globular (E5), estagio cotiledonar (E6) e estagio maduro (E7). B. Representagdo grifica
dos valores da expressio relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressio. As
tonalidades vermelhas representam expressio mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expressio. As bandas ndo confirmadas foram marcadas com um (X), e as que apresentaram um padréo de

expressdo bem diferenciado foram marcadas com uma seta {(—).
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Figura 11. Confirmagio da expressdo diferencial, por slor blor, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T;VG ~ OPJ09. A. Membrana hibridizada com sonda de cDNA de
embrido em estagio globular (ES), estagio cotiledonar (E6) e estdgio maduro (E7). B. Representagdo grifica
dos valores da expressio relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressio. As
tonalidades vermelhas representam expressiio mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expressfo. As bandas ndo confirmadas foram marcadas com um (X), e as que apresentaram um padrio de
expressdo bem diferenciado foram marcadas com uma seta (—»).
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Figura 12. Confirmagio da expressdo diferencial, por macroarray, das bandas isoladas através de display diferencial de
mRNA com os primers T;,VG — OPI07. A, Membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA de embrido em estagio globular
(J07G51), estagio cotiledonar (JO7G52) e estagio maduro (JO7GS3). B. Representagio grafica dos valores da expresséo
relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acorde com a sua expressdc, As tonalidades vermelhas representam
expressdo mais acentuada, enguanto as amareladas representam auséncia de expressio. As bandas n&o confirmadas foram
marcadas com um (X)), e as que apresentaram um padrio de expressio bem diferenciado foram marcadas com uma seta
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Figura 13. Confirmag8io da expressdo diferencial, por macroarray, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T;;VC — OPJ07. A. Membrana hibridizada com sonda de cDNA de
embrifio em estagio globular (JO7C32), estigio cotiledonar {J07G62) e estigio maduro (JO7G72). B.
Representago grifica dos valores da expresséio relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo
com a sua expressio. As tonalidades vermelhas representam expressio mais acentuada, enguanto as
amareladas representam auséncia de expressio. As bandas nfio confirmadas foram marcadas com um {(X),eas
que apresentaram um padriio de expressdo bem diferenciado foram marcadas com uma seta (—).
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Figura 14. Confirmagio da expressdo diferencial, por macroarray, das bandas isoladas atraveés de display
diferencial de mRNA com os primers T)2VG — OPJ02. A. Membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA do
megagametéfito (M) e do embriio zigético: regido cotiledonar (EC) e eixo (EE). B. Representacio grafica dos
valores da expressdo relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressdo. As
tonalidades vermelhas representam expressio mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expresso. As bandas nfio confirmadas foram marcadas com um (X), € as que apresentaram um padréio de
expressio bem diferenciado foram marcadas com uma seta (->).
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Figura 15. Confirmacio da expressfio diferencial, por macroarray, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T1,VG — OPJ03. A. Membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA do
megagametofite (M) e do embrido zigético: regifio cotiledonar (EC) e eixo (EE). B. Representacdo grafica dos
valores da expresso relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressio. As
tonalidades vermethas representam expressio mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expressdo. As bandas nio confirmadas foram marcadas com um (X), e as que apresentaram um padrio de
expressdo bem diferenciado foram marcadas com uma seta (=),
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Figura 16. Confirmagiio da expressdo diferencial, por macroarray, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers TaVG — OPJ05. A. Membrana hibridizada com sonda de ¢cDNA do
megagametéfito (M) e do embrifio zigotico: regifio cotiledonar (EC) e eixo (EE). B. Representagio grafica dos
valores da expressio relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo com a sua expressio. As
tonalidades vermelhas representam expressdo mais acentuada, enquanto as amareladas representam auséncia
de expressfo. As bandas nfo confirmadas foram marcadas com um (X), e as que apresentaram um padréo de
expressdo bem diferenciado foram marcadas com uma seta ().



TVC- OPF-03 108

0
p

N f i

A C: %
ECD
55 D
DT 03
B2 .8
E g
g
SO0&8&

FO3Chh X
FR3Cha X
Fo3ca X
Fi3Cii X
F03C?a X
FE3ICI X
FO3Cic X
FO3CTh X
Fi3C1la
Fo3Cz2
FO3C1h

3 Megagametdfito

5 # Cotiledone
iEixo

1 | Radfcula

0 . ¢ : - : ; ;

la b 2 3 4 5a 5 6 7a 7b 7¢c 8 8 9 11

Figura 17. Confirmagio da expressdo diferencial, por macroarray, das bandas isoladas através de display
diferencial de mRNA com os primers T;;VC — OPF03. A. Membrana hibridizada com sondz de ¢cDNA do
megagametotito (M) e do embrifio zigdtico: regifio cotiledonar (EC), eixo (EE) e regifio radicular (ER}). B.
Representago grafica dos valores da expressdo relativa das bandas. C. Agrupamento das bandas de acordo
com 2 sua expressdo. As tonalidades vermelhas representam expressdo mais acentuada, enquanto as
amareladas representam auséncia de expressio. As bandas nfio confirmadas foram marcadas com um (X).
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Seqiiéncias dos clones de cDNA de EG, EC, EM, Ec, Ee e M isolados através de
display diferencial de mRNA.

>J07G-115

CCTCTCGACA
AGTTGTACGE
CATCCATGIC
GCTTTGCARG
TGCTACTGGC
AAAAGAAGAT
CGTTACTAAR
TGGCATTATT

>J07C-104

TTTTTTTITT
TEGAAGATGET
ACAACCTTGT
GGATTTATTC
CCAGCGTAGG

>J07G-126

CCTCTCGACA
TOTGCTAATG
TCCCAATTTG
GCCICTTGGT
GG

>J07G-113

CCTCTCGACA
ATGGCATTAT
TTARCTAATG
CTTTACTAGT
AACATGCTCA
TTTAGCCTGA
AGTCAGCARAR
AGTTACTGGT
TTGCTCAAGA

>J07G-123

CCPCTCGACA
TCCAACATAC
GAACCATTTC
GATTCATTTT
CCARAGGGTA

»>5076-114

CCTCTCGEACA
GTTGGAAACT
TACTTGTTAA
GAACTAGTCA
TTGTGCTCGT
TGAAGCCATA
GAATAGAGGG
TCTATRAGAT
GARAAGATTC

TTGCTGGCAR
GGAGATTTAR
ARACCAAAGG
TTCTECRAAC
ATGGTGGTITA
ATTCGTGTAT
CTTGGAGACT
GTACGTGETCSE

TTGCCARTAA
ARGTCATGGC
ARCAAARGGT
ARATTTGATT
ICTCGAGAGG

ATARGCCGACT
CACATCCAAT
GATARACCAR
GTTCCTCTIGT

GCCARGGAGA
ATGAATCTAA
TATTTTTGCA
CATGCAAATT
CATATAATCC
GGCCTTCTIG
GGTGCAACAT
AGTGTGTAARC
ATGGTGGCCA

CCTTATTACA
CARACCRARRAR
AATCTACTTA
TTTATTCCAC
TAATAATAAT

GGTAGCCARA
GARAAGGTTCY
TTTGCACTCA
TCCACATCTA
CTAATCCTAA
ARAGTAGCTA
TTCGCTTCNA
GCTARAGGRAA
CCTATTIGTT

ATAGGAAGAA
ARBATTTGAT
AARRBAGGCAT
CCGGTGATCA
AAGTGGAARA
TTGCGGATAA
ATGAACTACA
AGAGE

ATCATCCACA
ACGTTGATAA
CCCCCARGGG
ATATCCTGAG

TGCARRGTAT
GGCAAATCTT
TATGGGTGCT
CCATTTGAAT

AACTCCCAAT
ATTTCATGTC
TGACTATIGT
ATAGACTAGT
ATTTGTCGAG
AGATGGGCAA
TTTACAGTTT
TTGGAGTGGA
F-V.V.V.5:V.V.¥7.V.1

TTTTACACCT
GIGGTAARRA
TTTGGGATCT
AAATTRAGCCA
ATTGAGGTTT

AATATGGTAR
CTTATCARARAA
TTCTAAATGA
ACCTACTTCT
TCGACTCTAC
ARTGCTAGCA
ATTACCAARRA
TCATTTTTGT
GTGTCGAGAG

AGGTCATITT
GGGTTGGETG
ACAGGGGACT
TGTGAAGGTT
TCATGTTCTT
TGTTGTTGAA
TGATCTTGTG

TAGTCTTCGA
GTAGCRCTTG
GTTGTARATG
ARACCATCCA

ATGGGCTGAT
GAGGCATCAZR
TTTACCRACT
TGRACACCCT

CATATTCATG
AACTCTGCAG
TAGTGCATCT
GTCCTICTATG
AGGAGGTGAA
TTEGGTTATG
TGCAGTATAT
ATTTCTATIT
A

ACTTTTTIATG
CCCATTTTTY
TAACTTTGAT
ACCATTTTAA
TTACCATGTT

ACATCTTCTA
TCTCACCTTT
GTGACACCAT
ARCTTTTTAA
CATGATCTITC
ACTAGTCRAC
TGGAGATGCAR
GGGCCGTTET
G

TTGARAGGTG
GAGARAGTGE
TTGATCTIGTA
GTGAGTGGCA
ATAATAGTGT
AGCTCTGARA
CAARCTTGATC

TGATCITATG
CATTTTTARAG
CTATCTTGIG
TGAGTGARAA

CCAACCCATA
CATGTATGTA
ATCCCTTCRG
TTCGTGTGAG

GTGATGARAC
ACGATTCTAT
GTTARAGTTIG
CRAAGCTCCCT
GAGGATTAGC
TCATCAATGT
GAAATTGTTT
GGAGGCTGAC

GTTRAGATTA
CATTAAGARAR
CCATTCTCTA
AATACTTTCA
CCACCATTGT

AGGTAAGGGT
CAACTAGGGA
CTAACCCICT
ARTATTGGCT
TGACTTGCTT
ATTCAARRAT
GTTGGAGTAA
GTGTAATTAT

ATGCAGTTGT
AGGATGACRR
AGGAGARCGA
CCCATCAAGG
CGGACACAAC
TAACTTCTIGG
ATACTAGCTT

CATATAATCG
ACCRAAGGGC
TTGGTCTTCA
CATTTCATGT

TTGATCTTCT
AARATTCTTTT
TCCTTCARAT
TETETCRAGA

AATRATABACG
ACATTCCTIGT
TTTTTTCAAC
TCTCATAAGC
CATTTAGCAC
AATTCCACTT
TATGARRGGA
ACTGCCAAAG

GATTTAGAAT
AAGTCTTARAG
TTTTGGITAG
TACTACAATA
CCGAGAGGE

CATTTCCCTA
AGATAGATAR
CITTGAGTCA
TACACACTAT
CAGGGTTACT
ARTTGTACCA
TGATGAATGA
TGCAACACGG



>J07C-105
CCTCTCGACA
TATAGGAATC
GGCATTACTT
GCAATCAACC

>J07G-26
CCTCTCGACA
AGTCTTTAAC
TTACTTATTT
ARACRAATAT
GTGTICTTCA
AGAAGCCACC

>J07G~87
CCTCTCGACA
CATCAATAAR
ACGRACCCCA
CGCTCATTCG
AARAGGTARA
AARCCTCGIC

>J07G-93
TTTTTITTTT
GCTACCTCCT
TAGAGAARAR
TGAATTTITT
ATAARCCTCT
ACCAGAAACT
CGTATCCCCT
CARCBAATTT
CTAGCTGTAA

>J08C~16
CATACCGTGE
AGGTATTAGA
AGTATATNGT
A

>J06C~8
TCGTTCCGCA
TTGTTGCTIC
ANCGAGTTTG
TTTTTIATTCA
CTTGGAITIC
A

>J06G-21
TCETTCCGCA
TCCATGCTGG
GCACCCCCARA
CTGGTTCAAG
ARCCCTCACT

TCCTTGRCAA
TTTGGICGTIG
GGAATTGTIG
ATATCAGCAR

GCCRGAAGCA
TCAACAAGCT
GRGAGTGCTG
CTATGCITIG
TCATCCCACA
TTCCTTATGG

TAATATACAG
CATCTTARATG
AGTTCATARA
GAATTCTAAC
ACGGNTAARCA
CCCCCCCCAA

TTCGGAGTTA
GAGCTGAGCG
ATATTTGATA
TTTTTTTACA
CCAGAACCAA
CTATAGTIICA
GCCCTCTTGA
CACCTGATCG
AACTCATTTT

AGCATCGTAT
TATTAGGGTG
ATGETGAATAG

TTCACTCCGC
CAATCTCCGN
ATCAAGGTCC
AATNTCICTT
TTCTAAGGGG

CCCATARAAAT
GACTCCGCAG
TETGTCGTCT
CAATGGAAGC
GCCAAAAAAA

ARCATGARGAT
CTCATICTAT
CCAACRARAT
CATGATAGGC

ACTARAATAT
CAATCTIGAC
CTTGARACAT
GCARGTCTAT
CAGGCACTCA
CCARAAADAA

AGCARACACG
CACGARRRRAG
TTTTAGCCAT
ATAGACCAGA
TTCATCATCA
ARAAAAARLAAN

TTGCGGAGTG
TTTTAAAACA
CAGGTAGATG
TAGGAGAGCTT
AGCAGTCTCA
ATTCTTCAAC
AARAATTAAR
AGATRCCRGA
GATAAATTTC

ARTGTAACGT
TGAGTAATCT
CATCRAAATG

CAATCAATCA.

TAATAGNCNT
CCTTATACAT
TECAARAGAS
TACAAATTICT

CTTATGCCCA
ATCCCTGCAG
GGTCCTCAAT
TTCAATCAGA
AAARA

ARACACCAGG
TTITCTCTTIGT
ATTTTTCTICT
ARTGTCIGTC

CAGARTTAGT
TAGRGGAATA
TTTAACAAGC
GAGCGCCTIG
CAAGGTCATT
AAALA

TTCGATTTIA
GTACAGTGCA
TCCTTTTCTA
AACGGCATTA
GATTTGACGA

GCCARGTAAC
CTGCCTATAG
GAAGAGACCA
GATTAGCAIC
TTCARCABRAC
TTTTGARACC
CTAAAGARCA
CTAGTTGTTG
TATACGTARAC

ATATAAGCCT
ARRTRAGAAG
AGATCAAGTG

BACTCTTTTA
CATCTCAAGG
ATGTRAARBAG
ARATTTGATT
TTCTATGTGC

GCAGCAGCCT
CTCCTTTTGG
ATTCCRATRG
CCCCGLCTIGG

GATAGRAGCA
TCTAGACATC
GATTARTTTAT
ACCACCTGTIG

ATATCCTARRA
ATTTTGTCARA
TGACTGGTCT
ATGTGGAATA
AGTGAGTGGA

CCATGGCCCT
CTTACAATAC
CACARAGACAC
AGAARATTICT
ARBATCTCGAT

TCTCCRAACT
CRATTAGATA
ARRGAGGAAT
ARTGAAATTA
GARTGTGCTC
TCITTTGCCA
CAGAGARRCGC
GGGACTGTTA
TEGCCTGGATG

ACTTATGTAC
ACGAAATAAR
TTCTTCTGCA

TTCTGCAGCA
CCTATTACCA
CTTCTATTTIT
NTGNATATAG
TCITTGGCAA

CCCTGETITGG
GTCACCIGTA
CCCTTATGGG
GTCCCAACAA

CTARACATTA
TTTTETRGCT
CCCACTTCTT
TCCAGAGG

ATGATCACTA
ATTCTTCCCT
TGACTCITGA
TTTACRATCT
TCATTGATGA

GCACGCTICA
AARARGGATT
BCAAACCTCG
CAGTACARTA
CITCCGAGTCA

TAGAACTTAG
GATATTATGT
GAGAATGGGA
GACTCGATAG
TATAARRATC
TCTTGGLCAR
TCCCAAATTT
TABRACARCA
TCGAGAGG

GGGGTATTAT
TGTICGRATG
AAAAAAAAAA

CTTGGAAGGT
GTGAARAGGT
CCCTTTTICCT
ATGNACGAAC
AAZAABAAAA

CAGCCAAATT
TCTAGCTACA
TTTTCAGTTT
TATTGTTCAC
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>J09C~-83

TGAGCCTCAC
CAGTTGCTGC
TARRCACATG

>J08C-66

TGAGCCTCAC
GGTTGCAACA
ATTTGTTGGGE
AATGATGGGET
CTAGATGGGS
TTITTAACCT
TGATTTAAAT
GCGETTGGARG

>J05G~-33

CTCCATGGEGEE
TAGGAGGCCA
AGTTTAGTIG
TGACAACCAG
TTTATGATGT
AZAAA

>J056-20

CTCCATGEGEE
GTACATGGGC
CGTTRACACC
GACGTGGGTG
AGAGCGAAGA
CTGTGTATGG
GGAGAACCTT
GATTTATAAT
GAARACTAGT
GTGGATCAAG
AGCABRATTTT
AAAAARAL

>J0BG~23

CICCATGEGE
GTTGITTITA
AATAAATTAT
AATCCATATA
AACCARATTT
AARTAATACT
AAGACTATTT
ARAGTTGTTG
TRAARAGCCCCA

>J05G~26

CTCCATGEGE
CATCAAGCTG
TTCTTCAATG
AGTGARAATG
TTCTCTTCGE

GATATGTAAT
TGCTGCTGCT
GATTTAATAT

CAGATGAGTA
AGGATTGCAA
ATGARATTGG
TAARCAATAGA
TTACCCARAGA
CTACCGTTTG
TGTTGCCATG
AAGAAAAGGA

CATGACATGR
TCAATGTTCA
TRAGGACAGCA
ARATACTATG
ARTATTATGT

AARTCGGAGC
CGCTGGTACG
AGAGCAACCT
GAGGGARARGA
CGCCRARATTC
CAACTACTGG
CICTCACTTC
CGCTTATTGG
CAGACCGECCG
GCTCTCCATG
TCECGTTGGGA

ACRATCATCT
CARACAACRC
GAATTAATAT
TATACCCARR
TGAATATATC
ARRATGEGGA
TGEGARACCT
ATAARATGGET
TGGAG

GACTGAATAA
GTTCAGACAG
GCTCCACTGA
GTCATTGATA
GGAARACCCT

GTAATTTGGT
GTTGCATTAT
ATGTTTTARA

AGACCCTIGG
GAATGACATAR
GATTGCATGA
CTARCCCTGA
TARGCTAAGG
TTGCTGATCA
CCTGTTGGAT

GGCAACGGAN
CCATTTTGAT
TATAGATATT
TGTGTATATT
ATTTATATTT

ARARGAGCTT
AGATCGCTTIC
ACGCICTCAR
GGAGCTCCAT
AARGTAAART
GTAATGCTTC
CCTGAGGGTA
AGRAGGCGCA
TTCCTGATGA
GGGAAATAGG
AGCAGATTCT

CATTGGGAGA
ATTGCAARAR
ACCTARATAT
TTTTCTAATA
TCCTATACCC
GATARATRAT
AGAAGAAAGT
GAATATGGCA

GCTCGCTGAG
CTTGCTCARCR
ARRGTATGCA
GCCAGATCAT
GGAACTTARG

GGATGTIGTIGA
GCTTTTGCTT
TTCCACTGCA

GCTACTTGAT
GAAGGTGGTG
GATGAACTTG
TTGGAATGAG
GTGRAGRAAT
AGATGAACAT
GGCRATCTGA

AGTGTGATTC
TGTGCCALCGA
TTGCAGCCTG
TTTGGATGAT
TTTGATGATG

GGAGGTGETG
CATGCCGTICA
CGACGATGGG
TGAAGGCAGC
TCTITTGTTCC
TTGATCRAGA
CITGAGTAGSG
ACAGCAGGGG
GACIGAGECC
AGCGTTGGGA
TCTTTTTGGG

ATAARRTTTT
GGGETATTTG
TCCTTTTTGC
TTTCICCATA
ACRAMRATRA
TCTAGCATTT
CAAATCAAAT
ATTAGATATG

TTACTGGATG
TCTTGTACAT
GGTGTCTIGT
AGCCTITCAT
TTAATATTGC

TGTGATGATG
TTTCTGTCGC
ANAARADBAAR

TGTTGTGAGT
ATTGAGGATA
GATARCAATG
GAATTGGGAT
TTGETTGAGA
CTGGTGAACT
TGAGCAGTGG

ACGAGGTGGA
CACATGTATA
TGGGGCTGAA
GACACACATG
ATARAACACAT

AAGGGCTTGG
AGATTTCAGC
ACTGTCCACG
GCATRACARARG
TCCATTICIC
CTATCAAGTG
CAACCTCAAT
TATGAAGTGG
CCAAAAGATA
AGCARATTIT
ICTGGTTIGTA

GACACRAGTT
TAGACATAAR
CACCTTATARA
AATAACABAC
TAARATACTA
TTCAAATRAAT
ATATTTATAG
AGAATTTCAA

TGAAGAGARAT
TCAGGARACT
ATGGGTTGGE
CICTTTGTAC
CARAAAAAAL

CARCAACATC
TACATAGTTG
A

ATTGTTGGETT
TTGCTAARGA
AGGAGTAGRA
AGCTACTTGE
AGABAGGGAA
CATCAGCAAT
GGGTITGTTT

GTTGGGCCAT
GATACGGGCT
ATTTTGTATG
CATTTGCTEC
GCEAAAAAAA

ATCTGGAGAG
CCAAGRATGG
TGCTCARCGA
GTCGACCCCA
CCTGTAATIC
GGCTTTGATC
TGGATGBAGA
GTCGGCTGAG
AGGGATTTITG
TGCGTTGGGR
GTTAACAAAA

TTTGCACTAT
ARARTCAGCAT
AATTATAATT
ACTAATARTR
AATAACTTCT
TACAGATACG
AGAGGGARAC
GGTCTGGTCA

TGGEEETETGC
GAGAGAGGGT
TTGTGAGGCT
ACTTINTTTTC
AAAAZA
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>J05G~18

CTCCATGEGG
GTGGCTCGAA
GTTCTGGRAA
AATGCCATCA
AAAGTARGAA
GGRACTATAG
TTACTAGCTG
ATCCTATCCA
TARAGGTTAC
TTATTATATC
TGTTTCCAAG
CCATTAGTAA
TTGCGTTATC

>J05G-18

CTCCATGGGEE
GTGGCTCGAA
GTTCTGGARA
BATGECCATCA
ARAGTAAGAR
GGARCTATAG
TTTACTAGCT
GATCCTATCC
TTAAAGGTTA
AYTATTATAT
TTGTTTCCAA
GCCATTAGTA
CTTGCGTTAT

>J05G~-22

CTCCATGGGGE
GTTGTTTITA
AATAARTTAT
ARTCCATATA
AACCAAATTT
AARTAATACT
ABGACTATIT
ARAGTTGT?TG
TAAAGCCCCA

>FO3C-1

CCTGATCAC
TCCACTAGTA
GACATTACAG
AGGARATTTT
ATTTATITTG
TACTTTCAGT
GTGGITTGAA

ATGIGCATIG
ARTGCATTTT
CTTCATAGAR
AGABAGAGAR
GTATGCAGGA
ATGGATGART
GTTTARATGTG
ATTATGGATT
ARARAGCTTTT
TAGTCTTTTT
TGARRGTGGA
AGCCATATGC
GGTGATGTGA

ATGTGCATTG
ARTGCATTTT
CTTCATAGAA
AGARAGAGAR
GTATGCAGGA
ATGGATGAAT
GGTTTAATGT
AATTATGGAT
CAARAGCTTT
CTAGTCTTIT
GTGABAAGTGG
ARGCCATATG
CGGTGATGTG

ACAATCATCT
CARACAACAC
GRATTARTAT
TATACCCARA
TGAATATATC
ARRATGGGEGA
TGGGARACCT
ATARRAGGGT
TGEGAG

CCCGCCCAAT
CATCATTATC
TCTCACTGCT
TCTTARCAGA
TACTTATTTT
GAGACAGTAT
ATTAATGARA

AGTTTTGGAG
GATGTCCTGG
CATGGTTTAR
GCTTGETGTGT
TTGARTAGAA
GATCAAGTGT
CTITCAGGGTIT
TTGTCCACGA
TTAAGTTGTIG
AGACARATCA
TITTTTCTAT
ATTTTGTCAR
CCCGGGTTCA

AGTTTTGGAG
GATIGTCCIGG
CARTGGTTTAA
GETTGTGTGT
TTGARTAGAA
GATCCARAGTG
GCTTCAGGGT
TTTGTCCACG
TTTARGTTGI
TAGACARATC
ATTTTTITCTA
CATTTTGTCA
ACCCGGEGTTC

CRATTGGGAGA
ATTGCARAAAA
ACCTAAATAT
TTTTCTAATA
TCCTATALCCC
GATAARATAAT
AGAAGARAGT
GAATATGGCA

AGGCATGATA
ATTTATCAGG
AACCARGATG
AGATATTGTA
TTARGTCAAT
TTTTTARTGE
ACCAARGGCG

GGETTTATCAA
ARACATATCT
AACTTTARTA
TGTCATCCAT
GACCARACTA
GAGACAGCTG
GAAGCRATAT
GTATGATCAT
ATTCCAATTT
ATTTRATCAC
TTGAAGTTAG
AGTAARGTAG
GTCCCCATGG

GGTTTATCAA
ARRCATATCT
ARCTTTAATA
TGETCATCCAT
GRACCRAACTA
TGAGCCAGCT
TGRAGCAATA
AGTATGRATCA
GATTCCAATT
ARTTTARTCA
TTIGRARGTTA
AACTAARGTA
AGTCCCCATG

ATRAAATTTT
GGGGTATTTG
TCCTITTITTGC
TTTCTCCATA
ACARAARTRA
TCTAGCATTT
CRAATCAAAT
ATTAGATATG

TTGACCICAA
CTTAARARAT
ACACTGTITA
ACTCCTGCAT
ACACACTGGG
ARATATARCA
AAGTATTTAT

AGATTTGTCT
TETCATCTCG
TAGRARATAT
CCTTCARGAC
GTATGTGACA
AGCTCAAATT
AAGGGGAAGA
AGAGTCAAGG
GAGTTTGGTA
ARGGTATCTC
GTTTGCTCAT
GACACCGGCA
AG

AGATTTGTCT
TETCATCTCG
TAGAMAATAT
CCTTCARGAC
GTATGTGACA
GAGCTCAAAT
TAAGGGGAAG
TAGAGTCRAG
TGAGTTTGGT
CAAGGTATICT
GGTTTGCICR
GGACACCGGC
GAG

GACACARGTT
TAGACATARAA
CACCTTATARA
BATAACARAC
TAAAATACTA
TTCARATART
ATATTTATAG
AGAATTTCAA

CTCACTGTTT
CCARATAAGA
AGAGARATTAT
TAGATTGCAT
TTACTTCCCA
BGATTATTCA
ATGGTGEATCA

TGCCATCCAA
GACTGTCCTT
TCTCTCTATG
GATGGGTIGGEA
GCBRATARGTIG
TAAGAARGTT
GAARTGTTATG
GTAGGCCCAT
GRAATTTACRE
TCTTTGIGTT
ACCTTGGGAG
AGGATGCCAC

TGCCATCCAA
GACTGTCCTT
TCTCTCTATG
GATGGGTGGA
GCAATARGTG
TTAAGRAAGT
AGAATGTTAT
GGTAGGCCCA
ARARATTTAC
CTGTTTGIGT
TAGCTTGGGA
AAGGATGCCA

TTTGCACTAT
AARTCAGCAT
AATTATAATT
ACTAATARTA
AATRATTTCY
TACAGATRCG
AGAGGGARAC
GGTCTGGTICA

ARAGGTCATAT
GGARGRATGT
GAAAGUTAAG
TTATGTCGCA
GTGAAGTCAC
CATTCATITCT
GG
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>FQ3C-2

CCTGATCAC
CARCATCRAT
ACAARAGARR
GGAGCATCTT
AGARATTAAGA
AGRAGAGGCA

>F03C-6

CCTGATCAC
ACCAACTTTT
CATTCTITART
CATACTAGCA
TITCGTCTAA
TCTCATGTCA
TTGTGCATCC

>F03C-8

CCTGATCACC
TATCCCCTGC
TTGTACAGTA
ATCCAAMAGG
CAGATGTGGE

>J05G-21

CTCCATGGEE
TTGGRAACTT
GARAGGTTTIT
GATTTGTGAC
CTGACATGGA
TTTGAAGCAG
AATGGATTGT
AAGRAGTCTC
ARTCAAATTA

>J05G-29

CTCCATGGGE
GGRCAGACAG
AGTATTCTCG
GACCGGTGTG
CAATAGGAGT
GTGATAGGAC
CCAAAAZAAA

>305G-32

CTCCATGGGE
TTTIGACALCT
CACTGCTICTG
GICTTTGAGA
ACCGTTATCC
AACTCCCGCT

CGAGARGCAA
TGGCTTGCAC
GAGGATGGCT
CAACATTCTG
ACTGTTGCAA
GCTGAGTGEA

CAATACRCAT
ARATGGARAAR
ACTATTGCTA
TGCTTCGTTIA
TCTATATAGG
TTCGCATCCC
TTGGGCCTTA

ATAACCTCGC
ARAGGGACAG
CCAGRAATGG
TATAARGGAR
AAAAAAAALL

AACTAGGGTT
ACCATGGCRA
GGAGGCARAAAR
ATARCTCATCA
TGGGAGGCCT
AGTAADATTT
TATCCATTTC
TCAGTGTTTC
TTTAAGTGGT

GACAGACTAT
AGTATTCGTA
AGGGTTITTICC
TTGATATGAT
TGGCATTGTT
TAATATTGTA
AXARA

CAGGCGGTTC
CTCCCTGCTT
TGATTTTCTT
TCCTATCGTC
ACBARGACTC
GCAATTCCAA

ARATTACAGR
AGTCCTCAAT
TITCATTGAC
CTATTGGTAC
AGGCACTRAG
ANABDPARAD

AAGARCATAG
GACCCCTTAC
CATABATCCT
ARAGTCAACT
ACACAATGTG
CTRAGTGTAG
TCCAATTTAR

CCATGTGGCA
TTCCCTAGTG
GACAGTGTTA
AGTGRAGATG
AA

GAAAGGCCAR
GCTGATGATA
GTTGTGTATG
GAGBATGAAG
TTGAGAGTTA
GGTTGCTTCT
CTTTTICCTT
TACATACCGT
TTATTGNGGC

GTCAATTGCC
CGTACACTTC
CAATTTAAAG
CGGATGGTTA
GGTICTTTGG
ATAGGCTCTA

ACATATTCAA
CTGCCGTTTT
GAAGTGCATA
ACRCGGGACA
ACAATTARACA
TGACATGATA

TTGTTCTGCG AAAAAAAAAA AA

GCCGCTGAGG
GGGCAGAGAL
ARCTACCATG
ARTGGATGAT
ACAGGCAGCA
A

TGGTCRAATC
AGGGCATCGT
TGACAAACTT
CTATTATGCC
AGCCTTCAAC
CTTCAATAGG
GCACGGTGAY

ARBATGTCGA
TATTGTCCGT
GAARTGTARAC

TTCATGGTC

CTCAAGTGGG
ATAGCCTGTT
ATAGAGAGAC
TGAATGATGC
ATGIGGCTGA
CRATTTTCYC
CATCTTGARA
TTTTGGGGTT
CAAAAANAAA

AGTCAAGTTA
AGTTTTCCTIT
GARCTCTACA
TTCAATTCTC
AGAATARGCG
ATCTTCAAGT

GCTTACGGGA
TCAGTCCTCA
CGAGATTTAR
CGGATGTTGT
CCTTATGARA
CCGCTTATTA

TGGACAAATG
GATTTCGATA
GAGTCATARA
CACCTTGTGG
GAGAGTAAAG

ACACAACCAR
CATARTATCA
TGCTTGTTIG
TTCCCAARCA
AARCCATTATT
AACTTTTACC
CAGGA

ARATTATGGA
GTTATCTGAA
CCICTCGATA
AATTGAAGAC

TTCTGCCCAL
GCAATTGTTT
TGGGCGTTCA
TATTGCTGLCC
GGATAGGCCT
CATTGCTTCC
ATCCTTGTAT
GGTGGTTCAT
AARA

TTAGCARATGG
CGAACATGCT
TAGACACTGA
CATTGAAGGA
GATGGATCARA
ATGATRAATT

GAAATARACTT
ATGCTCCTAR
CARACCGRAT
CTCGCAACAT
ATCTAAGCGT
TGCTACAATA

TCGCCCACAT
AGATCCTCCT
AAGTATTGCA
AATTTTCRAGA
CCAGGGCTCT

CCTATGAGGT
ICTTCTTRAT
ACATATAGTG
ARCATAGTTT
CACTTCTTGT
ACTTCTAACA

TTCGGTCIGT
CTCTGARAARR
TATGAATATC
CAGTTCRACT

AARGTTTATG
AGTGARCATG
CGAGGCTITG
CTTGATGGAG
CGACGTCAAT
ACTTTTGTAT
GCGTAACCAG
TACACCATAT

AATRCATGGA
GCCTGCTTTIC
TTGTTTTCAG
GGGGAGGATG
GARAAACCGT
TTATACTGGG

ATTGGTACGS
ATCCTACATC
CATTGTTTGT
CGAGCTTAAA
GGTATTTIGAG
ATATAGGGAT
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>J06G-53
TCGTTCCGCA
ATACGTTTTT
AGCGGTTCCC
CAATTTCTIT
TTTATCGTTIG

>J06G-57
TCETTCCGCA
TAARTTTTGTT
AGATCEGAGC

»J08C~12
CATACCGTGG
AGGTATTAGA
AGTATATCGT
ATGETTCITTA

>J06G-36
TCETTCCGCA
CATGRATTCA
GGTCGAACTG
GTAGGTTTTG
GGTGAAGARG
GCTACAGATG
AGAGATCTCG
CATCATTACA
GTGTGCGGAA

>J09C-68
TGAGCCTCAC
ATTGGAGCAG
AGGGATGTIC
CTGAGTGARAG
CGGCTGTCAC
ATTITTTITAT
AAA

>J06G-22
TCETTCCGCA
TAGCAGATTC
AAGCGCAGCA
ARGCCTTCTG
GTCTCCCEAA

>J07C~66
CCTCTCGACA
GTGTATGTAT
CATGTAAAAT
TTAGCTATTIA
TCAGCATGTT
ARRTRTTAGC

GAGGTGAGGT
ARAGGAGGAGG
CICTTCAGAG
CACATGRAGC
TTCTACAAGG

GCCAGTAAMAG
TTGAGATTCA
AGAGCAGACT

AGCATCGTAT
TATTAGGGTG
ATGTARATAG
ARARATAGAAR

TCGTTCCGCA
TATTCCTTTIT
TGCTCATGGC
TGTGTGCAAT
AGGGTCGRAA
CAGGCGAGAT
AGARCTATGA
GCGGTGCAGA
CGEA

CAGRAGATAC
CCGAAGGTCT
AAGCAAGTAG
CTTGTTCACRA
ARACATCAGRA
GATAATTAGG

TAGACATAAT
ACAGRCCRCHR
GCAGCACCCG
ATGACTGACG
AAAAAAAAAA

TCACCTAGTC
ATATGAAAGG
ATATAAARATG
AGTTTTCCAT
TARCTCACRA
AGCAAAAAAA

GGTCGAACTG
AGCARGAGARG
AGTTCTCCAC
CCGATGCGTT
AAAGGCRAAGA

AARATATTAT
TCATCCTCAG
TTCTACGAAA

AARTGTRACGET
TGAGTARATCT
CATCAARATG
TATTGTTCAR

TCGITCCGCA
GTTCACACTG
GRATGGTAGG
CCGTTGCAAT
TCCATACGTT
CCGAGCGETIT
ACTCRATTTIC
TCATTTATCG

TTTACAGTCT
TTCATTTCTG
CATCCTTCTIG
AGAGGGAGAR
GCAAGGGATG
ATTTATTAAG

AGCCCTTTITIC
TITTGETTTTIT
CAACGGAATA
GCGGTTTTIG

TACTTTATAT
ARTTGTATGC
TATTTATACA
CCTAGARTGA
TATGCARATT
AAAAA

TGCTCATEGC
GAGACTCGCT
CCTCGTAAGA
CATGCGTICAT
ATTCAGTGIG

TTTGTTTIGCA
GAGGAATTGG
AAAAAAAAL

ATATARGCCT
AARTRAGAAG
AGATCARATG
ATGTTGTICT

GAGGTARATGC
ACTTTCAGAG
TTCCCGTTGC
GAGGTTGATC
TITAAGGAGG
CCCCTCTTCA
TTTCACATGA
TTGTTCTACA

TTGGACTGGA
CATCATGAGT
GATGATARAT
GTTCACCAAR
TCAGGTARAG
GCCATARGAT

AGCARATACAR
CTCTCGGATT
TTTGACCTTG
GTAACGARAAR

ATATTGTGTA
ARACACCARAC
TACTTAAATG
TAGTAGGAAC
TGARCCAAGE

GAAGATGAGG
ACRGATGCAG
GATCICGAGA
CATTACAGCG
TGCGEAACGA

AGATTGCIGT
ATAAAGACCG

ACTTATGTAC
ACGAAATARA
TTGTTCTGCA
GCAAAAAAAA

ATCCACGAAT
TTGATCAATG
TTTACTTGGT
ACTACAAGGT
AGGAGCAAGA
GAGAGTTCTC
AGUCCGATGEC
AGGAARGGCA

TARCACGTTT
GCTCACCICC
TTGARAGTACG
GTGTTATAGC
AATGGAATTG
TGGTCTGCTGE

ACAGGCGGECT
CGRTAGCGGC
ACCTTCTTAT
GGGAACCCCT

TATATGTCTA
ARRCARCATG
TAGARCAATA
ACCTACTCAA
TTATCRAATA

GITCGARATCC
GCGAGATCCG
ACTATGARCT
GTGCAGATCA

ARATTCAGCA
ATECATCTITC

GGGGTATTAT
TGTTCGAATG
RAGACGTCTC
AAXAA

TATCITTCIT
CAGGTGRGGT
GCTTGTTCTT
TCATCGACAT
GAGGAGACTC
CACCCTCGTA
GTTCATGCGT
AGAATTCAGT

ARAGATAGCG
TCETTGTICCAC
GCTTGGARAGC
TCGGCTACTC
CACTTCTCTC
CAAAAAAAAA

GCCGCTGLTG
GCCGCTCGCC
TATTTGTGTT
TTCAGCTTTT

CAATATTTAT
AGTACTTARRL
TTAGCAACAT
ACATTTGTAG
AARCTTGTTA
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>J08C-84

CCTCTCGACA
GTTGITTTAT
ARTTTGGGAG

>J08C~80

TCCAGTGCAT
AACAGTCCCC
CGTTCTCTGET

TEAGCCTCAC ATGTATAGGE

CTGAATGCAT
GRCTTGCACC
TACTGCTGAT
ARRRAAAAAA

>J07G-85

CCTCTCGACA
TABGTARARR
TAATTTTCCA
GTGITATGCT
GATGTACCAC
ATGATAGCTG
AACTTTCCAC
AJAAAMARRAA

>J09C-67

TGAGCCTCAC
AGATGACAAG
TTATCTTGAT
ATGGCTGCCA
ACGAAGARAG
GTATTICTGCA
CARATGTAGG
TGTGTACARA
CCTCACTGAC
AARGGRAGAR
TTAGGAATAG

AGTAGGGCCA
ACCAATGAGA
ACARAGAGACT
Al

GTAATTGCAG
GTTACATGGC
ACTTTACCAT
GITTCTGCCT
TGACTTTAGC
ATGGARRATT
GAATTGTGCA
A

ABAGACCTGG
GGATCGGCAR
CATGRACTGA
CAGARAGTTA
TTGGTACCTT
GRACACACCT
TATTTGGCTG
GTTATGAGTT
AAGCTTTCAC
ALGAGGAGAR
TATGGGGAAA

TTACGTATAG
AACAACTAGT
GITCITTAGA

ATATGGAGGA
TGCIGTGTTG
TACAACATTC
TTGATACAGA

AGCATGTGAG
ATCCAATCAR
TCTTTGAGCT
CTARCAATCT
ATGATAGATG
GTTCATCACC
CAGGATTCCT

AATCTIGGECT
CTATTGTTCT
GAATTACCAG
TCCACGTITTG
GCTGGAGAGT
GTTTGCTCCA
AARRACTTTT
TTARATATTT
AGATATGTGG
GAARRACTAR
ARARRAAAR

AARTTTATCA
CTGGTATCTC
TTTTTTYTTT

GGAACATCAT
CAATGATTTT
CTARCCTCCC
TARCTGTTAA

TGCTARRACT
AARTTTATGC
ACATARATTT
CATTAGCAAT
CCAAAGTGAT
CTGTGGTCAT
TGATAAATAT

TAAARCTATTT
GCCCCCTGTC
GGGARRCAGA
AGAAGRACTC
TGCGTTTGCT
CTATGATTTA
ATTATCTTCT
GATCCTTTAA
GCACTGCCAA
TGGAAGGGTT

AARTGAGTTT
GATCAGGTGA
rr

AATAARTTTG
GGATACGAAG
ACCRACATTG
ARGCAACTTC

CAATGTTTICT
CCTCGAGCAT
TGTACARAGT
TCTGACTGTT
GGRAATTGGCA
GTGAGGARAGA
TAAGTTATTT

AAGGATTCTA
ARAGGCTTTC
GGAACAGTCA
ATTGCATTTG
CITTTGGGGA
AGGACCCATA
ATATTRAAGA
CTAAGGACCA
TATGTRAGCAR
ARRATATGGC

TACAGCTAGT
AARTTTGTTGA

AATATTTITGC
ATCCAACTTA
ATGTTGTATA
CCCTATTIGGEC

TGGGTGCAGA
GARATCCAGGA
TTTCTTGTGT
TTAGRACTACT
TTGAATARGA
ACGAATGTAG
CITTTGGCCA

ACCCCACRAT
AAGACTACCT
ATGTTGTCAA
TGATTAAATA
TGAGAAGCAG
TICACAGATA
ACCATATCCA
ARGTTATGAG
ARRAADRRARA
CTTGGAGGCS

il6
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CAPITULO 3

Jsolamento da seqiiéncia completa e caracterizagﬁo dos ¢DNAs
J6G-36, J5G-26 e JSG-20
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1. Introducio

Visando uma melhor caracterizagio de ¢cDNAs de interesse geral, foi realizado o
1solamento da seqiineia completa dagueles que apresentaram homologia com a proteina de
reserva (vicilina 7S), com o fator de transcricio AraCAF 1 e com a lipocalina, proteina
envolvida nos processos de transporte de reservas.

O isolamento da seqiéncia completa do clone homélogo as vicilinas 7S de 4.
angustifolia (J6G-36), tornou-se um objetivo importante na tentativa de esclarecer as
caracteristicas da proteina como o tamanho do polipeptidio codificado, e aspectos
evolutivos da similaridade com outras seqiiéncias de vicilinas descritas em angiospermas e
gimnospermas. Estes dados complementam os J4 obtidos nos capitulos 1 e 2.

O isolamento da seqiiéncia completa do clone homélogo ao fator de transcriciio
CAF 1 (J5G-26), permite a comparagio desta seqiéncia com outras ji descritas para
bactérias, leveduras, angiospermas e mamiferos, podendo ser observado o grau de
similaridade entre estas proteinas e possibilitando estudos posteriores da fungdo deste fator
de transcrigio no desenvolvimento da semente de A. angustifolia.

Por ultimo, a seqiiéncia completa do clone homologo & lipocalina (J5G-20) foi

caracterizada, possibilitando o estudo da similaridade com outras proteinas desta familia.

2. Isolamento da seqiiéncia completa e caracterizacfio do ¢cDNA J6G-36 — vicilina 7S

de Araucaria angustifolia

A seqiiéncia completa do ¢cDNA J06G-36 foi isolada por RACE (rapid amplification of
cDNA ends, Chenchik ef al., 1998). Como mencionado no Capitulo 2, o cDNA J06G-36 de
493 pb ¢ expresso principalmente no estagio cotiledonar de desenvolvimento do embrifo.
Este ¢cDNA apresentou similaridade com os genes de vicilina 7S descritos para
angiospermas € gimnospermas (Capitulo 2, Tabela 8). A sequéncia deduzida de
aminoacidos deste ¢cDNA corresponde & parte N’-terminal da proteina AE-21 (Capitulo 1,
Figura 6). A AE-21 ¢ uma das principais proteinas de reserva do embrifio de 4. angustifolia
(Capitulo 1, Figura 5).
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2.1. Isolamento da seqiiéncia completa do ¢cDNA J6G-36 através de RACE 3’

Para o 1solamento da seqiiéncia completa do ¢cDNA J6G-36 foi utilizado o kit Smart
RACE cDNA Amplification (Clontech) segundo especificacdes do fabricante. No
isolamento do ¢DNA foram utilizados os primers vici C (5°-AGGAGGAGGAGC
AAGAGAGGAGACT-3) e vicik D (5-AGCCCGATGCGTTCATGCGTCATC-3%
desenhados com ¢ auxilio do programa Gene Runner v. 3.0 (Figura 1A). Os cDNAs obtidos
por RACE, Vict A (1400 pb) e Vici B (1200 pb), s3o mostrados na Figura 1B. O ¢DNA
Vici B foi clonado em pGEM-T Easy (Promega) ¢ 2 clones (5 ¢ 6) foram digeridos com
EcoR 1. Os padrbes de digestfio dos 2 clones foram diferentes (Figura 1C). O cDNA Vici B
¢ as bandas resultantes da digestfio dos 2 clones, Vici B 800, Vici B 400 e Vici B 350
{Figura 1C), foram clonadas e seqiienciadas. As seqiiéncias obtidas foram utilizadas na
obtengdo da seqli€ncia completa do gene de vicilina 7S de 4. angustifolia com o auxilio dos
programas Clustal W e Contig Assembly Program (C.A.P.). A estratégia para a obtencfio da

seqiiéncia completa do gene € mostrada na Figura 2.

2.2, O gene de vicilina 7S de 4. angustifolia é semelhante aos descritos para

angiospermas e gimnospermas

O ¢DNA completo da vicilina 78 de 4. angustifolia possui 1678 pb (Figura 3). O
sinal de poliadenilagdo do gene foi encontrado na posigiio 1571 (Figura 3). Foram
seqlienciados dois transcritos, que apresentaram uma diferenca de aproximadamente 103 pb
na porgdo 3° do gene (Figura 2). O ATG inicial dos transcritos foi encontrado na posigio
136. A transcrigdo do gene de vicilina 7S de A. angustifolia resulta em um polipeptideo de
458 aminoacidos. Como mencionado no Capitulo 1, os primeiros 33 aminoécidos deste
polipeptidios sdo clivados para formag8o da parte N’-terminal da proteina madura.

Como mostra a Figura 4, o precursor de 458 aminoéacidos apresenta dois dominios
bastante conservados. O primeiro vai da posi¢lo 39 até 232 e o segundo vai da posigio 246
gt¢ 450. Entre estes dois dominios existe uma regidio pouco conservada (posigdo 231-247)

onde a vicilina 7S de 4. angustifolia poderia ser clivada. Os dominios conservados no
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TCETTCCGCATCGTTCCGCATCOTTCCGCAGAGETAATGCATCCACGARTTATCTTTOTT
CATGAATTCAATTCCTTTTGTTCACACTGACTTTCAGAGTTGATCAATGCAGGTGAGST
GETCGRACTGTGCTCATGECGAATGGTAGGTTCCCGT T GCTTTACTTRGTGCTTETTCTT
GTAGGTITTGTGTGTGCARTCCGTTGCARTGAGGT TEGATCACTACAAGG T TCATCGACAT
GGTGARGAAGAGGGTCGARATCCATACGT TTTTAAGGAGGAGGAGE aAuAGAGGAGACEC
GCTACAGAT CCAGGCFALATCCGnGCFGTMC”CCWCT”CF”AGAGWT CCACCCTCGTA
AGAGATCTCGAGAACTATGAACTC &ATT*CTTTp%pAmGAACC”CGALGCC TCATGLGT
CATCATTACAGCGGTGCAGAT A“TIAmCGTWGTLCmAZAAPGﬂARGCLAAGnATTCAGT
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Figura 1. Isolamentc por RACE da seqiiéncia completa do ¢cDNA da vicilina 78 de
Araucaria angustifolia. A: Seqiiéncia do clone JO6G-36 e as seqiiéncias dos primers vici C
e vici D desenhados. B: Resuitado da reagio de RACE. O ¢DNA vici B foi escolhido para
clonagem. C: clones 5 ¢ 6, do cDNA vici B, digeridos com EcoR 1. O marcador de peso
molecular 1 Kb {Gibco BRL) a esquerda em pb.
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alinhamento coincidem com os dominios N’- e C’- terminal propostos na estrutura
tridimensional das vicilinas 78 (Laurence et al., 1994). O polipeptidios de 458 aminodcidos
poderia sofrer clivagem entre as posi¢des 231-247 (Figura 4) dando assim origem as

proteinas de 21 ¢ 28 kDa observadas nos géis bidimensionais mostrados no Capitulo 1.

2.3. As proteinas de 20-21 kDa e 28 kDa da semente de A. angustifolia podem ser

produtos da clivagem de um precursor commum

O peso molecular das vicilinas 7S descritas na literatura varia entre 36-350 kDa
(Shewry & Casey, 1999). Este grupo de proteinas apresenta uma estrutura tridimensional
conservada, com dominios N°- e C’-terminal de 200-220 aminoacidos (21-22 kDa) cada
(Lawrence et al, 1994; Shewry & Casey, 1999). As maiores vicilinas encontradas,
principalmente em angiospermas, apresentam alongamentos nas partes N’- e C’-terminal
principalmente. Em gimnospermas, as vicilinas encontradas sio “pequenas” (Shewry &
Casey, 1999),

Uma caracteristica interessante descrita para as principais proteinas de reserva em
Pinus, Picea, Pseudotsuga, e outras coniferas (leguminas 11S) ¢ a clivagem proteolitica do
precursor entre os dominios N’- e C’-terminal (Shewry e al., 1995). Esta separacdo
proteolitica dos dominios N e C’ nfio foi observada no grupo das 7S vicilinas de
angiospermas (Shewry & Casey, 1999) embora a clivagem proteolitica de polipeptidios
precursores j4 foram descritas (Yamada ef al., 1999, Shewry et al., 1995). Em Cucurbita, o
precursor (PV100) € clivado em miltiplos sitios Asn-Gln pela VPE (vacuolar processing
protein), tendo como produto uma proteina de reserva do grupo das vicilinas 7S e varios
peptideos com agdo inibidora de tripsina (Yamada ez al., 1999).

As vicilinas de 20-21 kDa e 28 kDa de A. angustifolia descritas no capitulo 1 podem
ser produtos da clivagem do precursor de 44 kDa, se levarmos em consideracdo que
mecanismos semelhantes de processamento de precursores de vicilinas 7S ja foram
descritos nas sementes maduras de Cucurbita (Yamada ef af., 1999). Evidéncias da
clivagem do precursor em vicilinas de reserva foram encontradas na semente de Pinus

pinaster (Allona et al., 1994). Estes autores descreveram o actimulo de dois polipeptidios

de 22 e 27 kDa nestas sementes. O segilenciamento da parte N’-terminal destes
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polipeptidios revelou similaridade &s seqiiéncias de wvicilinas de angiospermas de
gimnospermas (Allona et al., 1994).

Neste trabalho foram encontradas vicilinas de 20-21 kDa (AE-21 ¢ AM-20) em 4.
angustifolia (Capitulo I). Como foi demonstrado no seqiienciamento do N’ -terminal, estes
polipeptidios representamn o dominio N’-terminal da vicilina. O tamanho destas proteinas
coincide com o tamanho proposto para a estrutura cldssica dos dominios N” e C’ das
vicilinas 78 (Lawrence et al., 1994; Shewry & Casey, 1999). Assim sendo, € levantada a
hipotese da clivagem do precursor viciAra seqiienciado (45-48 kDa estimado em
computador) que daria origem as proteinas de 20-21 kDa (dominio N’-terminal da vicilina).
Esta hipdtese ndo descarta a possibilidade do dominio C’-terminal da vicilina ter peso

molecular aparente de 28 kDa.

2.4. Expressdo do gene de vicilina 7S no embriio e megagametéfito durante o

desenvolvimento e germinagfio da semente

A expressdo do gene de vicilina 78 foi investigada durante o desenvolvimento e
germinagfo da semente. Para isto, foi isolado RNA do embridio nos estagios: globular (EG),
cotiledonar (EC), maduro (EM) ¢ inicio da germinaco (E45). Foi isolado também, RNA do
megagametofito de sementes contendo embrifio no estagio cotiledonar (MC) e maduro
(MM); e de megagametofito no inicio da germinacio da semente (M45) e radicula de
plantas com 1 ano (R). Estes RNAs foram utilizados em experimentos de Slot blot ¢
Northern blot (Sambrook ez al., 1989). Eles foram hibridizados com o fragmento vici B 800
(Figura 2) que representa 45% da parte conservada do gene de vicilina 7S. Como mostra a
Figura 5, tanto no Slot blot como no Northern blot a expressdo mais acentuada do gene
ocorreu em EC e MC, confirmando a expressdo diferencial observada no gel de display,
diminuindo em EM e MM. Nio foi observada expressdo em E45, M45 e radicula. No
Northern blot, foi observada uma banda de aproximadamente 1600 pb, em EC, EM, MC ¢
MM (Figura 5A), que coincide com o tamanho do gene seqiienciado (Figura 3).
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Figura 7. Sequéncia nucleotidica completa do cDNA do fator de transcrigio araCAF I de A. angustifolia. A

sequéncia nucleotidica e os aminoicidos deduzidos estio numerados a esquerda. Em italico estdo as

seqiiéncias dos primers utilizados na amplificagdo dos cDNAs no display diferencial de mRNA e grifadas, as

seqiiéncias dos primers utilizados na amplificagio do experimento de RACE 5’.



.Oﬁ&u_hm JS-BIPUOORD Om&.&ﬂzoﬁ—wwwﬁ.% Sp OIS ) VOODYOLOD LOYEOLILYS ¥O0WILLI0E LY0IOV¥OY0D SL0YII0OVL SLOYYINDYY TC01
' 2 04 A oA A DI L 4 ¥ H 8§ H M X 4 A & I ¥ 98L

E Yy LR B9 W D rousteyp Appdsip ou s D 50
£ HIVE Op Omvﬂuﬁﬂmﬁm B A YN P P ABfAs VNG P YOOLOOYEDE LYYDYYIVOY LIDDDEDDOH DIVIDEOYVY QUIVOWYOWY DVOYOVVOLL 198

opdeorpdine vu soprzijnn séaui.id sop serougnbas se ooei wiy (1 opide)) 94 3 v L oA H a4 H w85 N W4 F D W T 8L
oy EOSEO0EYID VODYDLOWINY DOIOYYDDIY OVIOVVIDDE VY¥INYIOVYID LIVMEIVVYWEOD 106
[Z-5V °p [eumuei- N op wougnbes & ‘ojufeu wiy epsonbse v soperownu i e x d A s a Amn Ave wowoas xw v osn

08180 SOPIZNPOP SOPIDPOUIIIE SO S woIpnod(dny eugnbes v wyofiisnaun INSVTYSYYS YOOLIOIVYDL LYODDVYONY IYOVYOSYDD YOIODVYOVE DVWYOOVIOY ThE
4 % % ¥ T N & & ¥4 N H o3 B 3 ¥ I O A ¥ I 862
P oop § RUIIA BD VNP Op BlRjdwos exprospnu vougnbeg ¢ vy
WRYHLINOOD DIOLIVOIYD IOLOYYRIOV INDIVIVSID DODIVIIVDY VOVOIOVOYD 184
X1 4 M & % § T O E§ ¢ a9 v W I ¥ I 4OF ST

YYOWONDOYY LLOLEYODLL INLOODDEVD IVOVYIOOYL DVLELOLVDD YEWDDIVOWD 174
2049 8 1T 4 ¥ o4 A ¥ D a4 D W s F W W ¥ I g 95t

YYDLOWYOOL I9DVYLLIDD DIDOVYOLLD LOLYVOUDOY DNOLLIOOIM WYWIIDEWIVD 199
g 5 ¥ A ¥ 4 ¥ ¥ ¥ T § B ¥ ¥ F ¥ N T W G 9L

SLOVIDOWLL LIDOLDYOOY DOVINDDDYD DONIYLLODL ¥YLIDIWYOW SYLLDLOLYY 109
A d 2 4 § W H H ¥ O »w X 4 WG N A T T N 95T

SLOOIYOLYL LODYOVYDOD OWI0LVOOYY OWYLILOOLYD DIOLLDLYYD LODDDOWIDD Tvs

VYVYYVYY YYYYPYYYYY YEWYVYYYDD DOYDLINDDL DWWDLIOIWY VRIWDDIVEL TI9T A R OI T d 9 o d a4 H N A I g 1T W § O ¥ 4 9£Y
LLOYWSLTVY QEYIOVIRYD EOLYLIOIND WI1OVSIYODD LLIOIWYVINY YOOVOWWIVY T95T
TWLOLYEE QVLEYIOONDN OWILOIYIO0Y LOVOVILOLNY JLOLVOEDIVY INLDOIYIDY T0S81T LIEOELOLOD IODVVDDOVD VYOVDDLLIVY DVDYYDOEYD DIVYYOVIVY ¥OIIDL010% 18%
AT 5 959F I 4 T T N 9 ¥ d T N ¥ X W ¥ N % M ¥M A I 9T
ODEILONILY OD00L0000 VYODOLODEYD VLOLLIOLOD JOVYYIVIRY ONOIYODOLY TFPET OOLLYYOYY DOOVVYDOVY OVELOLIOLIL DOIYLLEYDE VOUDLDIB0ODD YONLIVILVD 17%
# 7T 9 ¥ %5 9 " 4 85 0 A 4 A ¥ M O3 858 5 I 9fr 5 1 4 ¥ 4 95 0 T A 4 & T H 4 ¥ 5 § K H H 98
DEVHDVDYID LYYEDYWYDO WHYOVLO0DD DILINAYINS EOVIOY QUWONODI0LD T8ET LEOSIYOELE DRLYO2300F YS9INOVIELLL DERLIVYILOY ¥DINIOYVIDY DOLOINOWOY Tof
WY 0 O Wod M ¥w ® oA s A0V ¥ T 0w #® W T 9 ¥ W & ¥ O 4 ¥ W H A N T 3 A R A T G d 8L
DRAWYDLON LOVOLEIYELY YIOOYIS040 DLILOWHOOLE H¥IVEIOOLY OLLLLYEOLD Tiet WLAOLIDOYD DEDLEDYOED WOLLOIOOOD LESDOOVDOD IVDY¥DODDVD DIMDWOELID 10€
9 % 1 A 8 B AR D ¥ T 4 N 9 % 4 ¥ 4 4 R o 96% AT J % a4 %8 a4 7 4 A ¥ ¥ w9 v a4 0w g
DEEILEIOVL EOORIMEOLL ID00YEOI0S YOLODIDIWY YDLLOO0LYD DIYD00D000 19271 DEDYIYDOYD YOYYIOVIOY 2OWDOYVILLL REOOYINI0L YYYDRILDOOY DWOVHOLIND 1FE
4 4 & T 4 B T ¥4 @F 0§ 5 ¥ M O A F ¥ H OOV HLE ToW oYy @ DL B o® O OE M4 oA X 4 K W OB oW T A D 4E
YOOBEYYLOL LIOLDDVHED DLIOVIVIED TYOLNAYOY EOVOOVDVIV IYILOLOUIY 10T JEOYOOIVDL IDOVYIVIOY DEMDLLODYD LYVIOLLO0D L¥VIOISLIL OLLLISDYID T8T
d W oA 4 A O 2 A d 7T R’ 5" A ¥ ¥ A8 A W 85T # % #H A A A H O A @ H DWW LV D A A4 B A 91
QLIYYOVODY VOVODWYOYY OYWOVIOOYOY D090YYaDNL WVOWIDYYIN OWYDDDOVYY TFIT JEALINLEDS ID0LLOYELL DDLLO000LE DOYL00LWYD DO2LYDEDDL DEOWVDLLDS 12T
A % 9 F B od @ ¥ od ¥ ¥ om S B DN 4 oM 9t T A T AT A T 7T 4 4 ¥ 9 N ¥ H T
DOOYYYONDY INOVOYIVOY DDYIDVEIDD LOSWOI0DDE ¥IDIVYYDIOL ODIMYDIN0D 1801 LOOVOIDSYY DINYIIVOLLE DYDVOLELOY SI0YONILLD LLLLOOLLYI YOLIVEDLYD 19
g 0¥ W ¥ 34 & O 0 ¥ o S o9 4 H W O 1 W 5 4 91¢ LIOELLOINE INVEIYIDIY DRIVVIDOVD WOD0DLEDDE YOD0OLLOOL YIDODLL00L T

$71




s

4

o~~~ gusoud

(Q0DOVTIY
N HADEML sy @ (£CL90X) mIDIPPIS pijpanun - 1osinoaud HIFPAN)

(L6L052) 1mqops Sy uipoe- padvanfinf  piunyy

1.

(86£90X)  wnanvs
HST ~NITTDTANOD (S616108Y) Drxmu 131G’y -001Ad

€

(66T161dV)

trapond Supipy asodons-xour aaApry qgqs (£881914V) 4osdnoaid E

onofiadany pranproniy ($60990aV) Josaad wajoud OYIUINHA- US4

SUDEERL (py LLYT) tapouad 2804018 ayi-ugra- vonpfd padig ogs semugnbes
Sy SOOd WoD SOPRAISUOD SO 3 SOOSLRISE WOD SOPROIPUI OBS SOMIUPPI
sonpsas s eprysxog euesdord o opezigin 10f woyws ogimuosorde
BU O M qeisn) wweaBord ou opeziwar o] oluswequnge () seusedsounnd

@ senudsordur  ep  smunmIA SR woo

(BIyI0IA)

pijojisndun

¥ ep S wuljions ep soprogounwe op wougnbos wp opdeiedwo)) b eingig

The
3834
69
BEE
1414
otg
0%
[A1S
(43
8B/
Zes

e O YHECT
-5 W = - S0
A S I THA T 1Y G
YRS = = - GODD Y AR

S BV THE G
G = =0T N

[xas
nae
Tig

HRlS S SN~ 968
RS 3u9] 8L

YO R AT R 34
IO IO -~ LEE

e e e e 199
Y NONONT ES R TV LOM a0 91 [ , L 062
e S ; el 3! i TGS
e & 3 7S £67
ISP Y S PR PRS- Rl e B i s gl L LGE
e = OO L S A 2 5 L T jd ZEb

HHHMITE I AOU0M0 5 S0 B HSH ! il ; 18 0E9

.

ENFUIFHOD
HIYTOLA

vIWey

BT30S
SUIATIDAEE
R sy
BTUEDEORE
UITvARUR]
eaduTTToTAUD:
(0TAd

se1hunp

ANSUIBUOD
BIYTOTA

ETHEYE

BIB0T]
BUELTTOAES
e sag

2 THEDED B

Ut iRARURD
eHdUTT IR TAUDD
OOTAd

serhung

STHUSISUOD
BIYLOTA

BIwey

2Io0T4
autoTIngas
ERqTHT- 5T
DTERDEDEH
UTTRARURD
eadu T [T TAuOD
a0TAd

sethunp

) upngops

R~ ——
B A —— — AT

HAGHAJNINE,
i TR~ 5 O

10 10 SRVPR
S P
T4 [0 11 SRR

Tae
23
fe
13
20T
et
Lye

861
1

© 109

FREEEMLT AN 06z

DB ETE

£re
4R O0E

weem e MIN L
—-—dTHMT GE v
jjjjjjjj NS coc
—m e HNSR BBE
FD e A THG
:::::: Maulol zoo

ks

SRS SO
BIVIDTA
BTHRY
RIS0TI
SUTSTIDEHE
WHIHE S a3
RTWMRPRRG RN
UTTRAPURD
eaduy TAUOD
00TA
seifunp

STUSUSFUOD
TAYTITA
BTy
BTODYA
FUTITIDANS
WESH g
BTWRRY IR
UTTRARURD
eaduUTTEDTAUOD
(OTAL
srThung

FNEUBEUOD
BAYEDTH

JUTAT{DAEG
WS S 94
VTWEDLORE
WTieavuen
radUl T IO TAUOD
00TAd

geiunp

SNEUBBUOD
BIYTOTA

Brwesy

219014
AULDT[DANS
UM S s s
ETWPPED R
UTTRARURD
w1 TToTAUOD
00TAd

se1bunpg

SNSUDFUCD
BAYTOLA

PUORINIINY eTUey

HEW SUTHE

eOnRTh BTIaOTY
o dgs

HMWDIPW] Wkeses
BITOFTINSYUT wrmepeovy

PIBTORYH BPI[RAPURD UlTeATuR)

WS T UL TATON

O0LAd
eThazr gueihng



127

EG EC EM E45 MC MM M45 R
Siot ' |

Northerm

RNA

2 Northern

# Siot blot

0O 0O =3 92 0 = @
o oW =s 3

Figura 5. Expressdo do gene da vicilina 7S de A. angustifolia nos diferentes estagios de
desenvolvimento do embriio e megagametdfito. A: Slot blor e Northern blot contendo
RNA total do embrifio globular (EG), embrido cotiledonar (EC), embrifio maduro (EM),
embrifo no inicio da germinacdo (E45), megagametofito da semente contendo o embrifo
no estagio cotiledonar (MC), estdgio maduro (MM), megagametdfito no inicio da
maturacio (M45) e radicula (R). A expressiio da vicilina 7S de A. angustifolia € mais
acentuada nos estagios cotiledonar e maduro da semente, desaparecendo no inicio da

germinagfio. B: Comparagio dos resultados numéricos obtidos no Northern blot e no Slot
blot.
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3. Isolamento da seqiiéncia completa do gene araCAFI por RACE 5° a partir deo
e¢DNA J05G-26

O cDNA J05G-26 (296 pb), expresso principalmente no megagametédfito da
semente madura, apresentou similaridade com genes do fator associado CCR4 (CAF 1),
que sdo fatores de transcrigdo descritos em angiospermas, leveduras ¢ mamiferos (Capitulo
2, Tabela 10). O gene completo deste fator de transcrigdo foi isolado de 4. angustifolia por
RACE (Chenchik e af, 1998) utilizando-se o kit Smart RACE cDNA amplification
(Clontech) (Figura 6). Como primer especifico, foi utilizado o CCR4 B (5-
GGAGCCATTGAAGAAACCCTCTCTCAG-3") desenhado com o auxilio do programa
Gene Runner v. 3.0 (Figura 6A). Através de RACE, foram obtidos os cDNAs AraCAF1A
(850 pb} e AraCAF1B (700 pb) (Figura 6B). Estes cDNAs foram clonados em pGEM-T
Easy (Promega) e seqiienciados. As seqiiéncias obtidas foram utilizadas na obtencdo da
seqiiéncia completa com o auxilio dos programas Clustal W e Contig Assembly Frogram
(C.AP.). A estratégia para obtengiio da seqiiéncia completa do gene é mostrada na Figura
6C. O gene araCAF] seqienciado possui 1048 pb e codifica para uma proteina de 274
aminodcidos (Figura 7). A seqiéncia deduzida de aminodcidos deste gene apresentou
similaridade com os fatores de transcrigio mCAF ] e yCAF 1 (Figura 8) (Draper ef al.,
1995). Estas protefnas estdio associadas ao CCR4 (carbon catabolite repressor protein).
Segundo Draper ef al. (1995) elas estariam relacionadas com a repressio da expressdo
génica nos processos relacionados ao metabolismo de carbono.

Na maturagio da semente de A. angustifolia, acumulam-se grandes quantidades de
amido, principalmente no megagametéfito. Este processo de actumulo inicia-se nos estagios
iniciais do desenvolvimento embriondrio (comunicacio pessoal do doutorando Vanildo
Silveira - BIOCEL, IB, USP; dados histologicos), mas intensifica-se no estagio cotiledonar
do desenvolvimento (Capitulo 4). No megagametofito da semente madura de A
angustifolia, o amido possivelmente constitui a principal fonte de reservas. Fste processo
intensivo de sintese de amido ¢ suprimido com a maturagio da semente. Possivelmente
nesta etapa atua AraCAF], inibindo a agfo de genes que atuam no metabolismo do

carbono ¢ tendo sua maior expressdo no megagametéfito maduro de 4. angustifolia.
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Figura 8. Comparagdo da seqiéncia de aminoécidos do fator de transcrigio araCAF 7 de 4. angustifolia com

seqiiéncias de angiospermas e gimnospermas. O alinhamento foi realizade no programa Clustal W e na
progr

apresentagio grafica fol utilizado o programa Boxshade. Os residuos idénticos siio indicados com asteriscos e

os conservados com pontos. As seqiiéncias sdo: A thaliana CAF1 (ACO11713), H. sapiens BTG

(AF053318), Mus musculus CAF1 (U21855) e C. elegans CAF 1 (U21854).
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4. Isolamento da segiiéncia completa do gene da lipocalina (cDNA J05G-20)

Com o seqiienciamento do cDNA J05G-20, foi obtida a seqiiéncia completa do gene
de lipocalina. As lipocalinas s#io proteinas pequenas, extracelulares, com extrutura terciaria
formada por planos B em forma de canudo, o que permite a ligaciio e transporte de
compostos organicos hidrofobicos pequenos como acidos graxos e lipidios (Bishop et al.,
1995). O cDNA seqiienciado apresenta 705 pb e codifica uma proteina de 225 aminoacidos
(Figura 9). A lipocalina de 4. angustifolic apresentou similaridade com lipocalinas
descritas para angiospermas, bactérias ¢ mamiferos (Figura 10).

Embora a similaridade encontrada com outras seqiiéncias nio seja alta, esta familia
de proteinas ¢ definida pela sua estrutura tercidria conservada (Bicho et o, 1995). Esta
lipocalina pode estar envolvida com o transporte e acimulo de reservas nos cotilédones do
embrifo (na Figura 4 do Capitulo 2, JO5SG-20 apresenta expressdo acentuada no cotilédone
do embrifio maduro) e no megagametofito de 4. angustifolia. Como mostra a Figura 11, a
expressdo mais acentuada do ¢cDNA de lipocalina ocorre no embrifo cotiledonar que € uma

fase de deposigio de reserva.
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Figura 9. Seqiéncia nucleotidica completa do cDNA da lipocalina de 4. amgustifolia. A seqiiéncia
nucleotidica e os aminodcidos deduzidos estio numerados a esquerda. Em negrito estdio as seqiiéncias dos

primers utilizados na amplificagiio do cDNA no display diferencial de mRNA.
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Figura 10. Comparagio da seqiiéneia de aminoacidos da lipocalina de 4. angustifolia (LipoAra) com

seqiléncias de angiospermas, bactérias e mamiferos. O alinhamento foi realizade com ¢ auxilio do programa

Clustal W e na apresentag@io gréfica foi utilizado o programa Boxshade. Os residuos idénticos sie indicados

com asteriscos e os conservados com pontos. As seqiiéncias sfo: Arabid- A. thaliona- outher membroane

fipoprotein-like {AB0O24029), Cirrobacter freundi- lipocalin precursor (J21727), F. cofi- Bpocalin precursor

(U21726), Mus musculus- apoliprotein D (X82648) e Pseudomonas aeruginosa- outher membrane
lipoprotein (AE(04523).
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Figura 11. Expressio do gene de lipocalina nos ~re8 esthgios de desenvolvimento do embrifio e

megagametdfito de A. angustifolia. A: Slof blot ¢ ......c RNA total do embrifio globular (EG), embriio
cotiledonar (EC), embrido maduro (EM), embrifio no inicio da germinagdo (E45), megagametéfito no estagio
cotiledonar (MC), megagametotito maduro (MM), megagametdfito no inicio da germinaciio (M45) ¢ radicula

(R}. B: Apresentagdo gréfica da quantifica¢io da expressio do gene de lipocalina.
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CAPITULO 4

Consideracées finais sobre o desenvolvimento embrionsrio

de Araucaria angustifolia



Depois de 4 anos de trabatho, o estudo do desenvolvimento embrionario da 4.
angustifolia revelou-se prolifero em “surpresas”. Os resultados obtidos no estudo das
proteinas de reserva e na expressio génica do embrifio zigdtico revelam que a A
angustifolia apresenta um modelo de desenvolvimento muito diferente ao tido como
“padrfic” nas coniferas. Para uma melhor comprensio dos dados obtidos neste trabalho, ¢
no intuito de apresentar um modelo basico para esta conifera, € proposto um esquema geral
de desenvolvimento para A. angustifolia. Este modelo serve de base para futuros estudos

dos mecanismos moleculares de desenvolvimento nesta conifera,

1. Desenvolviments do embrifio e acimulo de reservas na semente de A, angustifolia

Embora pouco estudado, o desenvolvimento embriondrio em coniferas é um
processc com caracteristicas comuns em vérias espécies diferentes, definidas em trabalhos
realizados em Pseudotsuga menziesii (Owens et al., 1993), Picea glauca (Misra & Green,
1990, 1991), Picea glauca/engelmanii (Krassowski & Owens, 1993), Picea abies (Hakman,
1993), e Pinus taeda (Caimey et al., 1999; King & Gifford, 1997). As espécies Pinus sp. e
Picea sp. sdo as mais estudadas, e consideradas como “modelo”. Nelas, as sementes
maduras sdo pequenas € o desenvolvimento do pré-embriio 4 semente madura ¢
completade em 70-80 dias (junho — agosto) (Hakman, 1993; Misra, 1994). No processo de
maturaglo da semente, s3o acumulados principalmente lipideos, proteinas e amido, tanto no
embrido como no megagametéfito.

Em Picea abies, o aciimulo de reserva é um processo gradativo. Nas etapas iniciais
do desenvolvimento acumula-se amido, principalmente no megagametéfito. Posteriormente
ocorre o actumulo de lipideos principalmente nos cotilédones do embriio e por Gltimo,
ocorre 0 acumulo de proteinas no megagametofito (Krasowski & Owens, 1993). Com
pequenas variagQes, este “padrio” de aclmulo de reservas ¢ mantido em Pseudotsuga
(Owens et al., 1993), Pinus (King & Gifford, 1997) e outras coniferas (Misra, 1994).

Na 4. angustifolia, o desenvolvimento do pré-embrifio a semente madura demora 6
meses (dezembro — maio), a semente madura tem peso fresco aproximado de 7 gramas
(Figura 1) ¢ acumula amido como principal fonte de reservas (comunicagiio pessoal do

doutorando Vanildo Silveira - BIOCEL, IB, USP; dados histologicos). O “encurtamento”
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Figura 1. Representagiio esquematica dos principais processos que ocorrem durante o desenvoivimento e
maturagdo da semente de 4. angustifolia. Estdo representadas as variagdes do peso seco com relagiio ao peso
fresco (PS/PF} e da quantidade de proteinas com relagiio ao peso seco (Prot/PS) no desenvolvimento do
gmbrifio ¢ da semente. O parBmetro PS/PF e proporcional & desidratacio e acomulo de reservas. No
desenvolvimento da semente, o crescimento acelerado nos meses de janeiro e fevereiro nfio € acompanhado
de acumuio de reservas. O actmulo de proteinas, lipidios e amido ocorre conjuntamente com a desidratacio
da semente nas etapas finais da maturagdo (Abril-Maio), No embrifio, este processo ocorre gradativamente
desde o estagio globular, até o maduro. O acimulo de proteinas na semente ocorre gradualmente, mas a
quantidade de proteina com relaco 20 peso fresco da semente cai rapidamente com a maturagio devido ac
acimulo de amide no megagametofito da semente madura. No embrifio, o acumulo de proteinas é um
processo gradual que acompanha o crescimento dos cotilédones. Adaptado de Fernandez ef /., 1997.
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do ciclo de desenvolvimento da semente em Pinus e Picea, com relago a 4. angustifolia, é
considerado uma adaptagio evolutiva das coniferas superiores as condigdes climaticas do
norte da Europa ¢ América (Haines & Prakash, 1980). J4 o actmulo de amido como
principal fonte de reservas na 4. angustifolia, € uma mudanga metabdlica importante, que
requer express#o génica especifica. Esta diferenga metabdlica de acumulo de reservas deve
ser cuidadosamente estudada no futuro.

Embora a principal fonte de reserva da semente madura de 4. angustifolia seja
amido, as proteinas compdem uma importante fonte de reserva, representando
respectivamente 12 e 5% do peso seco do embrifio ¢ megagametofito da semente madura
(Figura 1). Esta quantidade € menor do que os 12 e 10% encontrados respectivamente no
megagametofito e embrido de Pseudoisuga (Owens et al., 1993), se consideramos que o
megagametofito € a principal fonte de reservas na semente das coniferas. Embora ndo
tenham sido feitas dosagem da quantidade de lipideos na semente de 4. angustifolia, foram
encontradas evidéncias indiretas do acimulo destes compostos nos cotilédones do embrifio
e no megagametofito maduro (dados ndo mostrados).

Como mostrado na figura 1, a semente de 4. angustifolia aumenta de tamanho
bruscamente no més de janeiro, coincidindo com o rapido desenvolvimento do embrifio nos
estagios globular e torpedo. Isto tem a ver possivelmente com o processo de alongamento e
vacuolizagdo das células do megagametofito (Fernandez er al., 1997). Este processo ¢
parecido ao descrito em Pseudotsuga (Owens et al., 1993) e Picea (Krassowski & Owens,
1993). Em A. angustifolia, como em outras coniferas, as reservas de lipideos e proteinas
acumulam-se rapidamente no megagametdfito s¢ depois do embrifo atingir o estigio
cotiledonar. Diferentemente de Picea e Pseudotsuga, a A. angustifolia acumula grande

quantidade de amido neste estagio do desenvolvimento.

2. As principais proteinas de reserva de A. angustifolia sdo vicilinas 78

As principais proteinas de reserva descritas em coniferas sfo leguminas 118 (Misra,
1994; Shewry & Casey, 1999). Estas proteinas acumulam-se em corpos protéicos,
principalmente no megagametofito nos estagios cotiledonar € maduro do desenvolvimento.

Qutras proteinas de reserva foram descritas em coniferas como vicilinas 7S em Pinus
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pinaster (Allona et al, 1994) e Picea (Newton et al, 1992), e albuminas 28 em
Pseudotsuga (Chattai & Misra, 1998) mas em menor quantidade.

Na A. angustifolia, como foi descrito nos capitulos 1 e 3, as principais proteinas de
reserva sdo vicilinas 7S de 20-21 ¢ 28 kDa. Estes polipeptideos representam mais de 50%
das proteinas presentes na semente madura de 4. angustifolia. Ao que parece, estes
polipeptideos séo produto da clivagem de um precursor de 458 aminoacidos que teve o seu
cDNA isolado e seqienciado no capitulo 3. O transcrito seqiienciado no capitulo 3
apresenta 28-31% de similaridade com outras vicilinas 7S descritas para gimnospermas e
angiospermas. Estas proteinas acumulam-se desde o estagio globular no embrifo, mas no
megagametofito, sé quando o embrifio atinge o estagio cotiledonar de desenvolvimento.

Neste trabalho foram descritas protefnas diméricas unidas por pontes bissulfidicas,
de mondmeros com peso molecular aproximado de 12 kDa. Elas foram isoladas na fracio
das albuminas e representaram menos de 5% das protefnas da semente madura. Como foi
mostrado no capitulo 1, estas proteinas aparecem no embrido € no megagametofito desde os

primeiros estagios de desenvolvimento.

3. Expressio génica durante o desenvolvimento do embriso zigético de A. angustifolia

Como discutido no capitulo 3, o isolamento, clonagem, seqiienciamento e
caracterizagdo de genes diferencialmente expressos durante o desenvolvimento do embrido
zigético de A. angustifolia, teve como resultado uma grande quantidade de seqiiéncias sem
similares nas bases de dados. Este resultado era esperado, jo que no desenvolvimento
embrionario, s3o ativadas uma grande quantidade de genes altamente especificos para este
processo. A expressdo génica durante o desenvolvimento da semente foi estudada em
Arabidopsis (Gitke et al., 2000) ¢ Pinus taeda (Caimey et al., 1999), mas as seqiiéncias
geradas em estudos deste tipo sdo poucas. A faita de representatividade nas bases de dados
de sequéncias especificas do desenvolvimento embrionario, junto & pouca quantidade de
sequéncias de gimnospermas, impossibilita a atribuiciio de identidade & maior parte dos
c¢DNAs seqiienciados.

As seqiéncias identificadas estfo relacionadas a processos de acamulo de reservas

nos cotilédones do embrido e no megagametdfito nas etapas finais do desenvolvimento
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{vicilinas 7S), ao transporte e actumulo de lipideos no embrific maduro (lipocalina), 2
inibi¢@o da franscri¢dic no embrifio maduro (Spt 5), ao processo de alongamento celular no
embrifio globular (receptor LLR) e 4 repressdo da expressdo de genes envolvidos na sintese
de amido no megagametdfito maduro (AraCAF 1), Nio estd muito claro o papel da RBP
(Ribonucleic binding protein) no embrifio zigético maduro. Este grupo de proteinas estd
associado a regulaglio da expressdo génica em cloroplastos (Schuster & Gruissem, 1991),
Uma hipétese interessante seria o envolvimento desta proteina na ontogénese de plastidios.
A expressdo destes genes, ¢ a possivel fungdo deles no desenvolvimento da A. angustifolia,

encontra-s¢ resumida na figura 2.
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CONCLUSOES

As principais proteinas de reserva de A. anmgustifolia pertencem ao grupo das

vicilinas 78.

As vicilinas 7S de A. angustifolia sdo sintetizadas na forma de um precursor de

aproximadamente 458 aminodcidos.

As vicilinas 78 de 4. angustifolia s3o expressas principalmente nos estigios
cotiledonar e maduro do desenvolvimento do embrifio e do megagametéfito da semente

contendo embrido no estigio cotiledonar e maduro.

Foram isolados 315 cDNAs através de display diferencial de mRNA: 99 do embrido
globular (EG), 26 do cotiledonar (EC), 121 do maduro (EM), 27 do eixo do embrifio
maduro (Ee), 11 do cotilédone do embrido maduro (Ec), 10 da regifio radicular do embrigio
maduro (Er) ¢ 21 do megagamet6fito maduro (M).

Dos 315 ¢cDNAs isolados nos experimentos de diplay diferencial de mRNA, 189
tiveram a express@o diferencial confirmada através de experimentos de slor blot e

macroarray.

Setenta e sete cDNAs apresentaram CER (coeficiente de expressdo relativa) acima
de 2 (23 do EG, 11 do EC, 24 do EM, 7 do M, 3 do Ec e 9 do Ee). Entre estes cDNAs, 39

foram escolhidos para clonagem e seqilenciamento.

Dos 39 cDNAs clonados e seqiienciados, 10 apresentaram similaridade com
seqiiéncias disponiveis em bancos de dados, sendo 2 de EG (retroelemento gypsy/Tye3 e
LRR receptor protein kinase), 1 de EC (Vicilina 7S), 4 do EM (fator de transcrigio SPTS,
Vicilina 7S e retroelementos gag/pol e Osvaldo), 1 de M (fator de transcrigio araCAF1), 1
de Ec (lipocalina) € 1 de Ee (Ribonucleic acid-binding protein).
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A proteina CAF1 (Catabolic associative factor) de A angustifolia (araCAFI)
apresenta 274 aminoacidos, € codificada por um transcrito de 1048 pb altamente similar aos
fatores de transcricio CAF j4 descritos em angiospermas e mamiferos. Esta proteina é

expressa diferencialmente durante o desenvolvimento embrionério.

A lipocalina de 4. angustifolia apresenta 225 aminodcidos e € expressa

principalmente no estagio cotiledonar do desenvolvimento do embrido.



