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RESUMO

Trindade, Bianca Machado Campos; Ds.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2016; ANALISE PROTEOMICA
COMPARATIVA DURANTE A GERMINAQAO DE SEMENTES DE Cariniana
legalis. Orientador: Vanildo Silveira, Coorientadora Claudete Santa-Catarina,
Conselheiros Messias Gonzaga e Claudete Santa-Catarina.

A Cariniana legalis, conhecida popularmente como jequitiba-rosa, € uma espécie
arborea pertencente ao bioma Mata Atlantica de importancia ecoldgica e
econdbmica fornecendo madeira de boa qualidade e de grande valor econémico.
Devido a intensas atividades exploratérias e a falta de reposicdo através de
reflorestamentos, essa espécie tem sido cada vez mais reduzida em seu habitat
ocupando a categoria vulneravel a extincdo. Os estudos em sementes tém
tentado compreender os mecanismos em torno da germinacédo e encontrar novos
marcadores que possam ser utilizados em programas de melhoramento ou
biotecnolégicos que visem melhorar a produtividade das culturas, além de garantir
a conservacado da espécie. A germinacdo das sementes refere-se ao processo
fisiologico a partir da absor¢cdo de agua pela semente seca, terminando com a
protrusdo da raiz. Muitos processos bioquimicos complexos estdo envolvidos na
germinacdo e como eles sao regulados de forma coordenada e sucessivamente
€, em parte, desconhecida. A andlise protedmica tem sido aplicada principalmente
para analisar e compreender estes processos bioldgicos dinamicos. O objetivo
deste estudo foi realizar uma andlise protedmica comparativa durante a

Vi



germinacdo de sementes de C. legalis. As sementes foram submetidas a
germinacao e amostras foram coletadas no dia zero (0) e ap6s 2, 4, 6, 8, 10 e 12
dias de embebicéo. Para a anélise prote6mica foram considerados os dias 0, 4, 8,
12. ApoOs a obtencdo dos géis de eletroforese bidimensional (2-DE), os spots
diferencialmente expressos, foram levados para identificacdo usando um
espectrometro de massas SYNAPT G2 HDMS-Si conectado a um UPLC
nanoACQUITY. Dos 103 spots, 70 proteinas foram identificadas e classificadas
em nove grupos funcionais. Dentre as mais representativas foram aquelas
proteinas associadas com processo de biossintese (15%), processo de
biossintese celular (14%), proteina de armazenamento (14%), o processo de
oxidacdo-reducdo (12%), e processo metabodlicos de carboidratos (11%). A
maioria das proteinas identificadas teve niveis variaveis de expressdo durante a
germinacao e estava relacionada com a atividade respiratéria, participando na
glicdlise, ciclo de Krebs, a cadeia respiratoria, a producdo de ATP e sintese de
proteinas, essenciais durante a germinacdo e continuidade do desenvolvimento
da plantula. A proteina mais abundante foi a globulina proteina sendo a principal

fonte de matéria e energia para a germinagao.

Palavras-chave: Protebmica Comparativa, Germinacdo de Sementes,

Eletroforese Bidimensional, C. legalis.
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ABSTRACT

Trindade, Bianca Machado Campos; Ds.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; Fevereiro, 2016; ANALYSIS PROTEOMIC
COMPARATIVE DURING GERMINATION SEEDS OF Cariniana legalis; Advisor:
Vanildo Silveira, Co-supervisor Claudete Santa-Catarina, Counsellors Messias
Gonzaga e Claudete Santa-Catarina.

The Cariniana legalis popularly known as jequitiba pink is an arboreal species
belonging to the Atlantic Forest of ecological and economic importance of
providing good quality wood and of great economic value. Due to intense
exploratory activities and the lack of replacement by reforesting this species has
been increasingly reduced its habitat occupying the vulnerable category to
extinction. Studies in seeds have tried to understand the mechanisms around the
germination and find new markers that can be used in breeding programs and
biotechnology to improve crop productivity as well as ensure the conservation of
the species. Germination refers to the physiological process from the water
absorption by the dry seed, ending with the radicle protrusion. Many complex
biochemical processes are involved in germination and how they are regulated in
a coordinated manner and in turn is in part unknown. The proteomic analysis has
been applied mainly to analyze and understand these dynamic biological
processes. The aim of this study was to conduct a comparative proteomic analysis

during germination of C. legalis seeds. The seeds were submitted to germination
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and samples were collected on day zero (0) and after 2, 4, 6, 8, 10 and 12 days of
soaking. For the proteomic analysis were considered the days O, 4, 8, 12. After
obtaining the two-dimensional electrophoresis gels (2-DE), the differentially
expressed spots were taken for identification using a mass spectrometer SYNAPT
G2 HDMS-Si connected to one UPLC nanoACQUITY. Of the 103 spots, 70
proteins were identified and classified into nine functional groups. Among the most
representative of those proteins associated with biosynthesis process (15%),
cellular biosynthetic process (14%), the storage protein (14%), the process of
oxidation-reduction (12%), and metabolism of carbohydrates procedure ( 11%).
Most of the identified proteins had expression levels variables during germination
and were related to respiratory activity by participating in glycolysis, Krebs cycle,
respiratory chain, ATP production and protein synthesis, essences during
germination and continued development seedling. The most abundant was the

protein globulin protein as the main source of matter and energy for germination.

Keywords: Comparative Proteomics, germination of seeds, Electrophoresis Two-

dimensional, C. legalis.



INTRODUCAO

A Mata Atlantica possui altos indices de biodiversidade tanto de fauna como de
flora. Este bioma presta inGmeros servicos ambientais, tais como: protecdo de
mananciais hidricos, contencdo de encostas, regulacdo do clima, dentre outras
fungcbes MMA (2015). Contudo, em decorréncia de um processo de colonizagéo e
ocupacao de terra neste ambiente, no presente momento, este bioma se encontra
reduzido e fragmentado, sendo que das 472 espécies da flora brasileira que
constam na lista oficial de espécies ameacadas de extingcdo, 276 espécies, ou
seja, mais de 50% pertencem a Mata Atlantica (MMA, 2015).

Dentre as espécies presentes no bioma Mata Atlantica a C. legalis (Martius)
Kuntze, endémica deste ambiente esta na categoria vulneravel a extincdo. Essa
espécie arborea é conhecida popularmente como jequitiba-vermelho, pertencente
a familia Lecythidaceae, composta de 17 géneros e 300 espécies (Matta e
Scudeller, 2012).

Além da sua importancia ecoldgica a C. legalis € fornecedor de madeira de boa
qualidade e grande valor econémico, utilizada principalmente na construcéo civil e
também fornece celulose de boa qualidade, podendo ser aplicada na industria de
papel (Carvalho, 2003).

Entretanto, devido a intensas atividades exploratérias e a falta de reposicao
através de reflorestamentos, essa espécie tem sido cada vez mais reduzida em
seu habitat (IUCN, 2015). Além disso, embora as sementes de C. legalis ndo

apresentem dificuldade de germinacdo, as mesmas perdem a viabilidade a



medida que se prolonga o armazenamento, o que tem limitado o uso dessa
espécie em programas de reflorestamento, principalmente com relacdo a
obtencédo de mudas (Régo, 2002).

Um dos fatores limitante para o uso de espécies nativas para fins de
recomposicao florestal ou de exploragdo comercial é o pouco conhecimento de
suas caracteristicas ecolédgicas (Oliveira et al., 2015). Assim, o estudo da
germinacao torna-se importante para melhor compreensdo da espécie, visando
sua insercdo em programas silviculturais, bem como aos voltados para a
conservagao.

Os estudos em sementes tém contribuido para a compreensdo dos mecanismos
em torno da germinacdo e encontrar novos marcadores que possam ser utilizados
em programas de melhoramento ou biotecnolégicos que visem melhorar a
produtividade das culturas.

Além disso, abordagens “émicas” estdo sendo utilizadas para caracterizar o vigor
das sementes, longevidade, a germinacdo, tolerancias a estresse ambiental,
uniformidade, velocidade de germinacao e o estabelecimento de plantulas (Rajjou
et al., 2004). Muitos estudos tém sido realizados sobre a germinagdo das
sementes, principalmente por meio fisiolégico, andlise transcriptoma e analise
protedmica (Yang et al., 2007; Sreenivasulu et al., 2008; Yan et al., 2014; He et
al., 2015). A protebmica, especificamente, tem sido aplicada nos diversos estudos
em plantas, visando o conhecimento de vias, processos que estdo associados
com a ontogénese dos diferentes Orgdos, tecidos e células durante o
desenvolvimento da planta (Takac et al., 2011).

As proteinas sdo os produtos moleculares dos genes e tém papel central em
muitos processos bioldgicos, sdo expressas em funcdo de diferentes condicdes
celulares e do meio ambiente, se mostrando dindmico no organismo sendo a
expressao funcional do genoma (Motoyama e Yates lll, 2008).

Além disso, a expressédo proteica reflete o funcionamento dos genes por analisar
o produto final do genoma (Pandey e Mann, 2000), sendo uma ferramenta
poderosa também no melhoramento genético, por fornecer informagéo a nivel
molecular da variabilidade genética que é efetivamente expressa no genoma
(Pennington e Dunn, 2001).

No que se refere a germinacdo de sementes, estudos protedmicos tém abordado

0s eventos fisiologicos durante a germinacdo de sementes (Weitbrecht et al.,



2011), desenvolvimento de sementes (Balbuena et al., 2011), compreensao dos
reguladores que estdo envolvidos na inducdo e liberagdo de dorméncia em
sementes (Graeber et al.,, 2012), desvendar caracteristicas especificas de
processos complexos como a germinacao (He et al., 2015; Wang et al., 2015);
detectar marcadores de proteinas que podem ser utilizados para caracterizar o
vigor das sementes (Gallardo et al., 2002; Zhang et al., 2015) e resposta aos
fatores ambientais da germinacéao de sementes (Tan et al., 2013).

Além do mais, a protedbmica tem sido aplicada em estudos da germinacédo de
semente com foco na identificacdo total de proteinas, com intuito de gerar mapas
de referéncia ou identificar proteinas especificas em diferentes estagios de
desenvolvimento (Miernyk et al., 2011; Cunsolo et al., 2012; Deng et al., 2013).

A maioria dos estudos protedmicos em germinacdo de sementes é desenvolvida
com espeécies cultivadas e/ou de espécies modelos (He e Yang, 2013; Nguyen et
al., 2015) evidenciando uma caréncia de informacfes para sementes de espécies
arboreas nativas, em especial aquelas vulneraveis a extincdo, como é o caso da
espécie C. legalis.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi estudar a protebmica comparativa

durante o processo germinativo de sementes de C. legalis.



1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 O Bioma Mata Atlantica

Na época do descobrimento, a Mata Atlantica abrangia uma area
equivalente a 1.300.000 Kmz2, estendendo-se ao longo da Costa Atlantica, desde o
Rio Grande do Norte até o Rio Grande do Sul, abrangendo 17 estados do
territério brasileiro. Contudo, a cobertura original deste bioma foi reduzida a 22%
baseados, principalmente, em remanescentes de vegetacdo nativa em diferentes
estagios de regeneracdo. Apenas 7% desses remanescentes estdo conservados

em fragmentos acima de 100 hectares (Figura 1) (Atlantica, 2015).
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Figura 1: Mapas do dominio da Mata Atlantica mostrando a cobertura florestal
original (A) e a cobertura do remanescente florestal entre os anos de 2013-2014
(B). Fonte: Atlantica (2015).



Entretanto, mesmo estando reduzido e fragmentado, esse bioma apresenta
cerca de 20.000 espécies vegetais, sendo que destas 35% existem no Brasil,
incluindo diversas espécies endémicas e ameacadas de extincdo (MMA, 2015).

Apesar de sua enorme riqueza e importancia biologica, as florestas tropicais
foram drasticamente reduzidas por meio de processos como desmatamento,
gueimadas, corte seletivo de madeira e cacga (Pinto et al., 2007). A perda destes
ambientes € ocasionada principalmente pelo aumento da populacdo humana, o
que leva a um processo de industrializacdo, devido a necessidade de atender a
populacdo com bens manufaturados, acarretando uma grande demanda de
recursos naturais (Laurance e Bierregaard, 1997).

A perda de habitat € a principal causa da diminuicdo da biodiversidade e
esses pequenos fragmentos podem ser o Unico lugar propicio para determinadas
espécies (MMA, 2015). Além do mais, os remanescentes da Mata Atlantica séo
importantes por promover a protecdo de nascentes e fontes, regulagéo do clima,
manutencao da temperatura do solo e outros servigos (Atlantica, 2015).

A floresta e outras formas de vegetacdo nativa permitem a regulacdo do
regime hidrico permanente na alimentacdo do lencol freético, por isso, se faz
necessario recuperar areas da Mata Atlantica para garantir a preservacdo dos
recursos hidricos, além da paisagem, estabilidade geoldgica, biodiversidade, e o
fluxo génico da fauna e flora (MMA, 2015).

Devido a elevada diversidade e o historico de devastacdo, a Mata Atlantica
esta incluida entre os 34 principais “hotspost” mundiais, ou seja, centro de alta
biodiversidade, em que a extensédo original foi bastante reduzida, colocando em
risco a sobrevivéncia de incontaveis espécies de animais e plantas (IUCN, 2015),
sendo, portanto, um ecossistema prioritario para conservacdo. Também, em
funcéo da importancia deste bioma, o mesmo foi declarado como uma Reserva de
Biosfera pela UNESCO (Oliveira-Filho e Fontes, 2000).

No Rio de Janeiro, a Mata Atlantica cobria 100% de toda area do estado e
era composta de ecossistemas associados como matas de altitude, restingas e
mangues (Rambaldi et al., 2003). Entretanto, perdeu parte de sua cobertura
florestal original, restando apenas menos de 20% (Atlantica, 2015). Dessa
maneira, muitos programas de reflorestamentos com espécies nativas sao
aplicados para a recuperagdo ou restauracdo da Mata Atlantica, utilizando

diferentes metodologias como condugdo da regeneracdo natural de espécies



nativas ou com plantios de espécies nativas através de mudas ou sementes, tendo
como prioridade para a recuperacdo destas areas degradadas, o uso de espécies
vulneraveis a extincdo (Chazdon et al., 2007).

Sendo assim, a necessidade de sementes viaveis para atender o0s
programas de conservacdo e producdo florestal tem elevado o numero de
pesquisas, envolvendo a fisiologia e 0s processos bioquimicos quanto ao
armazenamento e germinacéo de diversas sementes (De La Fuente et al., 2011;
He e Yang, 2013; Zhang et al., 2014; Aragéao et al., 2015).

1.2 - A espécie Cariniana legalis

Dentre as inuUmeras espécies endémicas da Mata Atlantica e aquelas
vulneraveis a extincdo se tem a C. legalis (Martius) Kuntze. Essa espécie
conhecida popularmente como jequitiba-vermelho é uma espécie arbdrea
pertencente a familia Lecythidaceae, composta de 17 géneros e 300 espécies, as
quais possuem distribuicdo Pantropical, cuja distribuicdo cobre as regifes de
todos os continentes (Matta e Scudeller, 2012). Destas, 300 espécies, 11 séo
endémicas da Mata Atlantica (Smith et al., 2012).

No Brasil a C. legalis possui distribuicdo geografica restrita ao litoral da regido
Nordeste e Sudeste do Brasil (Figura 2) (Carvalho, 2003).

A arvore é semicaducifélia e possui tronco retilineo, com fuste de até 50 m
de altura e didmetro a altura do peito de até 1 m, e copa em forma de guarda-
chuva (Reitz, 1981).

As plantas da C. legalis sdo monoicas e se reproduzem em torno dos 20
anos de idade (Sebbenn et al., 2000). O florescimento no Estado do Rio de
Janeiro se da nos meses de abril a maio, frutificando de julho a setembro
(Carvalho, 2003).

O fruto é um pixidio capsular alongado e lenhoso, com dimensdes de
aproximadamente 7,0 cm de comprimento e 2,5 cm de diametro. O fruto também
possui uma abertura superior circular, o que confere uma deiscéncia transversal
separando uma tampa apical (opérculo) do restante do fruto (anfora), com
dispersdo anemocorica (Gongalves e Lorenzi, 2011). Cada fruto € composto de
10 a 15 sementes aladas de até 3,0 cm de comprimento, com nucleo seminal
basal (Carvalho, 2003)
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Figura 2: Mapa da distribuicdo de C. legalis no Brasil. Os pontos verdes indicam
os locais de ocorréncia natural desta espécie. Fonte: Carvalho (2003).

Embora as sementes tenham sido classificadas como recalcitrantes por
Régo (2002), sua viabilidade mantém-se por até 12 meses em camara seca ou
fria, porém perdem a viabilidade a medida que se prolonga o armazenamento
(Carvalho, 2003). Recentemente, esta espécie foi classificada como de
comportamento ortodoxo de acordo com a qualidade fisiolégica durante o
armazenamento (Abreu, 2009).

A madeira de C. legalis € classificada como madeira de lei,
moderadamente pesada, possuindo superficie lisa e usada em carpintaria,
compensados, laminados, celulose e papel (Régo, 2002), além de ser indicada
em reflorestamentos para recuperacao ambiental (Carvalho, 2003).

Devido a sua importancia econdmica para a producdo de madeira, esta
espécie foi intensamente explorada, encontrando-se, atualmente poucas plantas
remanescentes nos seus locais de ocorréncia, sendo classificada como vulneravel

pela IUCN (IUCN, 2015). Indicando que as espécies sofreram reducdo de 30% de



individuos adultos nos ultimos dez anos ou que esta reducdo esta projetada para
0s préximos dez anos, com probabilidade de reducdo de pelo menos 10% dos
individuos adultos neste periodo (IUCN, 2015), enfrentando um risco alto de
extincdo em meédio prazo, devido a exploracdo desordenada e sem plantio de
reposicao (Carvalho, 2003).

Da casca se extrai substancias tanantes tais como o tanino, que tem
funcdo desinfetante e resina que pode ser usado na medicina popular, contra
afeccdes da boca, inflamagcdo da garganta, amigdalites e faringites (Carvalho,
2003). Suas flores apresentam potencial apicola e suas sementes, além de serem
usadas na dieta de animais, também sdo Uteis para 0 uso em plantios mistos
(Carvalho, 2003).

As sementes de C. legalis ndo apresentam dificuldades para a germinacgéo e
nao sdo afetadas, dentro da faixa adequada, por fatores como temperatura, luz e
umidade (Kageyama e Viana, 1989). A germinacdo das sementes é epigea e
abundante nas primeiras semanas da colheita. Entretanto, as sementes perdem a
viabilidade a medida que se prolonga o armazenamento, dificultando a utilizacédo
dessa espécie em programas de melhoramento genético e de reflorestamentos
(Régo, 2002).

Apesar de o Brasil possuir grande diversidade de espécies florestais, com
grande valor econdmico, muitas delas sdo exploradas sem que haja informacdes
quanto as fases de seu ciclo biolégico, sistema de propagacéo e reproducao de
mudas. Neste contexto, na tentativa de compreender 0os mecanismos dessas
espécies, torna-se imprescindivel a aquisicdo de conhecimento sobre morfologia,
da germinacdo, bem como o manejo e a devida reproducdo, reposicdo e

regeneracao natural das espécies ameacadas de extincdo (Carvalho, 2003).

1.3 - Desenvolvimento e germinacao de sementes

A formacdo e a germinacdo da semente sdo as etapas cruciais no
desenvolvimento vegetal, sendo resultado de um complexo controle espacial e
temporal do metabolismo, onde muitos hormdnios atuam na regulacdo da
expressao de multiplos genes (Sheoran et al., 2005).

A formacdo completa do ciclo reprodutivo da semente comega com O

desenvolvimento das flores e polinizagcdo e o desenvolvimento do embrido, a



partir do zigoto que € formado pela fusdo de um ovo e uma célula espermética, e
o tegumento da semente € desenvolvido a partir de integumentos do évulo
(Miernyk et al., 2011). O tecido para armazenamento dos nutrientes pode ser o(S)
cotilédone(s), ou endosperma. Este ultimo é derivado da dupla fertilizacdo, é
triploide e rico em 6leo e/ou proteinas e/ou amido (Linkies et al., 2010).

A semente compreende trés partes basicas: o embrido; um tecido de
armazenamento de nutrientes para ser usado previamente pelo embrido até
alcancar a autotrofia, e o tegumento, para protecdo da semente (Haughn e
Chaudhury, 2005). Apés sua maturacdo, com a formacdo de um embrido
funcional, a semente € dispersa da planta, e o desenvolvimento deste embrido
permite o0 estabelecimento de uma plantula, permitindo a sobrevivéncia e
garantindo o inicio de uma nova geracéo (Koornneef et al., 2002).

Muitas sementes concluem seu desenvolvimento com uma etapa conhecida
como dessecacdo, caracteristico de sementes ortodoxas que, quando dispersas
pela planta-mée, apresentam baixos contetddos de agua, em torno de 5 a 10% de
seu peso fresco (Castro et al., 2004). Segundo Oliver et al. (2001), a tolerancia a
dessecacdo em plantas € um fenbmeno comum nas estruturas reprodutivas, tais
como, pdlen, esporos e sementes e pode ser definida como a capacidade de
recuperar quase toda agua protoplasmatica perdida (80-90%). Essa tolerancia
estd sob a dependéncia de muitos genes cuja expressdo é controlada pelo
fitohormonio acido abscisico (ABA) (Hirayama e Shinozaki, 2007).

De acordo com (Kermode (1997)), a desidratacdo é um evento pré-
programado garantindo as sementes resistir a ambientes desfavoraveis e, quando
nao dormentes, poderem restabelecer a atividade metabdlica e crescer em
condi¢cBes adequadas para a germinacdo (Han et al., 1999). A reduzida atividade
garante a preservacdo da viabilidade das células embrionarias no estado seco,
podendo se estender por séculos, mantendo assim o potencial de germinacéo
(Donohue et al., 2010).

Ao contrario, em sementes recalcitrantes, geralmente ndo se verifica uma
etapa de dessecacado ao final do desenvolvimento e da dispersdo das sementes,
pois tais sementes apresentam-se metabolicamente ativas quando dispersas
(Castro et al., 2004), com variagdes entre espécies quanto ao tipo e intensidade
do metabolismo, estado de desenvolvimento, e concentracdo de agua ao se

dispersar (Berjak e Pammenter, 1994).
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Em sementes recalcitrantes o conteldo de agua pode ser mantido
relativamente alto, em torno de 60 a 70% de seu peso fresco (Castro et al., 2004)
e dessa forma, o desenvolvimento das sementes progride, culminando na
germinacao, consequentemente, com a emissdo da radicula, sem a necessidade
de suprimento exdégeno de &gua, ou, quando presente a fase de embebicdo, se
mostra de forma ténue em comparacdo com as sementes ortodoxas (Berjak e
Pammenter, 1994). Assim sendo, sementes recalcitrantes ndo passam pela fase
de secagem e quiescéncia metabdlica (Catusse et al., 2008b).

Devido a este padrdo de metabolismo germinativo, as sementes
recalcitrantes séo caracterizadas por apresentarem baixa viabilidade e propensao
as injurias por resfriamento (Castro et al., 2004). De acordo com Barbedo e Filho
(1998), as diferencas no comportamento existente entre as sementes ortodoxas e
recalcitrantes sdo resultantes de processos de sele¢do natural, em concordancia
com as condi¢cdes ambientais em que a espécie se desenvolveu. A germinagéo
pode ser dividida em trés fases: a) embebicdo, b) reativacdo da atividade

metabdlica e c) inicio do crescimento da plantula (Nonogaki et al., 2010) (Fig 3).

Germinacdo stricto sensu Pos-germinacio

Fasel | Fasell Fase III

s Crescimento de plantula :

Mobilizacdo de resevas em tecidos de armazenamento ;

1 Emergéncia radicular devido a expansio celular pum-

; ‘Grande
mobilizacao
de reservas

E Mobilizacdo de reservas (oligossacarideos, degradacdo de
| polimeros muito limitado no embrido

Conteiido de iigna de semente ¢ plantula

Transcricdo e tradugio de novos mRNA : >

. Tnduqio ou dtgr:daqio do Divisdo celular | —
mRNA armazenado '

! Sintese do DNA == >
' Reparo do DNA '

v

e—  Respiracio, reparo e multiplicagio mitocondrial

Tempo

Figura 3: Curva trifasica dos eventos fisicos que ocorrem durante a germinagao
(Fase | e 1) e crescimento inicial da plantula (Fase Ill). Adaptado de Nonogaki et
al. (2010).
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Durante o processo germinativo ocorrem Varios eventos, tais como: ativagao
da respiracdo (Bewley, 1997), reparo de macromoléculas (Osborne, 1983)
mobilizacdo de reservas (Gallardo et al., 2002) e reiniciagdo do ciclo celular
(Vazquez-Ramos e de La Paz Sanchez, 2003).

Em sementes secas o potencial de 4gua é muito baixo o que provoca influxo
rapido da &gua e durante a embebicdo a semente aumenta de tamanho
rapidamente, ocorrendo mudancas no tamanho e se da em varios pontos de
entrada, tais como a micropila, hilo ou superficie (Preston et al., 2009).

Entretanto, todas as células dos tecidos embrionéarios e dos demais tecidos
apresentam potencial hidrico, que pode ser especifico a cada tecido (Castro et al.,
2004) e o progresso da embebicdo vai variar entre sementes e os diferentes
tecidos (Wojtyla et al., 2006).

A &gua apresenta inumeras funcdes, contribuindo para o amolecimento do
tegumento, intensificacdo da velocidade respiratéria, favorecer as trocas gasosas,
induzir a sintese e atividade de enzimas e hormdnios e contribuir para a
regularidade da degradacdo, translocacdo e assimilacdo das reservas e
crescimento subsequente (Castro et al., 2004).

De acordo com Bewley et al. (2013), a embebicdo de 4gua nas sementes se
da através de um padréo trifasico. A fase inicial de absorcédo de agua, ou fase |, é
uma fase rapida que dependera do gradiente de potencial hidrico entre a semente
e o0 seu ambiente (Figura 3).

O influxo de 4gua para dentro das células de sementes secas durante a fase
| resulta em perturbacdes temporarias estruturais, em particular as membranas,
que conduzem a uma fuga rapida e imediata de solutos de baixo peso molecular e
metabdlitos na solucéo circundante de embebicao (Bewley, 1997). Nessa primeira
fase também acontece reparo DNA mitocondrial. As atividades respiratorias
também podem ser detectadas poucos minutos apds o inicio da embebicéo
(Bewley et al., 2013).

Dentro de um curto espacgo de tempo de reidratagcdo, as membranas voltam
a sua configuracdo mais estavel, em que o tempo de vazamento de solutos é
reduzido. Este é o sintoma de transicdo dos componentes de fosfolipidios de
membrana a partir da fase de gel obtida durante a maturacdo para o estado

normal liquido cristalino hidratado (Crowe et al., 1992).
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Além do mais, a protecdo da integridade celular na reidratacdo é protegida
pela producédo de substancias protetoras como proteinas do tipo deidrinas (Han et
al., 1999), bem como por oligossacarideos (Obendorf, 1997).

As vias glicoliticas e a oxidativa pentose-fosfato recomecam também durante
a fase | e as enzimas do ciclo de Krebs se tornam ativas (Botha et al., 1992).
Além do mais, em sementes secas ha a presenca de mitocondrias, que embora
pouco diferenciados em funcdo da secagem na maturacdo, contém enzimas
suficientes que sustentam o ciclo de Krebs e a producdo de ATP (adenosina
trifosfato) durante a sequéncia de embebicéo (Bewley et al., 2013).

O processo € basicamente fisico, onde o conteudo de agua da semente
alcanca um nivel, mantido constante ou aumentando lentamente por um periodo
conhecido como fase de preparacao e ativacdo do metabolismo, ou apenas fase
II. Durante a fase Il, sdo ativados os processos metabdlicos requeridos para o
crescimento do embrido e a conclusédo do processo germinativo (Castro et al.,
2004).

Todos 0s componentes necessarios para a retomada da sintese de
proteinas estdo presentes nas células das sementes secas e durante a
reidratacdo os ribossomos realizam a sintese de proteinas utilizando RNAm
armazenados em sementes secas (Bewley et al., 2013). De acordo com Bewley e
Marcus (1990), a maioria dos RNAmM presentes em sementes codificam proteinas
Uteis para o funcionamento normal do metabolismo celular.

A fase Il € uma etapa fundamental no desenvolvimento de uma nova planta,
em que pode ocorrer tanto a emergéncia da radicula e o estabelecimento da
plantula, ou a semente pode se manter em um estado dormente, caso nado
encontre condices ambientais adequadas de germinar (Catusse et al., 2008a).
Na fase Il ocorre sintese de mitocéndrias, bem como a tradugcdo de mRNA
armazenado (Howell et al., 2006). E também considerada uma fase de
metabolismo ativo, durante a qual as reservas de mobilizacdo sdo iniciadas
(Dinkova et al., 2011).

A sintese de DNA ocorre nas células da radicula logo apds o inicio da
embebicdo. A principio, essa sintese aconteceria para reparar danos celulares
que ocorrem durante a dessecacao e reidratacdo nas sementes. Outro periodo de
sintese de DNA ocorre apdés a protrusdo radicular associado com a divisao celular
(de Castro et al., 1995).
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A fase Ill da embebicdo € marcada por um aumento no contetudo de agua na
semente, devido a associagdo com o inicio do crescimento do embrido (divisao
celular e consequente alongamento embrionario e protrusdo da radicula) e,
posteriormente, conclusdo da germinacdo e é nessa fase de pds-germinacéo que
a radicula comecga a crescer (Bewley, 1997). Entretanto, a absor¢cdo de agua
continua durante o crescimento de plantulas. E uma fase em que a mobilizag&o
de reservas se torna importante para o estabelecimento de plantulas até que ela
se torne fotossinteticamente ativa (Bewley, 1997).

As reservas das sementes contidas nos 6rgdos de armazenamento sdo de
alto peso molecular que, posteriormente, sdo convertidos a metabdlitos de baixo
peso molecular para serem transportados facilmente para regides de crescimento.
Os Orgaos que armazenam as reservas nas sementes podem conter dois ou mais
tipos de reservas, podendo ser carboidratos, 6leo ou proteinas, que s&o
hidrolisados e usados posteriormente pelo embrido (Bewley et al., 2013). No que
diz respeito as reservas das sementes formadas por proteinas, elas podem ser
classificadas em albumina solGveis em agua; globulinas solaveis em solugdes
salinas e insolUveis em agua; glutelinas solaveis em acido diluido ou em solucdes
alcalinas e a prolaminas solliveis em alcodis. As proteinas de reserva séo
utilizadas como fonte de nitrogénio no desenvolvimento e germinacdo do embrido
(Shewry et al., 1995).

Outro processo importante durante a germinacdo de sementes é a
respiracao, que é a oxidacdo de compostos de carbono resultando em CO; e H,0,
através de uma série de reacdes, utilizando o oxigénio como aceptor final de
elétrons para producdo de energia de compostos secundarios (Bewley et al.,
2013). A energia produzida pela respiracao € liberada e conservada na forma de
ATP, que posteriormente serd usado na manutencdo e desenvolvimento da
plantula (Bewley et al., 2013). Outros substratos podem ser utilizados durante a
respiracdo, tais como o amido, sacarose, frutose, glicose, lipidios, acidos
organicos, proteinas (Marenco e Lopes, 2009).

Durante a absorcdo de agua pela semente ha uma intensificacdo das
atividades respiratorias e também de outras atividades metabdlicas, que
possibilitam o fornecimento de energia e nutrientes para a retomada do

crescimento embrionario (Bewley, 1997).
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Além disso, para que haja eficiéncia na producéo de ATP € importante que
a atividade e integridade das mitocondrias dos embrides sejam mantidas a partir
do inicio da embebicdo, havendo dessa maneira aumento do consumo de
oxigénio, bem como, maior liberacao de CO, (Bewley et al., 2013).

Importantes moléculas para o processo respiratério como DNA, RNA,
proteinas, lipidios, carotendides, fitormonios, séo formadas através de esqueletos
carbonados resultantes da respiracéo celular (Marenco e Lopes, 2009).

A sintese dessas moléculas importantes para o crescimento € possivel
através das substancias de alto poder redutor, tais como o NADH, FADH;, e a de
elevado contetudo energético como o ATP (Marenco e Lopes, 2009). Ou seja, nem
todo carbono contido no substrato respiratério € liberado em forma de CO, e nem
todos os elétrons se combinardo com O, para produzir H,O (Marenco e Lopes,
2009).

Todos os componentes Uteis para a atividade metabdlica durante a
germinacdo estdo presentes em formas potencialmente ativas em sementes
secas, incluindo mRNAs, proteinas ribossomais e fatores de iniciacdo ao
alongamento e nas sementes secas conttm mRNAs armazenados durante a
maturacdo, que garantem a sobrevivéncia a dessecacao (Rajjou et al., 2004).

Mais de 10000 diferentes mMRNAS armazenados foram identificados nas
andlises de transcriptoma de Arabidopsis (Okamoto et al., 2010). A maioria dos
MRNAs armazenados sdo transcritos que codificam proteinas do grupo LEA (“late
embryogenesis abundant”). As proteinas LEA permitem a manutengdo da
estabilidade, capacidade de reparo do DNA e de reposicdo de agua necessaria
para a manutencao da estrutura das membranas (Goyal et al., 2005).

O metabolismo € ativado durante as fases | e Il, através da absor¢cédo de
agua, por meio de enzimas que foram armazenadas na semente durante a sua
maturacdo (Weitbrecht et al., 2011).

Em uma abordagem protedmica em Arabidopsis verificou-se que grandes
nameros de enzimas envolvidas nas principais vias metabdlicas encontravam-se
nas sementes secas e permaneceram estaveis ou mais acumulados durante a
germinacao (Fu et al., 2005), incluindo enzimas de vias de producéo de energia,
tais como as envolvidas na glicélise (6- fosfofrutuquinase (PFK), fosfoglicerato
quinase (PGK)), e no ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) (malato desidrogenase)
(Weitbrecht et al., 2011).
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Além do mais, as sementes secas contém pouca quantidade de ATP,
necessitando da hidratacdo para que um aumento rapido na producdo aconteca
em associacdo com a troca de gas (Benamar et al., 2008). A hidratacdo também
favorece o reparo das mitocondrias pré-existentes de forma a contribuir para a
producdo de ATP (Benamar et al., 2008).

Nas sementes, as proteinas armazenadas, além de serem fontes de
aminoacidos, também contribuem para a producédo de energia em forma de ATP
(Angelovici et al., 2011).

A utilizacdo das fases de embebicdo € importante para mostrar como
acontecem o0s eventos durante a germinagdo de sementes, no entanto, em
algumas espécies esse padrao ndo é bem definido (Nonogaki et al., 2010). Estes
eventos também ndo definem temporalmente os eventos metabdlicos que
ocorrem no interior da semente (Nonogaki et al., 2010). Entretanto, com a
aplicacdo do estudo da protedbmica € possivel averiguar quais mudancas
ocorreram em nivel de proteinas durante a germinacdo das sementes e assim
inferir o que de fato estd ocorrendo em cada fase durante a embebicdo da

semente.

1.4 - Protebmica na germinacdo de sementes

O proteoma representa o conjunto completo de proteinas que estdo
presentes num organismo, 6rgao especifico, tecido, célula ou mesmo o0s
compartimentos subcelulares refletindo o estado atual de funcionamento de um
sistema em condi¢cBes especificas e a expressao funcional do genoma (Jorrin et
al., 2007).

As plantas, de maneira geral, possuem mais genes que o genoma humano,
e por isso, se tornam organismos mais complexos para estudo (Neilson et al.,
2010). Além disso, o numero de genes ndo pode ser facilmente correlacionado
com o numero de proteinas funcionais, uma vez que um organismo possui varias
regulacdes do gene, tais como, a transcri¢ao, splicing, traducéo e pés-traducéo na
maturacéo da proteina (Vadivel e Kumaran, 2015). E vérios fatores fisicos como o
tipo de tecido, estagio de desenvolvimento, estimulos ambientais também afetam

a expressao génica em plantas (Rampitsch e Srinivasan, 2006).
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Além do mais, devido ao numero de niveis de ploidia em algumas plantas e
a presenca de varias isoformas da proteina, estudar o proteoma de plantas pode-
se tornar complexo (Vadivel e Kumaran, 2015). Entretanto, mesmo diante da
complexidade que é estudar a dinamica das proteinas, a andalise protedmica é
importante por correlacionar melhor com o fenétipo biolégico (Zubarev, 2013).

A utilizacéo da protedmica tem sido util para documentar a distribuicdo geral
das proteinas de um tecido, célula, identificar e caracterizar as proteinas de
interesse e elucidar suas funcdes e associacdes (Ciero e Belllato, 2002)

O estudo de prote6bmica em plantas tem tido vérias abordagens, podendo
ser descritivo, comparativo, subcelular, PTMs, interatbmicas, protedmicas, e a
protedmica translacional que visa o aumento da producao agricola e de alimentos,
fibras e abastecimento de combustiveis favorecendo a sustentabilidade ambiental,
crescimento econémico e o bem-estar humano (Jorrin-Novo et al., 2015).

A protebmica comparativa € a estratégia que permite a elaboracao de perfis
proteicos, estudo da expressdo proteica ao longo de diferentes estadios de
desenvolvimento, garantindo a identificacdo de proteinas estadio-especifico, cuja
expressao possa ser usada como marcadores do desenvolvimento (Dias et al.,
2010). Ela permite a comparacdo quantitativa de varias proteinas através da
andlise de um conjunto de géis em varios experimentos, por meio de algoritmos
de computador para a detec¢éo dos spots, bem como a quantificacdo. O primeiro
passo da analise é verificar os géis 2-DE e captura-los como imagens digitais,
importa-los para o software e analisar o gel para deteccdo dos spots, local e
quantificagdo do spot (Hurkman e Tanaka, 2007) (Figura 4).

Além disso, as imagens devem ser inspecionadas e editadas manualmente
guando necessarias para verificar a deteccéo local de correspondéncia dos spots
e a uniforme em todos 0s géis e assim garantir a normalizacdo dos volumes dos
spots e a quantificacao precisa dos dados, proporcionando a extracdo do conjunto
de dados que, juntamente com a identificacdo das proteinas, fornecerdo
informagdes dos processos bioquimicos associados com proteomas especificos
(Hurkman e Tanaka, 2007).
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Figura 4. Etapas da analise prote6mica em plantas, utilizando a plataforma 2-DE.

As metodologias mais aplicadas para o estudo do proteoma tem sido a
eletroforese bidimensional (2-DE) combinada com a espectrometria de massas, e
a analise em shotgun que é uma tecnologia de identificacdo proteica
multidimensional que possibilita identificacdo de um numero maior de proteinas,
com plataformas automatizadas e de alto rendimento. Em contrapartida, € mais
aplicada em espécies que possuem genoma sequenciado (Champagne e Boutry,
2013). Essa técnica consiste na digestdo de proteinas de amostras complexas
que sdo separadas em cromatografia liquida (UPLC) de ultra-alta presséo
acoplada a um espectrobmetro de massas (Motoyama e Yates lll, 2008).

A estratégia MS/MS possibilita a identificacdo mais precisa porque permite a
determinacdo da sequéncia de aminoacidos (Chen e Harmon, 2006). Além do
mais, 0s espectros obtidos permitem a identificagcdo de proteinas por similaridade
de sequéncias entre espécies proximas, tornando importante principalmente
guando a espécie estudada possui pouca informacado em bancos de dados (Chen
e Harmon, 2006).

Uma série de trabalhos tem utilizado a técnica de fracionamento proteico, a

eletroforese bidimensional 2-DE, juntamente com a espectrometria de massas
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MS/MS para fragmentacdo de peptideos e posterior identificacdo das proteinas
através de bancos de dados especificos, tais como os de (Correia et al., 2012; de
Carvalho Silva et al., 2014; Vale et al., 2014; Varhanikova et al., 2014; Nguyen et
al., 2015).

Ghosh e Pal (2012) analisaram os cotilédones de sementes germinadas de
Vigna radiada e através da andlise comparativa obtiveram 102 spots
diferencialmente expressos, e 74 proteinas identificadas. As proteinas
identificadas estiveram associadas ao estresse na adaptacédo da tensdo durante a
germinacao.

Rana e Sreenivasulu (2013) averiguaram alteracdes proteicas durante a
germinacdo de sementes de Aconitum heterophyllum. Verificaram 40 proteinas
diferencialmente expressas envolvidas no metabolismo, regulacdo de DNA,
tolerancia ao stress. De acordo com os autores, estas alteracdes proteicas sao
responsaveis por alteracdes fisiologicas, fisicas e contribuem para um aumento
na porcentagem de germinacao.

Comparando-se sementes germinadas e as ndo germinadas (dormentes) em
Podophyllum hexandrum Royle (Dogra et al., 2013) obtiveram 113 proteinas
diferencialmente expressas, dentre as quais, 59 estiveram relacionadas ao
metabolismo, 17 com a sinalizacdo de ABA/GA e 15 ao estresse. O estudo
revelou que a protrusdo radicular ocorre devido ao aumento no acumulo de
hidrolases na parede celular, tais como a beta-1,3- glucanase enfraquecendo o
endosperma.

He e Yang (2013), para a protedmica da germinacao de arroz, verificaram
que o maior grupo de proteinas identificadas estava envolvido nas vias
metabdlicas de carboidratos, incluindo a glicélise, ciclo do TCA, fermentacéo,
gluconeogénesis, ciclo do glioxilato e via das pentoses fosfato. Das proteinas
encontradas, 22 catalisavam os passos da glicolise, sendo a maioria delas up-
regulada no inicio da embebicao.

Poucos estudos com respeito a sementes de espécies lenhosas estéo
disponiveis na literatura. Pawlowski (2009), por exemplo, mostrou que o
mecanismo de quebra da dorméncia de sementes envolve diversos processos,
tais como, proteinas do metabolismo energético, de proteassoma, transcricao,

sintese de proteinas, de transducao de sinal e do metabolismo de metionina.
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Zhang et al. (2014), por exemplo, analisaram a germinacdo de sementes de
Magnolia sieboldii, e encontraram 59 proteinas diferencialmente expressas. As
proteinas identificadas formaram oito grupos de acordo com suas respectivas
funcdes. A maior percentagem foi atribuida a proteinas de armazenamento (31%),
seguido do metabolismo (18%), estresse/defesa (18%).

A protedmica também tem sido aplicada na investigacdo de proteinas
relacionadas a germinacao em resposta a fatores ambientais (Tan et al., 2013) ao
vigor de sementes (Zhang et al., 2015); no desenvolvimento da semente,
tolerancia a dessecacdo (Wang et al., 2015); longevidade de sementes (Nguyen
et al., 2015), dentre outras finalidades.

A abordagem protedmica tem sido aplicada com sucesso para averiguar
mudancas qualitativas e quantitativas nos padroes de expressao de proteinas
durante o crescimento e desenvolvimento, bem como para anélise de resposta a
varios estimulos bidticos e abioticos. Além destas finalidades, a analise
protedmica permite expandir as informacfes bioldgicas, entender melhor os
aspectos relacionados a germinacdo de semente. Embora inUmeros avangos
tenham ocorridos nos estudos de protedmica durante a germinagéo de sementes
de varias espécies, ndo existem relatos de investigacao a respeito de alteracdes
proteicas na germinagdo de sementes em C. legalis, sendo esse, portanto, um

trabalho pioneiro para a espécie em questao.

1.5 - Eletroforese Bidimensional

As proteinas desempenham papel importante nos processos celulares,
atuando como componentes estruturais, catalisadores de rea¢des bioquimicas,
tais como metabolismo, sinalizacédo e regulagcédo (Feng et al., 2009). Além disso,
as modificacBes das proteinas por serem dinamicas, e suas propriedades fisicas
e quimicas variaveis torna o estudo da andlise do proteoma ainda mais desafiador
(Feng et al., 2009).

A eletroforese bidimensional € um processo dividido em dois passos, a
primeira dimensdo ou a focalizacdo isoelétrica em que as proteinas sao
separadas de acordo com os seus pls (IEF) (usando tiras de gel de gradientes

com pH imobilizado) e a segunda dimenséo a separacao das proteinas em funcéo
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da sua massa molecular em dodecil sulfato de sddio em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). A abundancia de proteinas analisadas utilizando 2-DE pode ser
estimada através da intensidade de colorac&o no gel (Rabilloud e Lelong, 2011).

Entretanto, antes que a primeira dimenséo seja executada é necessario um
bom preparo da amostra, com a extragdo de proteinas e a solubilizacdo, que sao
passos fundamentais para 0 sucesso e progresso das demais etapas (Balbuena
et al., 2011).

O preparo ideal de uma amostra consiste em solubilizar todas as proteinas,
eliminar todos 0s compostos que possam interferir na primeira separacao
(Rabilloud e Lelong, 2011) e o método de preparacdo da amostra vai depender do
objetivo da separacédo (Rabilloud e Lelong, 2011).

Os componentes que podem interferir na eletroforese bidimensional sédo os
compostos fendlicos, carboidratos que podem entupir os poros do gel,
terpenoides, pigmentos, lipidios que podem causar estrias e afetar negativamente
a reprodutibilidade dos géis de 2-DE (Carpentier et al., 2005).

Quando ndo se tem um protocolo estabelecido para o preparo da amostra é
necessario que se faca testes de diferentes métodos de extracao a fim de isolar e
fracionar as proteinas de maneira que se solubilizem quantidades elevadas de
proteinas a fim de se obter géis 2-DE consistentes e reprodutiveis (Wang et al.,
2008).

Para extracao das proteinas é necessario a utilizacdo de produtos quimicos
sem carga (neutros), e para isso se utiliza da combinacéo de agentes caotrépicos,
tais como a ureia e a tioureia que sao excelentes agentes desnaturantes e de
solubilizacdo (Rabilloud e Lelong, 2011). Por sua vez, a adicdo de detergentes
eletricamente neutros (zwitteribnico) € utilizada para dissolver lipidios e garantir as
condi¢bes adequadas para IEF, além de solubilizar e minimizar a agregacéo das
proteinas (Rabilloud e Lelong, 2011).

O fenol e o TCA-acetona também sdo metodologias comumente usadas na
extracdo de proteinas vegetais, mas o método de TCA-acetona inclui uma baixa
solubilidade contribuindo para uma baixa resolucdo de proteinas, sendo mais
eficaz para os tecidos mais novos (Santoni et al., 1997).

O fenol é mais indicado para plantas lenhosas e outros tecidos vegetais por
separar a proteina e as substancias interferentes no interior do tecido (Carpentier

et al., 2005). A extracdo com fenol, seguido da precipitacdo em solucdo de
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acetato de aménio/metanol, tem aumentado o numero de spots, a resolucédo dos
géis e considerado mais apropriado para tecidos recalcitrantes (Carpentier et al.,
2005).

Embora, ambos os métodos concentrem a amostra e simultaneamente,
removam componentes interferentes antes da 2-DE, os protocolos baseados em
fenol possibilitam maiores rendimentos de proteinas e resolugdo dos géis, se
comparados com o uso do TCA/acetona (Wu et al., 2014).

Em contra partida, a utilizacdo de solucéo ureia e tioureia tem se mostrado
capaz de aumentar a solubilizacdo de proteinas conjugadas a acgucares e
proteinas hidrofébicas (Carpentier et al., 2005). Sendo amplamente utilizada na
extracdo de proteinas principalmente em tecidos vegetais (Rabilloud e Lelong,
2011). Em trabalhos realizados por Balbuena et al. (2011), essa metodologia
resultou na deteccdo de maior numero de spots e maior reprodutibilidade.

Outras abordagens mais modernas estao sendo aplicadas para o estudo da
prote6bmica, tais como gel-free (isento de gel), também designada de shotgun em
gue o complexo de fracBes peptidicas gerados apos a digestao proteolitica, pode
ser resolvido utilizando diferentes estratégias de fracionamento, oferecendo
andlise de alto rendimento do proteoma (Abdallah et al., 2012).

Embora esta nova abordagem tenha sido desenvolvida com o intuito de
substituir a 2-DE, ambas as plataformas tém a capacidade de resolver diferentes
caracteristicas, e a escolha, muitas vezes, é determinada pela questao biolégica e
objetivo abordado (Abdallah et al., 2012).

Por ndo existir um unico método que forneca informacdes qualitativas e
guantitativas de todos os componentes de uma mistura complexa proteica,
sugere-se que ambas as abordagens tanto a 2-DE e shotgun se complementem a
fim de uma andlise global mais enriquecida, fornecendo uma melhor
compreensao das questdes biolégicas (Abdallah et al., 2012), embora ndo possa
detectar todas as proteinas ao mesmo tempo ou mesmo a maioria das proteinas
em um unico experimento (Feng et al., 2009).

Todavia, a técnica de eletroforese bidimensional ainda permanece
amplamente utilizada. Por exemplo, em um levantamento entre os anos de 2008 a
2013, verificaram a existéncia de 1037 artigos publicados no Journal of

Proteomics, destes, 73 artigos eram referentes a analise prote6mica de diversas
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espécies de plantas (Wu et al., 2014). Dos 73 artigos, 70 foram baseados em 2-
DE e apenas 3 usaram o método de gel free (Wu et al., 2014).
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material Vegetal

Sementes de C. legalis foram obtidas do viveiro Caicara em Brejo Alegre,
Séo Paulo (21°9'58" S e 50°10'55" W), em novembro de 2013. As sementes foram
armazenadas na geladeira a 8°C por um periodo de trés dias antes do inicio do

experimento.

2.2 - Curva de embebicéao

Para a curva de embebicéo, utilizaram-se cinco repeticdes de 10 sementes
em cada, que foram recolhidas de dois em dois dias. As sementes foram
colocadas em copos de 200 mL de polietileno contendo vermiculita e substrato
vegetal (Basaplant®, Sao Paulo, Brasil, pH 5,8 + 0,5) na proporcéo 2:1 e foram
mantidos em estufa, com 30% de sombreamento. A irrigacao foi realizada duas
vezes por dia (de manha e a tarde). Para a estimativa de matéria fresca (MF), as
sementes foram pesadas a cada dois dias até o 12° dia de embebicdo. Depois

disso, as sementes foram acondicionadas em sacos de papel e armazenadas na
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camara de circulacdo de ar forcado a 70°C durante um periodo de 24h para
completar a desidratacdo e para a obtencdo de matéria seca (MS) e dos valores

de conteudo de agua (CA).

2.3 - Germinacgao de sementes

As sementes de C. legalis foram submetidas a um teste de germinacéo, a
fim de estabelecer os dias de coleta durante a germinacéo. Durante este periodo,
as sementes foram observadas diariamente (Figura 5A). Para os testes de
germinacao, as sementes foram colocadas em copos de 200 mL de polietileno
contendo vermiculita e substrato vegetal (2:1) e foram mantidos em estufa, com
30% de sombreamento. A irrigacdo foi realizada duas vezes por dia (manha e
noite). As amostras foram coletadas em (dia O - sementes maduras) e apos 2, 4,
6, 8, 10 e 12 dias.

2.4 - Extracédo de proteinas

As sementes foram enxaguadas em agua Milli-Q e os tegumentos
removidos. O experimento foi realizado utilizando-se trés repeticdes bioldgicas
para cada dia avaliado. Para cada amostra biologica obtida foi utilizado 100 mg de
MF, que foi macerado em nitrogénio liquido. Para a andlise protedmica foram
considerados os dias 0, 4, 8 e 10 dias de embebic&o da semente.

Para a extracdo de proteinas, a metodologia utilizada foi a descrita por
Balbuena et al. (2011). O material pulverizado foi ressuspenso em tampéao de
extracdo contendo 7M de ureia, 2M de tioureia, 1% de ditiotreitol (DTT) (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA) 2% de Triton-X100 (todos da GE Healthcare,
Freiburg, Alemanha) 1 mM de fluoreto fenilmetanossulfonil (PMSF) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA), e 5 uM de pepstatina (Sigma-Aldrich). As amostras foram
agitadas durante 5 min a temperatura ambiente e centrifugada durante 20 min a
16.000 g, a 4°C. Os sobrenadantes foram recolhidos e quantificados utilizando 2D
Quant Kit (GE Healthcare).
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2.5 - Eletroforese Bidimensional (2-DE)

Para a eletroforese bidimensional, 700 ug de proteinas de cada triplicata
foram precipitados overnight em cinco volumes de acetato de amdnio (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil), 0,1 M com metanol (Merck, Darmstadt, Germany) a -20°C.
Apos esta etapa, as amostras foram centrifugadas a 16.000 g e os pellets obtidos
foram lavados duas vezes com acetato de amoénio e uma vez com acetona gelada
(Merck) e 20 mM DTT (Bio-Rad).

As amostras dos pellets foram diluidas em 350 yL com um tampéo de
reidratacdo constituido de 7M ureia, 2M tioureia, 2% de CHAPS (GE Healthcare),
0,5% de tampéo IPG (pH 3-10) (GE Healthcare), 1% de DTT e 0,002% de azul de
bromofenol (Sigma-Aldrich). As amostras foram inseridas em strips de IPG de 18
cm, pH 3-10 (GE Healthcare). A focalizagédo isoelétrica (IEF) foi realizada em
aparelho Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare) a temperatura de 20°C. A IEF consistiu
de uma etapa de reidratacdo de 12h seguida de mais cinco etapas: (1) 500V por
1h; (2) 1.000V por 45min; (3) 8.000V por 1h45min; (4) 8.000V por 2h30min e; (5)
1.000V por 6h.

Apbs a IEF, as amostras foram reduzidas por 15 minutos em uma solucéo
de equilibrio (1,5M Tris-HCI (GE Healthcare), a pH 8,8, composta de 6M ureia,
30% de glicerol (Sigma-Aldrich), 2% dodecil sulfato de sodio (Sigma-Aldrich), 125
mM de DTT e 1% azul de bromofenol (Sigma-Aldrich), sendo as amostras
posteriormente alquiladas em solu¢cdo de equilibrio contendo 125 mM de
iodoacetamida (GE Healthcare).

A segunda dimensdo foi obtida por meio de desnaturacdo em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). A separacdo foi efetuada em corrente
constante de 25mA por gel em um sistema vertical Protean Il Xi system (BioRad,
Richmord, USA). Apds obtencéo da segunda dimenséo, os géis foram fixados por
uma hora em solugdo contendo 40% de etanol e 10% de acido acético. Em
seguida, os géis passaram por uma etapa de lavagem e colora¢cdo com corante
Coomassie (0,1% de Coomassie brilhante blue G250, 1,2% de &cido ortofosférico
(85%) e 10% de sulfato de amonio) de acordo com o descrito por Neuhoff et al.
(1985).
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2.6 - Analise dos géis

Os géis bidimensionais (2-DE) foram digitalizados com auxilio do aparelho
Image Scanner Il (GE Healthcare) e analisados no programa de imagens Master
Platinum 7.0 (GE Healthcare), o que possibilitou a detecgéo, quantificacéo relativa
e comparacao dos spots obtidos entre os diferentes géis analisados. A calibracéo
do scanner foi realizada conforme instrucfes do fabricante.

A autenticidade e o contorno de cada spot foram automaticamente
determinados e validados por inspecdo visual e edigcdo, quando necessario.
Foram utilizadas trés corridas em gel para cada amostra, representando trés
repeticbes biolégicas para avaliacdo do numero de spots detectados e da
resolucdo dos géis obtidos. O alinhamento entre os géis de cada repeticdo foi
realizado automaticamente utilizando trés spots de referéncia, seguindo-se uma
inspecdo manual e correcdo de imagens quando necessario. A abundancia
relativa de cada spot foi determinada por meio da divisdo dos valores do volume
de cada spot pela soma dos valores do volume total dos spots, de forma a obter o
volume relativo individual de cada spot (% vol). Os spots que mostraram
reprodutibilidade foram considerados para identificacdo de proteinas. Diferencas
na expressao de proteinas foram consideradas estatisticamente significativas
para valores de P< 0,05 e para spots que mostraram mudanca no nivel de

expressao por pelo menos duas vezes nos periodos de tempo avaliados.

2.7 - Digestao da tripsina

Spots que apresentavam alteracdes em sua expressao por mais de duas
vezes foram excisados e descoloridos de acordo com o protocolo preconizado por
Vale et al. (2014). Em seguida, estes spots foram secados em vacuo a 30°C em
aparelho CentrivVap (Labcomo, Kansas, MO, USA). Os spots foram diferidos por
adicdo de 15 pL de solugéao de tripsina (33 ng/uL; V5111, Promega, Madison, WI,
USA) preparados em 50 mM de bicabornato de aménio e incubados por 60 min
em gelo.

Posteriormente, os spots foram incubados em Thermomixer® (Eppendorf,

Hamburgo, Alemanha) a 58°C por 30 min. Logo apds, foram adicionados as
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amostras 1 pL de acido trifluoracético 5% (TFA, Sigma-Aldrich), 30 yL de acido
férmico 5% (Sigma-Aldrich), e 50% (v/v) de acetonitrila (Sigma-Aldrich), seguido
de um vortéx de 20s, ultrassonificacdo de 10 min, e outro vortéx de 20s. Este
procedimento foi repetido por duas vezes. As amostras foram concentradas até
10 pL em CentriVap® (Labconco, Kansas, MO, USA) por 5 min, dessalinizadas
em ZipTip C18 (Millipore, Billerico, MA, USA) e transferidas para “Vials” (Waters).

2.8 - Identificacdo de proteinas por espectrometria de massas

Para andlise por espectrometria de massas, utilizou-se um aparelho
nanoAcquity UPLC conectado a um espectrémetro de massas modelo Synapt G2-
Si HDMS (Waters, Manchester, UK). Para anélises ESI-LC-MS/MS utilizou-se um
BEH 130 C18 1,7 ym (100 ym x 100 mm) a uma taxa de fluxo de 500 nL/min.
Para eluicdo dos peptideos, um gradiente binario foi usado, em que a fase A
consistia em agua (Tedia, Fairfield, Ohio, USA) e 0,1% de acido férmico (Sigma-
Aldrich) e a fase B consistia de acetonitrila (Sigma-Aldrich) e 0,1% de &cido
formico (Sigma-Aldrich). O gradiente iniciou-se em 7-40% B em 0-33.21 min; 40-
85% B em 33.21-37.21 mim; 85-85% B em 37.21-41.21 mim; 85-7% B em 41.21-
43.21. As anadlises foram realizadas em positivo e em modo de resolucdo, em
modo independente de aquisicdo de dados (DIA).

A transferéncia de energia de colisdo subiu de 20 V para 35 V, no modo de
alta energia; com um pico de tensao capilar de 30 V e 2800 V, respectivamente, e
temperatura de fonte de 60°C. As taxas de varredura para aquisicdo dos
espectros foram ajustadas para 0,5. O [Glul]-fibrinopeptideo B humano (Sigma-
Aldrich) a 100 fmol/pL foi usado como um calibrador externo. O processamento
dos espectros e a busca em banco de dados foram efetuadas pelo ProteinLynx
Global Service v.3.02 (PLGS, Waters), com os seguintes parametros: Minimo de
fragmentos de ions por peptideo: 2, Minimo de fragmentos de ions por proteina: 5
e Minimo de peptideos por proteinas: 1, Clivagens perdidas: 1, Modificacéo fixa
Carbamidometil C e Modificagdo variavel modificacdo M. Foram utilizados os
bancos de dados de proteinas da Asterids (289,542 sequéncias), Eudicotyledons
(1.333,548 sequéncias), e Viridiplantae (3.301,171 sequéncias). A classificacdo
funcional foi realizada utilizando o programa Blast2Go v.3.0 (Conesa et al., 2005)
e UniProtKB (http://uniprot.org).
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3 - RESULTADOS

3.1- Germinagédo de sementes

A germinacdo das sementes de C. legalis iniciou-se no 8° dia apds
embebicdo (Figura 5A). Durante a germinacao, observou um padrao trifasico de
absorcdo de agua (Figura 1B). A primeira fase, também conhecida como fase
inicial de absorcéo de 4gua, se caracterizou por uma rapida absorcédo de agua até
o fim do 2° dia (Figura 5B). A fase Il caracterizou-se por uma redugéo na taxa de
embebicdo de agua, iniciando-se no 2° dia até o 8°, quando se deu inicio a
emissdo de raizes (Figura 5B). Este evento marca o inicio da fase |lll,
caracterizado pelo aumento continuo de absorcdo de 4gua e pelo crescimento do
embrido até o 12° dia (Figura 5B).

A MS se manteve constante durante todo o periodo de embebicdo (Figura
5B), enquanto a MF demonstrou um pequeno aumento na fase I, se mantendo
inalterada na fase I, e apresentou um novo acréscimo durante o a fase Ill (Figura
5B). O conteudo de &gua aumentou durante os primeiros dias de embebicao,
mantendo-s constante durante a fase Il e apresentando um aumento significativo

a partir do 8° dia (Figura 5B).



Semente Madura

29

Dias apos a embebi¢ao

FYYYYRd!

B

—e— MF
120 14
Fase 1
100 A

80 A

6 8 10 12

—— MS ——CA

Fase IT Fase III

60 ¢

Massa (mg)

Tempo (Dias)

Figura 5. Caracteristicas das sementes durante a germinag¢do. A) Mudancas
morfoldgicas para os sete estagios de germinacdo (0 semente quiescente, 2, 4, 6,
8, 10, 12 dias de embebicdo) B) Curva de embebicéo nas trés fases de absorcao
de &gua. MF (matéria fresca), MS (matéria seca) e CA (conteudo de agua).

3.2- Anélise protebmica durante a germinacdo das sementes de Cariana

legalis

O mapa 2-DE da analise comparativa revelou um total de 103 spots com

expressao diferenciada entre os tempos 0, 4, 8 e 12 dias de embebicédo (Figura

6), sendo 70 desses spots identificados com sucesso via analise MS/MS (Tabela

1).
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Tabela 1. Proteinas expressas diferencialmente identificadas por espectrometria de massas em sementes de C. legalis.
NUmero Tedrico/ Tedrico/ Abundancia
Spot®  NUmero de acesso” Nome da proteina e espécie Function® Cobertura (%)¢ . Score Exp? Exp." . MNP
de Pept Dias de Germinacao
MW pl
) 5
00 QBAND2 115 Globulin Storage protein 153 o2 2007 52263/20908 6,1/7.73
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
10
18 Q84ND2 118 Gl_obulln Storage protein 71 30/05 403,1 52263/24942 6,1/9,53
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
. 10
19 QB84ND2 11 S Globulin Storage protein 112 20/47 1079,2 52263/22789 6,1/9,3 i i i
(Bertholletia excelsa) ! 0
TO T4 T8 T12
) 6,1/6,05 ! ] i i i
29 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 14,4 30111 713,7 52263/28192
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
5
. . 14 269,6
30 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 30/10 52263/24576 6,1/6,02
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
. . 5,6 55 1
a1 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 30/03 52263/24799 6,1/6,31 i
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
. - 6 264,8 1
22 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 30/04 52263/25313 6,1/6,30
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
2
20 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 12,7 30/05 3036 52263/33394 6,1/6,23 0 &4 i i i
(Bertholletia excelsa) TO T4 T8 T12
42 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 11,6 30/11 449 52263/34294 6,1/5,95

(Bertholletia excelsa)

[N
o o

TO T4 T8 T12

ce



Tabela 1 (Cont.)

Ndamero Tedrico/ Teorico/ Abundancia
Spot® NUmero de acesso” Nome da proteina e espécie Function® Cobertura (%) . Score Exp? Exp." . M
pot de Pept MW ol Dias de Germinacao
43 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 234 30/28 2993,1 52263/33311 6,1/6,50 10
(Bertholletia excelsa)
0
TO T4 T8 T12
44 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 14,6 9/2 221 52263/34956 6,1/6,35 5
(Bertholletia excelsa) i i i
0
T0 T4 T8 T12
53 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 8,2 30/14 229,3 52263/24216 6,1/5,77 5
(Bertholletia excelsa)
0
TO T4 T8 T12
55 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 26,7 30/30 5292,2 52263/32276 6,1/6,23 5
(Bertholletia excelsa)
0
TO T4 T8 Ti12
56 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 17,2 30/14 5173,3 52263/32735 6,1/6,08 10
(Bertholletia excelsa) z i
0
TO T4 T8 T12
100 Q84ND2 11 S Globulin Storage protein 8,6 6/12 609 52263/22939 6,1/9,5 5
(Bertholletia excelsa)
0
TO T4 T8 T12
01 QB84ND2 11 S Globulin Storage protein 23 64/18 1748,9 52263/22035 6,1/7,95 20
(Bertholletia excelsa) i i
0
TO T4 T8 T12
151 QB84ND2 11 S Globulin Storage protein 9,5 6/13 1200,3 52263/25923 6,1/5,81 5
(Bertholletia excelsa)
0
TO T4 T8 T12
45 USFE66 Legumin family protein Storage protein 2,4 42/1 1390,5 55935/17755 6,2/9,62 5
(Populus trichocarpa)
0
TO T4 T8 TI12
. B . 5
39 USFE66 Legumin family protein Storage protein 24 3212 1703,4 55935/20517 6,2/6,32 = = )
(Populus trichocarpa) 0 »

TO T4 T8 TI2



Tabela 1 (Cont.)

Tebrico/

Tedrico/

. Numero de acesso® Nome da proteina e espécie Function® Cobertdura Numeroe Score’ Exp? Exp." . Abundam_:la i
Spot (%) de Pept MW pl Dias de Germinagéao
1
o 2851 25 sulfur-rich seed storage Storage protein 21,9 30710 5678 16898/16228 5,9/7,44 "
(Bertholletia excelsa) 0
TO T4 T8 T12
16 B6EU54 2 Albumina Storage protein 55 12/06 163,2 16743/14205 6,3/5,75
ge p 20
(Bertholletia excelsa) i i
0
TO T4 T8 T12
64 B6EU54 2 Albumina Storage protein 55 14/9 352,7 16743/13948 6,3/7,7 20
(Bertholletia excelsa) i
0
TO T4 T8 T12
122 B6EU5S4 2 Albumina Storage protein 10,3 12/13 320,1 16743/15630 6,38,29 5
(Bertholletia excelsa)
0
T0 T4 T8 T12
2 Q3LUM6 Elongation factor 1-alpha Biosynthetic process/ Cellular 11,6 42/18 3179,5 49270/54178 9,5/9,95 1
(Daucus carota) biosynthetic process i
0
T0 T4 T8 T12
109 AOA059BNB6 Elongation factor 2 Anatomical structure 12,2 10/8 233,2 93924/107103 5,8/ 6,51 1
(Eucalyptus grandis) development/ Biosynthetic
process/ Cellular biosynthetic 0
process TO T4 T8 T12
57 S8D236 GTP-binding protein chloroplastic short Seed development/Seed 2,6 14/4 642,2 63481/12983 4,9/4,10 5
(Genlisea aurea) germination/Anatomical
structure development 0
TO T4 T8 T12
70 A0A022Q305 GTP-binding protein chloroplastic short Seed development/Seed 1,8 49/3 399,3 49324/26766 5,9/9,83 10
(Erythranthe guttata) germination/Anatomical
structure development 0
TO T4 T8 T12
72 S8D236 GTP-binding protein chloroplastic short Seed development/Seed 2,8 43/5 435,5 63481/19075 4,9/5,53

(Genlisea aurea)

germination/Anatomical
structure development

:

TO T4 T8 T12

ve



Tabela 1 (Cont.)

Cobertura

Tedrico/

Tedrico/

. . - . Ndmero Abundancia
a b C AL f g h .
Spot NUmero de acesso Nome da proteina e espécie Function (%) de Pept Score I'a(\?\/ E);;FI) Dias de Germinagio
. ) i Seed development/Seed 10
2 A0A022Q305 GTP-binding protein chloroplastic short - o i -vion/Anatomical 18 3213 4577 49324126417 5,9/8,32 5 i i
(Erythranthe guttata) structure development 0
P TO T4 T8 T12
118 S8D236 GTP-binding protein chloroplastic short Seed development/Seed 2,8 2/3 450,8 63481/19870 4,9/5,42 1
(Genlisea aurea) germination/Anatomical
structure development 0
T0 T4 T8 T12
82 M1BAZ1 Hydroxyisobutyrul-hidrolase-like protein Biosynthetic 58 30/2 91,9 38898/15313 5,5/8,78 1
(Solanum tuberosum) process/Oxidation-reduction
process 0
TO T4 T8 T12
93 M1BAZ1 Hydroxyisobutyrul-hidrolase-like protein Biosynthetic 58 16/2 126,4 38898/73038 5,5/6,76 1
(Solanum tuberosum) process/Oxidation-reduction
process 0
TO T4 T8 T12
126 M1BAZ1 Hydroxyisobutyrul-hidrolase-like protein Biosynthetic 58 42/3 165,7 38898/13779 5,5/6,30 5
(Solanum tuberosum) process/Oxidation-reduction
process 0
TO T4 T8 Ti12
58 AO0A023M644 Ribulose bisphosphate carboxylase large Biosynthetic process/ 18,9 13/1 955,8 22575/22575 5,2/5,2
chain Carbohydrate metabolic 1
(Comastoma pendunculatum) process/ Oxidation-reduction
process/ Cellular biosynthetic 0
process TO T4 T8 T12
62 B6GUQ5 Ribulose-1,5- bisphosphate-carboxylase Biosynthetic process/ 21,2 12/2 1882,9 51601/51601 5,9/5,9
(Fragment) Carbohydrate metabolic 1
(Acranthera sp.) process/ Oxidation-reduction 0
process/ Ce;lrlcj)lcaerslsalosynthetlc T0 T4 T8 Tiz
65 A0A023M644 Ribulose bisphosphate carboxylase large Biosynthetic process/ 18,9 13/01 663,1 22575/33228 5,2/7,02
chain Carbohydrate metabolic 1
(Comastoma pedunculatum) process/ Oxidation-reduction o lm 1
process/ Ce;lrggslsnlosynthetlc TO T4 T8 T12
79 C6ZQ11 Ribulose 1,5 biphosphate Biosynthetic process/ 19,3 30/9 3573,4 51721/51721 74174 1
carboxylase/oxigenase large subnit Carbohydrate metabolic
(Barringtonia asiatica) process/ Oxidation-reduction 0
process/ Cellular biosynthetic To T4 T8 T12
process
112 B9T055 Ribulose bisphophate carboxylase small Biosynthetic process/ 10 17/2 181,4 20302/15157 8,9/8,9

chain
(Ricinus communis)

Carbohydrate metabolic
process/ Oxidation-reduction
process/ Cellular biosynthetic

process

T

Ge

TO T4 T8 Ti12
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. Teorico/ Teorico/ A
. b . s I Cobertura  Numero f g h Abundancia
2 Numero de acesso Nome da proteina e espécie Function d o Score Exp Exp. . PR
Spot (%) de Pept MW pl Dias de Germinagéao
Biosynthetic process/ !
Ribulose 1_’5 biphosphate . Carlb0>r/1ydratle r?1etabo|ic
131 C3S8M6 carboxylase/owgenase large subnit process/ Oxidation-reduction 31,7 21/4 211438 50816/50816 6,3/6,3 0
(Codonopsis lanceolata) process/ Cellular biosynthetic TO T4 T8 T12
process
5 D2TOE3 Cytosolic class | small heat shock protein Protein folding 34 13/11 847,6 16263/20517 5,2/6,32 1
type 1
(Rhododendron mariesii) 0
TO T4 T8 T12
73 V5K655 Heat shock protein 70 Protein folding 12,1 8/8 8421,1 71496/78496 5/5,38 1
(Capsicum annuum)
0
TO T4 T8 T12
10 DOVFU1 Glyceraldehyde-3-phosphate Carbohydrate metabolic 49,8 20/32 59255,5 23276/41481 5,6/8,09 1
dehydrogenase process/ Oxidation-reduction
(Panax ginseng) process 0
TO T4 T8 T12
140 DOVFU1 Glyceraldehyde-3-phosphate Carbohydrate metabolic 12 30/2 104,5 23276/29127 5,6/8,47
dehydrogenase process/ Oxidation-reduction 1
(Panax ginseng) process 0
TO T4 T8 T12
66 AO0A072V5F9 Polygalacturonase inhibitor protein Biological regulation 49 32/2 1578,4 24215/19425 8,5/9,75 1
(Medicago truncatula) i
0
TO T4 T8 T12
173 A0A022Q2J0 Polygalacturonase Biological regulation 52 21/2 77 43321/23920 8,9/8,31 1
(Erythranthe guttata)
0
TO T4 T8 T12
3 P52406 Endochitinase 4 Cell wall organization or 4.6 18/02 1087,6 32296/35072 8,1/8,1 1
(Solanum tuberosum) biogenesis/ Carbohydrate
metabolic process 0
T0 T4 T8 T12
158 Q5W1I16 Putative endochitinase B (fragment) Carbohydrate metabolic 19 18/4 1190,8 15495/32277 8,4/7,91 1
(Nicotiana glauca) process/ Cell wall
organization or biogenesis 0
T0 T4 T8 T12
171 AO0A022RON2 Phosphoglycerate kinase Biosynthetic process/ 19,6 27/14 3647,9 45766/43133 5,7/5,72

(Erythranthe guttata) Carbohydrate metabolic

process

5

0
TO T4 T8 T12

9€



Tabela 1 (Cont.)

NGmero Teorico/ Teorico/ Abundancia
Spot®  Numero de acesso® Nome da proteina e espécie Function® Cobertura d . Scoref Exp® Exp." . M
o/\d e Pept Dias de Germinacao
(%) MW pl
50 AO0A022RON2 Phosphoglycerate kinase Biosynthetic process/ 17,2 33/11 6088,9 45766/45766 5,7/5,7 1
(Erythranthe guttata) Carbohydrate metabolic
process 0 1EL E =
TO T4 T8 T12
179 Q42961 Phosphoglycerate kinase chloroplastic Biosynthetic process/ 20,2 49/6 824,4 50145/45891 8,7/5,71 1
(Nicotiana tabacum) Carbohydrate metabolic
process 0 ]—i-.j-.--.-q
TO T4 T8 T12
110 AOA061GYB4 ATPase, AAA-type, CDC48 protein Biological regulation/ 14,4 21/12 729,7 89452/110036 4,9/5,41 1
(Theobroma cacao) Anatomical structure
development/ Biosynthetic 0
process/ Carbohydrate T0 T4 T8 T12
metabolic process/ Anatomical
structure morphogenesis/
Cellular biosynthetic process
124 S8C857 ATP synthase subnit beta Biosynthetic process/ Cellular 24,5 6/12 3134,3 57022/57762 6,2/5,58 1
(Genlisea aurea) biosynthetic process i
0
TO T4 T8 T12
8 P26300 Enolase Biosynthetic process/ 22,5 35/15 16801,5 47768/47768 5,6/5,6 1
(Solanum lycopersicum) Carbohydrate metabolic i i
process/ Cellular biosynthetic 0
process TO T4 T8 T12
27 F2vYC9 Beta-hydroxyacyl-ACP Biosynthetic process/ 18,9 16/03 682,2 25096/22492 8,9/6,76 5
(Helianthus annuus) Carbohydrate metabolic
process/ Cellular biosynthetic 0
process TO T4 T8 T12
36 AO0AQ078FB80 Glutathione S-transferase Biological regulation/ 51 15/01 826 26675/28209 5,1/6,47 5
(Brassica napus) Anatomical structure
development/ Biosynthetic 0
process/ Oxidation-reduction T0 T4 T8 T12
process/ Cellular biosynthetic
process
38 Q9Fz42 Glucose and ribitol dehydrogenase Oxidation-reduction process 20,5 24/16 7979,5 31367/34322 6,1/7,34
homolog 1 !
(Arabidopsis thaliana) 0
TO T4 T8 TI12
48 M1D2v1 tRNA pseudouridine synthase Cellular biosynthetic process/ 17 18/02 115,7 26454/76921 7,2/5,67

(Solanum tuberosu)

Biological regulation/ Cell
wall organization or
biogenesis/ Biosynthetic
process/ Carbohydrate
metabolic process

T

TO T4 T8 Ti12

LE



Tabela 1 (Cont.)

Spot*  NUmero de acesso

Nome da proteina e espécie

Function®

Cobertura
(%)

NuUmero

Tebrico/
Exp®
MW

Tedrico/

Exp."
pl

Abundancia
Dias de Germinagao

68 B1PDKO
102 Q6DV41
105 ABYT7H5
114 AOA059PRI4
116 AO0A077D0OA9
130 AOA061FL99

Peptidyl-prolyl cis-trans isomeare
(Capsicum asnnuum)

Superoxide dismutase
(Camellia sinensis)

Aspartate aminotransaminase
(Sideroxylon persimile)

MYB related transcription factor
(Salvia miltiorrhiza)

Voltage -dependent anion channel
(Nicotiana tabacum)

Catalase
(Theobroma cacao)

Protein folding

Aerobic respiration/ Seed
development/Seed
germination/ Anatomical
structure development/
Biosynthetic process/
Carbohydrate metabolic
process/ Reactive oxygen
species metabolic process/
Oxidation-reduction process

Root morphogenesis/root hair
cell diferentiation,
development, elongation/
Anatomical structure
development/ Biosynthetic
process

Cellular biosynthetic process/
Biological regulation/ Cell
wall organization or
biogenesis/ Biosynthetic
process/ Carbohydrate
metabolic process

Biological regulation/
Biosynthetic process/
Oxidation-reduction process/
Cellular biosynthetic process/
Aerobic respiration/ Seed
development/Seed
germination

Reactive oxygen species
metabolic process/ Oxidation-
reduction process

27,9

16,5

4,8

9,8

11,2

f
de Pept ® Score
8/8 3570,4
69/4 15975,6
21/12 3700,1
49/1 455,7
12/11 1304,6
24/4 808,3

18114/20133

18114/20133

8468/44259

19526/23472

29483/34095

56906/50594

8,5/9,20

8,5/9,20

9,2/8,90

9,2/6,95

6,7/9,5

7,0/7,81

.

TO T4 T8 T12

;

TO T4 T8 T12

:

TO T4 T8 T12

;

TO T4 T8 T12

:

TO T4 T8 T12

.

TO T4 T8 T12

8¢



Tabela 1 (Cont.)

. Teorico/ Teorico/ A
. b . - A Cobertura  Namero ¢ g h Abundéancia
2 Numero de acesso Nome da proteina e espécie Function d o Score Exp Exp. . PR
Spot (%) de Pept Dias de Germinagéao
MW pl
133 11U4K8 Malate dehydrogenase Oxidation-reduction process/ 19 2/18 7719 35582/37950 6,4/6,33 1
(Rhododendrom micranthum) Aerobic respiration/
Biosynthetic process/ 0
Carbohydrate metabolic To T4 T8 T12
process
160 B9RET4 Cysteine synthase Cysteine biosynthetic process 7,7 12/2 560 34321/37569 5,3/5,78 1
(Ricinus communis) from serine i
0
TO T4 T8 T12
180 D7UQM2 Flavanone-3-beta- hydroxylase Biosynthetic process/ 19,6 11/2 117,1 18985/26456 5,7/9,17 1
(Lactuca sativa) Oxidation-reduction process
0
TO T4 T8 T12
9 A5BXL8 Thiolase Biological regulation/ 8,7 31/2 1419 48588/46132 7/8,11 1
(Vitis vinifera) Biosynthetic process/
Oxidation-reduction process/ 0
Cellular biosynthetic process TO T4 T8 T12
22 A0A022Q0D3 Kaurene synthase-like 1(Erythranthe  Biosynthetic process/ Cellular 0,9 70/2 66,2 89889/19140 5,4/6,28 1
guttata) biosynthetic process i
0
TO T4 T8 T12
28 A0A022S0T2 Protein translocase Response to stress, response to 7 13/5 2011,2 17928/23959 6,2/5,65 1
(Erythranthe guttata) carbohydrate, protein transport i
0
TO T4 T8 T12
88 AO0A022RUY1 Peroxidase 24 short Root morphogenesis/root hair 6,6 30/1 141,4 21383/34885 8,7/6,55

(Erythranthe guttata)

cell diferentiation,
development, elongation/
Biological regulation/ Cell
wall organization or
biogenesis/ Anatomical
structure development/
Biosynthetic process

:

TO T4 T8 T12

#Namero de spot correspondente ao nimero indicado na Figura 6.
® NGimero de acesso do ProteinLynx Global Service usando o banco de dados de proteinas Asterideas, Eudicotileddnea e Vitidiplantae
¢ Classificagdo funcional das proteinas usando Blast2go (www.blast2go.com).
d Predigdo da porcentagem de sequéncia de proteina coberta pelo ProteinLynx Global Service.
¢ Nimero de sequéncias de peptideos tnicos identificados pelo ProteinLynx Global Service.

"Score a partir ProteinLynx Global Service.

9 Massa relativa de proteina teorica e experimental por Image Master and ProteinLynx Global Service.

" Ponto isoelétrico (pl) tedrico e experimental por Image Master and ProteinLynx Global Service.

6€
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Dessas proteinas identificadas, 32 foram comuns aos 4 dias de avaliagéo.
Adicionalmente, 5 proteinas foram observadas somente no dia 0 e 2 proteinas
foram observadas unicamente no 4° dia de embebicdo. Representacao grafica do
percentual médio de volume (%vol) de cada spot consta-se na Tabela 1.

A classe mais representativa de proteinas estava ligada a processos
biosintéticos (15%), seguidos por processos de biossintese celular (14%),
proteinas de reserva (14%), processos de oxidacdo-reducdo (12%),
desenvolvimento de estruturas anatémicas (7%), regulacéo biologica (5%), além

de outras fungdes (17%) e de proteinas néo classificadas (5%) (Figura 7).

m Regulacdo bioldgica

5%

B Desenvolvimento da estrutura
anatdmica

" Processos biossintéticos

B Processos metabdlicos de
carboidratos

" Processos de oxidagio-reducio

m Processos biossintéticos celulares

u Proteinas de armazenamento

" Outros

N3o classificados

Figura 7. Classificacdo funcional das proteinas identificadas em sementes de C.
legalis durante a germinagao.

A analise protedbmica da germinacéo de C. legalis foi realizada aos 0, 4, 8 e
12 dias de embebicédo das sementes, e os resultados sdo discutidos com base na

classificacdo funcional das proteinas diferencialmente expressas.
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4 - DISCUSSAO

4.1- Germinagéo de sementes

A absorcdo de agua € a primeira e principal etapa da germinacdo em
sementes. As sementes de C. legalis demonstraram um modelo de embebicéo
trifasico durante o processo de germinacao (Figura 5B), conforme estabelecido
por (Bewley, 1997) e observado em outras espécies florestais, como em Cedrela
fissilis (Aragao et al., 2015).

A reativacdo do metabolismo, conhecido como fase | da germinacédo, é uma
fase rapida que depende do gradiente de potencial de agua entre as sementes e
o ambiente. O processo é basicamente fisico, em que o conteiudo de agua nas
sementes alcanca certo nivel. Esta fase também é caracterizada por uma rapida
elevacdo no processo respiratorio, proporcional ao aumento da hidratacdo dos
tecidos da semente (Castro et al., 2004).

Na etapa seguinte, ocorre uma reducao nas taxas de embebicdo de agua e
uma estabilizacdo na atividade respiratoria, caracterizando assim a fase Il. Neste
estagio, os processos metabdlicos essenciais para o crescimento do embrido sao
intensificados e a germinacdo é completada com a emissdo da radicula, o que
inicia a fase Ill (Castro et al., 2004). Neste estagio, a absor¢cado de agua tende a
ser maior, ocorrendo um segundo aumento na atividade respiratéria. Este

processo esta associado com uma maior disponibilidade de oxigénio no ambiente



42

devido a ruptura do tegumento ocasionada pela emergéncia da radicula e o
crescimento da plantula (Bewley, 1997).

O estudo da curva de embebicdo de sementes é necessario porque permite
conhecer a permeabilidade do tegumento, possibilitando a aplicacdo de
tratamento de pré-hidratacdo, visando favorecer a germinacdo (Castro et al.,
2004).

Entretanto, a duracdo de cada fase da germinacdo depende da
caracteristica de cada espécie, das caracteristicas intrinsecas da semente, como
a quantidade de compostos hidratados e a permeabilidade da &gua e/ou do
oxigénio no tegumento (Bewley, 1997).

Este padrdo trifasico ocorre somente em sementes com condicdes
adequadas para germinacéo. Assim, as sementes de C. legalis mostram-se aptas
para experimentos de germinacdo, apresentando boa absorcdo de éagua e
dispensando tratamentos pré-germinacao, o que contribui para que haja o minimo

de interferéncia nas sementes utilizadas para estudos de protedmica.

4.2- Andlise protebmica durante a germinacgao

As proteinas sdo moléculas importantes na germinacdo de sementes, uma
vez que elas tomam parte de uma série de processos, tais como reacdes de
catabolismo envolvendo a degradacédo de substancias de reserva para geracao
de energia, e reacbes anabdlicas, tais como a producdo de novas organelas e
células para o crescimento do embrido.

Neste estudo, utilizou-se a abordagem protedmica para ampliar a
compreensao sobre a germinacdo de C. legalis, uma espécie nativa da Mata
Atlantica sob ameaca de extingéo.

Foram realizados estudos de prote6mica comparativa durante a germinagao
de C. legalis, e estes resultados foram discutidos com base na classificacéo

funcional das proteinas diferencialmente expressas (Figura 7, Tabela 1).

4.2.1- Proteinas relacionadas com o metabolismo de carboidratos

O metabolismo dos carboidratos tem profundos efeitos sobre o

desenvolvimento, porque, além de funcionar como fonte de energia, pode atuar
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como marcador no controle de diferentes aspectos do desenvolvimento vegetal
(Eveland e Jackson, 2012). Vinte proteinas relacionadas com o metabolismo de
carboidratos foram identificadas neste trabalho, entre elas diversas proteinas
importantes na producdo de energia durante a germinacgdo, incluindo a ATP
sintase (spot 124), GAPDH (spot 114), enolase (spot 8), e a fosfoglicerato quinase
(179), presentes em todo o0 processo de germinacao.

A proteina gliceraldeido 3-fosfato deidrogenase (GAPDH), uma enzima
chave na glicolise cataliza a primeira etapa na via de conversdo do D-
gliceraldeido 3-fosfato (G3P) em 3-fosfo-D-glicerol fosfato, foi detectada em dois
spots (10 e 140) e teve sua maior abundéancia 12 dias apos embebicéo. A enolase
(spot 8), proteina chave para o metabolismo dos carboidratos também esteve
presente ao longo da germinacdo de C. legalis. Estes resultados demonstram a
alta demanda de energia requerida para germinacédo de C. legalis.

O ATP estd relacionado a producdo de energia na via glicolitica,
fornecendo fosfato parar o processo de degradacao da glicose, em seguida, se
convertendo em ADP (Banks et al., 1979). A sintese de moléculas de ATP é
mediada pela acdo da enzima ATP sintase (spot 124) e pode ser sintetizada
durante as fases iniciais da embebicdo, sendo também um produto de vias de
fermentacdo (Raymond et al., 1985). A ATP sintase (spot 124) (Tabela 1) esteve
presente no inicio da germinacao (dia 0), corroborando Bewley (1997), que afirma
que as e enzimas necessarias para a retomada das atividades metabdlicas estédo
presentes em sementes secas.

Em sementes secas, as atividades mitocondriais sdo baixas, e uma das
primeiras mudancas que ocorre nos primeiros estagios da germinacdo é a
retomada da atividade respiratéria (Yang et al., 2007). O canal de anion
dependente de voltagem (VDAC) (spot 116), também conhecido como porinas, €
0 maior canal na membrana externa das mitocondrias, tendo importancia no
funcionamento desta organela (Shoshan-Barmatz et al., 2006). A porina regula o
transporte de metabdlitos entre a mitocondria e o citoplasma e € a proteina mais
abundante na membrana externa das mitocondrias Desagher e Martinou (2000).
VDAC esteve presente durante toda a germinagdo, mas foi mais abundante
durante a segunda fase da embebicédo, fase esta caracterizada de acordo Bewley
et al. (2013) em que se verifica grande atividade respiratéria e,

consequentemente, maior atividade mitocondrial.
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Outras proteinas, tais como, o aspartato aminotransferase (spot 105), uma
importante enzima envolvida no metabolismo do carbono e de nitrogénio (Tabela
1), esteve presente no dia 0.

O aspartato aminotransferase catalisa a sintese de aspartato e do acido
aspartico, participando da sintese de varios aminodcidos. A sintese de
aminoacidos é de suma importancia para garantir a traducdo de proteinas que
sdo essenciais para o0 desenvolvimento organizacional da germinacdo de
sementes (Dong et al., 2015).

A familia das ATPase podem atuar como bomba de prétons, o principal
responsavel pela reducdo do pH interno nas células, alterando o potencial de
membrana utilizado como fonte de energia na hidrélise de proteinas armazenadas
nos tecidos celular de sementes (Maeshima et al., 1994). Esta proteina (spot 110)
esteve presente somente no inicio da germinacdo (dia 0), demonstrando que a
expressao destes genes também é importante em sementes secas de C. legalis.
Em sementes de tomate, 0 aumento da expressdo de genes que codificam as
ATPases em resposta ao tratamento com 4&cido giberélico (GA) promoveu
acidificacao da parede celular, facilitando o alongamento das células e uma maior
extensdo radicular (Obroucheva, 2013).

4.2.2- Proteinas relacionadas a processos de oxidacao-reducao

Uma importante modificagdo durante a germinacéo se refere a modulagéo
do estado de oxidacao das proteinas apds a embebicdo das sementes (Alkhalfioui
et al., 2007). No inicio da germinacado, o conteudo de oxigénio é limitado, sendo a
energia suprida pela respiracédo anaerdbica, uma vez que a eficiéncia do ciclo dos
acidos tricarboxilicos ndo é altamente eficiente nos estagios iniciais. Entretanto, a
atividade respiratéria aumenta com o consumo de oxigénio e a liberacdo de
diéxido de carbono € acelerada durante a embebicéo (Botha et al., 1992).

Para prevencdo de danos causados pelo estresse oxidativo aos
componentes celulares, as células langam mé&o de uma série de mecanismos de
desintoxicacdo por meio da acdo de enzimas protetoras como a catalase,
perioxidase e superéxido dismutase (Kibinza et al.,, 2011). Por exemplo, a
catalase (spot 130) catalisa a conversao do peroxido de hidrogénio (H.O;) em

agua e O,, protegendo as células contra efeitos toxicos deste radical (Willekens et
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al., 1995). A catalase esteve presente durante a embebicdo e foi altamente
expressa durante a germinagdo (Tabela 1). Esta proteina ocorre durante a
embebicdo de sementes, em que ha um incremento na atividade mitocondrial,
respiracdo e producédo de energia (ATP), favorecendo a germinacéo (Hite et al.,
1999; Demirkaya et al., 2010). A presenca da catalase é também um dos fatores
que determina a qualidade de sementes, servindo como parametro para avaliagao
de seu potencial germinativo (Prodanovi¢ et al., 2007).

A flavanona-3-beta- hidroxilase (spot 180) é utilizada para a producao de
flavonoides e antocianinas (Pelletier e Shirley, 1996). Flavonoides sdo metabdlitos
secundéarios que estdo presentes em altos niveis nas sementes de muitas
espécies vegetais (Shirley, 1998). Durante a germinacdo, ocorre o aumento da
atividade antioxidante, em que os flavonoides protegem o embrido contra danos
oxidativos. Além disso, flavonoides atuam impedindo a acao de radicais livres, tais
como espécies reativas de oxigénio (ROS) (Bais et al., 2006). Os flavonoides
também podem proteger as sementes contra deterioracdo, prolongando seu
periodo de armazenamento (Bailly, 2004).

A presenca da flavanona-3-beta-hidroxilase apds o 4° dia de embebicédo
indica uma resposta ao estresse causado por um processo intenso de embebicéo.
A presenca de flavonoides foi observada durante a embebicdo de sementes
(Yang, 2001; De Tullio e Arrigoni, 2003), levantando também a hipétese de que
esta proteina pode atuar como protecdo contra o estresse oxidativo durante a
embebicéo (Aalen, 1999).

Peroxidases (spot 88) sdo proteinas importantes na desintoxicacdo celular,
foram observadas antes da embebicdo (dia 0) e no 4° dia, onde teve maior
abundéancia. Para Jeng e Sung (1994), as peroxidases presentes em sementes
secas permitem a reducdo de danos causados pela peroxidacdo apds embebicéo

das sementes.

4.2 .3- Proteinas de reserva

Muitas proteinas desempenham papel na reserva nutritiva para a
germinacdo, a mobilizacdo dessas proteinas nas sementes se da através de
enzimas proteinases que geram aminoacidos e sao utilizados para a biossintese

de novas proteinas para a prépria semente ou da futura planta. Muitas enzimas
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requeridas para a mobilizacéo de reservas sao sintetizadas de novo, constituindo-
se em alguns dos produtos iniciais da sintese de proteinas (Bewley, 1997).

As proteinas de reserva tém sido amplamente estudadas em diversas
espécies vegetais (He et al., 2011; Dogra et al., 2013; Guo et al.,, 2013;
Maldonado-Cervantes et al., 2014, Silva, 2014).

As principais proteinas de reserva em plantas magnoliopsidas sé@o as
globulinas (leguminas e vicilinas) (Sheoran et al.,, 2005). Das 23 proteinas de
reserva identificadas neste trabalho, 17 foram do tipo 11S globulinas (spots 1, 18,
19, 29, 30, 31, 32, 40, 42, 43, 44, 53, 55, 56, 100, 101, 151) (Tabela 1), as quais
foram expressas em todos os periodos da germinacdo, com variagcdes apenas em
seus niveis de expressao. Também foram identificadas proteinas albuminas 2S
(spots 16, 64 e 122) (Tabela 1), e proteinas da familia das leguminas (spots 139,
45 e 84) (Tabela 1).

As globulinas foram as proteinas mais abundantes nas sementes de C.
legalis. As 11S globulinas contém diversas ligagdes de cadeia dissulfeto inter e
intra que sdo muito flexiveis, adotando diferentes conformacdes estruturais
(Adachi et al., 2003). Esta capacidade de regular ligagdes sulfidrila-dissulfeto em
11S globulina poderia ser uma estratégia das sementes para controlar o sistemas
de oxi-reducdo que altera a estrutura e atividade de proteinas e controlam varios
processos, tais como a ativagcdo de proteases, transcricdo, divisdo celular,
eliminacao de radicais e desintoxicacao (Shahmoradi et al., 2013).

Durante a germinacao, estas proteinas sao degradadas e utilizadas para o
desenvolvimento da plantula como fonte de nitrogénio ou de esqueletos de

carbono (Huang et al., 2012).

4.2.4- Proteinas relacionadas com a biossintese e dobramento de

proteinas

A sintese de proteinas é iniciada utilizando mRNA preexistente acumulado
durante o desenvolvimento e maturacdo da semente. Mais tarde, a sintese
depende de novos mRNA sintetizados novamente durante a embebicdo (sintese
de novo (Bewley et al., 2013). Novos RNAs sao transcritos durante o processo de
germinacao, a maioria destes, codifica para proteinas essenciais para dar suporte

ao metabolismo celular normal (Bewley, 1990).



a7

Dentre as proteinas ativas desta fase, o fator de transcricdo MYB (spot 114)
(Tabela 1) regula a expresséo de genes importantes. Eles sdo compostos de, pelo
menos, quatro dominios discretos, dominio de ligacdo ao DNA, sinal de
localizacdo nuclear, dominio de ativacdo de transcricdo, e o0 local de
oligomerizacdo, que funcionam em conjunto para regular muitos processos
fisiologicos e bioquimicos através da modulacdo da taxa de iniciagdo da
transcricdo de genes alvo (Du et al., 2009).

O fator de transcricdo MYB (spot 114), esteve presente no dia 0, com maior
nivel de abundancia, e também no 4° dia ap6s a embebicdo das sementes. Isto
porque a semente seca & composta de mRNA pré-existente e no inicio da
embebicdo dara suporte ao metabolismo normal da semente pela sintese de
proteinas (Bewley et al., 2013)

Em cevada, a expressdo da proteina MYB foi induzida por &cido giberélico
(GA), ativando a expressdo de a-amilase, responsavel pela degradacédo e
mobilizacdo de amido para o crescimento embrionario, favorecendo o
enfraguecimento dos tecidos e protrusdo da raiz (Gubler et al., 1999). No arroz
expressdo MYB também é requerida para expressao da a-amilase em aleurona,
ambas séo reguladas por sinal GA (Gubler et al., 1999).

A proteina sintase pseudouridina tRNA (spot 48), também identificada neste
trabalho, é responsavel por catalisar uma uridina pseudouridina especifica para
isomerizacdo em uma variedade de RNA (Foster et al., 2000). A modificacao de
RNA é um processo pos-transcricional pelo qual certos nucleotideos sao
modificados ap0s sua incorporacdo inicial em uma cadeia de RNA, muitos
residuos de pseudouridina sdo altamente conservadas e fazem parte da
funcionalidade do RNA (Pan et al., 2003).

As proteinas sintase pseudouridina tRNA podem atuar como chaperonas de
RNA ou auxiliar no dobramento ou montagem correta (Hoang e Ferré-D'Amaré,
2001). A sintase pseudouridina tRNA (spot 48) (Tabela 1) apresentou maior nivel
de expressao no dia 0, demonstrando elevado nivel em semente quiescente para
a producdo correta de proteinas de C. legalis.

A sintese de proteinas acontece no sentido amino-carboxila mediante a
adicdo de aminoacidos na ponta da cadeia polipeptidica em crescimento através

da ligacdo peptidica, que atua como um conector para diferentes aminoacidos
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durante a sintese de polipeptidios e existem duas formas estéreas distintas a cis e
trans (Mainali et al., 2014).

Durante esse processo, as moléculas especializadas chamadas chaperonas
ajudam a dobrar a proteina na sua estrutura tridimensional correta (Lee e Tsali,
2005). E juntamente com as chaperonas a atividade das PPlases (Peptidil-prolil
cis-trans isomerase) (spot 68) auxiliam também no dobramento de proteinas
recém-sintetizadas por isomerizacéo de ligacéo peptidil prolil, considerado como o
passo limitante da velocidade no dobramento de proteinas (Brandts et al., 1975).

Além disso, a atividade das PPlases garantem o resgate das proteinas
desnaturadas durante as condi¢des de estresse (Mainali et al., 2014) e ajudam a
controlar o ciclo celular (Ciero e Belllato, 2002). Estas proteinas foram detectadas
nas sementes quiescentes E APOS 8 E 12 dias de embebicao.

As proteinas de choque térmico estdo envolvidas numa variedade de
processos celulares, incluindo o dobramento de proteinas, no transporte de
proteinas, a modulacdo das atividades proteicas, na regulacdo e degradacédo de
proteina e prevencao da agregacao irreversivel de proteinas (Su e Li, 2008).

Estas proteinas podem agir durante os primeiros dias de reidratacdo nas
sementes (Huang et al., 2012), estarem associadas com o desenvolvimento de
sementes (Wang et al., 2015), na translocacdo de proteinas, associadas a sintese
e mobilizacdo de reservas (Forward et al., 2002), defesa celular (Carpentier et al.,
2005), além de estarem envolvidas em estresse abidtico (Balbuena et al., 2011).

Duas proteinas de choque térmico foram identificadas durante a germinacao
de sementes de C. legalis, o spot 73 e o0 spot 5 (Tabela 1), o spot 5, foi expresso
durante todos os periodos de analise e 0 spot 73 no dia 0 e no 4° dia de
embebicéo.

A proteina de choque térmico também foi identificada no desenvolvimento de
sementes de Pinus massoniana Zhen (Bar-Nun e Glickman, 2012) e Araucaria
angustifolia (Balbuena et al., 2011). Em A. thaliana Su e Li (2008) demonstraram
gue a proteina de choque térmico Hsp 70, encontrada no estroma do cloroplasto
foi requerida para a diferenciacdo e germinacdo de sementes. Sung et al. (2001)
verificaram a presenca de proteinas citosolicas VrHsc70 no eixo embrionario,
demonstrando a necessidade de Hsc70s para a rapida divisédo celular e expanséao

radicular.
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4.2.5- Outras proteinas relacionadas com o metabolismo de proteinas

Durante o processo de germinacao, identificou-se a proteina
Poligalacturonase spot (173) (Tabela 1), essa proteina esta envolvida em reacdes
metabdlicas de sintese e degradagdo de moléculas, mobilizando polissacarideos
e componentes de parede celular usados na geracdo de energia e producao de
matéria-prima para germinacdo (Buckeridge e de Souza, 2014). A
poligalacturonase é uma hidrolase importante para a degradacdo de compostos
da parede celular, atuando durante a germinacao, suavizando o tegumento para
protrusdo da radicula (Kanai et al., 2010).

O spot da poligalacturonase identificado neste estudo (173) (Tabela 1)
esteve presente na semente quiescente (0) e no 4° dia de embebicdo com maior

nivel de abundancia.
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5 - CONCLUSOES

Os resultados mostraram que foi possivel detectar diferencas no padrao de
expressdo de proteinas identificadas durante a germinacdo de sementes C.
legalis.

A germinacdo promoveu a expressdo de muitas proteinas relacionadas com
0 metabolismo do carbono, presentes ao longo de germinacao, agindo como fonte
de energia para todo o processo e também podendo funcionar como marcadores
no desenvolvimento da futura plantula.

Foi observado um grupo de proteinas envolvidas na prevencao do estresse
oxidativo causado pela embebicdo, entre as proteinas estiveram a catalase,
peroxidase, superéxido dismutase e flavanona-3-beta-hidroxilase, indicando haver
mecanismo de desintoxicacdo nos componentes celulares por meio de enzimas
de protecdo, capaz de assegurar a sobrevivéncia das células e continuidade do
processo de germinacao, que poderia explicar a diversidade destas proteinas no
presente estudo.

Além disso, a atividades das proteinas na sintese de proteinas estavam
presentes tanto na manutencdo de sementes (sementes secas), como durante as
fases iniciais de embebicdo, garantindo a sintese proteica para completa
germinacao de sementes.

Dos 103 spots detectados, 70 proteinas foram identificadas e classificadas

em nove grupos quanto a funcionalidade.
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A proteina de reserva mais abundante neste estudo foi a globulina com 17
proteinas identificadas, apresentando diferentes niveis de expressdo em todos os

tempos avaliados.
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