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1. RESUMO

A embriogénese somatica ¢ uma ferramenta biotecnoldgica com alto potencial de
aplicacdo na propagacéo clonal de genotipos elite de mamoeiro (Carica papaya L.). Neste
contexto, o efeito de estimulos externos, como a qualidade da luz, vem sendo estudados
como fatores de modulacao nas respostas morfogenéticas in vitro durante a embriogénese
somatica. Assim sendo, o presente trabalho teve como objetivo analisar a influéncia da
qualidade da luz, usando diferente tipos de lampadas LED, na maturagéo dos embrides
somaticos e no perfil protedmico das culturas embriogénicas. Analises protedmicas label-
free foram conduzidas visando a compreensdo dos mecanismos associados a capacidade
embriogénica e desenvolvimento dos embrifes somaéticos, assim como alteragdes
bioguimicas, moleculares e a dindmica das proteinas envolvidas na ativacdo das rotas
fotomorfogenéticas. Calos embriogénicos foram submetidos a maturacéo sob diferentes
combinacgdes de lampadas LED. Ao final de 28 dias de cultivo, o tratamento WmB (luz
branca e azul médio - 450/550 nm) foi o de melhor resposta durante a maturacéo,
produzindo 82 embrides somaticos cotiledonares, enquanto o controle (fluorescente) 48
embrides. A andlise protedmica comparativa entre os tratamentos WmB e o controle
permitiu a identificacdo de 50 proteinas diferencialmente abundantes, sendo 37 up-
reguladas e 13 down-reguladas no tratamento WmB. Dentre essas, destacam-se proteinas
que vém demonstrando ter papel crucial na progressdo da embriogénese somaética:
responsivas a estresses (Endochitinase e Hevein-like), relacionadas a defesa
(Peroxirredoxina), metabolismo energético (Triose-fosfato isomerase, Isocitrato
desidrogenase e ATP-sintase), transducéo de sinais (Ras e Rho GTPases), divisdo celular
(CDC48) e metabolismo hormonal (IAA-amido sintetase). Esses resultados demonstram
que a qualidade da luz afeta significativamente a maturacdo de embrides somaticos do
mamoeiro, assim como promovem uma regulacédo diferencial na abundancia de proteinas

associadas a morfogénese in vitro.



2. ABSTRACT

Somatic embryogenesis is a biotechnological tool with high potential for the
clonal propagation of elite genotypes of papaya (Carica papaya L.). In this context, the
effect of external stimuli, such as light quality, has been studied as factors in the
modulation morphogenetic responses in vitro during somatic embryogenesis. Therefore,
this study aimed to analyze the influence of light quality by using different combinations
of LED lamps, in the maturation response and in proteomic profile of somatic embryos.
Label-free proteomics were performed aiming at understand the mechanisms associated
with the embryogenic capacity and development of somatic embryos, as well as
biochemical alterations, molecular and dynamics of the proteins involved in the activation
of the photomorphogenetic routes. Different light quality treatments were applied in
embryogenic callus. After 28 days of cultivation, the combination of wavelengths WnB
(white plus medium blue - 450/550 nm) produced 82 viable cotyledonary somatic
embryos, whereas the control (fluorescent) 48 embryos. Comparative proteomics were
conducted to the WmB treatment and control (fluorescent lamp) at 14 days of culture. It
was observed a total of 37 proteins up-regulated in WmB treatment. Among these, they
highlight proteins that have shown to play a crucial role in the progression of somatic
embryogenesis: responsive to stress (Endochitinase and Hevein-like), related to defense
(Peroxiredoxin), energy metabolism (triosephosphate  isomerase, isocitrate
dehydrogenase and ATP synthase), signal transduction (Ras and Rho GTPases), cell
division (CDC48) and hormonal metabolism (IAA synthetase starch). These results
demonstrate that the quality of light affects significantly the maturation of somatic
embryos of papaya, as well as promote a differential regulation in the abundance of

proteins associated with in vitro morphogenesis.



3. INTRODUCAO
3.1. Aspectos gerais

O mamoeiro, é uma fruteira perene, pertencente a familia Caricaceae (Bremer et
al., 2009) encontrado em regides tropicais e subtropicais no mundo (da Silva et al., 2007).
O fruto € principalmente consumido in natura e possui alto valor nutricional, além de
apresentar propriedades medicinais e aplicacGes industriais (Zhang et al., 2011). De
acordo com dados da Organizagdo das Nagdes Unidas dos Alimentos e Agricultura, o
Brasil ocupa o segundo lugar como maior produtor de maméo no mundo, ficando atras
apenas da india (FAO, 2014). A fruta possui distribuicdo por todos os estados brasileiros
(Lleras, 2016), podendo ser cultivada sem perda de produtividade em até 32° de latitude
Norte ou Sul no Brasil (Serrano e Cattaneo, 2010).

Neste contexto, o plantio do maméo se destaca, como sendo uma das frutas mais
consumidas e cultivadas no pais, apresentando uma producdo nacional de
aproximadamente 1,6 milhdes de t (FAO, 2014). Dentre os estados produtores, a Bahia e
0 Espirito Santo sdo os de maior destaque, responsaveis por 795 mil t e 400 mil t,
respectivamente (Treichel et al., 2016). Portanto a cultura do mamoeiro é de grande
importancia para o mercado nacional, sendo responsavel por arrecadar mais de US$
43.675 milhGes em exportacdes no ano de 2015, majoritariamente para paises europeus e
os Estados Unidos (Treichel et al., 2016).

Comercialmente o plantio do mamoeiro ocorre por via seminifera (Pérez et al.,
2016), porém esse método de propagacdo € limitado por alguns fatores, como a
heterozigosidade oriunda da polinizacdo cruzada (Bhattacharya e Khuspe, 2001). Além
disso, o alto preco das sementes de gendtipos elite, levam os agricultores a produzirem
suas sementes de forma particular (Schmildt et al., 2016), contribuindo para a
disseminacédo de gendtipos com baixo padrdo de qualidade (da Silva et al., 2007). Dessa
maneira, as progénies poderdo apresentar uma descaracterizagdo do genoétipo, exibindo
consideraveis variagdes no tamanho, forma e gosto dos frutos, e maior susceptibilidade a

doencas (Reuveni et al., 1990).

As plantas de mamoeiro séo diploides (x = 9) (Kubitzki, 2003) com trés diferentes
tipos sexuais: macho, fémea e hermafrodita (Fitch et al., 2005). Entretanto, o0 mercado
consumidor tem interesse apenas no cultivo de individuos hermafroditas, por

apresentarem frutos no formato piriforme e altas taxas de polpa/volume (Urasaki et al.,



2002; Schmildt et al., 2015). Porém nédo existem maneiras eficientes de sexagem em
mudas, obrigando os produtores a plantar em média trés sementes por cova e esperar de
quatro a seis meses, para identificar os hermafroditas, implicando em prejuizo e custo de
trabalho que sdo incorporados ao preco final do produto (Urasaki et al., 2002; Ma et al.,
2004; Paterson et al., 2008).

Uma alternativa a este cenario seria a micropropagacao de genotipos elite, as quais
possuem caracteristicas de interesse agrondémico, gerando cultivares mais uniformes e
livres de doencas (Fitch et al., 2005). Neste contexto, a embriogénese somatica emerge
como uma ferramenta biotecnolégica com potencial de aplicagdo. Por meio da
embriogénese somatica uma unica célula isolada ou um grupo de células somaticas dao
origem a embrides somaticos e consequentemente, a uma planta inteira (Tautorus et al.,
1991).

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo induzir a embriogénese
somatica do mamoeiro Golden e estudar a influéncia dos principais comprimentos de
onda, através de lampadas LED, na fase de maturacdo dos embriGes. Analises
protedmicas label-free foram conduzidas visando a compreensdo dos mecanismos
associados a capacidade embriogénica e desenvolvimento dos embrides somaticos, assim
como as alteragdes bioquimicas, moleculares e a dindmica das proteinas envolvidas na

ativacdo das rotas fotomorfogenéticas.

3.2. Embriogénese somética

Durante o processo evolutivo, as plantas vasculares desenvolveram diferentes
estratégias de reproducédo assexuada, como a embriogénese somatica. Nesse método, nao
existe a necessidade da dupla fecundacéo, para que ocorra a formacdo do zigoto e
posterior desenvolvimento do embrido (Sharma e Thorpe, 1995). Proporcionando, assim,
uma alternativa quando a planta ndo consegue superar fatores genéticos, fisioldgicos, ou
ambientais que impedem a fertilizagdo (George et al., 2008).

A embriogénese somatica pode ocorrer naturalmente nas plantas, num processo
denominado apomixia, em que embrides sdo formados a partir de células somaticas
esporofiticas ou de células ovulares ndo fertilizadas (Koltunow, 1993; Elhiti et al., 2013).
A inducédo da embriogénese somaética in vitro é baseada no principio da totipoténcia, em
que uma célula diferenciada possui potencial genético para se reprogramar e dar origem

a qualquer tipo celular (Verdeil et al., 2007). Esta técnica s6 pode ser alcancada se as
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células forem competentes e capazes de responder a estimulos externos apropriados
(Silveira et al., 2013).

De acordo com Jiménez (2001), a embriogénese somatica in vitro pode ser dividida
em duas fases independentes, inducdo e expressdo. Durante a primeira etapa, as células
somaticas diferenciadas adquirem a competéncia embriogénica e se proliferam, enquanto
que na segunda, as células embriogénicas se diferenciam em embrido somaético e
posteriormente em uma planta por inteiro.

Para uma boa eficiéncia desse procedimento in vitro, devem ser aplicados uma série
de tratamentos fisicos e quimicos em periodos determinados. A regeneracdo vegetal via
embriogénese somaética geralmente segue cinco passos bésicos: (1) Inicio das culturas
embriogénicas pelo cultivo do explante primario em meio suplementado por reguladores,
geralmente auxina; (2) Proliferacdo das culturas em meio sélido, semi-sélido, ou liquido,
com a mesma constituicdo do meio anterior; (3) Pré-maturacdo dos embrides somaticos
em meio sem reguladores de crescimento, isso promovera uma parada na proliferacéo e
consequentemente serd estimulada a formacdo dos embrides e comeco dos
desenvolvimentos iniciais; (4) Maturacdo dos embrides por cultura em meio
suplementado com Acido Abscisico (ABA) e/ou pela reducdo do potencial osmatico; (5)
Desenvolvimento das plantulas em meio sem hormonios (von Arnold et al., 2002).

Apesar de partilharem semelhangas como possuirem os mesmos estadios de
desenvolvimento (globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar) (Rocha e Dornelas, 2013),
a embriogénese somatica se diferencia da zigdtica principalmente pelo fato do embrido
zig6tico iniciar seu desenvolvimento com a formacdo do zigoto apds a fertilizacdo,
enquanto que as células somaticas ganham competéncia embriogénica através da
exposicao a estimulos fisicos (estresses) e quimicos (hormonios) (Elhiti et al., 2013). Para
adquirir essa capacidade, € necessario que ocorra uma reprogramacao no padrdo da
expressdo génica, que alteram cascatas de sinais genéticos, permitindo assim que ocorra
a manifestacao da totipoténcia (Verdeil et al., 2007).

Os reguladores de crescimento vegetais sdo 0s principais estimulos para a indugéo
da embriogénese somatica, e dentre estes, o 2,4-acido diclorofenoxiacético (2,4-D), uma
auxina sintética, € um dos mais utilizados (Leljak-Levani¢ et al., 2016). Na embriogénese
somatica o 2,4-D e responsavel pelo estabelecimento da polaridade no embrido, controle
do desenvolvimento e aumento no nivel enddgeno de acido indolacético (AlA) (Fehér,
2015).



Muitos relatos ja demonstraram que a presenca de 2,4-D no meio de cultura
promove regulacfes epigenéticas (Karami e Saidi, 2010). A inducdo da embriogénese
somatica € mediada principalmente pelo remodelamento da cromatina,
metilacGes/desmetilacdes no DNA gendmico ¢ a a¢do de pequenos RNA’s, regulando os
processos de diferenciacdo, desdiferenciacdo e divisao celular (De-la-Pefia et al., 2015).
Esse controle € necessario para expor genes que antes estavam inativos pela
heterocromatina e sdo necessarios ativos para dar prosseguimento as rotas embriogénicas
(Mahdavi-Darvari et al., 2015).

Gliwicka et al. (2013) analisaram o transcriptoma de culturas embriogénicas de
Arabidopsis (Col-0) e mutantes ndo-embriogénicos (tanmei), identificando a expresséo
diferenciada de determinados fatores de transcricdo nas culturas selvagens. Grande
quantidade de membros das familias ARF e AUX/IAA foram encontrados. Eles atuam
como reguladores e sinalizadores modulando a expressao de genes responsivos a auxina.
O regulador ARF5 por exemplo, atua na sintese do gene MP (MONOPTEROS), um fator
chave no controle do padrdo de desenvolvimento em embrides zig6ticos. Ele controla o
transporte polar de auxina pela ativacdo dos genes PIN1, que codificam proteinas
responsaveis pelo efluxo de auxinas para fora das células. A relevante atividade desses
compostos nas culturas embriogénicas, indica que o transporte polar de auxina esta
relacionado com a inducdo da embriogénese somatica e manutencdo do padrdo de
desenvolvimento.

Outro fator que vém demonstrando ter fundamental importancia na aquisicdo da
competéncia nos embriGes somaticos, é o estresse (Karami e Saidi, 2010). Nos ultimos
anos, estudos demonstraram que espécies reativas de oxigénio (ROS), em concentragdes
apropriadas, atuam como moléculas sinalizadoras, regulando diversos processos da
embriogénese in vitro. A concentracdo e distribuicdo subcelular de ROS, sdo mediadas
por enzimas como ascorbarto peroxidase (APX) e glutationa transferase (GST). Em
algoddo, a supressdo dos genes APX, assim como a aplicacdo exdgena de agentes
oxidantes, perturbam a homeostase do estado redox e a concentracdo de auxina,
resultando na inibicdo da desdiferenciacdo dos explantes.

Para 0 mamoeiro, o estabelecimento da embriogénese somatica foi descrito ha mais
de quarenta anos (Bruijne et al., 1974). Desde entdo, diversos tecidos ja foram utilizadas

com sucesso para a obtencédo de culturas embriogénicas: tecidos ovulares (Litz e Conover,



1982), raizes (Chen et al., 1987), hipocétilos (Fitch, 1993) e embrides imaturos (Anandan
etal., 2012; Bukhori, 2013; Vale et al., 2014).

Como principal fator limitante da técnica no mamoeiro, sdo relatados
principalmente o consideravel nimero de anomalias nos embriGes somaticos. Dentre as
deformidades, pode-se destacar os embrides com auséncia de cotilédones, em formato
cilindrico (com ou sem apice) e fundidos (Fitch, 1993; Fernando et al., 2001; Bukhori,
2013). Heringer et al. (2013) constataram que a suplementacdo do meio de cultura com
Polietilenoglicol (PEG) promoveu melhores resultados na formacdo de embribes
cotiledonares no mamoeiro. De acordo com Vale et al. (2014), a adicdo de PEG na
maturacdo do mamao induz proteinas relacionados ao metabolismo de carboidratos,
lipideos e proteinas, diminuindo o surgimento de anomalias.

Para o estabelecimento de protocolos mais eficientes na maturacao e regeneracéo,
é recomendavel que se faca a distincdo dos calos embriogénicos daqueles ndo
embriogénicos, afim de conseguir estimar a viabilidade dessas culturas celulares (Padua
etal., 2014). Segundo Heringer et al. (2013), os calos do mamé&o conseguem ser separados
de acordo com sua morfologia e coloracdo. Os embriogénicos sdo compostos por
agregados de células granulares friaveis, de cor amarelada e menores, enquanto que 0s
ndo embriogénicos sdo maiores, porém compactos, com aparéncia translicida e coloracdo
branca.

Portanto, a utilizacdo de técnicas biotecnoldgicas para o estabelecimento de culturas
embriogénicas a partir de células somaticas, representa atualmente um modelo
experimental Unico, para a compreensao da flexibilidade do desenvolvimento em vegetais
(Feher et al., 2003). As similaridades entre os estadios de desenvolvimento zigotico e
somatico, fazem com que a embriogénese somatica se torne um atraente sistema para
estudos genéticos, fisioldgicos e morfoldgicos dos processos que envolvem a formacéo
dos embrides nas plantas (Elhiti et al., 2013). Outra grande importancia no emprego da
embriogénese somatica, é a aplicacdo pratica na propagacdo vegetativa em larga escala.
Essa vantagem € obtida muitas vezes pela possibilidade do aumento na producéo através
de biorreatores (Heringer et al., 2014) e pelas culturas poderem ser criopreservadas,
tornando possivel o estabelecimento de Bancos de Germoplasma (von Arnold et al.,
2002). Além disso, na obtencdo de plantas geneticamente modificadas, a embriogénese

somatica surge como uma das formas mais eficientes de regeneracao, pois apresenta altas



taxas de multiplicacdo, facilita o processo de transformacdo e a planta gerada €

geneticamente idéntica a planta mae (Fitch et al., 1993).

3.3. Lampadas LED (Light emitting diodes) na cultura in vitro

O crescimento e desenvolvimento vegetal in vitro sdo altamente regulados por
diversos fatores externos, como temperatura, luminosidade e troca gasosa (Hughes,
1981), assim como, por influéncias internas, por exemplo, padrfes de expressdo génica e
balangos hormonais (Thomas e Jiménez, 2005). Dentre os fatores influentes, a luz
fornecida a cultura in vitro desempenha um papel de extrema importancia no sucesso da
regeneracdo. Pois ela é responsavel por estimular o desenvolvimento da planta e participa
como fator chave na morfogénese (Okamoto et al., 1997).

O sistema de iluminacdo artificial in vitro representa um fator determinante no
sucesso da cultura e deve fornecer a luz no comprimento de onda ideal em que estédo
envolvidas as respostas fotomorfogénicas, fotossintéticas e fototropicas, relacionadas a
espécie em estudo. Para que ocorram esses processos de maneira eficiente, geralmente é
necessaria a exposicao a luz nos espectros violeta proximo (300 — 380 nm), azul (430-
490 nm), vermelho (640-700 nm) ou vermelho distante (700-760 nm) (Li, H. et al., 2010);
(Gupta e Jatothu, 2013). A quantidade de luz (fluxo de fétons), a qualidade (comprimento
de onda) e a duracdo (fotoperiodo) sdo essenciais para a morfogénese da planta, podendo
afetar processos como maturacdo dos cloroplastos, anatomia e tamanho da folha,
rizogénese e direcdo do crescimento (Reuveni e Evenor, 2007; Nhut e Nam, 2010).

A integracdo entre os trés parametros citados (quantidade, qualidade e duracéo),
com as rotas fotomorfogénicas atuam profundamente nas plantas, desencadeando
alteracdes fisioldgicas que regulam o crescimento e desenvolvimento vegetal (Li, H. et
al., 2010). As radiacdes vermelha e azul sdo as maiores responsaveis por essas respostas,
pois sdo as principais fontes de energia na assimilacdo fotossintética, visto que as
clorofilas a e b possuem picos de absorbancia nesses comprimentos. Outros pigmentos
como carotenoides, xantofilas e riboflavinas também absorvem ambos espectros e sdo
relatados como estimulantes da morfogénese em vegetais (Hughes, 1981; Lin et al.,
2013).

Sabe-se que os fitocromos atuam no desenvolvimento da planta, absorvendo as
radiacdes fornecidas. Essas moléculas sdo uma espécie de cromoproteina pigmentada
ligada a um cromdforo que atua como captador de luz vermelha, convertendo e
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transferindo posteriormente a energia luminosa em energia de excitacdo para 0s
fotossistemas (Kerbauy, 2004). Elas sdo interconvertidas de maneira reversivel de acordo
com o estimulo luminoso. Quando picos de absorcdo séo aplicados na cor vermelha o
fitocromo se torna inativo (Pr) ao passo que no vermelho-distante ele transforma-se na
condicéo fisiologicamente ativa (Prr), Sendo um dos principais mecanismos responsaveis
pela fotomorfogénese nas plantas (Torné et al., 2001).

Ja para a radiacdo azul, existe outra cromoproteina denominada criptocromo.
Quando irradiado com luz na cor adequada esse fotorreceptor consegue penetrar o nucleo
e ligar-se ao fator de repressdo da fotomorfogénese. Dessa maneira sao liberados fatores
transcricionais de genes responsivos a luz, promovendo a morfogénese (Kerbauy, 2004).
Além disso, sabe-se que as fototropinas 1 e 2 também séo receptores relacionados com a
luz azul. Essas proteinas quinases participam da transducdo dos sinais luminosos
desencadeando uma série de respostas como fototropismo, abertura estomatica,
movimento dos cloroplastos (ciclose), achatamento e posicionamento das folhas (Inoue
et al., 2010). As moléculas de clorofila absorvem tanto os comprimentos de onda
vermelho, quanto azul de forma eficiente (Yeh e Chung, 2009).

Combinacdes entre os espectros azul e vermelho estdo demonstrando ser uma fonte
de luz efetiva para a producdo em ambientes controlados, de diversas espécies vegetais
como Pimenta (Brown et al., 1995), Alface (Yorio etal., 2001), Ervilha (Wu et al., 2007),
Morango (Nhut et al., 2003), Rabanete (Tamulaitis et al., 2005), Uva (Poudel et al., 2008),
dentre outros. Essa interacdo entre os dois espectros pode levar a um metabolismo
fotossintético mais eficiente, aumento na quantidade de matéria fresca/seca e ainda, no
estimulo para o desenvolvimento e crescimento vegetal (Sabzalian et al., 2014).

Para que o fornecimento dessas condicdes ideais seja assegurado, as salas de
crescimento devem possuir sistemas de iluminacdo artificiais adequados. As fontes
luminosas mais comuns de serem utilizados na cultura in vitro sdo as fluorescentes (Bula
etal., 1991; Heo et al., 2002; Kuril¢ik et al., 2008). Porém essas fontes ndo sdo capazes
de prover um nivel estavel de energia radiante, com altos fluxos de fotons fotossintéticos
(Sabzalian et al., 2014). Além disso, ha dificuldade em controlar seu comprimento de
onda, pois elas emitem uma ampla gama de espectros variando de 350 a 750 nm, com
auséncia da radiacdo no vermelho-distante (Seabrook, 2005; Wu e Lin, 2012).

A energia dissipada nas ldampadas fluorescentes é convertida em calor na sua

superficie, gerando um acréscimo de temperatura no sistema, podendo danificar ou
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atrapalhar a viabilidade das culturas (Gupta e Jatothu, 2013). Essas limitacdes sdo
evidentes na cultura de tecidos e influenciam diretamente na morfogénese e crescimento
das plantas, especialmente quando cultivadas em pequenas casas de vegetacdo ou
incubadoras (Wu e Lin, 2012; Sabzalian et al., 2014). Dessa maneira, faz-se necessaria a
implementacao de sistemas luminosos especificos, que aumentem a qualidade e eficiéncia
das regeneraces e do crescimento das plantas micropropagadas nos laboratorios.

O avanco tecnoldgico permitiu o surgimento de uma nova fonte luminosa como
alternativa as opcdes tradicionais. O LED vem sendo empregado em inmeros estudos
com diversas espécies vegetais, visando investigar os efeitos da iluminacdo aplicada
singular ou em combinacdo, na morfogénese e cultura in vitro (Gupta e Jatothu, 2013).
Dentre os varios vegetais ja analisados, pode-se destacar o Algodéo (Li, H. et al., 2010) ,
Banana (Nhut et al., 2002), Pinheiro (Merkle et al., 2006), Orquidea (Wongnok et al.,
2008), Anturio, (Budiarto, 2010), Lilium (Lian et al., 2002) e Salvia (Heo et al., 2002).
Entretanto, ainda ndo existem estudos relacionando LEDs na embriogénese somética do
mamoeiro, flagrando a necessidade de se abordar essas aplicacGes envolvendo o cultivo
in vitro do maméo.

Quando comparado aos outros sistemas luminosos convencionais, o LED se destaca
por ter um comprimento de onda especifico, maior durabilidade, menor tamanho, sua
superficie é relativamente fria, requer pouca quantidade de energia, apresenta a
possibilidade de controlar sua composicdo espectral (Brown et al., 1995) e ndo contém
mercurio, sendo mais seguro de manusear (Yeh e Chung, 2009).

Assim sendo, os LEDs podem ser utilizados para regular os niveis de radiacéo
supridos e que sdo necessarios na fotomorfogénese para o crescimento e desenvolvimento
da planta. Emitindo gamas espectrais e intensidade de luz especificas que estdo
envolvidas nas respostas vegetais (Folta et al., 2005). Portanto, essa fonte de radiagéo €
ideal para estudos que visem avaliar respostas fisioldgicas, influéncias na morfologia,
metabolismo e nos diferentes niveis de expressdo génica e proteica, pelo fato de fornecer
uma radiacdo homogénea e com o0s comprimentos de onda correspondentes aos

fotorreceptores do organismo em estudo (Li, H. et al., 2010).

3.4. Prote6bmica na embriogénese somatica

As proteinas sdo macromoléculas constituidas por cadeias de aminoacidos unidas
por ligacdes peptidicas, sintetizadas a partir da informacdo contida nos genes e
12



posteriormente nos RNA-m. Entretanto, os RNAs possuem diferentes formas de
regulagdes transcricionais e pos-transcricionais, que geram modificacdes e variagdes na
sua estabilidade (Kuersten et al., 2013). Adicionalmente, a funcéo e atividade proteica
pode ser alterada de acordo com sua localizacdo subcelular, interagdo com outras
moléculas e modificacdes pds-traducionais, como fosforilacdo, glicosilacdo e
ubiquitinacdo (Wu et al., 2016). Esses mecanismos de controle contribuem para diminuir
a correlacdo entre os niveis de RNAm e a abundancia de proteinas (Rose et al., 2004;
Vogel et al., 2010).

Wasinger et al. (1995) define proteoma como o conjunto de proteinas expressas em
um determinado momento e condicdo, permitindo avaliagdes quantitativas e qualitativas
das proteinas atuantes no metabolismo. Dessa maneira a identificacdo proteica em
diferentes niveis de abundancia, permite associar essas moléculas com variados eventos
fisioldgicos ocorrentes nas células, tecidos ou érgdo (Chen e Harmon, 2006). Neste
cenario, a identificacdo e separacdo das proteinas surgiu como uma promissora maneira
de se decifrar a ligacdo entre o gendtipo e o fendtipo (Rose et al., 2004).

O recente avanco biotecnoldgico promoveu um aumento consideravel na aplicacdo
de ferramentas capazes de analisar a expressao génica de todo genoma, ao nivel proteico.
A protedbmica é um campo emergente que se desenvolveu juntamente com a separagdo de
proteinas, espectrometria de massas, algoritmos que ajudam na busca pelas proteinas e
no sequenciamento/anotacdo dos genomas (Thelen, 2007). A combinacgéo desses avancos,
permitiu o advento da protedmica “label-free”. Nessa abordagem, misturas complexas de
proteinas sdo digeridas em peptideos por proteases, separados por cromatografia liquida
multidimensional, analisados e identificados através da espectrometria de massas em
tandem. Por fim, algoritmos computacionais mapeiam o0s peptideos e determinam o
contetido de proteinas na amostra (Jorrin-Novo et al., 2015).

Diversos estudos protebmicos vém sendo empregados com sucesso na
determinacdo de biomarcadores da embriogénese nas plantas. De uma maneira geral
pode-se destacar as proteinas responsivas a estresses como peroxidases e glutationa-S-
transferase (Noah et al., 2013), as atuantes na divisdo/alongamento celular como actina
(Zhao et al., 2015), tubulina (Pan et al., 2009) e anexina (Baba et al., 2008) e na
mobilizacdo energética como triose-fosfato isomerase (Nogueira et al., 2007) e
gliceraldeido-3-fosfato (Tonietto et al., 2012). Esses resultados indicam que um

complexo sistema molecular é necessario durante a progressdao da embriogénese
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somatica. No entanto, os vegetais demonstram relevante plasticidade fenotipica em
resposta as condi¢fes ambientais. A variagdo nos espectros luminosos, por exemplo, pode
promover estresse fotooxidativo, que induz o acimulo de ROS. O estresse oxidativo
causado por essas moléculas nas células e a perturbacéo do equilibrio entre a producéo e
degradacdo dos ROS vem sendo estritamente associados com a ativacdo de vias
morfogénicas especificas da embriogénese e ao desenvolvimento fisioldgico vegetal
(Gupta e Sahoo, 2015).

Analises conduzidas na embriogénese do arroz, identificaram uma ativa regulacéao
de proteinas responsivas a estresses, evidenciando sua importancia no desenvolvimento
vegetal. Os autores encontraram proteinas do choque termico (HSP) reguladas durante o
curso da embriogénese. Essas sdo responsaveis por estabilizar as conformacdes de outras
proteinas, prevenir aglomerac6es e mediar os remodelamentos, ajudando assim a manter
0 estado ativo das proteinas responsivas as condicdes estressantes. Além dessas, foram
identificadas proteinas relacionadas a prote¢do contra danos causados por ROS como as
peroxidases, peroxirredoxinas e superdxido dismutase (Zi et al., 2013). Para 0 mamoeiro,
estudos realizados por Vale et al. (2014), também constataram a presenca de enzimas
relacionadas ao estresse oxidativo na maturacdo dos embrides somaticos. Podendo-se
destacar a ascorbarto peroxidase, superéxido dismutase e glutationa transferase.

Em embriGes somaticos ja foram descritas proteinas relacionadas ao metabolismo
proteico como as ribossomais (Sharifi et al., 2012; Noah et al., 2013), fatores de
transcricao (Sun et al., 2013) e histonas (Rode et al., 2012), promovendo a biossintese de
novas moléculas essenciais aos posteriores estadios de desenvolvimento. Calos
embriogénicos de Cyclamen persicum (Rode et al., 2012), Zea mays (Sun et al., 2013),
Liriodendron (Zhen et al., 2015) e Araucaria angustifolia (dos Santos et al., 2016)
apresentaram de forma up-regulada proteinas constituintes do complexo proteassoma
26S, indicando que essa maquinaria pode auxiliar na transicdo entre os estadios da
embriogénese somatica, ubiquitinando as proteinas que ndo serdo mais utilizadas e por
consequéncia fornecendo aminoacidos para a sintese de novos peptideos. Portanto, para
a correta reprogramacdo celular e aquisicdo da competéncia embriogénica, é necessario
um fino balango entre a sintese de novas proteinas e a degradacdo daquelas ndo mais
necessarias (Zhen et al., 2015).

Neste sentido, a protebmica como ferramenta para o estudo e compreensao da

embriogénese somaética, vem permitindo a identificacdo de proteinas que podem ser
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utilizadas como biomarcadoras moleculares, contribuindo na determinagédo dos estadios
de desenvolvimento do embrido, assim como linhagens embriogénicas e néo-
embriogénicas, auxiliando na elaboragdo de protocolos de regeneragdo in vitro mais
eficientes (Tchorbadjieva, 2016).

4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes espectros
luminosos fornecidos por ldmpadas LED na morfogénese de embrides somaticos e nos
perfis protedbmicos de calos embriogénicos durante a embriogénese somética do

mamoeiro Golden.
4.2. Objetivos especificos

e Selecionar o melhor conjunto de ldampadas LED para otimizacdo da fase de
maturacao de embrides somaticos.

e Estudar o perfil diferencial da abundancia de proteinas por meio de analise
protebmica comparativa durante a embriogénese soméatica de mamoeiro sob o

efeito de diferentes lampadas LED.

5. MATERIAIS E METODOS
5.1. Material vegetal e inducdo das culturas

Para a inducdo das culturas embriogénicas in vitro, foram utilizados embrides
zigGticos obtidos das sementes de frutos, sempre no mesmo estagio de maturacao (100%
amarelos), do mamado cultivar Golden. Os frutos foram gentilmente cedidos pela empresa
Caliman Agricola S/A, localizada na cidade de Linhares, Espirito Santo (ES), Brasil (19°
23’S e 40° 4°W).

A inducéo ocorreu conforme metodologia descrita por Heringer et al. (2013). Os
frutos foram lavados em agua corrente com detergente por 3 vezes, posteriormente, em
camara de fluxo laminar vertical, a assepsia foi realizada por 2 minutos em etanol 70% e
30 minutos em hipoclorito de sddio 50% (agua sanitaria), seguido de 3 lavagens com

agua destilada autoclavada. Os embrides isolados atraves das sementes dos frutos
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serviram como explante e inoculados em placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 20 mL
de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962). O meio de cultura MS € suplementado
com sacarose (30 g.L?), phytagel® (2,0 g.L %) e 2,4-D (4cido 2,4-diclorofenoxiacético)
(20 uM). O pH ¢é ajustado para 5,8 e por fim, autoclavado a 121°C por 15 min.

Apos a inoculacdo dos explantes, as placas de Petri ficaram armazenadas em
estufas de crescimento com temperatura controlada (25°C = 1°C), no escuro, por
aproximadamente 45 dias. As culturas embriogénicas induzidas foram submetidas a trés

ciclos de repicagem com intervalo de 21 dias, para a multiplicagéo.

5.2. Maturacéo das culturas embriogénicas

Culturas embriogénicas foram utilizadas como material para experimento de
maturacdo. A retirada do regulador de crescimento 2,4-D, adicdo do agente osmético
PEG 6%, mio-inositol (0,005%) e sacarose (30 g.L™) do meio de cultura MS, como
estabelecido por (Heringer et al., 2013), caracteriza 0 meio de cultura para maturagéo. O
pH deve ser ajustado para 5,8 e 0 meio submetido a autoclave por 15 min a 121° C. Cada
placa de Petri foi inoculada com trés col6nias de calos com 300 mg de matéria fresca
(MF), totalizando 900 mg por placa, correspondendo a um tratamento. Os tratamentos
foram constituidos por cinco repeticdes.

Em seguida, para a maturagdo dos embrides, mantemos os meios de cultura em
sala de cultivo com temperatura controlada (25°C + 1°C) e expostos a diferentes espectros
de lampada Philips GreenPower TLED, com fotoperiodo de 16 h, de acordo com a Tabela

1, por 28 dias.

Tabela 1. Tratamentos de maturacdo durante embriogénese somatica do mamoeiro

usando diferentes tipos de lampadas LED com diferentes espectros de luz.

Tratamentos Comprimentos de onda  pmol. m-2 Pico de
da lampada s-1 comprimento de
onda (nm)
Controle Tubular fluorescente 55 435/ 545/ 580
WhB W/HB 55 450/530
WnB W/MB 55 450/ 530
W B4R W/ LB/ DR 45 450/ 530/ 660
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WnBdR W/ MB/ DR 45 450/ 530/ 660
WB4R:R W/ LB/ DR/ FR 40 450/ 530/ 660/ 735
WnBdRR W/ MB/ DR/ FR/ 40 450/ 530/ 660/ 735

W (White) Branco; LB (Low Blue) Azul Baixo = 8-10% de azul; MB (Medium blue)
Azul médio = 12-14% de azul; HB (High Blue) Azul alto = 16-18% de azul; FR (Far Red)
Vermelho distante = 12% de vermelho distante; DR (Deep Red) Vermelho = 30 — 50%

de vermelho.

Ao final do periodo estabelecido, 0 niumero de embrifes somaticos no estadio
cotiledonar e o incremento de matéria fresca (MF) foram contabilizados e os valores
encontrados submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo
teste de Student-Newman-Keuls (SNK) a 5% utilizando o software estatistico “R”
(Dessau e Pipper, 2008). Para as analises protedmicas, retiramos trés replicatas bioldgicas

(300 mg de matéria fresca por amostra), de cada tratamento.

5.3. Analises proteébmicas
5.3.1. Extracdo de proteinas

Para a extracao proteica, foi utilizado o protocolo estabelecido por (Balbuena et
al., 2011). O tampdo de extragdo é constituido por 7 M uréia, 2 M tiouréia, 2% triton X-
100, 1% ditiotreitol (DTT), 1 mM fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) e 5 uM
pepstadina. NOs separamos trés amostras biologicas de trés placas de Petri, e maceramos
em almofariz e pistilo utilizando nitrogénio liquido. Apés essa etapa, as amostras sdo
adicionadas em microtubos com 1 mL de tampd&o de extracdo, vortexadas por 5 minutos
e incubadas em gelo por 30 minutos, seguidos por centrifugacdo em 16 000 g por 20
minutos a 4°C. Os sobrenadantes foram coletados, e a concentracdo das proteinas totais

mensurada por 2-D Quant Kit.

5.3.2. Digestao proteica

As proteinas extraidas (100pg) foram purificadas com metanol cloroférmio para
a retirada de detergentes das amostras, de acordo com protocolo estabelecido por Nanjo
et al. (2012). Apos essa etapa, dessanilizamos as amostras em membranas 3000 MWCO
Amicon Ultra-0,5 mL, com a adi¢do de 300 uL. de bicarbonato de amoénio (50mM) e
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centrifugamos a 1500 g por 10 minutos a 20° C. Esse passo foi repetido por trés vezes e
no final, recuperado aproximadamente 50 pL de amostra.

Para a digestdo de proteinas, 25 uL de RapiGest® 0,2% (v/v) é adicionado e as
amostras brevemente vortexadas e incubadas em um Eppendorf Thermomixer® a 80°C
durante 15 min. Em seguida, 2,5 mL de DTT 100 mM s&o adicionados, 0s tubos agitados
e incubados a 60°C durante 30 min. Em seguida, sdo adicionados 2,5 pL de
iodoacetamida 300 mM e as amostras incubadas no escuro durante 30 min & temperatura
ambiente. A digestdo proteica é realizada pela adigdo de 20 uL de solugdo de tripsina (50
ng/uL), mantendo overnight a 37°C, sob agitacdo. Posteriormente, para precipitacdo do
RapiGest®, 10 pL de écido trifluoracético 5% (v/v) foram adicionados e as amostras
incubadas a 37°C durante 90 min, seguido por uma etapa de centrifugacdo durante 30

min a 15000g. Ao final, as amostras sdo transferidas para vials Total Recovery.

5.3.3. Analises por espectrometria de massas

O sistema UPLC nanoAcquity acoplado ao espectrometro de massas Synapt G2-
Si HDMS foi utilizado para a anélise ESI-LC-MS/MS segundo protocolo estabelecido
por (Reis et al., 2016). Inicialmente as amostras sao normalizadas quanto a concentragédo
dos peptideos mediante a injecdo de 1 pL de amostras digeridas para aquisi¢do no
espectrdmetro de massas no modo MSE. Esse procedimento é baseado em medicoes
estequiométricas da contagem total de ions da corrida gerada, e garantira que todas
condicdes tenham os mesmos valores molares. As corridas sdo constituidas por 3
replicatas bioldgicas.

Durante a separacéo, as amostras foram carregadas no nanoAcquity UPLC (5um)
através da coluna trap C18 (180 um x 20 mm) a 5 pL/min durante 3 minutos e no
nanoAcquity por uma coluna analitica de fase reversa HSS T3 (75 pum x 150 mm, 1.8
pm) a 400 nL/min, com a temperatura da coluna em 45° C. Para a eluicdo dos peptideos
utilizamos um gradiente binario, em que a fase mével A é constituida por agua e 0,1%
de &cido férmico e a fase mdvel B por acetonitrila e 0,1% de &cido formico. O gradiente
de eluicdo foi de 7-40% de B até 91,12 min e se manteve até 92,78 min. Em seguida, o
gradiente passou para 85% de B, até 100 min. Apds, aumentou para 99,9% até 106 min,
voltando em seguida para as condicGes iniciais até o fim da corrida em 120 minutos.

A espectrometria de massas foi executada em modo positivo, resolucéo (V mode),
35,000 FWHM, com mobilidade i6nica e modo aquisi¢do independente de dados (DIA);
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a velocidade de onda IMS ajustada para 600m/s e a transferéncia de energia de colisdo
aumentada de 19 V para 45V no modo de alta energia; as voltagens do cone e do calipar
foram 30V e 2800V respectivamente, com 70°C de temperatura da fonte. Nos parametros
do TOF (time of light), o tempo de varredura é definido em 0,5 segundos em modo
continuo, com a massa variando de 50 a 2000 Da. Para a calibracdo, implementamos o
[Glu!]-fibrinopeptideo B humano a 100 fmol/uL e a aquisicdo da massa especifica
realizada de 30 em 30 segundos.

5.3.4. Analise dos dados

Os processamentos no espectro e o contraste no banco de dados foram realizados
através do programa Progenesis QI Proteomics software V.2.0. Definimos os seguintes
parametros: uma clivagem perdida; fragmento de ion minimo por peptideo igual a 2,
fragmento de ion minimo por proteinas igual a 5, minimo de peptideos por proteinas de
2; as modificacBes fixadas em carbamidometilacdo (C), modificacbes varidveis de
oxidacdo (M), fosforilacdo (STY), um valor méximo de 4% na taxa de falso-positivo
(FDR), score superior a 5 e erro maximo de massa de 10 ppm. Empregamos o banco de

dados Carica Papaya, PhytozomeV11.0 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html).

Para se assegurar a qualidade dos resultados, definimos os parametros de refinamento:
apenas proteinas presentes nas 3 repeticdes bioldgicas sdo consideradas para analise. As
proteinas diferencialmente abundantes sdo aquelas que apresentaram significancia na
ANOVA (p <0,05) e diferenca de no minimo 1,5 vezes na abundancia relativa. Por fim,
as proteinas selecionadas foram submetidas a caracterizacdo funcional pelo software

Blast2go (www.blast2go.com).

6. RESULTADOS
6.1. Qualidade da luz na producéo de embrides cotiledonares

Ao final dos 28 dias, todos os tratamentos, contendo os diferentes comprimentos
de onda de luz, permitiram a formacdo de embrides somaticos, sendo que o tratamento
com iluminagdo LED em comprimentos de onda branco e azul médio (WmB) demonstrou
ser o melhor tratamento (Figs. 1 e 2). O tratamento WnB resultou na formacgéo de 82

embrides no estadio cotiledonar por placa, enquanto que o controle (lampada
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fluorescente) apenas 48 (Fig. 2). Os demais tratamentos ndo apresentaram diferencas

significativas em relagéo ao controle.

Figura 1. Calos embriogénicos de mamoeiro, aos 28 dias de cultivo, submetidos aos
tratamentos de maturacdo usando lampadas LED com diferentes espectros de luz. A =
Controle (fluorescéncia); B = WiB; C e D = WnB; E = W|B4R; F = WnB4R; G =
W B4R:R; H WmB4RR (ver Tab. 1).
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Figura 2. Nimero médio de embrifes somaticos no estadio cotiledonar aos 28 dias de
cultivo, nos diferentes tratamentos de maturacdo (ver Tab. 1). Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem, significativamente, entre si de acordo com o teste de SNK

(P<0,05), n = 5, coeficiente de variacdo = 35%.

Os embrides oriundos do WmB aparentam melhor sincronismo, atingindo os
estadios finais de maneira mais uniforme e melhor quantidade (Fig. 1C - D), quando
comparados aos outros tratamentos. Também pode-se constatar o correto estabelecimento
da polaridade nos embrides e a formacéo de cotilédones bem definidos. Além disso, esses
embrides apresentam aspecto opaco e coloragdo mais branco/amarelada (Fig. 1D),
indicando que a sintese de pigmentos como carotenoides podem estar iniciando-se, assim
como o acumulo de granulos de amido e o processo de maturacdo esta em seu curso
normal.

O aspecto escuro/transltcido e pouco embriogénico observado nos calos mantidos
nos tratamentos (Fig. 1E - H) coincide com a presenca do comprimento de onda vermelho.
Essa morfologia especifica pode estar relacionada com um possivel acimulo de
antocianina, um pigmento sintetizado em resposta a luz, ligado a inibi¢cdo da morfogénese
e da capacidade de aquisi¢do da competéncia embriogénica. Esses resultados demonstram
que o efeito do comprimento de onda vermelho, estimulam em menor magnitude a

maturacao dos embrides somaticos do mamoeiro Golden.
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Adicionalmente, na avaliacdo aos 14 dias de cultivo, foi possivel observar a
formacdo de embriGes somaticos nos estadios iniciais do desenvolvimento (globular e
torpedo) em todos os tratamentos (Fig. 3). Por consequéncia, as analises protebmicas

foram realizadas para as amostras coletadas aos 14 dias de cultivo.

Figura 3. Calos embriogénicos de mamoeiro, aos 14 dias de cultivo, submetidos aos
tratamentos de maturacdo usando lampadas LED com diferentes espectros de luz. A =
Controle FL; B = WiB; C = WnB; D = WiB4R; E = WmBdR; F e G = WIB4RR; H =
WmnB4RfR (ver Tab. 1).

Foram observadas diferencas significativas no incremento de MF por placa
(P<0,05, Tab. 2). O tratamento WmB4R obteve um incremento de 1,9 mg de MF enquanto
que 0 WmB 1,21 mg (Tab. 2). Esses resultados indicam que o comprimento de onda
vermelho induziu e o azul reprimiu o incremento de matéria fresca. Dessa maneira,
podemos sugerir uma relacdo inversamente proporcional entre o incremento de matéria

fresca e a diferenciacdo de embrides somaticos.

Tabela 2. Incremento médio de matéria fresca em gramas, ao final dos 28 dias de

maturacao.
Controle W:iB WnB W,B4R WnmBd4R WBJRiIR WnB4R:R
FL
Incremento
médiode MF 163ab 1,18b 1,21b 1,70ab 1,90 a 1,45 ab 1,62 ab
por placa (g)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem, significativamente, entre si de acordo

com o teste de SNK (P<0,05), n =5, coeficiente de variagdo = 21%.
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6.2. Analise protedmica durante a maturacédo dos embrides somaticos

A analise protedmica comparativa foi realizada entre o melhor tratamento (WmB)
e o tratamento controle, no tempo 14. Inicialmente, foram observadas diferencas
significativas no contetdo de proteinas totais entre os dois tratamentos (Fig. 4). Com base

na quantificacdo podemos observar que o tratamento WmB obteve um acentuado acumulo

de proteinas, enquanto que o controle produziu quase a metade.
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<&

Tratamentos de maturacio
Figura 4. Conteudo de proteina totais em calos embriogénicos mamoeiro submetidos a

maturacdo nos tratamentos controle e WmB aos 14 dias de cultivo (ver Tab. 1).

Na andlise protedmica foram identificadas e quantificadas 726 proteinas (Anexo
1). O tratamento WmB quando comparado ao controle, apresentou 50 proteinas
diferencialmente abundantes, sendo 37 UP-reguladas (Tab. 4), 13 DOWN-reguladas
(Tab. 5) e 676 nédo apresentaram abundancia diferencial (Unchanged).

Apos a classificagdo funcional as proteinas diferencialmente abundantes foram
agrupadas em seis classes de processos bioldgicos (Fig. 5). Para as proteinas UP-
reguladas o grupo relacionado aos processos de desenvolvimento foi o mais
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representativo, abrangendo 18 proteinas, seguido por respostas a estresses com 8 e
metabolismo energético com 7. Ja para as proteinas DOWN-reguladas, o grupo com mais
integrantes € o metabolismo de carboidratos com 6, seguido pelos processos de

desenvolvimento com 4 e respostas a estresse também com 4.

W,,B/Controle
Metabolismo de carboidratos @l Up
o DOWN
‘sp Processos de desenvolvimento
=)
-é Metabolismo de proteinas
2 Processo energético
5]
(]
g Resposta a estresse
a
Desconhecida
I 1 1 1 1
Q ) QO R S

N’ de Proteinas

Figura 5. Proteinas diferencialmente abundantes identificadas nos embrifes somaticos
submetidos a maturagdo, agrupadas com base em seu processo biolégico. Podemos
destacar o processo de desenvolvimento que apresentou 18 proteinas UP-reguladas e o

metabolismo de proteinas que nédo tiveram proteinas DOWN-reguldas.

As proteinas UP-reguladas mais abundantes no tratamento em relacdo ao controle,
foram as Polygalacturonase-like (com abundancia 3,8-vezes maior), Pentatricopeptide
repeat-containing (2,17-vezes) e Germin subfamily 1 member 13 (2,16-vezes) (Tab.4).
Podemos destacar a identificacdo de 3 membros da superfamilia de pequenas proteinas
Ras GTPase (Rab6, Ras-related Rab11C e Mitochondrial Rho GTPase 1-like) (Tab.4).
Além disso, observamos um acentuado acréscimo no numero de proteinas relacionadas
ao metabolismo energético (Fig. 5). Essas proteinas sdo associadas aos processos de
desenvolvimento e respostas a estresses, amplamente relacionadas como biomarcadoras
da embriogénese somatica. A presenca delas em maior abundancia no tratamento, indica
que a combinagdo entre os comprimentos de onda WmwB pode promover respostas

embriogénicas durante a morfogénese in vitro do mamoeiro.
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Ja para as proteinas DOWN-reguladas as D-3-phosphoglycerate dehydrogenase e
Thioglucoside glucohydrolase foram as mais abundantes no controle, apresentando um
Fc = 0,16 e 0,28, respectivamente (Tab. 5). A primeira estd envolvida na biossintese do
aminoéacido serina, em tecidos nao-fotossintetizantes, enquanto a segunda atua como uma
enzima mirosinase, no metabolismo de carboidratos e nas respostas contra estresses.
Esses resultados corroboram com a ideia de que no controle o estimulo para a sintese de
moléculas relacionadas a recep¢do luminosa, como os cloroplastos, é menor,
influenciando no correto desenvolvimento embriogénico e levando as células a condicbes

estressantes.
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Tabela 3. Descrigédo e processos bioldgicos das proteinas UP-reguladas no tratamento (WmB) em relacdo ao controle, durante a fase inicial da
maturacdo dos embribes somaticos em mamoeiro.

Acesso Descricéo Contagem de Score Fold ’ Processo bioldgico
peptideos Change
UP-REGULADAS
supercontig_250.7 Polygalacturonase-like 13 98,7736 3,790663 Developmental process; Carbohy_dra-te rpetabohc
process; Cell wall organization;
supercontig_51.59 Germin subfamily 1 member 13 2 21,5785 2,167066 Developmental process; Response to stress;
Oxalate metabolic process
supercontig_63.43 Ankyrin repeat domain-containing 2 3 16,375 1,628241 Developmental process; Signal transduction
Dihydrolipoyllysine-residue
. acetyltransferase component 2 of . _ .
supercontig_3.118 pyruvate dehydrogenase 18 111,4369 1,58983 Energetic process; Pyruvate metabolic process
mitochondrial-like
. Pyrophosphate-energized vacuolar .
supercontig_48.153 membrane proton pump 1 15 119,3467 1,809246 Developmental process; Proton transport
supercontig_1476.2 Hevein-like preproprotein 7 48,3394 1,579935 Response to stress
supercontig_117.77 Slit homolog 2 -like isoform X2 2 12,9408 2,121159 UNKNOWN
supercontig_81.140  Triosephosphate isomerase, cytosolic 9 59,6616 1,850249 Energetic process; Gtg/g?rleystslc process; Response
. UDP-glucuronic acid decarboxylase Developmental process; UDP-D-xylose
supercontig_1.388 6-like 3 18,4817 1,796236 biosynthetic process
Developmental process; Carbohydrate metabolic
supercontig_190.9 UDP-XYL synthase 6 isoform 1 10 61,7897 1,548907 process; Nucleobase-containing compound
metabolic process
. PREDICTED: uncharacterized protein
supercontig_32.36 At2g27730, mitochondrial 2 20,0425 1,508699 UNKNOWN
. Delta-1-pyrroline-5-carboxylate Energetic process; Reactive oxygen species
supercontig_17.219 dehydrogenase mitochondrial > 28,1276 1,52451 metabolic process
supercontig_104.57 2-Cys peroxiredoxin chloroplastic 12 91,0149 1,738506 Response to stress; Cellular homeostasis;
Developmental process
supercontig_22.63 Rab6 13 80,3476 1,798313 Developmental process; Signal transduction;
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Developmental process; S-adenosylmethionine

supercontig_67.71 S-adenosylmethionine synthase 2 4 31,2237 2,103192 biosynthetic process; Nucleobase-containing
compound metabolic process
. Hypothetical protein
supercontig_25.179 EUTSA v10011556mg 16 183,324 1,554808 UNKNOWN
. Serine threonine- phosphatase 2A 65 Developmental process; Regulation of
supercontig_1.195 kDa regulatory subunit A beta isoform 6 35,3627 1,580115 phosphorylation
contig_30829.2 Proteasome subunit alpha type 2 13,6359 1,646488 Protein metabolism; Ub_|qU|t|n—dependent protein
catabolic process
Translation elongation factor EF1A
supercontig_3.423 initiation factor IF2gamma family 2 11,5239 1,719827 Protein metabolism;
isoform 4
. Lipoxygenase homology domain- ) S . .
supercontig_1516.1 containing 1-like 5 48,1977 1,632429  Response to stress; Oxylipin biosynthetic process;
. PREDICTED: uncharacterized protein
supercontig_14.110 At5g39570 9 64,4576 2,065906 UNKNOWN
supercontig_56.23 Cell division cycle 48 homolog 16 125,7883 1,868044 Developmental Process, Cellular process;
Metabolic process
supercontig_81.59 Ras-related Rab11C 10 65,0368 1578863  Developmental process; Small GTPase mediated
signal transduction; Metabolic process; Transport
supercontig_69.55 Probable nucleoredoxin 1 21 170,9466 1,819425 Response to stress; Developme_ntal Process,
Cellular homeostasis
. Glycine-rich RNA-binding Response to stress; Mitochondrial MRNA
supercontig_94.58 mitochondrial-like 4 34,2458 1,582815 modification
supercontig_80.46 Acidic endochitinase 5 43,8247 1,772718 Response to stre§s; Carbo_hydrate metabolic
process; Catabolic process
supercontig_12.91 DNA damage-inducible 1 3 16,4638 1,695773 Protein metabolic process
supercontig_66.86 Pollen-specific C13-like 5 36,6051 1,915919 UNKNOWN
supercontig_6.74 Probable indole-3-acetic acid-amido 35 3563217 1,616999 Developmental process; Res_ponse to auxin;
- synthetase Response to light stimulus
supercontig_135.6 Glycine cleavage system H 3 23,9689 210323 Protein metabolism; Catabolic process; Cellular

mitochondrial

process
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Dihydrolipoyllysine-residue
succinyltransferase component of 2-

Energetic process; Tricarboxylic acid cycle;

supercontig_1199.1 oxoglutarate dehydrogenase complex 29,7035 1,794942 Generation of precursor metabolites and energy;
mitochondrial-like
supercontig_16.115 CASP 1D1 32,564 1,928695 Developmental process; Transport
Developmental process; Small GTPase mediated
supercontig_48.43 Mitochondrial Rho GTPase 1-like 22,8782 1,536276 signal transduction; Cellular component
organization; Energetic process
. Energetic process; ATP synthesis coupled proton
supercontig_106.98 ATP synthase sqbun_lt delta 31,9053 1,872471 transport; Nucleobase-containing compound
mitochondrial-like .
metabolic process
. Probable ATP synthase 24 kDa . )
supercontig_72.4 mitochondrial 28,9166 1,800138 Energetic process; Proton transport
supercontig_14.100 PentatrlcopeX?Sdgelgsgggt-contmnmg 11,0986 2,176249 Developmental process; mRNA processing
supercontig_1.364 Actin-depolymerizing factor 2 26,932 1,90879 Developmental process; Defense response; Actin

filament depolymerization
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Tabela 4. Descrigdo e processos bioldgicos das proteinas DOWN-reguladas no tratamento (WmB) em relacdo ao controle, durante a fase inicial da

maturacdo dos embrifes somaticos em mamoeiro.

Acesso Descrigéo Contagem de Score Fold ” Processo bioldgico
peptideos Change
DOWN-REGULADAS
. i . 10,939 Developmental process; Positive regulation of
supercontig_3387.2 Mother of FT and TFL1-like protein 2 5 0,307869 seed germination; Response to abscisic acid
. . 0 127,65 Response to stress; Catabolic process; Cellular
supercontig_42.86 Peroxidase N1-like 17 04 0,561339 component organization:
. Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 81,152 .
supercontig_32.53 chloroplastic-like 10 6 0,465169 Energetic process
. . . 23,514 Energetic process; Nucleobase-containing
supercontig_188.19 Soluble inorganic pyrophosphatase 4 4 1 0,505092 compound metabolic process
supercontig_17.152 Beta-thioglucoside glucohydrolase 14 1352161 0,479878 Carbohydrate metab;lrl(;:ssprocess; Response to
supercontig_17.160 GDSL esterase lipase At5g45670-like 18 13?210 0,652861 Carbohydrate metabolic process
contig_29746.1 Beta-thioglucoside glucohydrolase 22 2222é26 0,324883 Carbohydrate metab;lrl(;:ssprocess; Response to
. Carbohydrate metabolic process; Biosynthetic
supercontig_21.148 D-3-phosphoglycerate de_hydrogenase 3 9 53,808 0,162221  process; Cellular process; Serine family amino
chloroplastic 7 s .
acid biosynthetic process
. Developmental process; mRNA splicing, via
supercontig_75.43 NHP2 1 3 19,545 0,493275 spliceosome
. Glucose-1-phosphate adenylyltransferase small 10,985 Carbohydrate metabolic process; Starch
supercontig_136.75 subunit chloroplastic 2 9 0,468422 biosynthetic process
Developmental process; Folic acid-containing
supercontig_119.97 Formate-tetrahydrofolate ligase 3 16,417 0,416961 compound biosynthetic process; Cellular
process
contig_28829.1 Thioglucoside glucohydrolase 12 112568 0,286615 Carbohydrate metat;?:ézsprocess; Response to
. PREDICTED: uncharacterized protein 177,88
supercontig_264.8 LOC100241465 20 13 0,550143 UNKNOWN
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7. DISCUSSAO

7.1. Efeitos da qualidade da luz na maturagdo de embrides somaticos:

A transferéncia dos calos para o meio de cultura livre de reguladores de crescimento
vegetais, principalmente o 2,4-D, inibe a proliferacédo celular e estimula a maturacdo dos embrides
somaticos. A progressdo da maturacdo dos embriGes somaticos na embriogénese somaética sao
caracterizados por apresentarem elevados niveis de proteinas totais, intensa divisdo celular e
metabolismo hormonal, decrescendo mediante a progressdao do desenvolvimento embriogénico
(Rocha e Dornelas, 2013; Jariteh et al., 2015). Além do balanco dos reguladores de crescimento
vegetal, outros fatores podem contribuir para a otimizacdo do processo de desenvolvimento in
vitro.

A influéncia da qualidade da luz como fator de modulacéo das respostas morfogénicas in
vitro vém sendo amplamente estudada, demonstrando sua importancia no sucesso da cultura de
tecidos vegetais (Seebg et al., 1995; da Silva e Debergh, 1997; Shin et al., 2008; Edesi et al., 2014;
Batista et al., 2016). Com popularizagdo do uso da tecnologia de ld&mpadas LED, estas surgem
como uma atraente alternativa as tradicionais lampadas fluorescentes, principalmente pela
capacidade em controlar os comprimentos de onda fornecidos a cultura e pela baixa emissdo de
calor.

Em nosso trabalho foi possivel observar um maior nimero de embrides sométicos
cotiledonares no tratamento WmB, quando comparado ao Controle (Tab. 1 e 2) demonstrando que
qualidade da luz interfere de maneira positiva na maturacao de embrides somaticos do mamoeiro,
mais especificamente a combinacédo de luz branca com azul médio.

O comprimento de onda azul tem sido correlacionado com efeitos positivos na
embriogénese somatica, indicando que a irradiacdo da luz azul em embrides somaticos de Daucus
carota L. induziu a sintese de mRNAs que codificam proteinas responsaveis pela fase inicial da
diferenciagdo dos cloroplastos (Aleith e Richter, 1991). Buscando otimizar os protocolos de
inducdo da embriogénese somatica em D. carota, Hoshino e Cuello (2005) notaram que o0 espectro
azul exerceu efeito positivo no desenvolvimento de embrides somaticos durante os estadios
globular, cordiforme e torpedo. (Lin et al., 2008), conseguiram diminuir o tempo necessario para
germinacdo dos embrides somaticos de Dimorcarpus longan sob exposicdo a luz azul. As plantulas
regeneradas foram mais vigorosas e suas folhas apresentavam intensa coloragdo verde. Em Agave
tequilana Weber var. Azul, os autores demonstraram que a qualidade de luz azul, quando aplicada
nas fases de inducéo e expressdo da embriogénese somatica, produziu o maior numero de embrides
e melhorou a eficiéncia nos processos de converséo e germinagdo desses embrides. Analisando a
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influéncia de lampadas LED no potencial de regeneracdo de embrides somaticos em Vitis vinifera
“Chardonnay”, foi observado que o comprimento de onda azul promoveu a conversdo dos
embrides somaticos em plantulas (Tittmann et al., 2013).

Os embrides somaéticos derivados do tratamento WnB (Fig. 3C e 3D), apresentaram
melhores caracteristicas morfoldgicas, quando comparados ao controle (Fig. 3A) e aos outros
tratamentos (Fig. 3D, 3F, 3G e 3H). O aspecto opaco com coloragdo branco-amarelada também
foi observado em embrides somaticos de Persea americana Mill (Peran-Quesada et al., 2004) e
Juglans regia L. (Jariteh et al., 2015). Cortes histologicos, revelaram que as células epidérmicas
dos embribes de J. regia exibiam grandes quantidades de granulos de amido, enquanto que 0s
embrides translicidos com aspecto vitreo ndo possuiam essas estruturas (Jariteh et al., 2015). O
acumulo de substancias de reserva como amido e proteinas ha embriogénese somatica, € uma etapa
essencial, pois essas moléculas serdo utilizadas como fonte de energia para a germinacao, até a
plantula se tornar autotrofica (Wang et al., 2014). A reducdo na sintese ou auséncia desses
compostos de reserva promove 0 aspecto transltcido nos embrides, assim como afeta severamente
0s Ultimos estadios do desenvolvimento, a germinacdo e conversdo do embrido soméatico em
plantula (Cailloux et al., 1996).

Por outro lado, o efeito do comprimento de onda vermelho também esté relacionado com
a promogdo da embriogénese somatica. D'Onofrio et al. (1998) concluiram que a luz vermelha,
para Cydonia oblonga, € a mais efetiva na inducdo e producao de embrides somaticos. Assim como
em calos de Hyacinthus orientalis L., a luz vermelha aumentou a inducdo, proliferacdo e contetdo
de carboidratos nos embrifes somaticos, enquanto que a luz azul inibiu fortemente o crescimento
(Bach e Krol, 2001). Em trés espécies diferentes de Pinus, os autores relataram que a incidéncia
da luz vermelha por lampadas LED na germinacdo dos embriGes somaticos, elevou a frequéncia
da germinacao e conversdo das plantulas (Merkle et al., 2006).

Os relatos encontrados na literatura até o momento, fornecem informacgdes contrastantes
quanto a participacdo da qualidade da luz na embriogénese somatica, limitando a compreensao da
relacdo entre a irradiagdo luminosa e o desenvolvimento in vitro (Altman e Hasegawa, 2011).
Latkowska et al. (2000) avaliaram o efeito da qualidade da luz em culturas embriogénicas de trés
gendtipos de Picea abies L. Karst, obtendo diferentes taxas de proliferacdo entre os genotipos.
Kim e Moon (2014), também demonstram que embrides somaticos de quatro genoétipos de Pinus
densiflora, germinam com diferentes taxas de sucesso, quando expostos a lampadas LED com
variados comprimentos de onda. Dessa maneira, as respostas da embriogénese somatica em

relacdo a qualidade da luz nas culturas embriogénicas tem ser mostrado ser genotipo-dependente.
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Essas descobertas ressaltam a importancia do atual trabalho, no fornecimento de bases para
a compreensao dos fatores ambientais que afetam o rendimento da embriogénese in vitro do
mamoeiro, como a qualidade da luz. O emprego da tecnologia LED na maturacdo dos embrifes
somaticos do mamoeiro, mostrou ter potencial para substituir as convencionais lampadas
fluorescentes, aumentando significativamente a qualidade e a quantidade dos embrides somaticos
maduros, fornecendo suporte para a otimizacdo de protocolos para a embriogénese somética na

espécie.

7.2 Analise protebmica comparativa

As analises protedbmicas foram conduzidas a partir de calos coletados sob a exposi¢do de
lampadas LED nos comprimentos de onda branco e azul médio (tratamento WmB) e lampadas
tubulares fluorescentes (controle). Jariteh et al. (2015) constataram que na embriogénese somatica,
0 conteudo de proteinas totais aumentou durante a transicdo entre os estadios globular-cordiforme-
torpedo e decresceu consideravelmente quando o embrido é considerado maduro, ou seja, no
estadio cotiledonar. A grande quantidade de embriGes somaticos encontrados nos estadios
intermediarios apds 14 dias de transferéncia, evidenciou que neste momento os calos estdo
recebendo estimulos para adquirirem competéncia, se diferenciarem e progredirem para as
proximas fases. Dessa maneira, as analises protedmicas se limitaram aos calos transferidos para o
meio de cultura sem regulador, apds 14 dias.

Para melhor visualizacdo, a discussdo foi agrupada pelos processos bioldgicos em que cada
proteina é envolvida. Abordando as caracteristicas e fun¢des das proteinas que mais se destacam,
assim como as implica¢fes da regulacdo diferencial na maturacdo dos embriGes somaticos do

mamoeiro.

7.2.2 Proteinas atuantes nos processos de desenvolvimento:

- POLIGALACTURONASE:

E uma enzima que catalisa a clivagem hidrolitica das ligacdes glicosidicas entre os
polimeros de pectina, um dos maiores constituintes das paredes celulares (Qiu e Erickson, 1996).
As pectinas influenciam na porosidade e extensibilidade das paredes celulares, participando de
forma fundamental no crescimento celular durante o desenvolvimento vegetal (Atmodjo et al.,

2013). Um estudo recente em Arabidopsis demonstrou a atividade de genes que expressam a
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poligalacturonase, participando na degradacdo da pectina em tecidos em expansdo durante o
desenvolvimento como plantulas, raizes e folhas (Wang et al., 2014).

Em Quercus suber L., Rodriguez-Sanz et al. (2014) definiram a presenca de pectina nas
paredes como um marcador para a proliferacdo e formacao de embrides somaticos. Analisando
marcadores de sequéncias genéticas expressas (EST) em calos embriogénicos de Coffea, os autores
identificaram sequencias que expressam a proteina poligalacturonase, estabelecendo uma relagéo
entre essa enzima e 0 mecanismo de degradacgdo da pectina na embriogénese somaética (Silva et al.,
2013).

Em nossos estudos, a poligalacturonase foi regulada positivamente, sendo expressa
aproximadamente 3,8 vezes a mais que as outras proteinas (Tab. 4). Esses resultados estdo de
acordo com a literatura, sugerindo um papel determinante dessas enzimas no processo de formagéo
dos embrides somaticos através de modificacdes na parede celular, especificamente catalisando a

degradacéo de pectina, que permitem o desenvolvimento celular.

- GERMIN:

As proteinas Germin-like, constituem uma diversa familia de glicoproteinas, com
diferentes atividades bioguimicas como oxidacdo do oxalato e em outras funcdes no
desenvolvimento como, na germinagdo. Essas proteinas vém demonstrando ter importante
atividade enzimaética, estrutural, como receptora durante a embriogénese somatica, em resposta a
estresse salino e ataque de patdgenos (Yang e Zhang, 2010).

Lippert et al. (2005) empregando andlises protedmicas em Picea glauca Hort., encontraram
a presenca de proteinas germin em todos os estadios de desenvolvimento dos embriGes somaticos,
com um substancial aumento nas fases iniciais de formacdo do embrido. Mathieu et al. (2006)
sugerem que as germin-like atuam no remodelamento e metabolismo da parede celular de embrides
somaticos, pela quebra oxidativa dos polissacarideos e interacdo com o complexo pectina-
poligalacturonase.

Essa proteina foi regulada positivamente no tratamento (Tab. 4), o que nos leva a sugerir
que o0s embrides tratados possuem melhor controle dos processos de crescimento e
desenvolvimento, favorecendo a correta embriogénese somatica. Resultados similares foram
obtidos por Caliskan et al. (2004) em calos embriogénicos de Triticum aestivum L, em Zea mays
(Salvo et al., 2014) e no desenvolvimento de embrides somaticos de Pinus pinaster Ait. (Morel et
al., 2014). Por consequéncia, as proteinas Germin-like podem ser consideradas como

biomarcadoras da embriogénese somatica (Barman e Banerjee, 2015).
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- ANKYRIN REPEAT DOMAIN:

As proteinas Ankyrin sdo conhecidas por conter um dominio ANK de 33 aminoacidos,
responsavel por mediar as interacdes proteinas-proteinas, recrutando substratos para os sitios
cataliticos e estabilizando as suas conformaces (Vo et al., 2015). Essas proteinas estdo envolvidas
em inumeras respostas no desenvolvimento como ciclo celular, transducdo de sinais e
diferenciacdo celular (Yoo et al., 2011). Existe a possibilidade de algumas proteinas possuirem
além do dominio ANK, outros dominios que conferem caracteristicas adicionais, como o E3 e 0
RF, proporcionando atividade ubiquitina-ligase e regulacéo transcricional, respectivamente (Vo et
al., 2015).

Estudos realizados com Arabidopsis possuindo mutagdes no gene EMB 506, que codifica
uma proteina com cinco dominios ANK, resultou em embrifes estacionados no estadio globular
(Albert et al., 1999). Garcion et al. (2006), demonstraram que outra proteina ankyrin, AKRP,
interage com EMB 506, formando um complexo essencial na biogénese dos cloroplastos. Mutantes
para ambas proteinas geram embrides defeituosos. Bae et al. (2008) identificaram uma proteina
com repeti¢es ankyrin em Arabidopsis e sua homdloga (AKR2A e AKR2B), que possuem
atividade chaperona para proteinas da membrana externa do envelope do cloroplasto. Além disso,
atuam como mediadoras citosolicas, selecionando e direcionando as proteinas 7 do envelope
externo (OEP7), facilitando sua entrada nos cloroplastos. Mutantes knockout para akr2b
mostraram severa diminui¢do nos niveis de proteinas do cloroplasto e biossintese defeituosa dessas
organelas. Dessa maneira, essa proteinademonstrando que esse dominio proteico é essencial para
a normal embriogénese e outras etapas do desenvolvimento vegetal.

A identificacdo da proteina Ankyrin repeat domain-containing 2 de forma UP-regulada no
atual trabalho (Tab. 4), pode ter relagdo com a incidéncia do comprimento de onda azul fornecido
na maturacdo dos embrides somaticos. Da mesma forma que esta proteina possui relacdo com a
biossintese dos cloroplastos, a incidéncia da luz azul em embriGes somaticos de Daucus carota
promove um aumento nas proteinas cloroplastidiais, favorecendo a diferenciacdo dessas organelas
(Aleith e Richter, 1991). Portanto, esses fatores s&o um indicativo de que os embrides somaticos
tratados, podem apresentar maior eficiéncia na biossintese e diferenciacdo dos cloroplastos e

consequentemente melhor germinacao.

- UDP-ACIDO GLUCURONICO DESCARBOXILASE:
Diversos polissacarideos constituintes da parede celular como os xiloglucanos e xilanos
necessitam do agtcar UDP-xilose (UDP-Xyl) para sua sintese (Pattathil et al., 2005). Dentre as

enzimas participantes no processo, a UDP-acido glucurénico descarboxilase (Uxs) converte o
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UDP-4cido glucurénico (UDP-GIcA) em UDP-Xyl dependendo de NAD* (Harper e Bar-Peled,
2002). A regulacdo desse complexo enzimético € de extrema importancia, pois determina o
espessamento/afrouxamento das paredes celulares, interferindo na presséo de turgor e por
consequéncia, na expansao celular (Yue et al., 2016).

Bai et al. (2016) empregaram a protedmica para avaliar o efeito do estresse salino em raizes
de Avena sativa L., percebendo que a condicdo estressante por periodo prolongado diminuiu o
crescimento desses 6rgaos. A diminui¢do no contetdo da enzima Uxs no tecido, diminuiu a sintese
de UDP-Xyl interferindo na correta formacao da parede celular nas raizes.

Em embrides zigdticos de Glycine max L., o nivel de UDP-GIcA aumenta gradativamente
de acordo com a progressao da embriogénese. Os autores ainda relatam a participacdo do Mio-
inositol como substrato para a biossintese de UDP-GIcA (Litterer et al., 2006). Em nossas andlises,
foi constatada a regulacdo positiva das isoformas UDP-glucuronic acid decarboxylase 6-like e
UDP-XYL synthase 6 isoform 1 (Tab. 4), ambas pertencentes a familia génica UXS (UDP-Xylose
synthase). Essas enzimas podem estar correlacionadas com um possivel aumento no nivel
endégeno de UDP-GIcA, causado pelo mio-inositol presente no meio de cultura, e
consequentemente, aumentando a sintese do carboidrato UDP-Xyl. A regulacdo positiva das
UXS’s, demonstra que em tecidos pouco diferenciados, como nos embrides somaticos, é
necessaria a presenca de enzimas e proteinas relacionadas com a sintese da parede celular,

promovendo o correto crescimento e desenvolvimento celular.

- PEQUENAS PROTEINAS GTPase’s:

Sdo pequenas proteinas ligantes a GTP’s (Guanosina trifosfato) classificadas de acordo
com sua estrutura e funcdo. Nas plantas sdo agrupadas em 4 familias: Rab, Rho, Arf e Ran (Ma,
2007). Elas funcionam como interruptores moleculares, alternando entre o estado ativo quando
ligadas ao GTP e inativo ligadas ao GDP (Bourne et al., 1990). Dessa maneira, atuam transduzindo
sinais, regulando uma série de processos bioldgicos como proliferacdo celular, organizagédo do
citoesqueleto e trafego intracelular entre membranas (Vernoud et al., 2003).

Uma subclasse de proteinas da subfamilia Rab-GTPase, Rab-A2 e Rab-A3, foi identificada
em pontas das raizes de Arabidopsis. Durante a citocinese na divisao celular, essas proteinas estdo
localizadas nas margens crescentes da placa celular (lamela média). A jungdo dessas moléculas
forma um compartimento trans-Golgi que se comunica com a membrana plasmatica e 0 novo
sistema endossomal, contribuindo substancialmente para o estabelecimento do plano de divisao
celular. Mutantes RAB-A2? resultaram em células meristematicas alargadas, polinucleadas e com

um esboco de parede celular (Chow et al., 2008).
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Trabalhando com calos embriogénicos em Dimorcarpus longan Lour., determinaram
fundamental participacdo de um membro da familia Ran (DIRan3A) durante a embriogénese
somatica. Essa pequena proteina foi induzida por fitohormonios, estresse osmotico e salino.
Também foram observados dominios responsivos a luz na DIRan3A, em que o comprimento de
onda verde estimulou a expressdo dessa proteina e os comprimentos de onda branco, azul e
vermelho ndo exerceram mudancas significativas. Portanto, os autores sugerem a influéncia de
sinais ambientais, na participagdo direta ou indireta do DIRan3A regulando o ciclo celular e
processos relacionados com a competéncia embriogénica.

Para os embrides tratados, foi observada a presenca UP-regulada de dois membros da
subfamilia Rab: Rab6 e Ras-related Rabl11C (Tab. 4). Essa subfamilia proteica regula
principalmente, o trdfego interno de vesiculas do reticulo endoplasmatico, para o complexo de
Golgi (Ma, 2007). Diversas Rab’s sdo encontradas em diferentes vesiculas e organelas, e sua
funcdo depende de sua localizacdo (Agarwal et al., 2009). Domoki et al. (2006) identificaram e
caracterizam o gene 2-6_RAB que codifica uma proteina Rab e o relacionaram com a aquisicao
da competéncia embriogénica em protoplastos de Medicago sativa. Culturas de células de Silybum
marianum quando induzidas por metil jasmonato e metil ciclodextrina, regularam positivamente a
expressao da proteina Rab11C-like (Corchete e Bru, 2013). Em um gendtipo embriogénico de
Cichorium intybus, os autores observaram que durante a embriogénese somatica houve um
aumento na transcricdo de um gene da familia Rab5, enquanto que 0 mesmo gene nao foi expresso
no genotipo nao-embriogénico. Entretanto, para ambas cultivares foram identificados ao menos,
dois transcritos homdlogos, indicando que outros membros da familia de pequenas proteinas
GTPase’s sdo expressos constitutivamente (Randoux et al., 2002). Em Pinus pinaster a proteina
Rabl foi identificada durante os estadios iniciais da embriogénese zigotica, exercendo papel
fundamental no inicio da maturacdo dos embrides (Nogueira et al., 2007). Portanto, é sugerido que
a subfamilia Rab-GTPase’s possui forte influéncia nos processos de diferenciacdo celular,
crescimento e desenvolvimento de 6rgaos e tecidos, visto que seus membros atuam na transducao
de sinais nas membranas, no efetivo transporte de vesiculas, ligando-se as membranas-alvo e na
reciclagem de componentes da parede celular (Randoux et al., 2002; Nielsen et al., 2008; Corchete
e Bru, 2013).

No atual estudo, também foi identificada a proteina Mitochondrial Rho GTPase 1-like de
forma UP-regulada (Tab. 4). Devido a similaridades no dominio N-terminal, incialmente as Miro
GTPase (Mitochondrial Rho GTPase) foram agrupadas a subfamilia Rho-GTPase. Entretanto, suas
diferentes formas estruturais e propriedades funcionais, a colocaram como uma nova subfamilia,

da superfamilia das pequenas GTPases (Reis et al., 2009). As proteinas Miro contém dois dominios
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GTPases e dois motivos EF-hand ligantes a Calcio (Ca®") e sdo associadas & membrana
mitocondrial externa, através do dominio C-terminal trans-membrana (Saotome et al., 2008). No
genoma de Arabidopsis, existem dois genes codificando proteinas Miro (MIRO1 e MIRO2), que
sdo transcritos em todos tecidos da planta e seus produtos localizados na mitocondria. MutacGes
no gene MIRO1 impedem a embriogénese causando letalidade nos embrides zigéticos e
prejudicam a germinagdo dos polens e crescimento do tubo polinico. Os autores sugerem que 0
gene MIRO1 ¢ essencial para o correto desenvolvimento vegetal, pois regula diretamente a

morfologia e distribuicdo intracelular das mitocondrias (Yamaoka e Leaver, 2008).

- S-ADENOSILMETIONINA SINTASE:

A enzima S-adenosilmetionina sintase (SAMS) catalisa a formacao de S-adenosilmetionina
(SAM) a partir de metionina e ATP (Van Breusegem et al., 1994). A SAM é uma doadora universal
de grupos metil em diversas reacdes de transmetilacGes e atua regulando a biossintese dos
amino&cidos metionina e asparagina. Também s&o precursoras de fitohorménios como etileno e
atuam na biossintese das poliaminas (Sanchez-Aguayo et al., 2004).

Estudando o efeito do agente osmotico PEG em raizes de plantulas de algoddo resistentes
e susceptiveis ao estresse hidrico, os autores encontraram de forma UP-regulada e DOWN-
regulada, respectivamente, a enzima SAMS. Estabelecendo uma relagdo entre a proteina e as
respostas tolerantes (Zhang et al., 2016). Sanchez-Aguayo et al. (2004) demonstraram que 0
silenciamento do gene SAMS em tomate, reduz a lignificacdo dos tecidos da raiz, prejudicando a
comunicacdo célula-célula, afetando o transporte de dgua e aumentando a absorcdo de ions,
provocando a susceptibilidade ao estresse hidrico. Sob estresse salino, a proteina SAMS foi mais
expressa em cultivares resistentes de cevada (Witzel et al., 2009) e trigo (Guo et al., 2012). Ambos
autores sugeriram que a enzima esta envolvida na detoxificacdo dos ROS nas células e na
manutencdo da homeostase ibnica.

Nossas analises identificaram que a proteina S-adenosylmethionine synthase 2 (SAMS2)
foi UP-regulada, sendo expressa 2 vezes a mais que as outras proteinas (Tab. 4). O gene sam-2 foi
altamente expresso em calos de Arabidopsis (Peleman et al., 1989). A enzima foi detectada durante
a embriogénese zigotica de Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze (Balbuena et al., 2009). Em
calos nodulares de Vriesea reitzii Leme and Costa, a enzima SAMS3 foi diferencialmente expressa
durante a inducdo (Corredor-Prado et al., 2016). Lippert et al. (2005) caracterizaram trés membros
das proteinas SAMS durante o inicio da embriogénese somatica de Picea glauca. Culturas
embriogénicas de A. angustifélia produziram em grande quantidade a enzima SAMS, em conjunto

com etileno e ROS (Jo et al., 2013). Altos niveis de metilagdo do DNA séo observados durante a
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embriogénese somatica, sendo fundamentais para a remodelacéo da cromatina e exposicao seletiva
de genes necessarios para o crescimento dos embriGes sométicos (De-la-Pefia et al., 2015). Li et
al. (2011) ainda relatam a influéncia da qualidade da luz nos padrées de metilacbes do DNA.
Adicionalmente, ja € estabelecido que as poliaminas participam fundamentalmente nas etapas de
inducdo e maturacdo na embriogénese somatica (Reis et al., 2016; Satish et al., 2016). Nossos
resultados reforcam a importancia dessa enzima nos tecidos embriogénicos, sugerindo sua
participacdo nos processos de detoxificagdo celular, fornecimento de energia, controle da
metilacdo de proteinas, acidos nucleicos, polissacarideos e lipideos, biossintese de poliaminas e

etileno, manutencéo da homeostase e formacéao da parede celular.

- SERINA/TREONINA FOSFATASE 2A:

A fosforilacdo reversivel de proteinas é uma das mais importantes e estudadas regulacdes
pos-traducionais em eucariotos, envolvidas na troca da atividade celular de um estado, para outro.
Dessa maneira, as células conseguem responder aos sinais extracelulares, como horménios e luz,
regulando a expressdo de genes, proliferacdo e diferenciacdo celular (Lechward et al., 2001,
Bigeard et al., 2014).

Diferentes formas de proteinas serina/treonina fosfatases (PPP) ja foram purificadas,
denominadas tipo PP1, PP2/PP2A, PP3/PP2B e PP2C. Em plantas, sdo observadas formas
adicionais dessas proteinas como as PP4, PP5 e PKLs (protein phosphatase with Kelch-like repeat
domains) e ndo se encontra o tipo 2B (Kerk et al., 2008). Elas sdo agrupadas com base em sua
sequéncia primaria e mecanismo catalitico. A proteina fosfatase 2A (PP2A) é uma holoenzima
heterotrimérica, constituida pelas subunidades: catalitica com 34 kDa (PP2Ac),
estrutural/regulatéria com 65kDa (PP2A-A1) expressas constitutivamente e a subunidade variavel
regulatoria (PP2A-B). A subunidade estrutural/regulatoria A existe em duas isoformas (a ¢ B) e
atua como uma ponte, permitindo a formacéo do complexo heterotrimérico (DeLong, 2006).

Em Arabidopsis, foi mostrado que o gene RCN1 (Roots curl in naphthylphthalamic acid
1) codifica a subunidade A, da enzima PP2A (PP2A-Al) (Garbers et al., 1996). Buscando entender
0 papel dessa subunidade, os mutantes rcnl ja foram aplicados em diversos cenarios. Plantulas
mutantes apresentaram deformidades no fenétipo como raizes malformadas, hipocotilos pouco
alongados (Garbers et al., 1996), defeito no alongamento diferencial das células e a atividade da
proteina PP2A caiu duas vezes, comparando-se 0 mutante com o selvagem (Deruére et al., 1999).
Ainda foi observado que no mutante rcnl, o transporte polar de auxina é alterado, assim como as
respostas gravitacionais e o crescimento das raizes laterais (Rashotte et al., 2001). Kwak et al.

(2002) apontaram que esses mutantes exibiam reduzida resposta ao acido abscisico (ABA). Em
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mutantes duplos (rcnl-1) os autores demonstraram que as PP2A-Al atuam desfosforilando as
fototropinas 2 (phot2). As phot2 séo proteinas receptoras da luz azul, e ativas quando fosforiladas.
Portanto, as PP2A-Al também estdo envolvidas na regulacéo das respostas a luz azul (Tseng e
Briggs, 2010).

De acordo com a tabela 3, a proteina Serine threonine- phosphatase 2A 65 kDa regulatory
subunit A beta isoform (PP2A-A1) foi UP-regulada no tratamento, em relagéo ao controle. Em
embrides zigdticos de Arabidopsis, a contrucdo PP2AAL,2,3::GUS, revelou atividade
transcricional dos 3 genes (PP2A1, PP2A2 e PP2A3) nos primeiros dias de desenvolvimento. Os
genes reporteres PP2AAL::GUS e PP2AAL::PP2AA1:GFP mostraram intensa expressao por todo
embrido durante o estadio globular. Embrides mutantes pp2aal desenvolveram aberragdes severas
como cotilédones deformados e com falta de defini¢éo no padrdo apical-basal. Mutantes pid, para
as proteinas quinase PINOID, responsaveis por fosforilar os receptores de auxina (PIN) foram
estudados em conjunto com mutantes pp2aal, demonstrando efeito antagonista. Dessa maneira,
0s autores definiram que as PP2A-Al atuam de forma substancial na embriogénese de
Arabidopsis, mais especificamente na determinagdo do padrdo apical-basal, coordenando o fluxo
de auxina juntamente com as proteinas PINOID (Michniewicz et al., 2007). Para a embriogénese
somatica em vitis vinifera, os autores detectaram um spot correspondendo a PP2A-Al (Marsoni et
al., 2008). Em calos embriogénicos de C. persicum, a PP2A-A1 foi identificada em altos niveis,
enquanto que nas células ndo-embriogénicas ndo foi encontrada Lyngved et al. (2008). Sendo
assim, a PP2A tem uma atividade regulatoria multifuncional, atuando em inimeras etapas do
desenvolvimento vegetal. E a PP2A-Al em especifico, pode ser considerada uma marcadora
bioguimica da embriogénese somatica, atuando no transporte de auxina, estabelecimento do
padrdo apical-basal, mediando a recep¢do dos hormdnios brassinosterdides e ABA além de

participar regulando a recep¢do do comprimento de onda azul.

- PROTEINA DO CICLO DE DIVISAO CELULAR 48:

As proteinas do ciclo de divisdo celular 48 (CDC48), sdo membros da familia AAA*
(ATPases associadas a diversas atividades celulares), que abrangem um grupo altamente
conservado e ubiquo de chaperonas moleculares (Neuwald et al., 1999). A familia proteica AAA*
é caracterizada por conter um (tipo I) ou dois (tipo I1) dominios ATPase responsaveis pela ligacdo
ao ATP e hidrolise. As proteinas CDC48 pertencem ao tipo Il da familia AAA™ (Rancour et al.,
2004).

Genes que codificam a proteina CDC48 em Arabidopsis, AtCDC48, sdo altamente

expressos em tecidos meristematicos e células em expanséo, porém em células diferenciadas ndo
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sdo observados (Dey et al., 1998). Estudos com células em divisdo de Arabidopsis, demonstraram
que os genes AtCDC48 participam no trafego de vesiculas na membrana, durante a formacgéo da
placa celular na citocinese, regulando o plano de diviséo celular (Rancour et al., 2002). EmbriGes
mutantes Atcdc48A™NAndo conseguiram passar do estadio cordiforme do desenvolvimento, por
apresentarem defeitos na citocinese, expanséo celular e diferenciacao. Evidenciando o importante
papel da proteina CDC48 na embriogénese (Park et al., 2008).

Em nossas analises, a proteina Cell division cycle 48 homolog (CDC48) foi regulada
positivamente, como mostrado na tabela 3. Aker et al. (2006) demonstraram que a CDC48
colocalizam com um receptor transmembrana, expresso pelo gene SERK1 (Somatic
embryogenesis receptor like kinase 1), no reticulo endoplasmatico e na membrana plasmaética de
protoplastos, demonstrando uma interacao direta, proteina-proteina, entre 0 SERK1 e a CDC48.
Neste mesmo sentido, foi provada a existéncia de sitios de ligacdo das proteinas 14-3-3 na estrutura
da CDC48, sugerindo interacdo entre elas. As proteinas 14-3-3 sdo necessarias para a correta
fosforilacdo dos dominios quinase das SERK1. Dessa maneira, 0s autores estabeleceram um
complexo de interagfes entre SERK1, CDC48 e 14-3-3 (Rienties et al., 2005). Diversos estudos ja
demonstraram a participacdo do SERK1 na inducdo da totipoténcia, na defesa contra estresses, e
na percepcdo dos hormdnios brassinosteroides (Fan et al., 2016). Mutantes nao apresentam correto
desenvolvimento e normalmente sdo letais (Aker et al., 2006). Thibaud-Nissen et al. (2003)
evidenciaram que embrides somaticos de G. max acumularam transcritos relacionados a proteina
CDC48 durante os picos de proliferacdao celular, nos primeiros sete dias. Assim como em C.
persicum, a proteina CDC48 foi encontrada em abundéncia em todos os estadios de
desenvolvimento dos embrides somaticos (Rode et al., 2012). Em Nelumbo nucifera Gaertn, Liu
et al. (2016) sugeriram que a proteina CDC48 é essencial para a formacao de calos embriogénicos
e para o desenvolvimento dos cotilédones nos embrides somaticos. Suspensdes de células
embriogénicas em Vigna unguiculata L. Walp também apresentaram a proteina CDC48 (Nogueira
etal., 2007). Em suma, podemos concluir que as proteinas CDC48 atuam positivamente na inducao
e manutencdo da embriogénese somatica, controlando o a expansdo celular e mediando o

estabelecimento do complexo SERK1-CDC48-14-3-3 e suas transducdes de sinais.

-ACIDO INDOL-3-ACETICO AMIDO SINTETASE:
Na embriogénese somatica, a acdo das auxinas é determinante na indugdo da competéncia,
principalmente pela alteracdo na polaridade celular, induzindo a diviséo celular assimétrica e pelo

controle do alongamento celular (von Arnold et al., 2002). As auxinas induzem a expressao de trés
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familias génicas: SAUR (Small auxin-up RNA), GH3 e Aux/IAA (Auxin/indole-3-acetic acid)
(Ding et al., 2008).

Um dos primeiros genes responsivos a auxina descrito, foi isolado em G. max ha mais de
vinte anos por (Hagen e Guilfoyle, 1985). Staswick et al. (2005) examinaram a funcao enzimatica
da familia GH3, identificando varios genes que codificam a enzima &cido indol-3-acético amido
sintetase (IAA-amido sintetase). Mutantes gh3.1-1, gh3.2-1, gh3.17-1 e gh3.5-1 revelaram que
essa enzima atua conjugando a auxina excedente em aminoacido, ajudando na manutencdo da
homeostase hormonal.

A regulacdo positiva da proteina indole-3-acetic acid-amido synthetase (IAA-amido
sintetase) em nosso trabalho (Tab. 4), estd de acordo com os recentes trabalhos descritos. Analises
com cDNA-AFLP em calos embriogénicos de Musa acuminata ssp. malaccensis indicaram a
expressao do gene GH3.1, que codifica a proteina IAA-amido sintetase (Maldonado-Borges et al.,
2013). Utilizando a transcriptdmica na embriogénese somatica de Gossypium hirsutum cv. YZ1,
foi observado um acimulo no gene GH3, que codifica a enzima IAA-amido sintetase (Jin et al.,
2014). Através da protedmica, em calos embriogénicos de N. nucifera, foram identificadas
proteinas IAA-amido sintetase, 10 e 20 dias ap6s a induc¢éo dos calos (Liu et al., 2016). Em cana-
de-acucar, calos embriogénicos tratados com putrescina mostraram grande quantidade da proteina
IAA-amido sintetase, sendo a proteina mais abundante, apos 28 dias de maturagdo (Reis et al.,
2016). A presenca da enzima IAA-amido sintetase na embriogénese somatica tem demonstrado
ser essencial, principalmente nos estadios tardios, regulando a homeostase de auxina através da

conjugacao desse horménio.

- PROTEINAS CONTENDO REPETI(;C)ES PENTATRICOPEPTIDEO:

As proteinas contendo repeticGes pentatricoptetideos (PPR) na grande maioria possuem
atividade RNA-ligase sequéncia-especifica, direcionando e processando os RNAs para organelas,
principalmente mitocondria e cloroplasto (Schmitz-Linneweber e Small, 2008). A primeira
identificacdo génica relacionada as proteinas PPRs foi realizada em Arabidopsis por Small e
Peeters (2000), caracterizando a familia pela presenca de multiplas repeticbes em tandem, de
motivos com 35 amino&cidos.

Ja é estabelecida a participacdo das proteinas PPRs, na biogénese dos cloroplastos e
mitocondrias. Elas geralmente atuam no processamento, splicing, clivagem e traducdo de RNAs
organelares (Schmitz-Linneweber e Small, 2008). A mutag&o recessiva crpl implica na perda do
complexo citocromo bef e de parte do fotossistema I. A proteina CRP1 (Chloroplast RNA

processing 1) ¢ uma PPR necessaria para a traducdo dos transcritos petA e psaC, que codificam as
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subunidades dos citocromos e fotossistemas, respectivamente (Barkan et al., 1994). Além disso,
foi demonstrado que as proteinas CRP1 sdo componentes de um complexo de subunidades
multiplas, agindo de forma analoga aos cloroplastos, na biossintese das mitocondrias (Fisk et al.,
1999).

Nos ultimos anos, inimeros trabalhos vém identificando diferentes genes que codificam
proteinas PPRs e os relacionando com a embriogénese vegetal. Cushing et al. (2005)
caracterizaram mutantes Embryo-defectivel75 de Arabidopsis e identificaram o gene EMB175,
que codifica uma PPR. Os mutantes apresentavam organizacédo celular desordenada e paravam o
desenvolvimento antes da transi¢do globular-cordiforme. Mutantes knockout pprp revelaram ser
letais nas primeiras etapas do desenvolvimento e quando ndo letais, formavam cotiledones
atrofiados, estabelecendo a presenca de outros genes PPRP na morfogénese do embrido. Outro
membro das PPR, a GRP23 (Glutamine-rich protein23) é localizada no nucleo, e responsavel por
regular a expressdo génica durante o inicio da embriogénese, interagindo com a subunidade 111 da
RNA polimerase 1l (Ding et al., 2006). O gene cloroplastidial PPR2 de Arabidopsis, se liga a
subunidade 23S dos rRNAs plastidiais, modulando os processos traducionais nos plastideos.
Mutacdes no gene PPR2 (Atppr2) causam retencdo na embriogénese levando a letalidade do
embrido, evidenciando a necessidade de plastideos funcionais para a divisao celular (Lu et al.,
2011). A caracterizagdo molecular do gene FAC19 (embryonic factor19) revelou a codificacéo de
uma proteina PPR mitocondrial. EmbriGes mutantes fac19 ficaram retidos nas primeiras etapas do
desenvolvimento. Sugerindo o envolvimento dessas proteinas no processamento de RNAS
essenciais para as funcdes mitocondriais e consequentemente para a ativacdo da embriogénese
zigdtica (Yu et al., 2012).

Assim como na embriogénese zigotica, também ¢é relatada a influéncia das PPRs na
embriogénese somatica. Em Fraxinus angustifolia Vhal., analises com cDNA-AFLP revelaram a
expressao de PPRs durante os estadios globulares (Zamboni et al., 2005). Genes codificando
proteinas PPRs foram isolados e associados a embriogénese somatica de algoddo (Zeng et al.,
2006). No atual trabalho, a proteina Pentatricopeptide repeat-containing At5g15300 (PPR) foi uma
das mais abundantes e observada de forma UP-regulada (Tab. 4). Recentes estudos protedmicos
com Cyphomandra betacea (Correia et al., 2012), C. papaya (Vale et al., 2014), Fraxinus
mandshurica Rupr. (Liu et al., 2015) e Elaeis guineensis Jacq (Tan et al., 2016) também
identificaram proteinas PPRs durante a embriogénese somética, corroborando com nossos dados.
Esses relatos nos fazem sugerir a fundamental participacdo dessas proteinas nos processamentos
pos-transcricionais, na biogénese das mitocdndrias e plastideos, fornecendo o cenério ideal para a

correta progressdo embriogénica.
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-BOMBAS DE PROTONS MEMBRANARES:

As plantas possuem proteinas integrais de membrana capazes de controlar o gradiente de
pH, entre a organela e o citosol, podendo-se destacar trés familias: Tipo-P, H*-adenosina
trifosfatase (P-ATPase), H*ATPase vacuolar (V-ATPase) e H*-pirofosfatases (H*-PPases). Essas
estruturas sdo importantes elementos para as comunicagdes célula-célula e célula-ambiente nos
vegetais (Schulz, 2011). Em nosso trabalho identificamos uma proteina de forma UP-regulada, da
familia VV-PPase: Pyrophosphate-energized vacuolar membrane proton pump 1 (Tab. 4).

Essas proteinas sdo encontradas nos tonoplastos (membranas dos vacuolos) e atuam como
bombas de protons, estabelecendo uma diferenca no potencial eletroquimico entre o citosol e a
organela. S&o responsaveis pela acidificagdo dos vacuolos, utilizando a hidrélise dos pirofosfatos
(PPi) como fonte de energia (Seidel et al., 2013). Em plantas as V-PPase sdo divididas em dois
grupos: Tipo 1 — Ativas por K* e menos sensiveis a fons Ca?*; Tipo 2 — Insensiveis a K* e
hipersensiveis a Ca®* (Schulz, 2011). A alta atividade dessas proteinas nos vactolos dos tecidos

em desenvolvimento, sugere sua participacéo no crescimento celular (Maeshima, 1990).

7.2.3. Metabolismo energético:

- DIIDROLIPOIL ACETILTRANSFERASE E SUCCINILTRANSFERASE:

O complexo multienzimatico piruvato desidrogenase (PDC) catalisa a descarboxilacao
oxidativa do piruvato a acetil-CoA e CO.. Ele contém diferentes formas enzimaticas agrupadas
em trés componentes: piruvato desidrogenase subunidades o e B (E1), diidrolipoil acetiltransferase
(E2) e diidrolipoamido desidrogenase (E3) (Baud e Lepiniec, 2009). A subunidade E2 transfere o
grupamento acetil de seu grupo prostético lipoil, para a coenzima-A (Luethy et al., 2001). O
complexo PDC em plantas é localizado na matriz das mitocondrias e no estroma dos cloroplastos,
geralmente ligado ao ciclo do &cido tricarboxilico (TCA) e via glicolitica, exercendo papel
fundamental no controle das rotas metabdlicas e biossintese de &cidos graxos (Tovar-Méndez et
al., 2003).

Neste mesmo sentido, 0 complexo 2-oxoglutarato desidrogenase (OGDC) se encontra nas
mitocOndrias e participa na conversdo do 2-oxoglutarato a Succinil-CoA e NADH, igualmente
contendo trés componentes: 2-oxoglutarato desidrogenase (OGDC-E1), diidrolipoil
succiniltransferase (OGDC-E2) e lipoamida desidrogenase (OGDC-E3) (Millar e Leaver, 1999).
Portanto, o complexo enzimatico OGDC é analogo ao PDC, demonstrando igual importancia.

Comparando o desenvolvimento das folhas primérias de plantulas com folhas maduras em
Pisum sativum L., (Luethy et al., 2001) verificaram que a atividade catalitica do complexo PDC,
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aumentou em paralelo a expresséo dos transcritos E1,, E1s e E2 nos tecidos em desenvolvimento,
caindo profundamente ao passo que o 6rgéo se torna maduro e fotossintético. A mutacdo induzida
no gene plastidial E2 (plE2) em embrifes, quando em homozigose, € letal (Lin et al., 2003). Da
mesma forma, que a mutacdo no gene mitocondrial mtE2-2 gera embrides letais (Song e Liu,
2015). Plantas transgénicas de Solanum lycopersicum L. expressando uma sequéncia antisenso do
gene OGDC-E1 exibem atividade enzimética do complexo OGDC reduzida, promovendo baixas
taxas de respiracdo, crescimento restrito dos 6rgaos, perfis metabdlicos alterados, incluindo
modificagcdes nos intermediarios do TCA e dos aminoacidos (Araujo et al., 2012). Estudando o
efeito do estresse salino nos eixos embrionarios de Lupine luteus L., os autores identificaram a
expressdo da proteina mitocondrial dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase (E2) em resposta
a condicdo estressante (Wojtyla et al., 2013). Nossa pesquisa encontrou de forma UP-regulada as
proteinas dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component 2 of pyruvate dehydrogenase
mitochondrial-like (E2), e dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex mitochondrial-like (OGDC-E2), concordando com 0s
resultados citados e permitindo apontar a importancia do correto funcionamento das mitocondrias,
plastideos e suas proteinas relacionadas, no fornecimento energético, biossintese de acidos graxos
e aminodcidos durante o desenvolvimento vegetal sob condicdes estressantes, como a

embriogénese somatica.

- TRIOSE-FOSFATO ISOMERASE

As enzimas triose-fosfato isomerase (TPI) participam diretamente na glicolise, catalisando
a interconversdo reversivel de diidroxiacetona fosfato em D-gliceraldeido-3-fosfato (Anderson,
1971). Além disso, sdo fundamentais em outras rotas metabdlicas como gliconeogénese,
biossintese de acidos graxos, via das pentoses-fosfato e na fixacdo de CO, fotossintético (Xu e
Hall). As TPIs podem ser encontradas no citosol, participando majoritariamente das vias
glicoliticas e nos cloroplastos, no ciclo de Calvin (Henze et al., 1994). Geralmente a enzima do
citosol, é codificada por apenas um gene (Xu e Hall, 1993) e sofre glutationilacdes que regulam
suas funcdes (Ito et al., 2003).

Meyer et al. (2012) constataram a expressdo das proteinas TPIs em embriGes de arroz,
relacionando-as aos estadios iniciais do desenvolvimento. Winkelmann et al. (2006) observaram
maior acumulo das proteinas TPIs em embrides somaticos, quando comparados aos embrides
zigoticos Nossas pesquisas permitiram identificar que a isoforma Triosephosphate isomerase,
cytosolic (cTPI) participa de maneira UP-regulada (Tab. 4) nas fases iniciais do desenvolvimento

dos embrides somaticos. A proteina cTPI foi expressa unicamente em embrides somaticos de C.
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papaya tratados com PEG (Vale et al., 2014). Estudos empregando a protebmica na embriogénese
somatica com outras espécies como V. unguiculata (Nogueira et al., 2007), A. angustifolia
(Balbuena et al., 2009), C. persicum (Rode et al., 2012), Vanilla planifolia Andrews (Tan et al.,
2013), Q. suber (Gomez-Garay et al., 2013), E. guineenses (Silva et al., 2014), Larix principis-
rupprechtii Mayr. (Zhao et al., 2015) e Theobroma cacao L. (Niemenak et al., 2015), também
encontraram de forma UP-regulada as proteinas TPI. Podemos inferir, que as proteinas envolvidas
na via glicolitica ajudam a fornecer energia de forma efetiva, para os tecidos ndo clorofilados,
como os embrides, disponibilizando o ATP necessario para 0 crescimento e desenvolvimento

celular (Lyngved et al., 2008).

- ATP-SINTASE:

O complexo ATP-sintase ou complexo V, estd inserido no espaco inter-membrana
mitocondrial e faz parte da cadeia transportadora de elétrons, convertendo o gradiente
eletroquimico em ATP (Rakhmankulova, 2014). A estrutura do complexo consiste em uma fracao
hidrofilica contendo o sitio de ligagdo nucleotidica localizado na matriz (F1) e a outra atuando
como um canal de proétons ligado na membrana interna (Fo) (Hatefi, 1993). Em Arabidopsis, a
fracdo F1 é bem caracterizada, composta por 5 subunidades: a, B, v, 6, ¢ € (Heazlewood et al.,
2003).

As culturas submetidas ao tratamento WmB regularam positivamente duas proteinas
pertencentes ao complexo V: ATP synthase subunit delta mitochondrial-like e ATP synthase 24
kDa mitochondrial. Resultados similares foram obtidos por (Lippert et al., 2005; Lyngved et al.,
2008; Sghaier-Hammami et al., 2009; Liu et al., 2015; Niemenak et al., 2015). Noah et al. (2013)
sugerem que a presenca de enzimas relacionadas a fosforilacdo oxidativa nos embriGes somaticos,
indica maior atividade aerdbica/respiratoria. Em embrides somaticos de Abies alba Mill., o
aumento nos niveis de ATP foi interligado a maturacao (Petrussa et al., 2009). Adicionalmente, ja
foi demonstrado que a concentragdo de ATP nas células vegetais controla os mecanismos de morte
celular programada (Vianello et al., 2007), que é considerado essencial para a correta maturacao

dos embrides somaticos (Bozhkov et al., 2005).

-GLICERALDEIDO-3-FOSFATO DESIDROGENASE:

Em nosso estudo, a proteina Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase chloroplastic-
like (GAPCp), foi amplamente DOWN-regulada, sendo expressa aproximadamente 6 vezes a mais
nos embrides do controle (Tab. 5). A GAPCp esta envolvida na via glicolitica plastidial,

produzindo energia nos plastidios nao clorofilados e cloroplasto (Mufioz-Bertomeu et al., 2009).
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Essa enzima catalisa a conversdo do gliceraldeideo-3-fosfato (G3P) a 1,3-bifosfoglicerato em
presenca de NAD™ (Cerff e Chambers, 1979). Empregando a protedmica comparativa em duas
linhagens, embriogénica e ndo-embriogénica, de Z. mays, 0s autores apontaram a expresséo da
proteina Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de forma DOWN-regulada nos calos
embriogénicos (Sun et al., 2013). Assim como em nossos dados, esses resultados estdo em
contraste com a maioria dos estudos na embriogénese somatica (Nogueira et al., 2007; Thomas et
al., 2009; Zhang et al., 2009; Gomez-Garay et al., 2013) e precisam ser melhores investigados.
Analises realizadas com duplo mutantes gapcp em Arabidopsis, apresentaram fendtipos
severos como interrup¢do no desenvolvimento das raizes, nanismo e esterilidade, demonstrando
sua importancia no fornecimento de serina para os tecidos ndo fotossintéticos, como as raizes
(Munoz-Bertomeu et al., 2009). Essa evidéncia nos permite sugerir que os tecidos dos embrifes
expostos as lampadas fluorescentes, ainda ndo possuem funcionalmente as vias biossintéticas de

serina, sendo necessario o acumulo das proteinas GAPCp para suprir a caréncia de serina.

7.2.4. Respostas a estresses:

- PROTEINAS RELACIONADAS A PATOGENOS:

Inicialmente as proteinas relacionadas a patdgenos em plantas (proteinas PR) foram
identificadas em respostas a ataque por microorganismos (Van Loon e Van Kammen, 1970).
Posteriormente, o conhecimento sobre a familia aumentou e foram observadas respostas a outros
estimulos como acido salicilico (Malamy e Klessig, 1992), etileno (Lawton et al., 1994) e
embriogénese somatica (Wiweger et al., 2003). Essas proteinas foram classificadas com base em
sua sequéncia de aminoacidos e fungdes bioldgicas, inseridas em diversos grupos desde as PR-1
até PR-14 (Muthukrishnan et al., 2001).

Dentre as PRs, as familias PR-3 e PR-8 se destacam por demonstrarem atividade quitinase,
(Kauffmann et al., 1987), ou seja, sdo enzimas glicosil hidrolases que catalisam a hidrolise das
ligacdes glicosidicas B-[1-4] da N-acetil-glicosamina, um componente estrutural da quitina
(Hamid et al., 2013). A subclasse de quitinases Il pertencem a familia PR-8, enquanto que as
demais subclasses (I, Il e 1V) sdo agrupadas na familia PR-3 (Collinge et al., 1993). Em N.
tabacum, as classes 1l apresentavam além de atividade quitinase, atividade de lisozima (Brunner
etal., 1998).

Nossas pesquisas permitiram encontrar de forma UP-regulada duas enzimas pertencentes
a familia PR-8, a Hevein-like preproprotein e a Acidic endochitinase (Tab. 4). Ambas proteinas
pertencem a subclasse Il (Batista et al., 2016; Berthelot et al., 2016) e s&o amplamente
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relacionadas a tolerancia contra estresses (Lawton et al., 1992; Griffith e Yaish, 2004; de las
Mercedes Dana et al., 2006; Takenaka et al., 2009) e em outras etapas do desenvolvimento como
embriogénese somatica (Helleboid et al., 2000) e armazenamento (Rao e Gowda, 2008). De Jong
et al. (1992) conseguiram resgatar o desenvolvimento de embrifes somaticos mutantes, retidos no
estadio globular, pela aplicacdo da endoquitinase na cultura. Frequentemente sdo relatadas a
presenca das proteinas quitinases em maior quantidade nas culturas embriogénicas (Tchorbadjieva
e Pantchev, 2006; Niemenak et al., 2015; Bandupriya e Dunwell, 2016). E sugerido que essas
proteinas na cultura in vitro podem apresentar atividade enzimatica digerindo as
Arabinogalactanas presentes nas paredes celulares (van Hengel et al., 2001), gerando
oligossacarideos essenciais as primeiras etapas da embriogénese (Malinowski e Filipecki, 2002) e
alterando a estrutura quimica das paredes celulares, direcionando a direcdo da divisdo celular
(Fraterova et al., 2013).

-PEROXIRREDOXINAS:

Fazem parte da familia enzimatica das peroxidases, que sdo capazes de reduzir o peroxido
de hidrogénio (H20-) e o hidroperoxido de alquila, & agua e alcool, respectivamente, utilizando o
grupamento tiol como doador (Dietz, 2003). Em plantas, a classe 2-Cisteina peroxirredoxina (2-
CysPrx) € encontrada em abundancia e geralmente associada aos cloroplastos (Muthuramalingam
et al., 2009). Essa classe enzimética esta envolvida ndo sé nos processos de desintoxicagdo celular
pela acdo antioxidante, mas também na regulacdo da transducdo de sinais mediada por H20>
(Wood et al., 2003) e na protecdo contra os danos oxidativos ao aparato fotossintético (Broin et
al., 2002).

O gene BASL codifica as proteinas 2-CysPrx do cloroplasto e sua expressdo € regulada
pelo controle do estado redox da célula (Baier e Dietz, 1997). Para promover a formacdo dos
embrides somaticos, geralmente é necessaria a exposicao da cultura a alguma condicdo estressante,
como o estresse oxidativo (Fehér, 2015). A identificacdo da proteina 2-Cys peroxiredoxin
chloroplastic (2-CysPrx) nos embrides tratados (Tab. 4), nos permite inferir que esses embrides
passaram pelo estresse necessario para a aquisi¢do da competéncia embriogénica e possuem uma
maquinaria de defesa eficiente, conseguindo manter o estado redox da célula e proteger os lipideos,
enzimas e DNA contra as espécies reativas de oxigénio (Imin et al., 2005). Resultados similares
em M. truncatula (De Jong et al., 2007), C. persicum (Rode et al., 2011) e Q. suber (Gomez-Garay

et al., 2013) corroboram com nossas observagoes.
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-LIPOXIGENASES:

As enzimas lipoxigenases (LOX) catalizam a adi¢do de oxigénio molecular, na conversao
dos &cidos graxos poliinsaturados em moléculas de oxilipinas (Porta e Rocha-Sosa, 2002). Os
acidos graxos oxidados (Oxilipinas) sdo uma importante classe de moléculas sinalizadoras, sendo
sintetizadas geralmente em resposta a uma condicéo estressante. O acido jasménico é um exemplo
de oxilipina, sintetizado sob situacGes de estresse. (Eckardt, 2008). As moléculas OPDA (12-oxo-
phytodienoic acid) e fitoprostana, sdo um outro tipo de oxilipinas, que demonstram ter papel
essencial na detoxificacdo celular, metabolismo secundario e regulacéo de fatores de transcri¢éo
TGA (reguladores dos genes que codificam as proteinas relacionadas a patdégenos) (Mueller et al.,
2008).

Sementes em desenvolvimento de G. max possuem membros da familia LOX em todos
grupos analisados (Asakura et al., 2012), assim como em embrides zigoticos (Hildebrand et al.,
1991). (Liu et al., 1994) demonstram que a expressdo de LOX se inicia no meio para o final da
maturacdo nos embrides somaticos e provavelmente esté relacionada com a dessecacdo. Embrides
que expressaram as proteinas LOX apresentaram maiores taxas de germinacdo. (Thibaud-Nissen
et al., 2003) observaram um acumulo de proteinas LOX no estadio globular em embrides
somaticos de G. max. Assim como nos trabalhos citados, nossas analises, também identificaram a
expressao da proteina Lipoxygenase homology domain-containing 1-like (LOX) nos embriGes
tratados com o comprimento de onda WmB (Tab. 4), nos permitindo sugerir que esses embrides
podem ser mais tolerantes as condigdes estressantes in vitro e por consequéncia, serem mais aptos

a germinacéo.

- PEROXIDASE:

As peroxidases (POXs) pertencem a familia de enzimas capazes de oxidar diferentes
substratos na presenca de H>O». Nas plantas superiores as POXs apresentam um consideravel
namero de isoformas, sendo distinguidas pelo uso ndo especifico dos derivados fendlicos (de
Marco et al., 1999).

Em nossas andlises a proteina Peroxidase N1-like foi DOWN-regulada no tratamento WmB
(Tab. 5). Laukkanen et al. (1999) sugeriram que as POXs podem regular a capacidade de
regeneracdo em calos de Pinus sylvestris L. Altos niveis da enzima podem provocar escurecimento
dos calos levando a possivel morte celular e parada do desenvolvimento embriogénico.
Monitorando a atividade da enzima peroxidase durante o desenvolvimento dos embriGes somaticos
em Abies concolor Gord. et Glend, os autores perceberam considerada atividade enzimatica nos

calos ndo embriogénicos, quando comparados aos embriogénicos. Propondo que os elevados
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niveis de POX nos calos ndo embriogénicos € devido ao alto contetido de acidos fendlicos livres
nesses tecidos, que servem como substrato para as reagdes de oxidagdo (Kormutak e VVookova,
2001).

7.2.5. Metabolismo de proteinas:

-PROTEASSOMA:

E um grande complexo multicatalitico de proteinases, que clivam as ligacbes peptidicas
das proteinas. Sdo compostos por pelo menos 14 subunidades diferentes e possuem trés atividades
endopeptidases, que variam de acordo com suas subunidades (Orlowski, 1990).

O proteassoma 26S é um complexo dependente de ATP, que consiste de uma subunidade
com atividade protease (20S), localizada no centro do complexo, onde os substratos sdo
remodelados e clivados, cercada de ambos os lados por subunidades regulatérias (19S),
responsaveis por reconhecer e transportar os substratos marcados com ubiquitina para dentro da
camara proteolitica e liberar os produtos da digestdo (Zientara-Rytter ¢ Sirko, 2016).

Neste sentido, o complexo de proteinases exerce critico controle no balango entre
sintese/degradacdo proteica, influenciando profundamente em inimeros processos bioldgicos
como ciclo celular, diferenciacdo, respostas contra estresse, modulacdo de receptores da superficie
celular, reparo de DNA, regulacéo transcricional e biogénese de organelas (Glickman e Adir,
2004).

Para que se alcance a reprogramacdo celular, é necessario um fino balanco entre a
degradacdo de proteinas especificas ndo mais necessarias e a sintese, remodelamento e
modifica¢fes pds-traducionais das novas proteinas geradas (Tchorbadjieva, 2016). Sharifi et al.
(2012) e (Rode et al., 2012) destacam a alta expressdo das subunidades do proteassoma 26S no
estadio torpedo dos embrides somaticos, enquanto que Gomez-Garay et al. (2013) notaram uma
diminuicdo na abundéncia dessas proteinas nos estadios cotiledonares. De acordo com nossos
dados, foi possivel identificar o membro Proteasome subunit alpha type nos embriGes tratados
(Tab. 4). Zhang et al. (2009) também observaram subclasses UP-reguladas do complexo
proteassoma em calos embriogénicos de V. vinifera, assim como em M. truncatula (Imin et al.,
2005), Manihot esculenta Crantz (Baba et al.) e C. papaya (Vale et al., 2014). Portanto, os niveis
de proteinas envolvidas no complexo proteassoma parecem influenciar diretamente na transi¢ao
entre os estadios de desenvolvimento dos embrides, controlando a degradacéo de proteinas de vias

especificas e fornecendo aminoécido para a biossintese das novas proteinas.
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-FATOR DE ALONGAMENTO:

Os fatores de alongamento 1A e 2 (EF1A e EF2) sdo proteinas que regulam e promovem a
traducdo proteica, pela ligagdo do aminoacil-tRNA aos ribossomos e sua translocacdo durante o
alongamento do polipeptidio nascente (Shin et al., 2002). Um fator de iniciacdo analogo (elF2),
pertence a familia de proteinas ligantes a GTP (Severini et al., 1991), sendo responsavel por ligar
o iniciador Met-tRNA;M® & subunidade menor do ribossomo na primeira etapa da traducdo. Em
eucariotos o estabelecimento do complexo elF2-GTP-Met-tRNAM¢t associado a subunidade 40S
dos ribossomos, resulta na ligagdo ao codon iniciador AUG na terminagdo 5° do mRNA.

Nossas pesquisas identificaram a regulacdo de forma positiva da proteina Translation
elongation factor EF1A initiation factor IF2gamma family isoform 4 (Tab. 4). Diversos estudos
com a embriogénese somética também observaram a presenca de fatores de alongamento e 0s
relacionaram com o correto desenvolvimento dos embriGes {Rensing, 2005 #463;Zeng, 2007
#464;Li, 2010 #465;Noah, 2013 #244}(Rensing et al., 2005; Zeng et al., 2007; Li, K. et al., 2010;
Noah et al., 2013). Esses resultados ratificam a importancia dessas proteinas, na sintese de novas
moléculas especificas que sdo necessarias para a progressdo do desenvolvimento embriogénico,

revelando seu papel como proteinas “house-keepings”.

-FOSFOGLICERATO DESIDROGENASE:

A enzima D-3-fosfoglicerato desidrogenase (PGDH) participa na formagdo dos
aminoéacidos L-serina a partir do acido 3-fosfoglicérico (3-PGA) nos plastidios. Ela catalisa a etapa
inicial, na oxidacdo do 3-PGA dependente de NAD™, gerando 3-fosfohidroxipriuvato (3-PHP), que
é convertido via transaminacdo em 3-fosfoserina e por fim em L-serina (Toujani et al., 2013). Os
amino&cidos serina posteriormente sdo utilizados em diversas vias metabdlicas como na sintese de
proteinas, regulacdo da atividade catalitica de enzimas, metabolismo de um carbono (utilizado para
sintese de purinas e pirimidinas), sintese de triptofano e fosfolipideos (Ros et al., 2014).

A expressdo preferencial dos mRNAs PGDH em tecidos ndo-fotossintéticos como as
raizes, indica que essa via biossintética é uma importante fonte de serina para tecidos incapazes de
realizar a fotossintese (Ho et al., 1999). A proteina D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 3,
chloroplastic (PGDH) foi 6 vezes mais abundante no controle, quando comparado ao tratamento
(Tab. 5). Com base nesses dados, podemos sugerir que os embrides submetidos as lampadas
fluorescentes, ndo receberam os estimulos necessarios para a correta formacao dos cloroplastos,
como a incidéncia do comprimento de onda azul e, portanto, necessita compensar a biossintese de

serina pela via do 3-PGA.

50



7.2.6. Metabolismo de carboidratos:

- TIOGLICOSIDEO GLICOHIDROLASE:

Também conhecida como mirosinase, essa classe enzimatica pertence a familia glicosil
hidrolase 1 (Wang et al., 2009). O metabolito secundario glicosinolato contendo nitrogénio ou
enxofre, é utilizado como substrato para a hidrolise, gerando diversos produtos como isotiocianato,
nitrila, epitionitrila e tiocianato. Geralmente nas plantas in vivo esses compostos séo produzidos a
partir de ataques por patogenos (Halkier e Gershenzon, 2006).

Existem poucos estudos relacionando o efeito da quebra desses metabdlitos secundarios na
embriogénese somatica. Em nossas analises foi observado um consideravel acumulo de proteinas
relacionadas a hidrdlise do glicosinolato nos embrides submetidos as lampadas fluorescentes. As
enzimas B-thioglucoside glucohydrolase (Fc = 2,12), B-thioglucoside glucohydrolase (Fc = 3,12)
e Thioglucoside glucohydrolase (Fc = 3,57) demonstraram relativa abundancia no controle,
qguando comparado ao tratamento WmB (Tab. 5). Vale et al. (2014) em acordo com nossos
resultados, observaram a presenca dessa familia enziméatica apenas nos embrides soméaticos ndo
tratados, de C. papaya. Esses dados nos fazem sugerir que o acimulo dos produtos oriundos da
hidrolise do glicosinolato, como isotiocianato e nitrila podem ser toxicos aos tecidos

embriogénicos do mamoeiro, influenciando de forma negativa na embriogénese somaética.

-GLICOSE-1-FOSFATO ADENILTRANSFERASE:

Também conhecida como ADP-glicose pirofosforilase (ADPGIc PPase), essa enzima
participa na sintese de amido em plantas. A ADPGIc PPase catalisa a formacdo de ADP-glicose, a
partir de glicose-1-fosfato e ATP. A ADP-glicose serve como doadora de grupamentos glicosil
para o alongamento das cadeias a-1,4-glicosidicas. Geralmente essas enzimas sdo reguladas
alostericamente por intermediarios das vias de assimilacdo do carbono (Ballicora et al., 2004).

De acordo com a tabela 5, a proteina Glucose-1-phosphate adenylyltransferase small
subunit chloroplastic foi DOWN-regulada, sendo expressa 2 vezes a mais no controle. Analisando
o0 acumulo de amido e a atividade da enzima ADPGIc PPase em embrifes sométicos de D. carota,
0s autores ndo observaram diferencas na quantidade de amido entre os calos embriogénicos e ndo
embriogénicos. Entretanto, a atividade enzimatica foi mais elevada nos calos ndo embriogénicos
(Keller et al., 1988). Wurtele et al. (1988) sugerem que o potencial embriogénico e o nivel de
amido nas células independe da atividade dessa enzima. Em embrifes somaticos de Hevea
brasiliensis L. os autores também n&o observaram correlacdo entre a atividade da enzima ADPGIc

PPase, 0 acumulo de amido e a capacidade embriogénica (Courty et al., 1998). A juncdo dessas
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referencias nos leva a acreditar que essa familia enzimatica ndo possui papel determinante na

formagdo de embrides somaticos.

8. CONCLUSOES:

Nosso estudo reporta pela primeira vez, o efeito da qualidade da luz através de lampadas
LED, na embriogénese somatica do mamoeiro Golden e, adicionalmente, suas implicacdes na
regulacdo de proteinas diferencialmente abundantes. N6s demonstramos que o tratamento WmB,
contendo o comprimento de onda azul médio exerceu efeito positivo durante a maturacéo, quando
comparado aos demais tratamentos, produzindo embrides somaticos cotiledonares com melhor
qualidade e em maior numero. Foram identificadas proteinas reguladas diferencialmente, quanto
a abundancia, pertencentes a seis classes funcionais. O grupo mais representativo foi o relacionado
aos processos de desenvolvimento, contendo 18 proteinas UP-reguladas, seguido pelo
metabolismo energético. As proteinas Germin, Ankyrin, Hevein, Triose-fosfato isomerase,
pequenas GTPases, S-adenosilmetionina, proteassoma, CDC48, PP2A, ATP-sintase, AlA-amido
sintetase e PPR sdo amplamente descritas na literatura e sugeridas como biomarcadoras
moleculares especificas em diferentes etapas da embriogénese somatica.

Esses resultados indicam que uma complexa rede de atividades moleculares deve ser
progressivamente ativa e desativa durante a embriogénese in vitro, para garantir o correto controle
do metabolismo energético, divisdo e alongamento celular, sintese/degradacdo proteolitica,
regulacao da transcricdo/traducao/processamento pos-traducional e estresses inerentes do processo
de embriogénese nas plantas.

Portanto o atual trabalho fornece bases moleculares que auxiliam no entendimento dos
processos que regem a embriogénese somatica em mamoeiro, assim como, estabelecer protocolos
mais eficientes pela substituicdo das lampadas fluorescentes convencionais, pelas eficientes

lampadas LED, otimizando a etapa da maturacéo.
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