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RESUM O - Existem evidéncias do envol vimento de um ou poucos genes controlando o processo apomitico em citros; entretanto, aidentidade destes
genes, seus produtos e suas formas de atuagdo ainda ndo foram elucidados. Sendo as proteinas o produto final da expressdo génica, 0 processo
apomitico pode ser investigado através do estudo da expressdo protéica. A técnica da eletroforese bidimensional de proteinas foi empregada nesta
pesquisa, objetivando a comparacdo de perfis protéicos de plantulas apomiticas e zigéticas de citros obtidas a partir de cruzamento entre Citrus
sinensisL. Osh. cv. Pérae Poncirus trifoliata cv. Rubidoux. Observou-se, nestes perfis bidimensionais, a ocorréncia de trés classes de proteinas: a
primeira presente em ambos os perfis, asegundaexclusivado perfil apomitico e aterceiraexclusivado perfil zigético. Dentro da classe de proteinas
compartilhadapor ambos os perfis, observaram-se diferencas no nivel de expressdo entre zigéticos e apomiticos. A classe protéicaexclusivado perfil
Zigotico, provavel mente, estarel acionada a expressdo de genes herdados do parental masculino. Jadentre as proteinas exclusivas do perfil apomitico,
podem estar proteinas relacionadas ao processo apomitico. O peso molecular e o ponto isoel étrico destas proteinas de expresséo diferencial foram
estimados e constituem, entdo, um banco de dados para futuros trabal hos de purificacéo e seqlienciamento das mesmas.

Termosparaindexacdo: apomixia, citros, proteina, €l etroforese bidimensional, RAPD.

DIFFERENCIAL PROTEIN EXPRESSION AMONG ZYGOTIC AND APOMITIC SEEDLINGS OF CITRUS

ABSTRACT - Thereareevidencesthat one or afew genesonly regulate the apomictic processin citrus. However, the genesidentities, their products
and mode of action were not elucidated yet. Asproteinsarethefinal products of gene expression, the investigation of protein expression can lead to
abetter understanding of the apomictic process. In this research, the bidimensional protein electrophoresis technique was used to compare protein
profilesfrom apomictic and zygotic seedlings of citrus. Three classes of proteins were observed based on bidimensional profiles: a) those observed
in either one of the profiles, b) those exclusiveto theapomictic profile, and ¢) those exclusiveto the zygotic profile within that class of proteins shared
by both profiles. Differencesin the expression level were observed for apomitic or zygotic seedlings. The class of protein exclusive to the zygotic
profileis probably related to the expression of genesinherited from the male parental. The proteins detected in the apomictic profile could berelated
to the apomictic process itself. The molecular weight and the isoelectric point of these differentially expressed proteins were also estimated and
probably constitute an important data base for future work on purification and sequencing of these proteins.

I ndex terms. apomixis, citrus, protein, bidimensional electrophoresis, RAPD.

INTRODUCAO

O fenbmeno da apomixia caracteriza-se pela reproducéo
assexuada por meio de sementes, onde um ou mais embrides sdo
formados sem redugdo do ndmero cromossdmico e sem fertilizagdo
(Nogler, 1984). Os embriBes apomiticos apresentam constituigdo
genética idéntica a da planta genitora feminina e representam uma
barreira & recombinacdo genética (Koltunow, 1993). O padréo de
formacdo dos embriBes em espécies apomiticas € freqlentemente
indistinguivel do seu relativo sexual (Nogler, 1984). O género Citrus
apresenta apomixia facultativa, onde reproducdo sexual e apomitica
coexistem na mesma planta (Koltunow, 1993). Espécies apomiticas
facultativas adaptaram-se evolutivamente, devido a capacidade de
multiplicar as combinac¢des genéticas vantajosas por meio da
reproducdo apomitica(Nijis& Van Dijik, 1994).

Existem evidéncias de que a heranca daembriogénese nucel ar
apomiticaem Citrus é um caréter dominante, com o envolvimento de
um I6cus principal, que pode consistir de vérios genesligadosentre si,
codificando diversos elementos apomiticos (Cameron & Soost, 1982;
Dijk & Damme, 2000). Entretanto, tais genes aindando foram isolados,
permanecendo ainda como incgnitaaidentificacdo de seus produtos
e de suas funcdes. Model os de ag¢do génica relacionados a apomixia
facultativa sugerem que, uma vez que 0s genes apomiticos séo
acionados em uma célulanucel ar especifica, os elementos do processo
sexual poderiam completar 0 evento. Informagdes nos tipos de genes
expressos durante o desenvolvimento apomitico e sexua nos 6vulos
poderdo indicar se 0s processos apomiticos sdo resultantes de genes
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especificos relacionados a reproducéo apomitica das plantas ou se a
apomixia reflete alterages na regulacdo e expressao dos genes
normalmente envolvidos na reproducdo sexual (Koltunow, 1993;
Koltunow et al., 1995). E improvavel que o l6cus responsavel pelo
evento apomitico envolvanovas e distintas vias metabdlicas (K ol tunow
et al., 1995). Umapossibilidade € que areproducdo apomiticasgjauma
consequéncia da expresséo errbnea de um gene, durante o curso dos
eventos sexuais no évulo (Peacock, 1992; Koltunow, 1993). Outra
hipétese é que o fendtipo apomitico seja decorrente da mutagéo deste
alelo (Koltunow et al., 1995).

Em Citrus, aapomixiapossibilitaauniformidade dascultivares,
afixac8o daepistasia e da heterose, e aeliminagéo devirus e virdides
(Davies & Albrigo, 1994). Entretanto, aapomixia & o maior obstaculo
para a producdo sistematica de hibridos, visto que muitas cultivares
produzem gquase que somente embrides nucel ares (apomiticos), osquais
podem ser muitos em uma unica semente (Cameron & Soost, 1982).

Por outro lado, aengenhariagenética of erece ferramentas que
possibilitam a introdugdo do comportamento apomitico em culturas
agricolas de reproducdo sexuada, o que tem sido citado na literatura
como a “tecnologia da apomixia’. Através desta tecnologia, seria
possivel a fixac8o da heterose, através de sucessivas geragoes, via
semente (Nijis& Van Dijik, 1994). Outras vantagens seriam conseguidas,
como, por exemplo, atransformagao direta de gendtipos superioresem
cultivares e aeliminagéo datransmissdo de virus através de propagagéo
vegetativa. Entretanto, antes se faz necess&rio que os genes que
controlam o fendmeno apomitico, sejam elucidados (Dijk & Damme,
2000).

2 Professora de Genética da Faculdade de Medicina Veterinariada FEA. R. Amazonas, 571 Andradina-SP. CEP 16901-160, e-mail: hrsilva@agr.feis.unesp.br.
3 Pesquisador Cientifico, Instituto Agrondmico, Centro APTA Citros “Sylvio Moreira’. Rod. Anhanguera, km 158 Cordeiropolis-SP. CEP- 13490-970. e-mail:

marcos@centrodecitricultura.br.

4 Professora Titular de Bioquimica do Depto de Tecnologia da FCAV/UNESP, Depto de Tecnologia. Viade Acesso Prof. Paulo D. Castellane. Jaboticabal-SP. CEP

14884-900. E-mail:egerle@fcav.unesp.br.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticaba - SP, v. 26, n. 1, p. 1-4, Abril 2004



2 EXPRESSAO PROTEICA DIFERENCIAL ENTRE PLANTULASAPOMITICASE ZIGOTICASDE CITROS

Uma das formas de estudar os mecanismos moleculares do
processo apomitico, € por meio da comparagdo de perfis protéicos de
embrifes zig6ticos e apomiti cos, buscando-se aexisténciade diferentes
proteinas envolvidas no desenvolvimento apomitico. Atualmente, a
técnica de maior resolucdo para a separacdo de proteinas é a
eletroforese bidimensional (O’ Farrell, 1975), apartir daqual se produz
um mapaou perfil protéico global. Estes perfis compdem as bases para
0 estudo de proteomas, ou seja, identificacéo sistematicade proteinas
codificadas pelo genoma (L opez, 1999; Fey & Larsen, 2001).

O presente trabal ho teve por objetivo acomparacdo de perfis
protéi cos bidimensionai s de plantul as apomiticas (nucel ares) de Citrus
sinensis e de plantul as zigéticas de citranges (C. sinensis X Poncirus
trifoliata), de modo a produzir um banco de dados de proteinas de
expressdo diferencial de plantulas apomiticas.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados embrides zi géticos e apomiticos (nucel ares)
resultantes do cruzamento controlado entre laranja-doce (C. sinensis
L. Osb. cv. Péra) eP. trifoliata cv. Rubidoux, provenientes do Banco
Ativo de Germoplasmado Centro de CitriculturaSylvio Moreira/ IAC
Cordeirgpolis- SP. C. sinensisfoi utilizadacomo genitor feminino e P.
trifoliata como genitor masculino.

Culturain vitrodosembrides

Os embrides foram utilizados apés 51 dias da polinizacdo
controlada. As sementes resultantes dos cruzamentos foram banhadas
por 15 min em solugdo estéril de hipoclorito de sodio 0,5% e detergente
Extran 1%. Retiraram-se ostegumentos e banharam-se em solucdo estéril
de hipoclorito de sddio 0,5% por 10 min. As sementes foram entdo
lavadas em égua destilada autoclavada por 1 min, por trés vezes. Os
embrides foram isolados em ambiente estéril, com auxilio de lupa, e
transferidos para tubos de ensaio, contendo 15 mL de meio MT
(Murashige & Tucker, 1969), suplementados com 50 g/L de sacarosee
6 g/L de phytagel, e foram mantidos no escuro com temperatura
controlada de 27+/-1°C, até o estadio de plantula.

I dentificacio deembribeszigoticosenucelares

Empregou-se a técnica de RAPD para gerar marcadores que
diferenciassem a progénie zigética da nucelar. A extracdo de DNA foi
baseada no método proposto por Saghai-Maroof et a. (1984) eareacdo
RAPD foi feitacom 30 ng de DNA total, tampdo PCR 1X (GIBCO), MgCl,
1,5mM, dNTP1uM decada, Tag DNA Polimerase (GIBCO) 1U, “primer”
(fornecidospelaBritsh University of Columbia) 225uM, H,0 .. filtrada
g.S.p. 20uL. Paraamplificacdo, utilizou-se um ciclo de 94°C, por 2 min,
seguido de 36 ciclosde 94°C, por 1 min; 36°C, por 2 min; 72°C, por 2min,
e por fim a72°C, por 5 min. Os produto das reacdes foram separados
através de eletroforese (90 V - 1h 30 min) em gel de agarose (1,5%,
dissolvida em Tampdo TBE 1X - Tris 28 mM, acido bérico 88 mM,
EDTA 7mM, pH 8,3) contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL).

Extragdo Protéica

As plantulas foram maceradasem N, liquido e, paracadamg
de material macerado, acrescentaram-se 5ulL de tampéo de extracéo
(4% SDS, 2% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol, 2mM
phenylmethylsulfonyl fluorideem 10 mM Tris-HCI pH 8,5), seguindo
metodol ogiaproposta por Hurkman & Tanaka (1986). A quantificacdo
foi realizada segundo o método de microensaio descrito por Bradford
(1976).

Focalizacdo | soelétrica (12 Dimensdo)

Utilizaram-se géis de poliacrilamida com gradientes
imobilizados de pH 3-10 ndo linear (1PG strip- Amersham Pharmacia),
os quaisforam reidratados por 12 h com tamp&o de amostra (uréia8M,
CHAPS 2%, DTT 18 mM, IPG Buffer 0,5% -Amersham Pharmacia
Biotec), contendo 50 g de extrato protéico. Em seguida, cada gel foi

submetido & corrente elétrica méxima de 50 pA, usando o seguinte
programa: 500V por 1 h, 1000V por 1 he 8000V por 2h. Imediatamente
apés afocalizagdo, os géis foram banhados em solugdo de equilibrio
(50mM Tris-HCI pH8,8, 6M uréia, 30% glicerol, 2% SDS, 64mM DTT),
por 15 min, e imediatamente procedeu-se a segunda dimens&o.

SDS/PAGE (22 Dimenso)

A separacdo das proteinas através dos pesos moleculares foi
conduzida segundo Laemmli (1970). Foram produzidos cinco géis de
cadaamostra paraconfirmacéo dareprodutividade. As proteinasforam
reveladas com prata, utilizando-se de Silver Staining kit- Protein
(Amersham-Pharmacia). Asimagens dos géis foram digitalizadas por
um escaner de transmitancia com 300 dpi de resolugdo e analisadas
pelo programalmageMaster 2D v.3.01 (Amersham PharmaciaBiotech).
Os espotes (proteinas isoladas) foram detectados automaticamente, e
artefatos foram corrigidos manualmente. Os espotes foram
quantificados em unidades de volume (érea versus intensidade) e a
normalizacdo foi efetuada dividindo-se o volume de cada espote pela
somatotal dosvolumes detodos os espotes, de formaque cadavolume
normalizado representa uma porcentagem do volume total. Para a
determinag&o do peso molecular e do ponto isoel étrico (pl), utilizaram-
se padrdes Amersham Pharmacia, os quais foram plotados em
coordenadasy e x dos géis de segundadimensdo. Através do programa,
elaboraram-se equacfes ajustadas por regressao de First-order
LaGrande, que serviram paraadeterminagéo do peso molecular edo pl
(ponto isoel étrico) de cada espote.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo in vitro dos embriBes permitiu a padronizacéo do
estadio de desenvolvimento e aquantidade de material suficiente para
trabal har-se em nivel molecular. Paraaidentificacdo daorigem nucelar
ezigéticadaprogénie, testaram-seinicialmente 24 “ primers’, buscando-
se polimorfismo suficiente para a diferenciagdo dos parentais e
consequentemente da progénie. Verificou-se que o “primer” BC708
(5 GGGTTGTGGG3) produziu umabanda polimaérficade 667pb no perfil
do parental masculino (Poncirustrifoliata). Destaforma, este” primer”
foi empregado nas amostras da progénie, e apenas os individuos que
apresentavam a banda de 667pb foram sel ecionados como zigéticos, e
osdemais como apomiticos (Figural). Somente apds essaverificacdo
procedeu-se a andlise protéica.
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FIGURA 1- Perfil RAPD de plantulas decitros (canaletal; 2; 4; 6 e 7-
progénie nucelar, canaletas 3 e 5- progénie zigética) edas
plantas parentais (8- genitor feminino -Citrussinensis, 9e
10- genitor masculino - Poncirus trifoliata). As setas
indicam a banda polimérficade 669 pb. CF- comprimento
de fragmento; CN- controle negativo; Ph- pares de bases.

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 26, n. 1, p. 1-4, Abril 2004



C.L.S PSILVAEetal. 3

1* Dimensao 1* Dimensédo

> >

2* Dimensao

T I _ T T - 71Tt 1 1 1
59 7073 74 83 pl 59 7,0 7,3 74 83 pl
ApOl’IlitiCO Zig()tico

FIGURA 2 - Perfil bidimensional de proteinas de plantulas obtidas apartir de cruzamentos controlados entre CitrussinensisL.. Osh. cv. Pérae Poncirus
trifoliata cv Rubidoux mantidasin vitro por 51 dias.

TABELA 1 - Proteinas expressas diferencial mente por plantul as apomiticas mantidasin vitro, oriundas do cruzamento de Citrus sinensis e Poncirus

trifoliata.
Espote pl PM (KDa) Espote pl PM (KDa) Espote pl PM (KDa) Espote pl PM (KDa)
5 8,46 96,283 151 7,20 65,625 197 7,22 33,955 263 7,26 21,199
11 7,04 76,901 152 7,09 63,635 199 7,41 45,353 264 7,43 20,525
12 6,55 74,112 153 7,05 64,622 200 7,41 40,283 265 7,21 18,713
17 743 71,865 154 6,98 80,660 206 7,59 45,422 266 7,29 18,945
28 6,04 68,727 155 6,65 78,456 207 7,53 43,573 267 7,25 18,829
30 7,41 66,540 156 6,65 76,901 211 7,63 43,040 268 6,02 37,994
37 7,63 64,722 157 6,48 75,261 213 7,39 43,640 269 6,02 36,335
40 743 64,028 158 6,51 75,030 216 7,71 45,703 270 6,21 36,001
41 741 63342 159 6,89 65,222 217 785 27,711 271 589 37,529
42 7,41 62,953 160 6,96 64,722 221 7,96 13,733 272 6,47 38,881
44 742 62,087 161 6,90 68,727 222 8,30 17,327 273 6,54 41,735
45 7,39 60,856 164 6,80 53,228 223 8,32 17,897 274 6,90 33,695
46 7,40 61,705 165 7,18 46,627 224 8,32 16,698 275 6,01 30,769
47 7,42 61,515 166 7,20 48,159 225 8,31 16,751 277 6,37 44,045
48 7,18 58,110 167 7,12 47937 229 833 16,674 278 6,11 41,606
49 739 56871 168 7,16 48,606 230 8,31 33,385 279 6,80 26,137
50 7,42 55,657 172 7,33 46,915 231 8,00 52,657 280 6,02 27,583
51 7,15 54977 173 7,29 48,159 232 7,87 52,738 281 6,37 25,305
52 720 54,137 174 726 47204 233 762 55,572 282 7,06 21,396
54 740 51,852 175 7,20 44,045 234 7,53 53,887 283 6,99 19,598
58 7,57 49,057 176 7,22 43,775 235 7,49 56,521 284 7,36 18,656
63 7,88 45493 178 7,20 53,145 241 7,39 62,374 286 7,01 16,218
65 745 44,181 179 7,42 42252 242 740 56,871 287 7,19 24,051
68 7,29 43,040 180 7,38 42,187 243 7,40 58,468 288 7,01 24237
80 7,53 35287 181 726 51,852 244 7,43 55316 289 6,44 32,875
81 7,81 34,589 182 7,27 55,146 245 7,43 58,829 290 6,32 33,129
85 7,39 30,439 183 7,38 41,671 247 7,43 64,722 291 7,43 15,509
90 7,56 22,825 184 7,02 43,040 248 7,43 51,614 293 7,98 28,011
100 8,31 17,980 186 6,46 41,415 250 7,35 54,723 294 797 31,879
143 7,00 64,921 187 6,70 45,144 251 7,38 57,753 296 8,24 12,736
144 7,42 71,204 188 6,55 45,213 252 7,43 62,087 300 6,22 18,090
145 7,42 72,979 193 7,01 35,835 254 7,43 50,281 301 6,08 14,718
146 7,40 72,643 194 7,02 38,346 259 7,23 24,237 302 7,40 29,021
148 7,30 66,643 195 7,16 37,298 261 7,14 19,239 304 7,39 19,933
149 7,26 65,322 196 7,13 38,170 262 7,34 20,304 305 7,41 18,035
Atravésdaandisebidimensiond dasproteinas, pode-seidentificar provavelmente, congtituam-se em proteinas de reserva, dada a fase de
umtotal de 508 espotesprotéicos, sendo que, no perfil daprogéniegpomitica, desenvolvimento em que o material se encontrava. Entretanto, entre éas,
observou-seum niimeroinferior ao observado no perfil daprogéniezigética, €580 as proteinas cuja expressao ocorreu no periodo de embriogénese. A

respectivamente, 217 e 291 (Figura2). Grande partedas proteinas detectadas, grande maioria das sequéncias de mRNA produzidas durante o
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4 EXPRESSAO PROTEICA DIFERENCIAL ENTRE PLANTULASAPOMITICASE ZIGOTICASDE CITROS

desenvolvimento do embri&o sfo estocadas, principalmente, noscotilédones,
e persistem no estédio de plantulas, de maneira que apenas pequenas
ateragBesquditativas podem ocorrer (Goldberg et d., 1989). Dentreosgenes
gue sdo expressos naembriogénese, estdo osquedeterminardo aarquitetura
bésicadaplanta(Thomas, 1993).

Observou-se que 77 espotes s8o0 comuns a ambos os perfis
(apomitico ezigatico), perfazendo umas milaridede de 26,5% entredles. Tais
espotes correspondem aproteinas resultantes daexpressio de genescomuns
aos doais tipos de embrides. Na comparacdo dos perfis, verificou-se que a
maioria das proteinas coincidentes apresentou valores préximos de
quantificagdo, demonstrando nivel semelhante de expressdo protéica.
Entretanto, também se verificaram-se diferencas no nivel de expresséo de
genes comuns aprogénie zigdticae nucelar. Como exemplo disto, pode-se
citar aproteinade 21,7 KDaepl 6,4 (vaoresestimados), aqual apresentou
um volume normalizado aproximado de 0,5 no perfil nucelar e 3,9 no perfil
zigatico. Outroexemplo éaproteinade49 KDaepl 6,4 (va oresestimados),
apresentando volume normalizado de 3,9 no perfil nucelar e 0,2 no perfil
zigbtico. Provavelmente, as proteinas comuns entre os dois perfis sdo
resultantes da expressdo de genes relacionados a processos metabdlicos
essenciais & manutencdo ou desenvolvimento do embrido/pléntula. Uma
explicacio paraestasdiferengasnos niveisde expressdo seriao fato deque,
quando os embrides foram retirados de sementes para serem cultivadosin
vitro, seencontravam em diferentes estédios de desenvolvimento. Ou sga,
aguel esembrides que se encontravam em fasemaisdesenvolvida, jahaviam
iniciado o processo de acimulo ou degradacdo de proteinas de reserva,
que, segundo Goldberg et d. (1989), teminicio nafase de expansdo celular
do embrido. O embri&o, quando em desenvolvimento in vivo, recebe
estimul os das estruturas da semente para expressao protéca (Koltunow et
al., 1996). Embrifes apomiticosde citrosdesenvol vidosin vivo expressama
proteina de reserva citrina cerca de 8 a 9 vezes mais que em embrides
sométicos desenvolvidos in vitro (Koltunow et a., 1996). Em Brassica
napus, também ocorrediferencano nivel deexpressio quando secomparam
embriBes zigbticos e ndo zigaticos cultivadosin vitro (Crouch, 1982).

Nos perfis das plantulas zigdticas, observaram-se 214 espotes
gue ndo estdo presentes nos perfis das plantulas apomiticas. Ja nos perfis
da progénie apomitica, observaram-se 140 espotes ausentes nos perfis da
progéniezigdtica(Tabelal). Nogeral, essasproteinasdiferenciaisvariaram
emumafaxadepesomolecular entre12,7 KDae96,2 KDaeemumafaixade
pl de 6,0 a 8,4. Pode-se considerar que parte das diferencas observadas
entre as plantas de origem zigéticae nucelar pode estar relacionadaao fato
de estar-se comparando osembrides nucel ares deumaespécie (C. sSinensis)
com os embrides zigoticos de um hibrido intergenérico (C. sinensisx P.
trifoliata), e, portanto, diferentes proteinas podem ser conseqiiéncia de
estar-se trabalhando com diferentes conjuntos génicos. Entretanto, no
conjunto de proteinas de expresso diferencia, estéo proteinas candidatas
a0 envolvimento com o processo apomitico. Obviamente, apenas pequena
parte deve estar diretamente relacionada com aapomixia, umavez que 0S
model osmol eculares do processo gpomitico preconizam o envolvimento de
um ou de poucosgenes(Parlevliet & Cameron, 1959; lwamasaet ., 1967;
Dijk & Damme, 2000).

O total conhecimento da identidade destas proteinas
diferencia mente expressas pel aprogénie apomiticasd é possivel atravésde
seqlienciamento dasmesmas e posterior buscade similaridade em banco de
dados. Entretanto, parautilizar-seta tecnol ogia, € pré-requisitoindispensave
o conhecimento do perfil diferencid destasproteinas, assim como deagumas
caracteristicas bioquimicas, como peso molecular e pontoisoel étrico. Pode-
Se considerar que 0 mapa protéco de caracteristicas quimicas (Tabela 1)
aqui descrito congtitui-se em um banco de dados de proteinas candidatas
a0 envolvimento com o processo apomitico, o qual poderaser utilizadoem
futuros estudos de identidade protéica, buscando maior eucidacdo do
sisemaapomitico em embriBesresultantesdo cruzamento de Citrussinensis
e Poncirus trifoliata.

CONCLUSOES

1) Plantulas gpomiticas oriundas do cruzamento de Citrussinensis
e Poncirus trifoliata expressam um grupo de proteinas hdo expressas por
plantulas zigdticas, de forma que algumas destas proteinas podem estar
envolvidas no processo apomitico.

2) Existem diferencasnaquanti dade de expressio proté cadegenes
comuns apléantul as zigéticas e apomiticas.
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