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Resumo

RESUMO

O Acido Jasménico (AJ), metabdlito da via do octadecandide, desempenha um
papel vital nas respostas de defesa/estresse de plantas. Estudos anteriores
demonstraram a indugao de uma 13-lipoxigenase (13-LOX), em folhas de maracuja
em resposta a Metil Jasmonato (MJ), sendo essa enzima localizada nos
cloroplastos. Neste trabalho, nés investigamos a sintese de uma Aleno Oxido
Sintase (AOS) em folhas de maracujd em resposta a ferimento mecéanico e
tratamentco com MJ. As AOS sao enzimas planta-especificas da familia dos
citocromos P450 que catalizam de dehidratagdo de 13(S)-Hidroperéxidos do Acido
Octadecatriendico a aleno éxidos, a primeira reacao especifica da biossintese de
AJ. Ensaios espectofotométricos mostraram que a exposicdo a MJ por 24 h
causaram um forte aumento da atividade metabolizadora de 13-hidroperéxidos de
acido linolénico (13-HPOT) em tecidos foliares. Analises por “western blot”, usando
anticorpos policlonais produzidos contra AOS de tomate indicaram fortemente, que
pelo menos, parte da capacidade de metabolizacao dos 13 HPOT pode ser atribuida
a atividade de uma AOS. Em adicao, nés documentamos a clonagem molecular e
caracterizacdo de um novo cDNA de maracuja altamente homélogo ao gene de
Aleno Oxido Sintase (EC 4.2.1.92) AOS, mostrando significativo nivel de
similaridade com AOS de plantas dicotiledbneas e monocotileddneas. Baseado na
comparacao de seqliéncia, o cDNA total da AOS denominado PfAOS é um novo
membro da subfamilia CYP74A de citocromos P450 e existe como um gene de
cépia unica no genoma do maracujazeiro. A sequéncia codificadora de 1.512 pb do
cDNA-AOS codifica um suposta proteina de 504 aminoacidos (aa) contendo uma
sequéncia de direcionamento para cloroplastos. Sob tratamento de folhas de
maracuja com MJ, a proteina AOS ¢é acumulada dentro dos cloroplatos,
corroborando a localizagdo subcelular predita. Nés verificamos que os transcritos de
PfAOS sao positivamente regulados sistemicamente em resposta ao ferimento em
folhas de plantas de maracuja como ja descrito para diversas AOS de
dicotiledéneas. A resposta na transcricdo ocorre de maneira rapida e transitoria. Os
transcritos de PfAOS foram também fortemente regulados positivamente em
resposta ao tratamento com MJ. Demais analises bioquimicas demonstraram que
tais tratamentos causam o aumento de inibidor(es) de papaina nos tecidos foliares.
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Juntos, esses resultados sugerem fortemente a importancia da PfAOS nas vias de

resposta de defesa de plantas de maracuja.
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ABSTRACT

The octadecanoid pathway metabolite jasmonic acid (JA) plays a vital role in plants
defense/stress responses. Previous studies demonstrated the induction of a 13-
chloroplast-localized lipoxygenase (13-LOX) in passion fruit leaves in response to
methyl jasmonate (MJ) being this enzyme localized at chloroplasts. In this work, we
have investigated the synthesis of an allene oxide synthase (AOS) in passion fruits
leaves in response to mechanical wound and MJ treatment. AOS are enzymes plant-
specific of the cytochrome P450s family that catalyzes the dehydration of 13(S)-
hydroperoxy octadecatrienoic acid to an allene oxide, the first specific reaction in JA
biosynthesis. Spectrophotometric assays showed that 24 h exposure of MJ caused a
high increase of 13-hydroperoxy linolenic acid (13-HPOT) metabolizing activity in leaf
tissue. Western blot analysis using polyclonal antibodies against tomato AOS
strongly indicate that at least part of the 13-HPOT metabolizing capacity can be
attributed to AOS activity. In addition, we reported the molecular cloning and
characterization of a novel passion fruit cDNA highly homologous to the allene oxide
synthase (EC 4.2.1.92) AOS gene, showing significant similarity level with
dicotyledoneous e monocotyledoneous plants AOS. Based on sequence
comparisons, the full-length cDNA of AOS designed as PfAOS is a novel member of
the cytochrome P450 CYP74A subfamily and exists as a single copy gene in the
passion fruit genome. The 1,512 bp open reading frame of the AOS-cDNA codes for
a putative protein of 504 aminoacid (aa) residues containing a chloroplast target
sequence. Upon MJ treatment in passion fruit leaves, the AOS protein is
accumulated within chloroplasts, corroborating the predicted subcellular localization.
We found that the transcripts of PFAOS are up-regulated systemically in response to
wound in passion fruit leaves as reported for several dicot AOSs. The response in
transcripts occurred rapidly and transiently. Transcripts of PfAOS were also up-
regulated strongly in response to MJ treatment. Further biochemical analysis
demonstrated that such treatments caused an increase of papain inhibitor(s) in leaf
tissue. Thogether, these results strongly suggest the importance of PfAOS in passion
fruit defense response pathway(s).
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1. INTRODUGCAO

1.1. CONSIDERACOES GERAIS

A agricultura é uma das formas de obtencdo de alimentos com grande
destaque mundial. Varias espécies diferentes foram introduzidas em inumeras
regides, respeitando as condicdes necessarias para o cultivo. O desenvolvimento da
agricultura ocasionou em consequéncia um aumento acelerado na populacao
mundial, que ja era amplamente distribuida (Raven et al., 2001). Basta pensar que,
em 1950, a populacdo mundial atingia um total de 2,5 bilhdes, e no fim do século XX
esse numero havia aumentado, para aproximadamente 6 bilhdes de pessoas. Esse
aumento levou a uma demanda de alimentos cada vez maior, fazendo com que a
agricultura passasse a ser vista como uma fonte substancial de alimentos. Nesse
contexto, surge uma nova preocupacao de criar uma agricultura sustentavel, visando
ao maximo a redugao dos danos causados por problemas fitossanitarios as culturas.
O ataque de pragas, doencas fungicas e bacterianas e ainda por plantas invasoras
que levam reducdo da quantidade e qualidade do produto com consequentemente,
a perda de aproximadamente 30% da producdo agricola mundial anual (Aragao,
2003; Ghini e Bettiol, 2000).

Dentre as técnicas mais utilizadas, se destaca a selegdao genética de plantas
mais produtivas e resistentes as pragas, o que levou ao processo hoje conhecido de
melhoramento vegetal. Buscava-se entdo, a domesticacdo de espécies vegetais,
com grande variabilidade, objetivando a selecao de espécies mais adequeadas ao
cultivo. Partindo-se de cruzamentos classicos entre plantas de mesma espécie ou
até mesmo de espécies distintas, foram obtidos varios hibridos resistentes a
doencas, e que possuem grande importancia econémica atual, como é o caso do
trigo, do triticale e do fumo (Aragdo, 2003; Raven et al., 2001).

A técnica de melhoramento genético, no entanto, foi crescentemente
substituida nas ultimas décadas pelos métodos quimicos convencionais de
utilizacdo macica de pesticidas na tentativa de proteger de plantas contra o ataque
de pragas. Além de sua simplicidade no manuseio, a previsibilidade e a néao
necessidade de conhecimento da ecologia e fisiologia das espécies envolvidas pelo

usuario, tornaram os pesticidas uma metodologia atraente para os agricultores
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pesticidas aplicados no campo nédo atingem o alvo, sendo acumulados no solo e nos
reservatérios de agua, fazendo com que essa pratica se torne ndo adequada (Ghini
e Bettiol, 2000).

Em contrapartida, a necessidade do desenvolvimento de sistemas de cultivo
mais sustentaveis e menos dependentes do uso de pesticidas, colocou a
biotecnologia como uma das estratégias mais promissoras de obtencao de culturas
melhoradas (Raven et al., 2001). A manipulacdo genética de caracteristicas
individuais de espécies de plantas se tornou um desafio aos biblogos moleculares,
que buscam o aperfeicoamento de técnicas que permitam a obtencédo de gendtipos
bem caracterizados, os quais, juntamente com os mecanismos de plasticidade
fenotipica levem ao entendimento de como as plantas interagem com seus inimigos
naturais (Dicke et al., 2004). Hoje, varios estudos tem por finalidade produzir e
divulgar a eficacia de plantas geneticamente modificadas que possuem novas
propriedades originadas pela expressdao de novos genes, como é o caso de plantas
de milho que foram transformadas com o gene de uma bactéria, o Bacillus
turigiensis, o qual codifica uma proteina (toxina Bt) toxica a larvas de insetos (van
der Biezen, 2001).

1.2. AINTERACAO ENTRE PLANTAS E INSETOS E OS MECANISMOS DE
DEFESA DE PLANTAS

As plantas sdo constantemente expostas a diversos agentes bi6ticos que
variam seus modos de ataques, compreendendo uma escala espacial que vai desde
a atuacdao de um patdégeno sobre uma simples célula vegetal (Somssich e
Hahlbrock, 1998), até a selecdo de uma planta hospedeira de acordo com suas
caracateristicas por um herbivoro (Hay, 1986).

Apesar de serem organismos sésseis e ainda nao apresentarem um
mecanismo de defesa bem caracterizado como o sistema imune de animais, as
plantas desenvolveram diversas estratégias de resposta que permitem a
sobrevivéncia e adaptacao a essas adversidades ambientais (Creelman e Mullet,
1997; Agrawal et al., 2002b). Grandes avancos foram feitos, nas ultimas décadas,

na obtencado de informagdes sobre como as plantas interagem, a nivel celular, com
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seus agressores (Gozzo, 2003). Sabe-se que as respostas de defesa da planta, a
infeccdo por esses agentes, sao dinamicas e tém sido estudadas por culminarem
em mudancas fisicas e bioguimicas na planta envolvendo quatro principais eventos:
(1) a percepcéao do sinal pela célula da planta, (2) transducéo intracelular deste sinal
de reconhecimento, (3) sintese de moléculas de defesa, (4) transporte das
moléculas de defesa para sitios estratégicos (Dixon et al., 1994; Benhamou, 1996).
Esses mecanismos moleculares tém revelado estreita similaridade com a resposta
imune inata observada em insetos e mamiferos (Camera et al., 2004).

Em contraste ao conhecimento sobre as interagdes entre planta e patégenos,
pouco ainda foi elucidado sobre como as plantas reconhecem o ataque de insetos
herbivoros. Plantas e insetos tém coexistido ao longo milhdes de anos,
desenvolvendo uma relagdo que afeta desde a bioquimica basica até a genética
populacional de ambos, sendo tdo comum, que todas as espécies de plantas
conhecidas sao atacadas por pelo menos uma espécie de inseto. Essa relagdo tem
sido estudada por ser um fator determinante para o aumento da diversidade de
ambos, insetos e plantas (Gatehouse, 2002).

De um modo geral, as plantas respondem ao ataque de um herbivoro
utilizando estratégias de defesas que podem ser classificadas em indiretas, as quais
incluem organismos de niveis tréficos superiores (predadores naturais do inseto)
desempenhando funcbes de defesa; ou diretas, que exercem imediato efeito
negativo sobre o predador (Arimura et al., 2005). As defesas indiretas estédo
associadas a producado de compostos metabdlicos que atraem inimigos naturais do
inseto agressor, tais como parasitas ou predadores desse. Enquanto isso, as
defesas diretas previnem o ataque do inseto pela producédo de barreiras fisicas (a
lignificacdo, a producdo de resinas e tricomas); por barreiras quimicas: com a
producdo de metabdlicos secundarios (fenilpropandides, terpenoides, alcalbides e
acidos graxos); ou ainda pela producao de compostos téxicos e proteinas de defesa
especificas (inibidores de proteinase, por exemplo), que sdo percebidas pelo inseto
como um agente téxico, impedindo a alimentagdo ou oviposi¢cao (Agrios, 1997;
Bennett e Wallsgrove, 1994; Wittstock e Gershenzon, 2002; Arimura et al., 2005)
(Fig. 1).
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Figura 1 — Hepresentacao esquematica aa atvacao ao mecanismo de
defesa direta e indireta contra o ataque de insetos herbivoros. As defesas
diretas aumentam a resisténcia ao ataque do predador, enquanto que as defesas
indiretas aumentam a mortalidade do herbivoro através de interacao entre niveis
tréficos, atraindo inimigos naturais do predador pela liberacdo de compostos
volateis. As siglas Pls e PPOs representam os inibidores de proteinase e
polifenoloxidases, respectivamente. (adaptado de Baldwin e Preston, 1999)

Em adicdo, ambas as estratégias de defesa indiretas e diretas podem ser
empregadas na planta, de maneira constitutiva ou mesmo de forma induzidas, nas
quais 0os compostos sao sintetizados em resposta ao ataque do inseto. De maneira
interessante, o sistema de defesa utilizado, constitutivo e/ou induzido, depende da
varios aspectos da interacdo planta-inseto (Harborne, 1988). As defesas
constitutivas sdo geralmente relacionadas, a total resisténcia de plantas ao ataque
de uma determinada espécie de inseto. Ja as defesas induzidas, por sua vez, tém
acao diretamente envolvida na resposta ao estresse (Ryan, 2000).
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Nas ultimas duas décadas, as defesas diretas induzidas receberam crescente
atencdo sendo estudadas a nivel genético, bioquimico, fisioldgico e ecoldgico (Leon
et al., 2001). Séo caracterizadas pela sintese de proteinas, que atuam como toxinas,
ou mesmo como agentes de retardamento do desenvolvimento do agressor (Ryan,
1978). Apesar desse mecanismo ndo estar ativo antes da agressao, e sua ativacao
comprometer os recursos normais da planta, as proteinas produzidas podem ser
acumuladas e armazenadas. Além disso, considerando custo metabdlico da
producdo de proteinas de defesa, esse sO6 sera necessario no caso de ataque por
predadores, e ainda sim € bem menor do que 0 custo envolvido no mecanismo
constitutivo de defesa (Baldwin, 1998; Heil e Baldwin, 2002).

1.3. AS DEFESAS DIRETAS INDUZIDAS

As defesas induzidas disparadas pela interacdo planta-inseto compreendem
um importante mecanismo ecolégico que tém sido alvo de intenso estudo, nao
somente pelos processos biolégicos envolvidos, mas também pelo fato de que o
conhecimento desses mecanismos serviria de base para o manejamento biolégico
de pragas economicamente importantes na agricultura (Dicke et al., 2004). Como
resultado, hoje se sabe que as plantas respondem, ao ataque de insetos herbivoros,
produzindo compostos quimicos que a tornam mais resistentes a posteriores
processos de herbivoria.  Alguns desses compostos sdo similares aqueles
sintetizados contra a infeccado por patégenos. Contudo, desde que o ataque de
herbivoros ocorre em uma escala superior a infecgdo causada por patégenos, a
resposta contra herbivoros tende a ser ampliada de forma sistémica (Baldwin e
Preston, 1999). Isso pode ser facilmente explicado quando se toma o0 mecanismo de
resposta hipersensivel (RH). A RH é caracterizada como um evento de suicidio
celular programado que impede efetivamente a dispersdo de afideos (Fernandes,
1998), no entanto ndo € eficaz contra herbivoros maiores. Mas, quando uma
resposta em larga versdo, analoga a RH, ocorre promovendo a eliminagcédo
prematura da estrutura atacada pelo herbivoro na planta (por exemplo, em folhas
que estdo sendo destruidas), a defesa se torna efetiva (Kahn e Cornell, 1983). Esse
fascinante padrdao de defesa sistémica, no qual as proteinas de defesa induzidas
sao também produzidas em sitios distantes do local de ferimento, foi inicialmente
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descoberto em 1972 quando Green e Ryan demonstraram o acumulo de uma
proteina de defesa em folhas de plantas de tomate e batata, feridas
mecanicamente, como também em folhas adjascentes nao feridas. Essas proteinas
foram posteriormente analisadas e classificadas como inibidores de proteinase que
inibem proteases digestivas de insetos herbivoros (Ryan, 1990). A partir de entdo
diversos pesquisadores vém estudando intensamente esse fenémeno. O
mecanismo de defesa sistémico implica na existéncia de uma rede regulatéria
altamente complexa capaz de gerar, transportar e interpretar os sinais produzidos
na interface planta/inseto (Schilmiller e Howe, 2005).

Tornou-se claro, que a resposta de defesa é iniciada, em geral, a partir de
estimulos provocados por lesdes na planta que levam a producdo de moléculas
sinalizadoras. Essas moléculas disparam uma cascata de eventos culminando na
ativacao dos genes de defesa e posterior sintese de proteinas de defesa, dentre as
quais podemos citar como exemplo as polifenoloxidases e os inibidores de
proteinase que interferem na digestdo de proteinas de predadores (insetos
herbivoros, crustaceos, nematéides e outros) (Constabel et al., 1995; Ryan, 1990).
As moléculas sinalizadoras podem ser transportadas localmente, por difusao através
de fluidos intracelular e extracelular que permeiam a ferida ou o sitio de infeccao,
como também sistemicamente através do sistema vascular das plantas (Pearce et
al., 1991).

A primeira molécula sinalizadora descrita em planta é a sistemina. A
sistemina € um polipeptideo de 18 amino&cidos, inicialmente isolado de folhas de
tomate (Pearce et al., 1991), cuja mobilidade e forte atividade indutora conferiram a
esta molécula o papel de sinalizador sistémico, sendo considerada o primeiro
horménio peptidico descrito em plantas. Esse polipeptideo é derivado de uma pré-
proteina de 200 aminoacidos denominada prosistemina (McGurl et al, 1992). A
funcionalidade da sistemina foi demonstrada por McGurl et al. (1992), quando
verificaram que plantas de tomate transformadas com o cDNA da prosistemina, no
sentido contrario de sua orientacao, sob o controle do promotor do virus do mosaico
da couve-flor, perdiam a capacidade de montar defesas contra o ataque de larvas
de Manduca sexta. Além disso, essas plantas transformadas apresentavam

problemas na resposta sistémica a ferimento, acumulando apenas niveis basais de
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inibidores de proteinase | e Il em folhas feridas. O papel essencial da sistemina na

inducdo de resposta de defesa em plantas foi posteriormente reforcado com a
producdo de plantas transgénicas de tomate que superexpressavam o transgene da
prosistemina no sentido correto de sua orientagdo (McGurl et al., 1994). Nesse
trabalho foi demonstrado que as plantas transgénicas de tomate acumulavam niveis
anormais de sistemina mesmo na auséncia de ferimento, de maneira constitutiva. E
ainda, que os niveis de inibidores de proteinase | e Il, nessas plantas, era quatro
vezes maior do que aqueles induzidos por ferimento verificados em plantas normais
de tomate. A sistemina também tem sido descrita por estar associada a producao de
espécies reativas de oxigénio (ROS), no sitio de ferimento, que sdo conhecidas por
terem funcao contra patégenos oportunistas (Orozco-Cardenas e Ryan, 1999).

Acredita-se que a inducdo dos genes de defesa por sistemina seja mediada
pela produgdo de acidos graxos oxigenados, também chamados de oxilipinas,
através da via do octadecandide. Dessa forma a sistemina levaria a sintese de
oxilipinas através da liberacao de acido linolénico, o substrato para a biosintese do
octadecandide. Essa observagédo levou a Farmer e Ryan (1992) a proporem um
modelo de transducao de sinal de defesa por ferimento o qual sera abrangido com
maior detalhes a seguir.

A descoberta de novos peptideos sinais associados a sinalizacao da resposta
de defesa em plantas reacendeu a necessidade de obtencdo de melhores
informacdes da interacdo entre planta e insetos herbivoros. Pearce e Ryan (2003)
descobriram trés peptideos responsaveis por sinalizar a ativacdo de genes de
defesa em plantas de tomate. Os trés peptideos estudados promovem a inducao de
inibidores de proteinase em plantulas de tomate além de levar a alcalinizacao de
células cultivadas em suspensdo. De forma similar a sistemina, os peptideos
analisados sédo derivados de uma unica proteina precursora que € induzida local e
sistemicamente. Esses dados levaram aos autores a sugerirem um novo mecanismo
de ativagao inicial da resposta de defesa de plantas, no qual inUmeros peptideos

sinais podem ter papéis essenciais.

1.4. A SINALIZACAO DE DEFESA EM PLANTAS
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No inicio da década de 90, Farmer e Ryan (1992) propuseram um modelo de
sinalizacao de resposta de defesa em plantas de tomate, no qual a sistemina é uma
peca chave. De acordo com modelo proposto, o ferimento em folhas de plantas de
tomate resulta na liberacdo de sistemina a partir de seu precursor no apoplasto. A
sistemina é entdo translocada através do sistema vascular aos tecidos alvo das
plantas, onde dispara a ativacao de uma lipase resultando na liberagdao do acido
linolénico. Através da via do octadecandide o acido linolénico é entdo convertido a
acido jasmoénico (AJ) através da agao de diversas enzimas dentre as quais podemos
citar as enzimas envolvidas na via das lipoxigenases, que veremos mais adiante.
Com o passar dos anos, o modelo proposto por Farmer e Ryan vem sendo
complementado (Fig. 2).
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Figura 2: Modelo da via sinalizacao da resposta de defesa de plantas (Adaptado de

Sivasankar et al 2000). A via é iniciada pela percepcado de sinais exdgenos por

receptores de membrana das células, disparando de uma cascata de sinalizacéo

que culmina na ativacao de genes de defesa da planta.
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Hoje, a esse modelo somam-se novas informacdes a respeito de como ocorre
a resposta de defesa de plantas. Através do uso de uma sistemina marcada
radioativamente com 1251, Scheer e Ryan (1999) identificaram uma proteina de 160
kDa localizada na membrana plasmatica de células em suspensao de Lycopersicon
peruvianum que atua como receptor de sistemina (recebendo o nome de SR7160).
Nesse trabalho foi demonstrado que essa proteina exibe uma interagao especifica e
reversivel com a sistemina que aumenta diversas vezes em resposta a metil
jasmonato, sugerindo que o receptor possa ser induzido para amplificar o sinal de
defesa.

A interacdo do receptor com a sistemina regula uma série de eventos
intracelulares que incluem: (1) a despolarizacdo da membrana; (2) abertura de
canais ibnicos; (3) aumento da concentragcao intracelular de ca® a inativacdo de
ATPases na membrana plasmatica; (4) a ativacdo de uma fosfolipase Az (PLAy),
responsavel pela liberagdo de acido linolénico das membranas (Ryan, 2000). De
maneira interessante, a sintese de octadecanodides em plantas € semelhante a
producao de prostaglandinas e leucotrienos a partir de acido araquidénico, pela
acdo de PLA; em células animais. Como o &cido linolénico é o constituinte
majoritario dos lipidios de plantas e seus niveis livres sdo muito baixos, sua
conversdo a acido jasmoénico pode ser regulada por lipases tais como as PLA;
(Farmer e Ryan, 1992), especialmente pelo fato de que o acido linolénico domina a
posicao sn-2 dos fosfolipidios de membrana, equivalente ao acido araquidénico em
animais.

Como ja se sabe o AJ é o produto terminal da via do octadecanéide, sendo
sintetizado em varias etapas iniciadas ap6s a liberagdo do acido linolénico da
membrana plasmatica. A molécula de AJ funciona como um sinalizador, juntamente
com outros intermediarios nessa via, e com derivados biologicamente ativos
(coletivamente denominados jasmonatos), em resposta a estimulos de natureza
biética e abibtica (Devoto e Turner, 2005). Os jasmonatos tem sido freqlientemente
mostrados, desde a década de 90 (Ryan, 1990) por induzirem genes de defesas em
plantas levando ao aumento da resisténcia contra predadores e patégenos (Doares
et al.,1995; McConn et al., 1997; Thomma et al., 1999; Kloek et al., 2001; Schaller et

al., 2005). Os jasmonatos fazem parte de um grupo de moléculas biologicamente
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ativas, denominadas oxilipinas, que sao produzidas pela acdo coordenada de
lipases, lipoxigenases (LOX) e citocromos P450 que sao especializados no
metabolismo de hidroperéxidos de acidos graxos. Essas oxilipinas tem sido
estudadas por exercem varias fungdes na planta em resposta a ferimento (revisado

por Howe e Schilmiller, 2002).

A BIOSSINTESE DE OXILIPINAS E SUAS FUNCOES NO MECANISMO DE
DEFESA

As oxilipinas sdo metabdlicos produzidos pela oxidacdo de acidos graxos
insaturados através de varias vias metabdlicas divergentes. Em animais, as
oxilipinas sdo sintetizadas principalmente a partir da via de oxidacdo do &cido
araquidénico (20:0), tendo majoritario papel nos processos inflamatérios. Acredita-se
que fito-oxilipinas sdo produzidas em plantas a partir da oxidacédo do &cido linolénico
(18:3) através da via das lipoxigenases (Fig. 3) e que possuem papel primordial nas
respostas de defesa de plantas. As LOX sdo enzimas que catalizam a adicao de
oxigénio molecular a acidos graxos poliinsaturados, convertendo-em hidroperéxidos
de acidos graxos insaturados. Nas plantas, as LOX atuam diretamente sobre os
acidos linoleico e linolénico (C18:3) ocasionando a producdo de 9 ou 13-acido
hidroxiperoxioctadecadi(tri)endico (9 ou 13-HPOT), desempenhando, dessa forma,
papéis importantes no desenvolvimento, maturagdo e senescéncia (revisado por
Siedow, 1991). A indugéao sistémica de LOX em folhas de plantas feridas tem sido
observada em diversas espécies de plantas apds herbivoria e ferimento mecéanico
(Farmer e Ryan, 1992; Porta e Rocha-Sosa, 2002, Rangel et al., 2002). O papel da
enzima no mecanismo de defesa contra ferimento parece estar associado ao seu
envolvimento na biossintese de oxilipinas como: o acido jasménico e o acido 12-
oxo- fitodienoico (OPDA) (Creelman e Mullet, 1997; Vick e Zimmerman, 1987). Nos
ultimos anos, o conhecimento das funcées das LOX e oxilipinas em plantas tem
aumentado gracas as contribuicdes de inumeros grupos de pesquisa. Além disso, o
namero cada vez maior de seqiéncia de LOX descritas, permite a analise de seus
relagbes filogenéticas e a descoberta de dados importantes sobre sua atividade e
especificidade (Porta e Rocha-Sosa, 2002).
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Figura 3: Modelo da via das lipoxigenases compreendendo a biosintese do acido
jasmoénico (Adaptado de Wasternack et al., 1998)

As LOX sao descritas por se acumularem em varios compartimentos
celulares tais como: no estroma de cloroplastos (Feussner e Kindl, 1994; Rangel et
al.,2002), vacuolos (Tranbarger et al., 1991) e mitocondrias (Braidot et al., 1993).

Heitz et al. (1997) demonstraram que uma LOX, induzida por ferimento,
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supostamente envolvida na catdlise da primeira etapa da biossintese de jasmonatos
€ direcionada para os cloroplastos. Em Arabidopsis e batata, tem sido demonstrado
que as isoformas de LOX (ALLOX2 e H3, respectivamente) envolvidas no
mecanismo de defesa também sao localizadas nos cloroplastos. A redugao dos
niveis dessas isoformas, em plantas transgénicas, causa uma consequente
diminuicao no acumulo de transcritos induzidos por ferimento nessas plantas (Bell et
al., 1995; Royo et al.,, 1999). Essa idéia foi reforcada por Conconi et al. (1996) que
observaram a reducao de diacilglicerois nos cloroplastos, de folhas de plantas de
tomate, apds ferimento mecanico levando ao consequente aumento nos niveis de
acido linolénico, substato da biosintese de oxilipinas. Postula-se entdo que as LOX
encontradas em cloroplastos estdo diretamente envolvidas no mecanismo de defesa
de plantas em reposta a ferimento e tratamento com metil jasmonato (Bell et al.,
1995; Rangel et al., 2002).

Um significante avanco no entendimento sobre a biossintese das oxilipinas
esta relacionado a descoberta das enzimas da via das lipoxigenases: a Aleno oxido
sintase (AOS), a Hidroperoxi Liase (HPL) e a divinil ester sintase (DES), as quais
sdao membros da familia de citocromos 450, chamada de CYP74 (Song et al., 1993;
Itoh e Howe, 2001). Dentre essas enzimas, a enzima AOS se destaca por ser uma
enzima responsavel pela conversao de hidroperdxidos, resultantes da atividade de
LOX, em aleno 6xidos instaveis que sao precursores de AJ. Posteriormente, os
aleno 6xidos sao processados pela enzima aleno oxido ciclase (AOC), ainda nos
cloroplastos, levando a producao do composto acido 12-oxo-fitodiendico (OPDA),
precursor direto da molécula de AJ. As moléculas de OPDA produzidas sao
exportadas para os peroxissomos, onde sao convertidas a AJ pela acao da enzima
acido 12-oxo-fitodiendico redutase, seguida processos de B-oxidacdo (Wasternack
et al., 2006).

Recentes estudos mostram que a diversidade estrutural e funcional entre as
oxilipinas depende da expressao coordenada de isoformas especificas de LOX e de
enzimas da familia de citocromos P450, uma vez que isoformas diferentes das
enzimas envolvidas podem levar a produgdo de oxilipinas distintas envolvidas em
varios processos metabdlicos (revisado por Howe e Schilmiller, 2002). Além disso,

tem sido demonstrado que as plantas contém um conjunto distinto de oxilipinas de
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varios tamanhos, constituindo uma “identidade de oxilipinas” de uma determinada
organela, tecido, planta ou espécie (Weber et al., 1997). Desta forma, sob condi¢cdes
de estresse, as plantas promovem uma drastica mudanga na composicdo dos
derivados de acidos graxos oxigenados, dependendo da natureza desse estresse.
Pode-se citar como exemplo, a producao de derivados de acidos graxos hidroxi em
folhas de cevada apo6s inducado com acido salicilico (Weichert et al., 1999), enquanto
que a inducdo por metil jasmonato leva ao acumulo de aldeidos nas mesmas
plantas (Kohlmann et al., 1999).

Algumas oxilipinas sao bastante estudadas pelo seu papel nos mecanismos
de defesa de plantas. Entre elas estdo os compostos 12-OPDA, que séo os
precursores de moléculas sinalizadoras tais como o AJ; o acido 12-oxo-trans-9-
dodecendico que é precursor de um horménio vegetal de ferimento chamado
traumatina; e ainda outras oxilipinas que sdo convertidas em compostos que estao
envolvidos na resposta de plantas a agressores por serem monémeros de cutina ou
fitoalexinas (pesticidas naturais) (Creelman e Mullet, 1997; Blée, 1998; Porta e
Rocha-Sosa, 2002). O AJ e seu metil ester, MJ, tem recebido atencado especial, por
possuir um papel fundamental na regulacdo da expressdo génica ativada por
ferimento, no mecanismo de defesa de plantas (Creelman e Mullet, 1997; Schaller,
2001). Ja é bem estabelecido que, quando aplicado em plantas, o AJ e seus
derivados, incluindo o MJ desempenha um papel critico na sinalizacao de ferimento
dependente de AJ (Howe, 2004). Tem sido proposto que a enzima &cido jasmonico
metil transferase, que converte AJ a MJ tem apresenta importante papel no
mecanismo de defesa (Seo et al., 2001) levando a consideragdes importantes sobre
a molécula de metil jasmonato, que aparentemente funciona como um transdutor de
sinal intracelular.

Curiosamente, em adicdo ao processo de ativagdo da biossintese de AJ por
ferimento e herbivoria, estudos demonstram que as enzimas responsaveis pela
producdo dos jasmonatos tém seus niveis aumentados tanto em condicdes de
ferimento, quanto no tratamento com a aplicacdo de AJ exdgeno, sugerindo um
importante mecanismo de retroalimentacdo positiva que levaria a altos niveis de
jasmonatos em plantas danificadas (Leon et al., 2001, Howe et al., 2000; Sivasankar

et al., 2000; Rangel et al., 2002). Em razao disso, pesquisas vém propiciando um
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namero crescente de informagdes sobre as respostas induzidas por jasmonatos em
plantas, e mais recentemente tenta-se elucidar a via biossintética do acido
jasmaonico, principalmente em dicotiledéneas (Schaller, 2001).

A regulacao da biossintese de AJ por geragao de substratos é explicada pela
atividade das enzimas iniciais da via do octadecandide, dessa forma uma melhor
compreensdo de como a planta regula a produgdo de moléculas defensivas e a
resposta de defesa tem sido obtida com a clonagem e caracterizacdo de cDNA
codificante de enzimas criticas na via de biossintese dos jasmonatos, principalmente
a AOS, que cataliza a primeira reagcao especifica da sintese de acido jasménico em
dicotiledéneas (Song et al, 1993; Laudert et al., 1996; Howe et al., 2000) e

monocotiledéneas (Maucher et al., 2000).

A ALENO OXIDO SINTASE

A AOS, também chamada de hidroperoxido dehidratase (EC 4.2.1.92), é uma
enzima responsavel pela isomerizacdo de hidroxiperoxidos de acidos graxos,
convertendo-os em aleno éxidos intermediarios (revisado por Schaller, 2001). Em
plantas, a AOS juntamente com a HPL e a DES compreendem um grupo atipico
CYP74 da familia de citocromos P450, que é especializada no processo de
rearranjo de hidroxiperdxidos. Ao contrario das enzimas citocromos P450 tipicas, as
enzimas CYP74 possuem baixa afinidade por CO e nao requerem O, ou
equivalentes redutores de NADPH para sua atividade maxima.

A enzima AQOS foi inicialmente purificada de sementes de linho (Song e
Brash, 1991; Song et al., 1993). Anos mais tarde, outras AOS foram purificadas de
diversas plantas: guaiule (Pan et al.,1995), Arabidopsis thaliana (Laudert et al.,
1996), tomate (Sivasankar et al., 2000), milho (Utsunomiya et al., 2000) e batata
(Hamberg, 2000). A atividade de AOS tem sido detectada em cloroplastos de folhas
de espinafre (Vick e Zimmermam, 1987), cevada, (Maucher et al., 2000), tomate
(Froehlich et al., 2001) e batata (Farmaki et al., 2007). Em concomitancia a esses
dados, a analise da seqiéncia de cDNA de linho (Song et al., 1993), tomate
(Sivankasar et al., 2000; Howe et al., 2000) e A. thaliana (Laudert et al., 1996)

demonstram que todos possuem seqiéncias peptidicas sinalizadoras de
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direcionamento para cloroplastos. No entanto essas sequéncias nao foram
encontradas nas AOS de guaille (Pan et al., 1995) e nas duas isoformas de AOS de
cevada (Maucher et al., 2000).

Ainda é limitado o conhecimento sobre os papéis fisiologicos da AOS. O
passo inicial para o entendimento da atividade de AOS foi dado por Vick e
Zimmerman (1987) e Song e Brash (1991) que purificaram uma AOS de sementes
de linho, e a indentificaram como uma enzima da familia de citocromos P450
responsavel pela formacgao de aleno 6xidos instaveis. Posteriormente, foi observada
a producdo da mesma enzima em particulas de borracha em plantas de guaille,
mostrando que a AOS era responsavel pela catdlise da conversdao de 13(S)-
hidroperoxidos ao correspondente acido graxo cetol (Pan et al.,, 1995), conhecido
como um aleno éxido. Hoje, tem-se mostrado que os aleno 6xidos produzidos pela
acao da AOS podem sofrer processos de ciclizacdo espontanea como também
podem ser ciclizados pela acdo de uma outra enzima, a aleno oxido ciclase (AOC),
para formar &acidos ciclopentenoicos (Hamberg et al., 1988; Hamberg et al., 1990).

Sabe-se que o} composto 13(S)-hydroperoxide-9(Z),11(E),15(2)-
octadecatrienoic acid (13-HPOT), produzidos a partir do acido linolénico pela acao
de LOX é convertido pela AOS para precursores de jasmonatos, como o acido
oxofitodiendico (12-OPDA) (Song e Brash, 1991; Pan et al., 1995). Os jasmonatos
por sua vez, sdo sinalizadores essenciais para a defesa de plantas contra o ataque
de insetos, ferimentos mecéanicos e alguns outros processos metabdlicos. Devido a
esse fato, a AOS tem recebido crescente atengdo por ser um ponto critico para a
regulacao da producao de AJ, uma vez que compromete a utilizagdo dos 13-HPOT
por outras enzimas como a HPL, a DES e a peroxigenase (Fig. 3), direcionando a
cascata de sinalizacdo para o sentido da producdo dos compostos de defesa
depdendentes de jasmonatos. Dessa forma, a clonagem molecular e a
superexpressao do gene de AOS em plantas tem sido utilizada como artificio para
demonstrar o importante papel da AOS na via de sinalizacdo de defesa de plantas.
Inicialmente, Laudert et al. (1996) clonaram e superexpressaram o gene da AOS de
A. thaliana demonstrando que a expressao do gene é aumentada em condicdes de
ferimento. Essa expressdo levava ao aumento da atividade catalitica da enzima

AOS que metaboliza 13-hidroperoxidos e, conseqlentemente, ao acumulo posterior
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de AJ nas folhas da planta. Em adicdo, em A. thaliana ainda foi sugerida a inducao
de AOS por etileno, o que levou a indicagao de que os dois fito-hormoénios atuam de
maneira similar (Laudert e Weiler, 1998).

Harms et al. (1995) introduziram o cDNA total de AOS de linho em plantas de
batata sob a regulacdo do promotor 35S do virus do mosaico de couve-flor. A
superexpressao de AOS nesse caso, levou ao aumento de 6 a 12 vezes nos niveis
endogenos de AJ em relagdo as plantas controle. O mesmo grupo, estudando a
inibicao da inducao do acumulo de AOS pelo composto aspirina em plantas de linho,
verificou um aumento da expressao sistémica do gene codificante de AOS em
resposta a ferimento mecanico, tratamento com AJ e seu precursor, o 12-OPDA em
folhas de linho, na auséncia do composto. O aumento dessa expressao foi descrito
por provocar, conseglientemente, um acréscimo nos niveis endégenos de AJ nas
células (Harms et al., 1998). Contudo, a adicdo de aspirina nas folhas leva ao
bloqueio da expressdo do gene AOS. Esse bloqueio explicaria a reducado do
acumulo de AJ em folhas de linho, previamente descrita por Pefna-Cortéz et al.
(1993). Esses dados levaram os autores a sugerirem a importancia da producao de
AOS na sinalizacao da resposta de defesa contra o ataque de insetos herbivoros.

O papel da AOS na defesa de plantas, tem sido demonstrada também em
plantas de tabaco e tomate. Wang et al. (1999) produziram plantas de tabaco
transgénicas superexpressando o transgene da AOS de linho sob o controle de um
promotor induzido por tetraciclina. Essas plantas quando submetidas a ferimento,
tinham seus niveis de AJ aumentados cerca de 2,5 a 5 vezes mais do que as
plantas ndo transformadas. Um ano mais tarde, Sivasankar et al. (2000) analisaram
a inducao da expressao do gene de AOS, em plantulas de tomate, em resposta a
ferimento, e tratamento com sistemina, metil jasmonato e adico fitodiendico (PDA).
As andlises mostraram que todos os tratamentos levaram a transcricdo de RNA
mensageiro de AOS assim como de inibidores de proteinase serinicos (PIN II), os
quais sao bem conhecidos por serem caracterizados como evento final na cascata
de sinalizacédo de resposta de defesa induzida por ferimento e tratamento com metil
jasmonato.

Recentemente, nosso grupo purificou e caracterizou parciamente uma

lipoxigenase de folhas de plantas de maracuja (Passiflora flavicarpa) induzida em
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resposta a metil jasmonato. Durante esse estudo, foi verificado que a enzima estava
presente em cloroplastos tendo atividade de 13-lipoxigenase, que é descrita por ser
a responsavel pela producdo de 13-HPOT, substrato inicial da biossintese de AJ
(Rangel et al., 2002), o que nos levaria, posteriormente, a suposicdo da

metabolizacao desse composto por uma AOS produzida nas plantas de maracuja.

1.5. 0 MARACUJA

O maracuja é uma fruta nova que se tem tornado popular entre muitos
agricultores ao redor do mundo nos Uultimos anos. Pertencente a familia
Passifloraceae, o maracujazeiro € classificado como uma planta do género
passiflora, que é composto de 24 subgéneros e 465 espécies. Dentre essas, pelo
menos, 200 espécies de maracuja, sao originarias do Brasil, das quais apenas 70
sdo consideradas como frutos comestiveis. De maneira interessante, apesar da
variedade de espécies encontradas no pais, apenas algumas dessas espécies sao
realmente cultivadas, como por exemplo: P. edulis Sims f Flavicarpa, P alata Curtis,
P. quadrangularis L., P. caerula L. e P. laurifolia L (Cunha et al., 2004).

A espécie Passiflora edulis Sims f. flavicarpa (Passiflora flavicarpa),
largamente conhecida no Brasil como maracuja amarelo, tem grande importancia
econbmica para o pais. Desde a década de 90, o cultivo de maracuja sofreu um
aumento de produtividade e na area de cultivo nos Estados de Espirito Santo, Minas
Gerais, Sao Paulo, Ceara e Alagoas. Durante anos, o Brasil se encontrou em
situacdo de destaque, exportando frutos frescos, conservados e ainda suco
concentrado, que representa a forma mais importante de exportagdo. Porém, devido
a deficiéncias no processo de comercializacdo, a exportacdo reduziu € o0 pais
passou a importar frutos de outros paises como Equador e Colémbia. Somente o
Estado do Espirito Santo manteve a posicao de destaque nas exportacées, uma vez
que ampliou na mesma época o cultivo da espécie, tornando-se um produtor com
grande potencial de exportacao da fruta (Pires et al., 2004). Uma das causas destas
variagdes entre regides produtoras e oferta, esta relacionada as ténicas de cultivo.
Esse problema surge da interacdo entre a degeneracdo da “variedade local” e o
aumento significativo da incidéncia de pragas e doencas que resulta na perda de
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classificacao, diminuicdo da produtividade e o consequiente aumento dos custos de
producdo. Aliado a isso, apesar dos esforcos empreendidos, os profissionais de
assisténcia técnica tem se frustrado, pois o atual nivel de conhecimento tecnolégico
nao tem sido suficiente para reverter essa situacao

(http://www.maracuja.com.br/body cultivo.htm).

Diversas espécies de insetos se encontram associadas ao cultivo de
maracujazeiro. A grande maioria desses insetos é oportunista e passageira.
Entretanto algumas outras espécies pragas, durante seu ataque, causam a
diminuicdo da producédo devido a destruicdo de tecidos vegetais. Dentre essas
pragas de destacam as lagartas, representadas pelas espécies, Dione juno juno e
Agralis vanillae vanillae que promovem a destruicao de tecido foliar por herbivoria,
sendo conhecidas vulgarmente como lagartas desfolhadoras do maracujazeiro
(revisado por Cunha et al., 2004). Além de lagartas, o0 maracujazeiro também é alvo
de afidios, que podem causar danos a producdo pelo fato de que levam a
transmissdo de doencgas virais que sao gravissimas em algumas regides (Hill e
Waller, 1994).

Devido a sua importancia econémica para o pais, nosso grupo de pesquisa
escolheu o maracujazeiro como modelo de estudo do mecanismo de defesa das
plantas contra ferimento e tratamento com moléculas eliciadoras de resposta de
defesa, como o MJ. Apesar do limitado conhecimento sobre as estratégias de
defesas quimicas utilizadas por essa espécie, Rangel et al. (2002) inicialmente,
observaram que apds o ferimento mecéanico provocado em tecidos foliares de
plantulas de maracuja, verificava-se a inducdo da producdo de LOX, que como
descrita anteriormente, é a primeira enzima da rota do octadecanoide, envolvida no
mecanismo de defesa de varias espécies de plantas. Em adicdo, no mesmo
trabalho, foi descrita uma indugdo ainda maior quando as plantulas tinham suas
folhas expostas a vapores de MJ, indicando que o mecanismo de defesa de plantas
de maracuja é similar ao mecanismo descrito para outras espécies.

O trabalho desenvolvido por Rangel et al. (2002), serviu entdo como base
para o desenvolvimento de uma estratégia de estudo adicional sobre o mecanismo
de defesa de plantas de maracuja visando a obtencao de informacao sobre outras
enzimas envolvidas na rota do octadecandide, como é o caso da AOS, que
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desempenha um papel chave no direcionamento da rota para a produgdo de

Introducgéo

proteinas de defesa contra herbivoria. Esses estudos tém significativa importancia
econbmica, uma vez que permitiiam a melhoria das condicbes de cultivo de
maracuja, principalmente em relacdo ao aumento da resisténcia dessas plantas ao

ataque de pestes e pragas, sendo de grande valia para a economia Brasileira.
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2. OBJETIVOS

Objetivos

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de um gene codificador de uma enzima AOS em
cloroplastos de células do tecido foliar de maracuja (Passiflora edulis Sims flavicarpa

flavicarpa) em resposta a ferimento mecéanico e tratamento com metil jasmonato .

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Clonar o cDNA completo da AOS;

A

Analisar a expressao génica de AOS em resposta a ferimento mecanico,

tratamento com MJ;

3. Analisa a quantidade de cépias do gene AOS no genoma do maracuja;

4. Determinar a localizacdo da enzima AOS induzida por tratamento com
MJ em células foliares de maracuja;

5. Analisar a indugdo de inibidores de proteinase cisteinica em folhas de

maracuja em resposta a ferimento mecanico e tratamento com MJ.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL BIOLOGICO
3.1.1. SEMENTES DE MARACUJA

As sementes de maracuja (Passiflora flavicarpa), foram obtidas de frutas
comercializados no mercado local. As sementes foram extraidas dos frutos e

mantidas em estufa a 37 °C para secagem.

3.1.2. PLANTAS DE MARACUJA E CONDICOES DE CULTIVO

Sementes secas de maracuja foram plantadas em vermiculita, por um periodo
de 2 semanas sob condi¢cdes normais de luz a 60 mE m? s e um fotoperiodo de 17
h luz a 28 °C e 7h escuro a 18 °C. ApOs a germinacao das sementes as plantulas
foram transferidas para vasos contendo em humos de minhoca e crescidas em
camaras de crescimento por cerca de mais 20 dias nas mesmas condi¢cdes descritas

acima.

3.1.2. BACTERIAS E CONDICOES DE CULTIVO
Bactérias competentes E. coli - Top 10 (One Shot® competent cells, que
compdem o kit TOPO TA Cloning® — Invitrogen), foram mantidas a -70 °C, conforme

especificacées do fabricante.

3.1.4. ANTICORPOS

Os anticorpos policlonais produzidos contra a AOS de tomates foram cedidos
gentilmentes pelo pesquisador Dr. Greg A. Howe (da Univerdade DO Estdo de
Michigan). Esses anticorpos foram mantidos a uma temperatura de -20 °C para
preservacao da atividade biologica. Os anticorpos policlonais contra a cistatina do
tomate foram produzidos por Madureira et al. (2006) e mantidos nas mesmas

condi¢des descritas acima.
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3.2. ANALISE DE UMA PROTEINA IMUNO RELACIONADA A AOS DE
TOMATE POR DETERMINAGCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA, SDS-PAGE
E “WESTERN BLOT”

3.2.1. TRATAMENTO DE PLANTAS DE MARACUJA POR EXPOSICAO A
VAPORES DE METIL JASMONATO

Plantas de maracuja, apdés um periodo de 20 dias de crescimento, tiveram
suas folhas expostas a vapor de MJ baseando-se em metodologia descrita por
Farmer e Ryan (1992). Para essa finalidade, as plantas foram colocadas em
recipientes hermeticamente fechados contendo um cotonete embebido com 2 uL de
MJ e mantidas por um periodo de 24 h nessa condicdo. Ao fim do tratamento, as
folhas das plantas tratadas e de plantas controle (ndo expostas a vapor de MJ)
foram coletadas separadamente e imediatamente mergulhadas em nitrogénio

liquido.

3.2.2. EXTRACAO DE PROTEINAS DO TECIDO FOLIAR

O processo de extracdo de proteinas de tecido foliar de plantas de maracuja
foi baseado na metodologia descrita por Rangel et al (2002). As folhas congeladas
em nitrogénio liquido foram maceradas em um almofariz com auxilio de um pistilo. O
material macerado foi ressuspenso e mantido em tampao de extracdo Fosfato de
sédio 0,05 M (pH 6,5) a 4 °C por 15 min. Ap6s esse intervalo, o material foi
centrifugado a 10.000 x g a 4 °C por 30 min e o sobrenadante originado foi

analisado por SDS-PAGE e ensaios de imunodetecgao.

3.2.3. DOSAGEM DO TEOR PROTEICO

Para este experimento foi utilizado o método descrito por Bradford (1976). A
curva padrao foi feita utilizando-se “Albumina Sérica Bovina” (BSA) de acordo com
instrucdes do kit “Bio-Rad Protein Assay”®. A montagem da curva-padréo foi feita
confeccionando-se um grafico de absorbancia a 595nm versus pg de proteina. A

dosagem da amostra foi feita conforme instrugdes de microensaio do Kit.
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3.24. ANALISE DA ATIVIDADE METABOLIZADORA DE 13-
HIDROPEROXIDOS PELAS ENZIMAS CONTIDAS NO EXTRATO BRUTO
FOLIAR DE PLANTAS DE MARACUJA

3.2.4.1. PREPARO DE HIDROPEROXIDOS PARA ANALISE DE ATIVIDADE
ENZIMATICA

O 13-hidroperodxidos (13 HPOT) de &cido linolénico usados como substrato
nos ensaios de atividade da enzima AOS foram preparados através da utilizacao de
uma lipoxigenase semi purificada do tecido foliar de plantas de maracuja (Rangel et
al.,, 2002). Para este fim, 50 uL de fracbes de G-200 contendo a lipoxigenase
semipurificada, a partir de plantas tratadas com MJ, foram adicionados a um tubo
contendo 10 mL de tampdo Fosfato de sédio 50 mM, pH 8,0 a temperatura
ambiente. Em seguida, 400 pL de &cido linolénico 10mM foram adicionados a
reacdo que foi mantida em incubagdo por pelo menos 45 min. Ao fim desse
intervalo, a solucdo contendo os 13-HPOT resultantes do processo, foram entdo

armazenada para utilizacao nos ensaios de atividade.

3.2.4.2. ENSAIO DE ATIVIDADE METABOLIZADORA DE
HIDROPEROXIDOS

A atividade da proteina metabolizadora de 13-HPOT, foi ensaiada por uma
técnica de espectrofotometria descrita anteriomente por Vick (1991), para deteccao
de atividade de proteinas AOS. A mistura de reacao continha a solugéo de 13-HPOT
adicionados a tampao 50 mM Tris-HCI (pH8.0) em um volume total de 1 mL e
absorvancia inicial de 0,400. A reacao enzimatica foi iniciada pela adicao de extrato
bruto foliar (70ug) e a reducao de absorvancia a 234 nm, resultante do rompimento
da ligacdo dieno do substrato, foi continuamente monitorada a temperatura
ambiente por 3 min, com um espectrofotémetro (Shymadizu UV 1203).
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3.2.5. ANALISE POR ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA 10%
(SDS-PAGE)

Oitenta microgramas de proteinas contidas no extrato bruto foram analisadas
em géis de poliacrilamida 10% conforme metodologia descrita por Laemmli (1970).
Para este fim, o extrato protéico foliar de plantas maracuja controle e tratadas com
MJ, foram pré-incubadas em tampao de desnaturagdo e em seguida fracionadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida a uma voltagem constante de 100 V por

aproximadamente 45 min.

3.2.5.1. COLORACAO E DESCOLORACAO DO GEL POR AZUL DE
COOMASSIE

Apbs o processo de eletroforese, o gel foi mergulhado em solucédo contendo
azul de Coomassie R250 0,2% em metanol 45%, acido acético 10% por 30 min.
Apos esse periodo o gel foi transferido para uma solugdo aquosa de descorante
contendo metanol 5% e acido acético 7%.

3.2.5.2. IMUNODETECQAO DE PROTEINAS FIXADAS EM MEMBRANA DE
NITROCELULOSE

Os ensaios de imunodeteccao (“western blot’) foram feitos conforme
metodologia descrita por Towbin et al.,(1979). As proteinas fracionadas em gel de
poliacrilamida foram eletrotransferidas para membrana de nitrocelulose por 2 h a 10
V em tampao 0,05 M fosfato de sodio pH 7,4. Anticorpos policlonais produzidos
contra AOS de tomate e o soro pré imune, produzido em coelho, foram usados em
uma diluicdo de 1:3.000. A banda imunoreativa foi visualizada usando proteina A
conjugada a peroxidase (1 mg.mL'1) em uma diluicdo de 1:1.000. Para a deteccao
das proteinas imunorreativas foi utilizado o kit de deteccédo por quimioluminiscencia,

“Amersham ECL reagent® de acordo com as instrugées do fabricante.
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3.3. CLONAGEM MOLECULAR DO cDNA DE UMA AOS DE FOLHAS DE
MARACUJA

3.3.1. CLONAGEM MOLECULAR DO FRAGMENTO CORRESPONDENTE A
REGIAO CENTRAL (CORE) DA AOS

3.3.1.1. DESENHO DE INICIADORES DEGENERADOS PARA A
OBTENGAO DE UM FRAGMENTO (CORE) DA AOS

Com base na analise, feitas no BLAST, das seqUéncias de aminoacidos
conservadas de AOS de plantas, foram desenhados iniciadores degenerados para a
obtencdo de um fragmento de cDNA de aproximadamente 950 pb. As seqiéncias
de aminoacidos para os iniciadores foram as seguintes: na posicao “Foward”,
FTGTFVP e na posicdo “Reverse”, WSNGP. Procedendo-se a conversao desses
aminoacidos para a correspondente sequiéncia em nucleotideos, bem como as
substituicbes de bases U (uracila) por T (timina), chegamos as seguintes
sequéncias: “Foward” > 5 TTC AC(CT) GG(AT) ACT T(AT)C (AG)TG CC &
(DgAOS-F); “Reverse” > 5 TCC GG(CT) CC(AG) TT(AC) GAC CA(CT) &
(DgAOS-R) (Esquema 1). Os parénteses marcam posigcdes em que esse local
podem conter 50% de uma ou da outra base indicada nos iniciadores. Os

iniciadores foram sintetizados e adquiridos da Invitrogen.

3.3.1.2. EXTRAGCAO DE RNA TOTAL DE FOLHAS DE MARACUJA

Tecido foliar das plantas de maracuja tratadas com MJ por 12 h, foi
congelado em nitrogénio liquido e macerado com a utilizagdo de um almofariz e
pistilo. O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente TRIZol® (GIBCO) seguindo-
se basicamente as instrucbes do fabricante (com algumas alteracaoes).
Resumidamente, aos tubos contendo 1 mL de TRIZol® foi adicionado macerado
foliar até a proporcao de 10% do volume de TRIZol utilizado. O material foi mantido
em incubacéo, sob agitacao, por 3 min a 25 °C, e em seguida, centrifugado a 12.000
x g por 15 min a 4 °C. Ao sobrenadante foram adicionados 200 uL de cloroférmio e

o material foi novamente mantido em agitagao por 5 min a 25 °C. e centrifugado a
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12.000 x g por 10 min a 4 °C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo onde,
em seguida, foi sedimentada com a adicdo de 500 pL de isopropanol. O material foi
novamente centrifugado conforme descrito acima e o sedimentado foi lavado em 1
mL de etanol 75 % (v/v). Seguindo esse passo, o sedimentado foi ressuspenso com
200 uL de agua livre de RNAse e DNAse e incubado a uma temperatura de 60 °C
por 10 min. A concentracdo de RNA foi estimada por leitura de absorvancia a 260
nm, e em seguida a integridade das moléculas de RNA obtidas foi analisada por

fracionamento em gel de agarose 1,2%.

3.3.1.3. ANALISE ELETROFORETICA DE RNA TOTAIS

Géis de agarose 1,2% foram preparados pela mistura de 1,2 g de agarose
(Invitrogen) com 100 mL de tampao TAE (Tris 40 mM, acido acético 20 mM, EDTA
1mM e agua-DEPC). A agarose foi fundida a 100 °C, evitando-se, no entanto, o
processo de fervura. Solucéo foi resfriada a 50 °C e a ela foi adicionado brometo de
etideo (0,5 ug.mL"). A solugdo foi homogeneizada e vertida sobre uma placa
preparada para o processo de eletroforese, em seguida mantida a temperatura
ambiente preconizando a solidificacdo do gel. As amostras de RNA total foram
preparadas misturando-se 2 uL de RNA, 4 uL de agua-DEPC e 2 uL de tampéo de
amostra 4x (glicerol 50%, TAE 4x e azul de bromofenol 0,025%). As amostras foram
homogeneizadas e aplicada no gel solidificado. O fracionamento foi feito a uma
voltagem constante de 40 V. No processo de fracionamento foi utilizado o marcado
de peso molecular “1 KB plus DNA ladder” (Invitrogen).

3.3.1.4. AMPLIFICACAO DO cDNA PARCIAL DA AOS DE MARACUJA POR
REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA (RT)

As reacOes de RT foram realizadas para a producdo de uma fita de cDNA
complementar a partir das fitas de RNA total de plantas de maracuja expostas a
vapores de MJ por 12 h. Para a reagédo de transcrigdo reversa foi utilizado o Kit
“ThermoScript RT-PCR systems”, baseando-se nas especificacdes do fabricante.
Resumidamente, foram adicionados em um tubo de microcentrifuga, os seguintes

componentes: 4 uL de agua-DEPC, 1 uL de iniciador oligo (dT)2o (100 pmol), 2 uL de
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mistura de DNTPs 10 mM (0,8 mM) e 5 uL de RNA total (5 ug). A solucao foi
aquecida a 65 °C por 5 min, priorizando a denaturacao do RNA. Em seguida, foi
homogeneizada com a ajuda de uma ponteira e submetida a breve pulso de
centrifugacdo e armazenada em gelo. A esse tubo foi adicionada 8 uL de uma
segunda mistura de reacédo contendo: 5 uL de 5x “first-strand buffer” (250 mM Tris-
acetato (pH 8,4), 375 mM acetato de potassio, 40 mM acetato de magnésio) (1x); 1
uL de DTT 100 mM (4 mM); 1 uL de RNAse OUT™ 40 u. uL™' (40 u); 1 uL de &gua-
DEPC; 1 uL de enzima ThermoScript transcriptase reversa (Invitrogen) (375 u). O
tubo foi pré aquicido a 55 °C por 60 min, seguidos de incubacao a 85 °C por 5 min
no termociclador "Primus 96 Plus“. Apds a sintese da primeira fita no termociclador,
foi adicionado ao tubo 1 uL de RNAse H 2 u. uL'1 (1 u) que foi incubado a 35 °C por
mais 2 min. Entre parénteses foram mencionadas as concentragdes finais de cada

reagente.

3.3.1.5. AMPLIFICACAO DA SEGUNDA FITA DE cDNA PARCIAL DA AOS
DE MARACUJA POR PCR

A sintese da segunda fita de cDNA foi feita com a utilizacdo da enzima
“Platinum™ Tag DNA polymerase high fidelity” utilizando, como molécula molde, a
fita de cDNA obtida no processo de RT (Esquema 1-B). A reagédo de PCR foi feita no
termociclador "Primus 96 Plus”. A mistura de reagao foi montada do seguinte modo:
37 ulL de agua; 5 uL de tampéo da enzima Platinum Taqg 10 x (200 mM Tris-HCI
(pH 8,4), 500 mM KCI) (1 x); 2 uL de MgCl, 50 mM (2 mM); 2 uL de DNTP 10 mM
(0,4 mM); 1 uL de iniciador DgAOS-F 10 pmol. uL'1 (10 pmol); 1 uL de iniciador
DgAOS-R 10 pmol. uL'1 (10 pmol); 1 uL do produto de RT (12 fita de cDNA); 1 uL da
enzima Platinum Taqg DNA polimerase 1 u. uL™" (1 u). A solucdo com volume total de
50 ulL foi dividida em dois tubos de PCR contendo 25 uL cada. Esses tubos foram
colocados no termociclador para a reacdo de PCR que foi feita com 40 ciclos de
denaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento dos iniciadores a 45 °C por 1 min e

polimerizacao a 72 °C por 1 min.
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A Oligo dT
RNAm do gene AOS <:|
| AAAAAAA|
B DgAOS-R
12 fita de cDNA de AOS G
| TTTTIT71T
DgAOS-F

DgAOS-R

R

DgAOS-F fragmento de cDNA
de 950 pb

Esquema 1: Esquema demonstrativo da metodologia utilizada para a obtencédo do
fragmento de 950 pb do cDNA da AOS de maracuja. A) Sintese da primeira fita de
cDNA partindo da amplificacao por RT-PCR com os iniciadores oligo dT e DgAOSF.
B) Sintese da segunda fita de cDNA por PCR com os iniciadores degenerados
DgAOS-F e DgAOS-R. O esquema foi feito mostrando-se a representacdo em fita

simples para a simplificagéo.

3.3.1.6.ANALISE DA AMPLIFICACAO E CLONAGEM DO FRAGMENTO DE
CDNA DA AOS DE MARACUJA
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As amostras amplificadas foram analisadas por fracionamento em gel de
agarose 1,2 %. O fragmento produzido através da reacao de PCR (item 3.3.1.5) foi
ligado em um vetor pCR® 2.1 — TOPO® (Esquema 2) fornecido como parte do Kit
TOPO TA Cloning® (Invitrogen). A clonagem do fragmento nesse vetor foi feita
seguindo as instrugbes do fabricante. Resumidamente, a reagéo de clonagem (6 L)
foi feita com os seguintes componentes: 3 pL do fragmento amplificado por PCR
(300 ng); 1 pL de solugéo salina NaCl 200 mM, MgCl> 10 mM, 1 pL do vetor TOPO®
(10 ng), 1 uL de agua ultra pura. A mistura de reacdo foi homegeneizada
suavemente com o auxilio de uma ponteira e mantido por 5 min a 25 °C. Apds esse
intervalo, a reacao foi transferida para banho de gelo (4 °C).

Com a finalidade de transformar bactérias competentes Top 70 (One Shot®
competent cells, que também compdem o kit TOPO TA Cloning® — Invitrogen), 2 pL
da reacao de clonagem foram adicionados a um tubo de microcentrifuga contendo
as bactérias competentes e incubados por um intervalo de tempo de 30 min. As
células foram aquecidas a 42 °C por 30 s, e imediatamente transferidas para o
banho de gelo, promovendo o choque térmico. Ao tubo foram adicionados 250 L de
meio SOC (conforme especificacbes do fabricante) a 25 °C e o material, incubado a
37 °C por 1 h sob agitacao horizontal. Ap6s o periodo de incubacéo, 10 — 50 uL de
reacao de transformacgédo foram espalhados sobre placas de meio LB contendo 50
ng.mL" de ampicilina (Invitrogen), priorizando a selecéo de bactérias transformadas
com o vetor, e 50 ug.mL'1 de x-gal. Ap6s o inéculo ter sido absorvido as placas
foram incubadas a 37 °C por um periodo de 12-19 h. A identificacao das colénias
que possuem o0s vetores recombinantes foi feita a partir da analise da resisténcia ao
antibiético e funcionalidade do gene Lac Z, onde as bactérias transformadas
resistentes a ampicilina, produziram col6nias azuis (colénias que receberam apenas
o vetor) e brancas (colénias que receberam o vetor pCR2.1 TOPO ligado ao
fragmento de cDNA da AOS). Para a analise das colénias que continham o vetor
ligado ao fragmento, todas as colénias brancas e uma coldnia azul foram retiradas e

submetidas a analise dos clones.
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Esquema 2: Vetor pCF{® 2.1 TOPO® produzido pela Invitrogen, utilizado para a

clonagem do fragmento amplificado.

3.3.1.7. ANALISE DOS CLONES POSITIVOS POR EXTRACAO E
DIGESTAO DOS VETORES

As col6nias brancas de bactérias crescidas em placas que supostamente
contem o inserto foram repicadas em meio LB liquido contendo 50 pg.mL'1 de
ampicilina e crescidas sob agitacdo constante de 200 rpm a 37 °C por 16 h. Apéds
esse periodo, os vetores pCR® 2.1 — TOPO® (esquema 2) contidos nas bactérias
transformadas foram extraidos e isolados pelo o método de lise utilizando-se o Kit
Concert Rapid Plasmid Purification System® (GIBCO) seguindo a metodologia
descrita pelo fabricante. Ao fim do processo parte das moléculas de DNA plasmidial
resultantes foram armazenados a —20 °C. O material restante foi analisado quanto a
integridade do inserto ligado ao vetor de clonagem através de digestdo do vetor com
a enzima EcoR |I.

O vetor pCR2.1 — TOPO possui sitios de restricdo para a enzima EcoR |
flanqueando a regido de ligacao ao inserto, portanto a digestdo com a enzima EcoR

I, abre o vetor e ao mesmo tempo libera o fragmento inserido. A mistura de reacao
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de digestéao foi feita com a adicdo de 2 uL de vetores (pCR2.1 — TOPO contendo o
fragmento) isolados, conforme descrito acima, 1 pL de tampdo 10 x REact buffer
3% e 6 pL de agua ultra pura. A reacéo foi iniciada pela adicdo de 1 pL da enzima
EcoR | completando um volume total de 10 pL e incubacdo a 37 °C por 2 h. Apos
esse intervalo, as amostras foram analisadas por fracionamento em gel de agarose
1,2 %. Os clones contendo o fragmento de 950 pb foram entdo denominados
pCR2.1-ACS.

3.3.1.8. SEQUENCIAMENTO DO FRAGMENTO DE cDNA DA AOS DE
MARACUJA

Para o preparo do clone pCR2.1-AOS para sequenciamento, clones positivos
foram submetidos a isolamento de DNA plasmidial (conforme descrito no item 3.12)
visando a obtencdo de fragmentos em quantidade suficiente para o processo
(~800 ng). O sequenciamento do fragmento de cDNA da AOS de maracuja foi
realizado com a colaboragédo da Dr, Ana Carolina Vicente Caetano (FIOCRUZ-RJ).
No processo, foram utilizados os “Kits” de sequenciamento ABI Prism Dye Primer®
e Dye Terminator® (Perkin Elmer) seguindo a metodologia descrita pelo fabricante.
Utilizamos um sequenciador automatico ABI Model 370 (Perkin Elmer). A analise e
comparacao das sequéncias obtidas foi feita com a utilizacdo do programa GCG

(Genetic Computer Group)

3.3.1.9. ANALISE DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS CODIFICADA PELO
FRAGMENTO E COMPARACAO COM ENZIMAS DE OUTRAS ESPECIES
DE PLANTAS

A dedugdo da sequéncia de aminoacidos e o alinhamento foram feitos
usando-se o algoritimo do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.org/blast) e do Clustal
(http://www.expasy.org) (Altschul et al., 1997; Thompson et al., 1994). A analise
filogenética foi feita usando-se seqiiéncias de AOS obtidas de banco de genes as
quais foram alinhadas com o] programa Clustal W 1.83

(http://www.genebee.msu.su/clustal/basic.htm) com configuracdo padrao (Thompson
et al., 1994).
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3.3.2. CLONAGEM MOLECULAR DO FRAGMENTO CORRESPONDENTE A
REGIAO 3’ DO cDNA DA AOS

3.3.2.1. DESENHO DE INICIADORES ESPECIFICOS PARA A OBTENCAO
DA REGIAO 3’ DO cDNA DE AOS

Analisando a sequéncia de nucleotideos do fragmento de ~950 pb do cDNA
de AOS, foram desenhados dois iniciadores especificos de uma seqiéncia
correspondente ao final da seqiéncia do fragmento. As seqtiéncias de nucleotideos
utilizadas nos iniciadores foram as seguintes: “Foward 1” > 5 GTA ATC GAG AGC
CAC GAC GCG 3 (AOS3a); “Foward 2 > 5 GCC GCA TCA GTA TGG CAA AGC
3" (AOS3b). Esses iniciadores foram utilizados para a amplificacdo de dois
fragmentos distintos, correspondentes a regido 3 do cDNA de AOS. Ambos os
fragmentos amplificados continham uma seqiéncia de sobreposicdo com o
fragmento de 950 pb (Esquema 3), priorizando a analise posterior dos fragmentos e
clonagem do cDNA total da AOS. Os iniciadores foram sintetizados e adquiridos da

Invitrogen.

3.3.2.2. AMPLIFICACAO DA REGIAO 3’ DO CDNA DA AOS DE MARACUJA
POR REACAO DA TRANSCRIPTASE REVERSA

As reacdes de RT foram realizadas para a producdo de uma fita de cDNA
complementar a partir das fitas de RNA total de plantas de maracuja expostas a
vapores de MJ por 12 h, extraidas conforme descrito no item 3.3.1.2. Para a reagao
de transcricdo reversa foi utilizado o Kit “ThermoScript RT-PCR systems™®,
baseando-se nas especificacbes do fabricante. A mistura de reacado de RT foi feita
conforme descrito no item 3.3.1.4 dessa secéao.

A Oligo dT

RNAm do gene AOS <=

| AAAAAAA]
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Esquema 3: Esquema demonstrativo da metodologia utilizada para a obtencéao dos
fragmentos referentes a regido 3° do cDNA da AOS de maracuja. A) Sintese da
primeira fita de cDNA partindo da amplificacédo por RT-PCR com o iniciador oligo dT.
B) Amplificacdo de fragmentos distintos por PCR com os iniciadores especificos
AOS3a e AOS3b, juntamente com o iniciador oligo dT. Regides escuras,
representam a sequéncia de 950 pb do cDNA da AOS. O esquema foi feito
mostrando-se a representacdo em fita simples para a simplificagéo.
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3.3.2.3. AMPLIFICACAO DA SEGUNDA FITA DA REGIAO 3° DO CDNA DA
AOS DE MARACUJA POR PCR

A sintese da segunda fita de cDNA foi feita com a utilizagcdo da enzima
“Platinum™ Tag DNA polymerase high fidelity” utilizando, como molécula molde, a
fita de cDNA obtida no processo de RT-PCR (esquema 3-B). A reacao de PCR foi
feita do mesmo modo como descrito no item 3.3.1.5, sendo neste caso usado o
conjunto de iniciadores AOS3a ou AOS3b e olido dT1s. 10 pmol. pL™ .

3.3.2.4. ANALISE DA AMPLIFICACAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO
DO FRAGMENTO DA REGIAO 3’ DO CDNA DA AOS DE MARACUJA

As amostras amplificadas, por PCR, foram analisadas por fracionamento em
gel de agarose 1,2 %. Os fragmentos foram ligados ao vetor pCR® 2.1 — TOPO®
conforme descrito no item 3.3.1.6, e a anadlise dos clones positivos foi feita conforme
descrito no item 3.3.1.7. Os clones positivos foram entdo nominados de pCR2.1-
AOS3a e pCR2.1-AOS3b para os fragmentos amplificados a partir dos iniciadores
AOS3a e AOS3b, respectivamente. O clone pCR2.1-AOS3b, foi submetido a
isolamento de DNA plasmidial (conforme descrito no item 3.3.1.7) visando a
obtencao de fragmentos em quantidade suficiente para o processo (~800 ng). O
sequenciamento do fragmento de cDNA da AOS de maracuja foi realizado com a
colaboragdao da Dr, Ana Carolina Vicente Caetano (FIOCRUZ-RJ). A andlise da
seqUéncia deduzida de aminoacidos e o alinhamento dessa seqiéncia com
seqUéncias de outras AOS de plantas foi feita usando-se o algoritimo do BLAST
(http://www.ncbi.nlm.nih.org/blast) e do Clustal (http://www.expasy.org) (Altschul et
al., 1997; Thompson et al., 1994), baseando-se na mesma metodologia descrita no
item 3.3.1.9.
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3.3.3. CLONAGEM MOLECULAR DE FRAGMENTOS DA REGIAO 5 DO
cDNA DA AOS DE FOLHAS DE MARACUJA

3.3.3.1. DESENHO DE INICIADORES ESPECIFICOS PARA A OBTENCAO
DA REGIAO 5° DO cDNA DA A0S

Analisando a sequiéncia de nucleotideos do fragmento de ~950 pb do cDNA
de AOS, foram desenhados trés iniciadores especificos para a obtencdo de um
fragmento de cDNA correspondente a regidao 5’ do cDNA, utilizando-se a técnica de
RACE 5 (do inglés, Rapid Amplification of cDNA Ends). As sequéncias de
nucleotideos para os iniciadores foram as seguintes: “Reverse 17 - 5 GCC TTT
CTC TGC GAT TTC CTT CTC 3 (AOS4r), localizada a uma distancia de 150
nucleotideos “downstream” da sequéncia do iniciador DgAOS-F ; “Reverse 2” > 5’
CCG TTA AAC AAC TCG CTG AAA C 3 (AOSH5r), localizada a uma distancia de
125 nucleotideos “downstream” da sequéncia do iniciador DgAOS-F; “Reverse
nested” > 5 CTC GGG GAC TAT ATG GTC GCT GCG 3’ (AOSér), localizada a
uma distancia de 100 nucleotideos “downstream” da sequéncia do iniciador DgAOS-
F (Esquema 4). Os iniciadores foram sintetizados e adquiridos da Invitrogen.
Juntamente com os iniciadores desenhados foram utilizados ancoradores
(iniciadores que compdem o Kit RACE 5®)que possibilitam a amplificacdo da regido
5" do RNAm utilizado como molde, para a qual ndo se tem informacéao de seqiiéncia
impossibilitando o desenho de iniciadores especificos.
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I
AOS4r
B Seqtiéncia do fragmento de 950 pb
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TdT ﬁ
12 fita de cDNA de AOS
C Seqtiéncia do fragmento de 950 pb
Ancorador | |
-----—
UAp EEEED T {zzz1 hOSS5r
DgAOS-F
12 fita de cDNA de AOS
D
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UAP ] AOSGr-nested Fragmento intermedidrio
E
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UAP |:> {1 Aosér 22 Fragmento intermedidrio

UAP - iniciador que anela com o ancorador
B Sequéncia presente do fragmento de 950 pb

Esquema 4: Esquema demonstrativo da metodologia utilizada para a obtencédo do
fragmento referente a regiao 5 do cDNA da AOS de maracuja. A) Sintese da
primeira fita de cDNA partindo da amplificagdo por RT-PCR com o iniciador oligo dT.
B) Ligacao de um ancorador (fornecido no Kit) na regiao 5’ da primeira fita de cDNA.
C) Amplificagdo de um fragmento intermediario por PCR com os iniciadores
especificos AOS4r e UAP (fornecido no kit). D) Amplificagdo de um segundo
fragmento intermediario por PCR com os iniciadores especificos AOS5r e UAP
(fornecido no kit). E) Amplificagdo do fragmento correspondente a regiao 5’ do cDNA
da AOS por PCR com os iniciadores especificos AOS6r e UAP (fornecido no kit).
Regibes escuras, representam a sequéncia de 950 pb do cDNA da AOS. O
esquema foi feito mostrando-se a representacdo em fita simples para a

simplificacéo.
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3.3.3.2. AMPLIFICACAO DA REGIAO 5’ DO cDNA DA AOS DE MARACUJA
POR RACE 5’

A amplificacdo do fragmento correspondente a regido 5’ do cDNA da AOS de
maracuja, foi feito com a utilizagcéo do Kit RACE 5°®. A sintese das fitas de cDNA foi
feita utilizando, como molécula molde, fitas de RNA total de plantas de maracuja
expostas a vapores de MJ por 12 h extraidas conforme descrito no item 3.3.1.2. As
reacbes de RT/PCR foram feitas conforme especificagdes do fabricante. Em
resumo, amostras de RNA total 5 ug, foram utilizadas juntamente com o iniciador
AOS4r em uma reacao de RT/PCR por 50 min a 42 °C. O produto de amplificacdo
foi purificado em coluna de purificagdo S.N.A.P. (que acompanha o kit) conforme
instrucées do fabricante. Os produtos de PCR purificados foram incubados por 10
min a 37 °C em tampao de reacdo para a introducao da cauda TdT e em seguida
aquecidos por 10 min a 65 °C. O material foi entdo submetido a nova reagédo de
PCR, juntamente com o iniciador AOS5r e o iniciador ancorador “Abridged Anchor
primer” (AAP) (que acompanha o kit), que foi feita com 40 ciclos de denaturacdo a
94 °C por 1 min, anelamento dos iniciadores a 45 °C por 1 min e polimerizagao a 72
2C por 1 min. Finalmente, 5 uL de produtos de PCR obtidos foram diluidos em 495
uL de tampéao TE (10 mM Tris-HCI pH 8.0, TmM EDTA). Da solugéo diluida, 5 puL
foram utilizados como molde para nova reacédo de PCR, juntamente com o iniciador
AQSG6r (nested) e o iniciador UAP (que acompanha o kit). A solucao de amplificacao
foi dividida em dois tubos (contendo 25 ulL cada) e colocados no termociclador,
"Primus 96 Plus”, para a reacdo de PCR que foi feita com 40 ciclos de denaturacao
a 94 °C por 1 min, anelamento dos iniciadores a 45 °C por 1 min e polimerizacao a
72 °C por 1 min. Os produtos de PCR foram fracionados em gel de agarose 1,2 %
priorizando a observacao da amplificacdo da regidao 5’ do cDNA da AOS.
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3.3.3.3. ANALISE DA AMPLIFICAGAO, CLONAGEM E SEQUENCIAMENTO
DO FRAGMENTO DA REGIAO 5° DO cDNA DA AOS DE MARACUJA

As amostras amplificadas, por PCR, foram analisadas por fracionamento em
gel de agarose 1,2 %. O fragmento obtido foi ligado ao vetor pCR® 2.1 — TOPO®
conforme descrito no item 3.3.1.6, e a analise dos clones positivos foi feita conforme
descrito no item 3.3.1.7. O clone positivo foi denominado de pCR2.1-AOS5race. O
clone pCR2.1-AOS5race, foi submetido a isolamento de DNA plasmidial (conforme
descrito no item 3.12) visando a obtencédo de fragmentos em quantidade suficiente
para o processo (~800 ng). O sequienciamento do fragmento de cDNA da AOS de
maracuja foi realizado com a colaboragdo da Dr, Ana Carolina Vicente Caetano
(FIOCRUZ-RJ). A andlise da sequéncia deduzida de aminoacidos e o alinhamento
dessa sequiéncia com sequéncias de outras AOS de plantas foi feita usando-se o
algoritmo do  BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.org/blast) e do Clustal
(http://www.expasy.org) (Altschul et al., 1990; Thompson et al., 1994), baseando-se

na mesma metodologia descrita no item 3.14.

3.3.4. ANALISE DA SOBREPOSICAO DE SEQUENCIA ENTRE OS
FRAGMENTOS DE cDNA PARCIAL DE AOS OBTIDOS

O alinhamento das sequéncias de nucleotideos dos fragmentos obtidos
pCR2.1-AOS, pCR2.1-AOS3b e pCR2.1-AOS5race, foi feito utilizando-se o
programa Clustal W 1.83 (http://www.genebee.msu.su/clustal/ basic.htm) com
configuragao padrao (Thompson et al., 1994) (esquema 5). Apds o alinhamento, as
regibes de sobreposicdo entre os trés fragmentos foram analisadas quanto a
identidade da sequiéncia de nucleotideos, permitindo a obtencédo da sequéncia do
cDNA total da AOS de maracuja.
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g pCR2.1-A0S

pCR2.1-AO0S3b

pCR2.1-5RACE

cDNA total da AOS

Esquema 5: Esquema demonstrativo da metodologia utilizada para a reconstituicao
do cDNA total da AOS de maracuja. 1- Regido de sobreposicdo de sequéncia entre
os clones pCR2.1-AOS e pCR2.1-5RACE; 2- Regiao de sobreposicao de sequéncia
entre os clones pCR2.1-AOS e pCR2.1-AOS3b.
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3.3.5. CLONAGEM MOLECULAR DO cDNA TOTAL AOS DE FOLHAS DE
MARACUJA

3.3.5.1. DESENHO DE INICIADORES ESPECIFICOS PARA A OBTENCAO
DO cDNA DA AOS

Analisando a sequUéncia de nucleotideos correspondente aos fragmentos
pCR2.1-AOSb5race e pCR2.1-AOS3b, correspondentes as regides 5’ e 3° do cDNA
da AOS, respectivamente, foram desenhados iniciadores especificos
correspondentes as seqiéncias que representam os cdédons de inicio e fim da
traducao da proteina AOS. As sequéncias de nucleotideos para os iniciadores foram
as seguintes: “Foward” > 5 AGG AAA GTC CCC GGA GAT TAT GGC C &
(AOSTF) e “Reverse” > 5 AGA ATC AAT TGG TGC TTT CTT CAA GG &

(AOSTR). Os iniciadores foram sintetizados e adquiridos da Invitrogen.

3.3.5.2. AMPLIFICACAO E ANALISE DA SEGUNDA FITA DO cDNA TOTAL
DA AOS DE MARACUJA POR PCR

a amplificacdo do cDNA total da aos de maracuja foi feita com a utilizagdo da
enzima “Platinum™ Taq DNA polymerase high fidelity” utilizando, como molécula
molde, fitas de cDNA obtida no processo de RT-PCR, descrito no item 3.10.3. A
reacado de PCR foi feita termociclador "Primus 96 Plus”. As misturas de reacao foram
montadas do seguinte modo: 37 uL de 4gua; 5 uL de tampao da enzima Platinum
Taq 10 x (200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI) (1x); 2 uL de MgCl, 50 mM (2
mM); 2 uL de DNTP 10 mM (0,4 mM); 1 uL de iniciador AOSTF 10 pmol. uL™ (10
pmol); 1 uL de iniciador AOSTR 10 pmol. uL™" (10 pmol); 1 uL do produto de RT-
PCR (12 fita de cDNA); 1 uL da enzima Platinum Tag DNA polimerase 1 u. uL'1 (1 u).
As solugcées com volumes totais de 50 uL foram divididas em dois tubos de PCR
contendo 25 pL cada. Esses tubos foram colocados no termociclador para a reacao
de PCR que foi feita com 5 ciclos de denaturacédo a 94 °C por 1 min, anelamento a

58 °C por 1 min e polimerizagdo a 72 °C por 2 min, seguidos de 40 ciclos de
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denaturacao a 94 °C por 1 min, anelamento a 45 °C por 1 min e polimerizagdo a 72
°C por 1 min.

3.4. ANALISE FILOGENETICA DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS
CODIFICADAS PELO cDNA DA AOS

A analise filogenética da proteina codificada pelo cDNA da AOS, comparada
a outras proteinas AOS de varias espécies foi feita utilizando-se o programa MEGA
4 (Kumar et al., 2004)

3.5. ANALISE DO PADRAO DE EXPRESSAO DO GENE AOS EM
CONDICOES DE ESTRESSE BIOTICO

3.5.1. MATERIAL VEGETAL PARA ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE
AOS

Plantas de maracuja foram submetidas a ferimento mecénico com o auxilio
de um pinga hemostatica por diferentes periodos (0 ; 0,5; 3; 6; 9; 12 e 24 h). Nas
plantas feridas, as folhas injuriadas foram denominadas “feridas”, enquanto que as
folhas adjacentes, néo injuriadas, foram denominadas sistémicas, sendo também
utilizadas na anélise da expressao sistémica do gene da AOS. Um outro conjunto de
plantas foram expostas a vapores de MJ, conforme descrito no item 3.2.1, pelo
mesmo intervalo de tempo (0 ; 0,5; 3; 6; 9; 12 e 24 h). Para cada tratamento foram
usadas trés plantas. O RNA total de tecido foliar de plantas de maracuja foi extraido
como descrito no item 3.3.1.2

3.5.2.ELETROFORESE, EM GEL DESNATURANTE, DE RNA TOTAL PARA
ANALISE DE RNAs

Um gel de agarose foi preparado a uma concentracdo de 1,4% em
agua_DEPC. Apéds estar completamente fundido, foi resfriado a 60 °C, e entdo
acrescido de formaldeido 37% (MERCK) a concentracao final de 2,2 M e tampao
MOPS 10 x (MOPS 0,1 M, pH 7,0, acetato de sédio 40 mM e EDTA 5 mM) a

concentragao final de 1x, constituindo um volume total de 100 mL. A mistura de
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reacao (gel) foi homogeneizada e entdo vertida sobre a placa de vidro apropriada
para o processo de fracionamento, e mantido por 1 h, priorizando a solidificacao.

O volume correspondente a 15 ug de RNA total de cada amostra foi
transferido para um novo tubo de microcentrifuga no qual foi adicionado agua-DEPC
para igualar o volume das amostras. Posteriormente, foram adicionados dois
volumes de tampdo de desnaturacdo (20 ul de tampao MOPS 10 x, 200 ul de
formamida 100%, 70 uL de formaldeido 37% e 10 pL agua), e as amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 60 °C por 1 h. Apés o periodo de incubacéao, as
amostras foram transferidas para banho de gelo (4 °C) por 10 min e entdo foram
acrescidas de brometo de etidio (200 ng.mL") e tamp&o de amostra 10x (MOPS
10x, glicerol 50% e azul de bromofenol 0,25%). As amostras foram novamente
homogeneizadas e centrifugadas a 4 °C por 30 s a 10.000 x g e, em seguida,
aplicadas no gel desnaturante. O fracionamento foi feito em cuba contendo tampéao
MOPS 1x, a uma voltagem constante de 10 V por cm até que o corante atingisse
aproximadamente 7 cm do comprimento total do gel.

Ap6s a corrida, o gel foi transferido para uma cuba limpa e lavado com agua-
DEPC por 15 min sob agitacéo periddica para remover o formaldeido. Finalmente, a
agua foi substituida por tampao SSC 10x (citrato de s6dio 0,3 M, NaCl 3 M) no qual
o gel foi lavado por mais 5 min, e em seguida submetido ao processo de

transferéncia.

3.5.3. TRANSFERENCIA DO RNAs PARA MEMBRANA DE
NITROCELULOSE

A transferéncia das amostras de RNA foi feita através de eluicado por
capilaridade (Sambrook e Russel, 2001). Em um recipiente, contendo tampéao de
transferéncia (SSC 10x), foi colocado um suporte para manter uma placa de vidro
acima do nivel de tampao. Sobre a placa de vidro foi posicionado um pedaco de
papel de filtro com abas laterais compridas que permitissem o embebimento do
papel no tampdo. Acima desse papel, foram colocados outros 3 pedacos
retangulares de papel de filtro (com as medidas da placa de vidro) umedecidas em
SSC 10x. Sobre as folhas de papel, foi depositado o gel de agarose com o lado dos

pocos para baixo, seguido da membrana de nitrocelulose (com o mesmo tamanho
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do gel), previamente embebida em tampao SSC 10x. Uma nova camada de papéis
de filtro (3 folhas com as dimensdes da membrana e do gel), também umedecidas
com tampao SSC 10x, foi colocada sobre a membrana de nitrocelulose. Para evitar
0 contato entre os papéis localizados acima da membrana e abaixo do gel, foram
cortados pedacos de folha de acetileno e colocados em torno do gel. Finalmente,
acima dos papéis de filtro, foram colocados varios pedacos de papel toalha (nas
mesmas dimensdes do gel). Todo o aparato foi coberto utilizando-se uma outra
placa de vidro com um contrapeso. A transferéncia foi feita em 16 h e ao final do
processo o0 aparato foi desmontado e a membrana de nitrocelulose foi
acondicionada entre duas folhas de papel toalha e aquecida a 80 °C por um periodo
de 2 h par a fixagdo das amostras de RNA.

3.5.4. MARCACAO DE SONDA RADIOATIVA ESPECIFICA DE AOS

O fragmento de cDNA de AOS clonado no vetor pCR2.1-AOS foi utilizado
como fita molde para a sintese da sonda marcada radioativemente. O procedimento
foi feito utilizando o kit Random Primer DNA Labeling System® (Gibco), conforme
instrucées do fabricante. O kit € provido de DNA polimerase (fragmento Klenow),
iniciadores hexameros aleatorios e dNTPs. O dCTP foi marcado com radioatividade
([-*P]) e os outros trés nucleotideos ndo marcados (dATP, dTTP e GTP) serviram

como precursores da reacao.

3.5.5. PURIFICACAO DAS SONDAS MARCADAS RADIOATIVAMENTE

As sondas sintetizadas foram purificadas de nucleotideos néo incorporados,
em minicolunas contendo resina sephadex G-50. A resina sephadex G-50 (500 uL)
foi inicialmente lavada com agua ultra-pura. A minicoluna foi introduzida em um tubo
de centrifuga e a resina foi centrifugada a 3.000 rpm por 1 min. A reacao de sintese
da sonda foi aplicada sobre a resina e a coluna foi novamente centrifugada, em um
outro tubo coletor, a 3.000 rpm por 1 min. Com esse procedimento, a sonda fica no
tubo coletor e o material ndo incorporado fica retido na coluna. Apés a purificacao, o
volume obtido foi desnaturado a 100 °C por 10 min em placa aquecedora, e em
seguida resfriado e mantido em banho de gelo até o momento do processo de

hibridizagao.
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3.5.6. HIBRIDIZACAO DA MEMBRANA DE NITROCELULOSE COM A
SONDA RADIOATIVA

A membrana foi pré-hibridizada separadamente a 42 °C por 1 h, em 15 mL de
solucao de pré-hibridizacao (fosfato de s6dio 50 mM pH 6,8, solucao de Denhardt’s
5x (PVP 0,1%, ficol 0,1% e BSA 0,1%), formamida 50%, SSC 5x, DNA de esperma
de arenque 100 pg.mL™). Apés esse periodo, foi adicionado SDS 0,1% & solugdo e
a sonda marcada com radioatividade, iniciando-se o processo de hibridizagdo que
ocorreu por 16 h a 42 °C. Apds a hibridizacao a solucao foi descartada de depésito
préprio para rejeito radioativo e a membrana foi lavada 2 vezes em solucao
contendo SSC 0,1x, SDS 0,1% sob agitacdo constante por 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, a membrana foi lavada 2 vezes em solugdo SSc 0,1x,
SDS 0,1 % por 15 min a 50 °C. Finalmente, a membrana foi envolvida em filme
plastico (PVC) e exposta a filme para radiografia (X-OMAT, Eastman Kodak) em
cassetes apropriados para exposicao a radiacdo, mantidas nessas condicoes por
24 h a -80 °C. Apos esse periodo o filme foi revelado.

3.6. ANALISE DO NUMERO DE COPIAS DO GENE DE AOS EM PLANTAS
DE MARACUJA

3.6.1. MATERIAL VEGETAL PARA ANALISE DO MATERIAL GENOMICO

O DNA gendmico de plantas de maracuja foi extraido utilizando o DNAzol®
(Invitrogen) seguindo as instrugcbes do fabricante, como se segue. Foram
pulverizadas folhas de maracuja com nitrogénio liquido e, cerca de 0,1 g foi
transferida para um tubo de microcentrifuga contendo 300 uL de DNAzol® e 300 uL
de cloroférmio. Apés centrifugacao de 10 min a 12.000 xg, a fase aquosa da solucao
foi transferida para outro tubo. O DNA foi precipitado pela adicdo de 1 volume de
etanol absoluto, incubado por 5 min a 25 °C e centrifugado a 5.000 xg por 5 min. O
sobrenadante foi descartado; enquanto que o precipitado foi lavado inicialmente

com uma mistura de DNAzol® e etanol absoluto (1,0 : 0,75) e posteriormente com
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etanol 75% (v/v). Essa solucéo foi centrifugada por 5 min a 4.000 xg e o precipitado,
solubilizado com 75 uL de tampéo TE (pH 8,0).

Para a quantificacdo do DNA na amostra foi utilizado o espectrofotébmetro
Gene Quantpro®, Pharmacia Biotech, e como padrdo, foi usado o tampao TE.
Assim, 1 ul da solugao contendo DNA gendémico extraido foi diluido em 49 ul de
tampao TE (pH 8,0) e submetido a leitura de 260 nm. A quantidade do DNA
gendmico obtido foi calculada seguindo a relagdo: 1 DOagonm = SOug.mL'1 de DNA

gendmico (Sambrook e Russell, 2001).

3.6.2. DIGESTAO DO DNA GENOMICO POR ENDONUCLEASES DE
RESTRICAO E PURIFICACAO DOS FRAGMENTOS DE RESTRICAO

As amostras de DNA genbmico foram transferidos para tubos de
microcentrifuga nos quais foram submetidas a restricdo pelas enzimas EcoR |, Kpn |
e Sma l. As misturas de reacdo de digestao foram feitas com a adicao de volumes
correspondentes a 20 pug de DNA gendmico, 20 pL de tampao 10x REact buffer®, e
agua ultra pura em quantidade necessaria para completar o volume total de 200 uL
de reacao. A reacao foi iniciada pela adicdo, em cada tubo, de 6 uL da respectiva
enzima de restricdo. As amostras foram incubadas a 30 °C, para a enzima Sma |, e
37 °C para as enzimas EcoR | e Kpn | por um periodo de 2 h. Ap6s esse intervalo,
foram adicionados mais 6 uL de cada enzima a seus respectivos tubos, que foram
novamente incubados por mais 16 h, nas respectivas temperaturas. Apds esse
periodo, nos tubos contendo as amostras de DNA digerido foi adicionado 1 volume
de fenol:cloroférmio (invitrogen) e mantido sob agitacdo constante. As amostras
foram centrifugadas por 5 min a 12.000 xg a temperatura ambiente e o
sobrenadante contendo a fase aquosa de cada tubo foi recuperado e transferido
para novos tubos de microcentrifuga. Ao material foi adicionado 0,1 volume de
acetato de sodio 3M seguido da adicao de 2 volumes de etanol absoluto. O material
foi armazenado a — 70 °C por 30 min e posteriormente centrifugado a 12.000 xg por
150 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e o material
sedimentado em cada tubo foi lavado com 500 pL de etanol 70% e novamente

centrifugado a 12.000 xg por 10 min. O sobrenadante foi novamente descartado e o
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material sedimentado foi mantido a 25 °C até a secagem. Os fragmentos digeridos
contidos em cada tubo foram entdo solubilizados em 30 uL de tampé&o TE (Tris-HCI
0,01M, pH 8,0, EDTA 1 mM).

3.6.3. ELETROFORESE DE DNA GENOMICO

Um gel de agarose foi preparado a uma concentracdao de 0,8% em agua-
DEPC. A agarose foi fundida a 100 °C, evitando-se, no entanto, o processo de
fervura. A Solucéo foi resfriada a 50 °C e a ela foi adicionado brometo de etideo
(0,5 ug.mL™") sendo homogeneizada e vertida sobre uma placa preparada para o
processo de eletroforese. O material foi mantido a temperatura ambiente
preconizando a solidificacdo do gel. As amostras de DNA gendmico digeridos foram
preparadas misturando-se 30 ul de DNA digerido solubilizado em TE (conforme
descrito acima), e 20 uL de tampao de amostra 4x (glicerol 50%, TAE 4x e azul de
bromofenol (0,025%). Como controle, um volume correspondente a 20 ug de DNA
gendmico nao digerido foi também incubado com tampao de amostra 4x. As
amostras foram entdo homogeneizadas e aplicadas no gel solidificado. O
fracionamento foi feito a uma voltagem inicial de 20 V, aumentando-se 10 V a cada
cm de gel, alcancando uma voltagem constante de 70 V ao fim do fracionamento.
No processo de fracionamento foi utilizado o marcado de peso molecular “1 KB plus
DNA ladder” (Invitrogen). Apéds o fracionamento, o gel foi lavado com agua ultra-pura
e em seguida mergulhado em uma cuba contendo tampéao de depurinacao (HCI 0,2
N), sob leve agitacdo, o tempo suficiente para que o corante contido no tampao de
amostra de cor azul passe a apresentar coloracdo amarelada devido a acidificacao
do gel. Em seguida o gel foi novamente lavado em 4gua ultra-pura e mergulhado
em tampao alcalino contendo NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M por 45 min sob leve
agitacao. Apds esse processo foi feita uma nova lavagem do gel em agua ultra-pura,
e a neutralizacao por imersao do gel em tampao de neutralizacao (Tris-HCI 1 M, pH
7,4; NaCl 1,5 M) por 30 min efetuando a troca do tampao por uma solugao fresca a
cada 15 min. Finalmente, o gel foi lavado em agua ultra-pura e submetido ao
processo de transferéncia.
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3.6.4. TRANSFERENCIA DO DNA PARA MEMBRANA DE
NITROCELULOSE E HIBRIDIZAGCAO COM SONDA RADIOATIVA

A transferéncia das amostras de DNA foi feita conforme descrito no item
3.5.3. A marcagdo da sonda radioativa foi feita como descrito no item 3.5.4 e a

hibridizacdo da membrana com a sonda marcada radioativamente foi feita conforme
o item 3.5.6.

3.7. IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA HOMOLOGA A AOS DE
TOMATE EM FOLHAS DE PLANTAS DE MARACUJA

3.7.1. PREPARO DAS AMOSTRAS DE FOLHAS, DESIDRATACAO E
INCLUSAO EM RESINA LR Gold

Para as analises de imunocitoquimica, folhas de maracuja, controle e exposta
a vapor de MJ (conforme descrito no item 3.2.1), foram extraidas e cortadas em
pequenos pedacos. Os cortes foram fixados em glutaraldeido 0,01% (tipo I) (v/v) e
paraformaldeido 4% (v/v) diluidos em tampéo cacodilato de sédio (Sigma) 50 mM,
pH 7.0, por 2 h a temperatura ambiente. Apds a fixacdo, as amostras foram lavadas
por trés vezes em tampao cacodilato 50 mM pH 7,0, por 30 min cada, e em seguida
desidratadas, em solucées com concentracdées crescentes de metanol, por 30 min
(metanol 50%), por 1 h (metanol 70%) e por mais 1 h (metanol 90%). Apds a
desidratacédo procedeu-se a infiltracdo da resina LR Gold (Sigma) do seguinte modo:
metanol 50% + 50% de LR Gold por 18 h, metanol 30% + 70% de LR Gold por 18 h
e finalmente em 100% de LR Gold por 2 dias. Todas as etapas de desidratacéo e
infiltracao foram feitas a —20 °C. Apds esse periodo, as amostras foram transferidas
para microtubos de 500 uL, aos quais acrescentou-se a resina LR Gold (100%). Os
tubos foram mantidos a —20 °C, sob a incidéncia de luz branca por 5 dias para que a

resina fosse polimerizada.

3.7.2. IMUNOLOCALIZACAO DA PROTEINA HOMOLOGA A AOS DE
TOMATE
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Cortes com espessuras de 60 nm das amostras emblocadas de folhas foram
coletadas em grades de niquel cobertas com filme Formvar e entdo usadas para o
ensaio. Inicialmente as amostras foram incubadas em gotas (40 uL) de cloreto de
amodnio 50 mM por 2 h, para bloqueio de cargas e em seguida incubadas com PBS
(NaH2PO4 10 mM, pH 7,4 e NaCl 0,15M) contendo BSA 1% por 2 h, para bloqueio
de sitios nao especificos. Apés esse segundo bloqueio, as amostras foram
incubadas com o anticorpo primario produzido contra AOS de tomate (1:200), diluido
em PBS-BSA, por 2 h e em seguida foram feitas 10 lavagens com PBS-BSA por 10
min cada. Ap6s as lavagens, as amostras foram incubadas com anticorpo
secundario (anti-lgG de coelho, 1:200, conjugado com particulas de 10 nm de ouro
coloidal), por 2 h, seguindo-se de mais um ciclo de lavagens em PBS-BSA. O
processo final de lavagem foi realizado em PBS por 20 min e posteriormente em
agua deionizada por mais 20 min.

Ap6s a marcacdo, o material das grades foi contrastado com acetato de
uranila a 5% e acetato de chumbo, por 5 min em cada solucéo, e foram observadas
em microscopio eletrbnico de transmissdo (Zeiss 900). As provas-controle de
marcacao foram feitas usando-se o0 soro pré-imune de coelho e o anticorpo

conjugado com particulas de ouro coliodal de 10 nm.

3.8. DETECCAO DA INDUCAO DE PROTEINAS DEFENSIVAS:
INIBIDORES DE PROTEINASE CISTEINICA, POR FERIMENTO MECANICO
E TRATAMENTO COM METIL JASMONATO

3.8.1. OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO DO TECIDO FOLIAR DE
PLANTAS DE MARACUJA

Plantas de maracuja foram tratadas e feridas como descrito no item 3.2. Apéds
24 h, as folhas das plantas controle, feridas e tratadas com MJ foram extraidas
baseando-se na metodologia descrita por Jacinto et al (1998). As folhas (100 mg)
congeladas em nitrogénio liquido foram maceradas em um almofariz com auxilio de
um pistilo. O material macerado foi ressuspenso e mantido, por 15 min, em tampao
de extracdo 0,05 M fosfato de sodio (pH 6,0); 10 % polivinilpolipirrolidona (PVPP)
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(w/w) a 4 °C. Apos esse intervalo, o material foi centrifugado a 10.000 xg a 4 °C por
30 min. Parte do sobrenadante originado foi analisado em gel de poliacrilamida 10
% e as proteinas fracionadas foram transferidas para membrana de nitrocelulose
conforme descrito nos itens 3.2.5 e 3.2.5.1, respectivamente. Ensaios de
imunodetecgdo utilizando anticorpos primarios produzidos contra a cistatina do
tomate (Madureira et al., 2006) (1:5.000), foram realizados conforme desrito no item
3.2.5.2. As bandas imunoreativas foram visualizadas usando, proteina A peroxidase
(1:2.000). A coloracao foi obtida pelo uso de 3,3’-diaminobenzidina (DAB) contido no
“Horseradish Peroxidase Assay Kit” produzido pela BIO-RAD.

3.8.2. ANALISE DA ATIVIDADE DOS INIBIDORES DE PROTEINASE
INDUZIDOS EM FOLHAS DE MARACUJA

A inducédo de inibidores de proteinase cisteinica como resposta de defesa de
plantas de maracuja foi verificada através da analise da inibicdo da atividade
catalitica da enzima papaina, conforme metodologia descrita por Abe et al. (1994).
Resumidamente, 1 ug de papaina (Sigma) foi pré-incubada em tampao de reacao
(Fosfato de sddio 0,25 M pH 6,0 contendo EDTA 2,5 mM e B-mercaptoetanol 25
mM) juntamente com 70 ug de extrato bruto foliar (item 3.8.1) por 5 min a 37 °C em
um volume final de 315 uL. A reacgéao foi iniciada pela adicao de 35 uL de substrato
BANA (N-benzoil-1-arginina-2-nafthilamida) 5 mM em DMSO 10%. Apds a
incubacgéo a 37 °C por 30 min parou-se a reacao pela adicao de 500 pL de HCI 2%
em etanol e a coloracdo foi obtida pela adicdo de 500 uL de p-
dimetilaminacinamaldeido 0,06% em etanol. A atividade enzimatica foi avaliada

espectofotometricamente e expressa como AODs4o/h/mL.
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4. RESULTADOS

4.1. DETECCAO DE PROTEINAS COM ATIVIDADE DE METABOLIZACAO
DE 13-HIDROPEROXIDOS EM PLANTAS DE MARACUJA

As proteinas AOS possuem atividade metabolizadora de 13(S)-hidroperéxidos
9(Z)11(E)15(Z) acido octadecatriendico, também conhecido como 13(S)-HPOT
(Hamberg e Gardner, 1992). Dessa forma, o aumento da metabolizagdo de
hidroperoxidos, em resposta a tratamento de folhas de maracuja com MJ, foi testada
com a utilizacdo de 13(S)-HPOT, produzidos a partir da atividade de LOX semi-
purificada de folhas de maracuja. Ao testar os extratos brutos obtidos de tecido foliar
de plantas com MJ, foi verificada o aumento da redugcédo da absorbancia (234 nm),
provocada pela conversao de hidroperéxidos em aleno 6xidos, indicando a inducao
de enzima(s) com atividade metabolizadora de hidroper6xidos nas plantas tratadas,
quando comparada a atividade na amostra controle (Fig. 4). Apesar da observacao
de uma atividade metabolizadora basal nas folhas controle, essa atividade é
aumentada na ordem de 3,5 vezes nas folhas tratadas.
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Figura 4: Metabolismo de hidroperdxidos de acido graxo por proteinas
induzidas em plantas de maracuja pelo tratamento com MJ.

A atividade das proteinas com similaridade a AOS foi testada utilizando-se
13(S)-HPOT, como substrato. A linha pontilhada representa a metabolizacao dos
hidroperéxidos, por uma proteina similar a AOS, no extrato bruto de folhas tratadas
com MJ (70 ug de proteina total); e a linha continua, no extrato bruto de folhas
controle (70 ug de proteina total). A linha tracejada/pontilhada representa a nao
metabolizacao basal dos hidroperoxidos na auséncia de extrato foliar. A atividade foi
medida com a utilizacdo de um espectrofotdbmetro que monitora a perda da
absorbancia a 234nm. O grafico representa um experimento dentre trés

experimentos independentes.

4.2. DETECCAO DE UMA PROTEINA IMUNO RELACIONADA A AOS DE
TOMATE EM FOLHAS DE MARACUJA
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Com a finalidade de detectar a sintese de AOS em plantas de maracuja,
analisamos os extratos protéicos de tecido foliar de plantas controle e tratadas com
metil jasmonato (MJ) por 24 h, através das técnicas de SDS-PAGE e “western blot”
(Fig. 5). Como pode ser verificado, anticorpos policlonais, produzidos em coelhos,
contra uma AOS recombinante de tomate (Howe et al., 2000) reagem com uma
proteina de ~50 kDa contida no extrato bruto foliar das plantas tratadas com MJ
(Fig. 5C —raia 2). Entretanto, no extrato foliar de plantas controle, ndo foi observada
nenhuma reag¢do imunogénica (Fig. 5C - raia 1) Ao analisar as mesmas amostras
apds a incubacdo com soro pré-imune originado do mesmo coelho, ndo foram
verificadas reacdes cruzadas com nenhuma proteina contida nas amostras (Fig.
5B). Uma segunda proteina de maior peso molecular acima de 94 kDa, contida em
plantas tratadas com MJ, foi também reconhecida pelo anticorpo, nos experimentos
de imunodeteccao (Fig. 5C - seta menor).
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Figura 5: Acumulo de proteina homéloga a AOS de tomate em folhas de
plantas de maracuja apos tratamento de 24 h com metil jasmonato.

Foram preparados 80 ug de proteinas extraidas do tecido foliar de plantas controle e
tratadas. A) SDS-PAGE 10%: M- Marcador de peso molecular; 1- Extrato bruto foliar
de plantas controle; 2- Extrato bruto foliar de plantas tratadas com MJ. B)
Imunodeteccado de AOS, com soro pré-imune. As raias 1 e 2 estdo como descrito
acima. Foi utilizada uma diluicdo de 1:5.000 de anticorpo primario e 1:1.000 de
proteina A conjugada a peroxidase. C) Imunodeteccao de AOS, com anticorpos anti
AQOS de tomate. As raias 1 e 2 estdo como descrito acima. Foi utilizada uma diluigdo
de 1:3.000 de anticorpo primario € 1:1.000 de proteina A conjugada a peroxidase.
Os anticorpos e o soro pre-imune foram gentilmente cedidos por Dr. Gregg A. Howe,
da Michigan State University. As setas indicam as proteinas que reagiram

cruzadamente com o anticorpo utilizado.
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4.3. CLONAGEM DO FRAGMENTO CENTRAL DE cDNA DA AOS DO
MARACUJA

Iniciadores degenerados correspondentes a residuos conservados da
sequiéncia de aminoacidos de AOS de plantas foram utilizados em reacdes de RT-
PCR para amplificar um fragmento de tamanho aproximado de 970 pb a partir de
RNA total extraido de folhas de maracuja tratadas com MJ por um periodo de 12 h.
A analise do produto de amplificacdo por gel de agarose 1,2 % permite a
observacdo de uma banda de tamanho de ~950 pb (Fig. 6), correspondente a
distancia entre os iniciadores degenerados na sequéncia dos genes de AOS em
plantas de tomate. O produto de RT-PCR obtido, chamado a partir de entdo de
PfAOS (AOS de Passiflora flavicarpa), foi entdo clonado em um vetor de clonagem
pCR 2.1 — TOPO (Invitrogen life technologies) (3.9 kb) e utilizado para
transformacao de bactérias competentes E. coli (TOP 10R). Apbs o crescimento,
foram identificadas 9 colénias brancas, as quais foram analisadas em relacao a
presenca do fragmento ~950 pb. Os DNAs plasmidiais foram entdo digeridos com a
enzima de restricdo Eco Rl e como pode-se observar, através da analise em gel de
agarose 1,2 %, apenas um dos plasmideos dentre os 9 purificados possuia o
fragmento de ~950 pb (Fig. 7 — raias 1-9). Como controle negativo, utilizamos
plasmideos purificados de uma colénia azul (Fig. 7, raia C).

O clone 7 foi submetido a seqUenciamento de DNA com a finalidade de
obtencdo da sequéncia parcial do fragmento de ~950 pb (Fig. 8). A seqiéncia
deduzida de aminoéacidos do fragmento sequienciado foi comparada a sequéncias
de outras proteinas AOS de varias plantas usando-se o programa BLAST a partir da
base de dados do Genebank. Como resultado (Fig. 9), a sequéncia amplificada
mostrou uma alta homologia as AOS de outras plantas (50 — 70%), Com base na
sequéncia de nucleotideos do fragmento, foram desenhados novos iniciadores para
a obtencao dos fragmentos da regidao 5 e 3’ do cDNA da AOS pelas técnicas de
RACE 5’ (do inglés, rapid amplification of cDNA ends) e partir de reacdes de RT-

PCR, respectivamente (Fig. 8 — setas).
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Figura 6: Visualizacao eletroforética do fragmento amplificado de cDNA da
AOS de maracuja por RT-PCR em gel de agarose 1,2 %.

O fragmento de cDNA foi obtido por RT-PCR, a partir de RNA total extraido de
tecido foliar de plantas tratadas com metil jasmonato por 12 h. Foram utilizados
iniciadores degenerados de sequéncias conservadas de AOS de tomate: 5’ - TTC
AC(CT) GG(AT) ACT T(AT)C (AG)TG CC - 3 (“foward”) e 5 - TCC GG(CT) CC(AG)
TT(AC) GAC CA(CT) - 3 (“reverse”), respectivamente. Raia M — Marcador; raia 1 e
2 — produto de RT-PCR (2 uL) de duas amplificacées independentes. A seta indica
os fragmentos isolados em ambas as amplificagdes. A figura é o resultado da foto
negativa do gel corado com brometo de etideo.
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Figura 7: Visualizacao eletroforética do DNA plasmidial das colénias brancas
clivadas com enzima de restricao Eco Rl, em gel de agarose 1,2 %.

Raia M’ — Marcador ADNA/Hind , raias 1 a 9 — 100 ng de DNA plasmidial de colénias
positivas (brancas), raia C — 100 ng de DNA plasmidial de colénia nao transformada
(azul), raia M — marcador 100 pb Ladder. A seta indica a liberagdo do fragmento de

950 pb apos a digestao do DNA plasmidial com a enzima de restricao.

57 Siqueira-Junior, C.L.



Y
=
Y

Resultados

zo1

301

401

601

701

g01

Q01

DgAOS-F

TTCACTGGTACTTTCATGCC CTCCACARAAC TCACTGGCGGCTACAGGATCC TCTCTTACCTCGACCCATCAGARCCAARACACGAARAGCTCALGCA
rF T ¢ T F M B 3 T EKE L T &G ¢ Y R I L 3 Y L D P 5 E P K HE K L K ¢

CTCTCTTCTATC TCC T A A A G A O TG M A L AT AT A LR C LG MG TTC AGT A A A A G TICAGLGACT TATITALL G TC TOGAGALGG AL ATCGCL
P L F Y L L K TR S D H I V¥V P EF S K S F S EL F N G L E EKEE I 4

GLALGGC ATAGC TCC TTATAACGACGCC AL TGAC CALGC TGTTTTTAACTTCTTGGGTCGAGC CTGETTCGECAAGARC CCTGC CGACACCALACTTSG

K ¢6 I A P YN D L N D ¢ LWV FN F L G R L WTF G KE NP L D T E L

ACTAGTGG A CTALAC TAATTTC GTTG T GGG TAC TG TTTARC CTAGGC CCCATAC TCACTC T GG CTCCC AAGGATTATAGRAGLACTC ACCTTCC
T % & P K L I % L W ¥ L F N L ¢ P I L TUL GGUL P PRI I EETUL TT FBR

CCTTCCGCCTTCCAGC ATGCCTCATCAAGAGC TCTTACCGGALACTCTACGATTTCTTCTACTCC TCCGCAGGTTTCGTATTCGAGGAGGCGGEAGLGHS
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GGGCATC TCCAAGGATGALGC CTGC AR ALCCTTGTCTTTGC GACCTGC TTCAAC TCCTTC GGAGGGTTCALAATCATC TTCCC TAGTC TGC TCAGAT
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CTAGGCAGTGCTGGAGAGGALGTTCACAGTCAAC TCGCCCAAGAARTC AGATCAGCCATCARGALAGCCGGCGGGALALTCACAATGGGTGCAATGGE
L ¢ % » G E E VY H & 2o L L o E I R 3 A I K K A ¢ ¢ E I T M G L N E

AGATGCC GO TGATGALATC AGTGGTTTACGAGGT TC TCCGCCTGGAACCGOCCGT TGACC TR AT LE
¢ M P L MW EKE 3 VYV Y EVYVY L R L E P P VYV P H QY G K ALK ERTUDL ¥V I E

CCACGACGCGTCTTTTGAGATC AAGC AAGGAGAGATGTTATTCGGGTTCCAGCCTTTTGCGACCALARGACCCCARGATATTTGACAARGC AGAGGLAGT
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GTGCCTGATAGATTCGTGGGAGAAGGTGAGAAGC TGC TGCAGCATGTTTTYTGGTCGAATGGAGC G
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DgAOS-R

Figura 8: Sequéncia de nucleotideos do fragmento de 950 pb do cDNA de AOS

de maracuja e a seqiiéncia de aminoacidos deduzida da enzima.

Os iniciadores degenerados (DgAOS-F e DgAOS-R) utilizados para a amplificacao

do

fragmento de 950 pb estdo representados pelas caixas nas extremidades do

fragmento. Essa sequéncia foi utilizada como modelo na producdo de iniciadores

especificos para a amplificacdo das regides 5 e 3’ do cDNA da AOS de maracuja.

As setas continuas indicam as posi¢cées de anelamento dos iniciadores AOS3a e

AOS3b, situados a uma distancia de sobreposicao de 100 e 150 pb do iniciador

DgAOS-R, respectivamente. As setas pontilhadas representam os iniciadores

AOS6r, AOS5r e AOS4r situados a uma distancia de sobreposicao de

aproximadamente 100 pb, 125 pb e 150 pb, respectivamente, do iniciador DgAOS-F.

Os numeros a esquerda correspondem ao numero de nucleotideos da seqiéncia.
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StAOS FTGTEFMPSTDLTGGYRVILSYLDPSEPHHAKLEETLMEFY LILSSRRHEVIPEFHHSYSELE
Led0s FTGTEFMPSTDLTGGYRVILSYLDPSEPHHAKLEETLMEFY LILSSRRHEVIPEFHHSYSELE
Ha OS5 FTGTEFHPSTELTGGYRVLSYLDPSEPTHEEK LEETLTLFFLISSREDY I TPOFHESYTELE
C=h05 FTGTYHPSTDLTGGYRVLSY LDPSEPHHAKLEOQLLFFLLMNERDEV IPELHSTYTEAL
—p» FPfAODS FTGTFHPSTELTGGYRILSY LDPSEPKHEELEQPLFYLLETRSDHIVPEFSESEFSELL
At ADS FTGTYMPSTELTGGYRILSYLDPSEPEHEK LENTLILFFLLESSEHRIFPEFOQATYSELL
O=h0S5 FTGTFHPSTSLTGGYHVCAYLDPSEPHHAKIKQLLLSLLVSRKDAFVPVFRSHFGALJ
StAOS IEHELSTEG-KARTNAANDOAAFHFLARSLY GINP—-ODTELGTDGPEL T GEWYLIEOLE
Led0s IEHELSTEG-KAGTNAANDOAAVHFLARSLYGINP-ODTELGTDGPEL T GEWYIEOLE
Ha OS5 IEKEMEENG-EKADTHSANDOAAFHFLARSLY GANP-VETKLGTDGPTLTGEWYVLIEOLE
C=h05 IERDLAAKG-KADEFSGANEQAAFHFLARAUWFGENP-ADTTLGSDAPTLIGEWITEFOL,
—» Pra0s IEKETAREG-—TAPYNDANDOAVFHEFLGRAWFGENP-ADTETLGTSGPELISLUVIENLL
At ADS IEKEAFPIR-ESGFRERFOERNELLFLGSSFLEDES-REYETLEADAPGT I TEWVIEFNLE
O=h0S5 HESQLASGGGKSDFTALHDATSFEFIGEA?FGVRPSASSSLGTGGPTKAALULLHQL;
T : . * : 3*E R 3E WO
StADS LILGLPEVLEDLYVHMHTFRLPPALVEEDYORLYNFFYEHSTSVIDEAEKIGISREEACT
L=ed0s LILGLPEVLEDLYVHMHTFRLPPALVEEDYORLYNFFYEHSTSVIDEAEK IGISREEACT
Ha ks ITLGLPEVLDDFLLHNFRLPPALVEEDYORLYDFFYESSTAVINEAGHFGISREDEACT
C=h05 ISLGLPELVEEPLLRTRPLPPALVEEDYORLYDFFHESSGEFVIDEAEKLGVSREEEACT
> PfAOS ITLELPRIIEELTFHSFELPACLIKSSYRELYDEFEYSSAGEFVFEEAERTLGISEDEACT
At ADS ISIGLPRVIEEPLIHTESLPPALVESDY ORLYEFLE-IRGEILVEADELGISREEATE
O=zh0S TTLGLPHIIEDPLLHTLPLPPFLISSDYKALYAYFAAAASQALDAAEGLGLSREEACI
Bk . WX . ¥ : k.3 R
StADS LFATCEFHSFGGIKIFFPHMLEWIGRAGAKLHSOLAQETRSEVISSHSGEYTHA AMEKH
Led0s LFATCEFHSFGGIKIFFPHMLEWIGRAGAKLHSOLAQETRSEVISSHSGEYTHA AMEKH
RETIES ILFATCFHSEGGHETITFFPHHLEWTI ARAGVELHIRLANETRSAVESAGGEKTITHSAMERKM
> C=h0S5 VEFATCEFHSFGGHE ILFPHMVEN I GRGGVELHMOLAEETREVVESHGGE Y THAGHEOM
PfAOS VEFATCFHSFGGFEITIFPSLLEVLGSAGEEVHSOLAQETRSATEEKAGGK T THGANEQM
AtADS LFATSFHTWGGHE ILFPHMVERIGPGGHOVHNRLAEETRSEVIESHGGELTHGATERH
Q=05 LFATUFHSYGGFKLLLPQILSRVAQAGEHLHERLA&EIRSAVADAGGHVTLAALEKH
TIEIEIE I NI W - T . * DL DI NI . B R
StADS ESVWYESLRIEPPVASOYGRAKHDMY IESHDASFEIKEGELLYGFOPFATEDPEIFD
Led0s ESVWYESLRIEPPVASOYGRAKHDMY IESHDASFETIKEGELLYGYOPFATEDPEIFD
RETIES ESVWYEATLRIDPPVASOYGRAKRDLM IESHDGYFEVEKGEMTLFGYOPFATRDPEIFD
—Pp C=A0S ESVWYEVLRMEPPVATOYVGEAKRDLI ISSHEASFEVEEGEMLFGYOPFATEDPEIFE
PfAOS ESVWYEVLRLEPPYPHOYGEAKRDLY IESHDASFETIKQGEMTLFGEFOPFATEDPEIFD
AtADS ESVWYECLRFEPPVTAOYGRAKEDLY IESHDAAFEVE AGEMTLYGYOPLATRDPEIFD
Q=05 TSVVUEATLRLDPPVREFOYVGRAKADLEIESHDASFATKEGEMTLFGYOPCATRDPRVEG
M I I MW EIEIE - I W W 3 T3 I I NI NI N
StADS EEFVADEFIGEEGEETLLEHVIWSHGESE 324
Led0s EEFVADEFEGEECGEETLTLEHVIWSHGSE 324
RETIES DEFVPDEFVGEEGEELLEHVIWSHGEPE 324
—» C=AOS EEFVADEFVGE—-GEKMLEHVIWSHGPE 323
PfAOS EEFVPDREFVGE—GEKLLOHVIIWSHGAR 323
AtADS DEFVPERFVGEEGEELLEHVIWSHGPE 323
Q=05 REFUGDRFVGEEGRKLLQYVYUSHGRE 327
33 I DI I E WO
Figura 9: Comparacao inicial da sequencia de aminoacidos deduzida de cDNA
de AOS de plantas.

As sequéncias de AOS foram alinhadas usando o programa ClustalW 1.81
disponivel na http://mbcr.bcm.tmc.edu/searchlaucher. As sequéncias de AOS
alinhadas foram: StAOS1 (Solanum tuberosum, AJ457080.1); LeAOS2
(Lycopersicon esculentum, AF230371.1); CsAQOS (Citrus sinensis, AY243478.1);
maracuja (em estudo), AtAOS (Arabidopsis thaliana, Y12636) OsAQOS1 (Oriza sativa,
AB116527.1). (*) - indicam residuos de aminoacidos que sdo comuns a todas as
sequUéncias alinhadas; (:) indicam residuos de aminoéacidos diferentes, mas com
homologia em propriedade quimica, nas plantas analisadas. As seqiéncias de
aminoacidos que representam os iniciadores utilizados para a amplificacdo do

cDNA, estdo marcadas (caixas). (-) espacos inclidos para melhos alinhamento.
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4.4. CLONAGEM DO FRAGMENTO DE cDNA DA REGIAO 3’ DA AOS DO
MARACUJA

Com a analise da sequéncia de nucleotideos do fragmento clonado de 950 pb
de PfAQOS, iniciadores especificos de uma regido de 150 pb (AOS3b) e 100 pb
(AOS3a) anterior (upstream) a seqiéncia utilizada para a amplificacédo do fragmento
de 950 pb, foram utilizados, juntamente com iniciado oligo dT, em reacdes de RT-
PCR para amplificar fragmentos de tamanhos aproximados de 550 pb e 500 pb,
respectivamente, a partir de RNA total extraido de folhas de maracuja tratadas com
metil jasmonato por um periodo de 12 h. Os produtos de amplificagdo foram
analisados em gel de agarose 1,2%, com a observacdo de duas bandas de
tamanhos aproximados de 500 pb e 550 pb (Fig. 10). O produto de PCR foi clonado
em vetor de clonagem pCR 2.1 — TOPO (Invitrogen life technologies) (3.9 kb) e
utilizado para transformagcdo de bactérias competentes E. coli (TOP1OR). Para
minimizar a margem de erro, o fragmento obtido a partir do iniciador AOS3b de 550
pb foi escolhido para submissdo ao sequenciamento, para a andlise da
sobreposicao com o clone de 950 pb, devido ao fato de possuir uma seqiéncia
maior para comparagdo, confirmando a total homologia entre esses residuos. Da
mesma forma, a anadlise da seqiéncia deduzida de amoniacidos do fragmento
amplificado demonstra alta homologia com as AOS de plantas antes utilizadas na

comparagao com o fragmento de 950 pb (Fig. 11).
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Figura 10: Visualizacao eletroforética do fragmento da regiao 3’ de cDNA da
AOS de maracuja amplificado por RT-PCR, em gel de agarose 1,2 %.

Cada fragmento de cDNA foi obtido por RT-PCR, a partir de RNA total extraido de
tecido foliar de plantas tratadas com MJ por 12h. Foram utilizados iniciadores
especificos baseando-se na seqiéncia de nucleotideos do fragmento de 950 pb de
PfAOS. Raia M — Marcador 1kb ladder; raia 1 — produto de RT-PCR (2 uL) obtido
da amplificagdo com a utilizagdo do iniciador AOS3a juntamente com oligo dT; e
raia 2 — produto de RT-PCR (2 uL) da amplificacdo com a utilizacdo do iniciador

AOS83a juntamente com oligo dT.

61 Siqueira-Junior, C.L.



R/ Resultados

=t A0S ASOYGRAKHDMYIESHDASFEIKEGELLYGFOPFATEDFEIFDE-SEEFVADEFIGEEGE 549
Led0s ASOVCRAKHDMY IESHDASFEIKEGELLY GV OPFATEDPEIFDE-SEEFVADEFECGEEGE 59
C=A05 ALOVCKAKEDLITSSHEASFEVEEGEMLEGYOPFATEDPEIFEQ-AEEFVADEFVCE-GE &8
Hails ASOYGRAKREDIMIESHDGY FEVEEKGEN LFGYQPFATRDFEIFDE-PDEFVEPDEFVGEEGE 59
AtADS TAVCRAKEDLYIESHDAAFKVEAGEMLY GV PLATRDPEIFDE-ADEFVFERFVCEEGE 59
FPfa0s FHONGEAERDLYIESHDASFEIKOGEMLFGEFOPFATEDPE IFDE-AEEFYPDEFVGG—SE 58
D=A05 REOYGRAKADIEIESHDASE A TKEGEN LEGY QP CATRDPRVEGATAREFVCDEFVGEEGE 60
=t A0S KLLEHVILWSHGEETENPSIHHEQC AGKDEYVLVSELLLVELFLEYDSFEIEVGASPTGAA 119
Led0s KLLEHVILWSENGEETENASTIHHEQC AGKDEYVVILVSELLILVELFLEYDSFEIEVGASPTGAA 119
C=A05 EMLEHVLIWSHGEPETENPEYGHEQCAGKDEVVLASELLIVELFLEYDSFDIQVGESATIGSS 118
Hails KLLEHVILWSHGPETESPTYENEQCAGKDEYVLVSELLYTEFFLEYDTLDIDVGTSPLGAE 119
AtADS KLLEHVILWSENGEPETETPTYGHEQC AGKDEYVVIVARLFYIEIFERYDSFDIEVGTSEPLGSS 1149
FPfa0s ELLOHVILWSHGERETESETYSHEQC AGKNFYVVEFASELFYVDLFLEYDTFTIEIGSSATGTA 118
D=A05 KLLQT?THSNGRETENPS?DHKQCPGKHL??L?GRLLLHELFLR?DTFT&EAGKKH?ITG 120
=t A0S ITLTSLERASF—— 1310

Led0s ITLTSLEREASF— 1310

C=A05 YTLTSLERASF—— 129

Hails ITITSLERA———— 128

AtADS YHESSLEEASEF—— 130

FPfa0s ISITSLEEA———— 127

D=A05

VTEASTSAVHRTA 133
s

Figura 11: Comparacao da seqiiéncia de aminoacidos deduzida do fragmento
da regiao 3’ do cDNA de AOS de plantas.

As seqiéncias de AOS foram alinhadas usando o programa ClustalW 1.81
disponivel na http://mbcr.bcm.tmc.edu/searchlaucher. As sequéncias de AOS
alinhadas foram: StAOS (Solanum tuberosum, AJ457080.1); LeAOS (Lycopersicon
esculentum, AF230371.1); CsAOS (Citrus sinensis, AY243478.1); NaAOS
(Nicotiana attenuate, AJ295274.1), AtAOS (Arabidopsis thaliana, Y12636); maracuja
(em estudo) e OsAOS1 (Oriza sativa, AB116527.1). (*) - indicam residuos de
aminoacidos que sdo comuns a todas as sequiéncias alinhadas; (:) indicam residuos
de aminoacidos diferentes, mas com homologia em propriedade quimica, nas
plantas analisadas. (-) espacos incluidos para melhor alinhamento. A linha
pontilhada preta refere-se a sequéncia de aminoacidos que representa o iniciador
utilizado para a amplificacdo do cDNA (AOS3b). A caixa representa uma regidao de
sobreposicao do fragmento 3’ com o fragmento de 950 pb observado a partir da
presenca da sequiéncia utilizada como iniciador (DgAOS-R) para a amplificacdo do
fragmento de 950 pb.
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4.5. CLONAGEM DO FRAGMENTO DE cDNA DA REGIAO 5° DA AOS DO
MARACUJA

Trés iniciadores especificos foram desenhados a partir da seqiéncia de
nucleotideos do fragmento clonado de 950 pb de PfAOS. Os iniciadores foram
produzidos obdecendo uma distancia de 150 pb (AOS4r), 125 pb (AOS5r) e 100 pb
(AOSb5r) posterior (downstream) a seqUéncia utilizada para a amplificacdo do
fragmento de 950 pb (DgAOS-F) (Fig. 8), de modo que o produto de PCR possuisse
uma sequéncia de sobreposicdo para comparacdo com o fragmento de 950 pb.
Esses iniciadores foram utilizados na técnica RACE 5’ para amplificar um fragmento
correspondente a regiao 5 do cDNA da AOS de maracuja, a partir de RNA total
extraido de folhas de maracuja tratadas com MJ por um periodo de 12 h. O produto
de amplificacao foi fracionado em gel de agarose 1,2%, permitindo a observacao de
uma banda de aproximadamente 650 pb (Fig. 12). Assim como os demais
fragmentos obtidos, esse produto de PCR foi clonado em vetor de clonagem pCR
2.1 — TOPO e utilizado para transformacdo de bactérias competentes E. coli
(TOP1OR). O fragmento foi entdo submetido a seqlienciamento, e a analise da
sequéncia deduzida de aminoacidos também demonstra homologia com as AOS de

plantas (Fig. 13).
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Figura 12: Visualizagao eletroforética do fragmento da regiao 5° de cDNA da
AOS de maracuja amplificado por RACE 5°, em gel de agarose 1,2 %.

O fragmento de cDNA foi obtido por RACE 5’, a partir de RNA total extraido de
tecido foliar de plantas tratadas com MJ por 12h. Foram utilizados iniciadores
especificos baseando-se na sequéncia de nucleotideos do fragmento de 950 pb de
PfAOS. Raia M — Marcador 1 kb ladder; raia 1 e 2 — produto de PCR (2 pL) de duas

amplificacées independentes.
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Ledalds —————— MALTL-5FALPLPSLHOEIP SEYS3T-———- FRPIIVILADES--TIEIT---—- 41
Nadls MaVATATATLSS-535LPFHALHQQFPSEYFT----- VRPITVSLAEEIPAVTOS5--—-- 50
Stals ———-MASTSLALPALELQFPSHES 23 3RS S SHRVATRPIQASVIERPPYISSPAPSPSE b6
Cza0s -=-MaSTALAFSLLPTEFQS PRESSELYTPEVESAATRPRPITARTISEEQAVEVPPPIITS 58
—» PLAD: 0000 e MaSQ0PSETTE QS ————————~ VHPINDSLOAPATLPPPAL-——--- 33
Atans 0 —————— MASISTPFP IS LHPETVRESEPLEFE---VLTRP IEASGIEETPDLTVATE-—-— 46

0=sa03% 000 mmmmmm MELGVP-——————mmmmm e &
Ledld -——-QFIELSTRTIPGDYGLPGIGPWEDELDY FYHOGEND FFESEIAKYESTIFETHNMER 27
Nadls -——-EFTELPIRTIPGDYGLPLIGPUEDRODYFYNOGEEEFFRARINEYESTVFETNMIP 106
StADS PP-VEQAKLPTRENPGDYGLPLVGEWEDRELDY FYNOGENEFFESRIOFHOSTVFETNMEP 115
Cza0s PEDEQPTELPIREIPGAYGLPY LGP IEDRODYFYNLGEDEFFESEINEYGSTVFEANMEE 118
— prins 0 - PEEEPAREVPCDYGLPFFGAT SDERDFFYNAGPNEFFESRIEEYQSTVFEANMEP 38
AtADS -—-TGSEDLPIRNTIPCNYGLPIVGR IEDEND Y FYDOGAEEFFESRIREYNITWVYEVNMEP 103
0=sa0s 0 ——mee—— LPRRPYPGEYCYPFVIAVREDRELDFYYLOGODEYFESRAERYGSTVYREINYFE 55

o @ Huwn Wl s o i G H S H s H i e S i
Ledls GPFITANPEVIVLLDGESFPVLFDASEVEEFDL TELTGGYRILSYLDPIEPN 157
Nadls GHNFISENPNVVVLLDGESFPTLFDVIEVEEFDL TELTGEVEVLAYLDPIEPT lE6
StADS GPFISFNPNVVVLLDGESFPILFDVIEVEEFDL TDLTGEYEVLSYLDEIEPN 175
Czald GPFIAANPEVIVLLDGESFPVLFDVIEVEEFD L TDLTGEYEVLAYLDEPIEFN 178
PEADS GPFIASDARVIVLLDGESFPVLFDVTEVEEEDV TELTGGYRILSYLDPIEPE 148
AtaADs: GAFIAENPOVVALLDGESFPYLFDVDEVEEED L TELTGGYRILSYLDPIEPE 163
0=403 GPFMARD PEVVALLDAKSFPVLFDVAEVEERDV TALTGEYEVCAYLDPZEPN 118
Tokaw o ow  Fr KEE_FHEE FEE | KFEF K HFEF L aFHFT_ KEEEFF . aKEEERFN
Ledls HEELEELMFFLLZSREDHVIPEFHETY TELFETLDEEMEEEG-TVGFNIGSDQALFNFLL 216
Nadls HEELFELLFFLLASERDYIIPQFHE S Y TELFETLEEEMEEN G-EAD LN SAND QALFNFLA 225
StADS HaFLEELMFYLL S SRENEVI PEFHN S Y SELFETLENELATE G-EARLNAAND QAAFNFLL 234
N Cza0s HAKLEQLLFFLLMNEEDEVIPELHSTY TEAFETLERED LAAK G-EADFIGANE QALFNFLL 237
PLADS HEEKLEQPLFYLLETRSDHIVPE-—————————————— e 170
AtADS HEELFNLLFFLLESSENREIFPEFQATY SELFDSLEEEAFPLE-ESGFRRFIEENELLFLG 222
0=403 HAaKTEQLLLSLLYAREDAFVPVFRANFEALLD TV S QLASGGGESDFTALNDATSFEFIG 178
Flg ®oEpEp o1 FE O, 1 L LF anto

da regiao 5’ do cDNA de AOS de plantas.

As seqiéncias de AOS foram alinhadas usando o programa ClustalW 1.81
disponivel na http://mbcr.bcm.tmc.edu/searchlaucher. As sequéncias de AOS
alinhadas foram: StAOS (Solanum tuberosum, AJ457080.1); LeAOS (Lycopersicon
esculentum, AF230371.1); CsAOS (Citrus sinensis, AY243478.1); NaAOS (Nicotiana
attenuate, AJ295274.1), AtAOS (Arabidopsis thaliana, Y12636); maracuja (em
estudo) e OsAOS1 (Oriza sativa, AB116527.1). (*) - indicam residuos de
aminoacidos que sdao comuns a todas as sequéncias alinhadas; (:) indicam residuos
de aminoacidos diferentes, mas com homologia em propriedade quimica, nas
plantas analisadas. (-) espacos inclidos para melhor alinhamento. A caixa
representa uma regido de sobreposi¢do do fragmento 5’ com o fragmento de 950 pb
observado a partir da presenca da seqiiéncia utilizada como iniciador (DgAOS-F)
para a amplificacdo do fragmento de 950 pb.
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4.6. ANALISE DO cDNA TOTAL DA AOS DO MARACUJA POR
SOBREPOSICAO DOS FRAGMENTOS

Com base na andlise das sequUéncias de nucleotideos dos fragmentos das
regides 5’ e 3’ e da regido mediana (core) amplificados e clonados, obteve-se a
sequéncia de nucleotideos completa do cDNA da AOS, demonstrada na figura 14,
onde pode-se observar que o cDNA possui um tamanho total de 1.800 pb,
constituido de uma ORF com definidos pontos de inicio e parada de transcricdo de
1.512 pb, uma regido 5’ nédo traduzida de 155 pb e uma regido 3’ ndo traduzida de
116 pb (excluindo a cauda poliA). Essa ORF quando analisada no programa
ProtParam/ExPASy (http://www.expasy.ch/cgi-bin/protparam) parece codificar uma
cadeia polipeptidica com cerca de 504 aminoacidos, com peso molecular calculado
de aproximadamente 56 kDa, e ponto isoelétrico 8,39.

A presenca de um codon de finalizagcao de traducao (TAA) 48 nucleotideos na
regiao 5’ nao codante antes do suposto cédon de inicio da tradugcao (ATG) indica
que o cDNA de PfAOS amplificado contém a sequiéncia codificadora total (Fig. 14 —
sombreamento escuro). Em adicdo, usando um programa de predicdo de
sequéncias, o TargetP v1.01 (ExPASYy), a observacao da regidao N-terminal do cDNA
de PfAOS revela a presenca de uma seqiéncia de nucleotideos responsavel pela
codificacdo de um peptideo sinal tipico de direcionamento a cloroplastos de 43
aminoacidos (Fig. 14 — seqliéncia sublinhada).

A seqlUéncia de aminoacidos da PfAOS apresenta uma regiao que é altamente
conservada em proteinas da familia dos citocromos P450, que inclui as AOS (Fig.

328 3 Asn459)

14 — posicao Glu . Essa regiao contém dominios importantes para a
atividade catalitica de citocromos P450. Em adicdo, uma cuidadosa analise da
regidao 3’ da sequéncia de nucleotideos da PfAOS permite a observacao de sitios de
poli-adenilagdo em posi¢cées nao codificadoras do cDNA antecedendo a sequéncia

da cauda poli A.
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101

201

301

401

501

601

701

801

901

1001

1101

1201

1301

1401

1501

1601

1701
1801

ggccacgegtcgactagtacggggggggggggggataagecacagtgtttgagaagcagetagetgtgagagttgacgaaagtcegecaactegagttttge

tcaaaaﬂatcagtgagagttctccaaaattttccaataccaatctatttctgtctATGGCTTCCCAGCAGCCCTCAGAAACAACTAAATCACAGTCCGTC
M A S Q QP S E T T K S Q S V

CACCCTATCAATGACTCATTATCTGCACCAGCAACCCTTCCTCCCCCAGCCGCACCCTCTAAGAGCCCAGCCAGGAAAGTCCCCGGAGATTATGGCCTCC
H P I ND S L S A P ATULUPPPA A AP S K S P AIRI KUV P GD Y G L

CTTTCTTTGGTGCAATCAGTGACCGTCGGGATTTCTTTTACAACCAAGGCCCAAACGAGTTCTTTAAGTCCCGATCCGAAAAATACCAATCAACAGTCTT
P F F G A I s DRURUDVFU FYNOQSGUPNETFT FI KSR S EI K Y Qs TV F

TAAGGCGAACATGCCACCAGGTCCCTTCATTGCTTCTGACTCACGAGTAATCGTTTTGCTCGACGGCAAGAGCTTTCCGGTTCTGTTTGACGTGACGAAA
K A NMUPUP G?P F I A S D SR VIV LLDGI K S F P VL F D V T K

GTTGAGAAAAAGGACGTTTTCACAGGCACTTATATGCCCTCCACAAAACTCACTGGCGGCTACAGGATCCTCTCTTACCTCGACCCATCAGAACCAAAAC
vV E K K DV F T GT Y MZP S TKLTGG Y R IUL S Y L DUP S E P K

ACGAAAAGCTCAAGCAGCCTCTCTTCTATCTCCTAAAGACTCGCAGCGACCATATAGTCCCCGAGTTCAGTAAAAGTTTCAGCGAGTTGTTTAACGGTCT
H E K L K Q P L F Y L L KT R S DUHTIVUPEZF S K S F S EULF NG L

GGAGAAGGAAATCGCAGAGAAAGGCATAGCTCCTTATAACGACGCCAATGACCAAGCTGTTTTTAACTTCTTGGGTCGAGCCTGGTTCGGCAAGAACCCT
E K E I A E K G I A P Y NDANDOQA AV F NV FULGIRAWT F G KNP

GCCGACACCAAACTTGGAACTAGTGGACCTAAACTAATTTCGTTGTGGGTACTGTTTAACCTAGGCCCCATACTCACTCTCGGCCTCCCAAGGATTATAG
A DT XKL G T S G P KL I S L WV ULUFNUILG?®PTITULTIULSGULU®PIRTITI

AAGAACTCACCTTCCACTCCTTCCGCCTTCCAGCATGCCTCATCAAGAGCTCTTACCGGAAACTCTACGATTTCTTCTACTCCTCCGCAGGTTTCGTATT
E E L T F HS F RL P ACTULTII K S S YR KULYDVFF Y S S A G VF V F

CGAGGAGGCGGAGAGGCTGGGCATCTCCAAGGATGAAGCCTGCAACAACCTTGTCTTTGCGACCTGCTTCAACTCCTTCGGAGGGTTCAAAATCATCTTC
E E A E R L G I S K D EAUCNNULVFATTCU FNSV F G GV F K I I F

CCTAGTCTGCTCAGATGGCTAGGCAGTGCTGGAGAGGAAGTTCACAGTCAACTCGCCCAAGAAATCAGATCAGCCATCAAGAAAGCCGGCGGGAAAATCA
P S L L R W UL G S A G EE V HS QL A Q ETI R S ATI KK KA AGGI K I

CAATGGGTGCAATGGAGCAGATGCCGCTGATGAAATCAGTGGTTTACGAGGTTCTCCGCCTGGAACCGCCCGTGCCGCATCAGTATGGCAAAGCAAAACG
T M G A M E QMP LMK S V V Y EV LRULEUPUPV P HOQ Y G K A K R

TGACCTGGTAATCGAGAGCCACGACGCGTCTTTTGAGATCAAGCAAGGAGAGATGTTATTCGGGTTCCAGCCTTTTGCGACCAAAGACCCCAAGATATTT
D L vV I E S HDASVFE I K Q G EMULU FGU F QP F AT KDUP K I F

GACAAAGCAGAGGAGTTTGTGCCTGATAGATTCGTGGGAGAAGGTGAGAAGCTGCTGCAGCATGTTTTATGGTCGAACGGGCCGGAGACTGAAAGCCCGA
D K A E E F VPDIRVFV GGE G EKULULOQHVLWSNGU?PETE S P

CAGTAAGTAACAAGCAATGTGCAGGCAAAAACTTCGTGGTATTTGCGTCCAGGCTGTTCGTCGTCGATCTGTTTCTACGATACGATACCTTTACCATCGA
T vV s N K 9 C A G K NVF VVFASU RULUFV VDLV FULRYDTU FT I E

AATTGGTTCCTCCGCTTTGGGGACCGCCATCTCTATCACGTCCTTGAAGAAAGCACCAATTGATTCTTAGtLELL caaccat atctgtctgtcctt
I G S s AL G TATI S I T S L K KAUP I D s *

gt aaatgctgggtttccagcttgggatcatcttggattccatgcattcgtcttttatttaaaaaaaaaaacattt atctggaaaaaaaaaaaaaa
aaaaaaa

Figura 14: Sequiéncia completa do cDNA da AOS de maracuja.

15

48

82

115

148

182

215

248

282

315

348

382

415

448

482

504

Sao mostradas a sequéncia de cDNA e a sequéncia deduzida de aminoacidos

numerados na esquerda e direita, respectivamente. (*) representa o cédon de

parada da traducdo. As sequéncias demarcadas com caixas representam o0s

supostos sitios de poliadenilacado encontrados na regiao 3’ nao traduzida. A regiao

sombreada clara representa o dominio conservado em proteinas da familia dos

citocromos P450. Os residuos de aminoacidos que constituem a sequiéncia do

peptideo de direcionamento para cloroplasto estd sublinhada. A seqiéncia

sombreada escura representa um cédon de terminacdo, demonstrando que o clone
obtido € o cDNA total da AOS.
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4.7. ANALISE DAS RELACOES FILOGENETICAS ENTRE AS AOS DE
PLANTAS E IDENTIFICACAO COMO UMA ENZIMA DA SUBFAMILIA
CYP74A DE CITOCROMOS P450

A sequiéncia deduzida de amino&cidos de cDNA total PfAOS, demonstrada na

Resultados

figura 14, foi comparada com as sequéncias de aminoacidos de AOS de outras
plantas dicotiledoneas e monocotiledéneas. A analise comparativa, mostrada na
figura 15, revelou que a proteina de 504 aminoacidos apresenta homologia maxima
de 68% com a AOS1 de batata (StAOS1, AJ457080.1), seguida de 67% com AOS
de laranja (CsAOS, AY243478.1), tabaco (NaAOS; AJ295274.1) e linho (LuAOS,
U00428). Uma AOS produzida em tomate (LeAOS2, AF230371) compartilha 66% de
homologia em sequiéncia com a PfAOS; enquanto que a AOS de guaiule (PaAQOS,
X78166.1) compartilha 65% de homologia. A PfAOS apresenta menor homologia em
seqUéncia com proteinas AOS de monocotiledéneas, como por exemplo: uma
homologia de 56% com as AOS encontradas em arroz (OsAOS1, AB116527.1;
OsAOS2, AY062258.1) e de 55% com uma AOS de cevada (HYAOS1, AJ250864.1).

Apoés analise com o programa ChloroP v 1.1, foi confirmada a presenca de
um residuo de 43 aminoacidos na regiao N-terminal que constituem um peptideo-
sinal de direcionamento a cloroplastos (Fig. 15).

Uma arvore filogenética, construida a partir da homologia da seqliéncia total
de PfAOS com outras AOS de plantas revela que a AOS de maracuja compartilha
uma origem evolutiva comum com as AOS de uma espécie de cucurbitaceas e que,
portanto foi agrupada juntamente com a AOS de melao (CmAQOS) (Fig. 16, PfAOS
estda em negrito). Em adicdo a arvore mostra que a AOS de maracuja tem origem
evolutiva bem proxima de proteinas AOS de plantas monocotiledéneas de espécies
de Poaceas como a AOS de arroz (OsAQOS), cevada (HVAOS) e milho (ZmAQOS).

Um dos padroes mais definidos de AOS é a presenca de dominios
conservados em citocromos P450, e a PfAOS possui todos eles. Esses dominios
estdo presentes na regido C terminal da seqiéncia deduzida de PfAOS (Fig.15). Um
desses dominios apresenta-se como uma sequéncia conservada P-V-NKQCAG de
ligacdo a grupo heme presente em todas as enzimas da subfamilia CYP74A que é
uma variagdo do sitio FXXGXXXCXG encontrado na maioria das proteinas da

familia dos citocromos P450. Outra seqliéncia conservada GXXXT denominada de
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dominio “I Helix”, que nas AOS geralmente € encontrada na forma -G-KILF, na
PfAQOS esta presente com uma variagao -G-KIIF, onde o residuo de Lis é substituido
por um de lle. As enzimas AOS sao conhecidas por apresentarem um outro dominio
conservado denominado “ETLR” (“K hélix”) que estd presente como EVLR na
posicao 365 da cadeia polipeptidica da AOS de maracuija.

Andlises filogenéticas foram feitas para demonstrar uma relagdo funcional
entre a PfAOS e outros membros da subfamilia CYP74, que é dividida em quatro
subfamilias distintas. Uma arvore filogenética sem raiz foi entdo construida
indicando a classificacdo da AOS de maracuja como uma proteina da subfamilia
CYP74A, na qual estado classificadas outras AOS de plantas as quais possuem
grande especificidade para 13-hidroperéxidos (Fig. 17). A PFAOS mostrou maior
similaridade evolutiva com as AOS de linho e guaiule (LUAOS e PaAOS,

respectivamente).
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Figura 15: Comparacao da seqliéncia de aminoacidos das proteinas AOS de
plantas com a sequéncia de 504 aminoacidos deduzida a partir do cDNA .

As sequéncias de AOS foram alinhadas usando o programa ClustalW 1.81
disponivel na http://mbcr.bcm.tmc.edu/searchlaucher. As seqiéncias de AOS
alinhadas foram: maracuja (em estudo), AtAOS (Arabidopsis thaliana, Y12636);
CsAOS (Citrus sinensis, AY243478.1); HvAOS1 (Hordeum vulgare, AJ250864.1);
LeAOS2 (Lycopersicon esculentum, AF230371.1); LUAOS (Linum usitatissimum,
U00428.1); NaAOS (Nicotiana attenuate, AJ295274.1); OsAOS1 (Oryza sativa,
AB116527.1); PaAOS (Parthenium argentatum, X78166.1) e StAOS1 (Solanum
tuberosum, AJ457080.1). (-) espacos foram incluidos para otimizar o alinhamento.
(*) indicam residuos de aminoacidos que sdo comuns a todas as seqUéncias
alinhadas; (:) indicam residuos de aminoacidos diferentes, mas com homologia em
propriedade quimica, nas plantas analisadas. Os nucleotideos demarcados por
sublinhamento duplo representam a seqiéncia de direcionamento para cloroplasto.
Os dominios conservados na sequéncia estdo demarcados: um sitio de ligacdo a
grupamento heme (com o residuo de cisteina marcado pelo simbolo #); o dominio “I
Helix” (GXXXT) e o dominio “K-Helix” (ETLR) altamente conservados na subfamilia
CYP74A dos citocromos P450. As caixas, em vermelho, representam os iniciadores
degenerados utilizados para a obtencédo do fragmento de 950 pb (core).
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PfAOS 1 ——————— MASQQPSETTKSQSVHPINDSLS APATLPPPAAPSKSPARKVPGDYGLPFFGAISDR
AtAOS 1 m————————— MASISTPFPISLHPKTVRSKPLKFR-VLTRPIKASGSETPDLTVATR——————— TGSKDLPIRNIPGNYGLPIVGPIKDR
CsA0S 1 ---MASTSLSFSLLPTEFQSPRKSSKLYTPRVRSAAIRPRPITASISEKQSVPVPPPIIISPSDEQPTKLPIRKIPGSYGLPYLGPIKDR
HvAOS1 1 —-— MNQSGMARS-- DEGSLVPREVPGSYGLPFVSAIRDR
LeA0S2 1  ———=————- MALTL-SFSLPLPSLHQKIPSKYST————- FRPIIVSLSDKS—-TIEIT-——————— QPIKLSTRTIPGDYGLPGIGPWKDR
LuAoOS 1 MASSALNNLVAVNPNTLSPSPKSTPLPNTFSNLRRVSAFRPIKASLFGDSPIKIPGITSQPPPSSDETTLPIRQIPGDYGLPGIGPIQDR
NaAos 1 ~MAVATATATLSS-SSSLPFHSLHQQFPSKYFT————= VRPITVSLSEKIPAVTQSS——-———=- EFTKLPIRTIPGDYGLPLIGPWKDR
0sA0S1 1  —=—=—————= MATAAACISFASP SPARVVIRRQTR-—————. ASASASATDRQEVVSP——————————= KRRLPLRKVPGDYGPPVVGAIRDR
PaAoOS 1 MDPSSKPLREIPGSYGIPFFQPIKDR
StA0S1 1  ———=- MASTSLSLPSLKLQFP SHKSSSSRKNSSSHRVSIRPIQASVSERPPYISSPSPSPSPP-VKQAKLPTRKVPGD YGLPLVGPWKDR

*k <kk kk Kk %* %
! DgAOS-F =~ t
PfAOS 58 RDFFYNQG-PNEFFKSRSEKYQSTVFKANMPPGPFIASDSRVIVLLDGKSFPVLFDVTKVEKKDVETGTYMPSTKLTGGYRILSYLDPSE

AtAOS 73 WDYFYDQG-AEEFFKSRIRKYNSTVYRVNMPPGAFIAENPQVVALLDGKSFPVLFDVDKVEKKDLFTGTYMﬂSTELTGGYRILSYLDPSE
CsAO0S 88 QDYFYNLG-RDEFFKSKIQKYGSTVFRANMPPGPFISSNPKVIVLLDGKSFPVLFDVSKVEKKDLFTGTYMHSTDLTGGYRVLSYLDPSE
HvA0S1 35 LDFYYFQG-QDKYFESRVEKYGSTVVRINVPPGPFMARDPRVVAVLDAKSFPVLFDVTKVEKKNLFTGTYMRSTSLTGGFPVCSYLDPSE
LeA0OS2 67 LDYFYNQG-KNDFFESRIAKYKSTIFRTNMPPGPFITSNPKVIVLLDGKSFPVLFDASKVEKKDLFTGTFVPSTELTGGYRILSYLDPSE
LuAoS 91 LDYFYNQG-REEFFKSRLQOKYKSTVYRANMPPGPFIASNPRVIVLLDAKSFPVLFDMSKVEKKDLFTGTYMHSTELTGGYRILSYLDPSE
NaAoOS 76 QDYFYNQG-KEEFFRSRIQKYKSTVFKTNMPPGNFISSNPNVVVLLDGKSFPTLFDVSKVEKKDLFTGTFMHSTELTGGYRVLSYLDPSE
0sA0S1 66 YEYFYGPGGRDGFFAARVRAHRSTVVRLNMPPGPFVARDPRVVALLDAASFPVLFDTSLVDKTDLFTGTFMRSTDLTGGYRVLSYLDPSE
PaAoOS 27 LEYFYGTGGRDEYFRSRMOKYQSTVFRANMPPGPFVSSNPKVIVLLDAKSFPILFDVSKVEKKDLFTGTYMPSTKLTGAYRVLSYLDPSE
StAoS1 85 LDYFYNQG KNEFFKSRIQKHQSTVFRTNMPPGPFISFNPNVVVLLDGKSFPILFDVSKVEKKDLE?GTFMﬂSTDLTGGYRVLSYLDPSE

9 . ] . ** B * *kk k. e ...*:. ** *kk kkk * * R **** *** * kK .l H ddde ok ok ok ok
PfAOS 147 PKHEKLKQPLFYLLKTRSDHIVPEFSKSFSELFNGLEKEIAEKGIAPYNDANDQAVENFLGRAWFGKNPADTKLGTSGPKLISLWVLENL

AtAOS 162 PKHEKLKNLLFFLLKSSRNRIFPEFQATYSELFDSLEKELSLKGKADFGGSSDGTAFNFLARAFYGTNPADTKLKADAPGLITKWVLENL
CsA0S 177 PNHAKLKQLLFFLLMNRRDKVIPELHSTYTEAFETLERDLAAKGKADFSGANEQAAFNFLARAWFGKNPADTTLGSDAPTLIGKWILFQL
HvAOS1 124 PTHTKVKQLLFSLLASRKDAFIPAFRSHFSSLLATVESQLLLSGKSNFNTLNDATSFEFIGDGYFGVLPSASDLGTTGPAKAAKWLIFQL
LeA0OS2 156 PNHEKLKKLMFFLLSSRRDHVIPEFHETYTELFETLDKEMEEKGTVGFNSGSDQAAFNFLARSLFGVNPVETKLGTDGPALIGKWILLQL
LuAOS 180 PNHTKLKQLLFNLIKNRRDYVIPEFSSSFTDLCEVVEYDLATKGKAAFNDPAEQAAFNFLSRAFFGVKP IDTPLGKDAPSLISKWVLFNL
NaAos 165 PTHEKLKKLLFFLLSSRRDYIIPQFHESYTELFKTLEKEMEKNGKADLNSANDQAAFNFLARSLYGANPVETKLGTDGPTLIGKWVLFQL
O0sA0S1 156 PNHAPLKTLLFYLLSHRRQQVIPKFREVYGDLFGLMENDLARVGKADFGVHNDAAAFGFLCQGLLGRDPAKSALGRDGPKLITKWVLFQL
PaAoOS 117 PRHAQLKNLLFFMLKNSSNRVIPQFETTYTELFEGLEAELAKNGKAAFNDVGEQAAFRFLGRAYFNSNPEETKLGTSAPTLISSWVLENL
Staosl 174 PNHAKLKKLMFYLLSSRRNEVIPEFHNSYSELFETLENELSTKGKARLNAANDQAAFNFLARSLYGINPQDTKLGTDGPKLIGKWVLFQL

71 * * Hd H HE HEN HE * . HEH . . * HE ¥ LA
PfAOS 237 GPILTLGLPRIIEELTFHSFRLPACLIKSSYRKLYDFFYSSAGFVFEEAERLGISKDEACNNLVFATCFNSFGGFKIIFPSLLRWLGSAG

AtAOS 252 HPLLSIGLPRVIEEPLIHTFSLPPALVKSDYQRLYEFFLESAGEILVEADKLGISREEATHNLLFATCFNTWGGMKILFPNMVKRIGRAG
CsA0S 267 APLLSLGLPKLVEEPLLRTRPLPPALVKKDYQRLYDFFHESSGFVLDEAEKLGVSREEACHNLVFATCFNSFGGMKILFPNMVKWIGRGG
HvAOS1 214 HPLVTLGLPMILEEPLLHTVHLPPFLVSGDYKALYKYFFAAATKALDTAEGLGLKRDEACHNLLFATVFNSYGGLKVLLPGILARIADSG
LeA0OS2 246 HPVITLGLPKFLDDVLLHTFRLPPILVKKDYQRLYDFFYTNSANLFIEAEKLGISKDEACHNLLFATCFNSFGGMKIFFPNMLKSIAKAG
LuAOS 270 APILSVGLPKEVEEATLHSVRLPPLLVQNDYHRLYEFFTSAAGSVLDEAEQSGISRDEACHNILFAVCFNSWGGFKILFPSLMKWIGRAG
NaAos 255 HPLLTLGLPKVLDDFLLHNFRLPPALVKKDYQRLYDFFYESSTAVLNEAGNFGISRDEACHNLLFATCFNSFGGMKIFFPNMLKWIARAG
0sA0S1 246 SPLLSLGLPTLVEDTLLHSLRLPPALVKKDYDRLADFFRDAAKAVVDEGERLGIAREEAVHNILFALCFNSFGGMKILFPTLVKWLGRAG
PaAoOS 207 APTLDLGLPWFLQEPLLHTFRLPAFLIKSTYNKLYDYFQSVATPVMEQAEKLGVPKDEAVHNILFAVCFNTFGGVKILFPNTLKWIGVAG
StAaosl 264 HPLLILGLPKVLEDLVMHTFRLPPALVKKDYQRLYNFFYENSTSVLDEAEKIGISREEACHNLLFATCFNSFGGIKIFFPNMLKWIGRAG

102 * H *** T . ** *:' * * . H . . *: [ s dk :*: s kk ** ** * . ..*
I-Helix
PfAOS 327 EEVHSQLAQEIRSAIKKAG-GKITMGAMEQMPLMKSVVYEVLRLEPPVPHQYGKAKRDLVIESHDASFEIKQGEMLFGFQPFATKDPKIF

AtAOS 342 HQVHNRLAEEIRSVIKSNG-GELTMGAIEKMELTKSVVYECLRFEPPVTAQYGRAKKDLVIESHDAAFKVKAGEMLYGYQPLATRDPKIF
CsA0S 357 VKLHMQLAEEIRSVVRSNG-GKVTMAGMEQMPLMKSVVYEVLRMEPPVALQYGKAKRDLIISSHEASFEVKEGEMLFGYQPFATKDPKIF
HvAOS1 304 EKFHKKLVTEIRAAVAEAG-GKVTIEALEKMELTKSAVWEALRLDPAVKFQYGRAKADMNIESHDAVFAVKKGEMLFGYQPCATKDPRVF
LeA0OS2 336 VEIHTRLANEIRSEVKSAG-GKITMSAMEKMPLMKSVVYEALRVDPPVASQYGRAKQDLKIESHDAVFEVKKGEILFGYQPFATKDPKIF
LuAOS 360 LELHTKLAQEIRSAIQSTGGGKVTMAAMEQMPLMKSVVYETLRIEPPVALQYGKAKKDFILESHEAAYQVKEGEMLFGYQPFATKDPKIF
NaAos 345 VELHIRLANEIRSAVKSAG-GKITMSAMEKMPVMKSVVYEALRIDPPVASQYGRAKRDLMIESHDGVFEVKKGEMLFGYQPFATRDPKIF
0sA0S1 336 ARVHGRLATEVRGAVRDNG-GEVTMKALAEMPLVKSAVYEALRIEPPVAMQYGRAKRDMVVESHDYGYEVREGEMLFGYQPMATKDPRVF
PaAoOS 297 ENLHTQLAEEIRGAIKSYGDGNVTLEAIEQMPLTKSVVYESLRIEPPVPPQYGKAKSNFTIESHDATFEVKKGEMLFGYQPFATKDPKVF
StA0S1 354 AKLHSQLAQEIRSVISSNS-GKVTMAAMEKMPLMKSVVYESLRIEPPVASQYGRAKHDMVIESHDASFEIKEGELLYGFQPFATKDPKIF

148 sk Kok . R sk o kk kok kk ok K *hkkkk .- - kk. . s kkokokokk kkokko ook
DgA()bI{ K Helix #
PfAOS 416 D-KAEEFVPDRFVGE-GEKLLOHVL{SNGPETESPTVSNKQCAGKNFVVFASRLFVVDLFLRYDTFTIEIGSSALGTAISITSLKKAPID

AtAOS 431 D-RADEFVPERFVGEEGEKLLRHVLWSNGPETETPTVGNKQCAGKDFVVLVARLFVIEIFRRYDSFDIEVGTSPLGSSVNFSSLRKASF-
CsA0S 446 E-QAEEFVADRFVGE-GEKMLKHVLWSNGPETENPPVGNKQCAGKDFVVLASRLLLVELFLRYDSFDIQVGKSAIGSSVTLTSLKRASF—
HvAOS1 393 GPTAREFVGDRFVGKEGSKLLKYVYWSNGRETESPSVHNKQCPGKNLVVLVGRLLVVELFLRYDTFTAKVGLDLLGTKVEFTGVTKATSG
LeA0OS2 425 D-RPGEFVADRFVGEEGEKLLKHVLWSNGPETESPTVGNKQCAGKDFVVMVSRLFVTEFFLRYGTLNVDVGTSALGSSITITSLKKA--—
LuAOS 450 D-RPEEFVADRFVGE-GVKLMEY SNGPETETPSVANKQCAGKDFVVMAARLFVVELFKRYDSFDIEVGTSSLGAS ITLTSLKRSTF -
NaAos 434 D-RPDEFVPDRFVGEEGEKLLKHVLWSNGPETESPTVENKQCAGKDFVVLVSRLLVTEFFLRYDTLDIDVGTSPLGAKITITSLKRA———
0sA0S1 425 A-RPEEYVPDRFLGEDGARLLRHVVHWSNGPEJAAPTLHDKQCAGKDFVVLVARLLLVELFLRYDSFDVEVGTSTLGSSVTIVTSLKKATF-
PaAoOS 387 D-RPEEFVPDRFVGD-GEALLKY SNGPETESPTVENKQCAGKDFVVLITRLFVIELFRRYDSFEIELGESPLGAAVTLTFLKRASI-
StAa0S1 443 D-RSEEFVADRFIGEEGEKLLKHVLWSNGSETENPSINNKQCAGKDFVVLVSRLLLVELFLRYDSFEIEVGASPLGAAITLTSLRRASF-

206 *'* '**'*' * I .k **** ** * ] *** ** ** *k . e I +k kk R "* . :*' : .l H I
Domlmode
PfAOS Ligagdo a heme

AtAO0S
CsAO0S
HvAOS1 483 VADAV
LeA0OS2 510 ——-—-—-

LuAoOS 536 ===—=
NaAoOs 519 ===—-
0sA0S1 512 ————-—
PaAOS 473 ===—-—
StA0S1 530 ===—--
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Figura 16: Arvore filogenética sem raiz de proteinas AOS preditas ou
conhecidas de plantas.

Os numeros de acesso das seqiéncias sao precedidos de um cédigo de duas
letras, que referem-se a espécie da qual a proteina foi identificada, seguidos do
termo AOS. StAOS1 (AJ457080), StAOS2 (AJ457081), Solanum tuberosum;
LeAOS1 (AJ271093), LeAOS2 (AF230371), Lycopersicon esculentum; NaAQOS
(AJ295274), Nicotiana attenuata; CmAQOS (AF081954), Cucumis melo; HVAOST
(AJ250864), HVAOS2 (AJ251304), Hordeum vulgare; ZmAOS (AY488135), Zea
mays; OsAOS1 (AB116527), OsAOS2 (AY062258), Oryza sativa; CsAQOS
(AY243478.1), Citrus sinensis; AtAOS (Y12636), Arabidopsis thaliana; LuAOS
(U00428), Linum usitatissimum; PaAOS (X78166), Parthenium argentatum; PfAOS
(EF601088), Passiflora flavicarpa.
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Figura 17: Arvore filogenética sem raiz de proteinas da subfamilia CYP74 de
citocromos P450.

Os grupos delimitados por circulos indicam as quatro subfamilias de CYP74. Os
nameros de acesso das sequéncias sdo precedidos de um codigo de duas letras,
que referem-se a espécie da qual a proteina foi identificada, seguidos do termo
AOS. StAOS1 (AJ457080), StAOS2 (AJ457081), StAOS3 (DQ174273), StHPL
(AJ310520), StDES (AJ309541) Solanum tuberosum; LeAOS1 (AJ271093), LeAOS2
(AF230371), LeAOS3 (AF454634), LeHPL (AF230372), LeDES (AF230372),
Lycopersicon esculentum; NaAOS (AJ295274), NaHPL (AJ414400), Nicotiana
attenuata; CmAOS (AF081954), CmHPL (AF081955), Cucumis melo; HVAOS1
(AJ250864), HVAOS2 (AJ251304), Hordeum vulgare; ZmAOS (AY488135), Zea
mays; OsAOS1 (AB116527), OsAOS2 (AY062258), OsHPL (AY340220), Oriza
sativa; CsAOS (AY243478.1), Citrus sinensis; AtAOS (Y12636), AtHPL (AF087932),
Arabidopsis thaliana; LUAOS (U00428), Linum usitatissimum; PaAOS (X78166),
Parthenium argentatum; PfAOS (EF601088), Passiflora flavicarpa;, MtAOS
(AJ316561.1), Medicago trunculata; MsHPL (AJ249246), Medicago sativa; CaHPL
(U51674), Capsicum annuum; NtDES (AF070976), Nicotiana tabacum; AsDES
(AJ867809), Allium sativum.
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4.8. LOCALIZACAO INTRACELULAR DA PROTEINA AOS PRODUZIDA EM
FOLHAS DE MARACUJA

A andlise de cortes ultra-finos de folhas de maracuja, tratadas com MJ, e

Resultados

incubadas com anticorpos produzidos contra a AOS de tomate, revelou que a AOS
(marcada com particulas de ouro coloidal de 10 nm) esta localizada no estroma dos
cloroplastos e nas membranas dos tilacdides (Fig. 18 — A e B). Andlises feitas,
substituindo-se o soro imune por soro pré-imune, ndo demonstram nenhuma
marcacao no corte (Fig. 18 — D). O mesmo ocorre quando cortes de plantas controle
(ndo tratadas) sao incubadas com soro imune contendo os anticorpos contra a AOS
(Fig. 18 — C).
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Figura 18: Imunolocalizacido da AOS em cortes de folhas de maracuja.

A e B) Cortes de folhas coletadas 24 h ap6s tratamento com MJ incubados com
soro imune contendo anticorpos contra a AOS (barras correspondem a um tamanho
estimado de 150 um e 250 um, respectivamente); C) corte de folha controle (nédo
tratadas) incubadas com v a um tamanho estimado de 150 um); D) corte de folha
coletadas 24 h apo6s tratamento com MJ incubados com soro pré-imune (barra
corresponde a um tamanho estimado de 150 um). As letras localizadas nas

estruturas representam: ¢ — citosol, t — tilacéides, e — estroma.
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4.9. ANALISE DO PADRAO DE EXPRESSAO DE AOS EM FOLHAS DE
MARACUJA EM RESPOSTA A FERIMENTO MECANICO E TRATAMENTO
COM METIL JASMONATO

Andlises por ‘northern blot”foram empregadas para investigar a expressao de
AOS em resposta a ferimento e tratamento de plantas com MJ (Fig. 19). Como
resultado, foi verificado que apds o ferimento mecanico, provocado com pincas de
hemostato, transcritos de AOS se acumularam seguidos 30 min apés tratamento. A
expressao do gene induzida por ferimento tem seu pico maximo em 9 h, declinando
a niveis menores apos 12 h (Fig. 19 — painel ferimento). As folhas nao feridas
adjacentes aquelas tratadas também foram analisadas em relacdo a expressao
sistémica do gene da AOS. Foi entdo observado que as folhas sistémicas também
apresentam um acumulo de transcritos de AOS, seguidos 30 min apés o tratamento
Fig. 19 — painel sistémico). Contudo, o pico maximo de expressao ocorre 12 h ap6s
o tratamento e declina passadas 24 h. Quando tratadas com MJ as folhas
apresentam um padrdo de expressao mais intenso, acarretando uma inducao da
transcricao apdés 30 min e elevando drasticamente os niveis de transcritos de AOS
apés 3h (Fig. 19 — painel MJ). Esse acumulo, além de mais intenso, que o
provocado por ferimento mecanico, ainda € mais duradouro, se mantendo mesmo

apods as 24 h apés o tratamento.

C 05 3 6 9 12 24 h
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Figura 19: Analise da expressao do gene codificador de AOS em folhas de
maracuja por “northern blot”.

RNA total de tecido foliar foi extraido nos tempos indicados; (C) representa o RNA
extraido de plantas controle (ndo tratadas). Foram analisados 15 ug de RNA de
cada amostra. Como controle de quantidade aplicada, foi utilizada uma fotografia do

gel de RNA corado com Brometo de etideo.
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4.10. ANALISE DO GENE CODIFICADOR DE AOS DE MARACUJA POR
“SOUTHERN BLOT”

A anadlise genémica do DNA de folhas de maracuja utilizando-se como sonda
o fragmento de cDNA de 950 pb como sonda, em experimentos de “southern blot”,
revelaram um simples padrao de hibridizacdo com cada uma das enzimas de
restricdo utilizadas (Fig. 20). Como pode ser observado, ocorre um padrdo de
hibridizacdo simples indicando que o cDNA da PfAOS pode ser derivado de uma

Unica copia génica (Fig.20).

12.350 pb

1.650 pb
850 pb

300 pb

Figura 20: Analise do gene codificador de AOS de maracuja por “southern
blot”. DNA genbmico de maracuja foi extraido e digerido com as enzimas de
restricdo EcoRl, Kpnl, Notl e Smal. N diregido — DNA gendmico néo digerido com
enzima de restricdo (controle). A membrana contendo DNA digerido foi hibridizada
por sondas, marcadas radioativamente, derivadas do fragmento de 950 pb do cDNA
de PfAOS. O padrdo de peso molecular utilizado (1Kb ladder plus) esta indicado a
esquerda, onde apenas alguns foram evidenciados.
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4.11. INDUCAO DE INIBIDORES DE PROTEINASE CISTEINICA EM
FOLHAS DE MARACUJA EM RESPOSTA A INDUCAO DE AOS

Plantas de maracuja foram analisadas quanto a producédo de inibidores de
proteinase cisteinica, uma vez que esse inibidores constituem um dos produtos da
rota do octadecanoide. Para esse fim, extratos brutos foliares de plantas de
maracuja feridas e tratadas com MJ por 24 h foram analisados por SDS-PAGE e
“western blot” (Fig. 21B). A analise da imunodeteccao revela a indugao de uma
proteina de cerca de 60 kDa, ndo detectada nas plantas controle, que reage com
anticorpos produzidos contra cistatina do tomate, em folhas de plantas de maracuja
apos o ferimento mecéanico (Fig. 21B, raia 2). Além disso, plantas tratadas com MJ,
apresentam a inducdo de outras duas proteinas, que também reagem com o
anticorpo utilizado (Fig. 21B, raia 4). Os extratos foram entdo submetidos a analise
de atividade inibitéria de papaina através de ensaios espectrofotométricos que
reforcaram a idéia da inducao de inibidores de proteinase cisteinica, em folhas de
plantas de maracuja em resposta a ferimento e tratamento com MJ (Fig. 21A).
Como pode ser observado, a atividade proteolitica da papaina declina cerca de 75%
guando a enzima é incubada com extrato bruto foliar de plantas feridas. Observa-se
ainda que a inducao é sistémica, uma vez a adicao extrato derivado de folhas nao
feridas adjacentes as folhas tratadas no ensaio também provoca a inibicdo da
atividade de papaina da ordem de ~70%. A inibicdo maxima foi alcangada com a
incubacao da papaina com extrato derivado de folhas tratadas com MJ, que levaram
a reducao de aproximadamente 80% da atividade da enzima. Uma inibigcdo de cerca
de 25% foi verificada apdés a incubacao de papaina com extrato bruto foliar de
plantas controle (ndo tratadas), apesar de nenhuma banda protéica imunoreativa ter
sido observada nos experimentos de “western blot” (fig. 21B — raia 1).
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Figura 21: Inducdao de inibidores de proteinase cisteinica em folhas de
maracuja.

A) Andlise da atividade inibitéria de uma cistatina induzida em folhas de maracuja
contra a papaina, utilizando-se BANA como substrato. Para cada tratamento foram
incubados 70 ug de extrato bruto foliar combinados com 1 mg de papaina. Cada
amostra foi analisada em ftriplicata. Os dados representam uma média de trés
experimentos independentes, onde o desvio padrdo foi menor que 7% em todos os
casos. B) Andlise por ‘western blot” da inducao de cistatina em folhas de maracuija.
80 ug de proteina total foram fracionados em SDS-PAGE e transferidos para
membrana de nitrocelulose. As proteinas foram incubadas com soro imune
contendo anticorpo policlonais produzidos contra cistatina do tomate (diluido
1:5.000).
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5. DISCUSSAO

5.1.INDU§JAO DE UMA PROTEINA IMUNO RELACIONADA A AOS EM
PLANTAS DE MARACUJA COM ATIVIDADE METABOLIZADORA DE
HIDROPEROXIDOS.

Recentemente, nosso grupo verificou a atividade de 13-lipoxigenases em
folhas de plantas de maracuja apds ferimento mecéanico e tratamento com MJ
(Rangel et al., 2002). As atividade das lipoxigenases compreendem a etapa inicial
da via das lipoxigenases (Fig. 3). De acordo com a rota biossintética dos
jasmonatos, descrita por Vick e Zimmerman (1987), a dehidratacdo do produto de
reacao de LOX, (9Z,11E,15Z,13S)-13-hidroxiper6xido-9,11,15-acido
octadecatrienoico (13(S)-HPOT), pela acdo da enzima AOS constitui um passo
chave da via do octadecanoide, pois os 13 HPOT sao metabolizados a precursores
dos jasmonatos ao invés de serem metabolizados por outras enzimas da via das
lipoxigenases. Desde entdo, pesquisas tém mostrado que a enzima AOS tem
importante funcdo de controlar a dindmica da defesa contra ferimento em plantas
(Laudert e Weiler 1998).

Visando identificar uma AOS induzida em folhas de plantas de maracuja em
resposta a tratamento com MJ, experimentos de “western blot” foram conduzidos
utilizando inicialmente anticorpos policlonais produzidos contra a AOS de tomate
que reagiram cruzadamente com uma proteina de ~50 kDa em folhas de plantas
tratadas com MJ (Fig. 4). Proteinas AOS purificadas de plantas dicotiled6neas, e
ainda AOS produzidas pos sistemas de recombinacao, sao descritas por possuirem
pesos moleculares similares ao da proteina imunoreativa induzida em folhas de
maracuja. Por exemplo: a AOS de sementes de linho (Linum usitatissimum) com
~55 kDa (Song e Brash, 1991); AOS de particulas de borracha em guaiule
(Parthenium argentatum) com peso de 53 kDa (Pan et al., 1995); duas isoformas
encontradas em plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) uma denominada
LeAOS2 com 55 kDa (Howe et al., 2000), e outra denominada LeAOS3, produzida
nas raizes, com 56 kDa (ltoh et al., 2002); AOS de folhas de Arabidopsis thaliana
com peso de 54 kDa (Laudert e Weiler, 1998); e ainda duas isoformas de AOS de

soja, ambas com 55,1 kDa (Kongrit et al., 2007). Em outras plantas, como a batata
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sdo encontradas AOS com peso molecular maiores, que variam entre 56 kDa
(StAOS3), 57 kDa (StAOS2), e 60 kDa (StAOS1) (Stumpe et al., 2006). O peso
molecular da proteina imunoreativa em maracuja também é comparavel ao de
proteinas AOS descritas em plantas monocotiledéneas, das quais pode-se citar: a
AQOS de sementes de milho (Zea mays) com 53 kDa (Utisunomiya et al., 2000), uma
AQOS de arroz (Oryza sativa) denominada OsAOS2, com peso molecular de 52 kDa
(Agrawal et al., 2002a), e duas isoformas encontradas em cevada (Hordeum
vulgare), com pesos aproximados de 53 kDa (HVAOS1 e HVAOS2).

Além da banda majoritaria de 50 kDa, pode ser observada uma banda
protéica com peso molecular maior que também reage cruzadamente como o soro
imune (Fig. 5). Essa marcacdo pode ser explicada pela presenca, em outras
proteinas, de epitopos imunogénicos comuns aos encontrados na proteina de 50
kDa; ou mesmo uma isoforma de AOS com modificacbes pés-traducionais que
ainda sim reagem com os anticorpos. Uma terceira explicagdo para esse fato seria a
interacdo da AOS com proteinas desconhecidas. Uma reacédo cruzada semelhante
foi verificada por Howe et al. (2002), ao utilizar o mesmo anticorpo utilizado nesse
trabalho em experimentos de imunodeteccdo em plantas de tomate. O grupo
detectou uma segunda banda protéica imunoreativa com um peso molecular maior,
que foi analisado como uma possivel forma ndo processada da proteina.

As AOS sao conhecidas por ser uma classe de proteinas da familia de
citocromos P450 que sédo especializadas no rearranjo de hidroperoxidos de acido
graxo (Song e Brash, 1991; Howe et al, 2002). Dessa forma, ensaios
espectrofotométricos foram conduzidos com o objetivo de averiguar a inducéao de
proteinas capazes de metabolizar 13-hidroperdxidos em plantas de maracuja apés
tratamento com MJ. A analise dos resultados demonstrou um aumento significativo
da velocidade da metabolizacdo de 13-hidroperdxidos, monitorada a 234 nm, na
presencga de extrato bruto de plantas tratadas com MJ (Fig. 5), quando comparado
ao metabolismo desse substrato na presenca de extrato bruto foliar de plantas nao
tratadas. Esse aumento reforcou a idéia da inducdo de uma suposta AOS,
metabolizadora de 13-hidroperéxidos (também chamada de 13-A0OS), em plantas de
maracuja como resposta de defesa a exposicdo a vapores de MJ. A inducao da
atividade de AOS em plantas, em resposta a herbivoria e tratamento com MJ, vem
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sendo descrita na literatura. Laudert e Weiler (1998), por exemplo, demonstraram a
inducao transitéria de AOS em folhas de A. thaliana em resposta a tratamento com
varios eliciadores de plantas, incluindo o MJ e ABA (acido abscisico).

Curiosamente, o extrato bruto de folhas de plantas de maracuja nao tratadas
mantém uma atividade basal metabolizando os 13-hidroperdxidos utilizados nos
experimentos (Fig. 4 — linha tracejada/pontilhada). Além de sua funcdo no
mecanismo de defesa de plantas, as AOSs também tem sido estudadas quanto ao
seu papel no desenvolvimento normal de plantas. Maucher et al. (2000)
demonstraram a sintese de duas isoformas de AOS durante o desenvolvimento de
sementes de cevada com importante atividade na regulacdo dos niveis de AJ, em
células parenquimaticas em torno dos feixes vasculares. Esse acumulo constitutivo
também ocorre em plantas de linho, nas quais niveis basais de AOS foram
detectados em todos os 6érgdos vegetativos, com excecao das sementes, onde a
sintese é mais intensa (Harms et al., 1998). Sabe-se que o0 acumulo de AJ também
esta relacionado a varios processos relacionados ao desenvolvimento de varias
espécies de plantas (Creelman et al., 1992; Creelman e Mullet, 1995; Wasternak e
Parthier, 1997), com isso uma atividade basal constitutiva de AOS, nédo detectavel
em nossos experimentos de “western blot”, poderia ser requerida para a formacéao
de niveis basais de AJ nas plantas de maracuja.

Uma outra explicacdo para esse evento seria a presenca de outras enzimas
em folhas de plantas de maracuja, como a HPL e DES envolvidas no metabolismo
de 13- hidroperoxidos. Essa idéia é corroborada por dados anteriores descritos por
Howe et al. (2000), que demonstraram o acumulo de transcritos de HPL em folhas e
flores supostamente envolvidos na sintese de aldeidos volateis com fungdo na

producao do aroma floral.

5.2. CLONAGEM E ANALISE DO cDNA DA AOS DE FOLHAS DE
MARACUJA

As enzimas AOSs sao consideradas muito importantes em plantas, visto que
seu produto 12, 13-EOT, € um intermediario na biossintese de AJ, que por sua vez
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funciona como um hormdnio vegetal envolvido em varios processos fisiolégicos das
plantas, incluindo o desenvolvimento e as respostas contra estresses. Dessa forma,
a AOS possui um papel essencial, tanto na biossintese de AJ, quanto na resposta
de defesa de plantas dependente de AJ (Howe e Schilmiller, 2002; Devoto e Turner,
2003; Kongrit et al., 2007). Recentemente, mais de 20 AOSs tem sido clonadas de
varias plantas (Howe e Schilmiller, 2002 ; Agrawal et al., 2004) e a analise dessas
proteinas demonstram que as AOS em plantas apresentam significativas
divergéncias de espécie para espécie, no entanto alguns dominios sdo altamente
conservados em todas as espécies (Schuler e Reichhart, 2003; Chehab et al.,
2007). Até o momento, pouco se sabe sobre a atividade de AOS em plantas de
maracuja envolvidas no mecanismo de defesa dessas plantas. Dessa forma, nesse
trabalho, a sequéncias de cDNA de plantas foram utilizadas como modelo para o
desenho de iniciadores degenerados que foram utilizados para a amplificacdo de
um fragmento do cDNA de AOS de folhas de maracuja, apo6s tratamento com MJ
por 12 h. Inicialmente, por RT-PCR, um fragmento de 950 pb foi amplificado e a
analise da sequéncia de aminoacidos deduzidos mostra alta homologia com AOS de
plantas dicotiledoneas e monocotileddneas, tais como: AOS1 de batata e a AOS
tabaco, AOS2 de tomate, AOS de laranja, AOS de Arabidopsis e AOS2 de arroz. A
homologia da AOS de maracuja com as AOS de outras plantas corrobora a
presenca de um gene de AOS em plantas de maracuja. Estratégias parecidas foram
utilizadas por: Sivasankar et al. (2000), que obtiveram um clone parcial de 950 pb do
cDNA de uma AOS de tomate (LeAOS-2), a partir das seqiéncias de AOS
encontradas em gaiule e sementes de linho; e Agrawal et al (2002a) que obtiveram
um clone parcial de AOS de arroz (Oryza sativa) com a utilizacdo de iniciadores
degenerados baseados em seqliéncias conservadas de AOS de cevada e utilizando
como molde RNA total de plantas de arroz tratadas com metil jasmonato por 24 h.
Apesar de preliminares, esses dados serviram como ponto de partida para a
obtencédo do cDNA total da AOS de maracuja. A analise da seqiéncia do fragmento
de 950 pb possibilitou o desenho de iniciadores especificos para a amplificacdo da
regides 5 e 3’ do cDNA (Fig. 8). Esses iniciadores, utilizados em reagdes distintas
(juntamente com o oligo dT), permitiram a amplificacdo e clonagem de 2
fragmentos correspondentes a regido 3° do cDNA de maracujd, incluindo a regiao
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nao traduzida da sequéncia (Fig. 10 e 11); enquanto que a regiao 5’, incluindo a
seqUéncia nao traduzida anterior a ORF do cDNA de AOS foi obtida pela técnica de
RACE 5’ (Fig. 12).

A sobreposicao dos 3 fragmentos obtidos por RT-PCR e RACE 5’ permitiram a
obtencéo da sequéncia completa do cDNA da AOS de maracuja. A seqiéncia total
obtida demonstra uma ORF de 1.512 pb, que codifica uma proteina de 504
aminodcidos, com peso molecular estimado de 56 kDa. Esse peso molecular
estimado corrobora as analises bioquimicas por “western blot” mostradas
anteriormente (Fig. 5). Em varias sequéncias de cDNA clonados em plantas,
observa-se um cédon de parada de traducdo na regidao 5’ ndo codante, anterior ao
cédon de inicio da traducao da proteina, como é o caso da AOS de linho (Song et
al., 1993) e AOSs1 e 2 de tomate (Sivasankar et al., 2000; Howe et al., 2000). Esse
cédon de parada também esta presente na PfAOS reforcando a similaridade entre
essas sequéncias. A sequéncia deduzida de aminoacidos, mostrada na figura 14,
em comparacao com AOS de outras plantas mono e dicotiledéneas, revelaram que
a ha uma homologia maior entre a AOS de maracuja e proteinas AOS de plantas
dicotiledéneas (65 a 68%) quando comparada a homologia com as AOSs de
monocotiledéneas (55 a 56%), demonstrando a similaridade entre as AOSs em
plantas dicotiledéneas.

O dominio mais diagnéstico da familia de citocromos P450 é um motivo
préximo da regidao C-terminal que circunda o sitio de ligacdo a grupamentos Heme
(FxxGxxxCx@G)(Brash e Song, 1995). Em enzimas AOS, uma caracterisitca comum é
a substituicao do residuo inicial fenilalanina (F), por uma prolina (P) como o primeiro
residuo conservado do dominio de ligagdo a grupamentos Heme (Maucher et al.,
2000; Agrawal et al., 2002). Além disso, esse dominio é encontrado com algumas
variagbes formando a regido, P-V-NKQCAG, sendo altamente conservada nos
membros da subfamilia CYP74A de citocromo P450 (Schuler e Reichhart, 20083;
Maucher et al., 2000). A seqiéncia de aminoacidos deduzida da AOS de maracuja,
apresenta todos os residuos conservados, com excecdo de uma transicdo (G*' >
S) em comparacao com a sequéncia de aminoacidos de AOSs de Arabidopsis,
laranja e tomate (LeAOS2) (Howe et al., 2000; Laudert et al.,1996). A alteracao

desse residuo também é observada em AOSs de guaiule e linho, nas quais o
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residuo glicina (G) é substituido por uma glutamina (E) e alanina (A),
respectivamente (Pan et al., 1995; Song et al.,, 1993). Devido a essas variacoes,
esse sitio constitui um alvo de experimentos envolvendo mutagdes que permitam
identificar o papel da estrutura na funcdo de ligagdo a grupamentos heme nas
ACOSs.

Um outro dominio conservado entre os citocromos P450 é a estrutura dentro
da | - Hélice (GxxxT), na qual os residuos G e T estabelecem contato préximo com
o oxigénio (Porter e Coon, 1991). Embora o residuo G esteja presente, o outro
residuo T é substituido em todas as AOSs conhecidas (Song et al, 1993), A
substituicdo do residuo de treonina nas sequiéncias de AQOS, classificadas na
subfamilia CYP74A, é responsavel pela perda da atividade de oxigenase, uma vez
que o residuo esta envolvido no processo de ativacao pelo O,. (Porter e Coon, 1991;
Brash e Song, 1995); Na seqiiéncia de PfAOS o residuo de treonina (T>'%) é
substituido por um residuo de lIsoleucina (I) reforcando a idéia de que o cDNA
clonado é responsavel pela codificacdo de uma AOS. No entanto, essa alteracao
também é verificada em tomate, tabaco e batata que apresentam um residuo de
fenilalanina (F) na mesma posicao (Howe et al., 2000; Ziegler et al., 2001; Stumpe et
al., 2006). Uma outra alteracéo € encontrada em Arabidopsis (Laudert et al., 1996),
laranja (Wu e Burns, nao publicado), linho (Song e Brash, 1993) e guaiule (Pan et
al., 1995) que mantém um residuo de lisina (L) em substituicdo ao residuo de
treonina, assim como ocorre em plantas de arroz (Agrawal et al., 2002a). Variacdes
nesse dominio tém sido largamente descritas nas sequéncias primarias de enzimas
AQOS de plantas (Laudert et al., 1996; Howe et al., 2000; Agrawal et al., 2002) que
mantém um dominio conservado -G-KILF distinto em relagdo ao mesmo dominio -
G-SIFL na subfamilia CYP74B.

Um terceiro dominio conservado na familia dos citocromos P450, encontrado a
aproximadamente 50 aminoacidos apds o sitio |-Helix, € denominado “K- Helix”
(KSVVYETLR), do qual, os residuos glutamato (E) e arginina (R), juntamente com a
cisteina (C) encontrada no sitio de ligacao a Heme, compreendem residuos que séao
universalmente conservados nos citocromos P450, enquanto que o residuo de
serina (S) se mantem comum em todas as AOS (Pan et al, 1998). A PfAOS

apresenta um motivo KSVVYEVLR, e desta forma mantém os residuos conservados
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E e R em sua sequéncia, sem substituicdes. A modificacdo do residuo de treonina

(T376) por uma valina (V), também é observado em plantas de laranja (Wu e Burns,
nao publicado) Outras alteracdes sao descritas em AOS de arroz (Agrawal et al.,
2002) e tomate (Howe et al, 2000) que contém residuos alanina (A), em
substituicdo ao residuo de treonina. A andlise do sitio conservado K-helix, nos
permite verificar uma possivel divergéncia entre as AOS de dicotiledéneas e
monocotiledéneas uma vez que todas as AOS de dicotiledéneas analisadas mantém
os residuos conservados KSVVY, quando comparados as AOS de
monocotileddéneas, arroz e cevada, onde ocorre, em ambas, a substituicdo do
primeiro residuo de valina (V) por uma alanina (A). Como ja& mencionado nessa
secdo, os citocromos P450 sdo geralmente classificados a partir de dominios
altamente conservados na estrutura secundaria e terciaria, mas com variagdes na
seqUéncias priméarias entre os membros de familia de proteinas (Schuler e
Reichhart, 2003). Dados da literatura vém demonstrando que as AOS séao
separadas em dois grupos, as monocotiledéneas e as de dicotiledéneas (Agrawal et
al., 2002). Esta separacao é reforcada pela andlise filogenética mostrada na figura
15. A PfAOS parece compartilhar a mesma origem evolutiva das AOSs de
dicotiledéneas, sendo agrupada juntamente com estas enzimas, principalmente com
a AOS produzida em melao (Tijet et al., ndo publicado). O agrupamento das AOS
produzidas em monocotiledéneas também € claramente reconhecido na analise.
Essa separagao poderia entdo ser explicada pelas pequenas diferencas na estrutura
primaria entre as AOS de mono e dicotiledéneas. Conseqlientemente, analises
detalhadas das diferencas entre as estruturas primarias das AOS produzidas em
plantas poderia ampliar as informacées sobre os papeis dessa enzima no
desenvolvimento das plantas. E interessante observar ainda que a AOS de
maracuja foi agrupada juntamente com AOSs que sdo descritas por estarem
associadas ao mecanismo de defesa de plantas contra o ataque de insetos e
patégenos, estando envolvidas na biossintese de AJ, como é o caso das AOS de
linho, tomate (AOS1 e 2), tabaco e Arabidopsis, (Harms et al., 1995; Sivasankar et
al., 2000; Howe et al., 2000; Ziegler et al., 2001; Kubigsteltig et al., 1999; Park et al.,
2002). Esse agrupamento reforca a idéia de que a PfAOS esteja envolvida no
mecanismo de defesa de plantas de maracuja.
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Baseado nos critérios descritos por Emanuelsson et al. (2000), foi identificado
um peptideo sinal de direcionamento a cloroplasto na regido N-terminal da proteina
deduzida da PfAOS, através da andlise da sequéncia feita no programa ChloroP
(www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP/) indicando que a AOS produzida em plantas de

maracuja tem sua localizacdo no interior dos cloroplastos. A analise demonstra a
presenca de um peptideo sinal de 43 aminoacidos com um enriquecimento de
aminod&cidos hidroxilados serina e treonina (25% de residuos de serina (Ser - 3, 7,
12, 14, 21, 23, 36, 38) e treonina (Thr — 9, 10, 27)). AOS encontradas em plantas,
tais como: linho (Song et al., 1993; Brash e Song, 1995), Arabidopsis (Laudert et al.,
1996) e tomate (Howe et at., 2000; Sivasankar et al., 2000) foram previamente
descritas por possuirem seqiéncias de direcionamento para o cloroplasto, estando
envolvidas na resposta de defesa de plantas contra estresses bi6ticos. Em tomate,
esse evento foi confirmado previamente por Froehlich et al.,(2001), que demonstrou
o direcionamento de AOS para a membrana interna dos cloroplastos voltada para a
regiao do estroma das organelas. Entretanto, seqiéncias similares nado séao
encontradas em AOS de duas isoformas de cevada (Maucher et al., 2000), apesar
de em seus experimentos o autor demonstrar o direcionamento das isoformas para
os plastideos. Esse peptideo sinal também nao é encontrado em plantas de guaiule
(Pan et al., 1995), sendo este o unico exemplo de AOS néao direcionada para o
cloroplasto. De uma maneira geral, a maioria das AOS isoladas ou clonadas de
plantas monocotiledéneas sao descritas por nao apresentarem sequiiéncia de
direcionamento para cloroplastos (Maucher et al., 2000; Haga e lino, 2004).
Contudo, uma AOS de arroz (OsAOS1) apresenta uma sequéncia predita de
direcionamento para cloroplasto (Haga e lino, 2004). A presenca dessa seqiéncia
reforca a idéia da proximidade entre a AOS1 de arroz e as AOS de dicotiledéneas
(Fig. 16).

De acordo com a regra de classificacao utilizada, baseada na comparacao de
sequéncias, descrita por Howe e Schilmiller (2002), a enzima AOS, produzida em
plantas de maracuja, apresenta varios padrdes utilizados para distinguir a familia
CYP74 de citocromos P450. A familia CYP74 é subdividida em quatro subfamilias,
de acordo com a atividade enzimatica e a especificidade ao substrato. Dessa forma,

a analise filogenética feita entre a PAOS e os outros membros da familia CYP74,
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levou a uma melhor identificacdo da subfamilia a qual a enzima pertence. (Fig. 17).
Como resultado, a PfAOS foi agrupada juntamente com os membros da subfamilia
CYP74A, que sdo caracterizados como enzimas AOS com atividade especifica
sobre 13-hidroperéxidos sendo chamadas de 13-A0OS. Esse dado também é
corroborado pela presenca de uma sequéncia de direcionamento a cloroplastos na
PfAOS, visto que todas os membros dessa subfamilia sdo descritos por serem
direcionados para as membranas internas ou externas de cloroplastos (Howe e
Schilmiller 2002). No entanto, analises bioquimicas complementares devem ser
feitas para melhorar o entendimento dos papéis dessa enzima na sinalizacdo de
defesa em plantas de maracuja. Recentemente, Hughes et al (2006b) propuseram
novas regras para a classificacdo das enzimas da familia CYP74, baseando-se na
sua atividade bioquimica. Assim, futuras andlises da atividade bioquimica da AOS
de maracuja sera fundamental na classificagdo dessa enzima dentro das CYP74.
Ap6s o processamento, a proteina ativa predita da seqiéncia de PfAOS
corresponde a 461 aminoacidos, com um peso molecular estimado de ~51 kDa,
reforcando os resultados bioquimicos obtidos nesse trabalho, mostrados nas figura
4 e 5, a partir da imunodeteccdo de uma proteina de peso molecular aproximado

com atividade metabolizadora de 13-HPOT em folhas de maracuja tratadas com MJ.

5.3. LOCALIZACAO SUBCELULAR DA AOS DE MARACUJA

Os dados aqui apresentados mostram a imunolocalizacdo de uma proteina
homéloga a AOS de tomate em folhas de maracuja. Esses dados demonstram que
a suposta AOS de maracuja se acumula nos cloroplastos de células mesofilicas,
preferencialmente na regido do estroma e, em menor freqiiéncia, nas membranas
dos tilacéides (Fig. 18). Em adicdo, nos experimentos foi verificada uma associacao
basal de AOS ao citoplasma celular, que poderia representar as proteinas durante o
direcionamento definitivo para os cloroplastos. Esse acumulo aparentemente esta
associado ao mecanismo de defesa de plantas de maracuja, visto que plantas nao
tratadas com MJ (controle) ndo apresentaram nenhuma marcagdo, quando
incubadas com o mesmo soro imune. Sabe-se que as AOS sao enzimas
responsaveis pela dehidrogenacao de 13-hidroperdxidos, produzidos pela acao de
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lipoxigenases (Vick e Zimmerman,1987). Em adicdo, em plantas de maracuja uma

producdo majoritaria de 13-hidroperdxidos, se deve a atividade de uma
lipoxigenase, localizada, majoritariamente, na regido do estroma de cloroplastos,
induzida em resposta a tratamento com MJ (Rangel et al., 2002). Isso explicaria a
localizagdo de AOS em cloroplastos, no maracuja, visto que a enzima LOX prove
substratos para a atividade de AOS. Uma variedade de AOS produzidas em plantas
sao localizadas nos cloroplastos, como as AOS produzidas em espinafre (Vick e
Zimmerman, 1987), linho (Harms et al., 1995) e cevada (Maucher et al., 2000).
Froehlich et al.,(2001) demonstraram, através da técnica de fracionamento, a
associacdao de AOS a membrana interna dos cloroplastos em plantas de tomate.
Mais recentemente, Farmaki et al (2007), através de experimentos de
imunolocalizacao e fracionamento de cloroplastos, demonstraram que AOS de
batata produzidas constitutivamente em condicbes normais sao localizadas
preferencialmente nas membranas do tilacbide. Esses dados indicam que a
localizagdo de enzimas AOS em varias espécies de plantas pode variar quanto a
sua localizacao no cloroplasto, como também quanto a natureza da associacao na
estrutura do cloroplasto.

Dados encontrados na literatura demonstram que algumas caracteristicas sao
comuns a proteinas direcionadas a cloroplastos em plantas, dentre essas €
mencionada a clivagem de um precursor de AOS durante sua importagao para o
cloroplasto (Froehlich et al., 2001). Esses dados sdo consistentes com a presenca
de um suposto peptideo de direcionamento a cloroplasto na regido N-terminal da
sequéncia predita da PfAOS. Porém, algumas AQOS, apesar de se acumularem em
cloroplastos, ndo apresentam nenhuma sequéncia de direcionamento a cloroplastos
como é o caso das AOS de cevada (Maucher et al., 2000), indicando a existéncia
de outros mecanismos de direcionamento de AOS na célula.

Até o momento, pouca informacéo se tem sobre uma detalhada caracterizacao
bioquimica das AOS de plantas. Hughes et al (2006a) observaram o efeito de
micélas de detergentes na atividade catalitica da AOS de Arabidopsis,
demonstrando um aumento de 48 vezes da atividade da enzima na presenca
detergente, devido a formacdo de associacbes de AOS em micelas. Dados

anteriores, similares a esse, indicam que a AOS de linho apresenta o mesmo padrao
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de ativacdo por detergente (Song e Brash, 1991). Em adicdo, Hughes et al (2006a)
sugerem que o sistema de associacao em micélios de AOS, ocasionado por
detergentes, é similar ao estado de associacdo da enzima a membranas no
cloroplasto (forma microssomal da enzima); enquanto que a auséncia dessas
micélas representa a forma soluvel (ndo associadas a membranas) da enzima.
Dessa forma, a andlise do comportamento das enzimas AOS em relacdo a sua
localizagdo seriam importantes no estudo de sua atividade bioldgica. De maneira
interessante, nossos resultados demonstraram a presenga de AOS nos cloroplastos
de folhas de maracujd, livres na regido do estroma, e em menor quantidade, formas
da enzima associadas as membranas do tilacéide, indicando uma atividade in vivo
de ambos os estados da enzima. Esse padréao de localizagao subcelular pode estar
relacionado a mobilizagdo de formas de PfAOS associadas a membrana para
formas sollveis da enzima. Essa idéia é reforcada pelo resultado demonstrado na
figura 5, onde uma banda protéica de tamanho superior a 94 kDa foi visualizada nos
experimentos de “western blot”, podendo ser o resultado de uma dimerizacado da
proteina de ~50 kDa (conforme discutido anteriormente). Esses dados sao
fortemente corroborados pelos resultados obtidos por Hughes et al (2006b) que
demonstraram, atrvés de andlises por gel filtracdo, a formacdao de um dimero, com
peso molecular de 110 kDa, da AOS de Arabidopsis em presenca de detergente;
enquanto que na auséncia do detergente s6 foram observadas formas monoméricas
com o peso molecular de 55 kDa.

Posteriores investigacdes sobre a atividade biolégica in vivo da AOS de
maracuja, na presenca € auséncia de detergentes, poderiam nos prover maiores
informagbes sobre o comportamento dessa enzima no mecanismo de defesa de
plantas de maracuja, visto que a localizacdo da AOS e outras enzimas da via do
octadecandide, assim como os produtos do metabolismo dessas enzimas séo
determinantes importantes para o padrao de oxilipinas dessas plantas durante sua
resposta de defesa.

5.4. ANALISE DO GENE DE AOS E SUA EXPRESSAO EM RESPOSTA A
FERIMENTO E TRATAMENTO COM METIL JASMONATO
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Utilizando o fragmento de 950 pb clonado, através de analises por “southern
blot™, analisamos a quantidade de cépias do gene PfAOS, no genoma de maracuija.
Como resultados foi possivel observar que o gene se encontra, aparentemente, em
cbpia unica no genoma (Fig. 20). Esse dado é compativel com a quantidade de
genes AOS descritos em outras plantas. Em planta de linho e Arabidopsis, apenas
uma copia do gene foi descrita (Song et al., 1993; Laudert et al., 1996), J& em
plantas de tabaco foram descritas 2 cépias (Ziegler et al., 2001). Em tomate, foram
descritas 3 copias (Howe et al,, 2000; Sivasankar et al., 2000; Iltoh et al., 2002).
Esse mesmo numero é encontrado em cevada (Maucher et al., 2000; 2004). Em
plantas de arroz sdo descritas cerca de 2 a 5 copias do gene (Agrawal et al., 2004;
Haga e lino, 2004; Chehab et al., 2007).

A deteccdo de transcritos de AOS em folhas de plantas em resposta a
ferimento e tratamento com MJ tem sido largamente descrita na literatura.
Sivasankar et al. (2000) demonstraram a inducéo da expressdao de AOS em folhas
de tomate em resposta a ferimento e tratamento com eliciadores envolvidos na
sinalizacdo da resposta de defesa de plantas. Em Arabdopis, foi demonstrado o
acumulo sistémico e transitério de transcritos de AOS em resposta a ferimento
mecanico (Laudert e Weiler, 1998). Em nosso trabalho, foi demonstrado que folhas
de plantas de maracuja obedecem a um complexo controle local e sistémico de
resposta a ferimento. Folhas feridas apresentaram um aumento transitério da
expressdao de AOS, tanto nas folhas injuriadas quanto sistemicamente em folhas
adjacentes nao feridas (Fig. 19). Um acumulo de AOS similar aos obtidos em
plantas de maracuja, também foi descrito em plantas de tomate por Howe et al.
(2000), que demonstraram a expressao induzida de AOS em resposta a herbivoria
com uma cinética comparavel a demonstrada em nosso trabalho. Além disso,
Ziegler et al. (2001), observaram que plantas de tabaco submetidas herbivoria, por
larvas de Manduca sexta, apresentavam a inducao sistémica de transcritos de AOS
apos 1 h decorrido o tratamento. Essa inducao é reforcada quando as plantas sao
tratadas com MJ.

Em plantas de maracuja, a expressao de AOS, também foi demonstrada por
ser induzida fortemente por tratamento com MJ, evidenciado um possivel controle

por feedback positivo, uma vez que a AOS é considerada a enzima chave na rota de
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biossintese do acido jasmonico e seus derivados. A indugdo de transcricao de AOS
por tratamento com MJ também é descrito em linho (Harms et al., 1998),
Arabidopsis (laudert e Weiler, 1998), cevada (Maucher et al, 2000) e tomate
(Sivasanker et al., 2000).

Apesar de varias plantas apresentarem um padrao de intensificagdo da via do
octadecanodide pela adicdo de MJ (Laudert e Weiler, 1998), pesquisas tém
demonstrado que a aplicacdo de MJ nao leva a biosintese de novo de AJ (Kramell et
al., 2000), apesar de provocar um aumento na transcricdo de AOS, conforme
observado em nossos resultados e como descrito por outros autores (Maucher et al.,
2000; Ziegler et al., 2001). Logo, a significancia biolégica da indugédo da transcricao
do gene de AOS em plantas, pela aplicagdo exégena de MJ ainda permanece por
ser desvendada.
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5.5. INDUCAO DE PROTEINAS DEFENSIVAS EM TECIDO FOLIAR DE
PLANTAS DE MARACUJA

Os inibidores de proteinase sdo bem descritos na literatura por serem uma

Discussdo

classe de inibidores reversiveis de enzimas como tripsina, quimiotripsina, papaina,
catepsina, dentre outras. Esses inibidores sdo conhecidos por serem induzidos
tardiamente, em resposta a ferimento e tratamento com MJ, sendo o produto final da
via do octadecandide (Bolter 1993; Siqueira_Junior et al., 2002). Em plantas de
maracuja a indu¢do de inibidores de proteinase cisteinicas em folhas feridas e
tratadas com MJ, foi analisada, levando a observacao e que esse inibidor é induzido
em ambas as condigcdes de estresse. Uma vez que a AOS é responsavel pelo
acumulo de acido jasmoénico em plantas, é razoavel presumir que a indugao da
expressao de cistatina pode ser atribuida a atividade induzida de AOS em folhas de
maracuja. Em tomate, também foi descrita a inducao da expressao do gene AOS
em paralelo com a expressdo de genes que codificam inibidores de proteinase
(Sivasankar et al., 2000). Juntos, esses dados reafirmam o papel da enzima AOS no
mecanismo de resposta de defesa de plantas contra o ataque de insetos
mastigadores (herbivoros).
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6. CONCLUSOES

1. Em plantas de maracuja, a exposicao de folhas a vapores de metil jasmonato
durante 24h induz um aumento da velocidade de metabolizacdo de
hidroperoxidos comparado a plantas ndo tratadas. Esse aumento do
metabolismo de hidroperdxidos pode estar associado a uma proteina de
aproximadamente 50 kDa com suposta atividade de AQOS, sintetizada em
folhas de maracuja nas mesmas condicdes de estresse;

2. Com a utilizagao das técnicas de RT-PCR e RACE 5’ preparadas com RNA
total de folhas de maracuja expostas a vapores de Metil jasmonato, por 12 h,
foi obtido um cDNA que codifica um polipeptideo com alta similaridade a
seqiéncia de AOS de plantas dicotiledéneas e com menor similaridade a
monocotileddneas;

3. A andlise da sequéncia de aminoacidos do cDNA da AOS demonstrou a
codificacao de uma proteina de 504 aminoacidos contendo uma seqtiéncia de
sinalizacao para cloroplastos, que apresenta regides conservadas comuns em
todas as proteinas da subfamilia de citocromos P450. Analises filogenéticas
dos membros da subfamilia CYP74 de citocromos P450 resultou no
agrupamento da AOS de maracuja no ramo da subfamilia CYP74A;

4. Andlises demonstram a presenca de uma unica copia do gene de AOS no
genoma de maracuja que é ativado sistemicamente em resposta a ferimento e
tratamento com metil jasmonato;

5. Analise de microscopia eletrdnica de transmissdo mostrou que a enzima AOS
se acumula nos cloropastos, na regido do estroma e nas membranas dos
tilacéides, em folhas de maracuja em resposta ao tratamento com metil
jasmonato;

6. A inducdo sistémica de inibidores de proteinase cisteinica em resposta a
ferimento e tratamento com metil jasmonaro foi demonstrada através de

ensaios enzimaticos e imuno deteccao.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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