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Analise fosfoprotedmica comparativa aplicada ao estudo da
morfogénese in vitro durante a embriogénese somatica de
cana-de-acucar

Ricardo de Souza dos Reis, Ellen de Moura Vale, Felipe Astolpho de Almeida,
Claudete Santa-Catarina, Vanildo Silveira

A embriogénese somatica é uma técnica biotecnolégica com alto potencial de
aplicacdo na cadeia produtiva de cana-de-acucar, possibiltando o uso da
transformacao genética e da micropropagacdo massal de mudas. Entretanto, ainda
existe muito conhecimento a ser adquirido a respeito deste processo de
desenvolvimento, como, por exemplo, a relacdo das proteinas e da fosforilacdo na
aquisicdo da competéncia morfogenética e desenvolvimento do embrido somatico. O
objetivo deste estudo foi avaliar as diferencas protedmicas e fosfoprotebmicas entre
calos de cana-de-acucar com diferentes capacidades morfogenéticas
(embriogénicos e ndo-embriogénicos) e o efeito residual do 2,4-D na maturacdo dos
calos embriogénicos. A primeira etapa da metodologia foi a otimizagcdo dos
protocolos de maturacdo de calos. Para os experimentos, apés a inducdo dos calos,
estes foram subcultivados uma vez em meio de cultura MS sem e com 2,4-D. Em
seguida, foram colocados em meio de cultura de maturacdo. Os calos foram
incubados durante sete dias no escuro e, posteriormente, transferidos para
fotoperiodo de 16h a 25°C por mais 7 dias (embriogénicos e ndo-embriogénicos) ou
mais 21 dias (embriogénicos com e sem 2,4-D). Foram avaliados os numeros de
embribes somaticos e amostras foram coletadas para andlises protedmicas,
hormonais e metilacdo. Na otimizagdo do meio de cultura de maturacdo, 0s
melhores resultados foram obtidos com calos previamente subcultivados em meio de
cultura sem 2,4-D (351 embrides/grama de matéria fresca), quando comparados
com os calos em meio com 2,4-D (47 embrides/grama de matéria fresca). Para as
andlises fosfoprotedmica, serdo utilizadas as técnicas de enriquecimento de
fosfopeptideos IMAC e MOAC com posterior analise por LC-ESI-MS com uso de
método de fragmentacdo por Electron-Transfer Dissociation (ETD). Com a
fosfoprotedmica, pretendemos identificar proteinas fosforiladas, como a proteina
SERK, que tem relacédo direta com o processo de desenvolvimento da embriogénese
somatica, bem como outras proteinas como as MAP quinases, que desencadeiam
diversas cascatas de sinalizacdo dentro das células. Com isso, esperamos encontrar
diferentes perfis fosfoprotebmicos entre calos embriogénicos e ndo-embriogénicos,
além de tentarmos entender o efeito residual do 2,4-D nas culturas.
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