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Protedmica comparativa aplicada a cultura de tecidos de plantas.
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INTRODUCAO

Nas Uultimas décadas os codigos genéticos de diversos organismos foram
completamente seqlienciados, representando um importante avanco do conhecimento na
area gendmica. No contexto das “Omicas” grande énfase tem-se dado para a gendmica
funcional, que visa a identificacao da sequéncia e fungdo dos genes e proteinas através de

estudos do transcriptoma e proteoma dos organimos vivos (Figura 1).
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Figura 1. Organograma dos estudos das “OMICAS” nos organimos vivos. A genomica
funcional refere-se aos estudos do transcriptoma e proteoma.
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Embrora a protedémica tenha ganhado destaque nos ultimos anos, o termo Proteoma
¢é relativamente novo e refere-se ao conjunto de proteinas expressas pelo genoma de um
organismo num dado momento ou condicdo (Wasinger et al., 1995). Neste contexto, a
protedmica é a ciéncia que estuda sistematicamente um proteoma (Park, 2004), permitindo
avaliagdes quantitativas e qualitativas de proteinas que atuam no metabolismo celular (Chen
& Harmon, 2006). Consequentemente, a identificacdo de proteinas expressas
diferencialmente permite a associacdo destes polipeptideos com diferentes eventos
fisioldgicos que ocorrem nas células, tecidos e érgaos (Korkumat et al., 2006).

A protedmica possui diversas aplicagdes como: 1) estudo da expressao diferencial
de proteinas, que pode fornecer importantes informagdes sobre a sinalizacdo celular e
desenvolvimento dos organismos; 2) estudo de modificagbes poés-traducionais; 3) estudos
de interagdo proteinas-proteinas e suas possiveis aplicagdes no desenvolvimento de
mecanismos de defesa; 4) estudo da protedmica estrutural que visa o estudo da composigao
protéica de organelas e membranas; 5) estudo da fungcdo das proteinas através da
protedmica funcional e; 6) protedmica computacional, que visa estudos de modelagem e
dindmica das proteinas (Figura 2).
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Figura 2. Tipos e aplicacdes de estudos em protedmica em diferentes sistemas biolégicos.

A dindmica de proteinas em um sistema vivo € influenciada por diversos fatores
internos e externos que determinam modificagbes estruturais e a conformacdo das
proteinas. Neste sentido, o estudo e caracterizacdo de mapas protedGmicos apresentam-se
como uma importante ferramenta complementar aos estudos de genOmica. A andlise
protedbmica oferece a oportunidade de examinar simultaneamente alteracbes e classificar
padrdoes temporais de acumulo de proteinas que ocorrem durante o desenvolvimento da
semente, possibilitando a identificacdo de proteinas marcadoras estadio especificas (Dias et
al., 2007; Silveira et al., 2007). Nos ultimos anos varios estudos tém enfocado a
caracterizacdo da dinamica de proteinas ao longo do desenvolvimento vegetal, associada a
caracterizacdo do genoma e transcriptoma (Roberts, 2002; Heazlewood & Millar, 2003;
Chen & Harmon, 2006; Rossignol et al., 2006).
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Avaliagbes da expressdo génica em nivel do transcriptoma fornecem informacoes
importantes sobre carga genética transcrita de um organismo em um determinado estado,
entretanto, ela ndo reflete diretamente a expresséo das proteinas deste organismo (Chen &
Harmon, 2006). Varios mecanismos estdo envolvidos no controle da sintese protéica,
mecanismos estes que atuam desde a transcricdo do gene até a obtengao da proteina na
forma ativa (Figura 3). Durante a sintese protéica podem ocorrer modificacbes pos-
transcricionais e poés-traducionais alterando conformagédo espacial de proteinas e gerar
diferentes classes protéicas, as quais bioquimicamente e estruturalmente que podem
desempenhar diferentes fungdes nas vias metabdlicas e na composicado do proteoma do
organismo.
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Figura 3. Mecanismos de controle que atuam na sintese protéica. Estes mecanismos fazem

com que um unico gene dé origem a multiplas proteinas com conformacgdes e
funcdes distintas.
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PROTEOMICA EM PLANTAS

Os estudos protedémicos em plantas foram iniciados com milho (Touzet et al., 1996) e
Arabidopsis thaliana (Shanoun et al., 2000). De acordo com os trabalhos iniciais, as analises
protebmicas em plantas foram divididas em duas categorias: 1) estudo do proteoma
especifico de determinados 6rgdos ou tecidos e consequiente elaboracdo de mapas
protedmicos de referéncia e; 2) analise protebmica comparativa de diferentes proteomas
(Rose et al., 2004). Este ultimo ainda pode ser dividido de acordo com o objetivo do estudo
em: 1) avaliacio entre diferentes genétipos; 2) avaliagao da influéncia da aplicagao de sinais
no metabolismo vegetal, como por exemplo a adicdo ou supressdo de reguladores de
crescimento e; 3) comparagao entre diferentes tecidos e/ou estadios de desenvolvimento
vegetal.

Atualmente, uma das maiores dificuldades da protedmica vegetal é a capacidade de
identificagdo de proteinas de espécies, cujos genomas ainda nao foram seqienciados. A
identificacdo e caracterizagdo de proteinas sdo aceleradas pela disponibilidade de
sequéncias genbmicas e de sequéncias expressas (EST, Expressed Sequence Tags). Para
contornar os problemas de falta de sequéncias gendmicas, duas sdo as alternativas
possiveis: 1) através de sequéncias ESTs disponiveis, as proteinas podem ser identificadas
por seqliéncias de peptideos obtidas por MS/MS, mas é altamente dependente do tamanho
e qualidade dos bancos de dados de ESTs e; 2) outro caminho seria realizar buscas
baseadas na homologia com proteinas de outras espécies vegetais, preferencialmente
usando-se seqléncias obtidas de MS/MS ou seqlencimento de Edman.

Em geral, a maioria absoluta dos trabalhos em proteémica comparativa em plantas
utilizam a interface que consiste principalmente na separagao das proteinas através de
eletroforese bidimensional (2-DE) em gel de poliacrilamida (2D-PAGE) com posterior
identificagdo da proteina por espectrometria de massas (MS/MS)(Figura 4).
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A 2-DE é um poderoso e amplo método de analise de misturas complexas de
proteinas extraidas de células, tecidos e outros materiais bioldgicos. A 2-DE separa as
proteinas em dimensbes distintas, em que na primeira dimensdo as proteinas sao
separadas de acordo com seus pontos isoelétricos (p/) e na segunda dimensao estas sdo
separadas de acordo com suas massas moleculares. Mesmo com as limitagcdes inerentes da
técnica, em estudos de protedmica comparativa em que o objetivo € identificar diferengas
quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a 2-DE é normalmente o método de
escolha, e gera dados em um formato que possibilita uma facil avaliacdo visual e fornece
comparacao fisicoquimicos e quantitativos (Canovas et al., 2004).
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Figura 4. Etapas da analise protedmica em plantas, usando a interface eletroforese
bidimensional (2D-PAGE) e espectrometria de massas MS/MS.

Atualmente a 2-DE tem sido amplamente utilizada em resultado de inumeros
avancgos nas metodologias. O uso de gradientes imobilizados de pH (IPG) na isofocalizagao
e a otimizagdo no processo de aplicagcdo das amostras tém permitido a utilizagdo de
quantidades cada vez menores de proteinas (Canovas et al., 2004).

Em plantas o preparo da amostra também merece preocupacgao e trata-se de uma
etapa critica e absolutamente essencial para a obtengao de bons resultados. Neste sentido,
especial atencao deve ser destinada ao preparo inicial da amostra, em que diferentes
métodos de extracdo podem ser testados e utilizados para isolar e fracionar as proteinas
dos materiais vegetais (Carpentier et al., 2005; Natarajan et al., 2005)

Os tecidos vegetais possuem grande quantidade de agua e baixa relagao
proteina/matéria fresca, além de possuir substancias que interferem na andlise protéica,
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como compostos fendlicos, enzimas proteoliticas e oxidativas, terpendides, pigmentos,
acidos organicos, ions inibitérios e carboidratos. Apos a extragdo, geralmente as proteinas
sdo precipitadas em solugdes salinas, tamponantes e/ou solventes organicos, visando a
eliminagdo da maioria dos interferentes (Carpentier et al., 2005).

A selecdo da solugdo extratora ideal, aquela que solubiliza a maior quantidade de
proteinas, depende de cada espécie, tecido e das proteinas de interesse. As diferentes
solucdes extratoras possuem afinidades com classes especificas de proteinas, o que
permite uma extracao diferencial de acordo com o método utilizado (Carpentier et al., 2005).
Os métodos mais utilizados para extragcao de proteinas totais em céluas e tecidos vegetais
utilizam solugbes caotrdpicas, geralmente a base de uréia e tiouréia ou diretamente com
acido tricloroacético (TCA)/Acetona (Carpentier et al., 2005; Natarajan et al., 2005;
Saravanan & Rose, 2004) seguido de pelo menos um método de precipitacdo para a
concentracao das proteinas e a eliminagao dos interferentes (Carpentier et al., 2005).

PROTEOMICA COMPARATIVA E CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS

O uso da biotecnologia em muitas espécies vegetais depende de protocolos de
regeneracgao in vitro a partir da cultura de células e/ou de tecidos de plantas. No sentido de
viabilizar a cultura de tecidos de plantas, a protebmica comparativa apresenta-se como uma
importante ferramenta no estudo e controle dos processos morfogenéticos in vitro.

O uso de proteinas como marcadores para o monitoramente e compreensio de
diferentes fases do desenvolvimento da planta in vitro, seja via organogénese ou
embriogénese somatica, apresenta-se como uma das principais alternativas para a
otimizacao destes processos in vitro.

Na cultura de tecidos vegetais, os estudos protedmicos comparativos vem sendo
utilizados principalmente no sistema de embriogénese somatica. Neste contexto, padrées
protéicos vém sendo utilizados como marcadores da competéncia das culturas
embriogénicas, onde sao observadas diferencas significativas nos perfis protéicos de
tecidos embriogénicos e ndo embriogénicos (Kormutak & Vookova, 1997; Moraes et al.,
2006).

Na embriogénese somatica uma melhor compreensdo dos fatores associados a
embriogénese em plantas também pode ser obtida na interface entre os modelos de
embriogénese somatica e embriogénese zigotica (Silveira et al., 2007). Durante o
desenvolvimento embrionario, a deposigao de substancias de reserva é um processo chave,
fornecendo os compostos que serdo usados desde os estadios iniciais do desenvolvimento
até a autotrofia, apds a germinagéao (Merkle et al., 1995).

As proteinas estao entre as principais substancias de reserva acumuladas durante o
desenvolvimento embrionario (Bewley & Black, 1994). Na embriogénese zigoética, o aumento
no conteudo de proteina ocorre como resultado da sintese de proteinas de reserva e
proteinas LEA (“late embryogenesis abundant”). As proteinas LEA tém grande afinidade
com as moléculas de agua, atuando na protecdo a desidratagdo da semente (Bewley &
Black, 1994). As proteinas de reserva sao utilizadas como fonte de nitrogénio no
desenvolvimento e germinagdo do embrido, sendo divididas em quatro classes de acordo
com a sua solubilidade: (a) albuminas, soluveis em agua ou em tampao de pH neutro, (b)
globulinas, soluveis em solugdes salinas e insollveis em agua, (c) glutelinas, sollveis em
acido diluido ou em solugdes alcalinas e (d) prolaminas, soluveis em alcoois (Shewry et al.,
1995).

Em Helianthus annus, as deidrinas e outros dois grupos de LEA, além de outras
proteinas de baixo peso molecular, foram identificadas durante a dorméncia dos embrides
(Garello et al., 2000). Campalans et al. (2000) estudando os eventos moleculares envolvidos
na aquisicdo de tolerdncia a desidratacdo, observou a indugcdo de novos polipeptideos
durante a desidratagao de embrides de Prunus amygdalus. Como resposta a acdo do ABA e
do estresse osmatico que ocorre no embrido maduro, foram identificadas as proteinas tipo



16° Congresso Brasileiro de Floricultura e Plantas Ornamentais / 3° Congresso Brasileiro de Cultura de Tecidos de Plantas / 1° Simpésio de Plantas Ornamentais Nativas

deidrinas, LEA e outras (Campalans et al., 2000), que tém sido utilizadas como marcadores
das diferentes fases desses processos (Garello et al., 2000).

Finalmente, a protebmica comparativa aplicada a cultura de tecidos de plantas
apresenta um grande potencial de aplicagdo para controle, viabilizagdo e otimizagado dos
processos morfogenéticos in vitro. A identificacdo de proteinas diferencialmente expressas
durante o desenvolvimento vegetal configura-se como um potente marcador molecular do
metabolismo em plantas, podendo fornecer informagdes importantes sobre a competéncia e
grau de evolugao da morfogénese in vitro. Estudos em protedbmica comparativa sao
essenciais e complementares aos estudos de Bioquimica e Biologia Celular, Morfologia e
Fisiologia Vegetal que tradicionalmente s&o realizados para monitoramento e otimiza¢do dos
protocolos de cultura de tecidos de plantas.
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