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RESUMO

As proteinas desacopladoras de planta (pUCPs) sdo proteinas integrais de
membrana, localizadas na membrana mitocondrial interna, pertencentes a Familia de
Carreadores de Anions Mitocondriais (FCAM), responsaveis pela dissipagio do
gradiente eletroquimico de prétons, gerado pela respiracdo, como calor. Na presenca de
acidos graxos livres (AGL), as pUCPs facilitam a reentrada de prétons do espaco
intermembranar para a matriz, desviando-os da ATP Sintase, inibindo assim a
fosforilagdo oxidativa. A fungdo dessas enzimas ainda ndo estd completamente
elucidada, mas a literatura sugere a sua participagdo em processos de amadurecimento
de frutos, adaptacdo a situagdes de estresses bidticos e abidticos e prote¢do da célula
evitando a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Sua participagdo na
termogénese adaptativa ¢ questionavel. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar
a atividade enzimatica da pUCP de mitocondrias de hipocoétilos de Vigna unguiculata
(L.) Walp através de ensaios polarograficos, identificar o(s) gene(s) das pUCPs,
estudando a sua expressao em diferentes situagdes de estresses abidticos. A atividade da
pUCP foi avaliada em presenca de acidos graxos (palmitico, linoléico, miristico e
laurico) e BSA tendo succinato e malato como substratos e distintos pHs (6,5, 7,2 e
7,8). As maiores atividades foram obtidas com acido linoleico na presenca de succinato
em pHs mais alcalinos (7,2 e 7,8). Primers degenerados a partir de dez diferentes
pUCPs, denominados pumpl e pump2, foram desenhados para a amplificacdo dos
fragmentos génicos por RT-PCR e PCR. Isolou-se o0 RNA total de folhas de plantulas de
V. unguiculata submetidas a diferentes condigdes de estresses (NaCl 100mM, H,0,
ImM e PEG 200,67g/L) que foram amplificados por RT-PCR, purificados e clonados
no plasmidio pCR4-TOPO. Sete fragmentos génicos de aproximadamente 760 pb foram
seqiienciados, apresentando 100% de identidade entre si. A comparagdo da seqiiéncia
deduzida de aminodcidos desse fragmento de cDNA com a soja revelou 94% de
homologia com GmUCPla e 90% de homologia com GmUCP1b. Os resultados
sugerem que o gene do feijao identificado em V. unguiculata (VUUCP1a) ¢ ort6logo ao
gene GmMUCPla de soja (Glycine max). A expressio de VUUCPla em feijao em

condi¢des de estresses abidticos (salino, oxidativo e osmdtico) através de analise por

XV.



RT-PCR revelou um perfil diferencial, sugerindo indug¢ao de expressiao de VUUCPla
apenas em resposta ao estresse salino. Isolou-se 0 DNA genomico de V. unguiculata e
dois fragmentos génicos (1700 e 1900pb) foram amplificados por PCR. A amplificagdo
de dois fragmentos distintos a partir do DNA gendmico sugere a existéncia de pelo
menos dois genes codificando pUCPs em feijao, sendo assim, a pUCP ¢ codificada por

uma familia multigénica.
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ABSTRACT

The uncoupling proteins of plants (pUCPs) are integral proteins of membrane,
located in the mitochondrial inner membrane, belong the Mitochondrial Anion Carrier
Family (MACF). They are responsible for the dissipation as heat of the electrochemical
gradient of protons, generated during respiration. In the presence of free fatty acid acids
(FFA), the UCPs facilitate the re-entry of protons from intermembrane space for the
matrix and these protons are deviated from the influence of the ATP sintase what leads
to the inhibition the oxidative phosphorilation. The function of these enzymes
completely is still not elucidated, but literature suggests its participation in processes of
fruit maturation, in the adaptation to stress conditions and in cell protection by avoiding
the production of reactive species of oxygen (EROS). The involvement of this enzyme
in adaptive thermogenesis is questionable. The objective of the present work was to
characterize the enzymatic activity of pUCP of mitochondria from hypocotyls of Vigna
unguiculata (L.) Walp through polarographic assays and to identify the(s) gene(s) of
pUCPs, through its expression in different conditions of abiotic stress. The activity of
pUCP was evaluated in the presence of fatty acids (palmitic, linoleic, myristic and
lauric) and BSA, having succinate and malate as oxidizable substrates at different pHs
(6,5, 7,2 and 7,8). The higuest activities were obtained in the presence of linoleic acid,
succinate as substrate and with more alkaline pHs (7,2 and 7,8). Degenerate primers,
obtained from ten different pUCPs, called pumpl and pump2, has been designed for
amplification of the gene fragments through RT-PCR and PCR. The total RNA was
isolated from plants leaves of V. unguiculata submitted to different stress conditions
(100 mM NaCl, 1 mM H,0, and 200,67 g/L PEG) and cDNAs fragments amplified by
RT-PCR had been purified and cloned in the plasmid PCR4-TOPO. Seven cDNA
fragments of approximately 760 pb had been sequenced and presented 100% of identity
among themselves. The comparison of the deduced amino acid sequence of this cDNA
fragment with those of soybean disclosed 94% of identity with the gene GmUCP1a and
90% of identity GmUCP1b soybean gene. These results suggest that the pUCP gene
identified in V. unguiculata (VUUCP1la) is ortologous to the GmUCPla gene from

soybean (Glycine max). The expression of genes of pUCP in beans, under abiotic stress
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conditions (salinity, oxidative and osmotic conditions) analyzed through RT-PCR
disclosed a differential profile what suggests induction of expression of VUUCP1a only
in response to salt stress. The genomic DNA of V. unguiculata was isolated and two
gene fragments (1700 and 1900 pb) had been amplified by PCR. The amplification of
two fragments from the genomic DNA suggests the existence of at least two pUCPs

genes in beans what leads to the conclusion of a pUCP multigenic family.
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INTRODUCAO

As proteinas desacopladoras (UCPs) sdo proteinas integrais de membrana,
localizadas na membrana mitocondrial interna, responsaveis pela dissipacdo do
gradiente eletroquimica de prétons, na forma de calor. Na presenca de acidos graxos
livres (AGL), as UCPs facilitam a reentrada de protons do espaco intermembranar para
a matriz, desviando-os do canal de H™ da ATP Sintase (Fo), inibindo assim a

fosforila¢do oxidativa (Vercesi et al., 2006).

As UCPs pertencem a uma subfamilia que faz parte de uma superfamilia
génica carreadora de anions, denominada Familia de Carreadores de Anions

Mitocondriais (FCAM) (Borecky et al., 2001a; Smith et al., 2004; Sluse et al., 2006).

O modelo estrutural das proteinas carreadoras de anions foi descrito em
eucariotos e propde a existéncia de trés dominios de 100 aminoacidos, cada um com
dois segmentos a-hélices transmembrana hidrofobicos, separados por um giro
hidrofilico extra-membrana no lado da matriz. O transporte de metabolitos e de outros
solutos, através da membrana mitocondrial interna, ocorre as expensas de tais

carreadores (Figura 1) (Laloi, 1999; Millar & Heazlewood, 2003).

Além disso, uma seqiiéncia de consenso chamada de SPTE (Sinal Protéico de
Transferéncia  de  Energia)  “P-x-[DE]-x-[LIVAT]-[RK]-x-[LRH]-[LIVMFY]-
[QGAIVM]” ¢é encontrada em todos os carreadores mitocondriais, contendo uma, duas
ou trés copias deste sinal. As semelhancgas entre esses transportadores indicam que todos

eles s3o membros da superfamilia carreadora mitocondrial (Laloi, 1999).

Os carreadores mitocondriais, em sua maioria, transportam anions (acidos
graxos, ADP, ATP, fosfato, oxoglutarato, malato, aspartato, glutamato, citrato ou
piruvato) e alguns transportam substratos em forma zwitteridnica (ornitina, carnitina ou
glutamina) (Borecky et al., 2001a). Tais transportadores foram distribuidos numa arvore
filogenética, com destaque para as UCPs (Figura 2) (Ledesma et al., 2002). Segundo
Millar & Heazlewood (2003), esses transportadores recebem nomes especificos, de
acordo com o metabolito transportado, dentre eles o transportador de nucleotideo

adenina (TNA), malato-oxoglutarato (TMO) e o fosfato inorganico (TF).
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Figura 1- Modelo estrutural dos dominios das proteinas carreadoras mitocondriais

(Laloi, 1999).
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Figura 2- Arvore filogenética de membros representativos da superfamilia de

carreadores de anions mitocondriais, a qual inclui as UCPs (Ledesma et al., 2002).



A despeito da caracterizagdo bioquimica de tais carreadores em planta, pouco

se sabe sobre a sua caracterizagdo molecular (Millar & Heazlewood, 2003).

O estudo do genoma de Arabidopsis revelou seqiiéncias de 45 proteinas
carreadoras mitocondriais com base na homologia com leveduras e animais, sem
identificacdo dos produtos génicos expressos direcionados para a mitocondria (Millar &

Heazlewood, 2003).

A UCP, um transportador recentemente descoberto em plantas, pode estar
envolvida na regulagdo da fosforilagdo oxidativa por diminui¢do do potencial
eletroquimico de prétons através da membrana mitocondrial interna. A figura 3 mostra a
cadeia de transporte de elétrons ilustrando a UCP e carreadores de fosfato (Pi) e

nucleotideos adenina (TNA) (Laloi, 1999).

Apesar do genoma de Arabidopsis ter revelado a presenga de novos membros
FCAM em planta, a funcdo e a especificidade de cada um permanece sem ser
determinada. Assim, fica claro que o estudo voltado aos transportadores mitocondriais
de planta estd apenas comecando e um maior nimero de analises precisa ser realizado
no sentido de alcancar melhor entendimento sobre as interagdes metabolicas entre

organelas, as quais sao de suma importancia para o seu metabolismo.

1. Breve histérico sobre a descoberta das UCPs

As UCPs foram primeiramente identificadas em mitocondrias de tecido
adiposo marrom de mamiferos em 1976, sendo denominada de termogenina, em
decorréncia de sua fun¢do, posteriormente, nomeada UCP1 (Ricquier & Kader, 1976;
Smith et al., 2004). Por dissipar a energia do gradiente de H" como calor, essa enzima
desempenha papel fundamental na manutengdo da temperatura corporal em recém-

nascidos, aclimatados ao frio e em mamiferos hibernantes (Borecky & Vercesi, 2005).

Bouillaud et al., (1985), clonaram o ¢cDNA da UCPI1, 9 anos depois de sua
descoberta. Em adi¢do a UCP1, quatro outras subfamilias de UCPs ja foram descritas
em mamiferos: UCP2, UCP3, UCP4 e UCP5 ou BMCP (Proteina mitocondrial cerebral)
(Hourton-Cabassa et al., 2004; Sluse et al., 2006).
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Figura 3 — Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial de plantas. As proteinas
envolvidas na transferéncia de elétrons comuns a animais e plantas estdo representadas
em laranja, proteinas especificas de plantas em verde e carreadores mitocondriais
envolvidos na fosforilagdo oxidativa em azul. I representa o complexo da NADH
desidrogenase ou complexo I; II representa o complexo succinato ou complexo II; 111
representa complexo da citocromo ¢ redutase ou complexo III; IV representa o
complexo da citocromo ¢ oxidase ou complexo IV; dehyd, desidrogenase; Succ,

succinato; Fum, fumarato; AOX, Oxidase alternativa; Cyt c, citocromo c (Laloi, 1999).



Somente em 1995, quase duas décadas da descoberta da UCP1, Vercesi et al.,
(1995) detectaram uma proteina desacopladora diferente em mitocondrias de tubérculos
de batata ¢ a nomearam de PUMP - “Plant Uncoupling Mitochondrial Protein”,

significando Proteinas Mitocondriais Desacopladoras de Plantas.

No reino Plantae, o primeiro cDNA homoélogo para UCPL1 foi isolado de uma
biblioteca de flores de batata (Solanum tuberosum) em 1997, sendo denominado StUCP.
Seu perfil de expressao indicou a presenga de RNAm em caules, raizes, flores e frutos,
bem como em folhas estressadas pelo frio (Laloi et al., 1997). Desde entdo, numerosas
UCPs homologas foram identificadas em outras plantas, sendo essas descobertas
responsaveis pela intensificagdo do estudo dessa familia de proteinas (Jezek, 2002;

Hourton-Cabassa et al., 2004; Borecky & Vercesi, 2005).

Além de plantas, UCPs homologas ja foram identificadas em outros
organismos, incluindo animais (Bouillaud et al., 2001; Borecky et al., 2001a), protistas
e fungos (Jarmuszkiewicz et al., 1999 ¢ 2002; Cavalheiro et al., 2004).

A descoberta da UCP em planta e outros organismos pde em evidéncia que a
mesma nao ¢ especifica para tecidos de mamiferos, como se acreditava inicialmente.
Recentemente, a nomenclatura PUMP para proteina desacopladora de planta tem sido
substituida por pUCP (Proteina desacopladora de planta) para evitar equivocos com o
termo PUMP (bomba de proétons), usado para transportadores envolvidos em processo

de transporte ativo (Borecky et al., 2001a).

2. Regulacdo das UCPs

As proteinas desacopladoras regulam de maneira eficiente a fosforilagao
oxidativa. A pUCP, na presenga de acidos graxos livres (AGL), permite o retorno de
protons do espaco intermembranar de volta para a matriz, desviando sua passagem da
ATP sintase, dissipando o gradiente eletroquimico de prétons (AuH") como calor. Isto
resulta num desacoplamento entre respiracdo e sintese de ATP, processo que deu nome

a esta classe de proteinas (Figura 4) (Borecky & Vercesi, 2005).

As pUCPs, assim como as UCPs dos tipos 1, 2 ¢ 3 requerem acidos graxos

como cofatores para a sua atividade. Assim, observa-se que a maior caracteristica
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Figura 4- Cadeia transportadora de elétrons mitocondrial de plantas com destaque para a
pUCP. As enzimas especificas de plantas estdo representadas em amarelo. As bombas
de protons dos complexos I, IIIl e IV bem como o complexo II e a ATP sintase
(complexo V) estdo representadas em vermelho. A pUCP (proteina desacopladora de
plantas) esta representada em verde. Os inibidores dos complexos I, III e IV estdao

indicados.



distintiva da pUCP, bem como de todas as UCPs, ¢ a sua ativacdo por acidos graxos

livres (Hourton-Cabassa et al., 2004).

Por outro lado, as pUCP/UCPs sao inibidas por nucleotideos purinicos, tais
como ATP e GTP (Brand et al., 2004; Cannon et al., 2006; Sluse et al., 2006). Além
desses inibidores, essa enzima ¢ inibida por BSA, que complexa acidos graxos e,
portanto, diminui a disponibilidade dos mesmos como agentes ativadores

(Jarmuszkiewicz et al., 2001).

O efeito estimulador de diferentes acidos graxos foi avaliada na UCP1 de
mamiferos (Jezek & Garlid, 1990) e AtUCP1 (Borecky et al., 2001b), revelando maior

ativacao pelos acidos graxos insaturados (Borecky & Vercesi, 2005).

O é4cido linoléico (AL), um acido graxo insaturado naturalmente abundante em
planta, estimula fortemente o consumo de oxigénio no estado 4 e induz
simultanecamente a queda do potencial de membrana em mitocondrias de tubérculo de
batata (Vercesi et al., 2001) ¢ fruto verde de tomate (Sluse et al., 1998; Jarmuszkiewicz
etal., 1998 ¢ 2001).

Uma selecdo de atividade cinética do fluxo de H™ da pUCP em Arabidopsis,
em sistema de proteolipossomos, com diferentes acidos graxos livres, revelou que a
proteina AtUCP1 recombinante ¢ estimulada por diferentes acidos graxos em extensao
similar, dentre eles laurilico, miristico, palmitico, oléico, linoléico e linolénico. A
atividade supracitada foi maior para os acidos miristico e linoléico e menor para os

acidos palmitico e linolénico (Vercesi et al., 2006).

A pUCP ¢ inibida de maneira dependente do pH (Borecky & Vercesi, 2005;
Vercesi et al.,, 2006). Por exemplo, a AtUCPI recombinante reconstituida em
proteolipossomos ¢ inibida por ATP de maneira dependente do pH (Borecky et al.,
2001b).

A inibi¢do da pUCP por nucleotideos purinicos ¢, além disso, regulada pela
composi¢ao do meio. A presenga de MgCl, anula a inibi¢cdo da pUCP de batata por ATP
(Saviani et al., 1997), como observado em UCP1 de mamiferos (Jezek et al., 1998). Os
fons Mg”>" formam um complexo com o ATP, impedindo sua inibi¢do na atividade da
pUCP. Assim, a concentragio de Mg”" citosolico livre podera regular a eficiéncia da

inibicao da pUCP por nucleotideos purina.



Alguns autores citam também a ativagdo da pUCP/UCPs por espécies reativas
de oxigénio (EROS), tendo como exemplo o radical superoxido (Echtay et al., 2002a;
Considine et al., 2003) ¢ também pela ubiquinona no seu estado redox (Echtay et al.,
2001; Jarmuszkievicz et al., 2004).

Duas possiveis hipoteses de transporte de protons podem ser citadas: na
primeira delas, o transporte de protons ¢ realizado por um mecanismo ciclico de acidos
graxos livres (Figura 5a) e, na outra, os protons sdo transportados diretamente pela
UCPI, que funciona como um canal (Figura 5b), sendo a primeira hipotese atualmente a

mais aceita.

O modelo conhecido como protonoférico foi introduzido por Garlid et al.,
(1996) e considera a hipdtese elaborada por Skulachev (1991), na qual diferentes
proteinas integrais de membranas, nomeadas de carreadores de ions, podem mediar o

uniporte de acidos graxos anionicos.

O modelo tamponante ¢ um mecanismo ciclico, que tem inicio quando os
prétons se ligam a anions de acidos graxos na face externa da membrana interna,
deixando-os com carga neutra. Por simples mecanismo de flip-flop, os acidos graxos
atravessam a bicamada lipidica, liberando os prétons na matriz, ficando novamente com
carga negativa. O ciclo se fecha quando os 4cidos graxos retornam para a face externa
da membrana interna, mediada pela UCP1 (Jezek et al., 1998; Jezek, 1999; Vercesi et
al., 20006).

A UCP tem o sitio ativo com carga liquida positiva, essencial para a
neutralizacdo da carga liquida negativa do acido graxo. Os acidos graxos ligam-se na
UCP em seus grupos carboxilas terminais, que servem como doadores/aceptores de H
por existirem em tais grupos carboxilas os aminodcidos asparagina ou glutamina,
responsaveis pela carga liquida positiva do sitio ativo da enzima. Para a UCP1, residuos
Histina 145 e 147 sdo propostos como liberadores finais de protons dentro da matriz.

(Klingenberg, 1990; Winkler & Klingenberg, 1994; Vercesi et al., 2006).
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Figura 5 — Modelos hipotéticos propostos para os mecanismos de passagem de préotons
H' do espago intermembrana para a matriz: (a) modelo protonoférico de acidos graxos
(FA) e (b) modelo de uniporte de acidos graxos. O acido graxo esta representado como
uma molécula neutra (protonado), com a cabeca hidrofilica representada em verde ou
como anion (desprotonado) representado com cabeca hidrofilica em azul; as caudas

hidrofobicas estao representadas em vermelho (Vercesi et al., 2006).



3. Relacéo entre a pUCP e a AOX

As mitocondrias de plantas possuem a presenca simultdnea de dois sistemas
dissipadores de energia (pUCP e AOX) conduzindo ao mesmo efeito final, resultando
na diminuicao da sintese de ATP (Sluse & Jarmuszkiewicz, 2000; Jarmuszkiewicz et
al., 2001; Calegario et al., 2003; Malgorzata & Jarmuszkiewicz, 2005; Borecky &
Vercesi, 2005).

A Oxidase Alternativa (AOX), descoberta em tecidos de plantas termogénicas,
representa uma ramificagdo na cadeia respiratoria ao nivel da ubiquinona, catalisando a
oxidacdo do ubiquinol pelo oxigénio molecular sem a formacdo de um gradiente
eletroquimico de protons, dissipando a energia redox como calor (Jarmuszkiewicz et al.,

2001; Calegario et al., 2003).

Aparentemente, a Unica fun¢ao fisioldgica 6bvia atribuida para a AOX e pUCP
em tecidos termogénicos especializados em animais e plantas era a geragdo de calor
correlacionada com o aumento da temperatura (termogénese): AOX gerando calor em
espadices da familia Araceae durante processos reprodutivos ¢ pUCP gerando calor em
tecido adiposo marrom de recém-nascidos, mamiferos hibernantes e aclimatados ao frio.
Portanto, como ja citado, a AOX e pUCP, curiosamente, trabalham diminuindo a sintese

de ATP, dissipando energia como calor (Jarmuszkiewicz et al., 2001).

A figura 6 nos mostra as rotas de energia em mitocondrias de plantas a partir
do succinato. Pode-se observar que a via alternativa, formada pelo Complexo 1I-AOX ¢
totalmente dissipadora de energia livre redox e pode ser inibida por 4cidos hidroxdmicos
(Acido Benzohidroxdmico - BHAM), conhecido inibidor da AOX. A via citocromica,
composta pelos Complexos II-III-IV, na presenca de BHAM, conservam a energia
redox num gradiente eletroquimico de protons (ApH"), que pode ser otimizadamente
convertido em ATP (potencial fosfato), levando-se em consideracdo que a via da pUCP
esteja inativa e a fenda de protons (H') seja negligenciavel. Na presenca de AGL, o
ApH" ¢ dissipado através da atividade da pUCP, considerando-se que a ATP sintase
(via citocromica) e AOX estejam inibidas por oligomicina e BHAM, respectivamente

(Sluse & Jarmuszkiewicz, 2000; Jarmuszkiewicz et al., 2001).



4. Caracterizacdo bioquimica

As pUCPs sdo proteinas integrais de membrana com massa molecular aparente
em torno de 30 a 33 KDa (Hourton-Cabassa et al., 2004). A pUCP consiste de 295-320
aminodcidos organizados numa estrutura contendo trés dominios homdlogos. Assim
como para os outros membros da FCAM, as pUCPs possuem esses dominios com cerca
de 100 aminoacidos compreendendo duas a-hélices transmembranas ligadas por giros
hidrofobicos localizados no lado da matriz contendo o sinal protéico de transferéncia de
energia (SPTE) P-x-[DE]—X-[LIVAT]-[RK]-X-[LRH]-[LIVMFY], caracteristico de
todos os carreadores de anions mitocondriais (Figura 7). As UCPs possuem trés copias
deste sinal, enquanto os outros membros FCAM possuem somente uma ou duas copias
deste sinal (Tabela 1) (Borecky et al., 2006). Oito dominios preferenciais tém sido

associados com alguns grupos completos ou especificos de pUCP/UCPs. Os motivos 1 e

2 sdo extensos (50 e 30 aminoacidos respectivamente) e ocorrem em todas as UCPs,
formando uma seqiliéncia dentro de cada dominio de polipeptideo. As trés seqiiéncias
correspondem em torno de 80% da pUCP (Figura 6). Isto nos leva a supor que essas
seqiiéncias foram conservadas durante a evolugdo para a manuten¢do da conformagao
das UCPs. Os motivos 5 e 6 sdo especificos para as pUCPs e estao localizados dentro de

dois giros ou voltas externas, expostos no espago intermembranar (Vercesi et al., 2006).

Uma analise do perfil de cargas deduzida a partir da seqiiéncia de aminoacidos
de UCPs de batata, Arabidopsis e cana-de-agucar estimou seus pontos isoelétricos num
intervalo de pH entre 8.8 e 10.5. Em pH fisioldgico (7-7.5), a carga calculada do
polipeptideo pUCP ¢ cerca de +14 (Vercesi et al., 2006). De acordo com Jezek et al.
(2001), a unidade funcional das pUCPs ¢ um homodimero, sendo necessarios estudos

adicionais para melhor caracterizacdo estrutural dessas enzimas.
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Figura 6 - Vias respiratdrias em mitocondrias de tomate. Complexo II, succinato
desidrogenase; complexo III, citocromo bcl; complexo IV, citocromo ¢ oxidase; AOX,
oxidase alternativa; Cyt, via citocromica; Q, ubiquinona; UCP, proteina desacopladora;
ApH", gradiente eletroquimico de protons formado através da via citocromica; ABHM,
acido benzohidroxamico; KCN, cianeto de potéssio; Olig, oligomicina; GTP, guanosina

trifosfato; BSA, albumina sérica bovina (Jarmuszkiewicz et al., 2001).



Nome da proteina lo Sinal 2o Sinal 2o Sinal

UCpI® PLDTAK VRL-QLQ PTEVVE VR[LM]-QAD PVDVVETRF-[IVINS
ucer PLDTAK VRL-QLQ PTDVVEVRF-QAQ PVDVVETRY -MNS
UCP* PLDTAKVREL-QLG PFTDVVKVRF-QAQ PVDVVETRY -MNS
UCP” PLDLTKTRL-QMQ PTDLVE Vee-QMQ" PADVIKSRI-MNG
BMCPI® PVDLTKTRL-QVO PTDVLEIRM-QAQ PVDVVRTREM-MNQ
AIPUMPI-2 PLDTAKVRL-QIQ PFTDLVEVRL-QIASE PVDVIVMIKSEM-MGD
AIPUMP3 FIDLTETRM-QLH PADLYEVEMOQAD PADVVKTRM-MNG
AIPUMP4 FLDLIEVEM-QLO PADVAMVEM-QAD PYDVIKTRY -MNM
AIPUMPS PLDLIKVEM-QLQ) PADVAMYRM-QAD PVDVIETRY-MNM
AIPUMPG PLDLIKVEM-QLH PADV AMVEM-QAD PIDVVETRM-MNe"
SsPUMPI PLDTAK VRL-QLQ PTDLVE VRL-QAD PVDVVESRM-MGD
SsPUMP2 PLDTAK VRL-QLG PTDLVE VRL-QAE PVDVVESRM-MGD
SsPUMP3 PLDAVKTRL-QLH PADLMEKVREM-QAD PADVIKTRM-MNQ
SsPUMP4 PLDLIKVEM-QLQ PADV AMVEM-QAD PVDVVETRM-MNM
SsPUMPS PLDLIKVEM-QLQ PADVAMVEM-QAD PVDVVETRM-MNM
M2OM4 PIDMVEVEIQLG PFDYVETQI-QKM
AW 20M PIDMIKVRI-QLG PFDYVETQL-OKM
SsMA0OM PIDMVE VRI-QLG PFDYVETQL-QKM

Tabela 1 — Variantes especificas dos sinais protéicos de transferéncia de energia (ETPS).
*Variantes de sinais representativos para todas as espécies de plantas;

® circulos preenchidos representam possiveis delegdes de sinais;
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Figura 7 — Modelo estrutural da proteina AtPUMP1 mantendo regidoes conservadas. Os
motivos 1 e 2 sdo comuns a todos os membros dessa subfamilia e envolvem o primeiro
dominio transmembrana da proteina (regido 2) ou o segundo dominio (regido 1) de cada
repeticdo na proteina. Os motivos 5 e 6 sdo especificos para pUCPs e ambas estdao

expostos no espago intermembranar (Vercesi et al., 2006).



5. Relagdes filogenéticas e estrutura dos genes da familia de pUCPs/UCPs.

As relacdes filogenéticas de seqiiéncias de aminoacidos avaliaveis de UCPs
oriundas de mamiferos, plantas e outros organismos, revelam a presenga de 5
subfamilias bem definidas de UCPs. A subfamilia I contém as UCPI, 2 € 3 em animais.
As pUCPs estdo distribuidas em trés subfamilias: a subfamilia II contendo pUCPs dos
tipos 1 e 2; a subfamilia V agrupando pUCPs dos tipos 4, 5 e 6 e a subfamilia III, que
inclui pUCPs dos tipos 3 de mono e dicotiledoneas, a UCP4 de mamiferos e a UCP de
um eucarioto primitivo Caenorhabditis elegans (CeUCP). Por agrupar um organismo
primitivo, esta ultima subfamilia pode representar um grupo ancestral das UCPs. A
familia IV contém somente uma Proteina Carreadora Mitocondrial Cerebral-1 (BMCP-
1/UCPS5), sugerindo que a BMCP/UCPS5 pode ter se separado de outras UCPs/pUCPs
antes da divergéncia entre mamiferos e plantas. As seqiiéncias dos carreadores malato-
/2-oxoglutarato (M20OM) e a do dicarboxilato (DIC) de varios organismos foram
incluidas como membros filogenéticos muito proximos da FCAM nesta andlise (Figura
8). As subfamilias especificas de plantas estdo subdividas em dois subgrupos
intimamente relacionados correspondentes as pUCPs de monocotiledoneas e
dicotiledoneas, sendo o grupo das monocotiledoneas o mais ancestral (Nogueira et al.,

2005).

Recentemente, Sokolova & Sokolov (2005) elaboraram uma hipotese para a
existéncia da UCP6 em invertebrados, podendo esta representar uma ancestral das
UCPs dos tipos 1, 2 e 3 de vertebrados. Infelizmente, nenhuma seqiiéncia pUCP foi

incluida no presente estudo.

A estrutura genomica e a localizagdo das pUCPs tém sido descritas em alguns
detalhes: o gene AtUCP1 esta localizado no cromossomo 3, enquanto o gene AtUCP2
esta mapeado no cromossomo 5, ambos possuindo estruturas génicas quase idénticas,
consistindo de 9 éxons. Seus pardlogos presumidos (AtUCP3, AtUCP4, AtUCPS e
AtUCP6), recentemente identificados (Nogueira et al., 2005), tém diferentes estruturas
génicas. Os genes AtUCP3 e AtUCP6 possuem somente dois éxons e estdo localizados
nos cromossomos 1 e 5, respectivamente; enquanto AtUCP4 e AtUCP5, ndo possuem

introns, estando localizados nos cromossomos 4 e 2, respectivamente (Figura 9).



Figura 8 — Arvore filogenética ndo enraizada de 5 subfamilias de UCPs representadas
por numeros de I a V e outras seqiiéncias de proteinas carreadoras mitocondriais de

diferentes origens (Nogueira et al., 2005).
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Figura 9 — Estrutura génica das pUCPs de arroz ¢ Arabidopsis. Os retangulos
preenchidos representam os éxons e as linhas entre esses retangulos representam os
introns. As barras indicam bp (pares de bases) do DNA cromossomico (Nogueira et al.,

2005).



Os ortélogos pUCPs de arroz (OsUCP1, OsUCP2, OsUCP3 e OsUCP4)
mostram uma estrutura génica similar para seus correspondentes em Arabidopsis. Os
genes OSUCP1 e OsUCP2 possuem 9 éxons e foram mapeados nos cromossomos 1 e
11, respectivamente. O gene OsUCP3 esta localizado no cromossomo 4, possuindo 2
éxons; enquanto o gene OsUCP4 estd mapeado no cromossomo 8, ndo possuindo

introns.

As comparagoes da distribui¢ao de éxons de varias pUCPs sugerem que esses
genes podem ter se originado através de eventos de duplicacdo génica. Além disso, a
localizagdo dos genes AtUCP1, AtUCP2, AtUCP4 e AtUCP5 dentro ou préximos a
regides duplicadas no genoma de Arabidopsis corrobora com esta hipotese (Nogueira et

al., 2005). Estes achados confirmam a existéncia de distintas subfamilias de pUCPs.

6. Expressado dos genes pUCPs em tecidos especificos

Nas ultimas décadas, o isolamento de cDNA e andlises gendmicas tém
identificado diferentes genes, codificando as proteinas desacopladoras com significante
grau de homologia com a UCPI, sugerindo novos papéis. As proteinas mitocondriais
podem ser codificadas tanto pelo DNA mitocondrial, quanto pelo DNA nuclear. O
genoma mitocondrial codifica somente uma fracao da informagdo genética requerida
para a sua biogénese e funcdo (Mclntosh, 1994). A regulacdo do numero de copias e
transmissdo do genoma mitocondrial estd, indubitavelmente, sob controle nuclear, como

¢ o caso das proteinas desacopladoras.

Ja foram identificadas quatro UCPs homodlogas em mamiferos, sendo elas
UCP2 (especifica de tecido adiposo marrom especializado na termogénese adaptativa),
UCP3 (expressa em diferentes tecidos, principalmente musculo esquelético), UCP4 e
UCP5 ou BMUCPI (expressos em tecido cerebral) (Ricquier & Bouillaud, 2000; Yu et
al., 2000; Hourton-cabassa et al., 2004; Sluse et al., 2006; Vercesi et al., 2006).

As proteinas desacopladoras sdo supostamente encontradas em todos os
organismos eucarioticos (Borecky et al., 2001b). A tnica excegdo conhecida ¢ para a
levedura Saccharomyces cerevisiae, que ndo apresenta nenhuma forma de UCP
(EIMoualij et al., 1997; Borecky & Vercesi, 2005).



A existéncia das UCPs em protozoarios, fungos, plantas, insetos e peixes
sugerem que as proteinas desacopladoras emergiram mais cedo, durante a evolugao,
como um membro distinto da FCAM, provavelmente antes da divergéncia dos reinos

Plantae, Animallia e Fungi (Hourton-Cabassa et al., 2004).

As pUCPs ja foram identificadas em diferentes tipos de plantas, incluindo
mono e dicotiledoneas, bem como em diferentes situacdes de estresses (Nogueira et al.,

2005).

Em batata, Laloi et al.(1997) observaram que o perfil de expressao da pUCP
indicou a presenga de RNAms correspondentes em caules, raizes, flores e frutos, como
também em folhas estressadas pelo frio. Com abordagem similar, Nantes et al. (1999)
também mencionaram uma fraca indugdo do gene StUCP observada em tubérculos de

batata (Solanum tuberosum), expostos a baixas temperaturas (4° C por poucos dias).

No lirio, Helicodiceros muscivorus, uma espécie de planta termogénica, Ito et
al., (2003) isolaram um gene que codifica uma proteina desacopladora putativa
(HmUCPa). Analises de perfil de expressio revelaram que esta HmUCPa foi
ubiquamente expressa em floretos e apéndices termogénicos machos, nao-termogénicos

fémea, bem como em orgdos em formato de espadice (Nogueira et al., 2005).

Dois genes codificando a pUCP em Arabidopsis ja foram caracterizados:
AtUCP1 (Maia et al., 1998) e AtUCP2 (Watanabe et al., 1999). Num recente
levantamento realizado por Borecky et al. (2006), uma provavel familia multigénica de
proteinas desacopladoras em plantas tem sido descrita e caracterizada para a
dicotiledonea Arabidopsis (AtUCP4, AtUCP5 e AtUCP6) e a monocotiledonea cana-de-
acucar (SSUCP1, OsUCP2, OsUCP3, OsUCP4 e OsUCP5). Os membros da familia de
genes pUCP de Arabidopsis e cana de aglcar mostraram diferentes padroes de
regulagdo dependente do tempo de exposicdo ao estresse pelo frio (Nogueira et al.,

2005).

Os padrdes de expressdo distintos das familias génicas entre mono e
dicotiledoneas durante estresse pelo frio sugerem que, de maneira similar as UCPs de
mamiferos, as pUCPs sdo largamente expressas em diferentes células ou na regulagao

transcricional de tecidos e o6rgaos (Borecky & Vercesi, 2005; Borecky et al., 2006).



A espressio da pUCP também pode ser modulada em relacdo a outros
estimulos ambientais. Em Arabidopsis uma regulagdo dependente de estresses foi
observada (Desikan et al., 2001; kowaltowski & Vercesi, 1999; Seki et al., 2002a,
2002b). Além de ser regulado por baixas temperaturas (Nantes et al., 1999, Nogueira et
al., 2003), os genes da pUCP respondem aos estresses por seca/estiagem, ventania
(Cheong et al., 2002) e acido abscisico (ABA). Uma variagdo da expressdo também foi
observada durante a morte celular programada induzida por calor (Swidzinski et al.,
2002) e em resposta a ataque patogénico (Van Weew et al., 2003; Vercauteren et al.,
2001; Whitham et al., 2003). Além disso, um estudo de expressdo por estresse salino
severo foi observado em AtPUMP4 e AtPUMPS5, apresentando-se negativamente

regulado (Seki et al., 2002b).

Junto a A. thaliana, cDNAs de UCPs homologas tém sido identificadas em

arroz, trigo, milho, manga, tomate e representantes termogénicas da familia Aracea

(Hourton-Cabassa et al., 2004).

Em arroz os cDNAs OsUCP1 e OsUCP2 correspondem a 2 genes nucleares
com uma exibi¢do anormal de splicing de RNAm, ocorrendo assim, um processamento
defeituoso do preRNAm, restando, claramente, a auséncia de qualquer pUCP funcional

(Watanabe & Hirai, 2002).

Em trigo, os ¢cDNAs WhUCPla e WhUCP1lb correspondem a RNAm
provavelmente codificados por uma pequena familia multigénica, nao sendo induzidos

por tratamento pelo frio (Murayama & Handa, 2000).

Por outro lado, um simples gene pUCP foi encontrado em milho (ZmUCP). A
expressdao desse gene foi ubiqua e insensivel ao frio (Brandalise et al., 2003a), sendo

induzido por estresse oxidativo (Brandalise et al., 2003b).

A expressio da pUCP ¢ intensificada no estigio de senescéncia de
amadurecimento de frutos de manga (Costa et al., 1999; Considine et al., 2001) e nos
ultimos estagios de amadurecimento de frutos de tomate na propria planta (Holtzapftel
et al., 2002). Estes ultimos resultados estdo de acordo com o fato de que um estado mais
elevado de desacoplamento ¢ observado na respiracdo de mitocondrias isoladas de

tomates verdes quando comparada com tomates maduros (Costa et al., 1999).



Em plantas termogénica da familia Aracea, como por exemplo Symplocarpus
foetidus, foram identificados 2 cDNAs (SfUCPa e STUCPb) isolados de uma biblioteca
de cDNAs de espadice (Ito, 1999). O ¢cDNA SfUCPa e STUCPb foram especificamente

expressos em espadice, em resposta a exposi¢do ao frio.

7. Funcéo das pUCPs

As pUCPs apresentam algumas funcdes durante situacdes de suave
desacoplamento como conseqiiéncia de uma regulagdo transcricional ou bioquimica:
aceleracdo das taxas metabdlicas, acelerando a respiragao; participagao nos processos de
amadurecimento de frutos, participacdo em suave termogénese, prevencao da formagao
das espécies reativas de oxigénio (EROS) como conseqiiéncia do suave desacoplamento
(Jezek et al., 2001), resposta a estresses ambientais (Nogueira et al., 2005; Vercesi et

al., 2006) e contribuig¢@o na eficiéncia fotossintética da planta (Sweetlove et al., 2006).

7.1 - Participacao das pUCPs durante amadurecimento de frutos

Segundo Jezek et al. (2001), existem evidéncias que apdiam a idéia de que a
explosdo respiratdria que ocorre em alguns frutos durante o processo de
amadurecimento estaria ligada a fung¢do das pUCPs. A expressdo dos genes pUCPs ¢
fortemente aumentada nos estagios de senescéncia durante o amadurecimento de fruto,

sugerindo um estagio especifico de regulacao da pUCP.

Em tomate, uma pUCP foi isolada na sua forma ativa e detectada
imunologicamente com anticorpos anti-batata em todos os seus estagios de
amadurecimento. Além de tomate, uma banda de 32 KDa de pUCP ou seu dimero foi
detectada imunologicamente em fragdes mitocondriais de varios frutos climatéricos ou
em frutos os quais se observa um aumento das taxas respiratorias: maga, péra, péssego,
banana, meldo, mamao e manga. A composi¢ao do abacaxi, do pseudofruto morango e
da laranja, um fruto ndo-climatérico, contém antigenos pUCP em suas fracdes
mitocondriais, assim como os demais. Todos esses resultados dao suporte a hipdtese da

participag@o da pUCP no pico da respiracdo climatérica (Jezek et al., 2001).



7.2. Controle da producao das espécies reativas de oxigénio (EROS)

A maior parte da energia aerodbica celular ¢ gerada pela via respiratoria
mitocondrial, onde ocorre a redu¢do do oxigé€nio molecular por quatro elétrons. As
espécies reativas de oxigénio (EROS) se originam de uma reducdo parcial do oxigénio
molecular ao nivel dos complexos respiratorios ou na produ¢do do ubiquinol, formando
elétrons desemparelhados livres, tais como superdxido primario, (O, ) e seu acido
conjugado radical hidroperoxil (HO,"), os radicais hidroxila (OH"), carbonato (COs"),
peroxil (RO, e alcoxil (RO") (Jezek & Hlavata, 2005).

As espécies reativas de oxigénio podem causar danos, tendo como primeiro
alvo, proteinas mitocondriais € DNA, conseqiiente prejudicando o metabolismo celular.
Desta forma, condi¢des que aumentam ou diminuem o nivel de reducdo de carreadores
de elétrons mitocondriais levam a um aumento ou diminui¢do na produ¢do de EROS,

respectivamente (Vercesi et al., 2006).

Os sistemas dissipadores de energia, como AOX e UCP sio relacionados com
a diminuigdo da producdo de EROS in vitro e in vivo, podendo ser considerados como
sistemas antioxidantes enddgenos adicionais, prevenindo danos oxidativos na célula, a
eficiéncia na célula ao nivel de producdo de energia, mas as expensas da fosforilacdo

oxidativa (Sluse & Jarmuszkiewicz, 2000).

Skulachev (1991) demonstrou que a produ¢do de EROS pela mitocondria ¢é
baixa e constante até certo nivel de potencial transmembrana (Ay); todavia, sobre este
limiar a produ¢ao de EROS aumenta quase linearmente com o Ay. O limiar estd na
transi¢do do estagio 3 (respiracao fosforilante) para o estagio 4 (respiracdo basal nao-
fosforilante). Isto induz a postular que a pUCP desempenha um fino ajuste do Ay para

um nivel 6timo da fosforilagdo oxidativa e produ¢dao minima de EROS.

As UCPs podem também ser ativadas por superoxido gerado extra
mitocondrialmente (Echtay et al., 2002a; 2002b) e superdxido gerado na matriz
mitocondrial sob condi¢des nao fisiologicas (Echtay et al., 2002b) ou fisiologicas
(Talbot et al., 2004). Assim, o superoxido produzido pela cadeia de transporte de
elétrons (CTE) pode causar suave desacoplamento da mitocOndria por ativagao da

condutincia de protons das UCPs (Brand et al., 2004). Este suave desacoplamento



diminui a taxa de respiragdo, gerando menos superoxido e diminuindo a tensdao de O,
tecidual e concentragdo constante dos componentes respiratorios no estado reduzido
(Vercesi et al.2006). Estas condigdes diminuem as quantidades dos componentes dos
complexos respiratérios I e III na forma de doador de um elétron (Crofts, 2004), assim

protegendo a mitocondria de danos oxidativos (Kowaltowski & Vercesi, 1999).

As perspectivas do mecanismo pela qual o superdxido ativa a UCP implica na
formacao de um produto da lipoperoxidacao lipidica, 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE),
que induz o desacoplamento da mitocondria através das UCPI, 2 e 3 e também através
de um translocador nucleotideo adenina (TNA) (Echtay et al., 2003). O mecanismo
proposto envolve a ativacdo das proteinas desacopladoras por superoxidos pelo lado da
matriz da membrana mitocondrial interna (Echtay et al., 2002b), onde o superdxido
libera ferro de proteinas contendo centro ferro-enxofre, tais como a aconitase. O ferro
(Fe*") reage com o superédxido, formando radicais hidroxilas, que promovem a geragio
de radicais centrados de carbono, que iniciam a peroxidagdo lipidica, formando
produtos rompidos, tais como 4-hidro-2-trans-nonenal, que ativam as UCPs (Murphy et
al., 2003; Echtay et al., 2003) e pUCP (Smith et al., 2004; Borecky & Vercesi, 2005;
Vercesi et al., 2006), bem como o ANT (Brand et al., 2004), aumentando a condutancia
de protons na membrana interna mitocondrial (Figura 10). Este desacoplamento
induzido ¢ parte de um mecanismo regulatorio proposto para diminuir a geragao de

superdxido mitocondrial, quando este se encontra em niveis muito elevados (Figura 11).

Este possivel papel fisiologico para as UCPs tem sido proposto baseado em
duas observagdes: primeiro, a produgdo de superdxido na matriz a partir do complexo |
¢ altamente dependente da magnitude da forca préton-motora (PMF), e, segundo, o
superoxido da matriz ativa a condutancia de protons das UCPs e induz suave
desacoplamento. No modelo proposto, as UCPs respondem a superproducdo de
superoxido da matriz pela catalise de um suave desacoplamento, a qual baixa a PMF e
diminui a producdo de superdoxido da CTE, atenuando os danos causados pelo

superoxido, as expensas de ligeira diminuicdo da eficiéncia da fosforilagao oxidativa

(Figura 11). Esta retroalimentacao negativa, por proteger a célula de danos causados por

EROS, devem representar uma fungao ancestral de todas as UCPs.
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Figura 10 - Modelo proposto por Brand et al. (2004) para ativagdo dos carreadores

mitocondriais (UCPs e ANT) pelo superdxido através da peroxidagao lipidica.
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7.3. Resposta a estresses ambientais

A inducdo da pUCP pode ser uma conseqiiéncia do aumento da concentracio
intracelular de EROS sob condigdes de estresses bidticos e abidticos, tais como ataque
de patogenos, alta luminosidade, seca ou estiagem, alta ou baixa temperatura e estresse
mecanico. O estresse por salinidade severa apresenta inibicdo da expressdo génica da
pUCP em contraste com outros estresses. Muitas linhas de evidéncias sugerem que a
contribui¢do da pUCP pode ser importante para respostas antioxidantes. Alguns genes
pUCP, por sua vez, apresentam inducao de expressao quando as plantas ficam expostas
aos agentes geradores de estresse oxidativo, assim como, H,O, ou menadiona. Plantas
transgénicas com altos niveis de AtPUMPL1 apresentam um aumento de tolerancia ao

estresse oxidativo (Brandalise et al., 2003a e b; Vercesi et al., 2006).

A indugdo da expressdo do gene pUCP no estresse pelo frio foi observada em
batata e Arabidopsis. Mais recentemente, estudos revelaram que os genes AtPUMP1 e 5
sdo induzidos por estresse causado pela seca e por infecgdo com Alternaria brassicicola
e por virus com genoma de RNA. O gene AtPUMPS também pode ter expressao
induzida por danos causados por fatores de estresse abiodtico, tais como vento, chuva e
granizo; e fatores bidticos, particularmente, por insetos herbivoros, indicando um
possivel papel fisiolégico da proteina AtPUMPS na planta. A expressdo do gene
AtPUMP1 e 2 aumentou durante a morte celular programada induzida pelo calor,
diferentemente do que ocorre na senescéncia, implicando que alguns dos produtos
génicos pPUCP devem desempenhar um papel limitante na formag¢ao de EROS, apds a

exposi¢ao ao calor (Vercesi et al., 2006).

7.4. Termogénese

O desacoplamento entre a respiragdo e a fosforilagdo levam para uma
dissipacdo direta da energia eletroquimica como calor, sugerindo um possivel
envolvimento das UCPs na termogénese. Até o presente momento, esta fun¢do ficou
clara somente para UCP1 de mamiferos, abundante no tecido adiposo marrom, onde
deve constituir até 5% do total de proteinas mitocondriais em mamiferos aclimatados.

As pUCPs estao presentes em mitocondrias de plantas em menor quantidade e



provavelmente ndo estdo aptas para promover a termogénese (Calegario et al., 2003;
Hourton-Cabassa et al., 2004). Outros dados fornecem evidéncias que as UCP2-5
também ndo sdo termogénicas (Argyropoulos & Harper, 2002; Goglia & Skulachev,
2003).

As analises do perfil de expressio de um gene pUCP de Helicodiceros
muscivorus (HmUCPa) (Ito et al., 2003), um lirio arum altamente termogénico, revelam
que este gene ¢ ubiquamente expresso em ambos 6rgaos florais termogénicos € nao-
termogénicos, sugerindo que este produto génico ndo estd envolvido na produgdo de
calor especifico de o6rgdo. A termogénese em plantas parece ser relatada mais
fortemente para a atividade da AOX (Leach et al., 1996). A atividade da AOX leva ao
aumento de temperatura em processos reprodutivos e, possivelmente, ao

amadurecimento de alguns frutos climatéricos (Vercesi et al., 2006).

7.5. Eficiéncia fotossintética

A localizagao das proteinas desacopladoras em plantas (UCPs) na membrana
mitocondrial interna e sua relagdo com a diminuicao das espécies reativas de oxigénio ja
foi discutido anteriormente. Embora suaa funcao catalitica e regulagdo em plantas ja
tenha sido descrita, a fun¢do fisiologica das UCPs em plants ainda nao esta
completamente esclarecida. Para ampliar os conhecimentos das fungdes da UCPs em
plantas, Sweetlove et al. (2006) realizaram analises bioquimicas e fisiologicas de um
gene mutante silenciado em Arabidopsis (AtUCP1) para avaliar se a UCP1 ¢ requerida
para a eficiéncia da fotossintese. A auséncia do gene UCPI resultou em estresse
oxidativo localizado, ndo impedindo a habilidade da planta para resistir a uma ampla
variagdo de estresse abidticos. Entretanto, a auséncia desse gene resultou num fendtipo
fotossintético, sendo detectada uma restricao na fotorrespiracdo com uma diminui¢do na
taxa de oxidacdo da glicina fotorrespiratéria na mitocondria. Esta alteracdo esta
associada a uma diminuicdo da taxa de assimila¢do de carbono fotossintético. Assim,
estes resultados sugerem que a fung¢do principal das UCPs em folhas de Arabidopsis
esta relacionada a manuten¢ao do estado redox da cadeia de transporte de elétrons

mitocondrial para facilitar o metabolismo fotossintético.



OBJETIVOS
Objetivo geral

Realizar uma caracterizagdo bioquimica e molecular das proteinas

desacopladoras mitocondriais de plantas (pUCP) em Vigna unguiculata (L.) Walp.
Objetivos especificos:

- Estabelecer os pardmetros necessarios para o isolamento de fragdes mitocondriais de

hipocotilos de Vigna unguiculata;

- Caracterizar a atividade enzimatica da pUCP, através de ensaios polarograficos,

utilizando-se diferentes acidos graxos;

- Desenhar primers degenerados para amplificar fragmentos génicos codificando pUCPs

em Vigna unguiculata;

-Estudar a expressdo de genes pUCP em Vigna unguiculata sob diferentes tipos de

estresses abidticos;

- Clonar e seqiienciar fragmento(s) de c¢cDNA(s) codificando pUCPs em Vigna

unguiculata empregando primers degenerados;

- Comparar as seqliéncias de aminoacidos deduzidos das seqiiéncias de cDNAs com as

seqiliéncias de aminoacidos de outras pUCPs;

- Construir uma arvore filogenética, estabelecendo relagdes filogenéticas das pUCPs de

Vigna unguiculata com pUCPs de outras espécies de plantas;

- Amplificar fragmentos (clones) genomicos codificando pUCP empregando DNA

gendmico de V. unguiculata e primers degenerados;



MATERIAL E METODOS

1. MATERIAL VEGETAL

Foram utilizadas sementes de feijdo de corda Vigna unguiculata (L.) Walp,
anteriormente denominada Vigna sinesis (L.) Savi e corrigido segundo Verdcourt
(1970). As experiéncias foram realizadas utilizando sementes da cultivar Vita 5
provenientes da Fazenda Experimental da Universidade Federal do Ceara (safra de
2000-2002). Apos a colheita, as sementes foram armazenadas em frascos de vidro, a

uma temperatura de aproximadamente 4°C.

As sementes foram previamente selecionadas e esterilizadas durante 5 minutos,
com uma solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCIl), contendo 5,2% de cloro ativo
diluido 1:5 (v/v), para eliminagdo de possiveis esporos de fungos presentes no
tegumento das sementes. Em seguida, o NaOCl foi retirado, lavando-se as sementes em

agua corrente e posteriormente, em agua destilada.

Para o isolamento de fragdes mitocondriais de hipocétilos de V. unguiculata, as
sementes foram semeadas em papel de filtro embebido em &agua destilada, sendo
posteriormente germinadas por um periodo de sete dias em auséncia de luz. Apos esse
periodo, foram coletados os hipocotilos das plantulas para isolamento da fragdo

mitocondrial.

Para o estudo da expressao génica da pUCP sob condigdes de estresse um
experimento em sistema de hidroponia foi preparado. As sementes foram germinadas
em papel de filtro, embebido em &gua destilada, durante trés dias, sendo entdo
transferidas para um sistema de hidroponia, e submetidas a condi¢des controle e de
estresse, em casa de vegetacdo, at¢ o 7° dia. A condicdo controle consistiu na
manuten¢do das plantulas em solugdo nutritiva (KNOs 1M, NH4sH,PO4 1M, MgSO4 1M,
Ca(NOs), 1M, Fe-EDTA 0,5% e microelementos) ¢ as condigdes de estresse na
aplicagcdo ao meio nutritivo de H,O, 1mM, NaCl 100mM e PEG 200,7 g/L. As folhas

foram coletadas e congeladas em nitrogénio liquido para a extragao de RNA total.



2- CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

2.1. Extracdo da fragao mitocondrial

As mitocondrias de hipocoétilos de plantulas estioladas foram isoladas pelo
método de ITkuma, 1970, modificado por Silva Lima et al. (1977). Os hipocotilos
(aproximadamente 400 g) foram cortados em pedacos de aproximadamente 5 cm,
lavados com agua fria e triturados em liquidificador marca WALLITA, modelo BETA,
com um meio de extracdao (1200 ml), previamente resfriado, contendo: Manitol 0,35 M,
EDTA 2 mM, L-Cisteina 4 mM, BSA 0,1% (p/v) em tampao MOPS 30 mM sendo o pH
ajustado com KOH 5 N para 7.4.

Os hipocétilos foram separados em duas por¢des de 200 g, triturados com =+
300 ml de meio usando 4 pulsos de 1 segundo e o homogenato obtido foi filtrado em
tela de nylon com malha de 150 um. Em seguida, os residuos de hipocétilos foram
submetidos a nova trituragdo mantendo-se a propor¢ao inicial de 200 g/ 300 ml do meio
de extracdo e o novo homogenato foi filtrado na mesma tela. O homogenato resultante
das trituragdes foi submetido a centrifugacao diferencial. Todo o processo de obtencao
do homogenato foi feito em baixa temperatura, com pH mantido em torno de 7 com

KOH 0,1 M, quando necessario.

O processo de centrifugagdo foi realizado em centrifuga refrigerada, marca

IEC, modelo B-22 M, a temperatura de 4° C.

A primeira centrifugacao foi realizada a 1100xg com um rotor GSA, por 10

minutos, sendo o precipitado descartado.

O sobrenadante foi submetido a nova centrifugacdo a 9500xg, usando o
mesmo rotor, por 20 minutos. O sobrenadante obtido foi descartado, e o precipitado,
onde se encontrava a fracdo mitocondrial, foi ressuspenso em meio de lavagem,
contendo Manitol 0,35 M, EDTA 1 mM em tampao MOPS 10 mM, pH ajustado para
7,2 com KOH 5N. Esse procedimento foi realizado com baixo volume de meio de
lavagem, aproximadamente 1 ml, com ajuda de um pincel de cerda macia, de modo

suave, para ndo romper as membranas mitocondriais.

O homogenato originado da ressuspensdo dos precipitados foi transferido para

tubos de centrifuga completando-se o volume com meio de lavagem e em seguida foi
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Figura 12 - Esquema de extragdo de mitocondrias de hipocétilos de Vigna unguiculata
(L.) Walp.



submetido a centrifugagdo a 900xg, com rotor SS34, por 10 minutos. Apds a
centrifugacao o precipitado foi descartado e o sobrenadante foi centrifugado usando o
mesmo rotor, a 9500xg por 20 minutos. Esta etapa foi repetida mais uma vez para
eliminar residuos de BSA contidos no meio de extragdao. A fragdo mitocondrial bruta foi
finalmente obtida ressuspendendo o precipitado resultante em aproximadamente 1 ml de

meio de lavagem.

2.2. Determinagao da proteina mitocondrial

A concentragdo da proteina mitocondrial foi determinada pelo método do biureto
modificado por Gornall et al. (1949). A modifica¢do consistiu na adi¢ao de colato de

sodio, visando a solubilizacao das proteinas das membranas.

Os reagentes foram adicionados na seguinte seqiiéncia: colato de sddio, em
concentracao final de 0,25%; hidroxido de sodio, em concentracao final de 8,0%, com
aliquota de 50 pl da fragdo mitocondrial e sulfato de cobre, em concentragdo final de
1,0%, em um volume final de 3,0 ml. Apds 15 minutos, tempo necessario para
desenvolvimento da coloracao caracteristica do biureto, as leituras foram feitas em
espectofotometro, marca PHARMACIA BIOTECH, modelo ULTROSPEC 2000, em
540 nm. A leitura da absorbancia da amostra foi realizada contra um padrdo branco
composto pelos reagentes supracitados, com exce¢do da aliquota da fracdo mitocondrial.

A concentragdo de proteina foi determinada em relacao a uma curva padrao de BSA.

Partindo-se de 400 g de hipocodtilos, foi obtida a média de 55 mg de proteina

mitocondrial.

2.3. Ensaios polarograficos

Os ensaios polarograficos, com o intuito de medir o consumo de oxigénio pelas

mitocondrias, foram realizados em um oxigrafo, marca HANSATECH, polarizado com



0,8 V, utilizando-se um eletrodo de oxigénio tipo Clark, acoplado a uma camara de
reacdo de volume igual a 1,85 ml. Este eletrodo ¢ constituido por um catodo de platina e
um anodo de prata, unidos por uma ponte de KCl 3 M, isolada do meio por uma
membrana de polietileno. O oxigénio atravessa a membrana, sofrendo reducdo na
superficie do catodo que se encontra polarizada. A despolarizagdo resultante do
processo de oxidagdo do catodo gera uma corrente, estequiometricamente relacionada
com a quantidade de oxigénio reduzido, sendo amplificada e transmitida a um
registrador. A velocidade de difusdo do oxigénio, através da membrana, depende do
gradiente de pressdo existente entre a amostra e a superficie do eletrodo, importando
numa medida direta de concentracao de oxigénio presente no meio. Todos os ensaios
foram realizados a temperatura ambiente (= 25° C). O meio de fosforilagdo consistiu de:
Manitol 0,35 M, MgCl, 5 mM, KCI 10 mM, KH,P04 10 mM. O pH do meio variou de
acordo com o tipo e a necessidade do ensaio (6,5; 7,2 e 7,8), com o volume final da
cubeta de 1,85 ml, sendo a homogeneizacdo garantida por um pequeno agitador

magnético anexado a camara de reagao.

2.4. Célculo do consumo de oxigénio

A quantidade de oxigénio em uma solucao pode ser calculada a partir do seu
coeficiente de solubilidade, o qual ¢ dependente da temperatura e da composiciao

eletrolitica.

No presente trabalho, realizado a 25 °C, o consumo de oxigénio foi realizado em
presenca de Manitol, com concentragao de O, dissolvido no meio de fosforilagdo igual a
230 uM, segundo Fernandes de Melo (1978). A concentragdo de oxigénio na camara de

reacdo foi de 425,5 nmoles / 1,85 ml, equivalendo a 851 natomos de oxigénio/1,85 ml.

Partindo-se da altura do papel do registrador, 185 mm, determinou-se que cada
milimetro corresponderia ao consumo de 2,3 nmoles de O, ou 4,6 natomos de oxigénio,

sendo a velocidade de consumo de oxigénio determinada a partir da seguinte expressao:

V=thxt'1,onde:



. A .|
V = velocidade de consumo de oxigénio em nmoles de O, . min”;

C = 2,3 — constante equivalente ao consumo de oxigénio em nmoles por milimetro de

altura do papel;

h = altura em milimetros percorrida ao longo do papel, varidvel em fun¢ao da origem e

integridade da preparag@o mitocondrial, substrato e vigéncia ou ndo de ADP;

t =1 minuto, que correspondia a distancia horizontal de 12 mm.

2.5. Célculo do controle respiratorio (C.R.)

O controle respiratério foi determinado no pH 7,2, utilizando-se como substrato,
malato (15 mM)/glutamato (3 mM) com adigdes sucessivas de ADP (54 uM),

mensurados segundo Chance & Williams (1956), a partir da seguinte expressao:

C.R.=V3/Vy, onde:

C.R. = Controle respiratorio (coeficiente);

V; = velocidade do consumo de oxigénio no estado 3, em presenca de substrato e
ADP;

V4 = velocidade do consumo de oxigénio no estado 4, em presenca apenas do
substrato.

Na determinagdo do C.R. foi utilizado o segundo estado 4.



2.6 . Calculo da relacdo ADP/O

A relagao ADP/O indica o nimero de moléculas de ADP acopladas ao consumo
de oxigénio ao longo da cadeia transportadora de elétrons. Segundo Chance & Williams
(1956), o consumo de oxigénio de uma suspensdo de mitocondrias, em meio isotonico,
aumenta na presenca de um substrato, assim como a adicdo de ADP provoca um
aumento imediato na taxa de utilizacdo de oxigénio. A duracdo do aumento desse
consumo ¢ dependente da concentragdo de ADP adicionada ao meio de reacdo,
considerando que a quantidade de oxigénio utilizada ¢ proporcional a de ADP
fosforilado, convertido em ATP, podendo ser calculada diretamente a partir dos

tragados polarograficos.

Partindo-se da premissa de que a preparagdo mitocondrial esteja integra, a
relacdo ADP/O varia segundo os valores teoricos de 2 ou 3, de acordo com o substrato

oxidado.

A relagdo ADP/O foi calculada segundo Chance & Williams (1956), através da

seguinte expressao:

ADP/O=ADP x h'' x C, onde:

ADP = nmoles de ADP adicionados ao meio de reagao;

-1 o1, . A .
h™ = altura em milimetros, percorrida ao longo do papel, na vigéncia do consumo de

ADP e de substrato indicativa do estado 3;

C = 4,6 — constante equivalente ao consumo de oxigénio em natomos por milimetro de

altura de papel.



2.7. Avaliagdo da integridade da membrana externa

A integridade da membrana mitocondrial externa foi avaliada comparando-se a
oxidagdo do citocromo C pelo ascorbato, em presenga dos meios isotonico e hipotonico,
conforme descrito por Neuburger et al (1982), em pH 7,2. O principio desta avaliacdo ¢
que a molécula do citocromo c, reduzida pelo ascorbato, ¢ oxidada pela cadeia
transportadora de elétrons por ocasido da ruptura da membrana mitocondrial externa,
que por sua vez ¢ impermeavel ao citocromo c¢. O estimulo do consumo de oxigénio
pelo citocromo ¢ reduzido ¢ fun¢do do grau de ruptura da membrana externa, sendo o
estimulo méximo obtido sob condi¢des hipotdnicas. Assim, o grau de integridade da
membrana externa foi avaliado através da comparagao do consumo de oxigénio entre os

dois meios, sendo expresso em porcentagem.

No ensaio em meio isotonico (meio de fosforilagdo) foram feitas as seguintes
adi¢des: 1 mg de proteina mitocondrial, ascorbato 5 mM, citocromo ¢ § mM ¢ KCN 1

mM em um volume final de 1,85 ml.

No ensaio em meio hipotdnico, inicialmente, 1 mg de proteina mitocondrial era
adicionada a 0,925 ml de agua milli-Q e a mistura homogeneizada, a alta velocidade,
por 3 minutos. Em seguida, eram adicionados 0,925 ml de meio de fosforilacdo,

ascorbato 5 mM, citocromo ¢ 8 mM e KCN 1 mM, em um volume final de 1,85 ml.

A inibi¢do do consumo de oxigénio pelo KCN, em ambos os meios, demonstra

a participagdo da citocromo oxidase mitocondrial.

2.8.Caracterizac¢do da atividade da pUCP

A caracterizagdo da atividade enzimatica da pUCP foi realizada
polarograficamente através do estimulo do consumo de O, por 4cidos graxos e inibi¢do
por BSA.. Ao meio de reacdo foram previamente adicionados Propil-galato 0,1 mM,
ATP 170 uM, rotenona 5 uM e oligomicina 2,5 uM/mg de proteina e o tracado
polarografico era iniciado adicionando-se 1 mg de proteina mitocondrial. Succinato 8
mM e malato (13 mM)/ glutamato (3 mM) foram utilizados como substratos oxidaveis.

Apos a adicdo destes substratos, 10 uM de &cido linol¢ico (AL), bem como outros



acidos graxos (palmitico, miristico e laurico), na mesma concentragdo, foram usados. A
inibi¢do do consumo de oxigénio foi dada pela adicdo seqiiencial de BSA 0,5% e KCN

1 mM.

3 - CARACTERIZACAO MOLECULAR

3.1. Desenho dos primers para pUCP

Os genes da pUCP de Vigna unguiculata foram amplificados por PCR utilizando
“primers” degenerados, desenhados com base nos motivos conservados presentes em
UCPs de plantas “PLDTAK VRLQLQ (N-terminal)” e no motivo “IMFLTLEQ
(carboxila terminal)” em pUCPs de plantas do tipo 1 e 2. Abaixo estdo as seqliéncias
dos primers deduzidos Pumpl e Pump2, obtidos a partir do alinhamento de seqiliéncias

de aminodacidos de 10 diferentes pUCPs (Figura 13).

Seqiiéncias dos primers deduzidos:

Pumpl: 5 CYAAAGTTAGRCTBCAGC 3’

Pump2: 5 ARAACATDATNACATTCCA 3°



Pumpl: 5" CYAAAGTTAGRCTBCAGE 3

Trizo TaWalICF1h - —— AATRSSFRRVE LSS AL A5 CEREVCE REVEL L PAR--— - 47

Trigo TaWalCPla == e e TR S FRRVF LSS AL AS CRREWCT T L0 402 4L, m&----- 47

Arroz QsUCFla MR SSFRRVFES SAE MCEREWCTT 28 L L R AALATCE S - - - 46

Batata S{UCP MGG NEES DI SERGLERS SRERACERERCTL 08 (85 300 I~~~ IR 55

Tomate SiUICP ICCCNHECES DT CFACT FAS CAFRACE AERCTL U8 0 s 0 ) G- ic 55

Arabidopsis AIFUMP -G SDL SLPET FACS AERACYGEY S s LA — - —-¥T 53

Lirio HmUCPa “HEHRDSEES DI SPGERFASSAFRACFRELL Ak KK ST RGDG—— - == TS G4

Milho ~MPEIGSHEDT STRCRFTASATARCFRE ICTI 8 Lp 5L 0 M N WWARRAS GORRRR. 59

Arror QsUCP?2 ~HIP -EHGSEP DI S FRGEF THSICARCE REWT n L. ] [= ——— 51

Arahidopsis ATUCP2 ==MANFEPRIEISFLETFICSAF RACF RELCT f IE ===== f3

Trizo TaWaUCPIh I SPYDUKSRIOEES TYRSTHOCH AKTLKNDGLAARYKCE TRNFC R SN TR - - -~ 286
Trige TaWallCPla CIG STUDVUR SEHEDS -TY RS TF ICF RETLERDEL ARFWKGE TRRFCE ESER)-—-— -—-— 2§
Arroz OsUCPla mmmmmmmm BESIL-= == ==== ZIF
Batata S{UCP CIGSPVDVUK SRMMEDS <FIF KNTPLICE VCTLEND G LAF YRE TPRFGELG YFUKSLE SP--— 206
Tomate StUCP CIGSP DU SEMHEDS AV KNTLICE VETLENDGR LAFY VF TP HFGRLGSV AMVE ENEE 5P——— 306
Arahidopsis AIPUMP  CIGSPVDUKSEMED ST ICE VK TLESDEF MR WKGE TPNPEELGTE 0 e LT AKRY VBFLDRSKEN 306
Lirio HmIIC'Pa CICSPDVURSIOLDS “TYESTLICE IRTEKNICE LAFYHCE LANEGRLC Y ST EVIVETIEAR .- — 204
MIlE CUCSPUDNUE SEMHED S iV S TL ICFVETL ERDCE LAFYECE LPH] DL FURERTS———
Arroz OsUCE? CWESPVIVUE SEMM=DS -RCTS T DCE YETLERD G LA VR LFNFRRLG OMLEUREPGS—— 300
Arahidopsis AfUCP?  CIGSRTIAUKSRIOEDS -THRNTICE TRTHKTBCE MAFWKGE LENFT RLG TV ) FFLREVLYE-— 305

Pump?, 3' ACCTTACANTADTACAARA 5°

ONDE: B=ARS, ¥ =0T, B=CAT, D=ANNT, H=ACOQ/T

Figura 13 — Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos de 10 diferentes pUCPs, feito
no programa Clustal X (Thompson et al., 1997), mostrando as regides utilizadas para
deducdo dos oligonucleotideos degenerados dos primers Pumpl e Pump2. As
seqiiéncias de aminodcidos utilizadas foram obtidas do GenBank. Trigo (AB042429 e
AB049997), arroz (AB049997 e AB049998), batata (AJ002586), tomate (AF472619),

Arabidopsis (AJ223983 e AB021706) e lirio (AB088762).



3.2. Extrag¢do de RNA total

A extragdo de RNA total de folhas de V. unguiculata, cultivar Vita 5,
submetidos a diferentes tratamentos: controle, H,O, ImM, NaCl 100mM e PEG 200,7
g/l foi feita utilizando o “RNeasy Plant Mini Kit” — QIAGEN. Folhas de V.
unguiculata (200 mg) foram maceradas em nitrogénio liquido com auxilio de gral e
pistilo até a obtengdo de um pd fino, que entdo foi transferido para um eppendorf
contendo 900 ul de tampao RLT e 20 pl de B-mercaptoetanol. A mistura no eppendorf
foi homogeneizada por uma vigorosa agitagao em “vortex”. A amostra homogeneizada
foi aplicada numa mini coluna do “kit” (“QIAshedder spin columm”- lilas, acoplada a
um tubo coletor de 2 mL) e em seguida centrifugada a 10600g por 2 minutos a
temperatura ambiente em centrifuga 5415C, rotor F-4518-11 (Eppendorf, Alemanha).
Um total de 900 pl do eluato foi entdo recuperado, transferido para um novo tubo
eppendorf de 2 mL e adicionado 0,5 volume de etanol 95% (450 pl) misturado por
pipetagem. Posteriormente, transferiu-se o volume dessa mistura para a coluna de
fixacdo de RNA (“RNeasy Plant Mini Kit”- rdsea, acoplada a um tubo coletor de 2 mL)
e centrifugou-se a 10.600g por 15 segundos. O eluato foi descartado, adicionou-se 700
ul de tampao RW1 a coluna e centrifugou-se novamente a 10.600g durante 15 segundos
descartando-se o eluato. Em seguida, a coluna foi lavada duas vezes com 500 ul de RPE
centrifugando-se a 15 segundos e 2 minutos, respectivamente. O RNA total foi eluido
da coluna com 40 pl de 4dgua livre-de RNase, centrifugando-se a 10.600g por 1 minuto.
O RNA total foi quantificado, analisado por eletroforese em gel de agarose 1,5% e

armazenado a -20° C para subseqiientes reacdes de RT-PCR.

3.3. Quantifica¢do e avaliacdo da qualidade do RNA total

A quantificacao de RNA total foi realizada em espectrofotometro a 260 nm em
cubeta de quartzo. Para o célculo da concentragdo utilizou-se a seguinte relagdo:

densidade otica igual a 1 corresponde a uma concentracdo de 40 pg/mL de RNA total.



A pureza dos RNA totais foi calculada através da relagdo de absorbancia

Ase0/a280 que deve ficar entre 1,8 e 2,0.

A integridade do RNA total foi avaliada a partir de eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampdo TBE Ix (tris- 90 mM, acido bérico 90 mM e EDTA 2 mM).
As amostras foram preparadas com 1/10 do volume do tampao de carga contendo azul
de bromofenol 0,4% (m/v), xyleno cyanol 0,4% e glicerol 50% (v/v). A migragdo foi
feita a 80V.

3.4. Ensaios de expressdo da pUCP
3.4.1. Transcricao reversa (RT)

Amostras de RNA total, isolados a partir do “RNeasy Plant Mini Kit”
(QIAGEN) foram submetidas a uma reacao de transcri¢ao pela enzima transcriptase
reversa. O ensaio foi realizado em tubos de eppendorf de 500 pl, usando a Onniscript

Transcriptase Reversa (Qiagen) contendo a mistura de reag@o na tabela 2.

A mistura de reagao foi submetida a 70° C por 5 minutos e transferida
imediatamente para o gelo. A reacdo de transcri¢ao reversa foi realizada a 37° C por

uma

hora e em seguida a transcriptase reversa foi inativada aquecendo-se a 75° C por 10

minutos. As amostras foram guardadas a - 20° C.

3.4.2. Reacdo em cadeia da DNA Polimerase (PCR)

Os produtos da reagdo de transcricdo reversa (cDNA) e os primers
degenerados, deduzidos anteriormente foram utilizados para amplificagdo do(s)
gene(s) da pUCP através da reagdo em cadeia da Polimerase (PCR). A mistura de
reagdo ilustrada na Tabela 3 foi submetida a ciclos de PCR (Tabela 4) num

termociclador, da marca MJ RESEARCH, PTC-200 (Pertier thermal cycler).



Tampao 10x 2 ul

dNTP mix (5mM cada) 2 ul

Oligo dT,s 6 pmoles/ul 10 pl
RNA total 2 pg Variavel
Onniscript Transcriptase Reversa 4u/ pl 1 ul
Agua DEPC q.s.p. 20 ul

Tabela 2- Mistura de reagdo da transcri¢do reversa usando RNA total de Vigna

unguiculata




Tubos Volume
cDNA 5ul
Agua Milli-Q 28,3 ul
esteéril

95° C por 5 minutos — gelo por 2 minutos
dNTPs 5 mM 2 ul
Tampao 10x Sul
MgCl, 50 mM 2,5 ul
pump 1 17 pmol/ 2 ul

ul

pump 2 17 pmol/ 2 ul

ul

Actina F 20 pmol/ 1,5 ul
ul

Actina R 20 pmol/ 1,5 ul
ul

Taq Su/ pl 0,2 ul

Tabela 3 - Mistura da reacdo de PCR para amplificagdo do(s) gene(s) da pUCP de

Vigna unguiculata



Temperatura (° C) Tempo (minutos)
95 5
95 1
53 1
72 2
30 CICLOS
72 10
4 Indefinido

Tabela 4 - Programa de PCR utilizado para amplificacdo do(s) gene(s) da pUCP em

Vigna unguiculata



3.5. Eletroforese dos produtos amplificados por RT-PCR

Uma eletroforese em gel de agarose 1,5% foi realizada para observacao das
bandas correspondentes ao(s) cDNA(s) da pUCP e da actina. O desenho dos primers
da actina, usado como controle constitutivo, foi realizado com base em alinhamentos
de seqiiéncias de aminoacidos de soja e Vigna radiata. A composi¢do do gel de
agarose 1,5% continha TBE 1X (Tris-Borato 45 mM, EDTA 1 mM) como tampao de
corrida. 5 uL de cada amostra amplificada bem como marcador na concentragdo de
500ng (A DNA/digerido por Hind III - AMERSHAN PHARMACIA BIOTECH)
foram aplicados no gel. A eletroforese foi realizada em aparelho da marca
PHARMACIA, modelo GNA 100 (7.5x10cm), utilizando-se uma fonte regulavel de
corrente continua BIO RAD (Power- pac 300) com amperagem constante de 60 mA,
por aproximadamente 2 horas, a temperatura de 25°C. O gel foi fixado com brometo
de etidio submetendo-se a agitagdo por 15 minutos numa solugdo a 0,5 pg/ml. O gel
foi lavado em 4gua durante 15 minutos e em seguida visualizado e fotografado
usando um transluminador acoplado a um video de monitoramento ¢ a uma

registradora.

3.6. Purificagao dos produtos de RT-PCR

A amostra de RT-PCR, estresse por H;O, 1 mM, foi purificada com o
objetivo de eliminar produtos inespecificos amplificados. Nesse intuito, 40 puL do
produto de RT- PCR foram aplicados em gel de agarose 1,5 %, e, apds corrida
eletroforética, a banda de 760pb foi cortada do gel e purificada, utilizando-se o kit de
extracdo do gel. (QIAquick Gel Extraction Kit - Qiagen). A banda foi pesada para
adicionar-se o tampao QG (propor¢ao de 300uL para 100 mg de gel) e em seguida a
mistura foi submetida a 50° C durante 10 minutos para a dissolu¢ao do gel, agitando-
se de 2 em 2 minutos em aparelho Vortex. Uma vez dissolvido, o homogenato foi
aplicado numa coluna acoplada a um tubo coletor e centrifugado a 20.800g por 1
minuto, descartando-se o eluato. Em seguida, a coluna foi lavada com 700 ul de
tampao PE (com etanol 100%), seguido de duas centrifugagdes, a 20.800g por 1

minuto, para eliminar todos os residuos de etanol. A coluna foi transferida para um



novo eppendorf de 1,5 ml, deixando-se “em repouso” por um intervalo de 5 minutos.
O fragmento purificado foi eluido adicionando 50 pl do tampao EB a coluna e
centrifugando-a a 20.800, por 1 minuto. Uma segunda elui¢ao foi feita obtendo-se

100 pl da amostra com tampao EB.

A amostra foi concentrada através de precipitacdo em etanol e ressupensao
num pequeno volume de agua mili-Q estéril. Assim, a amostra foi precipitada
adicionando-se 80 ul de dgua estéril, 20 pl de acetato de s6dio 3M e 500 pl de etanol
100% (-20° C) e deixando-se a mistura incubada a -20° C por 2 horas. Em seguida, a
amostra foi centrifugada a 17.900g por 15 minutos e o precipitado, praticamente

invisivel, foi ressuspenso em 10 pl de agua mili-Q estéril.

A confirmag¢do da purificagdo do fragmento de cDNA da pUCP foi
observada através de uma eletroforese em gel de agarose 1,5% usando 1 ul do

produto purificado.

3.7. Ligacao inserto-vetor

O cDNA purificado foi clonado no vetor pCR4-TOPO (INVITROGEN). A
mistura de reacdo da ligagdo do produto de RT-PCR ao vetor plasmidico pCR4-
TOPO esta ilustrada na Tabela 5.

A mistura de reagdo acima foi incubada a temperatura ambiente por 15
minutos, e em seguida, colocada no gelo. Adicionou-se 3 pl da reagdo a 0,5 vial (25
ul) de células competentes E. coli Machl™-T1® levada ao gelo por mais 15
minutos, transferida para um banho-maria de 42° C por 45 segundos e retornada
imediatamente ao gelo. Adicionou-se 250 pl de meio SOC a temperatura ambiente,
cultivando-se em seguida as células a 37° C por uma hora, sob agita¢do de 200 rpm.
As células foram plaqueadas em meio LB 4gar ampicilina (100 pug/mL) e incubadas a

37° C durante toda a noite.



Produto de PCR 4 ul

Solugdo salina (1,2M NaCl e 1wl
MgCI2 0,06 M)

Agua estéril 0,5 ul
pCR4-TOPO VETOR (10ng/ 0,5 ul
ul)

Tabela 5 — Mistura de reagdo da ligacdo do produto de RT-PCR ao vetor pCR4-
TOPO.



3.8. Vetor de clonagem pCR4-TOPO

Existem diferentes vetores de clonagem, contudo os mais usuais sao o0s
obtidos a partir de genoma viral e de plasmidio bacteriano. Nesse trabalho foi
utilizado o vetor plasmidico pCR4-TOPO (Invitrogen), um sistema conveniente para
a clonagem de produtos de PCR (Figura 13). Esse vetor apresenta um tamanho
molecular de 3956 pb, com um sitio promotor para Plac e LacZo—ccdB,
respectivamente. Esta regido promotora LacZa—ccdB compreende o sitio de
clonagem para produtos de PCR entre as bases 294-295. Este vetor apresenta ainda
um gene de resisténcia a kanamicina no intervalo de bases de 1159-1953 e um gene

que confere resisténcia a ampicilina entre as bases 2203-3063.

O vetor plasmidico pCR4-TOPO permite uma sele¢do direta de
recombinantes através de disrupg¢ao do gene letal ccdB em E. coli. O vetor contém o
gene ccdB ligado a por¢do C-terminal do fragmento LacZa. A ligagdo do produto de
PCR impede a expressao do gene de ligagao LacZa —ccdB, permitindo o crescimento
apenas de recombinantes positivos, quando comparada com a transformagdo nas
células TOP10. As células contendo o vetor ndo recombinante ndo crescem apos o
plaqueamento. Assim, um ensaio de diferenciagdo entre colonias azuis e brancas nao

¢ necessario.



LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site

[ | | [
201 CACACAGGAA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

ﬁSpel Pst | leel E(.l'oRl E¢|>0Rl Ntinl
| |

261 GACTAGTCCT GCAGGTTTAA ACQGAATTUGC CCAGGGC GAATTCACGG

CTGATCAGGA CGTCCAAATT TACTT G GCAEMRECEICGIMTTCCCG CTTAAGCECC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

g |
311 | CCGCTAAATT CAATTCGCCC TATAGTGAGT CGTATTA'CAA TTCA[CTGGCC GTCGTTTTAC

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCRAAATG

Figura 14 — Mapa génico e de restri¢do do vetor plasmidial pCR4-TOPO. Esse vetor
possui: regido promotora Plac (2-216); promotor LacZa—ccdB (217-810), sitio de
liga¢do de primers universais M13 forward (355-370);gene que codifica a
kanamicina (1159-1953) e ampicilina (2203-3063).



3.9. PCR em colonia

Os clones positivos crescidos nas placas LB 4gar ampicilina (100 pg/mL)
foram detectados através de PCR em coldnia. Assim, as colonias foram tocadas com
um palito estéril, repicadas numa nova placa LB agar contendo ampicilina 100
ug/mL e as células remanescentes no palito foram homogeneizadas em 50 pl de dgua
estéril. 5 pl das células homogeneizadas foram usados na reacdo de PCR conforme
Tabela 6 e o programa de PCR utilizado foi o mesmo descrito na Tabela 4. As placas
repicadas foram colocadas em estufa a 37° C para crescimento das colonias por toda

a noite.

3.10. Mini preparacao de plasmidios por lise alcalina

A mini preparacao de plasmidios consistiu em purificar os plasmidios

recombinantes para posterior seqiienciamento (Sambrook et al., 1989).

Inicialmente, cada uma das coldnias positivas foi tocada com palito
estéril sob chama de fogo, inoculadas em 10 ml de meio Terrific Broth em presenga
de ampicilina 0,Img/ml e deixadas sob agitagdo por uma noite, a 37° C. No dia
seguinte, um estoque de colonias foi preparado adicionando-se 750ul de cultura a
250ul de glicerol autoclavado e guardado a — 70° C. Duas aliquotas de 1,2 ml de
cultura, em eppendorfs de 1,5ml, foram usadas para a purificacdo de plasmideos. As
culturas foram centrifugadas a 2700g por 2 minutos, o sobrenadante foi descartado e
as c¢lulas precipitadas foram ressuspensas em 200ul de solugao Al (ver item 3.10.2),
utilizando um Vortex. Adicionou-se 300ul de Solucdo A2 (ver item 3.10.2),
deixando-se a amostra em repouso por 5 minutos a temperatura ambiente. Foram
acrescidos 300ul da solucdo de acetato de potassio 3M pH 5.2 (Solugao A3 - ver
item 3.10.2), na temperatura de 4° C e a mistura resultante foi centrifugada a 17900g
por 10 minutos. O precipitado foi descartado, o sobrenadante foi misturado a uma
solucao de Fenol/Cloroformio 1:1(v/v), homogeneizado por inversao e centrifugado
a 17900g por 5 minutos. A fase aquosa foi recuperada, acrescida de um volume igual
de Isopropanol 100% a 4° C (homogéneo) e centrifugada a 18500g por 10 minutos. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 500l de etanol



Tubos 1-10

Agua Milli-Q 27 ul
estéril

Colodnias Sul

100° C por 5 minutos

dNTPs 5mM 2 ul
Tampao 10x S5ul
MgCl, 25 mM Sul
PUMP1 2l
PUMP2 2ul

Taq 2 ul

Tabela 6 — Mistura da reagdo da PCR em coldonia para detec¢do do(s) gene(s) da

pUCP.



80%. Posteriormente, o precipitado foi ressuspenso em 32ul de dgua de RNAse
100ug/ml, e deixando a temperatura de 37° C por 20 minutos. Em seguida, 8ul de
NaCl 4 M e 40ul de PEG 8000 13% foram adicionados a amostra, deixando-se em
banho de gelo por 20 minutos. Nova centrifuga¢do a 14000 por 15 minutos a 4° C foi
realizada e o precipitado formado foi lavado com 500ul de etanol 80% (previamente
resfriado a 4° C). A amostra foi centrifugada a 17900g por 5 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o DNA plasmidico precipitado foi ressuspenso em 20ul de agua

estéril.

3.10.1. Preparacdo de meios de culturas

1) LB Agar
SNACT 1% 10g
-Peptona/Triptona 1%........ccccccveevvenneenne. 10g
-Extrato de levedura 0,5%......ccccccecueenneenee 5g

Adicionar um pequeno volume de dgua estéril e ajustar pH para 7 com solugao
de NaOH 5 N. Aferir para volume de 1 litro com agua destilada. Acrescentar 20 g de

agar e autoclavar a solucao.

2) Meio LB liquido

NACT 1%, lg
Peptona/Triptona 1%.......ccccveeveverveneeennne lg
Extrato de levedura 0,5%........ccccoeeevveennnnn. 1,5¢

Adicionar agua estéril, ajustando o pH para 7.0 com solu¢ao de NaOH 5 N.
Aferir volume para 100mL com agua destilada

3) Meio Terrific Broth

Bacto- triptona...........ccoeeceeeiieniienienn 1,2¢
Extrato de levedura...........cccoceeeeninnins 2,4¢g
GHCEIOL.oeoeiiiiiieeee e, 0,4 mL



Agua deionizada q.S.p...c.ceveeeeeeeeeeeenn. 100 ml

Apos aferir volume com agua deionizada para 100 ml, o meio foi dividido em
aliquotas de 10 ml em 10 erlenmeyer, sendo o material levado a autoclave em

seguida.

4) Meio SOC

- Triptona 2%

- Extrato de levedura 0,5%
- NaCl 10 mM

- KC12,5 mM

- MgCl, 10 mM

- MgSO4 10 mM

- Glucose 20 mM

Aferir volume com dgua deionizada para 10 ml.

3.10.2. Solug¢des usadas na mini preparagdo de plasmideos

1) SOLUCAO A1

Tris (25 MM).cooiiiiiiieeeeeeee e 0,302¢g

EDTA (10 MM)..ooiiiiiiiieiieeee e 0,292¢g
AGUA QS P 100ml

PH e 8,0

Autoclavar a solucao



2) SOLUCAO A2 ( Preparar na hora do experimento )

NaOH (0,2N)..eviiiiiiiiieeeiieeeeee e 25 mL (Estoque 0,4)
SDS (1 %0).uueieeeeieieeeeeee e 25 mL (Estoque 2 %)
Volume final.........cccoeviieeiiiiieeieeeeeeeen 50 mL

Nao autoclavar a solucao

3) SOLUCAO A3

CH;COONa ( Acetato de potassio 3 M ).....ccceeeveennnee. 12,30g
AGUA .S P et 50 mL
PH e 52

Nao autoclavar a solucao

Armazenar a solugio a 4° C.

3.11. Seqiienciamento

As amostras plasmidiais purificadas foram seqiienciadas no Departamento
de Genética/IB - Unesp, Botucatu, Sao Paulo, usando-se o kit Big Dye (Applied

Biosystems) e um seqiienciador automatico modelo ABI 377 (Applied Biosystems).

3.12. Alinhamentos de sequéncias e analises filogenéticas

Os alinhamentos de seqiiéncias, bem como a constru¢do de arvore
filogenética da pUCP foram feitos usando o programa CLUSTAL-X (Thompson et
al., 1997).

3.13. Isolamento de DNA gendmico

O DNA gendmico foi isolado de folhas jovens e sauddveis obtidas de

plantulas com 4 dias de germinacdo (Doyle & Doyle. 1987).



Um tubo Falcon com 10 ml de tampao CTAB e 10 ul de B-mercaptoetanol foi
previamente colocado em banho-maria a 65°C. Aproximadamente 1g de folhas
jovens foi macerado em nitrogénio liquido com auxilio de gral e pistilo, até se obter
um pod fino. O macerado foi entdo adicionado ao tampao CTAB e colocado em
banho-maria a 65°C por 10 minutos, agitando-se de tempo em tempo. Ao macerado
foram adicionados 10 mL de cloroférmio/alcool isoamilico (24:1), agitando
suavemente, sendo em seguida, centrifugado por 20 minutos a 1400 g. A fase aquosa
foi recuperada e submetida a nova extragdo com cloroférmio. Em seguida, foi
adicionado ao tubo Falcon 2/3 de volume de isopropanol e agitado, suavemente, por
inversdo. O DNA foi precipitado na forma de filamentos, deixado por 30 minutos a
temperatura ambiente, centrifugado por 15 minutos a 12 000 g ¢ em seguida, o
precipitado foi lavado com 10 mL de solucdo de lavagem (etanol 75% e acetato de
amonia 10 mM) e deixado sobre a bancada por 20 minutos. O sobrenadante foi
eliminado suavemente e o precipitado aderido as paredes foi recuperado com auxilio
de um papel "kleenex". O precipitado foi ressuspenso em 0,75 mL de tampao TE em
tubos eppendorf de 2 mL, sendo adicionados 10 pL de solu¢do de RNAse (10pg/mL)
e incubados a 37° C por 15 minutos. A solugéo foi dividida em dois tubos de 2 mL e
precipitada pela adigao de 190 pL de acetato de amonia 7,5 M e 1,2 mL de etanol
absoluto em cada tubo e deixada a temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo foi
centrifugada a 22 900 g por 10 minutos, o sobrenadante foi eliminado, o precipitado
foi lavado com etanol 70% e deixado secar sobre a bancada. O precipitado
correspondente ao DNA gendmico foi ressuspenso em 200 uL de TE e incubado por

20 minutos a 65°C com a tampa aberta.

O grau de pureza do DNA foi medido através de densidade optica (DO) a

260, 280 e 230nm e a qualidade do mesmo foi avaliada em gel.

3.14. Eletroforese do DNA

Para verificar que as extragdes do DNA gendmico foram bem sucedidas
quanto a degradagdo, pureza e quantificagdo uma eletroforese em gel de agarose

0,7% foi realizada. O gel de agarose foi preparado em TBE 1X (Tris-Borato 45 mM,



EDTA 1 mM). Foram aplicados em cada poco 0,5ug de DNA e a corrida
eletroforética foi realizada em aparelho da marca PHARMACIA, modelo GNA 100
(7.5x10cm), utilizando-se uma fonte regulavel de corrente continua BIO RAD
(Power- pac 300), com amperagem constante de 60 mA por, aproximadamente, 2
horas a temperatura de 25°C. Em seguida, o gel foi fixado com solugdo de brometo
de etidio (0,5ug/ml) sob agitagdao por 15 minutos e lavado com agua por 15 minutos.
Enfim, o gel foi visualizado e fotografado usando um transluminador, acoplado a um

video de monitoramento e a uma registradora.

3.15. Amplificagdo do(s) fragmento(s) genomico(s) codificando pUCPs em V.

unguiculata.

Amostras de DNA gendmico de Vigna unguiculata (Cultivar Vita 5) foram
submetidas a amplificacdo através de PCR utilizando os primers degenerados

pump I/pump?2, conforme a mistura de reacgao ilustrada na tabela 7.

A PCR foi realizada em um termociclador MJ RESEARCH PTC-200 (Pertier
thermal cycler) utilizando um gradiente de temperatura de anelamento de acordo

como esta descrito tabela 8.



Tubos DNA feijao V-5 lpug
DNA Vita 5 5 uL
0,2pg/pL
H,0 estéril 30,9 uL
100° C por 5 minutos
dNTPs 5 mM 2 ul
Buffer 10 X 5uL
MgCl, 50 mM 2,5 uL
Primer pump1
17pmol//uL 1,8 ulL
Primer pump?2
17pmol//pL 1,8 uL
Taq Su/uL 1 uL

Tabela 7- Mistura da reagdo de PCR para amplificacdo de fragmentos gendmicos

codificando pUCP em V. unguiculata.



Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
Desnaturacao 92 1

Anelamento 38,44.5,47.9,51.9,55.3, 2

(gradiente 38 a 62° C) 62

Alongamento 72 2

CICLO 40x

Extensdo 72 10
Armazenamento 4 indefinido

Tabela 8- Programa de PCR utilizado para amplificagdo de fragmentos gendmicos

codificando pUCP em V. unguiculata.




RESULTADOS
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

Integridade da membrana mitocondrial externa

A figura 15 mostra uma avaliagdo da integridade das mitocondrias de
hipocotilos de Vigna unguiculata (L.) Walp. cv Vita 5. Os tragados polarograficos
revelam o estado de integridade da membrana mitocondrial externa com as
mitocondrias incubadas em meios isotonico (A) e hipotonico (B) na presenca de
ascorbato SmM, citocromo ¢ 8mM e KCN ImM em pH 7,2. Pode-se observar que as
mitocondrias em meio isotonico (A), ou seja, sem ruptura induzida pela tonicidade do
meio, apresentam um consumo de oxigénio de 16,1 nmoles de O,.mg de proteina . min
! decorrente da reducio do citocromo ¢ pelo ascorbato devido a um certo grau de
ruptura da membrana mitocondrial externa, ocasionado pelo processo de isolamento
mitocondrial. J4 em meio hipotonico (B), onde as mitocondrias estariam submetidas a
um grau maximo de ruptura, o consumo de oxigénio foi de 73,6 nmoles de O,.mg de
proteina 1 min ! , isto ¢, 4,6 vezes mais elevado do que o observado com as
mitocondrias em meio isotonico. Esses resultados permitem estimar, conforme esta
descrito em Material e Métodos, a integridade mitocondrial que foi de 78,13%. O grau
de integridade da membrana mitocondrial externa foi semelhante em 3 experimentos

independentes.

Relacdo ADP/O e Controle Respiratorio (C. R.)

A figura 16 apresenta o consumo de oxigénio da fragdo mitocondrial de
hipocotilos de Vigna unguiculata (L.) Walp cv Vita 5, na presenca de malato (13 mM)/
glutamato (3 mM) como substrato oxidavel, seguido de sucessivas adi¢gdes de ADP
(54uM), em pH 7,2. Apos as adigdes de ADP, foram medidos os consumos de oxigénio
nos estados 3 ¢ 4, e foram determinados os C. R. ¢ as relacdbes ADP/O, como esta
descrito em Material e M¢étodos. As demais preparagdes escolhidas para serem

utilizadas com outros objetivos apresentavam sempre tracados comparaveis aos da



0, 0.2
50 nmoles KCN “H
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L
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Figura 15 — Consumo de oxigénio dependente de ascorbato (Asc) e citocromo ¢ (CIT c)
de mitocondrias de Vigna unguiculata (L.) Walp cultivar Vita 5. Os nimeros ao longo
dos tragados referem-se ao consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™

min’.
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Figura 16 — Oxida¢dao do malato/glutamato em presenga de ADP por mitocondrias de

Vigna unguiculata (L.) Walp em pH 7,2. Os numeros ao longo do tragado indicam o

e A . , - .-
consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de proteina™ . min” .



Figura 16, tomada como padrdo. Dois ciclos de fosforilagdo nas mitocondrias foram
desencadeados pelas adigdes sucessivas de ADP, sempre mostrando maior consumo de
oxigénio na vigéncia do estado 3, com valores comparaveis aos encontrados em
mitocondrias de sorgo por Fernandes de Melo (1978) e por Lima-Junior (1999) em

mitocondrias de feijao.

Para fins da avaliacao das relagdoes ADP/O e C.R., foram utilizados os valores de
consumo de oxigénio, em nmoles de O,. mg de proteina . min ', nos estados 3 ¢ 4,
durante os 2° e 3° ciclos de fosforilacdao. As relacoes ADP/O foram de 2,17 e 2,5 ¢ os

C.R. de 4 e 5 respectivamente.

Caracterizacao da atividade enzimatica da pUCP em Vigna unguiculata

A atividade da pUCP foi avaliada polarograficamente através do estimulo do
consumo de O, exercido por acidos graxos livres e inibicdo por BSA 0,5% na presenca
de 0,lmM de propil galato (inibidor da Aox), 2,5 uM de oligomicina (inibidor da
ATPase mitocondrial) e 170 uM de ATP usando malato/glutamato e succinato como
substratos. Os tragados polarograficos mais semelhantes a média em 3 experimentos

independentes sao ilustrados nas Figuras 17 e 18.

A Figura 17 mostra a taxa de respiracdo de mitocondrias isoladas de hipocotilos
de Vigna unguiculata evidenciando a atividade enzimatica da pUCP apo6s a adi¢do de
acido linoléico (AL) 10 uM, em pH 6,5 (A), 7,2 (B) e 7,8 (C) usando succinato (8§ mM)
como substrato oxidavel. Em pH 6,5 (A), a adi¢do de AL ndo estimulou o consumo de
oxigénio contrariamente ao observado nos pHs 7,2 (B) e 7,8 (C). Em pH 7,2 o AL
estimulou a respiragdo de 55,2 para 84,9 nmoles de O,.mg de proteina . min '
correspondendo a 65% de estimulo enquanto que em pH 7,8 (C), o consumo de
oxigénio passou de 31,3 para 43 nmoles de O,.mg de proteina ~'. min "' correspondente

a 54% de estimulo induzido pelo AL. Como também pode ser observado, a adi¢do de

BSA 0,5% ap6s AL inibiu o consumo de O, em 22, 13 e 14% nos pHs 6,5, 7,2 ¢ 7.8,



respectivamente. A adicdo subseqiiente de cianeto de potdssio (KCN) bloqueou a

respiragcdo mitocondrial.

A Figura 18 mostra a taxa de respiracdo de mitocondrias isoladas de hipocdtilos
de Vigna unguiculata revelando a atividade enzimatica da pUCP apos a adigdo de acido
linoléico (AL) 10 uM nos pHs 6,5 (A), 7,2 (B) e 7,8 (C) usando malato (13
mM)/glutamato (3 mM) como substrato oxidavel. Em pH 6,5(A) a adicdo de AL 10 uM
nao estimulou o consumo de oxigénio. Em pH 7,2 (B), a adicdo de AL estimulou o

consumo de oxigénio de 18,4 para 27,6 nmoles de O,.mg de proteina ™. min '



Figura 17 — Oxidagdo do succinato em presenca de acido linoléico (LA) por
mitocondrias de hipocoétilos de Vigna unguiculata em pH 6,5 (A), 7,2 (B) ¢ 7,8 (C). Os
nimeros ao longo do tragado indicam o consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de

P | |
proteina . min .
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Figura 18 — Oxidagdo do malato/glutamato em presenca de acido linoléico (LA) por
mitocondrias de hipocétilos de Vigna unguiculata, em pH 6,5 (A), 7,2 (B) e 7,8 (C). Os
numeros ao longo do tragado indicam o consumo de oxigénio em nmoles de O, . mg de
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proteina . min .



equivalendo a um estimulo de 50%. Ja em pH 7,8 (C), o consumo de oxigénio passou de
12,7 para 18,4 nmoles de O,.mg de proteina . min ' correspondendo a um aumento de
45% na respiracao mitocondrial. A adicao de BSA 0,5% inibiu o consumo de O, em
27%, 27% e 14% nos pHs 6,5, 7,2 e 7.8, respectivamente. A adi¢do subseqiiente de

cianeto de potassio (KCN) inibiu completamente a respiragdo mitocondrial.

A ativagao da pUCP por AL 10 uM em diferentes pHs (6,5, 7,2 ¢ 7,8), usando
succinato e malato como substratos, foi avaliada através de uma média representativa de
3 experimentos independentes (Figura 19). Essa avaliacdo revelou até inibicdo do
consumo de O, em pH 6,5 enquanto que nos pHs mais alcalinos (7,2 ¢ 7,8) a adi¢cdo de
AL estimulou a respiragdo. Os maiores estimulos foram observados usando-se succinato
como substrato apresentando estimulos de aproximadamente 60% em pH 7,2 e 50% em
pH 7,8. Usando-se malato como substrato, os estimulos foram em torno de 40% em

ambos os pHs.

A Figura 20 mostra o percentual de estimulo de consumo de oxigénio usando-
se malato (13 mM) como substrato oxidavel apds a adicdo de diferentes acidos graxos
(linoléico, palmitico, miristico e laurico), na concentragao de 10 uM, em diferentes pHs
(6,5, 7,2, 7,8). Os maiores estimulos de consumo de O, foram observados em pHs 7,2 ¢
7,8 usando acido linoléico e corresponderam a aproximadamente 40%. Em pH 6,5
nenhum estimulo foi observado usando esse acido graxo. O acido palmitico apresentou
um percentual de estimulo equiparavel entre os 3 pHs variando entre 7 e 11%. Ja o
acido miristico revelou um estimulo crescente com o pH, apresentando percentuais de 6,
11 e 22 % nos pHs 6,5, 7,2 e 7,8, respectivamente. Por outro lado, o acido laurico

mostrou estimulo apenas em pH 7,8 correspondendo a aproximadamente 16%.
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Figura 19 — Percentual de estimulo do consumo de oxigénio por acido linoléico em
mitocondrias de hipocoétilos de Vigna unguiculata, em diferentes pHs, tendo succinato
ou malato como substratos correspondendo a média de trés experimentos

independentes.
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Figura 20 — Percentual de estimulo do consumo de oxigénio por acido linoléico,
palmitico, miristico e laurico em mitocondrias de hipocotilos de Vigna unguiculata, em
diferentes pHs, tendo malato como substrato correspondendo a média de trés

experimentos independentes.



CARACTERIZACAO MOLECULAR DA pUCP DE Vigna unguiculata

Aplicagdo de estresse abiotico em plantulas de Vigna unguiculata

Para avaliar a expressdo génica da pUCP em folhas de Vigna unguiculata,
cultivar Vita 5, diferentes estresses abiodticos (NaCl 100mM, H,O, ImM e PEG
200,67g/L) foram aplicados em plantulas ap6s 3 dias de germinacao e deixadas durante

4 dias quando as folhas foram coletadas para a extragdo de RNA total.

O perfil de crescimento das plantulas variou conforme os diferentes estresses
aplicados em comparagdo as plantas controle (Figura 21). Em condi¢do de NaCl 100
mM, observou-se uma significativa reducdo da éarea foliar e do epicdtilo. As raizes e
hipocotilos também apresentaram redug¢do no tamanho, entretanto foi menos evidente

do que em folhas e epicotilos.

O estresse causado por H,O, 1 mM, aparentemente, provocou uma redugao mais
uniforme em todas as partes da plantula. Um detalhe marcante nessas plantulas foi a

auséncia de desenvolvimento de raizes secundarias.

A condi¢ao PEG 200,67 g/L proporcionou reducdo do crescimento das
plantulas semelhante as estressadas por H;O, 1 mM, exceto pelo desenvolvimento de

algumas raizes secundarias.

Extracdao de RNA total

A Figura 22 mostra a eletroforese de RNA total extraido de folhas de plantulas
de Vigna unguiculata submetidas a diferentes condigoes de estreses: (1) controle, (2)
NaCl 100 mM, (3) H,O, 1 mM e (4) PEG 200,67 g/L.

A eletroforese do RNA total de folhas revelou a presenga de trés bandas
principais correspondendo aos RNAs ribossdmicos (rRNAs) 258, 18S e 16S. A relagdo
de absorbancia Ajso/azg0, que avalia a pureza do acido nucléico isolado, apresentou

valores entre 1,8 e 2,0 para todos os RNAs extraidos (dados ndo mostrados).



Controle NaCl 100 mM H,0, 1 mM PEG 200,67 gL

Controle NaCl H,0, PEG
100 mM 1 mM 200,67 ¢/

Figura 21 — Plantulas de Vigna unguiculata cv. Vita 5 submetidas a diferentes estresses

abioticos apos 3 dias de germinacdo e 7 dias de desenvolvimento.
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Figura 22 — Eletroforese em gel de agarose 1,5% de RNA total isolado de folhas de
Vigna unguiculata nas condigdes: 1) controle, (2) NaCl 100 mM, (3) H,O, 1 mM ¢ (4)
PEG 200,67 g/L .



Expressao de gene(s) da pUCP em folhas de Vigna unguiculata

Empregando os primers degenerados, a acumulagdo de transcritos da pUCP
foi analisada em V. unguiculata cv. Vita 5, através de RT-PCR (Transcrigdo Reversa
seguida da Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase) usando-se primers degenerados da
pUCP (pumpl/pump2) e RNA total extraido de folhas nas condi¢des controle (1), NaCl
100 mM (2), H;O, 1mM (3) e PEG 200,67 g/L (4). Os ensaios foram realizados usando-
se Actina como controle constitutivo a fim de obter uma analise semiquantitativa de

transcritos da pUCP (Figura 23).

Os resultados de RT-PCR revelaram a amplificacio de um fragmento de
cDNA de tamanho molecular esperado de 760 pb em todas as condi¢des testadas.
Conforme pode ser observado na Figura 23, ndo houve diferenca aparente nas
quantidades de transcritos de folhas estressadas por H,O, 1 mM (3) e PEG 200,67 g/L
(4) em relagdo a condig¢ao controle (1). Por outro lado, a condicdo NaCl 100 mM (2)

apresentou leve aumento no nivel de transcritos.

Clonagem e sequenciamento de gene (s) da pUCP de folhas de Vigna unguiculata

Purificacdo do produto de RT-PCR

O produto de RT-PCR obtido da condi¢do de estresse oxidativo (H,O, 1mM) foi
escolhido para clonagem e seqilienciamento a fim de se verificar se o0 mesmo codificava
pUCP em V. unguiculata. O fragmento foi purificado do gel de agarose usando-se
QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) (Figura 24).



Figura 23 — Analise dos transcritos da pUCP em folhas de Vigna unguiculata sob
condigoes de estresses abioticos: 1 - controle; 2 - NaCl 100 mM; 3 - H, O, I mM e 4 -
PEG 200,67 g/L. Actina foi utilizada como controle constitutivo.
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Figura 24 - Eletroforese em gel de agarose 1,5 % do produto de amplificacdo da pUCP

purificado.



PCR em coldnia

O fragmento de cDNA purificado foi clonado no vetor plasmideo pCR®4-
TOPO® (Invitrogen) e os clones positivos foram identificados através de PCR em

colonia usando-se os primers pump 1/pump?2.

A Figura 25 mostra os sete clones positivos que foram revelados dentre 15
clones testados correspondendo aos pocos 4, 5, 6, 11, 12, 13 e 14. Apos purificagdao dos
plasmidios e sequenciamento, os referidos clones revelaram um cDNA de 760 bp, com

100% de identidade entre si.

Alinhamento de seqiiéncias e analise filogenética

A Figura 26 mostra um alinhamento das seqiiéncias deduzidas de aminoacidos
das pUCPs de soja GmUCP1la (AF452027), GmUCP1b (AF452028) com a sequéncia
deduzida de aminoacidos do cDNA de Vigna unguiculata (VuUCP) obtido através do
programa Clustal X (Thompson et al. 1997). A seqiiéncia deduzida de aminoacidos da

VuUCP apresentou 94% de identidade com a correspondente seqiiéncia de UCPla e

90% de identidade com UCP1b de soja.

O alinhamento das diferentes seqiiéncias mostra 12 regides consensuais com
pelo menos 6 aminoacidos dispostos nessa ordem: LQLQKQA, TIAREEC,
SALWKGIVPGLHRQC, DHVGDVPLSKKILA, ALAVANPTDLVKVRLQAEGKL,
PGVPRRYS, GSLNAYSTIVRQEGVGALWTG,
GPQIARNGIIQAAELASYDQVKQTILKIPGETDNVV-THLLAGLGAGFFAVC,
GSPVLVVKSRMMGDSSY, KTLKNDGP, AFYKGF, PNFGRL. Nas zonas de
consenso estdo destacados por barras os 3 sinais de proteinas de transferéncia de energia

(SPTE) (Figura 26).

Usando-se a seqiiéncia de aminoacidos deduzidos, identificada em V.
unguiculata, bem como de outras 20 proteinas pUCPs, incluindo pUCPs do tipo 1 ao
tipo 6, construiu-se uma arvore filogenética da pUCP (Figura 27). Nessa arvore,
observa-se que a VuUCP apresenta maior proximidade filogenética com a GmUCP1la
do que com a GmUCP1b e também revela que essa proteina estd agrupada no mesmo

ramo filogenético da AtUCP1 (ou AtPUMP1) de Arabidopsis.
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Figura 25 - Eletroforese em gel de agarose 1,5% dos clones recombinantes contendo o
cDNA amplificado com os primers degenerados Pumpl/Pump2 através de PCR em

colonia.



1° SPTE
Jr—]
GmUCPla

VignaUCP
GmUCPlb

GmUCPla
VignaUCP
GmUCPlb

GmUCPla
VignaUCP
GmUCPlb

GmUCPla
VignaUCP
GmUCPlb

GmUCPla 241

VignaUCP 241
GmUCPlb 241

Figura 26 — Alinhamento das seqiiéncias deduzidas de aminoacidos deduzidos de cDNAs
codificando a pUCP de V. unguiculata (VUUCP) e soja (GmUCPla ¢ GmUCP1b) obtido
através do programa Clustal X (Thompson et al. 1997).
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Figura 27 - Arvore filogenética de 19 proteinas deduzidas de seqiiéncias completas de
cDNAs alinhadas com a seqiiéncia da VUUCPla construida através do método
neighbor-joining do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). As ramifica¢des
estdo desenhadas de forma proporcional a distancia genética. Os nimeros de acesso as
seqiiéncias publicadas no GenBank sdo mostrados a seguir: Arabidopsis AtUCP1
(AJ223983), AtUCP2 (AB021706), AtUCP3 (AKI117673), AtUCP4 (NM118590),
AtUCP5 (NM_127816), AtUCP6 (NM120984); Saccharum spp. SSUCP1 (AY 644460),
SsUCP2 (AY644461), SsUCP3 (AY6444462), SsUCP4 (AY644463), SsUCPS5
(AY644464); Arroz OsUCP1 (AB049997), OsUCP2 (AB049998); Tomate LeUCP
(AF472619), Soja GmUCPla (AF452027), GmUCP1b (AF452028); Manga MiUCP
(AF329899), HmUCP1a (AB088762) e Trigo TaUCP1la (AB042428).



A pUCP de Vigna unguiculata ¢é codificada por uma familia multigénica?

A capacidade dos primers pumpl/pump2 de amplificar mais de um gene da

pUCP foi avaliada através de PCR a partir do DNA genomico.

Isolamento do DNA gendmico de Vigna unguiculata

A Figura 28 mostra uma eletroforese em gel de agarose 0,7% do DNA gendémico
extraido de folhas de plantas jovens (4 dias) de Vigna unguiculata. A eletroforese
revelou uma banda de tamanho molecular aproximado de 23 kpb, calculado em relacao
ao fragmento do DNA do bacteriofago A, digerido com a enzima de restrigdo Hind III.

O grau de pureza do DNA foi avaliado através da relagdo de absorbancia
Az60/Az30 nm mostrando um valor entre 1,7 e 2,0, indicando DNA de boa qualidade para

ser utilizado em rea¢des de PCR (Sambrook et al.,1989).

Amplificagdo dos fragmentos genomicos da pUCP

A Figura 29 mostra a amplificacdo dos fragmentos gendmicos possivelmente
codificando pUCP em Vigna unguiculata, através de PCR em func¢éo de seis diferentes
temperaturas de anelamento dos “primers”, que variaram de 38 a 62° C. O perfil
eletroforético dos fragmentos amplificados revelou um maior numero de bandas nas
temperaturas mais baixas (38, 44,5 € 47,9° C) e esse numero diminuiu a medida que a
temperatura foi aumentada até 62° C. Assim, duas bandas especificas de
aproximadamente 1700 e 1900pb foram reveladas nas temperaturas de anelamento de

51,9 ¢ 55,3° C.
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Figura 28 — Eletroforese em gel de agarose 0,7% do DNA genomico de V. unguiculata
(Vu). M - DNA do bacteriofago A digerido com a enzima de restri¢ao Hind III.
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Figura 29 - Eletroforeses em gel de agarose 1,5% dos fragmentos génicos amplificados
usando-se diferentes temperaturas de anelamento (38 a 62° C). M - DNA do

bacteriofago A digerido com a enzima de restrigao Hind III.



DISCUSSAO

Um dos principais problemas no estudo das mitocondrias de plantas ¢ a
dificuldade de obten¢do de preparagdes onde as mitocondrias mantenham suas
caracteristicas morfologicas e bioquimicas apds o processo de isolamento. E largamente
sabido que o tecido de origem vegetal ao ser homogeneizado para o isolamento das
mitocondrias libera no meio de preparacdo produtos secundéarios, na sua maioria,
armazenados nos vacuolos, que provocam um consideravel efeito sobre a integridade e
o funcionamento das mitocondrias, dependendo do tecido e da metodologia empregada
no isolamento (Douce, 1985). Alguns autores afirmam que a variacdo do pH, a ruptura
celular e o acimulo de compostos danosos sdo dificuldades apresentadas nos métodos
de isolamento da fragdo mitocondrial de células vegetais (Ikuma, 1970 e Palmer, 1976),
sendo muito dificil, se ndo impossivel, que a preparagdo apresente 100% das
mitocondrias intactas e plenamente funcionais (Douce, 1985). O método empregado no
isolamento da fracdo mitocondrial, conforme descrito em Material e Métodos, mostrou-
se, contudo, eficiente, o que pode ser comprovado com o rendimento em proteina
mitocondrial, com a qualidade da preparacdo, avaliada pela integridade da membrana
mitocondrial externa (Figura 15) e o grau de acoplamento do transporte de elétrons com
o processo de fosforilagdo e os valores dos controles respiratorios (Figura 16). De
acordo com Lima-Junior (1999), ¢ comum que os valores dos parametros da avaliacdo
da preparagdo mitocondrial de células vegetais sejam inferiores aos obtidos com
preparacdes de células animais, ndo indicando, porém uma baixa qualidade da fragdo
obtida. A integridade mitocondrial, avaliada pela permeabilidade da membrana ao
citocromo c, obtida nas preparagdes, esteve sempre em torno de 78% e as relagdes
ADP/O foram compativeis com aquelas apresentadas para tecidos vegetais (Douce,

1985).

A dissipagdo de energia em mitocondrias de planta pode ser mediada por dois
processos: um sistema dissipador do potencial redox (AOX) e outro dissipador do
potencial eletroquimico de protons (pUCP) (Sluse & Jarmuszkiewicz, 2000;
Jarmuszkiewicz et al., 2001; Calegario et al., 2003; Malgorzata & Jarmuszkiewicz,
2005; Borecky & Vercesi, 2005).



Para o estudo da contribui¢do individual da pUCP no total da respiragdo
mitocondrial ¢ importante entender os diferentes componentes mediadores do fluxo de
energia na cadeia transportadora de elétrons em plantas, tais como a via citocromica, a
via alternativa e a propria pUCP (Figura 6). Uma maneira de se estudar cada um desses
componentes individualmente ¢ com o uso de inibidores, uma vez que a contribuicio de
cada um ¢ determinado pela diferenca entre o consumo total de oxigénio na auséncia e

na presenga de seus inibidores especificos.

A AOX ¢ insensivel aos inibidores da via citocromica, tais como cianeto,
antimicina A e mixotiazol, enquanto ¢ inibida por acidos hidroxamicos (como por
exemplo o acido benzohidroxamico - BHAM) (Jarmuszkiewicz et al., 2001), propil-
galato (PG) (Lima-Junior et al., 2000) e por acidos graxos (Sluse & Jarmuszkiewicz.
2000).

A pUCP ¢ inibida por nucleotideos purina, como ATP ¢ GTP (Brand et al.,
2004; Cannon et al., 2006; Sluse et al., 2006) e pela proteina BSA (Jarmuszkiewicz et
al., 2001), sendo ativada por acidos graxos livres (Jezek et al., 1996; Hourton-Cabassa
etal., 2004).

A respiragdo mitocondrial também ¢é sensivel a oligomicina e rotenona que
inibem sitios especificos da por¢do F, da F,F;ATP Sintase e complexo I,

respectivamente (Jarmuszkiewicz et al., 2001).

A atividade enzimatica da pUCP caracterizada em mitocondrias isoladas de
hipocotilos de Vigna unguiculata, foi estudada em presenga de Propil-galato 0,1 mM,
ATP 170 uM, rotenona 5 puM (succinato como substrato) e oligomicina 2,5 uM/mg de
proteina. Portanto, o bloqueio de diferentes componentes da cadeia de transporte de
elétrons mitocondriais por inibidores especificos, possibilita a avaliacdo da pUCP pela

estimulacdo por diferentes dcidos graxos e inibi¢ao por BSA.

As Figuras 17 e 18 mostram um aumento na atividade enzimatica da pUCP,
medida através do consumo de oxigénio, apos a adicdo de acido linoléico 10uM. Essa
ativacdo, por parte da adicdo de um acido graxo livre, chegou a representar 54% de
estimulo tendo succinato como substrato, ou de 50% com malato/glutamato como

substrato, estando esses dados em concordancia com trabalhos de diversos autores, que



observaram uma atividade mais eficiente da pUCP por acidos graxos insaturados, dentre

eles o acido linoléico (Borecky et al., 2001a; Borecky & Vercesi, 2005).

A pUCP mostrou ser ativada por acido linoléico em estudos com mitocondrias
de tubérculos de batata (Vercesi et al., 2001, 2006), fruto verde de tomate (Sluse et al.,
1998; Jarmuszkiewicz et al., 1998 e 2001), bem como em outras espécies incluindo
protozoarios (Jarmuszkiewicz et al., 1999) e fungos (Tudella et al., 2003; Cavalheiro et
al., 2004).

A adicdo de BSA apos a de acido linoléico, produziu uma inibicdo da
atividade da pUCP em pH 7,2, alcangando-se um valor de 13% com succinato como
substrato ¢ 27% de inibigdo com malato como substrato. Segundo Jarmuszkiewicz et
al., (1998), mitocondrias isoladas cujo proposito € estabelecer a contribui¢do individual
da pUCP na respiragdo mitocondrial, devem apresentar capacidade de restabelecer os
valores da taxa respiratdria original apds a adicdo de BSA 0,5% evidenciando uma
preparacao mitocondrial livre de 4cidos graxos livres. Portanto, as taxas de consumo de
oxigénio semelhantes antes da adi¢do de acido linoléico e apds a adicdo de BSA
confirmam a auséncia de acidos graxos livres endogenos na suspensdo mitocondrial.
Visto que a adi¢do de acido linoléico estimulou o consumo de oxigénio, podemos inferir
uma suspensao mitocondrial parcialmente livre de acidos graxos livres. Isso pode ser
constatado devido a inibicao apds a adicdo de BSA ter sido em média menor que o
estimulo prévio por adicao de acido linoléico. A adi¢do subseqiiente de cianeto de
potassio (KCN) bloqueou a respiracdo. Nenhuma respiragdo residual foi observada na

presenca de ambos, propil-galato e KCN (Figuras 17, 18 e 19).

Comparando-se a ativagdo da pUCP por diferentes acidos graxos, dentre eles
acido palmitico, acido miristico, acido laurico, além do &cido linoléico (Figura 20),
constata-se que a maior atividade foi evidenciada para o 4cido linoléico. Esses dados
encontram-se em concordancia com os trabalhos de Vercesi et al., (2006), que
mostraram maior atividade desse acido graxo devido sua natureza insaturada, em

comparagao aos outros acidos graxos, que sao saturados.

Os valores de estimulo por acido linoléico variaram em fun¢do do substrato

utilizado e do pH do meio de reagao (Figura 19)



Em relacdo aos diferentes pHs testados, tendo tanto succinato como malato
como substratos oxidaveis, nao houve estimulo da atividade enzimatica da pUCP em pH
6,5. Segundo Lima Junior et al.(2000), com base em levantamento de dados realizados
por Elthon & McIntosh (1986), mostraram que a AOX solubilizada de S. guttatum
apresentava maior atividade em pH 6,8 e Elthon et al., (1986) observaram também um
leve efeito, com pH o6timo entre 6,4 ¢ 6,8, sobre a AOX extraida de V. radiata. Segundo
dados do proprio Lima Janior et al., (2000), observou-se que a atividade da AOX era
influenciada pelo pH atingindo valor méximo no pH 6,25, na auséncia de a-cetoacidos,
decrescendo de modo acentuado com a alcalinizagao do meio. Por outro lado, Vercesi et
al. (2006) afirmam que a pUCP apresenta atividade maxima em pH proximo da
neutralidade. Como esses dois sistemas dissipadores de energia (AOX e pUCP) atuam
levando ao mesmo efeito final, isto ¢, diminui¢do da sintese de ATP (Sluse &
Jarmuszkiewicz, 2000; Jarmuszkiewicz et al., 2001; Borecky & Vercesi, 2005), elabora-
se um questionamento: Por que as plantas necessitam de dois sistemas dissipadores de

energia com fungdes fisioldgicas aparentemente similares?

De acordo com Jarmuszkiewicz et al. (2001) estes sistemas nao trabalham nas
suas capacidades maximas simultaneamente, desde que um aumento na concentragao do
acido linoléico bloqueia a atividade da AOX, enquanto que ativa a pUCP. Além disso,
estudos de expressaio da AOX e pUCP relacionados a ativacdo desses sistemas
desacopladores durante os processos de amadurecimento de frutos de tomate (Sluse &
Jarmuszkiewicz, 2000; Almeida et al.,, 2002) ou manga (Considine et al., 2001),
mostraram que AOX e pUCP podem trabalhar seqiiencialmente durante os estagios de
amadurecimento. Portanto, considerando a regulacdo existente entre os dois sistemas
dissipadores de energia, AOX e pUCP, a melhor ativagdo da pUCP de hipocétilos de
Vigna unguiculata em pH 7,2-7,8, em comparagdo com a auséncia de estimulo em pH
6,5, onde a AOX ¢ mais ativa, esta de acordo com o fato de que ambos os sistemas nao

trabalham com suas capacidades méximas simultaneamente (Figuras 17, 18 e 19).

A segunda parte do trabalho consistiu em uma abordagem molecular da pUCP
de V. unguiculata compreendendo a identificacdo de genes e analise de expressao em
condi¢cdes de estresses abiodticos. Essa abordagem teve como etapa essencial o desenho
de primers degenerados que foi fundamentado nas regides conservadas de aminoacidos
“PLDTAKVRLQLQ (N-terminal)” e “IMFLTLEQ (Carboxila terminal)” de 10
diferentes pUCPs dos tipos 1 e 2. Embora a regido PLDTAKVRLQLQ, seja



reconhecidamente, uma das variantes dos trés sinais SPTE (Sinal Protéico de
Transferéncia de Energia) presentes em todas as proteinas desacopladoras (Borecky et
al., 2006), a regiao IMFLTLEQ ¢ encontrada apenas nas pUCPs dos tipos 1 e 2
sugerindo que os referidos primers apresentam especificidade para reconhecer apenas

pUCPs dos tipos 1 e 2 em Vigna unguiculata.

A expressao génica de VuUCPla analisada através de RT-PCR
semiquantitativa ndo revelou diferengas entre as condi¢des H,O, 1 mM e PEG 200,67
g/l em comparacdo com a condi¢do controle, contrastando com um aumento na

quantidade de transcritos na condi¢cdo de NaCl 100 mM (Figura 23).

Apesar da expressdo de VuUCPla ndo ter sido induzida pelos estresses
causados por H,O, e PEG, trabalhos realizados com Arabidopsis, a partir de perfil de
expressdo em larga escala, revelaram que a expressdo de algumas isoformas da pUCP ¢
modulada por diferentes estimulos ambientais, com regulacdo dependente de estresse
(Desikan et al., 2001; kowaltowski & Vercesi, 1999; Seki et al., 2002a, 2002b).
Vercesi et al., (2006), afirmam que alguns genes PUMP (pUCP) apresentam regulagdo
positiva quando as plantas ficam expostas aos agentes geradores de estresse oxidativo,
assim como, H,O, ou menadiona”. Em estudos com milho, a expressdo do gene
ZmPUMP permanece inalterada quando expostas ao frio, mas ¢ aumentada em resposta
a estresses oxidativos (Brandalise et al., 2003a). Estudos com um desses genes em
Arabidopsis, o AtPUMP1 (AtUCPI) revelaram indugdo por varios estresses abioticos,
dentre eles estresse hidrico (seca) e salino (Kreps et al., 2002). Diante desses perfis de
expressao da pUCP, a seguinte hipotese pode ser levantada para explicar o fato da
expressdao da pUCP ndo ter sido alterada em folhas de V. unguiculata: Apenas um gene
UCP foi detectado em folhas usando os primers degenerados pumpl/pump?2 e, portanto,
esse gene pode ndo ser induzido por esses estresses, contudo sera ainda necessario
avaliar diferentes tempos de expressdo e ou concentragdes dos agentes causadores dos

estresses para confirmar essa hipotese.

A expressao da pUCP em condicdes de estresse salino mostrou-se discretamente
mais elevada em comparagdo aos outros tipos de estresses abiodticos estudados estando
em concordancia com a expressao do gene AtUCP1 em Arabidopsis que ¢ induzida pelo

estresse salino (Seki et al., 2002b). Esse resultado também corrobora com a indugdo do



gene VUAOX2b sob estresse salino que demonstrou ter uma expressdo retardada no

cultivar Vita 5 em relagdo ao cultivar Vita 3 (Costa et al. 2006).

Os resultados de expressao de RT-PCR foram validados, em relacdo a
especificidade dos primers para genes UCP, apods clonagem e seqiienciamento do
fragmento de cDNA obtido da condi¢do de estresse oxidativo (H,O, ImM). Sete clones
positivos para pUCP apresentaram um cDNA de 760 bp que foram 100% idénticos
entre si, sugerindo que os primers foram capazes de reconhecer pelo menos um gene
UCP em folhas de V. unguiculata sob estresse oxidativo. A seqiiéncia de aminoacidos
deduzidos do fragmento de cDNA revelou 94% de identidade com a seqiiéncia de
GmUCPla (AF452027) e 90% de identidade com GmUCPIb (AF452028) de soja
(Figura 26). A alta identidade com as proteinas UCP de soja foi confirmada através da
arvore filogenética da pUCP contendo 20 outras proteinas de varias espécies (Figura
27). A proteina deduzida de V. unguiculata apresentou maior proximidade filogenética
com a proteina GmUCP1a de soja sugerindo que o gene codante dessa proteina em V.

unguiculata seja ortdlogo ao gene GmMUCP1a em soja.

Soja e V. unguiculata sao plantas proximamente relacionadas pertencentes a
ordem Fabales e a familia Fabaceae justificando, assim, a alta identidade entre os genes
podendo inclusive haver conservagdo no nimero de genes de uma familia multigénica
entre as duas espécies. Nesse contexto, Costa et al. (2004) identificaram em Vigha
unguiculata dois genes AOX do tipo 2 (VuAox2a e VuAox2b), que foram ortdlogos aos
genes AOX do tipo 2 de soja (GmAox2a e GmAO0x2b). Posteriormente, um gene Aox do
tipo 1 (VuAoxl) em V. unguiculata também revelou ser ortblogo ao gene Aoxl
(GmAox1) em soja (Costa et al., 2004). Assim, o cDNA identificado em Vigna

unguiculata, por ser ortélogo ao gene GmMUCP1a sera denominado de VUUCP1a.

Considerando que os genes pardlogos da UCP, isto ¢, genes da UCP dentro de
uma mesma espécie, geralmente apresentam variagdo no tamanho de introns (Figura 9)
verificou-se a capacidade dos primers degenerados pumpl/pump2 de amplificar
diferentes fragmentos génicos através de PCR. Os primers pumpl e pump2 se anelam
em seqiiéncias dos exons 2 e 8, respectivamente, envolvendo 6 introns em relagdo aos
genes pPUCP dos tipos 1 e 2 (Figura 30). Assim, duas bandas especificas referentes a
dois fragmentos génicos de tamanhos diferentes (aproximadamente 1700 e 1900 pb)

foram amplificadas (Figura 29), sugerindo a existéncia de pelo menos 2 genes da pUCP



em V. unguiculata. Curiosamente esses fragmentos foram muito semelhantes em
tamanho aos fragmentos génicos GmUCP1a (1888 pb) e GmUCP1b (2082 pb) de soja
encontrados no Genbank sob numeros de acesso, AF452027 , AF452028,

respectivamente.

Virias espécies de plantas mostraram a existéncia de familias multigénicas de
até 6 membros revelando 5 genes em arroz (OsPUMPI1-5), 6 genes em Arabidopsis
(AtPUMP1-6) e 5 genes em cana-de-actiicar (SsPUMPI1-5) (Nogueira et al., 2005;
Vercesi et al., 2006; Borecky & Vercesi et al., 2006). Em outras espécies, apenas 2 ou 3

genes foram caracterizados (Hourton-Cabassa et al., 2004 ).

A divergéncia entre os diferentes grupos de pUCPs (Figura 27) deve necessitar
de diferentes primers degenerados para a identificacdo de cada grupo por PCR. A
caracterizag¢do da familia multigénica da pUCP em V. unguiculata ajudara a esclarecer a
funcdo dessa proteina desacopladora, tornando possivel estabelecer correlagdes com a

expressdo da familia multigénica da AOX, ja caracterizada em V. unguiculata.



pump 1

Gene UCP B-—H HH

pump 2

500 ph

Figura 30 - Esquema representativo da estrutura génica de VuUCPla mostrando as
posicdes dos oligonucleotideos deduzidos. Os retangulos em azul indicam os éxons € 0s
espacos entre esses retangulos representam os introns. A posi¢ao dos oligonucleotideos
da PUMP (pUCP) foi estimada em relagdo aos genes de Solanum tuberosum,
Arabidopsis e Arroz pUCP1 e 2 (AJ002586, Y18291; AB49997, AB49998).



CONCLUSAO

- Uma caracterizacdo parcial da atividade enzimética da pUCP foi realizada
em mitocondrias de hipocétilos de Vigna unguiculata, através do estimulo do consumo

1

de oxigénio, em natomos de O,. min. . mg de proteina ', tendo 4cido linoléico como

ativador € BSA como inibidor dessa atividade;

- O 4cido linoléico foi o acido graxo livre que apresentou os maiores estimulos
nas taxas de consumo de O,, como conseqiiéncia da ativacdo da pUCP de hipocétilos de

Vigna unguiculata;

-As maiores atividades da pUCP de V. unguiculata, através do consumo de O,,
foram verificadas em pHs 7,2 e pH 7,8, observando-se que em pH 6,5, uma fraca ou

inexistente atividade foi detectada;

- Um c¢DNA denominado VuUCPla de aproximadamente 760 pb foi
amplificado por RT-PCR, clonado e seqiienciado, apresentando 94% de homologia com
o gene UCPla e 90% de homologia com o gene UCP1b de soja, sugerindo que o gene

VuUCPIla ¢ ortdlogo ao gene GmUCP1a de soja.

-Dois fragmentos de tamanhos diferentes, 1700 ¢ 1900 pb foram amplificados
por PCR de DNA gendmico, sugerindo a existéncia de pelo menos dois genes pUCPs
em Vigna unguiculata e que a pUCP ¢é possivelmente codificada por uma familia

multigénica nessa espécie;
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