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RESUMO

A morte celular programada (MCP) € um suicidio celular controlado, essencial
para o desenvolvimento normal dos organismos eucariotos. O objetivo desta
pesquisa foi diagnosticar e caracterizar eventos de MCP em tegumentos de
Vigna unguiculata (feijao-de-corda) em desenvolvimento. Para tal, plantas foram
cultivadas até seu estagio reprodutivo e as sementes produzidas foram coletadas
em diferentes dias ap0s a polinizagdo (DAP). Sementes inteiras foram fixadas e
os tegumentos foram analisados por microscopia Optica e por microscopia
eletrbnica de transmissédo, e testados para fragmentacdo do DNA por TUNEL e
viabilidade celular por coloracdo dupla com brometo de etidio / laranja de
acridina. Tegumentos dissecados foram liofilizados, macerados e testados para
presenca de oligonucleossomos em fracdes citoplasmaticas e liberacdo do
citocromo C pelas mitocondrias. Os perfis protéico e de atividade de proteases
cisteinicas foram analisados por SDS-PAGE e zimografia, respectivamente, e
atividades de enzimas caspase-simile foram analisadas. Estudos de expresséo
génica para metacaspases 4, B-VPE (“vacuolar processing enzymes”) e cistatinas
ao longo do desenvolvimento da semente, em diferentes camadas do tegumento,
foram realizados por microdissec¢do por captura a laser. A MCP detectada
durante o desenvolvimento dos tegumentos pode ser classificado como
autolitica, ocorrendo de forma assincrona, da camada palicadica para as
camadas mais internas de parénquima, a partir de 10 DAP. A partir deste
estagio, observaram-se, ao longo do desenvolvimento do tegumento, a expansao
do vacuolo, que ao final substitui o citoplasma, a desorganizacdo da cromatina,
desorganizacdo e posterior desaparecimento de organelas (mitocondrias,
plastidios, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico), o espessamento das
paredes celulares e o achatamento das camadas celulares nos estagio mais
tardios do desenvolvimento. Este processo inicia-se na camada palicadica e
estende-se para as camadas mais internas do tegumento com o decorrer do
desenvolvimento. A liberacdo do citocromo C e a fragmentacdo do DNA sao
eventos iniciais da MCP (a partir de 10 DAP) e a liberacdo de DNA
oligonucleossomal e a perda da viabilidade das membranas sao eventos tardios
(a partir de 20 DAP). Diferentes atividades de proteases cisteinicas foram

detectadas por zimografia, e atividades caspase-simile dos tipos 3, 6, 8 e 9 foram
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observadas, tanto em pH acido (simulando condi¢des vacuolares), como em pH
neutro (simulando condi¢Bes citosdlicas). A maioria destas atividades foram
inibidas por inibidores especificos para caspases animais. Foram detectados
cDNAs para metacaspase 4 e cistatinas, ao longo do desenvolvimento do
tegumento e nas diferentes camadas celulares deste tecido, mas ndo para
enzimas do tipo S-VPE, indicando uma nao participacdo desta classe enzimatica
na MCP dos tegumentos. A metacaspase 4 de V. unguiculata apresentou alta
similaridade (88%) com a com a metacaspase 4 de soja, com a metacaspase 4
de Arabidopsis thaliana (78%) e com a mcll-Pa de Picea abies (76%), todas

estas envolvidas em MCP induzida por estresses bioticos e abioticos.

Palavras-chave: Caspase-simile, cistatina, metacaspase, morte celular

programada, tegumento, Vigna unguiculata.
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ABSTRACT

The programmed cell death (PCD) is a controlled cellular suicide, essential for
normal growth and development of eukaryotes. The goal of this research is to
diagnose and characterize PCD events in developing cowpea seed coats. Plants
were cultivated until reproductive stage and developing seeds were collected at
different days after pollination (DAP). Whole seeds were fixed and the seed coat
layers were analyzed by light and transmission electron microscopy and tested for
DNA fragmentation by TUNEL and cellular viability by double staining with ethidium
bromide / acridine orange. Dissected and lyophilized seed coats were tested for
oligonucleosomes accumulation in cytoplasmic fractions and mitochondrial
cytochrome C release. Protein and cysteine protease activities profiles were
analyzed by SDS-PAGE and zymography, respectively, and caspase-like activities
were analysed. Gene expression studies for metacaspases 4, B-VPE (“vacuolar
processing enzymes”) and cystatins along seed development at different seed coat
layers were carried out by laser capture microdissection. The PCD detected during
seed coat development could be classified as autolytic, occurring at an asynchronous
way, from the palisade layer to the inner parenchymatic layers, starting from 10 DAP.
From this stage towards the quiescence, the following events were notable: the
vacuolar expansion that eventually substitutes the cytoplasm, the chromatin
disorganisation, organelles disorganisation and disappearance (mitochondria,
plastids, Golgi complex and endoplasmic reticulum), cell wall thickening and cell
layers flattening at late stages of development. This process starts at the palisade
layer towards to the seed coat inner layers along the development. Cytochrome C
release and DNA fragmentation are early MCP events (starting from 10 DAP) and
oligonucleosomal DNA release and loss of membrane viability are late events (from
20 DAP on). Different cysteine proteolytic activities were detected by zymography
and activities of 3, 6, 8 and 9 caspase-like enzymes were detected, both in acid pH
(to simulate vacuolar conditions) and in neutral pH (to simulate citosolic conditions).
Most of those activities were inhibited by specific animal caspase inhibitors.
Metacaspase 4 and cystatins cDNAs were detected along seed coat development at
different cell layers of this tissue, but not for -VPE, indicating that this protease class

does not participate of seed coat PCD. The Vigna unguiculata metacaspase 4
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showed high degree of homology with the soybean metacaspase 4 (88%),
Arabidopsis thaliana metacaspase 4 (78%) and with Picea abies mcll-PA (76%). All
of these previous reported metacaspases were seen to be involved with biotic and

abiotic stress-induced PCD.

Keywords: Caspase-like, cystatin, metacaspase, programmed cell death, seed

coat, Vigna unguiculata.
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1. INTRODUCAO

1.1- Morte celular programada em plantas

Em 1972, Kerr e colaboradores publicaram um trabalho inovador sobre
morte celular programada (MCP), no qual eles identificaram um tipo de morte
celular que foi denominada apoptose, sendo este tipo de morte morfologicamente
diferente da necrose. Este trabalho levou a uma reavaliacdo da maneira como 0s
pesquisadores viam a morte celular e a categorizacdo deste evento em duas
formas: uma regulada e uma nao regulada. Considerando este sistema de
classificagcdo, a necrose pode ser considerada uma forma de morte celular
violenta, ndo regulada, que € iniciada por algum estimulo ambiental, resultando na
quebra da homeostase celular (Bras et al., 2005), enquanto a apoptose, € uma
forma de morte celular alternativa, altamente regulada (Kerr et al., 1972).

A palavra apoptose vem do termo grego utilizado para o evento de queda
das pétalas e folhas de uma planta (Bras et al., 2005). Hoje, o termo apoptose
nao pode ser usado para a MCP de plantas, pois, de maneira diferente dos
animais, ndo se observa a formacdo de corpos apoptéticos, uma vez que a
parede celular ndo permite que este evento ocorra e, além disso, plantas nao
apresentam células fagociticas especializadas, como observado em animais
(Lam, 2004; Van Doorn et al., 2011). Desta forma, a MCP em plantas pode ser
definida como um suicidio celular altamente controlado, essencial para o
desenvolvimento normal e para responder de maneira eficaz aos fatores biéticos
e abioticos.

Durante o desenvolvimento, as células que sao excessivamente produzidas
por orgdos ou tecidos que apresentam funcgdes transitorias podem sofrer MCP,
contribuindo para o correto desenvolvimento do organismo e para sua adequada
modelagem corporal. Exemplos de MCP durante o desenvolvimento vegetal
podem ser encontrados nas fases iniciais do desenvolvimento do integumento
interno em sementes de Brassica napus (Wan et al., 2002), em feixes vasculares
durante o processo de diferenciacdo (Bonke et al., 2003; Kozela e Regan, 2003),
na prevencao da auto-polinizagédo de flores Papaver (Thomas e Franklin-Tong,
2004; Bosch e Frankling-Tong, 2007), em raizes primarias das Cactaceae
Stenocereus gummosus e Pachycereus pringlei (Shishkova e Dubrovsky, 2005),

durante a morfogénese foliar de Aponogeton madagascariensis (Gunawardena et
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al., 2004) e Monstera obliqua (Gunawardena et al., 2005), em células do
suspensor (um orgdo de ligacdo entre os tecidos do embrido e a mée) na fase
final do desenvolvimento do embrido (Yeung e Clutter, 1979; Lombardi et al.,
2007), durante a abcisédo de folhas de tomate (Bar-Dror et al., 2011), em células
do perisperma de sementes de quinoa em desenvolvimento (Lopez-Fernandéz e
Maldonado, 2013), em coléteres de Alseis Pickelii (Tulli et al.,, 2013), dentre
outros.

Durante a polinizacéo, as plantas reforcam a auto-incompatibilidade, como
importante meio de prevenir a autofertilizacdo. Pesquisas com a espécie Papaver
rhoeas revelaram que proteinas do pistilo, no qual o grdo de podlen aterrissa,
interagem com o poélen e acionam a MCP de grdos de pdlen incompativeis
(oriundos de autopolinizacdo). Tal interacdo promove rapida inibicdo do
crescimento do tubo polinico de tais graos preteridos (Thomas e Franklin-Tong,
2004). Embora a morfogénese em plantas tipicamente ocorra através de
diferenciacéo celular e crescimento tecidual existe algumas plantas nas quais a
MCP desempenha um papel relevante no estabelecimento da forma das folhas.
No género Monstera, blocos de células morrem em estagios iniciais de
desenvolvimento de cada lamina foliar, gerando buracos ou fendas e resultando
em folhas que, quando maduras, contém uma série de perfuracdes ou ondulacbes
nas bordas (Gunawardena et al., 2005). MCP também ocorre de forma previsivel
durante o desenvolvimento reprodutivo em plantas. No tapetum (camada de
células que circunda os grdos de poélen em desenvolvimento nas anteras) células
sofrem um programa preciso de degradacdo que resulta na liberacdo de seus
conteudos para nutricdo do polen. A deiscéncia da antera, responsavel pela
liberacdo do grdo de polen maduro para o ambiente, também resulta da morte de
células que ocupam posicdes especificas na parede da antera (Goldberg, 1994).
Em cada ovulo, um Unico evento mitotico resulta em quatro células haploides, trés
destes megasporos degeneram, deixando o remanescente como responsavel
pela producdo da célula-ovo e de células associadas do saco embrionario
(Goldberg, 1994).

A MCP também €& desencadeada como uma resposta a estresses abioticos
ou ataques por patdgenos (Pennel e Lamb, 1997). Entre os exemplos a serem
citados relativos ao primeiro grupo de resposta a estesses abidyicos, temos o
trabalho de Gunawardena et al. (2001) que observaram, em Zea mays, uma
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relacdo da ocorréncia da MCP com a formag&o do aerénquima, tanto induzida por
etileno como por hipoxia. Em Arabidopsis, a exposi¢cdo a luz UVC foi capaz de
induzir a MCP (Danon et al., 2004) e, em plantulas de feijao, foi observado que a
MCP é induzida por choque térmico (Egorova et al., 2011). Kutik et al. (2013)
observaram que, em cultura de células de tabaco, a MCP induzida por cadmio &
iniciada com a vacuolizacdo do citoplasma e ao final do processo, as células
ganham o aspecto de células necréticas. No segundo grupo de resposta a fatores
bidticos, viu-se que, durante a resposta hipersensivel (HR), a MCP também é
ativada como uma alternativa para controlar a proliferacdo de agentes
patogénicos (Del Pozo e Lam, 1998; Chichkova et al., 2004; Hatsugai et al.,2004;
McLean et al., 2009).

Aspectos bioquimicos e morfolégicos basicos da MCP conservaram-se
entre os reinos animal e vegetal (Solomon et al., 1999). Entretanto deve-se notar
que tipos celulares tipicos de plantas executam programacdes de MCP Unicas.
Estas compartilham eventos comuns a MCP de animais, como a degradacédo do
DNA nuclear, no entanto, com peculiaridades, como a degradacdo nuclear
acionada por colapso do vacuolo de elementos traqueais do xilema. Pesquisas
realizadas por Balk e Leaver (2001) sugerem que a mitocondria desempenha um

papel chave em tal MCP vascular em plantas.

1.1.1 - Classificagdo da MCP em plantas

De acordo com van Doorn (2011), duas principais classes de MCP podem
ser observadas em plantas. A primeira, chamada morte celular programada do
tipo “autolitica”, esta diretamente associada com a liberacdo de hidrolases do
vacuolo, seguida por um colapso desta organela, o que resulta em uma rapida
degradacéao do citoplasma. Exemplos deste tipo de MCP séo observados durante
a senescéncia das pétalas de tulipa, na camada de aleurona de sementes de
cevada em germinacdo e durante o desenvolvimento de raizes e caules (Van
Doorn et al., 2003; Martinez et al., 2003; Van Doorn, 2011).

Algo em comum, observado em todos os exemplos deste tipo de MCP, é o
aparecimento de pequenos vacuolos citoplasmaticos, que vado se fundindo,
tornando-se um grande vacuolo, que ao final, substitui o citoplasma. Organelas
como ribossomos, plastideos, reticulo endoplasmatico e peroxissomos

desaparecem neste processo. Estas mudancas sdo semelhantes aos eventos
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autofagicos em animais e fungos, mas os mecanismos de regulagcdo em plantas
ainda ndo sao claros (Van Doorn, 2011). A remobilizagcdo de macromoléculas, um
aumento na concentracao de calcio citoplasmatico, a inducdo da sinalizacédo por
MAPK (mitogen-activated protein kinase), a acidificacdo no citosol, as mudancas
no citoesqueleto, o inchago das organelas, a degradagcdo dos conteudos do
cloroplasto, a fragmentacdo do DNA e a condensagdo da cromatina para a
periferia do nucleo sdo mudancas que geralmente ocorrem antes da ruptura do
tonoplasto (Van Doorn, 2011). O fechamento dos plasmodesmos é outro evento
gue ocorre durante a MCP autolititica (Van Doorn et al., 2003). A MCP autolitica
frequentemente requer a liberagdo de hidrolases e ativacdo de proteases
serinicas e cisteinicas, como as subtilisinas-simile, saspases e caspases-simile
(Pak e Van Doorn, 2005), mas o papel preciso da maioria destas proteases na
MCP é desconhecido.

O segundo tipo, chamado de morte celular programada “n&o autolitica”,
caracteriza-se pela auséncia da rapida degradacdo do citoplasma, sendo
observada em respostas hipersensiveis (HR), em ataque por patdgenos, no
endosperma de sementes de cereais e durante a embriogénese somatica, dentre
outros (Van Doorn, 2011). A MCP que ocorre durante a resposta hipersensivel é
precedida pelo influxo de ions calcio para o citoplasma, seguido pela ativacao de
uma cascata de transducdo de sinais por MAPK e producdo de Oxidos de
nitrogénio, espécies reativas de oxigénio e acido salicilico, levando a danos
oxidativos. Dependendo do estimulo, este tipo de MCP pode ou ndo mostrar o
colapso vacuolar mediado por VPEs (enzima de processamento vacuolar) e
catepsinas (Heath et al., 1997; Rojo et al., 2004; Gilroy et al., 2007; Hofius et al.,
2009 e Zhang et al., 2010). Outro exemplo de MCP “n&o-autolitica” ocorre durante
a interacdo com fungos necrotroficos (este tipo de interacdo ocorre quando o
agente patogénico se alimenta das células mortas da planta, provocando a MCP
de células vivas adjacentes). A infeccdo com esses patdgenos (exemplos:
Sclerotinia sclerotiorum, Fusarium moliniforme e Botrytis cinerea) provoca um
intenso “burst” oxidativo, seguido pela acumulacédo de espécies reativas de
oxigénio, culminando na morte celular (Van Doorn, 2011). As VPEs também estéo
envolvidas neste processo. A MCP “nado-autolitica” ocorre também no

endosperma interno dos cereais, onde se relata um aumento na expressao de



proteases cisteinicas como caspases-simile, a inducdo de RNases e DNases e
subsequente perda de integridade de membrana plasmatica (Van Doorn, 2011).

1.2 — Proteinases cisteinicas e atividades caspase-simile envolvidas na MCP

O termo proteinase é empregado para se referir a endopeptidases (Barrett,
1987). Estas se classificam, de acordo com o aminoacido envolvido na catalise e
seu mecanismo de acdo, em serinicas, cisteinicas, asparticas ou
metaloproteinases. Proteinases cisteinicas sdo amplamente distribuidas em
animais, plantas e microorganismos, onde participam de Varios processos intra e
extracelulares de importancia fisiolégica. Podem ser constitutivas ou induzidas em
resposta a fatores como calor, frio (Schaffer e Fischer, 1990), seca (Koizumi et al.,
1993), entre outros.

Dentre as proteinases de oOrgdos de reserva em plantas que estdo
envolvidas em processos bioquimicos durante a germinacao, as principais sao as
proteinases cisteinicas (Ryan e Walker-Simmons, 1981). Estas enzimas foram
primeiramente estudadas em sementes de leguminosas em germinacao (Tully e
Beevers, 1978). As proteinases cisteinicas estdo envolvidas na degradacédo de
proteinas de reserva durante a germinacao de sementes como mostram estudos
pioneiros sobre a degradacdo de vicilinas por uma peptideo-hidrolase cisteinica
em sementes germinantes de Vigna radiata (Baumgartner e Chrispeels, 1976).

A acado de proteinases cisteinicas na hidrolise de proteinas de reserva é
relatada em trabalhos sobre a germinacédo de feijdo comum (Phaseolus vulgaris)
(Csoma e Polgar, 1984) e por Mitsuhashi et al. (1986) que mostraram a acdo de
duas endopeptidases cisteinicas na degradacdo protéica em cotilédones de
sementes de V. mungo. Ja no periodo de embriogénese e maturacdo de
sementes, as proteinases cisteinicas catalisam 0s processos poés-transcricionais
da maioria dos precursores protéicos, como no caso da asparaginil endopeptidase
de Canavalia ensiformis (Abe et al., 1993). Expressao coordenada de proteinases
cisteinicas e inibidores de papaina durante a formacdo e maturacdo de sementes
de feijdo-de-corda também foram relatados (Fernandes et al., 1991).

Proteinases cisteinicas estdo frequentemente relacionadas a MCP de
organismos multicelulares. Em animais, as proteases cisteinicas especificas
dependentes de aspartato, ou comumente chamadas caspases (cysteine-

dependent aspartate specific proteases), estdo envolvidas nas fases de iniciacédo
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e execucao da apoptose animal (o tipo mais caracterizado de morte celular
programada). Caspases geralmente sdo constitutivamente expressas nas ceélulas
como zimogénios, e sua ativacao envolve a clivagem proteolitica em resposta a
estimulos pré-apoptéticos (Earnshaw et al., 1999). O envolvimento onipresente
destas proteases na MCP vegetal justifica a crenca de muitos pesquisadores que
estas enzimas desempenham func¢bes reguladoras essenciais no processo de
MCP, reproduzindo as func¢des das caspases na apoptose em animais (Trobacher
et al.,, 2006). Em plantas, pelo menos oito diferentes atividades proteoliticas
caspase-simile foram relatadas sendo ativas contra substratos especificos para
caspases, sendo a caspase-1-simile (YVADase) e a caspase-3-simile (DEVDase)
as mais marcantes (Bonneau et al., 2008). Esta constatacdo revela uma
semelhanca relevante com a MCP animal, ainda que ndo haja nenhum relato
mostrando a existéncia de ortélogos de caspases nos genomas de plantas até
agora (Bonneau et al., 2008; Palavan-Unsal e Arisan, 2011).

Atividades caspase-simile em plantas séo identificadas usando-se
substratos sintéticos tetrapeptidicos de caspases animais, e suas atividades sao
definidas com base na sequéncia de aminoacidos do substrato utilizado. Os
substratos ndo sdo necessariamente alvos especificos destas caspases, porque
existe sobreposicdo de acbes com outras proteases (Stennicke e Salvesen,
2000). Neste sentido, é dificil explicar os perfis de proteases caspase-simile em
plantas. Atividades YVADase e DEVDase sédo as mais estudadas e sua presenca
na maioria das circunstancias em que ocorre a MCP sugere sua potencial
importancia para a planta (Bonneau et al., 2008). Mais recentemente, outros tipos
de substratos para caspases vém sendo utilizados para detectar atividades
adicionais de caspase-simile nas plantas, como IETDase, LEHDase, LEVDase,
TATDase, VEIDase e outros (Palava-Unsal & Arisan, 2011).

O primeiro relato da atividade proteolitica de caspases-simile em plantas foi
feito por Del Pozo e Lam (1998), ao detectarem a atividade YVADase em folhas
de tabaco durante a resposta hipersensivel (HR) causada por infeccdo com o
virus do mosaico do tabaco (TMV). Desde entdo, muitas outras publicacdes tém
demonstrado a presenca de atividades do tipo caspase durante a MCP em
plantas. Atividades YVADase e DEVDase foram encontradas durante a morte
celular do megagametofito de sementes de abeto branco apés a germinacao (He
e Kermode, 2003), em plantulas de Arabidopsis sob superexposi¢céo a luz UVC
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(Danon et al., 2004) e durante a eliminacdo dos ramos mais fracos de mudas de
Pisum sativum (Belenghi et al., 2004). Chichkova et al. (2004) observaram o
envolvimento da atividade TATDase em folhas de tabaco durante a HR. As VPEs,
também conhecidas como enzimas de processamento vacuolar, sdo legumainas
vegetais (proteases cisteinicas asparaginil especificas) com parcial identidade de
sequéncia de aminoacidos com caspases animais, em especial ho segmento da
cadeia polipeptidica contendo os residuos cataliticos. Estas proteases sdo auto-
cataliticamente ativadas e s&8o responsaveis por ativar proteases que
desempenham um papel na modificacdo poés-traducional de uma série de
proteases vacuolares (Woltering, 2004). Classicamente, as VPEs clivam em um
residuo de aminoacido adjacente a um residuo de asparagina (Asn), mas elas
também séo capazes de clivar apos residuos de Asp. O substrato para a caspase
humana do tipo 1 (o tetrapeptideo YVAD) é clivado por caspases de mamiferos e
por legumainas vegetais. Hatsugai et al. (2004) demonstraram que a VPE tem
atividade YVADase e € necessaria para ocasionar a morte celular em células
infectadas por virus do mosaico do tabaco. A VPE também foi descrita como
sendo essencial na morte celular induzida por fumonisina em Arabidopsis thaliana
(Kuroyanagi et al., 2005). Nakaune et al. (2005) descobriram que a VPE é
necessaria para formacdo do tegumento durante o0s estagios iniciais da
maturacdo de sementes, mostrando o envolvimento desta protease em processos
de desenvolvimento. Bozkov et al. (2004) mostraram que a principal atividade
caspase-simile envolvida na formacdo do padrdo embrionario normal é do tipo
VEIDase e esta atividade é essencial para a degeneracdo do suspensor do
embrido. Esta mesma atividade proteolitica também foi encontrada regulando o
desenvolvimento da cariopse de cevada (Boren et al., 2006). Bosch e Franklig-
Tong (2007) encontraram atividades de DEVDase, LEVDase, IETDase e VEIDase
induzidas por auto-incompatibilidade em pélen de Papaver. Lopez-Fernandez e
Maldonado (2013) encontraram atividades do tipo caspase-simile em perisperma
de sementes de quinoa em desenvolvimento, sendo a VEIDase a mais
proeminente.

Atividade proteolitica durante a MCP em plantas é investigada também
através da utilizagdo de substratos naturais para caspases humanas, por
exemplo, empregando-se um substrato distinto para caspase-3, a polimerase poli
(ADP-ribose) (PARP). Sun et al. (1999) detectaram a clivagem da forma
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enddgena da PARP na MCP induzida por menadiona em protoplastos de tabaco e
Tian et al. (2000) observaram o mesmo, para as células de tabaco em suspensao
durante o estresse por calor. Em extratos de plantas de feijdo-de-corda,
infectadas por fungo, a PARP exogena foi endoproteoliticamente clivada e a
atividade foi inibida pelo inibidor de caspase-3. No entanto, os produtos
resultantes da clivagem mostraram um padrao diferente daqueles gerados por
uma caspase animal (D’Silva et al., 1998).

Na literatura é aceito que a MCP pode ser inibida por inibidores de
caspases, como Ac-DEVD-CHO, Ac-YVAD-CMK, z-VEID-FMK, dentre outros
(Bonneau et al., 2008; Woltering, 2004). A MCP também pode ser blogueada por
inibidores especificos de caspases animais, como IAP (inhibitors of apoptosis) e
p35 de baculovirus (Lincoln et al., 2002; Del Pozo e Lam, 2003). Hansen (2000)
mostrou que a MCP induzida por Agrobacterium no milho é reprimida pela
expressao ectopica da IAP de baculovirus. Solomon et al. (1999) demonstraram
gue a MCP é desencadeada por espécies reativas de oxigénio ou por patégenos
avirulentos e é prevenida através da inibicdo de uma protease cisteinica induzida
pela expressdo ectopica de cistatina, indicando um outro mecanismo de se
regular a morte celular em plantas.

Atividades de proteases caspase-simile encontradas em plantas parecem
ser diferentes daquelas encontradas em animais, uma vez que as especificidades
aos substratos ndo sdo semelhantes as especificidades das caspases animais
conhecidas, com excecdo da preferéncia de clivagem especifica ao Asp. A
descoberta de que proteases nao-caspases sdo capazes de clivar substratos para
caspases nos mostra a conservacao do evento de MCP em nivel de substrato, um
fato que poderia explicar as semelhancas morfoloégicas entre a morte celular
programada animal e vegetal. Embora os resultados atuais mostrem a existéncia
de uma rede de eventos proteoliticos durante a MCP vegetal, muitos fatos ainda
sdo desconhecidos, como suas interacfes e seus substratos endoégenos

especificos (Woltering, 2004).

1.3 — Metacaspases
Muitos investigadores vém buscando ort6logos de caspases em
organismos ndo-metazoarios por mais de uma década, porém sem sucesso. A

frustracdo terminou com a descoberta das metacaspases, que sao proteinas que
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apresentam similaridades estruturais com os dominios cataliticos de caspases
animais e sédo encontrados em protozoarios, fungos e plantas (Uren et al., 2000).
Com algumas poucas excec¢fes, as metacaspases sdo ativas do pH neutro ao
levemente basico pH (7,0-8,5) e necessitam de célcio para a sua atividade. A
familia de metacaspases € dividida em dois grupos (figura 1). As metacaspases
do tipo | apresentam um prodominio N-terminal com motifs repetitivos ricos em
prolina, e em plantas, elas também podem conter um motif do tipo “zinc finger”. As
metacaspases do tipo Il ndo possuem este prodominio, mas tém uma regido de
conexao entre as subunidades p20 (maior) e p10 (menor). O genoma de plantas
superiores codifica para grandes familias de metacaspases de ambos os tipos | e
II, mas apenas o tipo | é encontrado em protozoarios e fungos. Também tem sido
observada, em plantas, uma prevaléncia de metacaspases do tipo | sobre o tipo |l

guando os numeros de genes foram analisados (Tsiatsiani et al., 2011).

H [ o
cl Iniciadoral Inflamatoéria | — A N
Executora I N -
Tipol | I I -
Mcl Tipoll L e E—
P20 P10

Prodominio
inflamatorio e
pro-apoptoético

Adaptado de: Vercammen et al. (2007)

Figura 1 - Comparagdo entre metacaspases do tipo | e Il e caspases animais
iniciadoras/inflamatérias e executoras. Em cinza, nota-se o prodominio inflamatério e pro-
apoptoético presentes apenas nas caspases iniciadoras e metacaspases do tipo I. Em vermelho, a
subunidade maior p20, com os residuos cataliticos de histidina (H) e cisteina (C) (marcados em
amarelo); e em verde, a subunidade menor p10. Nota-se que para metacaspase do tipo Il, hd uma
regido de conexdo entre as duas subunidades mais extensa dos que as encontradas nas

matecaspases do tipo | e nas caspases.

A principal caracteristica bioquimica das metacaspases que as diferenciam
das caspases € a estrita especificidade na clivagem do substrato apds um residuo
de Arg ou Lys (Vercammen et al., 2004; Bozhkov et al., 2005; Watanabe e Lam,
2005; Vercammen et al., 2006). Até agora, a maioria das metacaspases

estudadas mostraram uma diade catalitica His-Cys em seu sitio ativo predito, da
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mesma forma como encontrado nas caspases. Poucas excecbes de
metacaspases apresentam um residuo Ser ao invés de Cys (Szallies et al., 2002).
A ativacdo enzimatica, na maioria dos casos, implica no processamento
autocatalitico do zimogénio, porém essa etapa nem sempre é requerida para sua
ativacao (Tsiatsiani et al., 2011).

As funcbes fisiologicas completas das metacaspases vegetais ainda séo
obscuras, mas sabe-se que elas sdo necessarias para a ocorréncia da MCP em
diferentes circunstancias. Como exemplos, podemos citar o rapido aumento na
expressdo de um gene para metacaspase Il (LeMCA1l) em tomate durante a
infeccdo e a morte celular causada por Botrytis cinerea (Hoeberichts et al., 2003);
o silenciamento génico de uma metacaspase do tipo I, a mcllPa de Picea abies,
ocasionando a supressdo da diferenciacdo celular e a MCP no embrido-
suspensor, culminando na detencao do desenvolvimento do embrido em estagios
iniciais de desenvolvimento (Bozhkov et al., 2005); e o gene da metacaspase
NbMC1, encontrado em Nicotiniana benthamiana, que confere resisténcia ao
fungo necrotréfico Colletotrichum destructivum (Hao et al., 2007). Além disso, em
Arabidopsis foi observado que uma metacaspase-8 é ativada por UVC, H,0, e um
herbicida baseado em metil-viologénio. Linhagens “knockout” para o gene da
metacaspase-8 de Arabidopsis (AtMCB8) apresentaram uma reducdo do processo
de morte celular quando expostas a UVC ou H,O, (He et al., 2008). Em plantulas
de Arabidopsis, a perda da AtMC4, uma metacaspase tipo Il, comprometeu a
inducdo da morte celular pela toxina fangica fumonisina B-1 e por indutores
quimicos do estresse oxidativo (Watanabe e Lam, 2011). Foi demonstrado por
Coll et al. (2010) que as metacaspases do tipo | AtMC1 e AtMC2 apresentam
funcdes antagbnicas durante a HR em Arabidopsis. A AtMC1 é um regulador
positivo da MCP, enquanto que a AtMC2 é um inibidor da morte celular (Coll et
al., 2010). Os autores também relataram que AtMC1 regula positivamente a morte
de celular por resposta hipersensivel, mediada por proteinas do receptor imune
NB-LRR (nucleotide-binding domain, leucine-rich repeat) ap0s o reconhecimento
do patdgeno invasor. Kim et al. (2013) observaram que a metacaspase 9 de
pimenta (Capsicum annuum) é importante para a ocorréncia de MCP em resposta
a ataque de patdgenos.

Apesar de uma série de fatores moleculares das vias de MCP terem sido

identificados, a posicdo das metacaspases nestas vias é ainda inconclusiva. A
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descoberta da TSN (Tudor staphylococcal nuclease) como um substrato em
comum para caspase 3 humana e para a metacaspase vegetal mcliPa de Picea
abies tem ajudado a esclarecer esta questdo (Sundstrom et al., 2009). Esta
proteina € evolutiva e estruturalmente conservada, presente em quase todos 0s
eucariontes. Até agora, a TSN é a Unica proteina que € clivada por uma
metacaspase vegetal in vivo. Esta descoberta sugere que as metacaspases
podem realizar a MCP da mesma forma que as caspases animais, porém mais
estudos sdo necessarios para explicar esse fato, uma vez que a mcllPa cliva a
TSN em cinco diferentes fragmentos, enquanto a caspase 3 humana a cliva em
um unico local (Sundstréom et al., 2009; Enoksson e Salvesen, 2010).
Recentemente, Frei dit Frey et al. (2010) observaram, em Arabidopsis, que a TSN
€ capaz de estabilizar mMRNAs que codificam para proteinas que sao secretadas,
conferindo a planta tolerancia a estresses. Eles observaram que a maioria destas
proteinas secretadas pertence as classes de inibidores de proteases serinicas e
cisteinicas, suprimindo a morte celular em plantas (Solomon et al., 1999, Coffeen
e Wolpert, 2004). Com base nesta observacdo, Tsiatsiani et al. (2011)
propuseram um modelo onde a proteina TSN poderia proteger as células da
morte pela manutencdo da expressdo dos inibidores de protease em niveis
suficientes para inibir a ativacdo de proteases relacionadas com a morte celular. A
clivagem da TSN por mcPall é vista com a funcdo de abolir esta acéo
estabilizadora da proteina, induzindo a morte celular através da eliminacédo da
inibicdo de proteases.

O uso de substratos sintéticos especificos para caspases, com um residuo
de Asp na posicdo P1 (correspondente ao primeiro aminoacido do substrato
tetrapeptidico, ligado a metilcumarina ou p-nitroanilida), ndo é suficiente para
provar a presenca de atividades de metacaspases. Para detecta-las, substratos
com residuos de Arg ou Lys na posicédo P1, como VRPR-AMC, GRR-AMC, IISK-
AMC e outros devem ser empregados. Em alguns tipos de vias de MCP, o efeito
supressor de inibidores de pan-caspases na morte celular confirma a presenca de
atividades de caspase-simile regulando a morte celular apés a ativacdo das
metacaspases (Tsiatsiani et al., 2011), mas oS mecanismos exatos de como as
metacaspases regulam a cascata de proteases caspases-simile continua a ser
elucidado. Para qualquer mecanismo regulador considerado deve-se, porém,
levar em conta o status energético do organismo, desde que Chivasa et al. (2009)
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relataram que o ATP extracelular pode modular a morte celular programada em
plantas.

Além disso, o peroxido de hidrogénio (H20,) e outras espécies reativas de
oxigénio (ROS) tém sido reconhecidos como moduladores-chaves da MCP
vegetal, assim como muitos outros processos biologicos, tais como crescimento,
desenvolvimento e as respostas de estresse (Gechev et al., 2006). Embora os
sensores/receptores especificos para ROS ainda ndo estejam completamente
elucidados, componentes da sinalizagcdo downstream por H,O, e EROS das redes
de transducéo de sinais que controlam a MCP vegetal foram relatados, como

proteinas quinases, fosfatases e fatores de transcricdo (Gadjev et al., 2008).

1.4 - Proteases subtilisina-simile

Proteases subtilisina-simile ou subtilases sao proteases serinicas,
comumente caracterizadas por conterem 0s aminoacidos aspartato, histidina e
serina na triade catalitica (Dodson e Wlodawer, 1998). Uma classica subtilase
vegetal contém um peptideo sinal de secrecdo predito, um pré-dominio e um
dominio peptidase com um dominio associado a protease em seu interior (Tripathi
e Sowdhamini, 2006). Na literatura, h4 uma série de proteases subtilisina-simile,
encontradas em diferentes tecidos vegetais. Inicialmente, essas proteinas
pareciam estar envolvidas no turnover protéico, uma vez que elas foram
encontradas em abundancia em extratos vegetais e apresentam ampla
especificidade aos substratos (Vartapetian et al., 2011). Agora, € aceito que estas
proteases tém funcbes mais especificas nas cascatas de sinalizacdo e
desenvolvimento da planta (Schaller, 2004; Rautengarten, 2005).

A descoberta mais interessante nos estudos de MCP em plantas é a
capacidade das subtilases clivarem diferentes substratos caspase-simile, a
despeito do fato de serem enzimas dependentes de serina, diferentemente das
caspases Cys-dependente. Além disso, proteases subtilisina-simile sé&o
estruturalmente muito diferentes das caspases (Vartapetian et al., 2011). Existem
dois tipos diferentes de (D)-subtilases especificas para o aspartato em plantas
gue sao agora bem estudadas: as saspases e as fitaspases. Saspases séao
serino-proteases encontradas em aveia e, como as caspases, exibem a atividade
“Aspase” e requerem um residuo de Asp na posicdo P1 (Coffen e Wolpert, 2004).

As saspases de aveia estdo envolvidas na protedlise da rubisco durante a PCD
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(Coffen e Wolpert, 2004; Navarre e Wolpert, 1999). As fitaspases sao encontradas
em tabaco e arroz, e foram ativas na fragmentacdo de VirD2 (uma proteina da
bactéria patogénica Agrobacterium tumefasciens), induzindo a MCP (Chichkova et
al., 2010). As fitaspases estdo presentes no apoplasto de tecidos saudaveis,
entrando no citoplasma apenas quando h4 um estimulo de MCP. Estas proteases
estdo envolvidas na clivagem de proteinas “estranhas” para a planta e na ativacao
dos eventos mitocondriais na MCP (Chichkova et al., 2010). As fitaspases séo
constitutivamente sintetizadas como pré-pro-enzimas, sendo a pré-enzima
processada autocataliticamente. O mesmo processo € inferido para as saspases
(Chichkova et al., 2010).

Estes dados sugerem que o papel desempenhado por caspases animais
na MCP é realizado, a0 menos em parte, por subtilases em plantas. Caspases e
subtilases ndo sdo estruturalmente relacionadas, mas apresentam funcdes e
especificidade de clivagem semelhante. A capacidade de saspases e fitaspases
de hidrolisar varios substratos para caspases poderia dar a ideia de que elas ndo
apresentam especificidade, mas Chichkova et al. (2010) demonstraram que
fitaspases apresentam maior especificidade de substratos do que a caspase-3,
parecendo ser enzimas muito seletivas. Vartapetian et al. (2011) acreditam que
estas enzimas sdo mais de processamento do que de degradacdo, uma vez que
sdo remanescentes das pro-proteinas convertases, uma familia de proteases
subtilisina-simile de animais e leveduras, que atuam no processamento
proteolitico de precursores para gerar proteinas bioativas e/ou peptideos,
introduzindo uma clivagem apdés um residuo de um aminoacido basico, e nao
apos um Asp.

Até agora, a relacdo entre fitaspase e saspase ndo é clara. Ambas sao
subtilases, decompdem uma variedade de substratos de caspases, com excecao
do DEVD e ambas se acumulam no apoplasto. A realocacdo da fitaspase do
apoplasto para o citoplasma quando a MCP é induzida, € um fenbmeno novo e
uma possivel causa deste processo € a compartimentalizagdo da protease longe
de seus alvos intracelulares em condigbes normais, impedindo a protedlise
acidental na auséncia de estimulos de morte celular (Chichkova et al., 2010).
Fitaspases, quando dentro da célula, contribuem para a MCP através da hidrdlise
de seus alvos intracelulares. Em resposta aos estimulos de morte, observou-se

que a fragmentacdo da proteina repérter intracelular VirD2-GFP é mediada por
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fitaspase (Chichkova et al., 2004). A MCP ¢é claramente € inibida em plantas de
tabaco transgénico silenciado para fitaspases e pode ser restaurada quando
expressam fitaspases de arroz do tipo selvagem (Chichkova et al., 2010).

Da mesma forma que com as fitaspases, especula-se que um mecanismo
semelhante pode ser utilizado por saspases, uma vez que um dos alvos
intracelulares dessa protease apds sua ativacdo é a rubisco (Coffen e Wolpert,
2004; Navarre e Wolpert, 1999). Em contraste com as fitaspases, a atividade
saspase no apoplasto € elevada quando a MCP é induzida, mas o mecanismo
que regula este processo é desconhecido (Coffen e Wolpert, 2004). A protease
que processa diretamente a rubisco tem "atividade aspase" e esta cascata
proteolitica envolve também uma atividade DEVDase e uma protease cisteinica, e
como consequéncia, esta atividade extracelular pode ser internalizada para o
citosol (Coffen e Wolpert, 2004). Desvendar os alvos protéicos de todas estes
subtilases com a especificidade ao Asp pode ser um ponto crucial para a
compreensao dos mecanismos moleculares que regem os processos de MCP

vegetal.

1.5 - AMCP em sementes em desenvolvimento e germinagéao

Apesar das sementes apresentarem um papel central no ciclo de vida das
plantas, existem poucos estudos sobre a MCP durante o0s processos de
desenvolvimento e germinacdo. Filonova et al. (2000) mostraram a ocorréncia de
duas ondas de MCP durante a formacgéo de embriGes sométicos da gimnosperma
Picea abies. A primeira estd implicada no evento de transicdo da massa
poliembrionaria para embrides somaticos, enquanto a segunda esta envolvida na
formacdo do correto padrdo corporal do embrido. Também foi observado por
Filonova et al. (2002) que a MCP é o principal mecanismo para a eliminacdo de
embribes em sementes poliembribnicas de Pinus silvestris, e que 0 processo
segue um padrdo Dbasal-apical. Estes dados indicam que, durante
poliembriogénese, a MCP termina com a competicdo entre os embribes
monozigoticos, garantindo a sobrevivéncia de apenas um. Bozkov et al. (2004)
detectaram que a VEIDase é a principal atividade caspase-simile envolvida na
embriogénese somatica de Picea abies. O aumento desta atividade é observado
nas fases iniciais do desenvolvimento embrionario, coincidindo com o momento

da MCP que ocorre durante a modelagem corporal do embrido. A inibicdo da
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atividade VEIDase impede o desenvolvimento normal através do bloqueio da
diferenciacdo entre o embrido e o suspensor. Mais tarde, Bozkov et al. (2005)
descobriram que a mcll-Pa esta envolvida na MCP durante a formacdo do
embrido de Picea abies. Durante a embriogénese, a mcll-Pa é translocada do
citoplasma para o nucleo em células terminais diferenciadas, destinadas para
eliminacdo, causando o desmantelamento do envoltério nuclear e a fragmentacao
de DNA. Os autores mostraram que mcll-Pa recombinante ndo cliva substratos
para caspases, apontando que a atividade VEIDase é causada por outra
protease. Helmerson et al. (2008) relataram que a perturbacdo na homeostase do
zinco pode desordenar o equilibrio entre a proliferacdo celular e a MCP
necessaria a embriogénese, sendo o zinco um fator importante para governar o
destino das células durante o desenvolvimento da planta.

Ricinossomos, descobertos no endosperma senescente de mamona em
germinacao (Ricinus communis), sdo organelas muito importantes envolvidas na
MCP. Schmid et al. (1998) encontraram elevadas quantidades de uma pro-
endopeptidase cisteinica, nomeada CysEP que esta localizada nos ricinosomos.
Esta protease possui um pré-peptideo N-terminal e um sinal C-terminal de
retencdo no reticulo endoplasmatico (KDEL). O ricinossomo é responsavel pelo
colapso celular e pela acidificacéo do citosol, provocando a maturacdo da CysgP
(Gietl e Schmid, 2001). Schmid et al. (1999) observaram que as células do
endosperma de R. communis sofrem MCP durante a germinacdo, ap0s 0S
compostos de reserva terem sido mobilizados, sendo este fendmeno associado
com o acumulo e liberacdo de endoproteases cisteinicas dos ricinossomos.
Greenwood et al. (2005) relataram que, durante o desenvolvimento de sementes
de R. communis, células do nucelo morrem por MCP. Durante este processo, 0
conteudo dos ricinossomos é descarregado no citoplasma, e a CysgEP ativada
destrodi as proteinas remanescentes.

Lombardi et al. (2007) descreveram eventos de PCD em células de
suspensor de Phaseolus coccineus, relatando a liberacdo do citocromo C da
mitocondria para o citosol e a ativacdo de proteases do tipo caspase-simile. Xie et
al. (2008) observaram que, em cotilédones germinantes de sementes de algodao,
a MCP ocorre de forma assincrona, onde as células em processo de MCP surgem
inicialmente na por¢gdo marginal dos cotilédones progredindo para a parte central
deste tecido. Em milho, durante a embriogénese, Giuliani et al. (2002) detectaram
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nucleos TUNEL-positivos no escutelo, coleoptilo, na coifa da raiz e nas células do
suspensor. Boren et al. (2006) observaram uma atividade VEIDase in vivo durante
a PCD em cariopse de cevada. Tal atividade foi localizada no endosperma
amilaceo e o seu aumento esta bem correlacionado com os altos niveis de PCD
nos cariopses jovens.

De Bonno e Greenwood (2006) observaram a existéncia de dois programas
diferentes de morte nas células endospérmicas de sementes de tomate. A morte
pos-germinativa de células do endosperma lateral e micropilar mostraram
caracteristicas morfolégicas compativeis com a MCP, tais como vesiculas
precursoras de proteases e 0 surgimento de organelas derivadas do reticulo
endoplasmatico. Na auséncia do embrido, a MCP nédo foi detectada no
endosperma lateral. Além disso, a influéncia do embrido na ocorréncia da MCP no
endosperma lateral também foi observada através da adicdo de &cido giberélico
(GA). De maneira oposta, as células do endosperma micropilar sofrem MCP com
ou sem o embrido, e neste caso, a adicdo de GA apenas foi capaz de acelerar a
MCP. A presenca de vesiculas contendo proteases e organelas derivadas do
reticulo endoplasmatico, considerados marcadores da MCP, foram vistas tanto
em células poés-germinativas laterais quanto nas micropilares. Os autores
sugerem que uma pos-embebicéo tardia com GA promove a MCP no endosperma
lateral e a ocorréncia da morte no endosperma micropilar ocorre um pouco antes
ou entdo no inicio de embebicdo. Lopéz-Fernandez e Maldonado (2013)
detectaram a ocorréncia da MCP durante o desenvolvimento do perisperma de
quinoa. Os autores observaram que durante este processo, ocorrem mudangas
morfolégicas no ndcleo, como o desaparecimento do nucléolo e a dispersdo da
cromatina. A fragmentacdo do DNA ocorreu em estagios iniciais do
desenvolvimento, analisados por ensaio TUNEL, e, nos estagios intermediarios do
desenvolvimento, houve a participacdo de uma protease caspase-simile com
atividade VEIDase .

1.6 — A MCP em tegumentos de sementes
O tegumento (testa ou casca) das sementes representa a interface entre o
embrido e o ambiente exterior a semente. Sua fungcdo € bem reconhecida na
promogdo de dispersdo das sementes, sobrevivéncia em ambientes hostis e

protecdo do embrido contra pestes e patégenos (Moise et al., 2005). Ele ainda
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monitora 0 meio para detectar condi¢des favoraveis a germinacdo. O tegumento
constitui-se ndo somente num envoltério protetor, mas é um tecido
fisiologicamente e metabolicamente ativo e dinamico.

Em sementes em desenvolvimento, as quais estdo fisiologicamente
conectadas a planta parental, os tegumentos sdo os condutores para o embrido.
Por exemplo, o fluxo de fotoassimilatos dos tecidos maternos ao embrido em
desenvolvimento é facilitado por invertases associadas ao tegumento, as quais
convertem sacarose em glicose e frutose (King et al., 1997; Sheen et al., 1999;
Weber et al.; 1995; Wobus e Weber, 1999). Existe um numero cada vez maior de
evidéncias que sugerem um didlogo inteligente entre 0 metabolismo materno e o
desenvolvimento da semente (Wan et al.,, 2002). Acredita-se que sinais
morfogénicos para o desenvolvimento do embrido e preenchimento da semente
incluem metabolitos e seus respectivos gradientes de transporte entre tecidos
maternos e embrionarios (Wobus e Weber, 1999). Neste sentido, o tegumento
desempenha papel central na garantia de um fluxo de sinais adequados, além do
suprimento nutricional para suporte do embrido.

Em certas plantas cultivadas, o tegumento possui ainda implicacdes
econbmicas. Brassica napus (colza) e B. rapa (canola) sdo importantes culturas
oleaginosas, também usadas como um suplemento protéico rico para alimentacdo
forrageira no mundo. O tegumento destas sementes contribui com sua massa e
assim reduz o contetdo protéico e oléico da cultura. O tecido permanece nos
residuos da extracdo do Oleo e sua coloracdo escura, juntamente com fendis
causadores de tal coloracdo, sdo considerados fatores antinutricionais. Cerca de
40 anos atras, o tegumento da semente de uma variedade incolor de B. rapa
(entdo conhecida como B. campestris) foi examinado anatomicamente, no entanto
apenas sob uma perspectiva de analise de seu potencial uso na alimentacdo
(Vaughan, 1958). De la para cé, apesar da biologia molecular do desenvolvimento
embrionério, da acumulacdo de moléculas de reserva e da maturacdo de
sementes terem sido bem temas examinados, no que se refere ao
desenvolvimento e maturacédo do tegumento, pouca atengéo tem sido dada.

O tegumento é um tecido materno derivado dos integumentos internos e
externos do 6vulo. O integumento externo foi estudado com detalhes em
Arabidopsis thaliana (Western et al., 2000; Windsor et al., 2000); ja o integumento

interno ndo tem sido investigado. O desenvolvimento do tegumento parece sofrer
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uma fase expansiva, seguida de uma redutiva, no que se refere ao namero de
células e de camadas celulares; alguns dos tecidos que sdo elaborados nos
estagios iniciais e intermediarios do desenvolvimento desaparecem em sementes
maduras. Os integumentos internos, por exemplo, se tornam comprimidos e
impregnados com pigmentos que conferem a coloragdo marrom caracteristica das
sementes da familia Brassicaceae. Wan et al. (2002) mostrou que o integumento
interno de colza (B. napus) sofre uma coordenada MCP durante o
desenvolvimento da semente, sendo evidente a mobilizacdo de amido, a
vacuolizacdo do citoplasma e a fragmentacado do DNA. Eles também encontraram
um gene de uma protease cisteinica (BnCysP1) que € expressa exclusivamente
neste tecido quando em processo de MCP. A producao desta proteinase foi vista
como sendo temporalmente e espacialmente controlada pela planta para limita-la
a fase degenerativa do desenvolvimento do integumento interno. Este é o primeiro
relato de um gene que se expressa apenas no tegumento e esta envolvido com a
MCP deste tecido. Nakaune et al. (2005) encontraram uma enzima de
processamento vacuolar (6-VPE) que € especifica e transitoriamente expressa em
duas camadas celulares do tegumento de A. thaliana, durante o estagio inicial do
desenvolvimento da semente. Em mutantes deficientes da 5-VPE, a MCP nestas
camadas é adiada. Esta enzima € encontrada no interior e exterior das paredes
celulares do tegumento que estdo em processo de MCP e apresenta atividade
proteolitica do tipo caspase 1-simile.

A diferenciacao do tegumento inclui algumas das mais drasticas alteracdes
celulares no desenvolvimento da semente e culmina na morte de células neste
tecido, como descrito em A. thaliana (Haughn e Chaudhury, 2005). Analises
genéticas nesta espécie tém contribuido substancialmente para o entendimento
de muitos aspectos da biologia de tegumentos e tais avancos representam
potenciais contribuicbes ao entendimento de importantes eventos celulares, tais
como a sintese de parede celular secundaria, direcionamento protéico a vacuolos,
morfogénese celular e MCP (Haughn e Chaudhury, 2005). De posse de tais
informacgdes, disponibilizar-se-8o ferramentas apropriadas para a manipulacao

dos processos de dorméncia e germinacdo de sementes, por exemplo.
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1.7 - O papel da mitocondria na morte celular programada

As mitocondrias sao classicamente sabidas como organelas geradoras de
energia das células. Porém, recentemente, tem-se descoberto um papel central
desta organela como mediadora do processo de MCP, tanto em plantas como em
animais (Green e Read, 1998; Jones, 2000; Blackstone e Kirkwood, 2003).
Durante o processo de MCP séo observadas mudangas em toda a ultraestrutura e
fisiologia da mitocondria, podendo variar de acordo com o tipo celular em estudo.
As mudancas fisiolégicas incluem alteracbes no potencial de membrana,
acumulacdo de espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da producédo de ATP,
e as mudancgas estruturais incluem inchaco e desorganizacdo das cristas
mitocondriais, descontinuidades na membrana externa, inchacos na matriz
mitocondrial e perda de densidade eletrénica (Thomas e Franklin-Tong, 2004).

O citocromo C é uma proteina altamente conservada que estéd associada a
membrana mitocondrial interna. Ele funciona dentro da mitocondria como um
carreador de elétrons entre os complexos lll e IV da cadeia transportadora de
elétrons, desempenhando um papel-chave na respiracdo aerdbica de plantas,
animais e fungos (Goodsell, 2004). Além disso, o citocromo C € um componente-
chave da apoptose, em mamiferos (Balk et al., 1999). Durante o evento de
apoptose, o citocromo C € liberado da mitocondria apos a percepcéo de um sinal
de morte e combina-se com Apaf-1(apoptotic peptidase activating factor 1),
procaspase-9 e dATP para formar o apoptossomo. O apoptossomo entao inicia
uma cascata proteolitica de ativacdo de caspases, que leva a destruicao
apoptética da célula através da clivagem de componentes celulares-chave. O
papel central executado pelo citocromo C na apoptose, em mamiferos, em
conjunto com o alto grau de conservagdo de sua seqiéncia primaria, tem levado
pesquisadores a tentar descobrir que papel, caso exista, o citocromo C tem na
MCP de plantas.

Balk et al. (1999) induziu MCP em cotilédones de pepino usando um
tratamento de aquecimento a 55°C e demonstrou que o citocromo C comeca a
migrar da mitocdndria, quase que imediatamente, e torna-se indetectavel na
mitocondria apds 3 horas. Também foi demonstrado que essa translocagdo é
seletiva e ndo um resultado da ruptura da membrana mitocondrial, uma vez que
outra proteina mitocondrial, a fumarase, nao foi detectada no citosol. Virolainen et

al. (2002) também detectaram a liberagdo do citocromo C pelas mitocondrias em
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plantulas de trigo submetidas a estresse anodxico e Lombardi et al. (2007)
observaram o mesmo fendmeno durante a degeneragdo do suspensor de
sementes de Phaseolus coccineus. A liberacdo do citocromo C usualmente
precede a fragmentacdo do DNA; entdo sua localizacdo celular durante esse
periodo € de critica relevancia para qualquer pressuposto feito sobre o papel do
citocromo C na MCP em plantas, em geral.

1.8 - Atividades bioldgicas de cistatinas e suas funcdes em plantas

Cistatinas sé@o proteinas capazes de inibir proteases cisteinicas e sao
amplamente distribuidas nos eucariotos (Turk e Bode 1991; Margis et al. 1998).
Cistatinas vegetais sdo chamadas fitocistatinas e tém sido relacionadas com a
regulacdo de proteinases cisteinicas enddgenas envolvidas na mobilizacdo de
proteinas de reserva durante a germinagdo de sementes ou em outros processos
fisiolégicos de tecidos vegetais (Fernandes et al., 1991; Abe et al., 1991;
Watanabe et al., 1991; Lim et al., 1996; Ojima et al., 1997; Kiyosaki et al., 2007).
A regulacdo de protedlise endogena € exemplificada pela habilidade de
orizacistatinas (inibidores de proteinases cisteinicas de arroz) inibirem orizainas
(proteases cisteinicas de arroz) de sementes de arroz (Watanabe et al., 1991,
Ojima et al., 1997; Abe et al., 1987; Hosoyama et al., 1994).

Estudos do padrao de expressao tecidual e temporal de cistatinas tém sido
ferramentas para investigacées dos papéis das cistatinas de soja (Misaka et al.,
1996), milho (Abe et al., 1994), batata (Grunden et al., 1997), trigo (Kuroda et al.,
2001) e de feijao-de-corda (Flores et al., 2001). As localizacbes determinadas sao
consistentes com ambos os papéis de protecdo (exo-regulacdo de predadores) e
endo-regulagéo, e diversos destes trabalhos relatam a possibilidade de diferentes
isoformas de cistatinas, encontradas em cada espécie, relacionarem-se a
diferentes funcdes. No caso de feijdo-de-corda, tais estudos observaram padroes
complexos de atividades proteinasicas e de cistatinas durante o desenvolvimento
de sementes (Fernandes et al., 1991), bem como variada localizagcdo em células e
tecidos (Flores et al., 2001). Neste ultimo trabalho uma distribuicdo uniforme de
cistatinas em cotilédones e eixos, exceto por uma maior concentracdo em células
epidérmicas da zona de abscisdo entre os cotilédones, foi relatada. Similarmente,
a cistatina de soja concentra-se numa camada periférica de células cotiledonéarias

(Misaka et al., 1996). Estes autores, contudo, nao atribuem nenhuma importancia
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especial a tal localizagdo. Em feijdo-de-corda, ao contrario, sugeriu-se que tal
concentracéo elevada em uma camada celular periférica seria compativel com um
papel de defesa do tecido vegetal. Por outro lado, a sequéncia de aminoacidos
deduzida de uma cistatina clonada de sementes de feijao-de-corda (Fernandes et
al., 1993) foi vista como deficiente em peptideo sinal N-terminal, sugerindo que
ndo deva ser transportada por um sistema secretorio. Outros resultados
demonstram que além de uma localizagdo citoplasmatica, cistatinas de V.
vexillata, espécie ndo cultivada do género Vigna, sdo encontradas em espacos
extracelulares e em paredes celulares de cotilédones e que, portanto, um
processo de translocacdo poderia ser admitido (Avila et al., 1999; Da Cunha et al.,
2007).

O interessante fato registrado em 1990 (Kondo et al., 1990), acerca de
diferencas estruturais entre orizacistatinas | e Il que implicavam em diferentes
potenciais inibitorios e especificidades contra enzimas—alvo, ficou quase 10 anos
inexplorado. Trabalhos recentes mostraram que especificidade e poténcia de
cistatinas contra proteinases-alvo, dependem de detalhes estruturais, em geral,
na regido N-terminal (Estrada et al., 1999; Tseng et al., 2000; Wojnar et al., 2001,
Koiwa et al.; 2001). Variantes de cistatinas de soja, com muta¢cfes no residuo
W78 em regides de algas tipo “hairpin”, mostraram valores duas vezes maiores de
Ki contra papaina (Koiwa et al., 2001). Aguiar et al., em 2006, constataram que o
alto potencial de uma cistatina de feijdo-de-corda contra insetos bruquideos
Acanthoscelides obtectus e Zabrotes subfasciatus, provavelmente devia-se a
presenca de 5 residuos N-terminais, ndo presentes na cistatina de soja, cujo
potencial inibitério contra enzimas de tais insetos era aproximadamente 50 a 60
vezes inferior.

Existe uma complexidade de papéis fisiolégicos pensados hoje para as
fitocistatinas. Dentre esses, ha indicios de que elas participariam de processos de
sinalizacao celular e transducao de sinais (Satoh, 1998). Nos trabalhos do grupo
japonés, uma cistatina extracelular, insoluvel (Ojima et al., 1997), de tecidos
cultivados in vitro de sementes de cenoura, foi envolvida em processos de
transducédo de sinais celulares e de interacao tecidual entre células, sendo capaz
de interagir com glicoproteinas soluveis de 57 kDa, que por sua vez, ligavam-se a

peptideos homodlogos a insulina.
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Ainda no campo das novas sugestdes de papéis fisiologicos para
fitocistatinas estda sua participacdo em eventos de MCP que se seguem, por
exemplo, a ataques de patégenos, levando a resposta de hipersensibilidade
(Ussuf et al., 2001). Tem sido demonstrado que a expressdo ectopica de
cistatinas inibe a atividade de proteinases cisteinicas induzidas, o que por sua
vez, bloqueia a MCP (Solomon et al., 1999). Também foi observado por Belenghi
et al. (2003), que a super-expressao da cistatina constitutiva ATCYS1 suprime a
resposta hipersensivel em plantas de tabaco e cultura de células de Arabidopsis,
bloqueando a morte celular. Sugere-se, assim, que o balanco entre proteinases
cisteinicas e cistatinas regula a MCP.

1.9 - Justificativa do estudo

A diferenciagéo do tegumento inclui modificagbes celulares das mais
dramaticas observadas durante o desenvolvimento da semente, culminando na
sua completa desidratacdo ao final do desenvolvimento, e subsequente
eliminacdo apds a reidratacdo da semente, diurante a germinacdo. Mesmo
completamente desidratadas, as células do tegumento conferem protecdo ao
embrido até sua subseqiente reidratacdo, além de estarem envolvidas nos
processos de dorméncia e germinacdo e também na dispersdo das sementes. A
submissdo deste tecido a tais drasticos processos de alteracdes e desidratacao
pressupde um processo de morte celular, o qual é objeto direto do estudo da
presente tese. A deteccdo de proteinases cisteinicas ativas em tegumentos de
sementes desidratadas e quiescentes de Vigna unguiculata por nosso grupo de
pesquisa (Lima, 2011) levantaram questionamentos acerca do possivel
envolvimento destas enzimas com processos orquestrados de MCP nestes
tecidos e reforcam nossa suposicéo da ocorréncia de MCP em tegumentos.

A hipbtese aqui investigada diz respeito a vinculacdo compulsoéria da
ocorréncia da morte celular programada do tegumento ao processo posterior de
germinacdo das sementes. Para que este evento germinativo ocorra com
eficiéncia seria vital a MCP de tegumentos e sua consequente eliminacdo antres
da germinacédo. Portanto, a presente pesquisa visa contribuir com o conhecimento

cientifico sobre eventos de MCP em tegumentos de sementes e sua relevancia
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aos fendmenos fisiologicos do desenvolvimento e posterior germinacdo de
sementes.

A evolucdo do conhecimento acerca de tais processos propicia a geracao
de uma fundamentacdo sdlida para o desenvolvimento de tecnologias de

manipulacdo genética de sementes.

2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo geral
Pretendeu-se, neste trabalho, investigar a ocorréncia de MCP em
tegumentos de sementes de Vigna unguiculata durante o processo de

desenvolvimento.

2.2 — Objetivos especificos

2.2.1 - Diagnosticar, por analises morfogénicas e bioguimicas, eventos de MCP
em tegumentos em desenvolvimento e quiescentes de sementes de Vigna

unguiculata;

2.2.2 - Detectar, quantificar e caracterizar moléculas potencialmente envolvidas
com MCP em tegumentos, tais como proteinases cisteinicas caspase-simile,

metacaspases e cistatinas;
2.2.3 - Estudar a expressdo de metacaspases e cistatinas, ao nivel génico e de
produtos de traducdo, em tegumentos, ao longo dos seus processos de

desenvolvimento e maturacéo;

2.2.4 - Analisar a expresséo de genes codificadores de metacaspases e cistatinas

ao nivel celular, em diferentes camadas do tegumento.
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3. MATERIAIS E METODOLOGIAS

3.1 - Parte I: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL DO
EVENTO DE MCP

3.1.1 — Obtencéao do material botanico

Sementes de Vigna unguiculata durante os seus diferentes estagios de
desenvolvimento e quiescentes foram utilizadas. Para a obtencdo dos tegumentos
de sementes em desenvolvimento, sementes quiescentes foram plantadas no
periodo do verdo (fevereiro), no campus da Universidade. Durante o periodo de
floracdo (cerca de dois meses apos o plantio), as flores abertas foram etiquetadas
com a data em que ocorreu a polinizacdo, e as vagens foram colhidas em
diferentes dias ap0s a polinizagéo (6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, e 24 dias apés
a polinizacdo - DAP). Como a planta de estudo é auto-polinizavel e apresenta
abertura e fechamento das flores no mesmo dia, o dia em que ocorreu a
polinizacdo corresponde ao dia da antese. As vagens entdo foram abertas e as
sementes retiradas; apdés terem sido pesadas, tiveram seus tegumentos
removidos (exceto nos dias 6 DAP e 8 DAP, em que ainda nao € possivel a
dissecacdo). Todo o processo de dissecacao foi realizado a baixas temperaturas.
Os tegumentos foram entdo liofilizados e macerados com o auxilio de um
almofariz e um pistilo. As farinhas obtidas foram armazenadas a -20°C até a
posterior utilizacdo. Para a realizacdo dos experimentos de biologia molecular
durante o estagio-sanduiche na Universidade de Durham-UK, sementes foram
plantadas em estufa com condicBes controladas para obtencdo de sementes
frescas. Uma vez que, por motivos desconhecidos, as plantas nao floresceram,
todos os experimentos de biologia molecular foram realizados com material

liofilizado e pré-fixado no Brasil.

3.1.2 - Andlise do processo de formacdo de tegumentos de sementes de
feijdo de corda (Vigna unguiculata)

As sementes em diversos estagios apos polinizacdo foram cortadas e
fixadas em uma solucédo contendo cacodilato de sédio 0,1 M; formaldeido 4% e
glutaraldeido 2,5% pH 7,2 por 48 h, lavadas 3 vezes de 30 min com tamp&o

cacodilato de sédio 50 mM pH 7,2. Apds o processo, as sementes foram pos-
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fixadas com uma solucdo de tampéao cacodilato de sédio 50 mM contendo 1% de
0OsO,4 por 1 h e lavadas 3 vezes de 30 min com tampéo cacodilato de sédio 50
mM pH 7,2. Posteriormente, foram desidratadas em concentracdes crescentes de
acetona (30%, 50%, 70%, 90% e trés vezes de 100%, por 1 h cada uma) e
infiltradas em misturas com concentracoes decrescentes de acetona e crescentes
de epon (3 partes de acetona: 1 de epon; 2 partes de acetona: 1 de epon; 1 parte
de acetona: 1 de epon; 1 parte de acetona: 2 de epon; 1 parte de acetona: 3 de
epon) por 8 h cada uma. A inclusdo foi realizada em epon puro e as amostras
foram deixadas em uma estufa a 60°C por 48 h para polimerizagdo. Os blocos
foram cortados em um ultramicrétomo (cortes de 0,5 uM de espessura) e corados
com azul de toluidina 1%, selados com Entellan R (Merck) e observados em
microscépio de campo claro para avaliacdo da anatomia e morfologia dos tecidos

do tegumento.

3.1.3 — Andlise subcelular dos eventos de MCP de tegumentos de Vigna
unguiculata em desenvolvimento por Microscopia Eletrbnica de
Transmissao (MET)

Sinais ultraestruturais de eventos de MCP, nos estagios de
desenvolvimento das sementes, foram analisados por microscopia eletrénica de
transmissdo (MET). As sementes foram fixadas utilizando-se uma mistura de
paraformaldeido 4% e glutaraldeido 2,5% em tampé&o cacodilato de so6dio 50 mM,
pH 7,2 por 24 h a 4°C. Posteriormente, as sementes foram pés-fixadas em uma
série de concentracdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e trés vezes
de 100%) e embebidas em resina epoxi (Epon®). Cortes ultrafinos (80 nm) foram
montados em grades de cobre (300 mesh) e contrastados em acetato de uranila
alcodlico a 1%, seguidos por citrato de chumbo aquoso a 5%. As secg¢Bes foram
analisadas em um microscopio eletronico de transmissao Zeiss TEM 900 (Zeiss,

Wiesbaden, Germany) a uma voltagem de aceleracéao de 80 kV.

3.1.4 — Testes de integridade de membranas de tecidos de sementes de
Vigna unguiculata em desenvolvimento

As sementes em diferentes estagios de desenvolvimento foram fixadas em
um solucado de etanol 50%, formaldeido 37% e acido acético glacial (90:5:5 v/v) e

cortadas a mao livre e montadas sobre laminas. Foi entdo preparada uma solugéo
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concentrada de brometo de etidio e laranja de acridina (50 mg de brometo de
etidio e 15 mg de laranja de acridina misturados em 1 mL de etanol e adicionados
49 mL de &gua destilada). Esra solucao foi diluida 100 vezes e 30 ul foram
adicionados aos cortes, que foram imediatamente observados em um microscépio
de fluorescéncia (filtro primario 495 nm e filtro secundario 515 nm) para analise da
viabilidade celular: células que fluorescem em verde (com laranja de acridina)
estdo vivas e ceélulas que fluorescem em laranja (com brometo de etidio) estédo

mortas ou em provavel processo de MCP.

3.1.5 — Andlise in situ (TUNEL - Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP
nick end labeling) da fragmentacdo do DNA em tegumentos de Vignha
unguiculata em desenvolvimento

Para a realizacdo deste ensaio, sementes frescas em diferentes estagios
do desenvolvimento foram fixadas em um solucdo de etanol 50%, formaldeido
37% e &cido acético glacial (90:5:5 v/v) por 12 h a 4°C e lavadas de hora em hora,
por 3 vezes, com etanol 50%. Posteriormente, as amostras foram desidratadas
em concentracdes crescentes de etanol (50%, 60%, 70%, 100%, por 1 h cada
uma). A infiltracdo e inclusdo em historesina (Leika) foram realizadas de acordo
com as instrucdes do fabricante. Cortes de 5 uM de espessura foram obtidos para
a deteccdo da fragmentacdo in situ do DNA através do kit TUNEL (In situ cell
death detection kit, TMR red - ROCHE), de acordo com as instrucbes do
fabricante. Esta técnica permite a marcacdo de grupos 3'-OH livres nas
terminacbes de DNAs fragmentados (Wan et al., 2002). Para observagdo de

nucleos, foi utilizado o DAPI como contraste (ProLong® Gold, Life Technologies).

3.2 - Parte Il: CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE MOLECULAS
ENVOLVIDAS NO EVENTO DE MCP

3.2.1 - Analise da fragmentacdo do DNA através da deteccdo de

oligonucleossomos em tegumentos durante o desenvolvimento
Para a deteccdo de oligonucleossomos formados em consequéncia de
eventual processo de MCP, no citoplasma de células de tegumentos em
desenvolvimento, foi empregado o kit Cell Death Detection ELISA (Roche Applied
Science - version 10.0). Para tal, 50 mg de tegumentos liofilizados de 10 até 24
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dias ap0s a polinizagdo foram imersos em nitrogénio liquido para o rompimento
das paredes celulares. Tampéo de lise (400 uL), fornecido no kit, foi adicionado as
amostras, entdo incubadas a 4°C por 30 min. Apds este procedimento, as
amostras foram centrifugadas a 200 x g, por 10 min e 20 uL do sobrenadante
foram adicionados a uma placa de micropogos, previamente sensibilizada,
fornecida no kit pelo fabricante. Uma aliquota de 80 uL do imunoreagente,
contendo uma mistura de anti-histona-biotina e anti-DNA-POD (peroxidase) foi
adicionada. ApoOs a incubacéo por 2h sob agitacdo (300 rpm) e a temperatura
ambiente, as amostras foram lavadas e a revelacao realizada com tabletes de
ABTS (Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotriazolina-6-sulfénico), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A analise estatistica dos resultados foi realizada
utilzando-se o programa GraphPad Prism, versdo 5.0 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA, www.graphpad.com). Os dados foram submetidos analise de
variancia (ANOVA one-way), seguido pelo teste a posteriori de Tukey para
multipla comparagéo entre as amostras. Os resultados representam a média de

trés experimentos independentes + erro padrao da média.

3.2.2 — Isolamento das fra¢cdes citosélicas e mitocondriais dos tegumentos
em desenvolvimento
Para analisar se durante a MCP do tegumento ha a liberacdo do citocromo
C, as mitocodndrias do tecido foram isoladas da fracdo citosolica como descrito por
Lombardi et al. (2007). Todo o processo foi realizado no gelo. Para tal, 10 mg de
tegumentos frescos foram homogeneizados em um almofariz com 2 ml de tampéao
homogeneizador (manitol 0,4 M, HEPES/KOH 20 mM, EDTA 1 mM, BSA 0,2%,
PVPP 0,6% e cisteina 8 mM, pH 7,4). O homogenato foi entdo filtrado e
centrifugado por 10 min a 1000 x g, a 4°C, para descartar restos celulares. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo e novamente centrifugado por 20
min, a 15000 x g, a 4°C. O sobrenadante corresponde a fracdo citosdlica e o
sedimento corresponde a fracdo mitocondrial. A fracdo mitocondrial foi lavada
com tampao HEPES/KOH, 20 mM, manitol 0,4 M, EDTA 1 mM, pH 7,4 e
recentrifugada por 3 vezes (20 min, 15000 x g, 4°C) para eliminar qualquer
contaminacao da frag&o citosolica.
Atividades para a enzima citocromo C oxidase de mitocondrias isoladas
foram analisadas para confirmacao da integridade mitocondrial com o emprego do
27



kit “Cytochrome C Oxidase Assay” (Cytocox1, Sigma). Nao foi possivel isolar as
fracOes subcelulares de tegumentos de 24 DAP, em virtude do alto grau de

desidratacdo do tegumento neste estagio.

3.2.3 - Andlise da liberac&o do citocromo C pelas mitocéndrias

As fragBes mitocondriais e citosoélicas foram quantificadas quanto ao seu
teor protéico por metodologia de Bradford (1976) e a deteccdo da liberacdo do
citocromo C das mitocéndrias para o citosol foi analisada empregando-se ensaio
do tipo ELISA. Uma placa de 96 pocos foi sensibilizada por 12 h, a 4°C, com 10
ug de proteinas provenientes das fracdes citosélicas e mitocondriais resuspensas
em 100 pl de tampéo carbonato 15 mM, bicarbonato 35 mM, pH 9,6 e lavada 8
vezes com tampéo PBS pH 7,6 contendo Tween 0,05% (280 pl/pogo). Em cada
poco foram adicionados 300 pul de tampéo bloqueador (PBS pH 7,6 com Tween
0,05% e BSA 1%). Os pocos foram lavados 8 vezes com tampédo PBS pH 7,6
contendo Tween 0,05% (280 ul/pogo). Foram adicionados, em cada poco, 50 pl
do anticorpo primario anti-citocromo C de frango (1:1000) (Santa Cruz) e a placa
foi incubada por 2 h a temperatura ambiente. Os pogos foram novamente lavados
com tampao PBS/ Tween e adicionados 50 pul do anticorpo secundario IgY de
frango conjugado com fosfatase alcalina (1:1000) (Santa Cruz). Os pocos foram
novamente lavados com tampéo PBS/ Tween e a reacéo foi revelada pela adicdo
de 50 ul de uma solugéo de acido citrico 0,1M, fosfato de sédio monobasico 0,2
M, peréxido de hidrogénio 9% e 0,4% de orto-fenilenodiamina, pH 5,0. A reacao
foi parada adicionando-se 50 ul de &cido sulfdrico 3 N. A andlise estatistica foi

realizada como descrito no item 3.2.1.

3.2.4 — Extragdo de pigmentos de tegumentos quiescentes e em diferentes
estagios de desenvolvimento

Para a remocao de pigmentos, tegumentos de sementes quiescentes e em
desenvolvimento foram submetidos a duas extracbes consecutivas em éter 100%
na proporcao de 1:20, por 10 min e centrifugadas a 2000 x g por 1 min. Apos a
evaporacao do éter em temperatura ambiente, as amostras foram submetidas a

extracao de proteinas.
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3.2.5 — Extracdo de proteinas de tegumentos quiescentes e em diferentes
estagios de desenvolvimento

Apoés a extracdo de pigmentos, as farinhas de tegumentos das sementes
nos diferentes estagios do desenvolvimento e quiescentes foram submetidas a
extracdo em tampao HEPES/KOH 100 mM, contendo 10% de sacarose, 0,1% de
CHAPS, 5 mM de DTT, 1 mM de EDTA e 2% de PVPP em pH 7,0; na proporcao
de 1:8 (m/v) por 2 h, a 4°C e em constante agitacdo. Os extratos foram
centrifugados por 10 min a 15.000 x g e a 4°C. Os sobrenadantes foram
liofilizados e os sedimentos descartados. As fracBes protéicas de tegumentos
obtidas de sementes em diferentes dias apds a polinizacdo e quiescentes foram
submetidas a quantificacéo protéica pelo método de Bradford (1976), utilizando-se
o reagente de Bradford (Bio Agency). Foi realizada uma curva-padrao contendo
albumina sérica bovina (BSA) em uma faixa de 0 a 20 ng, a intervalos regulares
de 2 ug. As medicdes de absorbancia foram realizadas em um espectrofotdmetro

sob um comprimento de onda de 595 nm.

3.2.6 — Visualizagdo por SDS-PAGE do perfil protéico de extratos de
tegumentos ao longo do desenvolvimento

Amostras protéicas de extratos de tegumentos em diferentes tempos apos
polinizacdo foram visualizadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) na
presenca de SDS, de acordo com o método de Laemmli (1970), usando-se um gel
de separacdo a 12% contendo 4,0 mL de poliacrilamida (29,2% de acrilamida e
0,8% de metileno-bis-acrilamida) 3,3 mL de agua, 4 uL de TEMED, 100 uL de
APS e 100 uL de SDS 10% em 2,5 mL de tampéao Tris/HCI 1,0 M pH 6,8 e um gel
de aplicacdo contendo 670 uL de acrilamida, 2,7 mL de agua, 4 uL de TEMED, 40
uL de APS 10% e 40 uL de SDS 10% em 0,5 mL de tampao Tris/HCI 1,5 M, pH
8,8.

A cada poco do gel foi aplicado um volume de 20 uL de amostra, sendo 10
ug de proteinas dissolvidas em 12 ul de tampé&o de amostra (0,8 mL de glicerol, 1
mL de tampéo Tris/HCI 50 mM pH 6,8; 1,6 mL de SDS 10%, 400 ul de B-
mercaptoetanol e 0,4 mL de azul de bromofenol 1%) e 8 uL de Tris/HCI 50 mM pH
7,0. Os marcadores de massa molecular utilizados foram as seguintes proteinas:

miosina (200 kDa) B-galactosidase (116 kDa), fosforilase B (97 kDa), albumina
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sérica bovina, (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (29,3 kDa)
todos dissolvidos em tampao de amostra desnaturante contendo uréia 6M em sua
composicao.

A eletroforese foi processada em uma voltagem constante de 100 V, por 2
horas. Apés o processo, o gel foi corado por Coomasie Brilliant Blue R a 0,1% em
uma solucéo de 40 mL de metanol, 10 mL de &cido acético e 50 mL de agua e
entdo descorado com uma solucdo de 40 mL de metanol, 10 mL de acido acético

e 50 mL de agua.

3.2.7 — Visualizacdo da atividade de proteases cisteinicas em tegumentos
guiescentes e em desenvolvimento por zimografia

Para a deteccdo da atividade gelatinolitica de proteinases cisteinicas foram
preparados dois géis contendo gelatina em uma concentracédo final de 0,1% em
gel de poliacrilamida 12%, tendo por base a metodologia descrita primeiramente
por Heussen e Doudle (1980). Os marcadores de massa molecular foram o0s
mesmos descritos no item 3.2.5.

Para ambos os géis, a eletroforese foi processada como descrito em 3.2.6
e apOs o processo, os géis foram lavados com Triton X-100 2,5% por 2 vezes,
durante 30 min cada. Um dos géis foi incubado em um banho-maria por 24 h a
37°C em tampao acetato de sédio 50 mM, pH 5,6 contendo DTT 1 mM e albumina
bovina 0,1% (para simular o pH do vacuolo) e o outro gel foi incubado nas
mesmas condi¢des, em tampéao Tris/HCI 50 mM, pH 7,4 contendo DTT 1 mM e
albumina bovina 0,1% (para simular o pH do citosol).

Posteriormente, o gel foi corado por uma solucdo contendo Coomasie
Brilliant Blue R a 0,1% em uma solucdo de metanol:4cido acético:agua (40:10:50)

e descorado com uma solugao de metanol:acido acético:agua (35:10:55).

3.2.8 — Deteccado das atividades de proteinases cisteinicas caspase-simile
em tegumentos quiescentes e em desenvolvimento de V. unguiculata, na
presenca e auséncia de inibidores especificos

Extratos protéicos de tegumentos das sementes foram avaliados para a
presenca de proteinases cisteinicas caspase-simile, usando-se 0s substratos
colorimétricos Ac-DEVD-pNa (especifico para caspases 3/7), Ac-VEID-pNA

(especifico para caspase 6), Ac-IETD-pNA (especifico para caspase 8) e Ac-
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LEHD-pNa (especifico para caspase 9). Os ensaios foram realizados de acordo
com Lombardi et al. (2007), com algumas modificacdes. O meio de reacao teve
um volume final de 150 pL, contendo 25 ug de proteinas de extratos de
tegumentos quiescentes ou em diferentes estagios de desenvolvimento
(previamente quantificados por Bradford e liofilizados) e 75 uM de substrato. Para
simular o pH do citosol e do vacuolo, foram utilizados dois tampdes de incubacéo
diferentes: tampé&o acetato de sédio 50 mM, pH 5,6 contendo DTT 1 mM e 1% de
albumina bovina ou tampé&o Tris/HC| 50 mM, pH 7,4 contendo DTT 1 mM e 1% de
albumina bovina. As amostras foram colocadas em banho-maria a 37°C e
incubadas por 8 h. O produto derivado da hidrélise dos substratos (p-nitroanilida)
foi determinado a partir da absorbancia em 405 nm utilizando-se um leitor de
microplacas. Uma curva-padrao foi feita, utilizando-se caspase 3 humana, para se
estabelecerem valores de atividade referenciais, além de leituras-padrdo de
solucdes contendo 5 e 10 uL de p-nitroanilida livre (estoque de 1 mg/mL). Uma
mistura de tampao de atividade e substrato foi utilizada como controle negativo.
Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
necessaria para causar uma variacdo de 0,1 Ass nm min?, nas condicdes do
ensaio. Uma vez detectadas atividades de familias especificas de enzimas, os
testes foram repetidos em presenca de 75 uM de inibidores, também especificos
para as classes de enzimas acima discriminadas: Ac-DEVD-al (caspases 3/7), Ac-
VEID-al (caspase 6), AC-IETD-al (caspase 8) e AC- LEHD-al (caspase 9). A
analise estatistica foi realizada como descrito no item 3.2.1. Todos os substratos e

inibidores utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

3.3 - PARTE lll: CARACTERIZACAO E PADRAO DE EXPRESSAO TEMPORAL
DE GENES ENVOLVIDOS NA MCP

3.3.1 - Desenho de iniciadores para actina, metacaspase e VPE

Iniciadores para actina foram inicialmente desenhados utilizando-se o
primerBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ tools/primer-blast/) e tomando-se por
referéncia um gene para actina de soja e comparados com Arabidopsis thaliana
(U60505.1) e Medicago truncatula (JQ028731.1). Os seguintes iniciadores foram
obtidos: Forward 1 (actFl) — 5-AGTAACTGGGATGACATGGA-3’, Reverse 1
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(actR1) — 5-GCTTCCATTCCGATCAT-3’, Reverse 2 (actR2) — 5-ACCTTAATCTT
CATGCTGCT-3'.

Iniciadores para metacaspases foram desenhados realizando-se uma
busca por genes de metacaspases de Arabidopsis através do TAIR website (The
Arabidopsis Information Resource - http://www.arabidopsis.org/) e verificando-se
quais seriam expressos em sementes, utilizando para isso o site Arabidopsis eFP
browser (http://bar.utoronto.ca/efp/cgi-bin/efpWeb.cgi). Um BLASTn foi realizado
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), para buscar a sequéncia com maior
similaridade em soja (uma vez que esta € a leguminosa mais proxima de Vigha
com sequéncias génicas anotadas em bancos gendmicos). Os alinhamentos das
sequéncias de interesse foram realizados através do programa ApE
(http://biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/), e desenhos dos iniciadores
com o auxilio do primerBLAST (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/tools/primer-blast/).
Também foi realizado um PCR in silico para verificar a eficiéncia dos iniciadores
através do programa Amplify 3x. Com base em tal analise, a sequéncia para a
metacaspase 4 foi a que melhor atendeu todas as condicdes pré-estabelecidas e,
dessa forma, foram gerados 0s seguintes iniciadores para a metacaspase 4:
Forward 1 (mcF1) — 5-GAAACCGGAGAGGATGATGA-3’, Forward 2 (mcF2) — 5'-
GAGCAGATAGGAGAGAGCAC-3’, Reverse 1 (mcR1) — 5-ACATTCATGAACTTC
TTCAC-3’ e Reverse 2 (mcR2) — 5-GCATTGCTAAAAGCTCCATAAGC-3'.

Iniciadores para VPE foram desenhados utilizando-se o primerBLAST
(http://www.ncbi.nIm.nih.gov/tools/primer-blast/) e tomando-se por base as
sequéncias de B-VPE de soja (Glycine max, acesso NM_001249635.1) uma vez
que néo foram encontradas sequéncias para 3-VPE em soja, e comparando-se
com sequéncias de B-VPE de Medicago truncatula (acesso MTR_3g104120) e
Arabidopsis thaliana (acesso At3g20210). Os seguintes pares de iniciadores para
a B-VPE foram obtidos: Forward 1 (vpeFl) — 5-ATGTTTATAAAGGAGTTCC-3/,
Forward 2 (vpeF2) — 5-TGAAGTCTTGAAG AAAAAGCAT-3’, Reverse 1 (vpeR1)
— 5-GTGAAATTATCATTAGCAGGAT-3’, Reverse 2 (vpeR2) — 5-CCTACATT
GCAGATGTTTGCAA-3'.
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3.3.2 - Extracéo do DNA de folhas de soja e Vigha unguiculata

Para verificar se os iniciadores para actina de feijao-de-corda amplificariam
corretamente, foram extraidos DNAs gendmico de folhas de soja e de Vigna,
utilizando-se o kit GenElute Plant Genomic DNA Miniprep kit — Sigma. A extracao
foi realizada de acordo com as instrugbes do fabricante e o DNA extraido foi
quantificado por leitura em Nanodrop (Thermo Scientific).

3.3.3 — PCR de DNA gendmico de folhas de feijdo-de-corda e soja para teste
dos iniciadores para actina, metacaspase e B-VPE de feijdo-de-corda

Os pares de iniciadores desenhados para actina, metacaspase e B-VPE
foram testados através da realizacdo de um PCR, utilizando-se o DNA gendmico
de soja e de feijdo-de-corda para verificar se a amplificacdo ocorreria
corretamente. Para tal, os iniciadores foram diluidos para se obter uma solucao
de trabalho a 20 pmoL/uL. Em cada tubo de reacdo foram adicionados 2 uL de
tampdo NH; 10x; 0,5 uL de MgCl, 50 mM, 10 mM de dNTPs; 0,1 uL de Taq
polimerase (5 U/uL) e 14,9 uL de agua destilada, 1 uL da amostra; 0,5 uL do
iniciador forward e 0,5 uL do iniciador reverse. As condicbes de amplificacdo
foram: 94°C por 3 min, 40 ciclos (95°C por 30 s; 55°C por 30 s; 72°C por 45 s),
seguidas por uma extensdo de 72°C, 7 min. Apenas os iniciadores da B-VPE
foram submetidos a um maior tempo de elongacdo (2 min), por possuirem
produtos de amplificagcdo muito extensos. A tabela 1 mostra a temperatura de
anelamento de cada iniciador utilizado e os tamanhos esperados dos produtos de
amplificacdo. Os produtos do PCR foram eletroforeticamente separados em um
gel de agarose a 1% e corados com brometo de etidio, e 0 tamanho dos produtos
foram comparados com um DNA ladder (Hypperladder IV, Bioline).
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Tabela 1. Temperatura de anelamento dos iniciadores utilizados e os tamanhos esperados de

seus respectivos produtos de amplificac¢&o.

Tamanho esperado Tamanho esperado
Temperatura de dos produtos de dos produtos de
Pares de e o
Iniciadores anelamento amplificacdo em amplificacdo em
(°C) pares de bases (DNA pares de bases
gendmico) (cDNA)
actF1R1 48 813 584
actF1R2 50 987 758
mcF1R1 49 - 527
mcF1R2 53 - 821
mcF2R1 49 - 356
mcF2R2 54 - 650
vpeF1R1 48 2787 644
vpeF1R2 48 4237 1019
vpeF2R1 48 1444 423
vpeF2R2 48 2894 798

3.3.4 - Extracdo de RNA de folhas de feijdo-de-corda e soja e sintese de
cDNAs

Para verificar se a amplificagcdo também ocorria em nivel de produtos de
transcricdo, foram extraidos RNAs de 100 mg de folhas frescas de feijdo-de-corda
e soja utilizando-se o kit RNeasy Plant Mini (QIAGEN), de acordo com as
instrugdes do fabricante. O tratamento com DNase foi realizado como indicado no
0os RNAs

(Nanodrop) e usados para sintese de cDNAs. Para tal, foi utilizado o kit Super

kit. ApoOs este processo, recém-extraidos foram quantificados
Script 11l First-Strand (Invitrogen). Foram adicionados em tubos de 0,5 mL: 5 ug do
RNA extraido em 10 uL de agua destilada, 1 uL de oligo dT 20 (50 um) e 1 uL de
dNTPs (10 mM), totalizando um volume de 12 pL. Os tubos foram incubados a
65°C por 5 min e colocados em gelo por 1 min. Posteriormente, foram adicionados
aos tubos 8 uL da mistura de sintese de cDNA, que consiste de 2 uL de tampéo
RT 10x, 2 uL de MgCl, 50 mM, 2 uL de DTT 0,1 mM, 1 uL de RNase OUT e 1 uL
de Superscript lll. Os tubos de reacéo foram agitados em vortex e centrifugados e
incubados em um termociclador a 50°C por 50 min, posteriormente sofrendo um

aumento na temperatura para 85°C por 5 min. As amostras foram resfriadas no
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gelo por 1 min e as mesmas foi adicionado 1 uL de RNase H, sendo a mistura
final incubada por 20 min a 37°C. As amostras entdo foram diluidas na proporgdo
de 1:4 para serem utilizadas nos RT-PCR, para testes de expresséo génica.

3.3.5 - RT-PCR de cDNA de folhas de feijdo-de-corda e soja utilizando-se os
iniciadores para actina de Vigha unguiculata

Para se verificar se os iniciadores também amplificariam os produtos de
transcricdo, foi realizado um RT-PCR dos cDNAs sintetizados no item 3.3.4. As
condicBes de amplificacdo foram as mesmas descritas no item 3.3.3. Os produtos
do PCR foram eletroforeticamente separados em um gel de agarose a 1% e
corados com brometo de etidio, e o tamanho dos produtos foram comparados
com um DNA ladder (Hypperladder 1V, Bioline).

3.3.6 - RT-PCR de cDNA de folhas de feijao-de-corda e de soja, utilizando-se
iniciadores para actina e B-VPE, e em gradientes de temperaturas de
anelamento

Um novo PCR foi realizado para verificar a amplificacéo de transcritos de
folhas de soja de feijdo-de-corda, utilizando-se os iniciadores para actina e -VPE.
Este PCR foi realizado em gradiente de temperatura, para se detectar a
temperatura de anelamento 6tima de cada par de iniciador utilizado. Em cada
tubo de reacdo foram adicionados 2 uL de Tampao NH,4 10x; 0,5 uL de MgCl, 50
mM, 10 mM de dNTPs; 0,1 uL de Taq polimerase (5 U/uL) e 14,9 uL de agua
destilada, 0,5 uL do iniciador forward e 0,5 uL do iniciador reverse. As condi¢des
de amplificacdo foram: 94°C por 5 min, 40 ciclos (desnaturagdo: 94°C, 30 s;
anelamento: 45°C, 47°C, 49°C, 51°C, 53°C ou 55°C por 30 s; elongacéo: 72°C, 1
min), seguidas por uma extensdo de 72°C, 7 min. Os produtos do PCR foram
eletroforeticamente separados em um gel de agarose a 1% e corados com
brometo de etidio, e 0 tamanho dos produtos foram comparados com um DNA

ladder (Hypperladder 1V, Bioline).
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3.3.7 — RT-PCR de cDNA de folhas de feijdo-de-corda e de soja utilizando-se
todos os iniciadores para metacaspase

Um novo PCR foi realizado para verificar a amplificacdo de cDNAs de
folhas de soja de feijdo-de-corda por todos os pares de iniciadores desenhados
para metacaspase . Em cada tubo de reacao foram adicionados 2 uL de Tampéao
NH,4 10x; 0,5 uL de MgCl, 50 mM, 10 mM de dNTPs; 0,1 uL de Taq polimerase (5
U/uL) e 14,9 uL de &gua destilada, 0,5 uL do iniciador forward e 0,5 uL do
iniciador reverse. As condicGes de amplificacdo foram: 94°C por 3 min, 40 ciclos
(desnaturacdo: 94°C, 30 s; anelamento: 49°C por 30 s; elongacéo: 72°C, 45 s),
seguidas por uma extensdo de 72°C, 7 min. Os produtos do PCR foram
eletroforeticamente separados em um gel de agarose a 1% e corados com
brometo de etidio, e 0 tamanho dos produtos foram comparados com um DNA

ladder (Hypperladder IV, Bioline).

3.3.8 — Sequenciamento dos produtos do PCR referentes a amplificacdo da
metacaspase

Para confirmar se a expressédo da metacaspase em folhas de Vigna e soja
pertenciam a metacaspase 4, os produtos do PCR para metacaspases referentes
ao item 4.3.7 foram purificados e sequenciados. Para tal 15 uL de tais amostras
foram submetidas aos procedimentos instruidos pelo kit QIA quick PCR
Purification (QIAGEN). As amostras foram entdo sujeitas ao sequénciamento,

utilizando-se o equipamento 3730 DNA Analyzer (AB Applied Biosystems).

3.3.9 - Extracdo de RNA de tegumentos liofilizados, sintese de cDNA e PCR
para verificar a expressao de genes de metacaspases, VPE e actina
Tegumentos liofilizados (100 mg) de sementes colhidas nos tempos 10
DAP, 12 DAP e 20 DAP foram submetidos a extracdo de RNA utilizado-se o kit
RNeasy Plant Mini (QIAGEN), de acordo com as instru¢des do fabricante, exceto
pela adicdo de um volume maior de tampéo de lise (650 uL de tampé&o RLT). Para
a sintese de cDNA, foi utilizado todo o volume de RNA extraido das amostras (10
uL), e utilizado o kit Super Script Il First-Strand (Invitrogen). Apos a sintese de
cDNAs, as amostras ndo diluidas foram submetidas a um PCR realizado de
acordo com o item 3.3.3, com a diferenca da adicdo de 2 uL de amostras, ao

invés de 1 pL. Os iniciadores utilizados foram actF1R2, vpeF1R1 e mcF2R1. As
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condicdes de amplificacdo foram: 94°C por 3 min, 40 ciclos (95°C, 30 s; 49°C, 30
s; 72°C, 1 min), seguidas por uma extensdo de 72°C, 7 min. Os produtos do PCR
foram eletroforeticamente separados em um gel de agarose a 1% e corados com
brometo de etidio, e 0 tamanho dos produtos foram comparados com um DNA

ladder (Hypperladder 1V, Bioline).

3.3.10 — Sequenciamento do produto de amplificacao referente a expresséo
da metacaspase em tegumentos de 20DAP

Como ocorreu a reamplificacdo dos produtos de PCR para metacaspase, a
banda visivel correspondente a expressdo de metacaspase de 20DAP foi
submetida a sequenciamento, para confirmar se realmente se tratava de uma
metacaspase. Para isso, foi utilizando o kit QIA quick PCR Purification (QIAGEN)
e o0 produto da amplificacdo purificado foi sequénciado, utilizando-se o
equipamento 3730 DNA Analyzer (AB Applied Biosystems).

3.3.11 - Desenho de iniciadores para cistatina

Iniciadores para cistatina foram desenhados utilizando-se como base a
sequéncia de uma cistatina de cotilédones de V. unguiculata descrita por
Fernandes et al. (1993). Os primeiros pares de iniciadores obtidos foram: Forward
F1 (cysFl) - AGAGATCATGGCAGCACTCG, Forward F2 (cysF2) -
CGTTGCTGTCGGAGAGATCA, Reverse 1 (cysR1l) - TGCAGGTGCAT
CTCCAACAT, Reverse 2 (cysR2) — CCCACCATCTTTTGCCTCCA. Como os
iniciadores acima amplificaram diferentes produtos e com tamanhos muito
diferentes, novos iniciadores foram desenhados: Forward 3 (cysF3) -
GCAGGAAACCAGAACAGCCT, Forward 4 (cysF4) — TGCCCTTCTGGAGT
TTGGAC, Reverse 3 (cysR3) - ATGCAGGTGCATCTCCAACA, Reverse 4
(cysR4) — TCCGTAGGCTTTCACCTTCT.

3.3.12 — PCR de DNA gendmico de folhas de feijao-de-corda para teste de
todos os iniciadores para cistatinas

Para verificar se o0s iniciadores para cistatina amplificariam
adequadamente, foram realizados PCRs, utilizando-se todos os iniciadores
desenhados para cistatinas (cysF1, cysF2, cysF3, cysF4, cysR1, cysR2, cysR3,

cysR4), de DNA gendmico de folhas de feijdo-de-corda. O PCR foi realizado como
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descrito no item 3.3.3. As condi¢Ges de amplificacdo foram: 94°C por 3 min, 40
ciclos (95°C, 30 s; 53°C, 30 s; 72°C, 1 min), seguidas por uma extensdo de 72°C,
7 min. Os produtos do PCR foram eletroforeticamente separados em um gel de
agarose a 1% e corados com brometo de etidio, e o tamanho dos produtos foram

comparados com um DNA ladder (Hypperladder IV, Bioline).

3.3.13 - Clonagem do produto do PCR para cistatina utilizando-se os pares
de iniciadores especificos F3R3

Como o sequenciamento ndo mostrou nenhum resultado relevante, foi
adotada a estratégia de clonar o produto do PCR de cerca de 1500 pb
correspondente a amplificacdo da cistatina referente ao par de iniciadores
cysF3R3, na tentativa de se obter um melhor produto de amplificacdo para
possibilitar o seu sequénciamento.

Para tal, foi utilizado o kit TOPO TA cloning, version R (Invitrogen). Todo o
processo foi realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Primeiramente
foi preparada uma mistura de reacdo de clonagem TOPO, que consiste na adicdo
de 1 uL do produto do PCR, 1 uL de uma solugéo salina, 3 uL de 4gua destilada
estéril e 1 uL do vetor TOPO, totalizando 6 uL da mistura de reagéo de clonagem
TOPO. Esta mistura foi incubada por 20 min a 23°C e colocada imediatamente no
gelo. Apés este processo, foi realizada a transformagéo de células competentes
pela adicdo de 2 uL da mistura de reacdo de clonagem TOPO a um frasco
contento células competentes de E. coli, cuidadosamente misturadas e incubadas
por 20 min no gelo. As células foram submetidas a um choque térmico por 30 s, a
42°C e sem agitacdo. Apos esta etapa, o tubo foi imediatamente transferido para
0 gelo e adicionados, ao mesmo, 250 uL de meio LB estéril. Todas as etapas a
partir de entdo foram realizadas em proximidade a chama de um bico de Bunsen,
para evitar contaminacdo. ApO0s a adicdo do meio LB estéril a solucdo foi
incubada a 37°C por 1 h, sob constante agitacdo (300 rpm). Apds este processo,
foram adicionados 50 pL da solucdo de células em placas de Petri contendo meio
seletivo (meio LB solido contendo kanamicina a 50 pg/mL). Nestas placas
também foram adicionados 40 uL de X-Gal, removidos de uma solucéo estoque
de 40 mg/mL de dimetiformamida. As placas de Petri contendo as células

transformantes foram incubadas por 12 h a 37°C, e as colbnias, analisadas.
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Colonias positivas deveriam ter a coloragéo azul claro ou branca, e as colonias
negativas deveriam ser azul escuro.

ApoGs este processo foram selecionadas trés coldnias positivas, que foram
transferidas para erlenmeyers contendo 20 mL de meio LB liquido contendo
kanamicina (50 pg/mL). As coldnias foram incubadas por 12 h, a 37°C sob
agitacdo e, posteriormente, as mesmas foram submetidas ao isolamento de
plasmidios, utilizando-se o kit Plasmid minipreps (Promega), segundo as
instrucdes do fabricante. Apos o isolamento dos plasmidios das trés colonias
positivas, estes foram submetidos a digestdo, adicionando-se em tubos 4 uL do
DNA plasmidial, 2 uL do tampéo para EcoR1 (10x, contendo BSA - Fermentas),
2 uL da enzima EcoR1 (10 U/ uL - Fermentas) e 12 uL de agua mili-Q. Os tubos
foram incubados a 37°C, por 2 h, e foi realizada uma eletroforese em gel de
agarose, contendo brometo de etidio para verificar se a digestdo dos plasmidios
foi eficiente.

Os tubos contendo os plasmidios digeridos foram entdo submetidos ao
sequenciamento de acordo como descrito no item 3.3.10.

3.3.14 - Preparo das amostras para a microdisseccao a laser de camadas
celulares dos tegumentos

Para testar o melhor método para obtencdo de cortes histolégicos no
criostato, sementes previamente fixadas foram utilizadas. Para minimizar a
producdo de cristais de gelo durante o congelamento, a solucéo fixadora foi
substituida por uma solucéo de PBS 10 mM, pH 7,3, contendo 10% de sacarose e
infiltradas com o auxilio de vacuo (Eppendorf Concentrator 5301) por 10 min e
colocadas por 24 h em camara fria (4°C). ApOs este processo, as amostras
receberam uma solucao de PBS pH 7,3, contendo 15% de sacarose, submetidas
a vacuo por 10 min e colocadas por 24 h em camara fria (4°C). Posteriormente, as
amostras receberam uma solucdo de PBS pH 7,3, contendo 35% de sacarose. As
amostras foram submetidas a vacuo por 10 min e colocadas por 24 h em camara
fria (4°C). Finalmente, a solucdo de PBS/sacarose presente nas amostras foi
substituida por uma solugcédo de OCT (Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura®
Finetek) + agua destilada (1:1) e submetidas a vacuo por mais 10 min, a 4°C, por
24 h. ApoOs esta etapa, as amostras foram colocadas em moldes e cobertas

somente com o meio OCT e congeladas em bécker contendo isopentano
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constantemente resfriado com nitrogénio liquido, e finalmente, congeladas em
nitrogénio liquido. As amostras foram mantidas a -80°C até serem utilizadas para

obtencéo de cortes histoldgicos no criostato.

3.3.15 - Obtencédo de cortes histolégicos e coleta das camadas celulares a
partir dos cortes histoldgicos de tegumentos de 8 DAP, 12 DAP e 18 DAP
por microdisseccao a laser

Para o corte das amostras no criostato, as laminas especificas (Membrane
slide NF1.0 PEN - Zeiss) foram ativadas através da exposicao a radiacdo UV por
3 min para eliminar a acdo de possiveis RNAses. O interior do criostato (Leica
CM3050S cryostat - Leica Microsystems) foi limpo com acetona e sua
temperatura programada para -18°C. As amostras foram colocadas em seu
interior por um periodo de 20 min, para que atingissem a temperatura ideal de
corte. Cortes de 10 um de espessura foram obtidos e dispostos nas laminas. Apés
0 processo, as laminas foram deixadas a temperatura ambiente por 15 min para
melhor adesédo dos cortes histologicos. Para a remocdo do OCT, as laminas
foram recolocadas no interior do criostato (-18°C) e mergulhadas por 30 s em
agua Mili-Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC) e mais 30 s em etanol 70%.
As amostras foram secas a temperatura ambiente e armazenadas em um
recipiente contendo cristais de silica, para impedir a entrada de umidade nos
cortes histoldgicos até serem microdissecadas.

Para a microdisseccéao por captura a laser, foi utilizado o sistema PixCell I,
que utiliza tubos de coleta CapSure HS LCM ((Arcturus, Mountain View, CA,
USA). A forga e o comprimento do feixe do laser utilizados foram 90-11-mW por
70 ms. Foram coletadas duas camadas dos tegumentos em desenvolvimento, a
exotesta palicadica e a mesotesta. Foram coletados, por amostra, no minimo 800
cortes microdissecados com tamanhos aproximados de 100 um x 100 um. Os
tubos contendo as amostras microdissecadas, foram congelados em nitrogénio
liquido a -80°C até a extracdo de RNA das amostras e andlises posteriores (n&o
mais que 3 dias). A figura 2 mostra camadas celulares de tegumentos de 12DAP,

antes e ap0s a microdissec¢ao por captura a laser.
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Figura 2 - Imagens de microdissec¢ao por captura a laser de tegumentos de 12DAP
(camada externa) de V. unguiculata. A: Regifes escuras indicando areas selecionadas antes da

microdisseccao, B: Regibes claras indicando os cortes apds a microdisseccao. Escala 150uM.

3.3.16 — Extracdo de RNA e RT-PCR de cDNAs das camadas palicadica e
subepidérmica de tegumentos microdissecados de 8, 12 e 18 DAP

As camadas de tegumentos microdissecados de 8, 12 e 18 DAP foram
submetidas a extracdo de RNA e sintese de cDNA utilizando-se o kit Message
Booster™ cDNA Synthesis (Epicentre) para a sintese de cDNA a partir de RNA
extraido das amostras e amplificado (aRNA).

Os cDNAs foram imediatamente submetidos a um RT-PCR de acordo
como descrito no item 3.3.7.
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4.0 - RESULTADOS

4.1 - Parte I: CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E ULTRAESTRUTURAL DO
EVENTO DE MCP

4.1.1 — Analise do processo de formacdo de tegumentos de sementes de
feijdo de corda (Vigna unguiculata)

As imagens realizadas por microscopia optica mostram o desenvolvimento
do tegumento da semente de V. unguiculata (figura 3). A figura 3A mostra os
tecidos do ovario de uma flor antes da antese, sendo possivel visualizar a
epiderme externa do integumento externo do ovario (eete), com camadas de
parénquima apresentando células em desenvolvimento e citoplasma denso e os
integumentos internos do évulo (tio) em desenvolvimento com o nucelo (nu) na
porcdo central. Em ovérios coletados no dia da antese (figura 3B) foi possivel
observar a parede do ovario com células desevolvidas e tegumentos externos
(eeti) e internos (eiti) do évulo em processo de diferenciacdo, o endosperma (en)
sendo consumido e um vacuolo central (ve) presente nesta estrutura. Na figura
3C nota-se o inicio da diferenciagdo da semente, com 2 camadas de epiderme
(ep) em processo de divisdo e os outros tecidos ainda indiferenciados, algumas
com vacuolos pequenos espalhados pelo citoplasma denso e outras em processo
de expansao. No estagio de 4DAP, as células da epiderme estédo se alongando e
seus vacuolos corados com azul de toluidina. Neste estagio foi possivel visualizar
a diferenciacdo da camada palicadica (cp). A camada subepidérmica (cs) inicia a
sua diferenciacdo em osteoesclereideos (células em formato de ampulheta,
importantes para a estrutura do tegumento), e abaixo desta, inUmeras camadas
de células parenquimaticas (parenq) em diferenciacéo (figura 3D). Na figura 3E e
3F (8DAP e 10DAP, respectivamente), nota-se a organizacdo da camada
subepidérmica (cs) e do parénquima (parenq). A camada subepidérmica e o
parénquima situado logo abaixo dela apresentam origem em comum. No
parénquima, foi possivel visualizar a diferenciacdo das células vasculares (fv), e
as camadas mais internas do tegumento apresentando suas células pequenas,
osteosclerideos, em divisdo e com citoplasma bastante denso (osd). Na figura 3G
(12 DAP), foi possivel definir as trés camadas do tegumento: a exotesta (exo),

camada mais externa formada por uma camada de células em palicada (cp),

42



chamadas macroesclereideos (m), cujas paredes sao espessadas desigualmente;
a mesotesta (meso), formada pela camada subepidérmica com células em
ampulheta, ou osteoesclereideos (0s), e varias camadas de tecido parenquimatico
(parenq), contendo feixes vasculares diferenciados (fv) e idioblastos (id); e a
endotesta (endo), formada por células ramificadas (cr) semelhantes
estruturalmente ao parénquima lacunoso. A partir de 14 DAP a 18 DAP (figura 3H,
| e J) a semente comecgou a aumentar em tamanho significativamente, e notou-se
0 acumulo de substancias na camada palicadica, o aumento do volume das
células do parénquima e a presenca de células ramificadas completamente
diferenciadas abaixo da camada parenquimatica. No estagio de 16 DAP e 18 DAP
(3l e 37, respectivamente) as células parenquimaticas ganham maior volume. Em
20 DAP (figura 3K), quando se inicia a perda de agua da semente, os feixes
vasculares comecaram a degenerar e em 22 DAP (figura 3L) a aparéncia do
tegumento modificou-se drasticamente. Neste estagio as camadas celulares do
tegumento estdo achatadas devido a perda de agua. As células da camada
palicadica mostraram-se bastante espessas e a parede celular das células do
parénquima, bastante irregulares. A partir deste estagio ndo foram mais visiveis
tecidos condutores e a porcdo basal da mesotesta mostrou-se repleta de
idioblastos. Em 24 DAP (figura 3M), o tegumento estava colapsado e o0s

cotilédones repletos de amido, componente principal de reserva da semente.
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Figura 3 — Desenvolvimento do tegumento de sementes de Vigna unguiculata. (A) ovério
imaturo, (B) Ovario maduro, (C) 2 DAP, (D) 4 DAP, (E) 8 DAP, (F) 10 DAP, (G) 12 DAP, (H) 14
DAP, (1) 16 DAP, (J) 18 DAP, (K) 20 DAP, (L) 22 DAP, (M) 24 DAP. Legendas: cot — cotilédone, cp — camada

palicadica, cs — camada subepidérmica, cr — células ramificadas, eete — epideme externa do tegumento externo, eeti — epiderme
externe do tegumento interno, eiti — epiderme interna do tegumento interno, en — endosperma nucelar, Endo — endotesta, ep -
epiderme, cv — células vasculares, fv — feixe vascular, Exo — exotesta, id — idioblastos, m — macrosclereideos, nu — nucelo, os —
osteosclereidos, parenq — parénquima, Meso — mesotesta, osd — osteoesclereideos em diferenciagéo, tio — tegumento interno do

6vulo, ve — vacuolo do endosperma, * - zona de uni&o ao funiculo. Escala: 50um.
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4.1.2 — Analise subcelular dos eventos de MCP de tegumentos de Vigna
unguiculata em desenvolvimento

Para analisar as modificagcdes ultraestruturais decorrentes da MCP,
tegumentos de Vigna unguiculata em desenvolvimento foram analisados por
microscopia eletronica de transmissédo (MET). Em tegumentos de 4 DAP (figura
4A) foi possivel observar a camada palicadica diferenciada e em processo de
expansao, apresentando muitos vacuolos (V) de diferentes tamanhos néo
contendo substancias osmiofilicas. Os nucleos (N) apresentaram-se integros, sem
cromatina condensada e a parede celular (PC), ainda delgada neste estagio do
desenvolvimento. As células da camada parenquimatica apresentavam um
vacuolo central (V) grande e citoplasma com suas organelas dispostas na
periferia, com mitocondrias (M) e plastideos (P) bem desenvolvidos (figura 4B).

Em 8 DAP, a camada palicadica e a camada parenquimatica apresentaram
integridade celular e caracteristicas ultraestruturais similares (figuras 4C e 4D). O
citoplasma apresentou mitocondrias globulares com cristas bem desenvolvidas,
plastideos globdides com estroma denso e membranas tilacoides bem
desenvolvidas, com algumas contendo graos de amido. Outras organelas, como o
reticulo endoplasméatico rugoso (RER), complexo de Golgi (CG) e vacuolos,
estavam dispersas no citoplasma (figura 4C e 4D). Na camada palicadica, os
vacuolos comecam a acumular substancias osmiofilicas, porém o mesmo nao é
observado na camada parenquimatica (dados ndo mostrados). O nucleo
permanece intacto, com membranas nucleares bem preservadas e pouca
heterocromatina visivel (figura 4C e 4D).

Em 10 DAP, a camada palicadica comecou a se desorganizar (figura 4E e
4F). As membranas nucleares ainda estavam conservadas, porém com a
cromatina em seu interior comecando a condensar (CC). Vacuolos de diferentes
tamanhos repletos de substancias osmiofilicas foram observados com maior
freqiéncia, as mitocondrias ainda permaneceram integras, com cristas bem
definidas (figura 4E) e plastideos globulares e amebdides presentes (dados ndo
mostrados). O complexo de Golgi foi observado em menor intensidade e o reticulo
endoplasmatico rugoso foi observado fragmentado. Na camada parenquimatica
(figura 4F), as células apresentaram caracteristicas similares as das células
parenquimaticas de 8 DAP. As células da camada subepidérmica (figura 4M)

apresentaram osteoesclereideos diferenciados, com mitocondrias bem
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desenvolvidas e abundantes plastideos com graos de amido em seu interior e
dois vacuolos grandes sem substancias osmiofilicas acumuladas.

De 12 a 16 DAP, as células comecaram a aumentar de tamanho
rapidamente. Em 16 DAP, modificacdes criticas ocorreram na camada palicadica
(figura 4G), as organelas estavam indistinguiveis, com excec¢ao do vacuolo e do
ndacleo. Os vacuolos ocupavam a maior parte do volume da célula e estdo
repletos de substancias osmiofilicas. O nucleo apresentou-se completamente
desorganizado, com cromatina condensada e perda da integridade do envelope
nuclear. Na camada parenquimatica e subepidérmica (figuras 4H e 4N,
respectivamente), a membrana nuclear apresentou-se em boas condi¢des, porém
com cromatina condensada em seu interior. No citoplasma, as mitocéndrias
apresentavam cristas desorganizadas e plastideos ameboides com as
membranas tilacéides desorganizadas e sem graos de amido em seu interior. Um
grande vacuolo sem substancias osmiofilicas ocupava quase todo o volume
celular. Em 20 DAP, a aparéncia do tegumento modificou-se drasticamente (figura
41 e 4J). Neste estagio a semente comeca a sofrer perdas de agua significativas.
As paredes celulares (PC) dos macroesclereideos encontrados na camada
palicadica mostraram-se mais espessas, com a maioria das organelas rompidas e
um grande vacuolo escuro visivel no citoplasma (figura 4l). Na camada
subepidérmica (figura 4J) os tecidos vasculares ndo estavam mais presentes, 0
ndcleo remanescente encontrava-se completamente desorganizado, com
cromatina altamente desorganizada e material membranar indefinido espalhado
pelo citoplasma. As organelas desapareceram neste estagio. Em 24 DAP, as
camadas dos tegumentos mostraram-se achatadas e colapsadas, e apenas
restos celulares (RC) foram encontrados em todas as camadas (figuras 4K, 4L e
40).
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Figura 4 (Parte 1 de 4) — Anélise do desenvolvimento do tegumento de Vigna unguiculata
por microscopia eletrénica de transmissdo. Abreviagbes: CG: complexo de Golgi, M —
mitocéndria, N — ndcleo, Nu — nucléolo, P — Plastideos, PC - parede celular, RER - reticulo
endoplasmatico rugoso, V — vacutolo, (*) — grao de amido. Escala: 5 uyM paraAe B; 1L uM para C e
D.
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Figura 4 (Parte 2 de 4) — Analise do desenvolvimento do tegumento de Vigna unguiculata
por microscopia eletrénica de transmisséo. AbreviagGes: CC - cromatina condensada, CG:
complexo de Golgi, M — mitocdndria, N — nacleo, Nu — nucléolo, P — Plastideos, PC - parede
celular, , RER -reticulo endoplasmatico rugoso, V — vacuolo. Escala: 1 uM para E, 5 uM para F;
2uM para G e H.
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Figura 4 (Parte 3 de 4) — Andlise do desenvolvimento do tegumento de Vigna unguiculata
por microscopia eletrénica de transmisséo. AbreviagGes: CC - cromatina condensada, N —
nucleo, PC - parede celular, RC - restos celulares, V — vactolo. Escala: 5 uM para I; 2uM para J; 1
pM para K e L.
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Figura 4 (Parte 4 de 4) — Anélise do desenvolvimento do tegumento de Vigna unguiculata
por microscopia eletrénica de transmissdo. Abrevia¢des: CC - cromatina condensada, CG:
complexo de Golgi, , M — mitocdndria, N — ndcleo, Nu — nucléolo, P — Plastideos, PC - parede
celular, V — vacuolo, (*) — grdo de amido. Escala: 2uM para M; 5 uM para N e O.
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4.1.3 — Testes de integridade de membranas de tegumentos de sementes de
Vigna unguiculata em desenvolvimento

Para visualizar a viabilidade das células e a integridade das membranas
em diferentes estagios de desenvolvimento do tegumento, sementes em
diferentes estagios de desenvolvimento fixadas foram cortadas a méo livre para
aplicacdo de uma mistura de brometo de etidio e laranja de acridina (BE/LA).E
possivel observar que os tegumentos jovens de sementes de 4 DAP, 10 DAP e 16
DAP (figura 5B, 5E, 5H, respectivamente) apresentaram suas celulas viaveis, com
membranas integras, coradas em verde, como reflexo da entrada do corante vital
laranja de acridina. Ja no tempo de 22DAP, todas as camadas do tegumento
apresentaram células coradas em laranja, mostrando a perda da integridade de
suas membranas, permitindo a entrada do brometo de etidio (figura 5K). Uma

fraca auto-fluorescéncia foi observada nos controles (figura 5A, 5D, 5G e 5J).
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Figura 5 — Testes de integridade de membranas em tegumentos de V. unguiculata em
desenvolvimento. Figuras A, D, G e J: Tegumentos de 4 DAP, 10 DAP, 16 DAP e 22 DAP em
microscopia Optica, respectivamente. Figuras B, E, H e K: Tegumentos de 4 DAP, 10 DAP, 16
DAP e 22 DAP em microscopia de fluorescéncia, respectivamente. Figuras C, F, | e L: Controle

negativo de tegumentos de 4 DAP, 10 DAP, 16 DAP e 22 DAP, respectivamente. Escala: 50 puM.
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4.1.4 — Analise in situ (TUNEL) da fragmentacdo do DNA nos tegumentos de
Vigna unguiculata em desenvolvimento

A analise da fragmentacdo do DNA foi realizada em cortes hostologicos de
sementes incluidas em historesina. A figura 6 mostra cortes histologicos dos
tegumentos de sementes de 8 DAP, na presenca de DAPI (fig. 6A), apds o ensaio
TUNEL (fig. 6B) e estas mesmas imagens quando sobrepostas (fig. 6C). N&o
foram observados nucleos TUNEL-positivos neste estagio do desenvolvimento, o
que nos indica que a fragmentacdo do DNA ainda ndo estava presente. No
estagio subsequente (10 DAP), todas as camadas celulares do tegumento
apresentaram nucleos TUNEL-positivos (figuras 6D, 6E, 6F), uma das
caracteristicas diagnoésticas da ocorréncia de morte celular programada. Em 12
DAP, a fragmentacdo do DNA foi observada apenas na meso- e endotesta (6G,
6H e 6l), mas ndo mais na exotesta desta camada, onde apenas a
autofluorescéncia foi visivel (figura 6H). Nos tegumentos de 16 DAP (figura 6J, 6K
e 6L), o mesmo padrao foi visivel, porém com menor intensidade da fluorescéncia
de nucleos TUNEL-positivos. No estagio de 20 DAP (figuras 6M, 6N e 60) foi
possivel observar a auséncia de nucleos TUNEL-positivos.
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42 - Parte Il: CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE MOLECULAS
ENVOLVIDAS NO EVENTO DE MCP

4.2.1 - Andlise da fragmentacdo do DNA através da deteccdo de
oligonucleossomos em tegumentos de Vigna unguiculata durante o
desenvolvimento

Utilizando o kit Cell Death Detectionp ELISA (Roche Applied Science -
version 10.0), foi possivel observar o aumento do enriguecimento
oligonucleosomal no citoplasma ao longo do desenvolvimento do tegumento,
sendo o valor maximo encontrado em 22 DAP (figura 7), indicando que neste
estagio o DNA encontra-se bastante degradado. Em tegumentos de 24 DAP e
quiescentes, ocorre uma diminuicdo nestes valores, sugerindo o avancado
colapso celular nestes estagios. A analise de varidncia mostrou diferencas
significativas (P<0,0001) entre a maioria dos estagios do desenvolvimento, exceto
entre 14 DAP, 16 DAP, 18 DAP e 24 DAP, e entre 14 DAP e QUI.
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Figura 7 - Enriquecimento de DNA oligonucleosomal fragmentado em fracGes
citoplasméticas de tegumentos de Vigna unguiculata em desenvolvimento. Os niveis de
fragmentacdo foram determinados utilizando-se o kit Cell Death Detection ELISA (Roche
Diagnostics) e expressos como correspondente enriquecimento oligonucleossomal, considerando
como 100% o resultado obtido do controle positivo fornecido pelo kit. Os valores mostrados
representam as médias (+ Erro Padrdao da Média) para trés replicatas e letras diferentes
representam resultados estatisticos significantemente diferentes.
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4.2.2 - Andlise daliberacéo do citocromo C pelas mitocondrias

FracOes mitocondriais e citosélicas isoladas de tegumentos de Vigna
unguiculata em diferentes estagios do desenvolvimento foram incubadas com
anticorpo anti-citocromo C produzido em cabra. Nas fracdes citosélicas, a analise
por ELISA mostrou liberagéo de citocromo C a partir de 10 DAP, indicando que
este processo ocorre nos estagios iniciais do desenvolvimento (figura 8A). Nestas
fracbes, os niveis de citocromo C de 10 a 18 DAP foram significantemente
diferentes dos niveis em 20 e 22 DAP (P < 0,0001). Nas fracdes mitocondriais
(figura 8B) foi possivel detectar menores quantidades de citocromo C do que nas
fracOes citosdlicas (figura 8A). Estagios anteriores a 10 DAP ndo puderam ser
mostrados devido ao tamanho reduzido da semente, ndo sendo possivel separar
o tegumento dos cotilédones e do eixo embrionario. Para testar se 0 processo de
homogeneizagéo dos tecidos havia rompido a membrana mitocondrial externa e
ocasionado a liberacéo acidental de citocromo C no citoplasma, foram realizados
testes para atividade da citocromo C oxidase nas fracGes citosélicas e
mitocondriais (tabela 2). A atividade da enzima foi fracamente detectada nas
fracOes citosodlicas, demonstrando a integridade das mitocdndrias isoladas e a

auséncia da contaminagcao mitocondrial no citosol.
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Figura 8 — Imunodetecc¢ao do citocromo C em fracfes citosoélicas (A) e mitocondriais (B) de
tegumentos de sementes de Vigna unguiculata em desenvolvimento.

Tabela 2: Atividade da citocromo C oxidase (U/mL) em fracBes citosélicas e mitocondriais em

tegumentos em desenvolvimento de sementes de Vigna unguiculata.

Atividade da citocromo C oxidase (U/mL)

10 DAP 12 DAP 14 DAP 16 DAP 18 DAP 20 DAP 22 DAP
Mitocondria 0,34 0,28 0,27 0,54 0,43 0,59 0,63

Citosol 0,03 0,03 0,02 0,04 0,02 0,05 0,04
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4.2.3 — Quantificacdo protéica

A figura 9 apresenta os teores de proteina contidos em extratos de
tegumentos de sementes em diferentes dias apos a polinizacdo. E possivel
notar que o estagio de 12DAP apresentou 0s niveis protéicos mais elevados,
cerca de 1,5 ug de proteina/mg de farinha. Apds este estagio, os niveis de
proteina dos tegumentos ao longo do processo de desenvolvimento decresceram,
seguidos por um aumento entre 22 e 24 DAP, e logo depois deste periodo, as
taxas protéicas sofreram uma nova queda, alcancando cerca de 0,3 ug de

proteina/mg de farinha de tegumentos em sementes quiescentes.
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Figura 9 — Quantificacdo protéica (Bradford, 1976) de tegumentos de sementes de Vigha

unguiculata ao longo do seu desenvolvimento.

59



4.2.4 — Acompanhamento por SDS-PAGE do perfil protéico de extratos de
tegumentos ao longo do desenvolvimento

Os extratos de tegumentos de V. unguiculata em diferentes estagios de
desenvolvimento foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (12%),
sob condi¢cdes semi-desnaturantes para a visualizacdo do perfil protéico. As
proteinas eletroforeticamente separadas de acordo com suas massas
moleculares foram visualizadas apds o gel ser corado com Coomassie Brilliant
Blue (figura 10).

N&o foi possivel visualizar bandas protéicas no gel, apenas alguns rastros
de migracdo protéica, sem resolucao; proteinas especificas ndo puderam ser

visualizadas.

Dias Apos a Polinizacao
kDa MM 10 12 14 16 18 20 22 24 QUI

200
116

97
66

45

29

Figura 10 - Perfis protéicos visualizados por SDS-PAGE de extratos de tegumentos de V.

unguiculata em desenvolvimento.
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4.2.5 — Visualizagdo zimogréafica da atividade de proteases cisteinicas em
tegumentos quiescentes e em desenvolvimento

A figura 11 apresenta os zimogramas de atividades gelatinoliticas de
proteinases cisteinicas de extratos de tegumentos de V. unguiculata em diferentes
estagios de desenvolvimento, em pHs 5,6 (A) e 7,4 (B).

No zimograma referente a incubacdo em pH 5,6 (figura 11A) é possivel
observar uma banda de atividade principal de cerca de 116 kDa (seta aberta), que
apresentou um aumento na sua atividade a medida que a semente avanc¢a o seu
desenvolvimento até 20 DAP. Em 22 DAP e 24 DAP esta banda apresentou sua
atividade bastante reduzida, retornando a aumentar no estagio quiescente.
Também foi observada outra banda minoritaria, de cerca de 55 kDa (setas
fechadas), que apareceu nos estagios avancados de desenvolvimento, em 20
DAP e 22 DAP.

No zimograma referente a incubacdo em pH 7,4 (figura 11B) é possivel
observar o mesmo perfil da banda de atividade de cerca de 116 kDa (seta aberta),

porém em uma intensidade menor que no zimograma da incubacdo em pH &cido.
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kDa MM 10 12 14 16 18 20 22 24 QUI
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Dias Apos a Polinizacao
kDa MM 10 12 14 16 18 20 22 24 QUI

200
116
97
66
45

29

Figura 11 — Zimogramas de extratos tegumentos de V. unguiculata em desenvolvimento

incubados em pH 5,6 (A) e 7,4 (B). Setas apontam as bandas de atividade citadas no texto.
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4.2.6 — Deteccdo das atividades de proteinases cisteinicas caspase-simile
em tegumentos quiescentes e em desenvolvimento de V. unguiculata, na
presenca e auséncia de inibidores especificos

Apés a deteccdo de atividades proteoliticas por zimografia, extratos
protéicos de tegumentos das sementes foram avaliados para a presenca de
proteinases cisteinicas do tipo caspase-simile, usando-se o0s substratos
colorimétricos Ac-DEVD-pNa (especifico para caspase 3/7), Ac-VEID-pNA
(especifico para caspase 6), Ac-IETD-pNA (especifico para caspase 8) e Ac-
LEHD-pNA (especifico para caspase 9). Uma vez detectadas atividades de
familias especificas de enzimas, os testes foram repetidos em presenca de 75
mM de inibidores também especificos para as classes de enzimas determinadas:
Ac-DEVD-al, Ac-VEID-al, AC-IETD-al e Ac-LEHD-al.

Para a caspase-simile 6 (atividade VEIDase) em pH 5,6, foram detectadas
trés ondas de atividade, sendo a primeira em 10 DAP, a segunda entre 14 e 18
DAP e a terceira de 22 DAP até o estagio quiescente (figura 12A). Todas as
atividades foram completamente inibidas pelo inibidor especifico VEID-al (figura
12B), exceto em 14 DAP, onde uma taxa de inibicdo de 36,04% foi estimada (P<
0,0001). De maneira curiosa, o estagio 12 DAP ndo apresentou atividade
proteolitica (figura 12A), porém, na presenca do inibidor foi detectada atividade
proteolitica, sugerindo a presenca de atividades proteoliticas inespecificas neste
estagio (figura 12B). Em pH 7,4, as principais atividades detectadas foram em 10,
14 e 20 DAP (figura 12C). As andlises estatisticas mostraram que as atividades
em 16 e 22 DAP néo sao significativas (P> 0,0001). Quando o inibidor especifico
foi adicionado, houve completa reducédo das atividades de 14 e 20 DAP e uma
reducao na atividade detectada em 10 DAP de cerca de 58,54% (figura 12D).

A atividade do tipo caspase-simile 8 (IETDase) em pH 5,6 foi detectada de
10 a 20 DAP, sendo o valor mais elevado em 10 DAP (1,37ug de pNA liberados) e
o valor mais baixo em 14 DAP (0,62 ug de pNA liberado) (figura 12E). Nao foram
detectadas atividades IETDase estatisticamente significativas nos estagios 22
DAP, 24 DAP e QUI (P< 0,0001) (Figura 12E). Ap6s a adicdo do inibidor
especifico IETD-al (figura 12F), houve a completa inibicdo da atividade proteolitica
detectada em 14, 18 e 20 DAP. J4 as atividades dos tempos 12 e 16 DAP,
mostraram niveis de inibicdo de 57,75% e 64,2%, respectivamente. Por outro
lado, a atividade IETDase de tegumentos de 10 DAP se elevaram na presenca do
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inibidor, indicando a clivagem nao especifica para caspase-simile 8 neste estagio
(figura 12F). Em pH 7,4 (figura 12G), atividades IETDase foram encontradas em
todos os estagios, sendo o nivel mais elevado em 14 DAP (1,53 ug de pNA
liberados). Estudos de inibicdo mostraram que apenas atividades dos tempos 16,
18 e 20 DAP foram completamente inibidas, enquanto o estagio quiescente teve
sua atividade reduzida em 26,77% (figura 12H). Nos outros estagios pode-se
notar a presenca de atividades inespecificas, uma vez que nota-se o aumento da
atividade enzimatica mesmo na presenca do inibidor especifico.

Um aumento na atividade do tipo caspase-simile 3 (DEVDase) foi
observado de 10 a 12 DAP, e os niveis desta atividade foram mantidos atél18
DAP em pH 5,6 (figura 12I). A partir deste estagio nenhuma atividade contra esse
substrato foi detectada. Quando o inibidor DEVD-al foi adicionado, todas as
atividades do tipo caspase-simile 3 foram completamente inibidas (figura 12J).
Nenhuma atividade caspase-simile 3 foi encontrada em pH 7,4 (dados né&o
mostrados).

A atividade do tipo caspase-simile 9 foi encontrada apenas em 10 DAP e
em pH 7,4 (figura 12K) e esta foi totalmente abolida pelo inibidor especifico
LEHD-al (Figura 12L). Nenhuma atividade do tipo caspase-simile 9 foi detectada

em pH acido (dados ndo mostrados).

64



o
o ]

~
o

0 < n

.0

— — o o
(sopeJaqi| YNd ap b1)
9'g Hd [e-@IaA

o

N

o |
0 o

o

Ie] o

— — o
(sopeuaqi yNd ap b61)
9'GHd aseq|aA

Dias Ap6s a Polinizagao

Dias Apdés a Polinizagéo

Q
Dias Ap6s a Polinizacéo

(-

Q
o

0 < 0

— — o
(sopesaqi| ¥Nd ap 61)
¥'2 Hd [e-qiaA

Dias Apés a Polinizagao

N
o

5 6 o <

— — o
(sopesaqi| ¥Nd ap 61)
¥', Hd aseq|3aA

I

b

© {
< L Q L
o — — o

(sopeJaqi| ¥Nd ap bri)
9'G Hd [e-a13

0.0

°

2 ]
oHH ]
ard ]
a

L
aT_I_

S [t} =) 0 o

N —

o S
(sopeJaqi ¥Nd ap Br)
9'Gg Hd eseql 3|

o

R R R
F K F K
g

S

Dias Ap6s a Polinizacdo

Dias Apds a Polinizagéo

a
il I

2.0

D S 0 Q
o o

— —
(sopelaqi| yNd ap 61)
¥'. Hd re-a131

o
o ]
i

(&)

]

I

@

<
o

0 < n Q
i i =} (=}

(sopeiaqi| vNd ap 61)

¥'/ Hd 8seq@l3l

Q
Dias Apo6s a Polinizagao

Q
Dias Apés a Polinizacdo

65



2.0 | _ K
2 b P .-
O -
Lr)'-§15 % { b b gg
52 - 3=
o — <
n <101 a o<z
[y O o
ﬁ ) o©°
Q_SDO.S g_
3
0.0 0
: R R KX L L LD
N
PR FRRAFIRS F  F T (T o F F g ©
QY QA OF QO F OF ¥ O SN SN PN NN N M AN o
NN N A S AN ) . ]
. . - ~ Dias Apo0s a Polinizagéo
Dias Apos a Polinizagao
» 2.0 0 2.0
< © o
,\'g J litg L
5315 T 815
5 < T <
g2 g2
2210 T oL0
uw o _I'c
- O D
3. 3.
~0.5 ~0.5
0.0 N 0.0 N
FFFFFFFRR S FFFFFFFF P
Q7 O WM 0T QT Q7 A A OV 0 > 0 QA A
NN NN N Y R 2 A VO ) A
Dias Ap0s a Polinizacdo Dias Apés a Polinizagéo

Figura 12 — Atividades do tipo caspase-simile durante o desenvolvimento do tegumento de
Vigna unguiculata. As clivagens in vitro dos substratos peptidicos especificos para diferentes
caspase animais foram: VEID-pNa em pH 5,6 (A) e 7,4 (C) para a caspase-simile 6, IETD-pNa em
pH 5,6 (E) e 7,4 (G) para a caspase-simile 8, DEVD-pNa em pH 5,6 (I) para caspase-simile 3 e
LEDH-pNa em pH 7,4 (K) para a caspase-simile 9. Para estudos de inibigdo, os extratos foram
incubados por 15 min com os inibidores na presenca de seus respectivos substratos. Os inibidores
utilizados foram: VEID-al em pH 5,6 (B) e em pH 7,4 (D) para a caspase-simile do tipo 6, IETD- al
em pH 5,6 (F) e pH 7,4 (H) para caspase-simile 8, DEVD-al em pH 5,6 (J) para caspase-simile 3 e
LEHD-al em pH 7,4 (L) para caspase-simile 9. Os dados representam as médias (x Erro Padréo
da Média) da clivagem dos peptideos, expressos como pg de p-Nitroanilida liberada (pNA) e letras

diferentes representam resultados estatisticos significantemente diferentes.
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4.3 - PARTE lll: CARACTERIZACAO E PADRAO DE EXPRESSAO TEMPORAL
DE GENES ENVOLVIDOS NA MCP

4.3.1 — PCR para testes de amplificacdo de DNA gendmico de folhas de
feijdo-de-corda e de soja utilizando-se os iniciadores para actina, para
metacaspase e B-VPE

A figura 13 mostra o resultado da amplificagdo de DNA gendmico isolado
de folhas de soja e de feijao-de-corda, testando-se os iniciadores para actina,
metacaspase e -VPE. Podemos observar, que, para o DNA genémico (gDNA) de
folnas de Vigna unguiculata, os produtos de amplificacdo que mostraram um
tamanho esperado foram os originados a partir dos iniciadores mcF2R1 com um
tamanho de 356pb (figura 13A, linha 3) e actF1R1, com 813pb (figura 13A, linha
9). As combinagbes dos outros pares de iniciadores ndo foram capazes de
originar produtos de amplificacdo. Em soja, o produto do PCR para os iniciadores
mcF1R1e mcF2R1 geraram produtos de amplificacdo, sendo o primeiro (figura
13B, linha 1), menor que o esperado, e o produto mcF2R1 (figura 13B, linha 3) de
tamanho proximo ao esperado (356 pb). Como a sequéncia do gene da B-VPE é
muito extensa e possivelmente pode conter introns, a amplificagdo provavelmente
nao foi capaz de se completar, nem em DNA gendmico de Vigna (figura 13A,
linhas 5, 6, 7 e 8) e nem de soja (figura 13B, linhas 5, 6, 7 e 8).

67



Hyper 1 2 3 4 5 6 7 8 9
10

Figura 13 - Anélise da amplificagdo de DNA gendmico de folhas de feijdo-de-corda (A) e
de soja (B), utilizando-se iniciadores para actina, metacaspase e 3-VPE. Figura A : hyper |
- Hyperladder I, 1 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores mcF1R1, 2 - gDNA de V. unguiculata
+ iniciadores mcF1R2, 3 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores mcF2R1, 4 - gDNA de V.
unguiculata + iniciadores mcF2R2, 5 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores vpeF1R1, 6 -
gDNA de V. unguiculata + iniciadores vpeF1R2, 7 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores
vpeF2R1, 8 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores vpeF2R2, 9 - gDNA de V. unguiculata +
iniciadores actF1R1, 2 - gDNA de V. unguiculata + iniciadores actF1R2. Figura B: hyper | -
Hyperladder I, 1 - gDNA de soja + iniciadores mcF1R1, 2 - gDNA de soja + iniciadores
mcF1R2, 3 - gDNA de soja + iniciadores mcF2R1, 4 - gDNA de soja + iniciadores mcF2R2, 5 -
gDNA de soja + iniciadores vpeF1R1, 6 - gDNA de soja + iniciadores vpeF1R2, 7 - gDNA de
soja + iniciadores vpeF2R1, 8 - gDNA de soja + iniciadores vpeF2R2, 9 - gDNA de soja +

iniciadores actF1R1, 2 - gDNA de soja + iniciadores actF1R2.
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4.3.2 — RT-PCR de cDNA de folhas de feijao-de-corda e de soja utilizando-se
os iniciadores para actina e B-VPE, em gradientes de temperaturas de
anelamento

As figuras 14 e 15 mostram o resultado da amplificacdo de cDNA de folhas
de Vigna e soja, em gradiente de temperatura, utilizando novos iniciadores para
actina, B-VPE e metacaspase. Foi possivel observar uma correta amplificacdo dos
cDNAs para todos os pares de iniciadores testados, uma vez que todos o0s
produtos de PCR obtidos mostraram o tamanho esperado em gel de agarose
(vide tabela 1, no item 4.3.3). Com este experimento foi observado que o melhor
par de iniciadores para amplificagéo da -VPE foi o vpeF1R1, com a temperatura
de anelamento de 49°C, tanto para Vigna (figura 14A, linha 3, seta) como para
soja (figura 14A, linha 3, seta). J4 para actina, o melhor par de iniciadores a ser
utilizado foi o actF1R2 para Vigna (figura 14F, linha 3) e actF1R1 para soja (figura
15E, linha 3), sendo a melhor temperatura de anelamento a 49°C para ambos 0s
pares de iniciadores. Curiosamente, ao contrario da amplificagdo da p-VPE a
partir de DNA gendmico, a amplificacédo para a B-VPE a partir de cDNAs foi bem
sucedida em todos os pares de iniciadores testados. Provavelmente isto se deu
porque a sequéncia genémica da B-VPE € muito longa, ao contrario da presente
no cDNA, que é menor (tabela 1).

Os experimentos descritos neste permitiram ainda encontrar a melhor
combinacéo de iniciadores e a melhor temperatura de anelamento para cada um

deles, mostradas na tabela 3.
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A B

Hyper 1 2 3 4 5 6 Hyper 1 2 3 4 5 6
[\ v

vpeF1R1 vpeF1R2
C D
Hyper 1 2 3 4 5 6 Hyper 1 2 3 4 5 6
v \Y

vpeF2R1 vpeF2R2

actF1R1 actF1R2

Figura 14 - RT-PCR em gradiente de temperatura de anelamento para anélise da expresséo
génica de B-VPE e actina, utilizando-se cDNA de folhas de Vigna unguiculata. (A) iniciadores
vpeF1R1; (B) iniciadores vpeF1R2 (C) iniciadores vpeF2R1, (D) iniciadores vpeF2R2 (E):
iniciadores actF1R1 (F) iniciadores actF1R2, amplificados & temperatura de anelamento de 45°C
(linha 1), 47°C (linha 2), 49°C (linha 3), 51°C (linha 4), 53°C (linha 5) e 55°C (linha 6). Marcador:
Hyperlader IV (1013, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100pb). As setas indicam a melhor
combinacéo de par de iniciadores e temperatura encontrada.

70




Hyper 1 2 3 4 5 6 Hyper 1 2 3 4 5 6
v v

vpeF1R1 vpeF1R2

Hyper 1 2 3 4 5 6 Hyper 1 2 3 4 5 6
v [\

vpeF2R1 vpeF2R2

H}ll\eer 1 2 3 4 5 6 Hyper 1 2 3 4 5 6

actF1R2

actF1R1

Figura 15 - RT-PCR em gradiente de temperatura de anelamento para anélise da expresséo
génica de B-VPE e actina, utilizando-se cDNAs de folhas de soja. (A) iniciadores vpeF1R1; (B)
iniciadores vpeF1R2 (C) iniciadores vpeF2R1, (D) iniciadores vpeF2R2 (E): iniciadores actF1R1
(F) iniciadores actF1R2, amplificados a temperatura de anelamento de 45°C (linha 1), 47°C (linha
2), 49°C (linha 3), 51°C (linha 4), 53°C (linha 5) e 55°C (linha 6). Marcador: Hyperlader 1V (1013,
900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100pb). As setas indicam a melhor combinacao de par de

iniciadores e temperatura encontrada.
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Tabela 3: Pares de iniciadores para actina, -VPE e metacaspase selecionados e temperatura de

anelamento ideal dos mesmos.

Gene alvo Par de iniciadores Temperatura de
anelamento
Actina de Vigna actF1R2 49°C
Actina de soja actF1R1 49°C
B-VPE vpeF1R1 49°C
Metacaspase mcF2R1 49°C
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4.3.3 — RT-PCR para testes de amplificacdo de cDNA de folhas de feijao-de-
corda e de soja utilizando-se todos os iniciadores para metacaspase

A figura 16 mostra o resultado da amplificacdo de cDNAs de folhas de soja
de feijdo-de-corda, utilizando-se todos os pares de iniciadores desenhados para
metacaspase. Como ja havia sido detectada a temperatura 6tima de anelamento
(49°C) para estes iniciadores na amplificacdo do DNA gendmico, um RT-PCR em
gradiente de temperatura foi desnecessario. Foi possivel observar que apenas o
par de iniciadores mcF2R1 foi capaz de amplificar um produto de tamanho
correto, de aproximadamente 356 pb, tanto para soja como para Vigna (figura 16,

linhas 3 e 7, respectivamente - setas).

Hyper

Figura 16 - RT-PCR de cDNAs de folhas de soja e Vigna utilizando-se os iniciadores de
metacaspase para analise da expresséo génica de metacaspase. Hyper IV — Hyperladder
IV, 1 — cDNA de soja + mcF1R1, 2 - cDNA de soja + mcF1R2, 3 - cDNA de soja + mcF2R1, 4 -
cDNA de soja + mcF2R2, 5 - cDNA de V. unguiculata + mcF1R1, 6 - cDNA de V. unguiculata +
mcF1R2, 7 - cDNA de V. unguiculata + mcF2R1, 8 - cDNA de V. unguiculata + mcF2R2. As

setas indicam a melhor combinacéo de par de iniciadores encontrada.
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4.3.4 — Sequenciamento dos produtos do PCR referentes a amplificacdo
da metacaspase
Para verificar se os produtos de amplificacdo de folhas de Vigna e soja
pertenciam a metacaspase 4, os produtos do PCR para metacaspases referentes
a tabela 3 foram purificados e sequenciados. Quando as sequéncias foram
comparadas por BLAST, observamos que todas as sequéncias apresentaram
grande similaridade com a metacaspase 4 de soja. Folhas jovens e senescentes
de Vigna mostraram 87% de similaridade com a metacaspase 4 de soja (Figura
17A) e tegumentos jovens e senescentes de soja apresentaram 99% de
similaridade com a metacaspase 4 de soja (Figura 17B). Como apenas este tipo
de metacaspase foi encontrado, acreditamos que os iniciadores desenhados

sejam especificos para esta classe de metacaspase.
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A

Vigna MCe 4 CATCGGAAGGTGGAAGATGCCATTGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGGTTTGCGC 63
N N NN RN RN R RN RN
SojaMC4 588 C(ATCGGACTGTGGAAGATGCCATTGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGCGTTGCGC 647

VignaMC4 64  CATCACAGAGACAGGGATGATG--G-TGATGAGGCTGACGATAGGGATATCGATCTTCCA 120
£ CLELVEL B EELURE) b LR B L CEELERELRVEL LY LLLE
SojaMC4 648 CACAACAGAGGCAGGGATGATGATGGTGATGAAGCTCAAAATAGGGATATTGAACTTCCG 707

Vigna M4 121 CATGGGGACTATGGCTATGTAAAGAATAGATCTCTGCCCCTTTCAACCCTCATTGATATA 180
IRRRRR Frrrrrerrrerr ee rer perr e e e e e e e
SojaMC4 708 GATGGGG----- G-CTATGTAAAGAACAGGTCTTTGCCCCTTTCAACCCTCATTGATATA 761

Vignamc4 181  CTAAAGCAGAAAACTGGGAAAGATGACATTGATGTTGGGAAACTCAGACCTACCCTTTTC 240
Fererreerreeereeereerreer re reerrrerrerrrr Pererrrerrrern
SojaMCe 762 CTCAAGCAGAAAACTGGGAAAGATGATATAGATGTTGGGAAACTGAGACCTACCCTTTTC 821

Vigna M4 241 GATGTCTTTGGGGAAGATTCTAGTCCTAAAGTG 273
FEEEE PEERrrr e teeeerrrrrrrnl
SojaMCe 822 GATGTTTTTGGGGAAGATGCTAGTCCTAAAGTG 854

B

dINASojaMes 1 TCTACACCGGACCGCTGGAAGATGCCATCGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGCAT 60
IR RN R E RN NN RN RN RN NRRRRRNRAAIANY
SojaMC4 565 TCTACACCGGACCG-TGGAAGATGCCATCGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGCAT 623

CINASojaMC4 61  TGCGCCACAACAGAGGCAGGGATGATGATGTTGATGAAGCTCAAGATAGGGAAATTGAAC 120
IR N RN NN RN RN RN RN RN R RARN AN
SojaMCe 624 TGCGCCACAACAGAGGCAGGGATGATGATGTTGATGAAGCTCAAGATAGGGAAATTGAAC 683

dDNA SojaMC4 121 TTCCAAATGGGGGCTATGTAAAGAATAGGTCTTTGCCCCTTTCAACCCTGATTGATATAC 180
. PEREERERR R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
S0jaMC4 684 TTCCAAATGGGGGCTATGTAAAGAATAGGTCTTTGCCCCTTTCAACCCTGATTGATATAC 743

CDNA Soja g 181  TCAAGCAGAAAACTGGAAAAGATGATATAGATGTTGGGAAACTGAGACCTACACTCTTTG 240
PEERRREER R e e e e e e e e e e e e e e e e e
SojaMC4 744 TCAAGCAGAAAACTGGAAAAGATGATATAGATGTTGGGAAACTGAGACCTACACTCTTTG 803

CDNA SojasdC¢ 241 ATGTTTTTGGAGAAGATGCTAGTCCTAAAGTGAAGAAG 278
PEREERERR R e e e e e e e eerenend
SojaMC4 804 ATGTTTTTGGAGAAGATGCTAGTCCTAAAGTGAAGAAG 841

Figura 17 - Alinhamento das sequéncias dos produtos de amplificacdo para metacaspase 4
obtidas a partir de cDNas de folhas de Vigna unguiculata e tegumentos de soja com a
metacaspase 4 de soja. A — Alinhamento do produto de amplificacdo obtido de cDNAs de fohas
de V. unguiculata (Vigna MC4) com a metacaspase 4 de soja (Soja MC4). B — Alinhamento do
produto de amplificacdo obtido de cDNAs de tegumentos em desenvolvimento de soja (cDNA Soja

MC4) com a metacaspase 4 de soja (Soja MC4).
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4.3.5 — Expressao de genes de metacaspases, VPE e actina em tegumentos
liofilizados de sementes de Vigna

A figura 18 mostra o resultado do RT-PCR de cDNA de tegumentos
liofiizados de 10, 12 e 20 DAP. Foi possivel observar a presenca de fracas
bandas de amplificacdo para metacaspase nas amostras de 12 e 20 DAP (raias 5
e 6). Nao foram observadas bandas de amplificacdo para actina e nem para a B-
VPE.

act mc vpe

Hyper —A—  —*A— m

Iv 1 2 3 4 5 6

Figura 18 - Analise da expresséo dos genes da actina, metacaspase e B-VPE em cDNAs de
tegumentos liofilizados de Vigna unguiculata. Linhas 1, 2 e 3 - tegumentos de 10, 12 e 20
DAP, respectivamente, testados para os iniciadores da actina (actF1R2); linhas 4, 5 e 6 -
tegumentos de 10, 12 e 20 DAP, respectivamente, testados para os iniciadores da metacaspase 4
(mcF2R1); Linhas 7, 8 e 9 - tegumentos de 10, 12 e 20 DAP, respectivamente, testados para os

iniciadores da B-VPE (vpeF1R1).

4.3.6 — Sequenciamento do produto de amplificacdo referente a expressao
da metacaspase em 20DAP

Quando realizado um BLAST da sequéncia obtida apos purificacdo da
banda de amplificacdo da metacaspase dos cDNAs de tegumentos de 20 DAP de
V. unguiculata, foi observado que a mesma apresentava 88% de similaridade com
a metacaspase 4 de soja (Figura 19 A), 78% de similaridade com a metacaspase
4 de A. thaliana (ATMC4) (Figura 19 B) e 76% de similaridade com a
metacaspase do tipo Il MCII-PA de Picea abies (Figura 19 C).
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A

Vigna 20DAP MCL 1 ATGCCATTGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGGTTTGCGCCATCACAGAGACAGGG 60
LA A O 0 1 ) ot T B O O 4 1
SojaMC4 604 ATGCCATTGAGTCTCGCGGATTCCATATCCCTTCAGCGTTGCGCCACAACAGAGGCAGGG 663

Vigna20DAP M4 61 ATGATG--G-TGATGAGGCTGACGATAGGGATATCGATCTTCCACATGGGGACTATGGCT 117
1 408 0 4 D O 1 B (41 1 P 1 ¥ PO 1 B A 1 et B 08 I 1l
Sojamcs 664  ATGATGATGGTGATGAAGCTCAAAATAGGGATATTGAACTTCCGGATGGGG----~ G-CT 717

Vigna20DAP M4 118 ATGTAAAGAATAGATCTCTGCCCCTTTCAACCCTCATTGATATACTAAAGCAGAAAACTG 177
06 0 o OO 0 0 3 0 R 1 O L 4 08 0 O AR
SojaMC4 718 ATGTAAAGAACAGGTCTTTGCCCCTTTCAACCCTCATTGATATACTCAAGCAGAAAACTG 777

Vigna 20DAP MC4 178  GGAAAGATGACATTGATGTTGGGAAACTCAGACCTACCCTTTTCGATGTCTTTGGGGAAG 237
PEREErEee ve pereer e reererr verrererrerrereereer rerrrrernl
SojaMC4 778 GGAAAGATGATATAGATGTTGGGAAACTGAGACCTACCCTTTTCGATGTTTTTGGGGAAG 837

Vigna 20DAP MC4 238 ATTCTAGTCCTAAAGTGAAGAAGTTCATGAAT 269
FELEEErrrrrrerreer reeererneeel
SojaMC4 838 ATGCTAGTCCTAAAGTGAAAAAGTTCATGAAT 869

B

Vigna20DAPMC4 131 ATICTCIGCCCCTITICAACCCTCATTGATATACTARAGCAGARAACTGGGAARGATGACAT 190
8 6L O AL Y
Arabidopsis ATMC4 753 ATCICTITCCICIGCAGACCTTGATIGATATICTCAAGCAGCAAACAGGGAATGATAATAT 812

Vigna Z0DAP M4 191 TGATGITGGGARACTCAGACCTACCCTIITICGATGICTTTIGGGGAAGATICTAGICCTAR 250
00 10000 o e 1 o 7 O L 00 Do Y  T
Arabidopsis ATMC4 2813 CGAAGTTGGGARARTCAGGCCARGCCTTITTTGATGCGTTTGGTGATGATICGAGCCCGAR 872

Vigna 20DAP M4 251 AGTGRAGRAGTICAIGAR 268
PELEEREERErr rrnrd
Arabidopsis ATMOC4 €73 AGTGAAGAAGTTTATGAR 8290

C

VignaMC4 123 AAGAATAGATCTCIGCCCCTTICAACCCTCATIGATATACTARAGCAGRARACTGGGAAR 182
L A G RN |
Picea MCIIPA 736 AAAAACAGGTCCCITCCICTIGTCTACCTTGATAGAAATTCTGAATGAGAARACTGGICGA 795

Vigna MC4 183 GATGACATIGATGTTGGGAAACTCAGACCTACCCTTITCGATGICTTTGGGGAAGATICT 242
. L0 06 O A O 1 o ] 0 DO 8 o U B o ol b
Picea MCIIPA 796 CATGACATIGATGTITGGGARAATCAGGCCAACTCTTITITGATATGTTTIGGAGATGATGCA 855

VignaMe4 243 AGTCCTAAAGTGAAGAAGIT 262
TR
Picen MCHPA ©56 AGICCCAAGGTGAAGAAGTT £75

Figura 19 - Alinhamentos da sequéncia obtida a partir do produto de amplificacdo para a
metacaspase 4 de V. unguiuculata de 20 DAP com a metacaspase 4 de soja (A), com a
metacaspase 4 de A. thaliana (ATMC4) (B) e com a metacaspase do tipo Il MCII-PA de Picea
abies (C).
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4.3.7 — PCR de DNA gendmico de folhas de feijdo-de-corda para teste de
todos os iniciadores para cistatinas

As figuras 20A e 20B mostram os resultados do RT-PCR para verificacao
da amplificacdo de cistatina em DNA gendmico de V. unguiculata, utilizando-se
diferentes combinagbes dos iniciadores desenhados para cistatina. A tabela 4
mostra os tamanhos esperados dos produtos da amplificagdo e o tamanho real
encontrado. Como a banda maior que 1013 pb apareceu mais intensa e mais de
uma vez ao se utilizarem diferentes combinacdes de iniciadores, especula-se que
a mesma possa estar correta, porém com um intron extenso no meio da
sequéncia, uma vez que foi utilizado DNA gendmico para a amplificacdo. Esta
banda, originada do par de iniciadores cysF3R3, foi purificada e sequenciada
como descrito anteriormente e comparada através de um BLAST. N&o foi
encontrada nenhuma similaridade com a sequéncia para a cistatina de Vigna

unguiculata, provavelmente devido a sequéncia apresentar um intron muito

extenso.
A B
PO Hyper cys cys cys cys FD Hyper  cys cys cys  cys
v F1R1 F1R2 F2R1 F2R2 v F3R13 F3R4 F4R3 F4R4

Figura 20 - PCR de DNA gendmico de Vigna unguiculata para analise de amplificagao de
cistatina. Em A — RT-PCR com diferentes combina¢des dos iniciadores cysF1, cysF2, cysR1 e
cysR2; em B — RT-PCR com diferentes combinacfes dos iniciadores cysF3, cysF4, cysR3 e

cysR4.
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Tabela 4: Tamanhos esperados dos produtos da amplificacdo dos diferentes iniciadores para

cistatina e o tamanho real encontrado.

Iniciadores para cistatina | Tamanho esperado (Pb) Tamanho encontrado
F1R1 298 Banda intensa maior que
1013pb e outra com
cerca de 300pb
F1R2 205 -
F2R1 310 Banda muito fraca de
cerca de 320pb
F2R2 217 -
F3R3 262 Banda intensa maior que
1013pb
F3R4 332 Banda muito fraca
superior a 1013pb
F4R3 269 Banda muito fraca de
cerca de 200pb
FARA4 258 Banda fraca de cerca de
1013pb

4.3.8 — Clonagem do produto do PCR para cistatina utilizando-se os pares de
iniciadores especificos F3R3

Para se obter um melhor produto de amplificacdo e do tamanho correto, o
produto do RT-PCR obtido da amplificacdo com os iniciadores cysF3R3 foi
clonado em E. coli. Antes de se iniciar a amplificacéo, foi realizada uma corrida
eletroforética do produto de amplificacdo com o par de iniciadores cysF3R3, para
se verificar o seu real tamanho. Apds a corrida, foi observado que o produto
amplificado possuia cerca de 1300pb (figura 21). A figura 22 mostra a corrida
eletroforética de 3 coldnias positivas, apos digestao de plasmideos clonados com
0 produto de amplificagéo oriundo dos iniciadores cysF3R3 (setas). O produto de
digestao da primeira linha do gel, por apresentar-se mais completamente digerido,
foi encaminhado para sequénciamento, e depois alinhado com a sequéncia

conhecida de cistatina de Vigna unguiculata (figura 23). Através deste
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alinhamento foi possivel observar que houve o alinhamento de apenas 250 pb, e
ndo de toda a sequéncia esperada, que seria de 522pb. Também ndo foram
encontrados nenhum dos iniciadores reverse desenhados ao longo da sequéncia
(R1, R2, R3 e R4).

Pb Hyper cys
F3R3

10037

1500

1000
800

|
—
—
——

600

400

200

Figura 21 - PCR de DNA gendmico de Vigna unguiculata para confirmacédo do tamanho do
produto de amplificacdo utilizando-se os iniciadores cysF3R3.

Pb Hyper Colbnias
| Positivas
A

10037
ey e T e

1500

1000 \ \ \

800

600

400

Figura 22 - Eletroforese em gel de agarose corada com brometo de etidio para visualizagao
da digestdo de plasmideos de colOnias positivas para a clonagem do produto de

amplificacdo oriundo dos iniciadores cysF3R3.
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Figura 23 - Alinhamento da seqliéncia obtida da digestdo do plasmidio (linha superior) com

a sequéncia da cistatina de Vigna unguiculata (linha inferior). As cores das caixas de texto

indicam a seguinte localizacao dos iniciadores: vermelho: cysF3, amarelo: cysF1, verde: cysF2,

azul: cysF4.
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4.3.9 — RT-PCR de RNAs das camadas exotesta e mesotesta de tegumentos
microdissecados de 8, 12 e 18 DAP

As camadas palicadica e subepidérmica de tegumentos microdissecados
de 8 DAP, 12 DAP e 18 DAP foram submetidas a extracdo de RNA e sintese de
cDNAs e estes foram submetidos a um RT-PCR para verificacado da expressao de
metacaspase, VPESs e cistatinas em tais camadas, durante o desenvolvimento do
tegumento. Na figura 24, nota-se a amplificacdo da metacaspase 4 tanto na
exotesta como na camada mesotesta em estagios iniciais (8 DAP — figura 24A),
como em estagios intermediarios (12 DAP — figura 24B) e tardios (18 DAP — figura
24C). O fragmento encontrado apresenta um tamanho préximo ao esperado (356
pb). Nao foi detectada a amplificagdo da B-VPE em nenhuma das camadas
microdissecadas durante o desenvolvimento do tegumento.

A figura 25 mostra os produtos de amplificacdo utilizando-se os primers
para a cistatina nas camadas microdissecadas de 8 DAP, 12 DAP e 18 DAP. E
possivel observar a amplificacdo da cistatina tanto na camada palicadica como na
camada subepidérmica durante todo o desenvolvimento do tegumento. O

fragmento encontrado apresenta um tamanho proximo ao esperado (262 pb).

82



8DAP

Kb Meso D Meso Exo Meso bExo
Act Act MC MC VPE VPE

12DAP

Kb Meso Exo Meso Exo Meso Exo
Ad Aa MC MC VPE VPE

18DAP

Kb Meso BExo Meso bExo Meso Exo
Aa Aa MC MC VPE VPE

Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose corada com brometo de etidio para visualizagao
das camadas microdissecadas a laser de 8 DAP (A), 12 DAP (B) e 18 DAP (C) e amplificadas
utilizando-se os primers para actina, metacaspase 4 e B-VPE. Legendas: Meso — mesotesta,

Exo — exotesta.
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8DAAP 12[IAP 18?AP

\ [ ) [ )
Kb ‘/Ieso Exo Meso Exo Meso Exo

Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose corada com brometo de etidio para visualiza¢&o
das camadas microdissecadas a laser de 8 DAP (A), 12 DAP (B) e 18 DAP (C) e amplificadas

utilizando-se o0s primers para cistatina. Legendas: Legendas: Meso — mesotesta, Exo —

exotesta.
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5 — Discussao

A morte celular programada é um evento-chave crucial para o
desenvolvimento adequado dos organismos (Lima et al., 2012). No presente
estudo sdo descritos eventos de morte celular programada durante o
desenvolvimento do tegumento da semente de Vigna unguiculata, analisando
aspectos anatdbmicos, ultraestruturais, bioquimicos e moleculares deste processo.
A figura 26 representa esquematicamente 0s principais eventos bioldgicos

observados durante a MCP de tegumentos de V. unguiculata.

ESTAGIO DO DESENVOLVIMENTO (DAP)
10 12 14 16 18 20 22 24 Qul

Camada
Fragmentagao | Palicadica

do DNA Camada -
Subepidérmica

Camada
Condensacao | Palicadica
da cromatina

NUCLEO

Camada
Subepidérmica

Acumulagao de
CITOPLASMA Oligonucleossomos ‘

Atividade VEIDase
(Caspase_simile 6} - - -
COMPARTIMENTOS Atividade |ETDase
NEUTROS (caspase-simile 8) H -
Atividade LEHDase
(caspase-simile 9) -
Atividade VEIDase H
(caspase-simile 6) - -
COMPARTIMENTOS Atividade IETDase D TS
Acipos (caspase-simile 8)
Abvdae DEVDSe e
(caspase-simile 3)
INTEGRIDADE DA MEMBRANA PLASMATICA —
EXPANSAO CELULAR =
Figura 26 - Representacdo esquemética dos principais eventos bioldgicos

observados durante o processo de morte celular programada de tegumentos em

desenvolvimento de V. unguiculata.

A maioria das sementes de leguminosas se diferencia a partir de um évulo
com dois integumentos (Wang e Grusak, 2005). Durante o desenvolvimento do
ovulo, o integumento interno desaparece e o externo se diferencia nas camadas

que irdo compor o tegumento da semente. Por microscopia Optica e por
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microscopia eletrbnica de transmisséo (figuras 3 e 4), foi possivel observar a
morte celular assincrona do tegumento, iniciando-se pela camada palicadica e se
estendendo em direcdo as camadas mais internas do tegumento. A
desorganizacao celular teve inicio na camada palicadica, a partir de 10 DAP, com
vacuolos aumentando em tamanho e acumulando substancias osmiofilicas (figura
4E). A fragmentacdo do DNA desta camada celular, detectada pelo ensaio
TUNEL (figura 6F e 26) coincidiu com o inicio dos eventos de desorganizacao
celular em 10 DAP, que se completaram antes de 20 DAP. No desenvolvimento
do tegumento de sementes de Vigna unguiculata a fragmentacdo do DNA iniciou-
se cedo durante o processo de desenvolvimento (figura 26). Fato similar foi
observado por Gunawardena et al. (2005), nos sitios de perfuracao das folhas de
Monstera obliqua, onde a fragmentacdo do DNA (detectada por TUNEL) foi
observada como um evento inicial da morte celular programada.

Apesar da deteccdo da fragmentacdo do DNA a partir de 10 DAP na
camada parenquimatica dos tegumentos (figuras 5C, 5E, 5| e 26), as mudancas
ultraestruturais tipicas da MCP ainda ndo estavam visiveis neste estagio (figura
4F). Em 16 DAP, a desorganizacdo das membranas tilacéides dos plastideos e
das cristas mitocondriais, assim como a condensacdo da cromatina se tornaram
aparentes (figura 4G e H). Em 20 DAP, a Unica organela aparente na camada
palicadica foi um vacuolo grande e escuro, repleto de substancias osmiofilicas em
seu interior (figura 41). Na camada parenquimatica apenas nucleos danificados,
com cromatina condensada e um grande vacuolo puderam ser distinguidos (figura
4J). As demais organelas ndo estavam mais preservadas neste estagio. Também
em 20 DAP e em 22 DAP, observou-se a liberacdo de grandes quantidades de
DNA oligonucleossomal para o citoplasma (figura 7), confirmando a degradagé&o
do material genético e demonstrando que este evento € tardio no processo de
MCP dos tegumentos.

A permeabilizacdo das membranas também foi confirmada nos estagios
finais do desenvolvimento do tegumento (22 DAP), indicando o completo colapso
celular (figura 5K e 26). Em 24 DAP, apenas restos celulares foram detectados
em todas as camadas celulares estudadas (figura 4K, L e O), mostrando a morte
completa destes tecidos em 24 DAP. Outros exemplos de morte celular
programada assincrona foram observados em cotilédones de algodao durante a

germinacdo, onde ocorre o processo de MCP das bordas para o interior dos
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cotilédones (Xie et al., 2008), e também ha relatos de MCP assimétrica em folhas
e flores de tomate na zona de abcissdo, durante o processo natural de
senescéncia destes tecidos (Bar-Dror et al. 2011).

No presente estudo, também foi analisada a liberacdo do citocromo C pelas
mitocdndrias para o citosol. Nas fragfes citosolicas, o citocromo C foi detectado ja
a partir de 10 DAP, indicando que o processo de liberacdo ocorreu nos estagios
iniciais do desenvolvimento (Figura 8A e 26). Nestas fracGes, 0s niveis de
citocromo C se elevaram entre 10 DAP a 18 DAP, e seus niveis reduziram-se em
20 e 22 DAP. A liberagcdo do citocromo C em estagios tdo iniciais do
desenvolvimento do tegumento indica a sua importancia crucial para a ocorréncia
da MCP nestes tecidos. Exemplos deste evento durante a MCP em plantas foram
observados em diferentes tipos de MCP. Balk et al. (1999) detectaram a liberacao
do citocromo C em plantas de pepino durante a MCP induzida por calor,
Virolainen et al. (2002) observaram o mesmo fendbmeno em plantas de trigo sob
estresse anoxico. Lombardi et al. (2007) mostraram a liberacdo do citocromo C
durante a degeneracdo do suspensor em sementes de Phaseolus coccineus em
desenvolvimento.

Também foi observado por Balk e Leaver (2001) que uma mutagao
mitocondrial do gene CMS (“cytoplasmic male sterility”) em girassol esta
associada a MCP prematura e a liberacdo do citocromo c. Em plantas PET1-
CMS, portadoras da mutacdo, as primeiras células do tapete e os microsporos
jovens perdem seu formato normal e ao mesmo tempo o DNA se condensa e é
guebrado em oligonucleossomos. Nas células do tapete, o citocromo C € liberado
para o citosol. Este evento precede a condensacdo celular, a fragmentacdo do
DNA e a perda da integridade da membrana mitocondrial externa. Os autores
sugerem que estes eventos sdo fortes evidéncias de que esta mutacdo causa a
indugdo prematura da MCP no tapete, levando a morte dos micrésporos,
resultando no fenétipo macho estéril, e sugerem que a mitocéndria esta envolvida
no processo de indugéo de MCP.

Existem poucos estudos sobre a MCP durante o desenvolvimento do
tegumento de sementes. Wan et al. (2002) descobriram gque o integumento
interno de sementes de canola sofre um desenvolvimento organizado seguido por
MCP, evidenciada pela vacuolizagcdo das células, fragmentacdo do DNA e
compressédo. Radchuk et al. (2011) estudaram o desenvolvimento do pericarpo de
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cevada e observaram que durante este evento ocorre a fragmentacdo do DNA. A
morte celular assincrona dos tegumentos de sementes de Vignha unguiculata,
progredindo da camada palicadica para a parenquiméatica ao longo do
desenvolvimento da semente encontra paralelo apenas com o observado por.
Kladnik et al. (2004), em relacdo a MCP em cariopse de milho, estudada através
de andlises utraestruturais por microscopia eletrénica de transmissao e por ensaio
TUNEL, para detectar a fragmentacdo do DNA. Os autores também se referem a
dois subdominios distintos do processo de MCP detectados por TUNEL em
diferentes camadas placento-calazal, sugerindo diferentes papéis fisiologicos para
cada processo de MCP, assim como diferentes naturezas dinamicas e
bioquimicas, de acordo com sua origem a partir de diferentes tecidos maternos
(Kladnik et al., 2004).

De acordo com van Doorn (2011), a MCP vegetal pode ser classificada em
duas classes principais, de acordo com a participacdo do vacuolo durante o
processo: autolitica e nao-autolitica. A MCP autolitica é reconhecida pelo
rompimento do vacuolo seguido pela rapida degradacéo do citoplasma, enquanto
a MCP néo-autolitica ndo apresenta esta caracteristica. De acordo com o autor, a
principal vantagem em utilizar este critério estd na possibilidade de se distinguir
duas classes de MCP utilizando-se uma diferenca biolégica (o envolvimento do
vacuolo). De maneira geral, a MCP autolitica ocorre durante o desenvolvimento
normal da planta e sob estresse abidtico moderado, enquanto a MCP néo-
autolitica é caracteristicamente encontrada em interagdes planta-patégeno (van
Door, 2011).

No presente estudo, a MCP observada durante o desenvolvimento do
tegumento de sementes de Vigna unguiculata pode ser classificado como MCP
autolitica, uma vez que sao observados pequenos vacuolos no citoplasma, que se
fundem em um maior. Além disso, foi observada a substituicdo do citoplasma pelo
volume vacuolar, o inchaco e desaparecimento das organelas como plastideos,
mitocondrias, reticulo endoplasmético e complexo de Golgi, condensagdo da
cromatina e a migracdo da mesma para a periferia nuclear (figura 4) e a
degradacdo do DNA (figura 6), todos indicativos deste tipo de MCP, também
foram detectados (van Doorn, 2011; van Doorn et al., 2011).

A MCP autolitica freqientemente requer a presenca de proteases serinicas

e cisteinicas (Pak and van Doorn, 2005; van Doorn, 2011), porém, seus papeéis
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especificos na maioria das vezes ainda sdo desconhecidos. No presente estudo,
foram detectadas diferentes atividades de proteases quando géis co-
polimerizados a gelatina foram incubados em condi¢cdes 6timas para a atividade
de proteases cisteinicas (na presenca de DTT), tanto em pH acido, para simular
as condi¢des do vacuolo, como em pH neutro, para simular o ambiente citosolico
(figuras 11A e 11B, respectivamente). Atividades enzimaticas similares,
observadas por zimografia também foram relatadas nas zonas de abcissdo de
folhas e flores de tomate por Bar-Dror et al. (2011). Como a MCP autolitica requer
a participacdo de proteases cisteinicas (Pak and van Doorn, 2005; van Doorn,
2011), e com os resultados obtidos a partir da zimografia, a presenca de
atividades de proteases do tipo caspase-simile foi investigada durante o
desenvolvimento do tegumento de Vigna unguiculata. Foram detectados
diferentes tipos de atividades caspase-simile durante a MCP dos tegumentos, sob
dois diferentes pHs de incubacéo, com o objetivo de simular condi¢des vacuolares
e citosélicas e também sob a acdo de inibidores especificos (figura 12).

Em pH &cido (figura 12A e 26), trés picos de atividades do tipo caspase-
simile 6 (VEIDase) foram detectadas (em 10 DAP, de 14 a 18 DAP e de 22 DAP
ao estagio quiescente). De forma interessante, quando incubadas em pH neutro
(figura 12C e 26), outras trés ondas de atividade sdo detectadas (em 10 DAP, em
14 DAP e em 20 DAP). Este ultimo pico de atividade em 20 DAP em pH neutro
coincide com o desaparecimento da atividade VEIDase em pH &cido, e em 22
DAP, a mesma atividade desaparece em pH neutro e é aumentada em pH &cido,
permanecendo até a semente se tornar quiescente. Este é o primeiro relato de
atividades enzimaticas do tipo caspase-simile com tal comportamento. Estudos
posteriores sdo necessarios para confirmar se ha isoformas de enzimas
VEIDases localizadas em diferentes compartimentos celulares, que possam estar
sendo finamente reguladas por inibidores em diferentes estagios do
desenvolvimento ou se as atividades VEIDases sdo executadas pela mesma
enzima, que poderia ser translocada do compartimento vacuolar para o
citoplasma e vice-versa. De acordo com Sanmartin et al. (2005), existem varios
niveis de regulacéo das atividades caspases-simile em plantas, como maturacao
de zimdgenos inativos ou relocalizagdo subcelular.

Para a caspase-simile 8 (IETDase), atividades proteoliticas especificas
foram encontradas em pH acido de 12 DAP a 20 DAP (figura 12E e 26), e em pH
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neutro estas atividades séo detectadas de 16 a 20 DAP e no estdgio quiescente
(figura 12G e 26). Atividades caspase-simile encontradas no estagio quiescente
podem possivelmente estar envolvidas no futuro processo de germinacdo da
semente, porém mais estudos sdo necessarios para confirmar tal observacao.

Um aumento na atividade de caspase-simile 3 (DEVDase) de 10 DAP a 20
DAP foi observado apenas em pH &cido (figura 12| e 26) e a atividade caspase-
simile 9 (LEHDase) apenas foi observada em 10 DAP e em pH neutro (figura 12K
e 26). Atividade do tipo VEIDase foi encontrada por Bozkov et al. (2004) durante a
embriogénese de Picea abies, e esta atividade foi vista como essencial para o
estabelecimento do padréo apical-basal de formacdo do embrido. Uma atividade
VEIDase em pH neutro também foi encontrada durante o desenvolvimento do
perisperma em sementes de quinoa (Lopez-Fernandez e Maldonado, 2013).
Boren et al. (2006) detectaram, no endosperma de cevada, atividades VEIDase,
DEVDase, IETDase e LEHDase em pH neutro, sendo a VEIDase a atividade mais
proeminente de todas. Atividades proteoliticas IETDase e DEVDase também
foram observadas em folhas de Avena sativa (Coffen e Wolpert, 2004) e
atividades DEVDase e LEHDase foram relatadas em folhas de tabaco, durante a
MCP induzida pela inativacdo do proteassomo (Kim et al., 2003). A atividade
DEVDase também foi encontrada em folhas de batata durante a infeccédo por
Phytophtora infestans (Fernandez et al., 2012), em plantulas de A. thaliana
(Danon et al., 2004) e durante a germinacédo de sementes de Picea glauca (He e
Kermode, 2003) e em pdlen de Papaver (Thomas e Frankling-Tong, 2004).

Para estudar a MCP a nivel molecular, iniciadores para metacaspase 4, f-
VPE e cistatinas foram desenhados e realizados testes de amplificacdo em DNA
gendmico e cDNA de folhas de Vignha unguiculata e de soja (esta ultima utilizada
como referéncia) e em gradiente de temperatura, para a escolha dos pares de
iniciadores mais adequados (figuras 13, 14, 15 e 16).

Quando realizados testes de amplificacdo com os iniciadores para
metacaspase 4, B-VPE e actina em tegumentos liofilizados de 10 DAP, 12 DAP e
20 DAP, apenas notou-se uma fraca banda de amplificacdo da metacaspase 4 em
12 DAP e 20 DAP (figura 18), tendo sido, a banda de 20 DAP, seqienciada e
confirmada como uma metacaspase 4 (88% de similaridade com a metacaspase
4 de soja, Gene ID: 100802658; LOC100802658 metacaspase-4-like [ Glycine
max (soybean) ]), como mostrado na figura 19A. Como nao foi observada
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nenhuma banda de amplificacdo para actina, utilizada como controle, e nem para
a B-VPE, nao foi possivel concluir se existe a expressao génica da p-VPE durante
o desenvolvimento do tegumento. Provavelmente este fato ocorreu pela utilizacao
de tegumentos liofilizados para o0s experimentos, uma vez que 0 nao
florescimento das plantas durante o estagio sanduiche (realizados na
Universidade de Durham, UK) impossibilitou a realizagdo dos experimentos com
tegumentos frescos.

Com relacdo as cistatinas, foi realizado um PCR para verificar a
amplificacdo de cistatina em DNA genbmico de V. unguiculata, porém apenas
bandas com tamanhos muito diferentes do esperado foram encontradas (figura
20). Como uma banda maior do que 1013 pb apareceu com maior freqiiéncia e
intensidade ao se utilizarem diferentes combinacdes de iniciadores, acreditamos
gque a mesma possa estar correta, porém com um intron extenso no meio da
sequéncia, uma vez que foi utilizado DNA genbmico para a amplificacdo. O
produto do PCR obtido da amplificagdo com os iniciadores cysF3R3 (que originou
uma banda com maior resolugdo no gel e no tamanho maior que 1013pb) foi
entdo clonado em E. coli (figura 22). O produto de digestdo plasmidial melhor
digerido foi sequénciado, e depois alinhado com a seqUéncia conhecida de
cistatina de Vigna unguiculata (figura 23). Através deste alinhamento foi possivel
observar que houve o alinhamento de apenas 250 pb, e ndo de toda a sequéncia
esperada, que seria de 522pb. Interessantemente, também né&o foi encontrado
nenhum dos iniciadores reverse desenhados ao longo da sequéncia (R1, R2, R3
e R4), sendo estes dois dados indicadores de que a sequéncia genbmica da
cistatina possui ao menos 2 introns, com 0s iniciadores reverse localizados nos
éxons ndo detectados.

Para analisar se ha expressado diferenciada dos genes estudados na
exotesta e mesotesta dos tegumentos de V. unguiculata de 8 DAP, 12 DAP e 18
DAP, foi realizada a microdisseccéo a laser e purificacdo de RNAs dos tecidos
microdissecados. cDNAs gerados a partir destes RNAs foram amplificados,
utilizando-se todos os pares de iniciadores disponiveis. A metacaspase 4 mostrou
produtos de amplificacdo tanto na camada palicadica, como na camada
subepidérmica, em estagios iniciais (8 DAP), intermediarios (12 DAP) e tardios
(18 DAP) (figuras 24A, 24B e 24C respectivamente), indicando que possivelmente
esta metacaspase seja fundamental para a execucdao da MCP em todos os
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tecidos do tegumento. A metacaspase 4 de V. unguiculata apresentou 88% de
similaridade com a metacaspase 4 de soja (XM_003546612.1), 78% de
similaridade com a metacaspase 4 de Arabidopsis thaliana (AT1G79340) e 76%
de similaridade com a metacaspase mcll-Pa de Picea abies (figura 19A, 19B e
19C, respectivamente). A metacaspase 4 de Arabidopsis é uma metacaspase do
tipo Il, ou seja, ndo possui o prodominio pro-apoptético, mas apresenta a regido
de conexao entre as subunidades p20 e p10 (figura 1). Quando foi realizada uma
busca pelas funcdes desta protease em Arabidopsis (http://www.arabidopsis.org/)
foi encontrada como principal funcéo a de regulacéo positiva da MCP induzida por
estresses biéticos e abidticos (http://www.arabidopsis.org/serviets/
TairObject?id=137999&type=locus). Estudos sobre a metacaspase 4 de
Arabidopsis revelaram que a mesma é dependente de calcio para sua atividade
como regulador positivo da MCP, além de ser ativada por processamento
autocatalitico (Zhang e Lam, 2011; Watanabe e Lam, 2011). A metacaspase 4 de
Arabidopsis apresenta 64,3% de similaridade com a metacaspase do tipo Il (mcll-
Pa) de Picea abies. Bozkov et al. (2005) demonstraram que o0 silenciamento
génico da mcll-Pa suprime a MCP do suspensor, acarretando na paralisacao do
desenvolvimento embrionario da planta. Também foi demonstrado a capacidade
da mcll-Pa de clivar a TSN (Tudor staphylococcal nuclease), uma proteina
evolutiva e estruturalmente conservada, presente na maioria dos eucariontes, e
gue € um substrato da caspase 3 presente em animais (Sundstrom et al., 2009).
Até agora, a TSN é a Unica proteina que é clivada por uma metacaspase vegetal
in vivo (Sundstrom et al., 2009; Enoksson e Salvesen, 2010). Foi observado por
Frei dit Frey et al. (2010) que, em Arabidopsis, a TSN estabiliza mRNAs
codificantes para proteinas da via secretéria que confere a planta tolerancia a
estresses. A maioria das proteinas secretadas sao inibidores de proteases
serinicas e cisteinicas, e a acdo destas pode suprimir a morte celular em plantas
(Solomon et al.,, 1999, Coffeen e Wolpert, 2004). Assim, especula-se que a
proteina TSN poderia proteger as células da morte pela manutencdo da
expressao dos inibidores de protease em niveis suficientes para inibir a ativacao
de proteases relacionadas com a morte celular (Tsiatsiani et al., 2011). A
clivagem da TSN por mcPall agiria portanto induzindo a morte celular através da
liberacdo da acdo de proteases, anteriormente inibidas. Mais estudos sao

necessarios para confirmar se a metacaspase 4 de Vigha unguiculata
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apresentaria as mesmas propriedades da metacaspase 4 de Arabidopsis e da
mcll-Pa de Picea abies.

N&o foi detectada a amplificagcdo da B-VPE em nenhuma das camadas
microdissecadas durante o desenvolvimento do tegumento, indicando que a
mesma provavelmente ndo se encontra envolvida no processo de MCP durante o
desenvolvimento do tegumento de Vignha unguiculata.

J4 a cistatina mostrou um perfil de expressdo similar aquele visto na
metacaspase 4, com produtos de amplificacdo presentes tanto na camada
palicadica como na camada subepidérmica durante todo o desenvolvimento do
tegumento (figura 25). Possivelmente a presenca de mRNAs codificantes para
cistatinas durante todo o desenvolvimento do tegumento implique na necessidade
da rpida traducdo dos mesmos para a regulacdo das proteases cisteinicas
envolvidas na MCP. Solomon et al. (1999) observaram que a expressao de
cistatinas em células de soja em cultura é capaz de inibir as atividades de
proteases cisteinicas que foram induzidas por estresse oxidativo, impedindo a
ocorréncia da MCP. Também foi observado por Belenghi et al. (2003) que a
super-expressdo de uma cistatina constitutiva (ATCYS1) € capaz de suprimir a
resposta hipersensivel induzida em plantas de tabaco e em cultura de células de
Arabidopsis (Belenghi et al.,, 2003). Uma protease cisteinica presente em
sementes germinantes de trigo foi detectada por Kiyosaki et al. (2007) e vista
como regulada por cistatinas intrinsecas. Em Vigna unguiculata, foi detectada a
expressdo coordenada entre proteases cisteinicas e cistatinas durante o
desenvolvimento das sementes (Fernandes et al., 1991).

Desde que o cometimento do suicidio celular ndo é uma deciséo trivial para
0 organismo vegetal, as atividades relacionadas a MCP sédo submetidas a um
cuidadoso controle, com diversos mecanismos refinados de ativagéao e regulacao
como respostas aos diversos sinais recebidos. Assim, elucidar como as cascatas
de sinalizacéo das vias envolvidas na MCP vegetal sdo ativadas e reguladas é
meta central para a compreensdo de como a morte celular programada é

orquestrada em plantas.
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6 — Conclusdes

> Eventos tipicos de MCP foram detectados durante o
desenvolvimento de tegumentos de Vigna unguiculata.

> A MCP foi vista como autolitica e assincrona, ocorrendo da camada
palicddica (mais externa) em direcdo as camadas mais internas de parénquima, a
partir de 10 DAP.

> A partir deste estagio, ao longo do desenvolvimento do tegumento,
observou-se a expansao do nucleo, que ao final substitui o volume do citoplasma,
a desorganizacdo da cromatina e fragmentacdo do DNA, a perda da viabilidade
das membranas, a desorganizacdo e posterior desaparecimento de organelas,
como mitocondrias, plastidios, complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico, o
espessamento das paredes celulares e o achatamento das camadas celulares
nos estagios mais tardios do desenvolvimento. Este processo inicia-se na
exotesta e estende-se para as camadas mais internas do tegumento com o
decorrer do desenvolvimento.

> A liberacdo do citocromo C e a fragmentacdo do DNA aparentam ser
eventos iniciais e a permeabilizacdo das membranas e a liberagdo de grandes
guantidades de DNA oligonucleossomal sdo eventos tardios da MCP de
tegumentos de Vigna unguiculata

> Diferentes atividades de proteases cisteinicas foram detectadas, e
atividades caspase-simile dos tipos 3, 6, 8 e 9 foram observadas durante a MCP
dos tegumentos, em pH acido, simulando condi¢cbes vacuolares, e neutro,
simulando condic@es citosélicas. A maioria destas atividades foram parcialmente
ou totalmente inibidas por inibidores especificos para caspases animais.

> Foram detectados produtos de amplificacdo dos iniciadores para
metacaspase 4 e cistatinas, ao longo do desenvolvimento do tegumento de V.
unguiculata e nas diferentes camadas celulares deste tecido, mas nao para f-
VPE.

> A metacaspase 4 de Vigna unguiculata apresentou alta similaridade
(88%) com a com a metacaspase 4 de soja, com a metacaspase 4 de Arabidopsis
thaliana (78%) e com a mcll-Pa de Picea abies (76%), que possuem papéis na

MCP induzida por estresses bibticos e abioticos.
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