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RESUMO

Estudou-se a germinagdo de uma especie lenhosa selvagem para observar, ao nivel
bioquimico, 0 comportamento germinativo sob a influéncia do ABA e GA;. Embrides isolados,
incubados em solugdes de sacarose contendo ABA e/ou GA;, foram analizados
eletroforeticamente em SDS-PAGE para observar o perfil da mobilizacdo de proteinas de reserva
durante o inicio da germinagdo. Cotilédones de sementes incubadas em solugses aquosas de ABA
e/ou GA; foram analizados em SDS-PAGE e PAGE/GEIS DE ATIVIDADE ( géis de
poliacrilamida copolimerizados com substrato para enzimas ) para observar o perfil da mobilizagdo
de proteinas de reserva e a atividade de proteases, respectivamente, ap6s o inicio da germinago.
Os resultados indicam que ABA bloqueia a mobilizacio protéica através da inibicio da atividade
enzimatica em cotilédones, mas nio impede totalmente a germinagdo, parecendo afetar
germinagdo e atividade enzimatica independentemente. Em embriGes, houve bloqueio da
mobilizagdo, mas a relagio com a inibicdo da atividade enzimatica ndo foi claramente
demonstrada. ABA induziu a sintese de proteinas em cotilédones, mas nio em embrides. Um
polipeptideo com 17 kD ¢ degradado em 6 horas nos embrides-controle, mas surpreendentemente
a degradagdo € bloqueada por ABA e/ou GA;. Para mesmas concentragGes de ABA e GA;, o
efeito do ABA nio foi inibido por GA; em embrides, mas foi inibido em cotilédones. Ha indicios
que as proteases pertengam ao grupo dos Proteossomas ( complexos multicataliticos ). Embora os
efeitos do ABA e GA; niio tenham diferido sensivelmente dos dados correntes, 0 comportamento

do polipeptideo-17kD & contraditdrio e sugere estudos especificos.

Orientador: Prof, Renato Paiva, PhD. Membros da Banca: Pesq. Mauricio A. Lopes, PhD
e Prof. Dr. Custédio D. dos Santos



SUMMARY

CONTROL OF PROTEIN MOBILIZATION BY ABA AND GA; IN SEEDS OF ANGICO
VERMELHO [ 4nadenanthera peregrina (L. ) Speg. ] DURING GERMINATION.

In this work, a woody specie was studied in order to observe the effect of ABA and
GA; at the biochemical level during the process of germination. Embryos incubated in sucrose
solution containing ABA and/or GA; were analyzed through SDS-PAGE to observe the
mobilization pattern of storage proteins during the beginning of germination. Cotyledons which
were isolated from seeds incubated in aqueous solutions containing ABA and/or GAs, were
analyzed through SDS-PAGE and PAGE/ACTIVITY GELS ( poliacrylamide gels copolimerized
with substrate for enzymes ) to observe the mobilization pattern of storage proteins and proteinase
activity after the beginning of germination. Results of these experiments show that ABA blocks
protein mobilization by inhibiting enzyme activity in cotyledons. This inhibition is not sufficient to
prevent germination showing that the effect of ABA on germination is not dependent on enzyme
activity. The blockage of protein mobilization was also observed in embryos, but no enzyme
activity inhibition was clearly detected. ABA was able to induce the synthesis of proteins in
cotyledons but not in embryos. A polypeptide with approximately molecular weight of 17 kD, is
degraded within 6 hours in control embryos, but this degradation is blocked by ABA and GA,.
Using the same concentrations of ABA and GA;, the effect of ABA was counteracted by GA; in
embryos, but not in cotyledons. The results also indicate that the proteinase detected belongs to
the Proteosome group ( multicatalytic complexes ). Although the effects of ABA and GA; were
not so different from those shown in the literature, the behavior of 17 kD-polypeptide contradicts
these reports suggesting that specific studies should be performed.



1 INTRODUCAO

A maioria dos estudos sobre os mecanismos bioquimicos do processo germinativo
tem sido realizada com espécies cultivadas, principalmente cereais. O motivo reside no valor
intrinseco destas espécies para a economia e alimentagdo humanas, Assim, estas espécies sdo
utilizadas como modelos experimentais para estudos da mobilizagdo de reservas ( Fincher, 1989 );
sintese de proteinas de reserva ( Shotwell e Larkins, 1989 ); mobilizacdo de proteinas de reserva
(Ryan, 1973; Shutov e Vaintraub, 1987 ¢ Fincher, 1989 ); caracterizagdo de proteinas de reserva
( Larkins, 1981 e Barros e Larkins, 1990 ) ou controle hormonal da sintese de hidrolases pela
camada de aleurona ( Higgins, Zwar e Jacobsen, 1976; Jacobsen e Beach, 1985 e Nolan e Ho,
1988 ).

A utilizagdo das espécies cultivadas como modelos experimentais tem o
conveniente das mesmas serem geneticamente uniformes numa mesma populagdo de sementes.

Isto implica numa germinacdo geralmente mais uniforme. No entanto, justamente por esta

compreensdo dos mecanismos que “controlam” a germinagio.

Espécies selvagens nao apresentam esta uniformidade. Sementes destas espécies
que apresentam dorméncia, estdo sob um complexo mecanismo de controle da germinagdo. Este
mecanismo € determinado por uma integragdo, que pode ser extremamente especifica, entre
fatores ambientais e intrinsecos a semente. Os fatores inerentes 4 semente variam ndo somente de
espécie para espécie, mas dentro de uma mesma espécie. Espécies polimérficas apresentam

sementes de diferentes tamanhos, formas, massa e podem ser langadas ao solo em diferentes
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estigios de desenvolvimento ( Mayer e PoljakofF-Mayber, 1989 )- Deste modo, a dorméncia
ocorredeformavaﬁadaeemdiferentesgrausdeproﬁmdidade, até numa mesma espécie. Esta
variabilidade da dorméncia implica em comportamentos germinativos distintos, que permitem a
disperséio da germinacao ao longo do tempo e espago. Isto lmpede que ocorra o desenvolvimento
em massa de pléntulas so‘I; iJo;s:fvils' Vr—gonqﬁigfigs ambientais desfavoréveis apés a germinaglo
(Mayer e Shain, 1974 ¢ Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989 ).

mcaﬂsmospmambreﬁvénchdasespéciesemseussiswmasmnnais,pouwsestudos
controlados tém sido realizados. Estudos através de modelos mateméticos mostram que sdo
desejéveis tais comportamentos germinativos para a otimizagdo da reprodugéio destas espécies a
longo prazo ( Mayer e Shain, 1974 ¢ Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989 ),

Nas espécies cultivadas, estes mecanismos . foram erradicados através do

P
t

melhoramento genético, j4 que germinaglo répida e uniformé séo desejéveis para uma cultura.

Deste modo as espécies selvagens, por apresentarem maior variedade de respostas ao processo
germinativo, poderiam ser uma fonte de dados mais diversificada do mecanismo regulatério deste
processo.

Nesse contexto adotou-se para a realizaglio deste trabatho uma espécie lenhosa,
devido a importéincia das lenhosas na sucessdo e climax ecologicos da maioria dos ecossistemas
terrestres. Trabalhos de quebra de dorméncia e propagacio destas espécies, ao nfvel de manejo
florestal, tém sido realizados devido g crescente preocupacfio na preservacio e recuperaciio dos
ecossistemas ameagados ou degradados. No entanto, sdo poucos os trabalhos_;;_reahzadosm nivel
de caracterizagdio bioquimica dos mecanismos de controle da germinacdo, principalmente das
Aespécies nativas brasileiras. Os estudos sfo concentrados na embriogénese sonﬁtica e
:ﬂicroﬁmpagagéo ae;;p?é;i\eisiéxéticas de valor comercial ( Merkle e Wiecke, 1989; Kurten et al,
1990; Lambardi, Sharma e Thorpe, 1991; El-Hadrami, Carron e D’Auzac, 1991; Merkle,
Wiecko e Watson-Pauley, 1991 e Warrag, Lesney e Rockwood, 1991 ). Dentre os fatores que
controlam a germinagfio, optou-se neste estudo, pelos efeitos dos reguladores de crescimento

sobre a mobilizago de protefnas de reserva da semente.



A espécie escolhida, Anadenanthera peregrina ( L. ) Speg. ( Angico vermelho ), é

uma dicotiledonea leguminosa, que apresenta sementes quiescentes e alta porcentagem de
germinagdo. Quiescéncia e altas taxas de germinagdo, fornecem condigdes necessérias para
estudar o controle da germinagio pelo écido abscisico, no que diz respeito a capacidade deste
regulador de crescimento em inibir a germinagdo de sementes nio dormentes, e contrastar seus
efeitos em relagdio ao 4cido giberélico, tido como promotor da germinagdo. Por outro lado, o
acumulo de até 40% de proteinas de Teserva nas sementes das leguminosas ( Shewry, Napier e
Tatham, 1995 ), a separagdo anatdmica entre embrides e cotilédones nas dicotiloneas e a facilidade
de isolamento dos embriges de 4. peregrina, acrescem, ao estudo do controle da germinagdo pelo
acido abscisico, condi¢des para caracterizar, através de analise eletroforética, os mecanismos deste

controle ao nivel da mobilizagdo de proteinas de reserva, em embrides e cotilédones isoladamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CARACTERISTICAS TAXONOMICAS DA ESPECIE

Anadenanthera peregrina (L.) Speg. ( Angico vermelho ), € uma dicotiledonea,
familia Mimosaceae [ ex Leguminosae - Mimosoideae ( Cronquist, 1981 )]. O género
Anadenanthera, juntamente com os géneros Newtonia Parapiptadenia e Piptadeniastrum, foram
segregados do género Piptadenia. Devido a isto, Anadenanthera peregrina pode ser encontrada
com a sinonimia Piptadenia peregrina. Além disso, todas as espécies de todos estes géneros sdo
conhecidas como “Angico” devido a excelente qualidade da madeira que, por apresentar

densidade média de 945 kg/m’, é usada em construgdes pesadas ou submersas, bem como em

mobilidrio de alta qualidade. O género Anadenanthera comporta duas espécies: 4. peregrina e

4. colubrina, e ¢ distribuido nas regides tropicais do globo, Jjuntamente com os géneros acima,
onde alcangam até 40 m de altura. Newtonia e Piptadeniastrum sio mais restritos a Africa e os
demais a América, sendo que Parapiptadenia é restrito ao Brasil. De muitas espécies, mas

principalmente de Piptadenia macrocarpa e Piptadenia rigida, extrai-se goma ardbica de

qualidade intermedidria entre as extraidas no Suddo e Senegal. Indios africanos usam a casca de

N._ambrevillei como afrodisiaco e indios centro-americanos inalam a fumaca da queima de

sementes de ambas espécies de Anadenanthera e_P. _macrocarpa em rituais cerimoniais

observados desde as viagens de Colombo. Os alcalides encontrados nas sementes destas
espécies, bufotenina e outros de base indol derivados do triptofano, tém possiveis efeitos

alucinégenos. Entre todas estas leguminosas, nodulagéio rizobial foj observada apenas em
Piptadenia obligua, Piptadenia rigida e Anadenanthera peregrina ( Allen e Allen, 1981 ).




2.2 GERMINACAO

A germinagdo é um processo primeiramente controlado por uma integracdo de
sinais ambientais e endégenos ( sementes dormentes ) ou absor¢io de 4gua ( sementes
qQuiescentes ), a partir dos quais ocorrem alteragdes do estado fisiolégico da semente, mediadas
hormonalmente, que resultam na retomada do desenvolvimento do embriio. Essas alteraces sdo
complexas e convergem para ativagdo e sintese de novo de enzimas que quebram as
macromoléculas de reserva. Os produtos das hidrélises sdo ent#o utilizados para o crescimento do
eixo embrionario ( Fincher, 1989).

Ao nivel ultraestrutural, o processo € regulado geneticamente pelo embrido. Neste
nivel, os fitormdnios desempenham um papel chave na sintese enzimética, agindo tanto na
transcrigdo diferencial como na ativagdo de mRNAs pré-existentes ( Khan, 1977 %

O desenvolvimento do eixo embriondrio até a ruptura do tegumento se dé por
divisdo e alongamento celulares, mediados por auxinas e citocininas ( Liu et al., 199] e Singh e
Sawhnwey, 1992 ). A ocorréncia primeira de um evento ou outro varia entre as espécies e os
fatores que os controlam sio distintos, tornando arbitréria a Separacdo entre germinagfio e
desenvolvimento ( Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989 ). No entanto, qualquer que seja a ocorréncia

para o aumento do niimero e tamanho celulares, ela é decorrente da sintese protéica pelo embrido.

A sintese protéica tem inicio logo apés a hidratagio do embrigo e se da
primeiramente pela traducdo dos mRNAs pré-existentes, estocados juntamente com ribossomas
funcionais nos 1ltimos estagios da embriogénese ( Mayer e Poljakoff-Mayber, 1989; Raghavan,
1991; Whitmore, 1991 e Bernhardt, Kopke e Voigt, 1993).

A ativagdo dos polissomas recém formados requer energia proveniente da glicélise
que ocorre na fase “lag” da embebicdo. Os produtos destes mRNAs sdo enzimas hidroliticas que
juntamente com as pré-existentes, forneceriio aminoédcidos e outros mondmeros para o
crescimento do eixo embriondrio e para a sintese de outros mRNAs para novas enzimas
proteoliticas, como proteinases, carboxi-, di- e aminopeptidases ( Shutov e Vaintraub, 1987 e
Fincher, 1989 ). Estas recém sintetizadas proteases incrementario o fornecimento de aminoacidos

para o eixo embriondrio. Nesta fase, ocorre aumento da respiragdo aerdbica no embrido e



consequentemente, um aumento na atividade do ciclo dos acidos tricarboxilicos ( Khan, 1977 e
Mayer ¢ Poljakoff-Niayber, 1989 ). Com o crescente actimulo de aminodcidos ¢ ATP, hé um
aumento da transcricfio e traducfo no embrisio que prepara a célula para a duplicagiio de DNA e
divisfo celular, '

A sintese protéica ao longo desta sequéncia apresenta padrdes distintos no decurso
dos eventos ( Oishi ¢ Bewley, 1992), desdeaﬁsedeembebiﬁo até o desenvolvimento do eixo
embriondrio. Neste processo, os fitorménios exercem um papel chave na indugfo ou repressio da
sintese de proteinas especificas, sendoqueos&studostémdadomaiorénﬁseiinﬂuénciadas
giberelinas e do 4cido abscisico » devido ao antagonismo entre ambos em relagio aos efeitos
promotores e inibidores da germinagdo, respectivamente ( Jacobsen e Varner, 1967, Harvey e
Oaks, 1974; Higgins, Zwar e Jacobsen, 1976; Jacobsen e Beach, 1985; Nolan e Ho, 1988;
Koehler e Ho, 1990; Qi, Wilson e Tan-Wilson, 1992 e Van Beckum, Libbenga e Wang, 1993 ).

2.3 REGULADORES DE CRESCIMENTO

Define-se como reguladores de crescimento as substéincias sintéticas que, aplicadas
exégenamente, exercem os efeitos “hormonais” das substdncias naturais das ph?tas, os
fitormdnios. No entanto, hd a tendéncia de definir indistintamfnte as substéncias, sintéticas ou
naturais, como reguladores de crescimento, uma vez que as tiltimas séo distintamente diferentes

dos horménios de mamiferos, termo do qual originou-se “fitormdnio”.

2.3.1 ACIDO GIBERELICO

O écido giberélico, ou giberelinas (GAs), é um composto diterpénico cfcljco que
apresenta uma estrutura ent-kaureano, sendo sintetizado a paftnr do mevalonato ( MVA ) a
ent-kaureano, pela ent-kaureano sintetase, e posteriormente a GA., por monoxigenases. As
demais GAs derivam da GA,, por B-hidroxilagéo, diferindo entre si na posigio e sequéncia das

hidroxilas que apresentam ( Graebe, 1987 e Roberts e Hooley, 11‘988 ). A biossintese de GAs &



complexa, sendo ativada e desativada ao longo do ciclo da planta, de modo diverso entre as
espécies e entre orgdos da mesma espeécie ( Graebe, 1987 ).

As GAs tém sido relegado um papel de promotoras da germinagdo, sendo capazes
de substituir o efeito da luz na indugdo & germinagio de sementes fotossensiveis ( Khan e
Andreoli, 1992 ). Supdem-se que as GAs sejam os fatores difusivos, do embrido para a camada de
aleurona em cereais, promotores da sintese de hidrolases por esta camada durante a germinagéo.
Estas hidrolases mobilizam as reservas do endosperma, fornecendo monémeros para o embrido em
desenvolvimento. Esta suposicdo ( Fincher, 1989 ) deriva da observagdo que aleuronas de cevada
secretam GAs e que a sintese de a-amilase ¢ induzida por GA; exdgeno, em camadas de aleurona
isolada de cevada do cultivar Himalaia. No entanto, Fincher ( 1989 ) aponta que outros cereais,
incluindo outras variedades de cevada, sdo relativamente insensiveis a GA;, e que nio foi
demonstrado inequivocadamente que as GAs sejam os fatores difusivos em gréos intactos para
todos os casos. Segundo este pesquisador, o padrdo de sensibilidade ao GAs;, tem sido a camada
de aleurona, isolada do cultivar Himalaia, onde na auséncia do regulador, pouca ou nenhuma
a-amilase € sintetizada, e que esta resposta nio ¢ tipica. No entanto, o que se sabe sobre a sintese
protéica induzida por GA; durante a germinagdo, deriva dos estudos com estas camadas. Nestas
camadas, GA; induz a expressio de genes especificos que codificam para enzimas hidroliticas,
Por exemplo, GA, ¢ capaz de induzir a sintese de mRNAs para a-amilase ( Jacobsen e Beach,
1985 e Nolan e Ho, 1988 ), para proteases ( Nolan e Ho, 1988 e Koehler e Ho, 1990 ), nucleases,
B-glucanases e outras hidrolases ( Fincher, 1989 ). Além da indugdo 4 sintese de novo, GA; ativa

a secre¢do de proteases ( Jacobsen e Varner, 1967 ¢ Hammerton e Ho, 1986).

Pouco se sabe sobre 0o mecanismo de acdo das GAs e Fincher ( 1989 ) sugere, por
analogia a outros reguladores, o modelo da “transdugdo de sinais”, onde receptores de membrana,
nas quais os reguladores se ligam, sdo ativados e desencadeiam respostas intracelulares em
“cascata”. Estas respostas, que envolvem proteinas e alteragdes na concentragdo de fons,
alcancam o DNA gendmico e elicitam a expressdo génica ( Romanov, 1989 ). Fincher ( 1989)
discute esta possibilidade devido a observagdo de que GAs formam um complexo com fosfatidil
colina, aumentando a fluidez da membrana celular. Isto poderia alterar a permeabilidade a jons e a
atividade de enzimas de membrana, que por sua vez, alteraria a resposta gendmica. Hetherington
e Laidman ( 1991 ) discutem a possibilidade do metabolismo da fosfatidil colina em membranas



plasmiticas de aleurona de trigo, influenciado por GA,, ser parte integrante do mecapismo de
transducdio de sinais deste regulador. Um outro aspecto qﬁe reforca esta possibilidade, ¢ o
envolvimento de fons Ca™ e GAs na secregio de or-amilase, Parece que GAs promovem um
influxo de fons Ca** para o0 meio intracelular ( Hepler ¢ Wayne, 1985 ). Este jon exerce um papel
fundamental no mecanismo da transducfio de sinais devido a sua ligacéio comaCalmodqlina. As
variagSes nas concentragdes intracelulares do complexo Ca™/Calmodulina modulam a intensidade
da resposta em cascata ( Cheung, 1980 ¢ Hepler ¢ Wayne, 1985 ),

2.3.2 ACIDO ABScisICO

O é4cido abscisico ( ABA ) ¢ um sesquitetpeno composto de trés residuos
isoprenos. Sdo encontrados em plantas isdmeros nas conﬁgm-agaas Irans e cis, sendo a forma cis
opticamente ativa. Ambasformassaoencontradasemplantas,masaconﬁguragio cis é a que
apresenta atividade biologica ( Roberts e Hooley, 1988 ). Devido a sua estrutura, duas rotas
biossintéticas tém sido propostas. A chamada direta, sugere coino precursor imediato o farnesil
pirofosfato ( FPP ), que € precursor também do geranilgeranil pirofosfato ( GGPP ) da biossintese
de GAs. A rota indireta Sugere que o ABA ¢ sintetizado a partir da quebra da violoxantina, um
carotendide derivado de duas moléculas de GGPP. O uso de inibidores da sintese de carotendides
como a fluridona por exemplo, d4 evidéncias mais convicentes pm‘a a rota indireta do que o§ uso de
MVA marcado, precursor do FPP, que ¢ incorporado a0 ABA ( rota direta ), porém em baixas
quantidades ( Creelman, 1989 ),

No que se refere a germinaciio, sabe-se que o regulador de crescimento ABA
controla a maturagio do embrifio e impede a germinac#io précoce através da regulac}ﬁo da
expressdo génica. Seu efeito ¢ duplo. Primeiro por impedir a expressdio de genes especiﬁcés para
a germinagio, principalmente aqueles que codificam para hidrolases na presenca de GA;
( Jacobsen e Beach, 1985; Hammerton e Ho, 1986 e Fincher, i989 ). Segundo, por induzir a
expressdo de genes embriogénicos que codificam para proteinas de reserva e para inl‘bido;'es de
hidrolases ( Higgins, 1984; Bray e Beachy, 1985; Finkelstein et al, 1985; Nolan e Ho,§ 1988;
Williamson ¢ Quatrano, 1988; Fincher, 1989; Hetherington Quatrano, 1991; Rivin e Grudt,
991; Holbrook et al, 1991 ¢ Paiva ¢ Kriz, 1994 ). A sensibiidade do embrifio 30 ABA vagi,



entre as especies e € proporcional 4 maturidade do embrifo. Quanto mais imaturo for o embrido,
mais sensivel ele ¢ ao ABA e quanto mais maduro for, doses cada vez mais elevadas sio
necessarias para inibir a germinagdo ( Finkelstein et al, 1985 e Xu e Bewley, 1991).

Muitas das proteinas embrionarias codificadas por indugio do ABA exercem
fungdo osmo-protetora ( Skriver ¢ Mundy, 1990 ) € tém sido encontradas em c€lulas-guarda de
mutantes de Pisum sativum L. sob estresse hidrico ou exposi¢do ao ABA ( Neill et al., 1995 e
Wang et al,, 1995 ). Esta fungdo osmo-protetora pode permitir a tolerdncia da semente a
desidratagdo durante a maturacdo ( Hetherington e Quatrano, 1991 ) e reduzir o turgor de células
do mesdfilo sob déficit hidrico ( Walton, 1980; Williams, Bulman e Neill, 1994 e Willians et al.,
1994 ). Anticorpos monoclonais obtidos contra protoplastos de células-guarda de Pisum sativum
L., modulam a expressdo de genes que respondem ao ABA ( Rab ) em protoplastos de aleurona
de cevada ( Hordeum vulgare L. ) ( Wang et al., 1995 ). Isto implica que o mecanismo de agdo
do ABA ¢ similar nos dois tipos celulares. ABA altera a concentragdo intracelular de fons Ca™ em
ambos tipos celulares ( McAinsh, Brownlee e Hetherington et al., 1990; Hetherington e Quatrano,
1991; McAinsh, Brownlee e Hetherington et al., 1992 e Van der Veen, Heimovaara-Dijkstra e
Wang, 1992 ). Embora as respostas celulares a0 ABA sejam tecido e desenvolvimentalmente
especificas, 0 mecanismo de transdugdo de sinais deve seguir um padrdo tnico em resposta ao
ABA. Hetherington e Quatrano ( 1991 ) Sugerem que a fungdo geral do ABA deve ser de
preparar a célula/tecido para um novo e diferente estado fisiolégico, talvez alterando a diregdo do
metabolismo celular.

2.4 MOBILIZACAO DAS PROTEINAS DE RESERVA

2.4.1 CONSIDERACOES GERAIS

As proteinas de reserva sio classificadas de acordo com a solubilidade em 4gua
( albuminas ), solugdes salinas ( globulinas ), alcoélicas ( prolaminas ) e 4cidas ou alcalinas
( glutelinas ). As albuminas e globulinas sdo as principais proteinas de reserva em dicotileddneas
( Shewry, Napier e Tatham, 1995 ). A estrutura das albuminas tem sido estudada em Cruciferae,
sendo definidas como albuminas 28, devido ao seu coeficiente de sedimentagdo. Estas proteinas
consistem de dois polipeptideos ligados por pontes dissulfidricas e apresentam homologia
estrutural com as prolaminas. As globulinas s3o também encontradas em monocotiledoneas e
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esporos de samambaia, mas tém sido estudadas principalmente em leguminosas. Sdo divididas em
dois grupos: globulinas do tipo vicilina-7S e leguminina-11S. As globulinas 118 sdo compostas de
6 pares de subunidades. Cada par consiste de um polipeptideo acidico com massa molecular
aproximada de 40 kD, e um alcalino com 20 kD aproximadamente, ligados por uma simples ponte
dissulfidrica. S#o proteoliticamente modificadas ap6s a formagio da ponte dissulfidrica e nfo sdo
glicolisadas como as 7S. As globulinas 7S sdo compostos triméricos com massa molecular entre
150 e 190 kD, nos quais niio ha residuos de cisteina e portanto ndio sdo ligados por pontes
dissulfidricas. A composicio das subunidades varia muito devido & modificagGes proteoliticas e
glicolisagdo pés-traducionais (Shewry, Napier e Tatham, 1995 ). Embora as globulinas 7S e 118
sejam estruturalmente diferentes, h4 similaridades entre suas propriedades e homologias entre
estruturas tercidrias que sugerem co-evolugdo a partir de uma proteina ancestral. Todas estas
proteinas s3o secretadas com peptideo-sinal que ¢ removido quando as mesmas s3o translocadas
para o reticulo endoplasmatico ( RE ), onde assumem sua conformagdo quartensria auxiliadas por
enzimas existentes nesta organela celular ( chaperonas, sulfidril isomerases e ciclofilinas ). Apbs o
estabelecimento da estrutura final, as proteinas de reserva sdo acumuladas em corpos protéicos,
originados do RE e/ou do vacuolo em cereais, e do vaciolo, via Complexo de Golgi, nas
dicotileddneas. Nestas ultimas, modificagdes proteoliticas ainda ocorrem no vaciiolo por tiol- ou
aspartato-proteases ( Millerd, 1975; Larkins, 1981; Higgins, 1984; Casey e Domoney, 1987;
Shutov e Vaintraub, 1987; Shotwell e Larkins, 1989 e Shewry, Napier e Tatham, 1995 ).

2.4.2 MECANISMOS DE MOBILIZACAO

A mobilizacdo das proteinas de reserva durante a germinacdo fornece suprimento
adequado de nitrogénio, enxofte e esqueletos de carbono para o embridio em desenvolvimento.
Este processo ¢ coordenado temporalmente por diferentes tipos de proteases que agem de modo
sequencial e sobreposto, 4 medida que sdo sintetizadas.

Shutov e Vaintraub ( 1987 ) propdem um modelo para o mecanismo de hidrélise
das proteinas de reserva em sementes durante a germinagdo. Este modelo foi baseado
principalmente na degradagdo das globulinas 11S. De acordo com estes pesquisadores,
endopeptidases, denominadas Proteinases A, sdo sintetizadas de novo durante o inicio da
germinagdo e hidrolisam parcialmente as proteinas nativas. Proteinases A sio cisteino-proteinases

com massa molecular em torno de 25 kD, possuem pH 6timo em torno de 5, que € o pH interno
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dos corpos protéicos. As menores alteragdes no substrato nativo causadas pelas Proteinases A
geram sitios para a agfio de outras endopeptidases, denommadas Proteinases B, também
sintetizadas de novo durante a germinag3o € que siio inativas contra as proteinas nativas. Também
sdo cistefno-proteinases com massa aproximada de 38 kD e‘ PH 6timo de 5,6. O aumento da
atividadedestaproteaseéparaleloaoaumemodaaﬁvidadeaaproteinaseA A agfio conjunta
destas proteases expde terminais carboxila que podem ser atacados por carbo:npeptmdases,
sintetizadas de novo ou presentes na semente seca. Estas carboxipeptidases siio serino-proteinases
com grande amplitude de massa molecular ( 43 - 170 kD ), pouca especificidade e pH 6timo entre
4 e 6. A atividade destas proteases, em conjunto com as proteinases A e B, geram di- e
tripeptideos que s3o finalmente degradados a aminodcidos por amino- e dipeptidases. Em
dicotileddneas, estas tiltimas sfo encontradas no citoplasma, enquanto que Proteinases A e B e
carboxipeptidases sdio encontradas nos corpos protéicos. Devido a isto, Shutov e Vaintraub
(1987 ) concluem que b4 uma separagto fisica entre os estigios da mobilizaggo protéica. E. G.
Barros ( comunicacfio pessoal ) pondera que este modelo ¢é atrativo em suas implica¢3es
evoluciondrias. Elementos deste modelo sdo reconhecidos em @omcotiledﬁneas, dicotileabneas e
gimnospermas, descrevendo acuradamente o processo proteolftico para algumas das
dicotileddneas mais estudadas, No entanto, segundo este pesquisador, este modelo nio deve ser
considerado definitivo devido a possibilidade de tornar-se um obstaculo para futuras pesquisas, e
aponta que apenas algumas espécies de valor comercial tém sido estudadas intensivamenteg

As endopeptidases sdo classificadas com base no residuo aminoacidico do sttio
ativo da enzima e n#o no seu substrato, como na maioria das outras enzimas. S#o divididas em
quatro grupos através do efeito de inibidores especificos do sit:o ativo e requerimento ﬁe fons
metdlicos ou agentes redutores para ativagdo da enzima. Deste modo, serino-proteinases s&o
inibidas por PMSF, cistefno-proteinases s#o inibidas por iodo acetato e atlvadas por
B-mercaptoetanol, aspartato-proteinases sdo inibidas por pepstatina e metalo-proteinases séo
inibidas por EDTA e requerem zinco para ativagio ( Callis, 1995 ) 5

Um grupo de proteases que tem sido estudado de 1980 para ci, nfio pode ser
incluido em nenhum grupo acima. Sdo complexos proteoliticos que apresentam pelo menos trés
sitios cataliticos. Estes sitios cataliticos estgo relacionados com ?thades Proteoliticas do tipo
tripsina, quimotripsina e peptidil-glutamil hidrolase, catalizando hidréﬁses de ligagBes peptidicas
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que apresentam nos terminais carboxila, residuos basicos, hidrofébicos e acidicos, respectivamente
(Rivett, 1993 ). Devido a isto, sdo inibidos incomumente em relagéo as outras proteases.

Estes complexos possuem peso molecular entre 600 e 900 kD, coeficiente de
sedimentagdio = 20 S e apresentam forma tubular. Migram como uma tinica banda de proteina
através do campo eletroforético em condigdes ndo desnaturantes e sdo compostos de 15 a 24
polipeptideos com massa molecular de 20 a 35 kD. Sdo encontrados em arqueobactérias, em
levedura e em citoplasma e ncleo celulares de eucariotos. Apresentam similaridade aminoacidica
entre estes organismos, que indica ancestralidade genética em comum, mas nio apresentam
similaridade com as outras proteases ( Orlowski, 1990; Zwick] et al., 1992; Rechsteiner, Hoffman
e Dubiel, 1993; Rivett, 1993 e Callis, 1995 ). Devido a todas estas caracteristicas, estes
complexos tém sido referidos como um novo grupo de proteases e sio denominados
Proteossomas, Proteases 20 S, Complexos Proteoliticos Multicataliticos ou Proteases 26 S,
devido ainda a associagéo com possiveis controladores de suas fungdes.

Nio se sabe a funcdo dos proteossomas na célula, mas devido a concentragdo em
extratos de tecido de até 1% das proteinas soliveis, a posicdo nuclear e citoplasmética, a
multiplicidade proteolitica em PH neutro e a observagio de genes que codificam para algumas de
suas subunidades polipeptidicas so essenciais para o crescimento de levedura, tem sido sugerido
que 0s proteossomas exercem uma fungéo principal nas rotas ndo lisossdmicas do metabolismo
intracelular de proteinas ( Orlowski, 1990 e Rivett, 1993 )-¢ Os proteossomas podem degradar
uma grande variedade de substratos protéicos sem gerar polipeptideos intermedidrios detectaveis
em SDS-PAGE ( Rivett, 1993 ) € esta degradagdo ¢ dependente do sistema da ubiquitina
( Orlowski, 1990; Rechsteiner, Hoffman e Dubiel, 1993; Rivett, 1993 e Callis, 1995). @

Em plantas superiores, os proteossomas foram isolados de folhas de espinafre.
Estes proteossomas migram como uma tnica banda em condi¢des eletroforéticas nio
desnaturantes e apresentam pelo menos 10 bandas polipeptidicas com massa molecular entre 21 e
32 kD em condigdes desnaturantes ( Ozaki et al., 1992 ) e mostram atividade dependente de ATP
para degradar proteinas ubiquitinadas ( Fujinami et al, 1994 ). Ambos os grupos de
pesquisadores concluem que estes proteossomas mostram caracteristicas similares com os

proteossomas isolados de varios outros eucariotas,



3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Sementes maduras de A. peregrina utilizadas nos experimentos foram obtidas do
Laboratério de Sementes Florestais da Universidade Federal de Lavras - UFLA, a partir de um
lote coletado em setembro de 1993 ¢ armazenado a 10°C. As sementes foram submetidas a testes
de germinacio, de emergéncia e anilise de composi¢do quimica.

O teste de germinagio foi realizado com sementes ndo desinfestadas. As sementes
foram embebidas durante 5 horas em &gua destilada e colocadas para germinar em rolos de papel
de filtro num incubador tipo B.O.D., regulado para 30°C constantes com periodos de 10 horas de
luz e 14 horas de escuro. O teste foi conduzido em quatro repeti¢des de 50 sementes e concluido
apos 3 dias. O indicador utilizado para germinagdo foi protusdo de radicula,

O teste de emergéncia foi realizado em setembro de 1994 sob condi¢Ges de campo
e telado que permitia passagem de 50% de luminosidade. Nzo houve desinfestagdo das sementes
€ o plantio foi feito diretamente em bandejas de isopor com mistura de areia/vermiculita
autoclavada ( proporgao 5:3, viv). O teste foi conduzido em quatro repeti¢des de 200 sementes e
concluido apés 21 dias. O indicador utilizado foi a emergéncia completa da parte aérea.

Na anilise de composicdo quimica, determinou-se as porcentagens de proteinas,
carboidratos, lipideos, residuo mineral e umidade. As anilises foram realizadas no Laboratério de
Bromatologia do Centro Nacional de Pesquisa de Milho e Sorgo ( CNPMS - EMBRAPA ). A
porcentagem de proteinas foi determinada através da quantificagdo do Nitrogénio total pelo
método semi-micro Kjeldahl, utilizando-se o fator de corregdo 6,25. Lipideos foram quantificados
apds extragdo com éter etilico pelo método de Soxleht. Teor de umidade foi obtido através de
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secagem a 105°C durante 24 horas e residuo mineral através de carbonizagdo a 550°C. Estas
determinagdes foram realizadas segundo A.O.A.C. ( 1984 ). A determinagdo de carboidratos
totais foi realizada segundo Silva (1981).

3.2 REAGENTES E EQUIPAMENTOS UTILIZADOS

Os reagentes utilizados e listados a seguir foram adquiridos da Sigma Chemical
Company (ST. Louis, MO, EUA). Acido abscisico [mistura de isémeros], (ABA); 4cido
tricloroacético (TCA); acrilamida; azul de bromofenol, [Tetrabromofenolsulfonafetaleina] (ABF);
azul de Coomassie R-250; dodecil sulfato de sédio (SDS); fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF);
gelatina (Tipo A, densidade ~ 300); glicina; marcadores de peso molecular; 2-mercaptoetanol
(B-Me); octil-fenoxi-polietoxietanol (Triton X-100); persulfato de aménio (APS); polivinil-
polipirrolidona (PVPP); sacarose; TEMED [N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamim];
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris-base) e Tris(hidroximetﬂ)aminonwtano—lﬁdrocloreto
(Tris-HCI). Acido acético; acetona; etano] e glicerol foram adquiridos da Reagem Industrias
Quimicas, S/A (Rio de Janeiro, Brasil). Acido giberélico (GAs) e bis-acrilamida [N,N’-metileno-
bis-acrilamida] foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha).

Os equipamentos utilizados foram: microcentrifuga, modelo 5415 C e
microcentrifuga refrigerada, modelo 5402, ambas com rotor padrdo [Eppendorf (Alemanha)];
fonte eletroforética, modelo 200/2.0 e aparato eletroforético, modelo “mini protean II” [BIO-RAD
Laboratories, Inc (Hercules, California, EUA)].

3.3 ENSAIOS

3.3.1 DESINFESTACAO X NAO-DESINFESTACAO

Um lote com 30 sementes maduras, sem qualquer tratamento de desinfestacdo, foi
embebido em agua destilada e autoclavada ( dH;0 ), durante 5 horas sob temperatura ambiente.
Outro lote de sementes foj desinfestado em duas lavagens sequenciais com 1% de hipoclorito de
sodio ( 4gua sanitaria diluida 50% ) e dlcool comercial diluido a 70%, durante 5 minutos cada, Na
cdmara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas de 4 a 5 vezes com dH;O e logo em seguida
colocadas para embeber, por 5 horas em temperatura ambiente, com o frasco tampado por papel
aluminio. Apés a embebicio, os embrides de 10 sementes de cada lote foram removidos e em
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seguida armazenados em congelador a -85°C até a utilizagdo. Outros 10 embrides de cada lote
foram removidos, transferidos para placas de Petri contendo dqis papéis de filtro umedecidos com
6 mL de solugdo 3% ( p/v') de sacarose autoclavada e incub&ados durante 6 horas no escuro a
25°C. Para os embrides do lote desinfestado, todo o processb acima descrito foi realizado em
condic3es assépticas. Apés o periodo de incubag@io, os embrides foram armazenados a -85°C até
a utilizacso.

3.3.2 CONCENTRACOES DE ABA E PERIODOS EXTREMOS DE INCUBACAO

Embrides maduros isolados de sementes nfio d%infestadas, embebidas em dH,0
sob temperatura ambiente durante 5 horas, foram incubados no escuro a 25°C durante 6 e 30
horas. As incubag@es foram realizadas em placas de Petri ( 10 embrides em cada ) contendo dois
Papéis de filtro umedecidos com 6 mL de solugdes 3% de sacarose apenas, ou acrescidas de 10
pM de ABA; 100 uM de ABA:; 1 MM de GA3; 1 1M de GA; + IOuMdeABAou 1 uM.de GA,
+ 100 uM de ABA. Ap6s incubagiio os embriges foram armazen;ldos a-85°C até a utilizago.

3.3.3 MOBILIZACAOQ DE PROTEINAS EM EMBRIOES DURANTE A GERMINACAO

Embrides maduros isolados de sementes nio desinfestadas, embebidas em dH,0
sob temperatura ambiente durante 5 horas, foram incubados no escuro a 25°C durante 6, 12, 24 ¢
48 horas. As incubag3es foram realizadas em placas de Petri ( 10 embrides em cada ) contendo
dois papéis de filtro umedecidos com 6 mL de solugdes 3% de sa!carose apenas, ou acrescidas de
100 iM de ABA; 1 kM de GAs ou 1 uM de GA; + 100 uM de ABA. Apés incubaglo os
embriGes foram armazenados a -85°C até a utilizagdo,

3.3.4 SINTESE DE PROTEINAS EM EMBRIOES APOS INICIO DA GERMINAGCAO
Embrides maduros isolados de sementes nfio desinfestadas, embebidas em dH,O
sob temperatura ambiente durante 5 horas, foram incubados durante 6 horas no escuro a 25°C, em
placas de Petri ( 10 embrides em cada ) contendo dois papéis de ﬁlltro umedecidos com 6 mL de
solugiio 3% de sacarose sem reguladores. Apds este periodo os embriGes foram transferidos para
solugdes 3% de sacarose acrescidas de 100 pM de ABA; 1 MM de GA; ou 1 HM de GA; +
100 uM de ABA e incubados, nas mesmas condi¢des, durante mms 6, 18 e 42 horas. LApés

incubagBio os embrides foram armazenados a ~85°C até a utilizagio. |
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3.3.5 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE EMBRIGES

Embrioes maduros isolados de sementes nfio desinfestadas, embebidas em dH,0
sobtemperatmaambienteduranteShoras, foram incubados durante 6 horas no escuro a25°C, em
placas de Petri contendo dois papéis de filtro umedecidos com 6 ml de solugiio 3% de sacarose.
EmbriSes isolados de sementes embebidas e embrides incubados foram utilizados para
comparacfo. Dez embrides foram macerados em almofariz sob baixa temperatura ( banho de
gelo ) com 1 mL de dH,0 gelada, utilizando-se areia lavada em dcido nitrico para facilitar a
maceracdo. Apés a maceragdo, o homogenato foi coletado em microtubos e agitado sob baixa
temperatura durante 20 minutos para a extracdio de protefnas sc;lﬁveis em dgua. Apés a extracio,
o homogenato foi centrifugado a 16000 x g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e acrescido até a concentragio de 1% de SDS ( v/v de soluglio-estoque 10% ) e 2%
( viv) de B-Me, em seguida foi armazenado a 4°C, Q precipitado resultante foi ressuspendido
com 1 mL de 0,5 M de NaCl gelado. O novo homogenato foi extraido c centrifugado nas
condigBes acima e o sobrenadante, fdem, Oprecipitadodestaﬁ'at;ﬁofoiressuspendido com 1 mL
de dH,0 gelada, vortexado e centrifugado nas mesmas condicdes. O sobrenadante foi descartado
€ 0 processo foi repetido. Este procedimento foj usado para remogﬁo do excesso de NaCL O
precipitado entéio lavado, foi ressuspendido com 1 mL de tamp&o borato PH 10, 1% de SDS e 2%
de B-Me para extragfio das proteinas totais remanescentes. Este terceiro homogenato foi extraido
e centrifugado nas condicdes J& descritas; o sobrenadante arniazenado a 4°C e o precipitado
descartado. As fragBes aquosa, salina e alealina foj acrescentado TCA até a concentragio de 17%
( viv de soluggio-estoque 70% ). As fragdes sohiveis foram incubadas durante 1 hora no gelo para
a total precipitagio das protefnas, Ap6s a incubagdo, as fragBes foram centrifugadas a 16000 x g
durante 15 minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado protéico resultante foi
ressuspendido com acetona a -20°C, vortexado, centrifugado do modo anterior e o sobrenadante
descartado. Este processo foi repetido 2 vezes, sendo que na ultqna, o precipitado protéico ficou
incubado com acetona durante uma noite no congelador a -15°C antes da centrifugacio. Este
procedimento de lavagem com acetona foi usado para remogio do TCA e consequente elevaciio
do pH. Apés o descarte do sobrenadante da wltima lavagem, o precipitado protéico foi deixado 3
temperatura ambiente para que a acetona evaporasse. Finalmente, o precipitado foi ressuspendido
com 100 uL de tampéo da amostra [ Tris-HCl 62,5 mM ( v/v de solugBo-estoque 1 M ) pH 6.8;
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2,3% de SDS; 10% ( v/v) de glicerol; 5% (v/iv)de B-Me e 0,05% de ABF ( v/v de solugdo-
estoque 0,5% ); baseado em Laemmli (1970 ) ], aquecido em 4gua fervente durante 4 minutos e
- centrifugado a 16000 x g durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e o precipitado
descartado. O procedimento de lavagem com acetona ndo foj suficiente para remover todo o
TCA do precipitado da fracdo aquosa, que era 0 majs volumoso. Isto foi observado pela
coloragfio amarelada do ABF presente no tampéo da amostra. O acréscimo de 4 ML de NaOH 3M
( colocados um a um ) foi suficiente para o ponto de viragem do ABF. Aliquotas do tiltimo
sobrenadante coletado de cada fragio solivel, sem diluicéio, foram aplicadas em volume de 20 uL
nas cavidades dos géis para separago eletroforética em SDS-PAGE.

3.3.6 MOBILIZACAO DE PROTEINAS E ATIVIDADE DE PROTEASES EM
COTILEDONES

Sementes maduras nfio desinfestadas foram colocadas para embeber durante 5
horas sob temperatura ambiente em dH;O ( controle ) ou solugdes aquosas de 100 UM de ABA;
1 pM de GA; ou 1 MM de GA; + 100 uM de ABA. Apbs a embebicdo, as sementes foram
colocadas para germinar em rolos de papel de filtro ( 20 sementes em cada ), umedecidos
continuamente com as mesmas solugdes de embebicdio, durante 0,2,4,6, 8, 10 e 12 dias. As
condi¢3es de germinag#io foram: escuro com periodos de 8 horas a 30°C e 16 horas a 20°C. Apés
cada coleta, os cotilédones foram isolados e macerados inteiros com nitrogénio liquido ( N, L )
de modo a garantir homogeneidade de material. O macerado resultante foi armazenado a -85°C
até a utilizacio. Este material foj analisado eletroforeticamente no sistema SDS-PAGE, para
visualizagio das bandas de proteina e no sistema PAGE, para visualizacio da atividade de
proteases.

3.@&1@5 ELETROFORETICA

3.4.)/S/ISTEMA DE GEIS DESNATURANTES ( SDS-PAGE )
3.4.1.1 ASPECTOS GERAIS DA TECNICA

A maioria dos estudos com proteinas que empregam a eletroforese em géis de
poliacrilamida ( PAGE ), usa um sistema desnaturante que di.ésocia as protefnas em suas
subunidades polipeptidicas. O agente dissociador mais usado & o detergente i6nico SDS. As
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proteinas sdo geralmente solubilizadas e dissociadas pela ligagdo de seus polipeptideos ao SDS,
sob fervura, na presenca de um agente redutor que rompe as ligagses dissulfidricas. O SDS liga-
s¢ aos polipeptideos numa razio de massa constante, - Sendo que as cargas liquidas de
polipeptideos acidicos ou basidicos tornam-se insignificantes frente s cargas negativas do SDS.
Assnn, 0s complexos SDS-polipeptideo tém essencialmente as mesmas densidades de carga e
migram através do gel de poliacrilamida, para o 4nodo do campo elétrico, estritamente de acordo
com a relagdo entre suas massas moleculares e a porosidade do gel. Isto permite, além da anlise
polipeptidica desejada, estimar a massa molecular de polipeptideos através da co-migragdo de

outros com massa conhecida, relacionando suas respectivas mobilidades no gel.

3.4.1.2 OTIMIZACAO DA EXT RACAO DE PROTEINAS TOTAIS

. Embrides maduros, isolados de sementes secas, foram macerados sob baixa
temperatura na propor¢do de 5 unidades para 1 mL de tampdo de extragdo Tris-HCI 62,5 mM pH
68 23% de SDS; 10% ( viv ) de glicerol e acrescido de 10% ( plv ) de PVPP;
1 mM de PMSF; 5% de B-Me ou apenas 5% de B-Me. Os homogenatos foram coletados em
microtubos e centrifugados a 16000 x g durante 15 minutos a 4°C. Os sobrenadantes ( extratos )
foram coletados e aliquotas foram diluidas em tampdo de amostra Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8;
2,3% de SDS; 10% de glicerol e 0,05% de ABF ( Laemmli, 1970 ) ou tampdo de amostra Tris-
base 50 mM pH 8,5; 50% de glicerol e 0,05% de ABF ( Davis, 1964; citado por Hames, 1990 ).
As amostras foram aquecidas em agua fervente durante 4 minutos e aplicadas nos géls em volume

de 30 uL, diluidas ( v/v ) na proporg¢do de 1:2 ou 2:1 ( extrato : tampdo de amostra ).

3.4.1.3 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DE EMBRIOES

Para extragdo de proteinas totais foram utilizados 5 embribes ( peso fresco médio =
50 mg ) pof _mL de tampdo de extragdo Tris-HCI 62,5 mM PH 6,8; 2,3% de SDS; 10% de
glicerol e 5% de B-Me. A maceracdo dos embrides foi realizada em almofariz, sob baixa
temperatura e com auxilio de pequenas quantidades de areia lavada em 4cido nitrico para facilitar
a maceragdo completa do tecido. O homogenato foi coletado em microtubos e centrifugado a
16000 x g durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -15°C até o
uso. Para separagdo eletroforética em géis de cavidades com capacidade de até 100 pL, os

extratos foram diluidos 2:1 em tampdo da amostra Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; 2,3% de SDS;
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10% de glicerol; 5% de B-Me e 0,05% de ABF:; aquecidos em 4gua fervente durante 4 minutos e
aplicados em volume de 30 ML por cavidade. Em géis de cavidades menores, o0s extratos foram

diluidos 1:1 no mesmo tampdo da amostra, aquecidos durante 4 minutos e aplicados em volume
de 20 pL por cavidade.

3.4.1.4 EXTRACAO DE PROTEINAS TOTAIS DE COTILEDONES

Proteinas totais de cotilédones foram extraidas a partir de 50 mg do material
macerado em N, L. para 1 mL de tampdo de extragdo Tris-HCI 62,5 mM PH 6,8; 2,3% de SDS;
10% de glicerol e 5% de B-Me. A extragdo foi realizada em microtubos durante 20 minutos sob
agitacdo e temperatura ambiente. Os extratos foram centrifugados a 16000 x g durante 15
minutos. Os sobrenadantes coletados, foram acrescidos de 2 HL de ABF, aquecidos em 4gua
fervente durante 4 minutos e 20 ML de amostra, destes extratos sem diluigdo, foram aplicados nos

g¢€is para separagio eletroforética.

34.1.5 ELETROFORESE

O sistema descontinuo de SDS-PAGE foi utilizado para observagdo do perfil de
proteinas totais em embriges e cotilédones, segundo Laemmli ( 1970 ) com algumas modificagdes
abaixo indicadas.

A - Confeccdo dos géis

Os géis foram confeccionados em cuba construida no préprio laboratério. As
placas de vidro foram montadas com os espagadores posicionados e com vaselina vedando todas
as dreas de contato. As solucdes de acrilamida dos géis separador e concentrador foram
preparadas, inicialmente sem adicdo dos catalisadores APS e TEMED. Adicionou-se entdo os
catalisadores apenas na solugdo do gel separador, sem prévia deaeragdo a vécuo do mesmo. A
concentragdo de acrilamida total ( T% ) do gel separador foi 12,5% e consistia de 6,6 mL de
dH,0; 8,3 mL de solugdo-estoque de acrilamida/bis-acrilamida a 30% [ concentragio de bis-
acrilamida na solugdo-estoque ( C% ) = 2,6% I; 5,0 mL de tampdo Tris-base 1,5 M pH 8,8; 0,4%
de SDS e foi polimerizado com 100uL de 10% ( p/v) de APS e 16 HL de TEMED. A solugdo foi
despejada vagarosamente entre as placas de vidro até alcangar 1 c¢m antes da base do pente
formador das cavidades do gel. A solugdo foi coberta com dH,0 e deixada polimerizando durante



20

1 hora. Apés este periodo a agua foi retirada e o €xcesso enxugado. O pente foi inserido e a
solugdo do gel concentrador acrescida dos cata]isadqrcs,/ ftambém sem prévia deaeragdo. O gel
concentrador ( T% = 6 ) consistia de 3,9 mL de ngo, 1,4 mL da mesma solugdo-estoque de
acﬁlanﬁdafbis—acrilamjda; 1,7 mL de tampéo Tris-HCI 0,5M pH 6,8; 0,4% de SDS e polimerizado
com 20uL de APS e 15 pL de TEMED. A solugéio foi colocada com auxilio de uma pipeta,
inclinando as placas de vidro para evitar que bolhas de ar ficassem retidas na base do pente. A
solugdo foi deixada polimerizando durante 30 minutos no minimo. Os géis foram utilizados
imediatamente ou armazenados em geladeira, cobertos com uma lAmina d’agua e paraﬁhﬁé; por
até 2 dias.| Os volumes indicados foram suficientes para confeccionar um géi-descontinu.c-) com
160X 110x 1 mm. a

B - Separacio eletroforética

Em ambos eletrodos da cuba eletroforética foi utilizado tampdo Tris-glicina [ 25
mM de Tris-base; 192 mM de glicina ] acrescido de 0,1% de SDS, pH préximo de 8,3. As
separagdes eletroforéticas foram realizadas sob temperatura ambiente, voltagem constante (60V)
€ amperagem livre, durante aproximadamente 5 horas, quando o marcador ABF alcangava a base
do gel.

C - Coloracio e descoloracio

Apoés as separagdes eletroforéticas, os géis foram corados sob agitacdo durante
periodos minimos de 10 horas numa solu¢do de 25 % de etanol + 10% de 4cido acético, acrescida
de 0,1% ( p/v ) de azul de Coomassie R-250; e dc_scoradps também sob agitacdo em solugdo de
5% de etanol + 10% de 4cido acético, até a remogdo do corante retido nos poros da matriz de
poliacrilamida.

D - Modificacdes
Visando melhor resolucdo das bandas de proteina, eventualmente as concentragdes

de Tris dos géis e do tampdo de corrida foram duplicadas, de acordo com Wallace et al. ( 199(j; K

3.4.2 SISTEMA DE GEIS NATIVOS ( PAGE )/ GEIS DE ATIVIDADE PARA PROTEASES
3.42.1 ASPECTOS GERAIS DA TECNICA

Acoplado ao sistema nativo de eletroforese em géis de poliacrilamida ( PAGE )s
utiliza-se a técnica de copolimerizar acrilamida e gelatina para a detectar atividade de proteases em
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extratos nativos ( nfo desnaturados ). Extratos nativos contendo enzimas ativas s3o inicialmente
separados nesta matriz mista. Apbs separacio eletroforética, os géis sdo incubados em tampdo
com pH ajustado para um limite que permita maxima atividade enzimatica. Desta maneira, as
proteases ativas degradam a gelatina presente na regido do gel para a qual foram carreadas por
acdo do campo elétrico. Assim, a gelatina ¢ removida apenas das regides contendo bandas
protéicas correspondentes a proteases. Esta técnica permite, através de coloragdo com azul de
Coomassie, seguida de descoloragdo com &lcool/4cido acético, identificar atividade enzimatica
presente nas regides descoradas do gel. As regides do gel intensamente coradas de azul,
correspondem a 4reas contendo gelatina niio degradada.

O protocolo de extragdo; eletroforese e atividade, obtido para proteases em
cotilédones de 4. peregrina, foi baseado em Asahi et al. ( 1985 ) e Barros e Larkins (1990).

3.4.2.2 EXTRACAO DE PROTEASES

Proteases de cotilédones foram extraidas a partir de 100 mg do material macerado
em N, L. para 1 mL de tampéo fosfato de sédio 50 mM, pH 7,0 ( NaP ). As proteases foram
extraidas durante 2 horas a 4°C sob agitagdo ocasional. Apés periodo de extragdo, o homogenato
foi centrifugado a 16000 x g durante 30 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado; acrescido de
glicerol e ABF até a concentragdo de 10% e 0,05%, respectivamente; e armazenado a -20°C, por
periodos méximos de uma semana, até o uso.

3.4.2.3 DETERMINACAO DO pH OTIMO DE ATIVIDADE

Proteases de uma amostra do macerado de cotilédones-controle coletados aos 6
dias, foram extraidas do modo descrito em 3.4.2.2. O extrato obtido, acrescido de glicerol e ABF
até a concentragdo de 10% e 0,05%, respectivamente, nio acrescido de agente redutor, nem
aquecido em agua fervente, foi aplicado em volumes de 5, 10 e 20 1L nas cavidades de 4 géis.
Apbs separagdo em PAGE/GEIS DE ATIVIDADE, os géis foram incubados, durante 2 horas a
37°C sob agitagdo, em 100 mL de tampdo acetato de s6dio 50 mM, preparado em pHs de 3,9; 4,5;
5,1e5,7.



3.4.2.4 EXTRACAO COM SDS

Proteases de uma amostra do macerado de cotilédones-controle coletados aos 6
dias, foram extraidas nas condi¢des descritas em 3.4.2.2,, a partir de 100 mg do material para
1 mL de NaP acrescido de 2,3% de SDS. Apés centrifugacéo, o sobrenadante foi coletado e
acrescido de glicerol e ABF até a concentracdo de 10% e 0,05%, respectivamente. A amostra foi
aplicada em volume de 10 ML em mini-ge] ( neste caso, acrescido de 0,4% de SDS ), sem prévia
adi¢do de agente redutor, nem aquecimento em agua fervente. Ap6s separacdo em SDS-PAGE, o
mini-gel foi lavado durante 2 horas sob agitagdo e baixa temperatura, com 200 mL de 2,5% de
Triton X-100 para a remogdo do SDS e concomitante recuperacdo da conformagdo nativa das
enzimas. Apds remogéo do SDS, o mini-gel foi incubado, durante 2 horas a 37°C sob agitacio,
em 100 mL de tampdo acetato de s6dio, 50 mM pH 5,7.

3.4.2.5 ELETROFORESE

A - Confeccdio dos géis ( mini-géis )

Os géis foram confeccionados num aparato eletroforético modelo “mini-protean II”

de modo anilogo ao descrito para o sistema SDS-PAGE, porém sem adicdo de SDS, com
acréscimo de 0,5% de gelatina, e concentragdo de Tris sempre duplicada, tanto nos géis como no
tampdo de co_rrida.

- Na confecgdo dos géis, o gel concentrador ( T% = 6 ) consistia de 1,6 mL de
dH0; 0,7 mL da solugdo-estoque de acrilamida/bis-acrilamida; 0,85 mL de tampfio Tris-HCI
1 M pH 6,8; 0,35 mL de solugio 5% (p/v ) de gelatina e foi polimerizado com 10pL de APS e
7 pL de TEMED. O gel separador (T% =17,5) consistia de 4,0 mL de dH:0; 2,5 mL da solugdo
de acrilamida/bis-acrilamida; 2,5 mL de Tris-base 3 M pH 8,8; 1,0 mL de solugdo 5% de gelatina
¢ polimerizado com 50uL de APS e § ML de TEMED. Em ambos eletrodos do aparato
eletroforético foi utilizado tampdo Tris-glicina [ 50 mM de Tris-base e 192 mM de glicina ], sem
ajuste de pH.

Na confecgdo do gel com 0,4% de SDS para o ensaio de proteases ( ftem 3.4.2.4 ),
0 procedimento foi 0 mesmo acima, exceto pela adi¢do de 0,14 e 0,4 mL de solugdo 10% de SDS
em substituigdo de iguais volumes de dH,O, nos géis concentrador e separador, respectivamente.

Ao mesmo tamp@o Tris-glicina, foi acrescentado 0,1% de SDS em peso/volume.
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B - Separagdio eletroforética

Antes da separagdo eletroforética os géis foram pré-corridos a 100 V por 30
minutos a 3°C. Na separacdo eletroforética a voltagem foi ajustada a0 maximo ( 200 V ) e a
amperagem limitada a 40 mA. Os tempos de separagdo foram de 3,5 e 2,5 horas a 3° C para
PAGE e SDS-PAGE, respec:ti\«*at:mentg.._i Esses tempos de separagdo excediam a saida do marcador
ABF pela base do gel; a qual ocorria em torno de 1 hora para ambos os casos.

C - Coloracdo e descoloragio

| Ap6s periodo de incubagéo para desenvolvimento da atividade em pH 5,7, os géis

foram coradds___-_s_ob agitacdo durante periodos minimos de 10 horas, numa solugdo de 25% de
etanol + 10% de 4cido acético, acrescida de 0,1% de azul de Coomassie R-250 e descorados,
também sob agitagdo, em solugdo de 5% de etano] + 10% de 4cido acético, até o surgimento de
bandas incolores. Alternativamente, os géis foram corados em forno de microondas durante 5
minutos em poténcia média, com 40% de etanol + 10% de écido acético + 0,1% de azul de
Coomassie R-250 e descorados do modo anterior, em solugéio de 40% de etanol + 10% de 4cido
acético. Esta técnica de coloragdo em microondas ( PROMEGA, 1993 ) funcionou muito bem
para mini-géis de atividade, com 6tima intensidade de coloragdo e pode ser otimizada para géis
grandes de proteinas totais, inclusive para descoréd-los, reduzindo o tempo de coloragio e
descoloragdo para 40-50 minutos,



4 RESULTADOS

4.1 TESTES DE GERMINACAO, EMERGENCIA E ANALISE DE COMPOSICAO
QUIMICA

Para verificar a viabilidade das sementes utilizadas nos ensaios e para conhecer suas
caracteristicas quimicas, foram realizados testes de germinagdo, de emergéncia e anilise da
composi¢do quimica das mesmas. Os lotes amostrados apresentaram 85,7% de germinagéo aos 3
dias e 71,4% de plantulas estabelecidas aos 21 dias. A andlise quimica revelou 8,5% de umidade;
36,5% de proteinas; 11 ,2% de carboidratos; 17,4% de lipidios; e 3.3% de residuo mineral. A
figura 1 mostra um panorama geral da germinagdo das sementes e do desenvolvimento do eixo

embrionario.
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FIGURA 1 - Germinagdo e desenvolvimento do eixo embriondrio de A. peregrina. Semente seca

e eixos em desenvolvimento ( 2 a 7 dias ). A) sementes intactas; e B) sementes sem

um dos cotilédones.



FIGURA 2 - Perfil protéico de embribes secos de 4. peregrina, extraidos em tampédo Tris-HCl
62,5 mM pH 6,8 + 2,3% de SDS + 10% de glicerol, na presenga de 10% de PVPP,
5% de p-Me ¢ ImM de PMSF ( colunas 1 a 4 ) ou apenas 5% de B-Me
( colunas 6 a 9 ), diluidos em tampfio de Davis [ Tris 50 mM pH 8,8; 50% de
glicerol e 0,05% de ABF ] ( colunas 1, 2, 6 ¢ 7 ) ou diluidos em tampdo de
Laemmli [ Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8; 2,3% de SDS; 10% de glicerol ¢ 0,05% de
ABF ] ( colunas 3, 4, 8 ¢ 9 ) nas proporg3es de amostra e tampéio 1 : 2 ( colunas 1,
3,6e8)ou2:1(colunas2,4,7e9). Coluna 5 = marcador molecular; massas
em kD, indicadas & esquerda.
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4.2 OTIMIZAGAO DA EXTRAGAO DE PROTEINAS TOTAIS DE EMBRIGES

Com o objetivo de obter um bom bandeamento protéico, foi determinado; 1- se
haveria necessidade da adi¢io de PVPP, B-Me, PMSF ou apenas B-Me ao extrato; 2- a
composicdo do tampdo de diluigio da amostra; e 3- a concentragdo de amostra a ser aplicada nos
géis. A figura 2 mostra duas amostras de embrides isolados de sementes secas, extraidas na
presenca de PVPP, B-Me e PMSF ou apenas B-Me; e ambas diluidas na proporgdo de 1:2 ou 2:1
em tampédo de Davis ou tampdo de Laemmli. Néo foram observadas diferengas no perfil protéico
de ambas amostras em relagéo a presenca de PVPP, B-Me e PMSF ou f-Me apenas; no entanto,
em maior proporgdo de tampdo de Laemmli do que de amostra, foi observado espalhamento
lateral das bandas de proteina no decorrer da separagdo eletroforética. Em relagdo a composicdo
do tamp@o de diluicdo da amostra, foi observado que em tampdo de Davis formaram-se “rastros”,
prejudicando parcialmente a visualizagdo das bandas de proteina, principalmente na maior
propor¢do de amostra, extraida apenas com pf-Me, em relagdo ao tamp3o.




FIGURA 3 -

Perfil protéico de embrides de 4. peregrina, provenientes de sementes niio
desinfestadas, embebidas em dH,O durante 5 horas e incubados em 3% de
sacarose durante 6 horas ( colunas 1 e 2, respectivamente ); ou provenientes de
sementes desinfestadas com 70% de édlcool comercial e 1% de hipoclorito de
s6dio, embebidas em dH;O durante 5 horas e incubados em 3% de sacarose
durante 6 horas ( colunas 3 e 4, respectivamente ). Massas moleculares de zeinas
em kD, indicadas & esquerda. Massas moleculares aproximadas em kD dos
polipeptideos, indicadas & direita.
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4.3 DESINFESTAGAO X NAO-DESINFESTACAO

Com objetivo de determinar se os reagentes, que normalmente sdo utilizados para
desinfestagdo superficial dos materiais vegetais, interferem na mobiliza¢do protéica de embrides
durante o inicio da germinagdo, foi analisado o perfil protéico de embrides isolados de sementes
embebidas durante 5 horas e de embrides incubados por mais 6 horas além do periodo de
embebicdo. As sementes foram desinfestadas ou nio antes da embebicdo ( fig. 3 ). Nao foram
observadas diferengas entre embrides apenas embebidos ( colunas 1 e 3 ). Nos embrides
incubados provenientes de sementes nio-desinfestadas ( coluna 2 ), foi observado, em relacdo aos
embebidos, a diminui¢do de intensidade de bandas protéicas com massas moleculares aproximadas
de 17 e 53 kD; e de 3 ou 4 bandas protéicas entre 54 e 66 kD. Foi observado também a presenga
de uma banda protéica com 28 kD aproximadamente. Nos embrides incubados provenientes de
sementes desinfestadas ( coluna 4 ), foi observado apenas uma pequena diminui¢do de intensidade
das bandas protéicas com 53 e entre 54 e 66 kD; bem como a presen¢a da banda protéica com 17
kD e um pequeno aumento de intensidade da banda protéica com 28 kD.
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4.4 CONCENTRAQOES DE ABA E PERIODOS EXTREMOS DE INCUBACAO

Com o objetivo de delimitar os periodos de incubagdo e especificamente, verificar
se ocorrem diferencas no perfil protéico de embrides submetidos a diferentes concentragdes de
ABA em relagdo a periodos extremos de incubagdo, foi analisado o perfil protéico de embrides
isolados de sementes ndo desinfestadas, embebidas durante 5 horas ( controle-5 horas ), e
incubados durante 6 ou 30 horas, na auséncia ou presenga de ABA e/ou GA; ( fig. 4 ). Nos
embrides incubados durante 6 horas na auséncia dos reguladores, foi observado, em relagdo ao
controle-5 horas, a auséncia das bandas protéicas com 17 e 53 kD; a diminui¢do de intensidade
das vérias entre 54 e 66 kD, bem como a presenga da banda protéica com 28 kD. Nas incubagdes
durante 6 horas na presenca dos reguladores, nfo foi observado diferencas significativas no perfil
protéico dos embrides em relagdo ao controle-5 horas, exceto por um pequeno aumento de
intensidade na regiio de 28 kD. Em 30 horas, foram observadas alteragdes significativas na
intensidade das bandas protéicas com massas moleculares entre 54 e 66 kD entre os tratamentos.
Os tratamentos 1 uM de GA; e | MM de GA; + 10 uM de ABA foram semelhantes ao tratamento
sem reguladores, no entanto 1 pM de GA; + 100 MM de ABA foi semelhante ao tratamento 10
MM de ABA. O tratamento 100 1M de ABA foi 0 que mostrou menores alteragGes em relagdo a
6 horas para as mesmas bandas protéicas. Em 30 horas, foi observada a auséncia da banda

protéica com 17 kD em todos tratamentos.
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FIGURA 4 - Perfil protéico de embrides de A. peregrina incubados em solugdes 3% de sacarose
acrescidas ou ndo de ABA, GA ou ABA + GA, durante 6 ou 30 horas. Massas
moleculares aproximadas em kD dos polipeptideos, indicadas a esquerda. Colunas:
1) embrides de sementes embebidas 5 horas; 2) sem reguladores; 3) 10 uM de
ABA; 4) 100 uM de ABA; 5) 1 uM de GA3; 6) 1 pM de GA; + 10 UM de ABA;
7) 1 pM de GA; + 100 pM de ABA; 8) sem reguladores; 9) 10 puM de ABA; 10)
100 uM de ABA; 11) 1 puM de GA3; 12) 1 pM de GA; + 10 uM de ABA;
13) 1 uM de GA; + 100 uM de ABA.
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4.5 MOBILIZACAO DE PROTEINAS EM EMBRIOES DURANTE A GERMINACAO

Com o objetivo de observar a sequéncia de variagdes nas proteinas ( degradagdo
e/ou sintese ) de embrides, durante as primeiras 48 horas de germinagdo na presenca de ABA, foi
analisado o perfil protéico de embrides incubados na auséncia ( controle ) ou na presenga de ABA
e/ou GA; durante 6, 12, 24 ¢ 48 horas (fig 5). Além das observagdes jé descritas entre controle-
5 horas e embrides incubados durante 6 horas na auséncia dos reguladores ( fig. 4 ), foi observado
0 actiimulo e desaparecimento sequenciais, nas horas procedentes, da banda protéica com 28 kD.
Esta banda esté ausente no controle-5 horas e ¢ acumulada de forma razoavelmente compacta em
6 horas. Aparentemente, este actimulo & produto, em grande parte, da degradagdo das bandas
protéicas entre 54 e 66 kD. Em 12 horas este acimulo torna-se difuso, possivelmente pela
continuada degradagéo de protefnas com maiores massas moleculares e pela degradagdo da
propria banda protéica com 28 kD, que estd acumulada de forma compacta em 6 horas. De 24 a
48 horas, esta banda protéica com 28 kD est4 praticamente degradada ( controle, fig. 5). Nos
embrides incubados em ABA (fig. 5 - A), foi observado um retardamento do processo descrito
para o controle. A degradagfio das bandas protéicas com 17 e entre 54 e 66 kD, tende a estar
completa em 24 horas, enquanto no controle, entre 6 e 12 horas. A banda protéica com 53 kD foi
degradada menos intensamente e a com 28 kD ¢ acumulada gradativamente, alcangando o méaximo
em 24 horas. De modo geral, o perfil protéico em 24 horas nestes embrides foj semelhante ao
perfil em 12 horas no controle, idem em 48 horas em relagdo as 24 horas do controle. Foi
observado que o tratamento 1 uM de GA; (fig. 5 - B ) ndo diferiu significativamente do controle,
exceto pela banda protéica com 17 kD, que ¢ degradada em 6 horas no controle e em 12 horas em
GA;. Foi observado que 1 1 M de GA; ndo inibiu o efeito de 100 KM de ABA neste sistema, ja
que o perfil protéico no tratamento 100 MM de ABA + 1 pM de GA; ( fig. 5 - C) praticamente
ndo diferiu do tratamento com ABA.
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C) controle 1uM de GA;+100uM de ABA
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FIGURA 5 - Perfil protéico de embrides de A. peregrina isolados de sementes embebidas durante
5 horas ( E ) e incubados durante 6, 12, 24 ou 48 horas em solugdes 3% de sacarose
acrescidas ou nfio de ABA, GA; ou ABA + GAs, nas concentragdes indicadas.
A’) controle e ABA; B ) controle e GAs; e C ) controle e ABA + GA;. Massas
moleculares de zeinas em kD, indicadas a4 esquerda. Massas moleculares
aproximadas em kD dos polipeptideos, indicadas a direita.
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4.6 SINTESE DE PROTEINAS EM EMBRIOES APOS INICIO DA GERMINACAO

Com o objetivo de verificar se a adicio de ABA apos o inicio da germinagido
interfere no perfil protéico de embrides isolados, os embrides foram incubados inicialmente em
solugo de sacarose durante 6 horas, depois transferidos para solugdes de sacarose contendo ABA
e/ou GA;, e incubados durante mais 6, 18 e 42 horas (fig. 6 ). Nao foram observadas diferengas
entre os tratamentos, sendo que a sequéncia de degradagdo ocorre do mesmo modo da descrita
para os embrides incubados sem os reguladores durante 12, 24 e 48 horas (fig.5).

ABA GA; ABA + GA;
C 6 18 42 C 6 18 42 C 6 18 42
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FIGURA 6 - Perfil protéico de embrides de A. peregrina, isolados de sementes embebidas durante
5 horas e incubados em solugdio 3% de sacarose durante 6 horas ( C); depois
transferidos e incubados durante mais 6, 18, e 42 horas em solugdes 3% de sacarose
acrescidas de 100 pM de ABA, 1 pM de GA; ou 100 MM de ABA + 1 uM de GA,,
GAs.  Massas moleculares de zeinas em kD, indicadas a esquerda. Massas
moleculares aproximadas em kD dos polipeptideos, indicadas & direita.



FIGURA 7 - Perfil protéico das fragdes aquosa ( a ), salina ( s ) e alcalina ( al ) de embrides de
A. peregrina isolados de sementes embebidas durante 5 horas ( colunas a esquerda )
e de embrides incubados durante 6 horas em solugio 3% de sacarose ( colunas 2
direita ). Coluna central - zefnas com suas massas moleculares em kD, indicadas
esquerda. Massas moleculares aproximadas em kD dos polipeptideos, indicadas &
direita.
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4.7 CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS DE EMBRIOES

Com o objetivo de caracterizar parcialmente as proteinas do embriio envolvidas no
inicio da germinaggo, realizou-se a extragdo das mesmas de acordo com a solubilidade em agua,
solugdo salina e solugio alcalina, a partir de embrides isolados de sementes embebidas durante 5
horas; e de incubados, ap6s a embebigo, durante 6 horas em solug¢do de sacarose ( fig. 7 ). Foi
observado que a banda protéica com 17 kD est4 distribuida entre as fragdes aquosa e salina em 5
horas e ausente nas mesmas fragdes em 6 horas. A banda protéica com 28 kD concentra-se
fracamente na fragdo salina em 6 horas. A banda protéica com 53 kD concentra-se na fragdo
aquosa de ambos periodos, no entanto esta presente nas outras fragGes apenas em 5 horas. As
bandas protéicas entre 54 e 66 kD estdo distribuidas principalmente entre as fragdes salina e

alcalina de ambos periodos, embora menos intensamente em 6 horas.

emb. 5 horas inc. 6 horas
a s al a s al




FIGURA 8 - Perfil protéico de cotilédones de 4. peregrina, isolados de sementes incubadas
dH,0 ( controle ), 100 pM de ABA, 1 pM de GA; ou 100 pM de ABA + 1 pM de
GAs, durante 0 ( semente seca ), 2, 4, 6 e 8 dias. A esquerda estfio indicados os
polipeptideos, com massas moleculares aproximadas entre 54 ¢ 66 kD, encontrados
também em embries.



35

4.8 MOBILIZAGAO DAS PROTE{NAS DE RESERVA EM COTILEDONES

Com o objetivo de observar o efeito do ABA na sequéncia de degradagdo de
proteinas de reserva cotiledonares, foi analisado o perfil protéico de cotilédones isolados de
sementes germinadas na auséncia ( controle ) ou na presenca de ABA e/ou GA; durante 8 dias
(fig. 8). Foi observado em cotilédones as mesmas bandas protéicas entre 54 € 66 kD observadas
em embrides. No controle foi observado que a degradagéo protéica como um todo ocorre dos 4
aos 6 dias praticamente. No tratamento com ABA, foi observada a presenga de polipeptideos com
massa molecular acima de 66 kD que foram degradados aos 8 dias. Em ABA o perfil protéico
permanece inalterado até o 6° dia, sendo que no 8° dia, as bandas protéicas entre 54 e 66 kD
comegam a ser degradadas. Os tratamentos 1 pM de GA; e 1 pM de GA; + 100 pM de ABA ndo
diferiram do controle, em cotilédones. Em embrides, o tratamento 1 pM de GA; + 100 puM de
ABA (fig.5 - C) ndo diferiu do tratamento 100 uM de ABA ( fig.5-A).
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4.9 “pH” DE MAXIMA ATIVIDADE DE PROTEASES

Com o objetivo de determinar a faixa de pH ideal para a méxima atividade
enzimatica das proteases em cotilédones ( controle/6 dias ), os géis de poliacrilamida contendo as
mesmas, foram incubados em tampdo acetato com diferentes valores de pH ( fig. 9 ). Foi
observado que a atividade aumenta na medida que aumenta o pH, sendo que nos valores entre 5,1
e 5,7 a atividade é médxima dentro da escala testada ( 3,9 a 5,7 ). Observa-se que muita atividade

fica retida no gel concentrador e isto repetiu-se em todos géis de atividade.

FIGURA 9 - Géis de atividade de proteases extraidas de cotilédones de 4. peregrina, isolados de
sementes incubadas em dH,O durante 6 dias. Atividade em valores de pH: 3,9 ;
4,5 ;5,1 e 5,7. Volumes de amostras aplicadas nos géis : 5, 10 e 20 pL, da
esquerda para direita.



37

4.10 ATIVIDADE DE PROTEASES EM COTILEDONES

Com o objetivo de observar o efeito do ABA sobre a atividade de proteases
durante a mobilizagdo das proteinas de reserva em cotilédones, foi realizado o ensaio da atividade
em cotilédones isolados de sementes incubadas durante 12 dias, na auséncia ( controle ) ou
presenga de ABA e/ou GA; ( fig. 10 ). Nio foi observado atividade em cotilédones de sementes
secas ( dia 0 ). No controle, foi observado bandas de proteases com atividade e mobilidade
diferentes. Foi observado minima atividade de uma banda de protease com menor mobilidade aos
2 dias; e maxima atividade de uma outra com maior mobilidade a partir dos 4 dias ( fig. 10- A).
O mesmo foi observado no tratamento com GA;3, exceto no 4° dia, no qual foi observado
atividade, ainda baixa, de uma outra banda de protease com mobilidade intermediaria
(fig. 10 - C ). No tratamento com ABA foi observado que a atividade da protease com maior
mobilidade tem inicio somente no 8° dia e o maximo de atividade é alcangado somente no 12° dia
(fig. 10 - B). No tratamento com ABA + GA; foi observado que a atividade comega aos 4 dias
(fig. 10 - D) e de modo tardio em relagéo ao tratamento com GA;, ou seja, a atividade nos dias 4
e 6 é semelhante a atividade nos dias 2 e 4 do tratamento com GA;.
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FIGURA 10 - Géis de atividade de proteases extraidas de cotilédones de A. peregrina, isolados de
sementes incubadas durante 0 ( sementes secas ), 2, 4, 6, 8, 10 e 12 dias na
auséncia ( A ) ou presena de 100 uM de ABA ( B ); 1 uM de GA; (C)ou
100 pM de ABA + 1 uM de GA; (D). Atividade em pH 5,7.
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5 DISCUSSAO

5.1 DESINFESTACAO

Na micropropagagdo in vitro, ou cultura de tecidos, os materiais vegetais
( explantes ) utilizados para gerar novos individuos, devem ser desinfestados de fungos e/ou
bactérias associados ao tecido, para que estes ndo se desenvolvam no meio de cultivo, rico em
nutrientes, e impegam o desenvolvimento do explante. A desinfestagio consiste na remo¢do
superficial destes microrganismos e é uma das etapas limitantes para o sucesso da
micropropagagdo de uma dada espécie. Virias formulagdes quimicas podem ser utilizadas com
este propdsito. A escolha do agente desinfestante e a duragdo do tratamento varia com o grau de
contaminago e a sensibilidade do tecido ( Yeoman e MacLeod, 1977; Reinert e Yeoman, 1982 ).

De acordo com nossos resultados, o perfil protéico de embrides provenientes de
sementes desinfestadas, incubados durante 6 horas, foi pouco alterado em relagdo ao controle-5
horas ( fig. 3 ); isto nio significa que os agentes desinfestantes utilizados tenham danificado os
tecidos embriondrios. Estes embrides, quando incubados em meio nutritivo, desenvolveram-se
normalmente durante 4 dias ( dados nfio mostrados ). No entanto, no periodo de 6 horas, a
desinfestagdo pode mascarar os tratamentos com reguladores, visto que o perfil protéico dos
embrides tratados com reguladores também foi pouco alterado em relagdo ao controle-5 horas
(fig. 4). Isto poderia sugerir que os reguladores nfo exercem nenhum efeito ao nivel protéico
dos embrides durante este periodo; porém, nossos resultados com embrides isolados de sementes
ndo desinfestadas mostram que os reguladores interferem no perfil protéico durante este periodo

(fig. 4), j& que no tratamento sem reguladores, o perfil € alterado significativamente. No entanto,
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nfio foi encontrado embasamento teérico paraexplicarascausqsque levam a estas diferengas entre
perfil protéico de embriSes isolados em relag#io a desinfestagéio ou nfio desinfestaglio das sementes.

5.2 CLASSIFICAGAO PROTEICA

Baseado nos resultados obtidos com o perfil protélco das fra¢Ses aquosa, salina e
alcalina, podemos caracterizar parcialmente os polipeptideos classificando-os como integrantes de
albuminas, globulinas e glutelinas, respectivamente ( Osborne, 1895; citado por Larkins, 1981 ).
Pelo futo de se extrair as fragBes sokiveis sequencialmente Me método, é possfvel que uma
fracdo seja contaminada pela fracio anterior. Por este mbtivo, em nossos resultados, foi
observado um mesmo polipeptideo em fragdes subsequentes ( fig. 7). Larkins ( 1981 ), cita que
muitos problemas tém sido associados com o método de Osborne, tais como muiltipla solubilidade
das protefnas; associac@io das proteinas com carboidratos e bpidlos, e solubilidade alterada devido
ao processo de extragio. No entanto, este método é largamente utilizado para caracterizar
proteinas de acordo com suas solubilidades.

Os resultados de nossa extragfio indicam como integrantes das albummas os
polipeptideos com 17 e 53 kD e das globulinas, os pohpeptideos com 28 e entre 54 ¢ 66 kD. A
partir desta classificagio, pode-se deduzir que estes pohpeptideos sejam integrantes de proteinas
de reserva devido: 1- ao fato das globulinas e, em menor extensso, albuminas serem as pnnclpals
proteinas de reserva em leguminosas ( Larkins, 1981 ); 2 - a degradagdio destes pohpeptideos no
inicio da germinagdo ( fig. 4e5);3 - a presenga dos polipeptideos entre 54 e 66 kD também em
cotilédones, j4 que em dicotiledéneas, a estocagem de globulmas ocorre em embrides e
cotilédones ( Higgins, 1984 ); e 4 - a possfvel correlacdio entre o actimulo e desapareclmento do
polipeptideo com 28 kD e a atividade sequencial de diferentes proteases durante o inicio da
germinagdo ( Shutov e Vaintraub, 1987 ). Em relagfio aos pohpeptldeos Integrantes das glutelinas,
pode-se deduzir que fazem parte de proteinas constitutivas, uma vez que nfio so mobilizados.

5.3 ATIVIDADE DE PROTEASES EM COTILEDONES

Shutov e Vaintraub ( 1987 ) propdem um modelo para o mecanismo de hidrélise
das proteinas de reserva em sementes. De acordo com estes pesquisadores, endopeptidases,
denominadas Proteinases A, sdo sintetizadas de novo durante o micxo da germinagfo e hidrolisam
parcialmente as proteinas de reserva, gerando stios para. aqﬁo de outras endopeptldhm,
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denominadas Proteinases B, também sintetizadas de novo durante a germinacfio e que sdo inativas
contra as proteinas nativas. O aumento da atividade desta protease ¢ paralelo a0 aumento da
atividade da proteinase A. A agio conjunta destas proteases expde terminais carboxila que podem
ser atacados por carboxipeptidases, sintetizadas de novo ouji presentes na semente seca. A
atividade desta protease, em conjunto com as proteinases A e B, geram di- e tripeptidios que sdo
finalmente degradados a amino4cidos por amino- e dipeptidases, presentes na semente seca.
Limitado &s anélises realizadas, nfio foi possivel determinar os tipos de proteases
envolvidas na hidrélise das proteinas de reserva em conlédom de 4. peregrina. No entanto,
nossosresultadosmdwamqueoacumuloeadegradaﬁodopohpeptideo com 28 kD pode estar
relacionado & atividade de diferentes proteases. Foram detectadas bandas de atividade que
correspondem, de acordo com a mobilidade, aparentemente a diferentes proteases; porém, nflo foi
observado aumento do niimero destas bandas de atividade ao longo do processo proteolitico ( fig.
10). Estes resultados nfio sugerem um padrdo de atividade temporal completo. Barros e Larkins
( 1990 ) encontraram, em endosperma de milho, vérias proteiﬁases que surgem ao longo de 10
dias apés a germinago, algumas com minimas diferencas de mobilidade entre si, possivelmente
isoenzimas. Estas proteases foram identificadas, de acordo com a ativagdo e/ou inibicdo do sitio
ativo, como cistefno-proteinases devido ao aumento da atmdade na presenga de f-Me e ao ndo
bloqueio por PMSF ( inibidor de serino-proteinases ); ¢ também & massa molecular (26a33kD)
e 4 alta mobilidade eletroforética em condi¢Ses nfio desnaturantes, indicando natureza acidica.
Wrobel e Jones ( 1992 ) encontraram resultados semelhantes em cevada, onde observaram um
padrdo temporal na atividade de 7 endoproteinases; 4 cistefno- e 3 aspartato-proteinases ( inibidas
por pepstatina ). Estas caracteristicas estfio de acordo com o modelo proposto por Shutov e
Vaintraub ( 1987 ), onde as endoproteinases A e B sdo cistefno-proteinases de pouca massa
molecular, que seguidas das carboxi-, di- e tnpeptxdases tém suas atividades reguladas
temporalmente. Em nossos ensaios, nfo foi analizada a atmdade na presenca de ativadores ou
inibidores para determinar o sftio ativo das proteases envolvidas. No entanto, as proteases, que
migraram aparentemente como uma tinica banda de atividade, apresentaram baixa mobilidade
eletroforética, como observado pelo excessivo periodo de migrago no campo elétrico (35
horas ). A adi¢dio de SDS nZo alterou muito a mobilidade, indicando que a baixa mobilidade pode
ser devido a alta massa molecular. A indicagfio de alto peso molecular e a aparente mxgraqio
como uma Gnica banda de atividade sio indicios que remetem estas proteases ao gmpo dos
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Proteossomas. Estes proteossomas sfo complexos proteoliticos multicaliticos com massa
molecular entre 600 e 900 kD ( Callis, 1995 ) ¢ migram em PAGE como uma #nica banda de
proteina ( Orlowski, 1990 e Ozaki et al., 1992 ). No entanto, éss proteossomas siio encontrados
o citoplasma e niicleo celulares, mostram atividade méxima em pH neutro a alcalino e sua
atividade € dependente de ATP ( Orlowski, 1990; Rechsteiner, Hoffinan e Dubiel, 1993; Rivett,
1993; Fujinami et al,, 1994 e Callis, 1995 ). O estudo com proteossomas & recente e tém sido
isolados de arqueobactérias, levedura e eucariotos,. Em plantas superiores, foram isolados de
folhas de espinafre ( Ozaki et al,, 1992 e Fujinami et al., 1994 ), mas nfio h4 referéncias a presenca
€m sementes.

54 ABA, MOBILIZAGAO DE PROTEINAS E GERMINACAO

O regulador de crescimento ABA exerce um papel fundamental no controle da
maturacio do embrifio ¢ no impedimento da germinacio precoce Seu efeito ¢ duplo. Primeiro
por impedir a expressdo de genes especificos para a germinagfio, notadamente aqueies que
codificam para hidrolases na presenca de GA; ( Fincher, 1989 ). Por exemplo, em aleurona de
cevada, ABA inibe o aciimulo de todos mRNA induzidos por GAs, principalmente para a-amilase
( Jacobsen e Beach, 1985 ) e inibe inclusive a atividade e secregio de proteases ( Hammerton e
Ho, 1986 ). Segundo, por induzir a expressdo de genes embriogénicos que codificam para
proteinas de reserva e para proteinas bloqueadoras de hidrolases ( Fincher, 1989; Hetheﬁpgton e
Quatrano, 1991 ). ABA induz a sintese de globulinas em emb;-iﬁes de milho ( Rivin e Grudt,
1991; Paiva e Kriz, 1994 ); de trigo ( Williamson e Quatrano, 1988 ); de Brassica napus
( Higgins, 1984; Finkelstein et al, 1985 ); € em sementes de feijio ( Higgins, 1984 ). Além destes,
segundo Nolan e Ho ( 1988 ), ABA induz a sintese de um pojssivel inibidor de proteases em
aleurona de cevada, a qual & suprimida por GA;. Em resumo, ABA pode modular a maturacéo
dos embrides e o processo germinativo, regulando a transcrigio e atividade enziméticas, e
induzindo a sintese de proteinas de reserva.

Nossos resultados indicam um bloqueio na degradaic;so das proteinas de reserva em
cotilédones pelo ABA ( fig. 8 ), provavelmente através da inibicdo da atividade de proteases ( fig.
10-b). O inicio da degradagfio coincide com o inicio da atividagle aos 8 dias. Barros e Larkins
( 1990 ) atribuem ao inicio da atividade de um grupo de proteaises, o inicio da degradaéio de
zeinas. No entanto, limitado as anslises realizadas, nfo foi pos{:sivel determinar em quai nivel



regulatério ocorre a inibigio da atividade de proteases em 4. peregrina. De nossos resultados,
infere-se que esta atividade, e consequentemente, a protedlise das reservas, nio foram
fundamentais para o inicio da germinagio em sementes inteiras. A presenca de ABA retardou a
germinagdo por 2 dias em relagdo ao controle e GAs. 100% das sementes vidveis germinaram aos
4 e 2 dias, em ABA e no controle ou GA;, respectivamente; GA; nfio aumentou a germinagdo
( dados nfo mostrados ). No controle e na presenca de GA;, o inicio da atividade enzimatica e o
inicio da degradagfo protéica coincidem aos 100% de germinagdo em 2 dias, mas na presenca de
ABA, 100% de germinagdo ocorre aos 4 dias, enquanto o inicio da atividade enzimética e o inicio
da degradagdo protéica ocorrem aos 8 dias. E possivel que os amino4cidos translocados para a
sintese protéica, necesséria para o desenvolvimento inicial do eixo embrionario, sejam
provenientes do estoque de aminoacidos presente na semente seca ( Callis, 1995 ). Este resultado
Sugere que o ABA exerce um efeito duplo nesta espécie, afetando a germinagdo e atividade
enzimitica independentemente. FEste regulador pode ter afetado a germina¢do diminuindo a
extensibilidade da parede celulésica e consequentemente, aumentando o turgor necessério para a
diviso celular ( Hetherington e Quatrano, 1991 ). A liberagdo da germinacdo apds 2 dias pode
estar relacionada a uma fase “lag”, sugerida por Van Beckum, Libbenga e Wang ( 1993 ), na qual
0 embrido se reprograma para germinar apds “liberagio” do ABA endégeno; no entanto, os
embrides de cevada com os quais trabalharam, “liberados” para germinar apos 2 dias, ficaram
continuamente na presenca de ABA, como no nosso ensaio. Porém, o ABA ¢ metabolizado pela
célula vegetal e um estado-continuo de sua concentragdo enddgena pode ter sido estabelecido
( Zeevaart e Creelman, 1988 ) e suprimido por uma provével sintese de giberelinas pelo embrifio
( Fincher, 1989 ). Deste modo, parece que a atividade das proteases foi afetada diretamente pelo
ABA, em qualquer que seja o nivel regulatério, e ndo pelo atraso da germinagéo.

Em embrides, nossos resultados indicam um bloqueio da degradagéo das proteinas
de reserva pelo ABA ( fig. 5 -a ). A atividade de proteases em embrides foi detectada em 24 horas
apenas no controle ( dados ndo mostrados ); porém, a degradagdo das proteinas de reserva foj
bloqueada em 6 horas pelo ABA. E possivel que a ndo-detecgdo de atividade nas horas iniciais,
esteja relacionada com a menor quantidade de proteinas nos embrides em comparagdo aos
cotilédones. Em relativo desacordo com nossos dados, Borges, Novais e Borges ( 1990 ) nio
encontraram nenhuma diferenga no perfil protéico de embrides de 4. peregrina sob tratamento de

ABA em virias concentragdes, durante até 12 horas; e observaram um aumento na porcentagem
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de germinacdo de sementes sob tratamento de ABA. No entanto, estes pesquisadores isolaram os
embribes apés o perfodo de incubago das sementes na presenga de ABA e segundo Mayer e
Shain ( 1974 ), a resposta dos embrides aos reguladores pode sqr diversa entre sementes inteiras e
embrides isolados. O aumento na porcentagem de germinat;aol observada por Borges, Novais e
Borges ( l990),podewtarrelacionadoabaimconcentra¢;&odeABAmilizada( 1 uM).
Zeevaart e Creelman ( 1988 ) citam dados relativos ao estimulo de crescimento de rafz por baixas
concentragdes de ABA; como também inibig#o por altas concent:ragﬁes. No entanto, est&s efeitos
estimulatérios sfio dependentes de outros fatores e os tltimos autores os relacionam a adaptacio
de plantas, possibilitada pelo ABA, a deficiéncia hidrica.

5.5 BALANCO ENTRE ABA E GA,

A maioria dos dados disponiveis sobre os efeitos entre ABA e giberelinas ao nivel
bioquimico, sfo provenientes do sistema da sintese de a-mﬂage pelo aleurona de cevada. Em
aleurona de cevada, o ABA € relatado como completo antagonizjador da agdio do GA;, nfio s6 na
sintese de o-amilase como também na expresséo génica total ( Jacobsen e Beach, 1985; Nolan e
Ho, 1988 ). Este antagonismo ¢ dependente das concentragdes de ambos reguladores, tanto no
aleurona como em embrides isolados. A sintese de a-amilase, assim como seus niveis de mRNA,
decresce de acordo com o aumento na concentragdo de ABA ( Nolan e Ho, 1988 ), bem como a
porcentagem de germinagfio de embrides isolados vana de acordo com as concentragdes de ABA
e GA; ( Van Beckum, Libbenga ¢ Wang, 1993 ). Apesar do estabelecimento destes dados na
literatura, Fincher ( 1989 ) pondera que o padrio de sensibilidade para giberelinas tem sido a
camada de aleurona de cevada do cultivar Himalaia, usualmente de gréios provenientes de colheitas
selecionadas, cultivadas em locais especificos. Nestes aleuronas, grande quantidade de o-amilase
¢ secretada apenas com adicdio de GA; e pouca ou nenhuma na sua auséncia. No entanto esta
resposta nfo € tipica. Aleuronas de outros cereais, e mesmo de outros cultivares de cevada, sdo
relativamente insensiveis a aplicagio exdgena de GA; ( Fincher, 1989 ).

De acordo com nossos resultados, GA; nfio inibe o efeito do ABA em embrides,
como observado no perfil protéico entre embrides sob tratamento de ABA e ABA + GA; ( ﬁg 5-
a e ¢ ), onde observou-se o bloqueio da degradagio das proteinas de reserva em ambos os
tratamentos. No entanto, nossos resultados mostram que a degradag:ao de um polipeptideo com
massa molecular aproximada de 17 kD foi bloqueada por GAs ( figs. 4 € 5 - b ). Este
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polipeptideo, uma albumina em nossa classificacfio, foi degradado em 6 horas nos embrides-
controle e na presenca de ABA efou GA; esta degradacdo foi bloqueada ( fig. 4 ). Se este
polipeptideo é um possivel integrante de uma protefna de reserva, GA; nfio deveria suprimir sua
degradacio como ocorre na Presenga de ABA. Nolan e Ho ( 1988 ), trabalhando com aleurona de
cevada, encontraram mRNAs que tém sua transcricdo suprhnidqporGA; ¢ induzida por ABA, e
Sugerem que a supressdo de certos genes por Giberelinas, faz parte do mecanismo de agio deste
regulador na induc&io & germinacao. Van Beckum, Libbenga e Wang ( 1993 ) observaram que um
gene que responde a0 ABA ( Rab ) nfio & suprimido por GA,, € sugerem que este gene ndo faz
parte do processo germinativo. No entanto, parece contraditérit?: que a nfio-degradagdo induzida
por GA;, do polipeptideo com 17 kD, esteja relacionada com a supressao de alguma protease, jé
que GA; aparentemente nfio afetou a atividade de proteases em cotilédones; ou com a nilo-
suprssaodealgumRab,jéqueopolipepﬁdeoestépresentenoembriéo seco, ¢ degradado na
auséncia de ABA, e possivelmente niio ¢ sintetizado através da inducéio por ABA ( fig. 6 ).

Em cotilédones, houve um efeito inverso ao observado em embrides. Para as
mesmas concentragdes de ABA e GA;, GA; inibiu o efeito do ABA, ou sgja, a degmdac}ﬁo das
proteinas de reserva ocorreu de modo semelhante a0 controle, tanto em GA: como em ABA +
GA; (fig. 8). Novamente, a degradagfio parece estar relacionada atividade de proteases, onde a
atividade foi inibida por ABA, nfio inibida por GA; e parcialmente inibida por ABA + GA, ( fig.
10). Resultados similares foram obtidos por Hammerton e Ho ( 1986 ) que observaram atividade
de proteases em aleurona de cevada, sob tratamento de 1uM de GA; ou 1uM de GA; + 100 uM
de ABA, no entanto, na auséncia de ABA e/ou GA, a atividade n#io foi detectada e sugerem uma
sintese de novo por GA;. Néo hd dados especificos na literatura que expliquem esta inverssio em
4.peregring; no entanto, Torrent, Gelli € Ludevid ( 1989 ) observaram que ocorre degradaggio
protéica em endosperma de milho sem o embrifio e argumentaram sobre a possibilidade do
endosperma da semente madura ter um actimulo de giberelinas capaz de induzir a sintese de
proteases. Segundo Graebe ( 1987 ), sementes imaturas geralmente contém niveis de giberelinas
nio encontrados em nenhum outro orgdo. Harvey e Oaks ( 1974 ) analizaram a qWe de
nitrogénio liberada durante a germinacio de diferentes hibridos de milho € em milho-anfio
( deficiente em giberelinas endbgenas ) e concluiram que o endo‘sperma responde a0 GA;, mas
concentragGes endbgenas sdo suficientes para méxima atmdadq hidrolitica. No nosso caso,
supde-se que a adigio de GA; tenha elevado a concentragdo de giberelinas endégenas de modo
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queaconcenn'aﬁototalalcangadatenhasuprhnidoaacao do ABA. Jacobsen e Beach ( 1985 )
relatam que um excesso de ABA 25 vezes maior que GA; inibe o actimulo de a-amilase durante
até 48 horas, sendo que apos este periodo, cessa esta inibic#o pelp ABA,

5.6 CONTROLE DA SINTESE DE PROTEINAS PELO ABA

De acordo com nossos resultados em SD&PAGE com embrides, todos
polipeptideos estudados estiveram sob processo proteolitico e nenhum sob processo de sintese,
tamOnapresengacomonaausénciadeABAe/ouGA;. AadicﬁodeABAapésoiﬁicioda
germinacaonﬁohnpedeoprocessoproteolfﬁcoemandamemo, bem como nilo ¢ capaz de induzir
siutese protéica ( fig. 6 ). Isto sugere que ABA nfio pode induzir a dorméncia ( Khan e Andreoli,
1992 ). No entanto, & possivel que a andlise em géis bi-dimensionais revele algum polipeptideo,
possivemintegmntedasgloblﬂinas(PaivaeKdz, 1994 ); como também € possfvel que o
tecido embriondrio das sementes maduras e niio-dormentes d;? 4. peregrina tenha reduzida
sensibilidade a0 ABA apés o inicio do processo germinativo. Embrides maduros de alfafa ( Xu e
Bewley, 1991 ) e de B_napus ( Finkelstein et al, 1985 ), tém completa insensibilidade a0 ABA,
medida em relagio a doses de ABA cada vez maiores para inibir a germinacsio, bem como em
relagdo A sintese de protefnas especificas. Em milho, ABA inibe a germinaciio de embriSes
maduros ( Rivin e Grudt, 1991 ), mas mRNAs para globulinas foram detectados em embrides
incubados em ABA apés o infcio da germinagio ( Paiva e Kriz, 1994 ). O fato de_4. peregrina
Ppossuir sementes nfio-dormentes, também Pode estar relacionado 4 insensibilidade a0 ABA. Van
Beckum, Libbenga e Wang ( 1993 ) estudaram a germinagéo de enibriﬁes isogénicos provenientes
de sementes dormentes e n#io-dormentes de cevada, ambas adquiridas através da maturagiio de
sementes de uma mesma linhagem, sob condigbes de dia-curto e dia-longo, respectivamente, Seus
estudos mostram que  inibiglio da germinagao Pelo ABA ¢ dependente da concentragfio de ABA
exégeno, e que embrides de sementes dormentes sfio mais sensfveis a0 ABA, quanto a inibicdo da
germinacéo, do que os embrides de sementes n#o-dormentes, |

No entanto, em cotilédones sob tratamento de ABA, foi observado a presenéa de
polipeptideos com massa molecular acima de 66 kD até o0 6° dia de mcubat;éo ( fig. 8 ), a partir do
qual estes polipeptideos desaparecem coincidentemente ao infcio da atividade de proteases.
Nossos resultados mostram que alguns destes polipeptideos &stio presentes, com pouca
intensidade, na semente seca. Porém, na presenga de ABA, observa-.iv,e um aumento na intensiqade
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destes polipeptideos, bem como o surgimento de novos polipeptideos. Este resultado est4 de
acordo com a literatura em relagéo a capacidade do ABA em induzir a sintese de proteinas, j4
discutida neste estudo. No entanto, ndo foi determinada a natureza destes polipeptideos; se
integrantes de globulinas de reserva como em outras dicotiledoneas ou integrantes de inibidores de

proteases.



6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com 4. peregrina revelam a importédncia de aprofundar os
estudos com espécies selvagens, pelo menos no que se refere ao antagonismo entre ABA e GA,
no controle da germinagdo. O comportamento contraditério do polipeptideo-17 kD em relagéio a
estes reguladores, demonstra que os efeitos destes reguladores podem divergir do que ¢ relatado
para espécies cultivadas. No entanto, este é um resultado isolado, e anilises mais especificas
devem ser realizadas para confirmar se esta relagdo ¢ direta. Em relacdo a mobilizagdo protéica
como um todo, os dados obtidos nio divergem significativamente dos dados disponiveis na
literatura, porém, néo foi demonstrado claramente em embribes, que o bloqueio da atividade
proteolitica esteja relacionado ao bloqueio da atividade enzimética, como foi demonstrado em
cotilédones.

Em relagdo as proteases encontradas nos cotilédones, novamente revela-se a
importéncia de estudos com estas espécies. Nossos resultados apontam indicios destas proteases
pertencerem ao grupo dos Proteossomas, que fogem ao modelo Shutov-Vaintraub. No entanto,
novas analises devem ser realizadas para confirmar se estes indicios sio positivos, como exemplo,
determinar a massa molecular destas proteases, testar a atividade sob inibidores e confirmar se
realmente trata-se de uma tinica banda de atividade sem regulagdo temporal. Mesmo que estes
indicios sejam confirmados, analises mais especificas devem ser continuadas para incluir ou nio

estas proteases no grupo dos Proteossomas.
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